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RESUMO

Trés derivados do p-aminofenol e salicilatos foram sintetizados e sua
atividade antioxidante avaliada e comparada com o paracetamol, &cido salicilico e
trolox. Em um esforco para desenvolver derivados de salicilatos como
antioxidantes, o farmacoéforo antioxidante do paracetamol foi associado ao acido
salicilico.

A estratégia sintética geral empregada para preparar os compostos alvos foi
baseada na acilacdo ou benzoilagdo do p-aminofenol ou acido 5-amino-salicilico
com cloreto do benzoila ou anidrido acético, formando o p-benzamidafenol, dcido
5-acetilamido-2-hidroxibenzoéico e dcido  5-benzamido-2-hidroxibenzdico,
respectivamente, com rendimento 80-90%. Dados de RMN de H! e C13 foram
usados para determinar a estrutura dos produtos derivados da reagao.

O estudo tedrico do metabolismo do acido salicilico usando calculos de
quimica quantica pela teoria do funcional de densidade no nivel B3LYP, com a
base 6-31G*, empregada para obter a energia, o potencial de ionizagdo e a
distribuicdo da densidade de spin do &cido salicilico comparando com seus
derivados fenol e &cido benzédico. Os resultados confirmam que a geracao
regiosseletiva do 4cido 2,5-dihidroxibenzoéico pelo Citocromo P-450 e &cido 2,3-
dihidroxibenzoéico e catecol como derivados da reacdo sequiestrantes da atividade
antioxidante.

Além disso, as atividades antioxidantes dos compostos foram comparadas
com o potencial de ionizagdo e 0 HOMO, calculados usando métodos TDF, para
explorar a relacdo estrutura-atividade. Todos os calculos foram executados usando
os pacotes computacionais Gaussian 03, Hyperchem 7.5 e ChemOffice 2005.

A atividade antioxidante foi determinada pela medida da inibi¢do dos
niveis de TBARS na peroxidacdo lipidica em eritrécitos humanos iniciadas por
Fe?* e 4acido ascorbico, peréxido de hidrogénio e AAPH. Suas atividades
seqliestrante de radicais livres foram avaliadas também, usando um radical livre
estavel, 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Infelizmente, 0 modelo da inibicdo da
PGES nao foi capaz de quantificar o efeito biol6gico nas plaquetas humanas.

Os derivados contendo benzoil exibiram uma inibicdo mais potente de
atividade anti-radical livre na peroxidagao lipidica e capacidade seqiiestrante na
DPPH do que o grupo contendo acetil. O p-benzamidafenol é o mais ativo dos
compostos, sendo mais potente que o paracetamol na inibicdo da peroxidacdo
lipidica. Enquanto que os compostos da associagdo molecular, o &cido 5-
acetilamido-2-hidroxibenzoéico e acido 5-benzamido-2-hidroxibenzéico sdo mais
potentes que o acido salicilico nas mesmas circunstancias. Simultaneamente, o
método DFT forneceu um valor de potencial de ionizacdo que explicou a relagao
estrutura-atividade. Os resultados mostram que para associacdo molecular dos
novos derivados, a inibicdo de TBARS e de DPPH aumenta desde que o potencial
de ionizacdo e o HOMO diminuam, quando comparado ao 4cido salicilico.
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ABSTRACT

Three p-aminophenol and salicylate derivatives were synthesized and their
antioxidant activities were evaluated and comparated to paracetamol, salicylic
acid and trolox. In an effort to develop the salicylate derivatives as antioxidant, the
paracetamol antioxidant pharmacophore was associated to the salicylic acid.

The general synthetic strategy employed to prepare the target compounds
was based on the acylation or benzoylation of p-aminephenol or 5-amine-salicylic
acid with benzoyl chloride or acetic anhydride to give p-benzamidephenol, 5-
acetylamino-2-hydroxy-benzoic acid, and 5-benzoylamino-2-hydroxy-benzoic
acid, respectively, in 80-90% yield. 'H NMR and 13C NMR spectra analyses were
used to determine the structure of the new product derivatived from the reaction.

The theoretical study of the salicylic acid metabolism using quantum
chemistry calculations at the B3LYP theory level, together with the 6-31G* basis
set, were employed to obtain energy (E), ionization potential (IP), and spin-density
distribution of the salicylic acid and its derivatives phenol and benzoic acid. This
results supported the 2,5-dihydroxybenzoic acid generation by cytochrome P-450
and 2,3-dihydroxybenzoic acid and catechol as scavengers derivatives in
antioxidant activity.

In addition, was evaluated their antioxidant activities and the ionization
potential and HOMO of the compounds have been calculated using the density
functional theory (DFT) method at the B3LYP level, employing the 6-31G(d) basis
set, to explore the structure-activity relationship. All calculations have been
performed by using the Gaussian 03 program, Hyperchem 7.5, and ChemOffice
2005.

The antioxidant activity was determined measuring the inhibition of lipid
peroxidation initiated using TBARS level by Fe?* and L-ascorbic acid, hydrogen
peroxide, and AAPH in human erythrocytes. Their radical scavenging activities
were also evaluated using a stable free radical, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH). Unfortunately, the model of PGES-inhibition was not capable to quantify
the effect biological in platelets.

Benzoyl derivatives exhibited more potent inhibition of lipid peroxidation
and DPPH radical scavenging activities than acetyl moiety. The most active
compounds p-benzamidephenol is more potent than paracetamol in the inhibition
of lipid peroxidation. Compounds 5-acetylamino-2-hydroxy-benzoic acid, and 5-
benzoylamino-2-hydroxy-benzoic acid are more potent than salicylic acid in the
same conditions. Simultaneously, the DFT method can provide an ionization
potential value to explain the structure-activity relationship. The results shown
that molecular association for the new derivatives, increased TBARS and DPPH
inhibition and less ionization potential value, compared with salicylic acid.
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1. INTRODUCAO:
1.1. DERIVADOS DO p-AMINOFENOL:

Os efeitos farmacolégicos do paracetamol (PAR) sao muito discutidos, mas
o provavel mecanismo estd baseado na inibicdo da prostaglandina sintase
(BESSEMS & VERMEULEN, 2001). Em niveis terapéuticos, o PAR é considerado
seguro para humanos, no entanto, quando usado em doses altas pode desenvolver

um quadro de hepatite medicamentosa e 6bito em poucos dias (THOMAS, 1993).

Este farmaco apresenta férmula e peso molecular CsHoO2 e 151,16g/mol,
respectivamente. A solubilidade de 1g da substancia em 70mL de dgua e 50mL de
cloroférmio a 25°C, caracteriza-o como uma molécula de média polaridade.
Enquanto que seu pKa de 9,51 é estavel entre pH 4 e 7 a 25°C, demonstrando sua
natureza fracamente acida. A substdncia quimica é estavel a temperatura, luz e

umidade (THE MERCK INDEX, 1996).

1.1.1. Farmacocinética do Paracetamol:

A absorcdo de doses terapéuticas do PAR é normalmente completa, a
biodisponibilidade sistémica e a meia-vida de eliminagdo é aproximadamente 75%

em 1,5 a 2,5 horas, respectivamente (BESSEMS & VERMEULEN, 2001).

Os metabdlitos urinarios do PAR ja identificados sdo formados das reacoes
de glucuronidacdo e sulfatagdo, constituindo-se nas principais vias de
biotransformacdo. A formacdo destes conjugados, PAR-sulfato (PAR-S) e PAR-
glucuronideo (PAR-GIc), sao mediadas pelas enzimas uridina difosfato do acido
glucurdnico (UDPGA) e fosfoadenosil-fosfosulfato (PAPS), respectivamente, por
serem os produtos mais soliveis em dgua que o composto quimico original sao
excretados principalmente pela via urindria (ambos) e uma pequena parte pela via
biliar (PAR-Glc) (THOMAS, 1993; GODEJOHANN et al., 2004; JENSEN et al., 2004)
(Esquema 1).
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Esquema 1: Principais vias de biotransformagdo do paracetamol
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Fonte: Adaptado com modificagdes de Thomas, 1993.

Aproximadamente 30 e 55% do PAR administrado sdo excretados na urina
como PAR-S e PAR-Gluc, respectivamente. Entretanto, em vdarios animais de
laboratério, uma quantidade pequena de PAR é metabolisada por um terceiro
caminho, isto é, a oxidacdo pelo sistema microssomal via citocromo P-450 (Cit P-
450), enzima contendo uma oxidase de funcdo mista, formando a N-acetil-p-

benzoquinona imina (NAPQI) (TONE et al., 1990).

Uma reacdo de oxidacao secundaria, através da hidroxilacao, formando o 3-
hidroxiparacetamol (PAR-OH) provavelmente ocorra no homem, uma vez que
esta molécula foi encontrada na urina de pacientes que tomaram uma overdose de
PAR (KNOX & JURAND, 1977). E possivel que a prostaglandina endoperéxido

sintase e mieloperoxidase, tenham a habilidade de biotransformar o PAR também
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em humanos por ter sido demonstradas em modelo animal e enzimas com

atividade peroxidase (BESSEMS & VERMEULEN, 2001).

A indugao da toxidade do PAR esta clara em animais de laboratério em
espécies como rato, hamster ou cachorro. Além dos metabdlitos humanos, varios
outros foram encontrados na urina, como o 3-tiometil-paracetamol (inclusive as
formas de sulfato, glucuronideo e sulfona), p-aminofenol, dcido mercaptirico e

conjugados de p-benzoquinona (PBQ) (LUBEK et al., 1988).

As enzimas do Cit P-450 sdo as mais importantes biotransformadoras de
tarmacos no figado, estando presentes na maioria dos outros tecidos do corpo,
portanto, pode-se esperar que elas sejam mediadoras da bioativagao oxidativa do

PAR (VERMEULEN et al., 1992; HINSON et al., 1995; NELSON, 1995).

2.

E consenso que a NAPQI é o principal reagente metabdlico eletrofilico
formado pela biotransformacao oxidativa do PAR tanto in vitro quanto in vivo
(MINER & KISSINGER, 1979; HINSON et al., 1981). Embora seja dificil sua
caracterizagdo direta em sistemas in vitro (DAHLIN et al, 1984), muitos
mecanismos para sua formacdo foram propostos e identificados (BESSEMS et al.,
1997 e 1998), sendo o principal através da conjugacdo com glutationa via adi¢do

1,4 de Michael, obtendo-se o correspondente conjugado de cisteina e mercapturato

(PAR-Cis e PAR-M) (Esquema 2).

Esquema 2: Formacao do paracetamol-cisteina e paracetamol-mercapturato (Thomas, 1993).

s OH HO Os OH HO Os OH
H,N H
H,C0
HN, CH £, CH, £ CH,
PARSG © PAR-Cis © PARM ©

Além disso, PAR-OH, PBQ e acetamida, foram isolados como metabdlitos
do PAR dependente do Cit P-450, derivados da NAPQI (FORTE et al., 1984).
HOFFMANN et al. (1985) e MYERS et al. (1994), usaram os métodos de

espectroscopia de ressondncia de spin (ERS) para determinar a interagdo do PAR
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no sitio ativo de enzimas de Cit P-450, com a finalidade de sustentar esta
interpretacdo mecanistica. No entanto, a N-acetil-p-benzosemiquinona imina
(NAPSQI) foi indiretamente determinada por VAN DE STRAAT et al. (1987),
através do sinal melaminico observado através de ERS pela reducao da NAPQI

catalisada do pelo Cit P-450.

Até o momento, evidéncias diretas apontam para a existéncia do radical
semiquinona imina, intermediando a catalise oxidativa do paracetamol e analogos
substituidos pelo Cit P-450 quando as drogas sdo administradas em altas doses.
Conseqiientemente, qualquer discussao com relagdo a relevancia da NAPSQI no
mecanismo de toxidade de tracos de PAR dependente Cit P-450 é especulativa

(BESSEMS et al., 1998; YANG & BEARD, 2006; MOFFIT et al., 2007).

Embora uma grande variedade de xenobioticos possam ser bioativados por
uma ou mais enzimas da superfamilia Cit P-450, outras enzimas podem estar
envolvidas na biotransformagdao do PAR, como as peroxidases, incluindo
mieloperoxidase, cloroperoxidase e lactoperoxidase (POTTER & HINSON, 1989) e
prostaglandina endoperéxido sintase (PGES) (HARVISON et al., 1988). Estas
foram encontradas em quase todos os tecidos de mamiferos investigados (ELING

& CURTIS, 1992).

Nos glébulos brancos, por exemplo, as mieloperoxidases demonstraram
estar presente na bioativacdo de uma grande variedade de drogas. Em outros
tecidos com baixa atividade de Cit P-450, a PGES, pode estar associada na
bioativagdo do PAR, em locais como os rins, onde a toxicidade do PAR pode

resultar da ativagdo por esta enzima (PIRMOHAMED et al., 1996).

1.1.2. Farmacodinamica do Paracetamol:

A atividade inibitéria do PAR sobre a ciclooxigenase (COX) pode estar
relacionada a sua capacidade de reagir com o radical tirosil presente na PGES

(KULMACZ et al., 1991), tendo em vista que andlogos monometilados do PAR sdo
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capazes de inibir PGES (HARVISON et al., 1988). Derivados com substitui¢des no
anel benzeno por atomos de flador adjacentes aos grupos hidroxil e amida ou
presentes no grupo metila da acetamida, podem apresentar uma variacdo na
atividade analgésica tanto in vivo quanto in vitro, mas apresentam a capacidade de
inibicdo da COX. A coplanaridade do grupo acetamida com o anel fenila é
importante na capacidade de inibicdo da desta enzima por andlogos de PAR
(BARNARD et al., 1993; BESSEMS et al., 1995). O segundo local de acdo do PAR e
seus derivados é a inibicdo da peroxidase ou hidroperoxidase, que catalisa a
reducdo do hidroperéxido-endoperéxido (PGG2) para o 4lcool hidréxido-
endoperéxido (PGHb»), atividade esta exibida por todas as peroxidases (MOLDEUS
et al., 1982, KULMACZ et al., 1994).

Como a funcao peroxidase é uma das atividades de PGES, foi investigado o
mecanismo de ativacdo do PAR usando peroxidades especificas, onde as possiveis
relacdes de estrutura-atividade como, potencial de oxidacdo, influéncia da
coplanaridade entre a cadeia lateral N-acetil e o anel fenol, bem como os aspectos
de solubilidade como o coeficiente de paricdo para varios analogos do
paracetamol (BESSEMS & VERMEULEN, 2001). Entretanto, tanto a atividade
quanto da toxicidade do paracetamol resulta de sua interacdo com enzimas ferro-

porfirinicas e seu metabolismo via citocromo P-450.

1.1.3. Metabolismo de Drogas Via Citocromo P-450:

O citocromo P-450 foi descoberto no final dos anos de 50 (KLINGENBERG,
1958, GARFINKEL, 1958). O termo Cit P-450 se refere a uma superfamilia de
enzimas heme-tiolato onde o complexo Fe*2-CO apresenta uma absorcdo no
espectro com o maximo de 450 nm. Uma diversidade de isoenzimas tem sido
encontrada em praticamente todos os organismos, incluindo bactéria, fungos,
leveduras, plantas, insetos, peixes e mamiferos. Todos os genes Cit P-450
provavelmente evoluiram de genes comuns, que existiam antes da separagao de

procariéticos e eucarioticos (NELSON et al., 1996).
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Devido ao grande nimero de enzimas Cit P-450, um sistema padrdo de
nomenclatura foi desenvolvido. As enzimas foram organizadas com base na
identificacdo da seqiiéncia de proteinas e nomeadas CYP, representando o
citocromo P-450, seguido pelo nimero denotando a familia, uma letra designando
a subfamilia e o segundo numero representando a enzima individual. O
correspondente nome do gene escrito em itdlico. As enzimas que tem uma
seqliéncia de aminodcidos identificados > 40% sdo consideradas como
pertencentes de alguma familia, enquanto que enzimas com seqiiéncia identificada

> 55% sdo de alguma subfamilia (NELSON et al., 1996).

As enzimas Cit P-450 possuem duas principais fun¢des (NELSON et al.,
1996; PARKINSON, 1996). Elas estao envolvidas na biossintese, bioativacdo e
metabolismo de compostos endégenos, como acidos graxos, hormonios esteréides,
vitaminas, dacidos biliares e eicosandides. E estdo também envolvidos no
metabolismo de compostos quimicos estranhos e farmacos, que apds conversao
em moléculas mais polares, sdo excretados diretamente ou conjugados por outras
enzimas, que devido a sua solubilidade em &gua, sdo eliminados por excrecao
urindria. Algumas dessas reacoes do Cit P-450 formam moléculas bioativas mais
toxicas com propriedades citotoxicas ou cancerigenas (PARKINSON, 1996;
GUENGERITH & SHIMADA, 1998).

As enzimas de Cit P-450 estdo localizadas na célula principalmente no
reticulo endoplasmatico e no interior da membrana mitocondrial. A mitocondria
aloja varias enzimas Cit P-450 envolvidas na biossintese e metabolismo de

hormonios esterdides, dcidos biliares e vitamina D (PARKINSON, 1996).

O mecanismo catalitico do Cit P-450 microssomal mediando a
monooxigenacdo é mostrado no Esquema 3. Na etapa 1, o ciclo catalitico comeca
com a ligacdo do substrato ao ferro da enzima na forma férrica. A etapa 2 ocorre
quando o complexo é reduzido pela transferéncia de um elétron via NADPH-
Citocromo P-450 redutase, formando o complexo reativo ferroso-substrato. Na
etapa 3, o oxigénio molecular se liga ao complexo enzima-substrato reduzido. A

etapa 4 vem em seguida, pela introducao de um segundo elétron, transferido via
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NADPH-Citocromo P-450 redutase ou Citocromo-bs, formando o complexo ferro-
peroxila-substrato. A etapa 5 envolve a adicdo de um préton formando o
complexo ferro-hidroperdxido-substrato. Na etapa 6, temos a adicdo de um
segundo préton e o complexo formado sofre uma clivagem homolitica da ligagao
FeO-OH: na etapa 7 com a liberacdo de uma molécula de 4gua, formando o
complexo ferroxeno-substrato. Na etapa 8, o grupo ferroxeno retira um elétron e
um préton ou um hidrogénio radical do substrato, formando o complexo ferro-
hidroxil-substrato radical livre. Finalmente, na etapa 9 o grupo hidroxil reage com
o substrato radical livre, o produto oxidado é liberado e a forma férrica da enzima

é regenerada (GUENGERITH, 1991 e 1998; SCHLICHTING et al., 2000).

Esquema 3: Mecanismo catalitico da monooxigenagdo via P-450 microssomal. FH = farmaco.

FOH FH

NADPJ:I P450

o Q N

Fe*d + F'
HZOZ
Fonte: Adaptado de Guengerith, 1991 e Schlichting et al., 2000.

A etapa 10 ocorre em sistemas experimentais, quando compostos contendo

oxigénio substituem e convertem o fon ferro em um complexo ferro-oxigénio de
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alta valéncia. Algumas dessas reacdes sdo relevantes, porém ndo muito usuais

fisiologicamente nos sistemas bioldgicos (GUENGERICH & SHIMADA, 1998).

Nas etapas 11 e 12 podemos observar a formagdo das espécies reativas de
oxigénio. O anion superédxido liberado do sistema através da clivagem heterolitica
e homolitica dos complexos ferro-peroxil-substrato e ferro-peroxila-substrato, com
a concomitante formacdo dos complexos Fe3*-substrato e Fe2*-substrato,
respectivamente. Os complexos Fe3*-substrato e Fe2*-substrato recebem elétrons e
reagem com oxigénio novamente, ou seja, dependendo do substrato podemos ter
um efeito pré-oxidante com a liberagdo de anion superdxido. Na etapa 13 o dnion
superoxido é convertido a peréxido de hidrogénio através da enzima superéxido

dismutase (GUENGERICH & SHIMADA, 1998).

Na etapa 14 observamos a formacdo de peroxido de hidrogénio, através de
uma quebra heterolitica do complexo ferro-peréxido de hidrogénio, regenerando a

forma férrica da enzima (GUENGERICH & SHIMADA, 1998).

O ferroxeno pode ser decomposto na etapa 15 pela incorporacdo de dois
elétrons e dois hidrogénios, regenerando a forma férrica da enzima e liberando

uma molécula de agua (GUENGERICH & SHIMADA, 1998).

O citocromo P-450 catalisa muitos tipos de reacdes incluindo oxigenacdes,
dehalogenacdo, dealquilagdo, deaminagdo, desidrogenacdo e isomerizacdo. A
reacao de oxigenacao é a mais importante. As enzimas Cit P-450 sao geralmente
chamadas de oxidase ou mooxidase de fun¢do mista, por incorporar um atomo de

oxigénio molecular em um substrato (PARKINSON, 1996).

Os trabalhos de modelagem molecular tém utilizado com sucesso o Cpd 1
(Figura 1), um modelo simplificado contendo o ferroxeno em um grupo heme
substituido por um aminoacido cisteina quelada ao ferro, dois alcenos e dois
acidos carboxilicos, para estudar a estrutura, reatividade quimica e mecanismo de
reacdo do citocromo P-450 em diferentes estados de oxidacdo (SCHONEBOOM et
al., 2000; ALVES et al., 2006).
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Cpd 1 SCys \

Figura 1: Estrutura do Cpd I modelo simplificado do Citocromo P-450 (Schoneboom et al., 2000).

O citocromo P-450 apresenta cinco estados reativos principais além do
complexo Fe-hidrato (I), os estados reativos sdao o Fe-peroxil (II), Fe-peroxila (III),
Fe-hidroperoxido (IV), Ferroxeno (V) e Fe-hidroxil (VI) (Figura 2) (GUENGERICH
et al., 1991). Alguns apresentam alto e baixo spin como ferro-peréxido e ferroxeno.
Com propriedades e afinidade por diferentes substratos, realizando rea¢des de C-
oxidacdo, epoxidagdo, X-oxidacdo e X-oxigenacdo (X=heterodtomos como

halogénios, nitrogénio ou enxofre) (SCHONEBOOM et al., 2000).
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Figura 2: Estrutura dos complexos ferro-hidrato (I), ferro-peroxil (II), ferro-peroxila (II), ferro-

hidroperéxido (IV), ferroxeno (V) e ferro-hidroxil (VI) (Schoneboom et al., 2000).
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A reacao mais provavel de formagao dos metabolitos oxidados do PAR via
Cit P-450 é através de um caminho radicalar, onde o ferroxeno inicialmente retira
um hidrogénio fenélico, gerando a semiquinona, que apresenta uma

deslocalizagao do elétron desemparedado juntamente com a forma Fe-Hidroxil.

Esquema 4: Mecanismo catalitico da monooxigenacao via P-450 microssomal do paracetamol

O
N——— Y
SCys CH, NAPQI
T/ﬂ H,0
Q Q Q
. >\—CH3 >\—CH3 . >\‘—CH3
O N, O N, O N)
NAPSQI -~ NAPSQI H
OH N NCOH N N OH {
/ Fe / e / Fe / - / Fe /
4_\1\1 NL_\N NL—\N
SCys SCys SCys

OH

HO H,N. CH; @
O

N_O

H

\EHS OH-PAR

Fonte: Adaptado com modificagdes de Myers et al., 1994.

O Fe-Hidroxil pode reagir através de trés formas. A primeira pela
recombinacdo do radical hidroxil com a N-acetil-p-benzosemiquinona imina
(NAPSQI) na posicdo 3, formando 3-hidroxi-paracetamol (HO-PAR). A segunda
forma, pelo ataque na posicao 4, formando p-benzoquinona (PBQ) mais acetamida.
E a terceira forma, pela abstracdo de um segundo hidrogénio do grupo amida
formando a N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), segundo o esquema 4

(KOYMANS et al., 1989; MYERS, et al., 1994).
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1.1.4. Mecanismos de Toxicidade do Paracetamol:

Apoés a ingestdo de uma dose toxica de PAR, a principal conseqtiéncia é a
hepatotoxicidade centrolobular dependente de Cit P-450, observada pelo aumento
dos niveis sorolégicos de alanina aminotransferase (ALT), tanto no homem como

em varios animais de laboratério (HINSON, 1980).

Os principais metabdlitos toxicos do PAR via bioativacao do Cit P-450 sdo a
NAPQI e NAPSQI, sejam como intermediario eletrofilico reativo ou espécie
reativa radicalar de oxigénio, respectivamente (ALBANO et al., 1985; VAN DE
STRAAT et al., 1988, DE VRIES, 1981; HINSON, 1990; BESSEMS et al., 1998;
HANNEMANN et al., 2007).

Baixas quantidades de NAPQI sao formadas com o uso terapéutico de PAR,
mas na presenca de glutationa reduzida (GSH), a NAPQI pode ser reduzida ao
PAR, por um mecanismo de quimioprotecdo ou ligar-se covalentemente com GSH,
gerando conjugados 3-glutationa-S-il-paracetamol (PAR-SG) sem efeito adverso

significante (VAN DE STRAAT et al., 1986).

Nos casos de intoxicacdo aguda, quando o sistema Cit P-450 estiver
induzido ou os niveis de GSH hepatica estiverem diminuidos, os mecanismos de
quimioprotecdo podem ndo compensar a producdo aumentada de NAPQI, fato
que tem sido evidenciado através da relacdo em que a redugdo mitocondrial dos
niveis de GSH esta diretamente correlacionada com a toxidade hepatica

(VENDEMIALE et al., 1996).

As vias mais provaveis de reacdo da NAPQI sao as formagdes de adutos
com proteinas (NELSON, 1995), oxidacdo de sulfidrila de proteinas
(TIRMENSTEIN & NELSON, 1990), ligacao covalente com DNA no figado e rins
(HONGSLO et al., 1994) e eventualmente, rompimento da homeostase celular. A
overdose de PAR em ratos, camundongos e humanos, resulta em severa necrose

hepatica (VERMEULEN et al., 1992) e renal (EMEIGH HART et al., 1996).
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Além disso, ratos apresentaram necrose de células bronquiolares (JEFFERY
& HASCHEK, 1988) e adutos covalentes formados com proteinas (BARTOLONE et
al., 1989; WELLS et al., 1995).

No homem, os efeitos hematolégicos mais danosos foram encontrados,
principalmente nas plaquetas, apés a ingestao de grande quantidade de PAR
(FISCHEREDER & JAFFE, 1994). Além disso, estda comprovado que a exposicdo
humana a repetidas doses por longo periodo de tratamento, ainda que

terapéuticas, estd correlacionada com o aumento do risco de doenga renal cronica

(SANDLER et al., 1989).

Ratos submetidos ao consumo de etanol, com provavel indugao de CYP2FE1,
quando submetidos a altas doses de PAR, apés o isolamento da fracdo
microssomal hepdtica, apresentaram taxas de ligacdo com proteinas e conjugagao

com cisteina de 97% e 33%, respectivamente (ZHOU et al., 1997).

Esquema 5: Mecanismo de formagao de radical livre semiquinona do paracetamol via P-450.

OH "par 2 I{T{O‘OH N
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N—1—-N N——-—N
SCys SCys

Fonte: Adaptado com modificacdes de Goeptar ef al., 1995.

A ligagao de proteina com NAPSQI pode ser favorecida sobre a conjugacao
com a cisteina e estas diferencas poderiam ser devido a formagao de NAPSQI por
CYP2E1. No mecanismo de formagdo de NAPSQI, apresentado no esquema 5, o
complexo ferro-hidroperéxido do Cit P-450 pode captar um hidrogénio do PAR e

liberar o radical NAPSQI e peréxido de hidrogénio, liberando a enzima na forma
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livre (BESSEMS & VERMEULEN, 2001) por um mecanismo semelhante ao que
ocorre em peroxidase horseradish (PORTER & HINSON 1987). Este mecanismo foi
proposto para explicar a toxicidade do PAR através de um mecanismo via radical

livre da NAPSQI (GOEPTAR et al., 1995; MICHAEL et al., 1999).

O estresse oxidativo mediado por espécie reativa de oxigénio como o
peréxido de hidrogénio e anion superéxido (O2-) ou pela acdo oxidante direta de
um metabdlito reativo como NAPSQI na hepatotoxicidade induzida por PAR foi
observado pela diminuicdo da proporcdo entre NADPH / NADP+ (KELLER;
HINSON, 1991), GSH / GSSG (SUBRAHMANYAM et al., 1987), ProtSH /
ProtSSProt (ALBANO et al., 1985).

No entanto, a reducao de NAPQI formando NAPSQI pode ser devido a
atividade do Cit P-450-redutase na presenca de oxigénio, formando o anion
superoxido (O27) (GOEPTAR et al., 1995). De igual modo, a forma NAPSQI pode
oxidar a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidado (NADP*), que por sua vez,
reage com Oz gerando o anion Oz~ (KELLER; HINSON, 1991), segundo mecanismo

descrito no esquema 6.

Esquema 6: Redugdo de NAPQI / NAPSQI e geracado do anion O,™

OH | 0O 0
CitP450 © CitP450 @
i "NADP = NADPH "NADP = NADPH
N._CH N_cH, Y N N._CH,
H Yy '3 o H 3 big
O 2 @) 0, O
PAR NAPSQI NAPQI
03 03
NADP+ NADP+

Fonte: Adaptado com modificacdes de Keller & Hinson, 1991.

A NAPQI pode oxidar grupos tidlico de cisteina presentes na GSH, para
GSSG e formar ligacdes dissulfetos em proteinas (BIRGE et al., 1991). O aumento

da oxidacdo de grupos tiol das proteinas tem sido demonstrado em hepatocitos,
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desempenhando um papel causal na toxicidade mediada pelo PAR (ADAMSON
& HARMAN, 1993).

A oxidacdo de GSH por NAPQI pode ocorrer via ipso-ataque de GSH no
carbono eletrofilico, como proposto por varios autores para NAPQI, como também
na 2,6-dimetil-p-benzoquinona imina e 3,5-dimetil- p-benzoquinona imina
(NELSON et al., 1991). Portanto, o mecanismo de toxidade do PAR pode ser tanto
por ligacao covalente através da NAPQI, quanto por estresse oxidativo através de

NAPSQI (GIBSON et al., 1996).

As condicoes fisiologicas e bioquimicas podem diferir de paciente para
paciente, portanto, o uso de um ou mais ensaios celulares, como a atividade
antioxidante ou pré-oxidante, sdo importantes para a obtencdo de dados da
exposicao in vivo a substancias indutoras de peroxidagdo lipidica, permitindo a
selecao de candidatos a farmacos com um potencial de seguranca terapéutica mais
elevada na fase de descoberta e desenvolvimento (XU et al., 2004). Compostos
capazes de alterar a proporcao entre as formas GSH /GSSG podem ser tteis na

prevengao da hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol.

1.1.5. Quimioprotecao contra a Toxidade do Paracetamol:

O antidoto mais importante usado na clinica ha muito tempo é a N-
acetilcisteina (NAC; Fluimicil®) e a metionina, atuando por mecanismo de
quimioprotegdo, pois sdo precursores da glutationa (GSH), uma vez que este
tripeptideo ndo é absorvido pelas células, apenas apdés a degradacdo aos

aminoécidos correspondentes (PRESCOTT, 1983; THOMAS, 1993; JONES, 1998).

Varias combinagdes de compostos tidlicos aumentaram os niveis
intracelulares de GSH, na seguinte ordem: N-acetilcisteina > tioprolina > cisteina >
dcido 2-oxo-4-tiazolidina carboxilico > metionina. Contudo, somente a N-
acetilcisteina, tioprolina e cisteina protegeram substancialmente a deplecdo de

GSH induzida pelo PAR em hepatécitos humanos (LARRAURI et al., 1987).
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O tratamento de ratos intoxicados com PAR combinou NAC e cimetidina,
um inibidor de oxidacdo metabodlica P-450-dependente. Cerca de 2 h depois, os
animais apresentaram uma taxa de 100% de sobrevivéncia e redugdo nos niveis
plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), quando comparados com a administragdo de NAC ou cimetidina, que
causou somente uma melhora parcial destes parametros. O tratamento combinado
pode ser til desde que baixos niveis de NAC no plasma possam ser suficientes,
minimizando o risco potencial da toxicidade induzida pelo PAR (THOMAS, 1993;
AL-MUSTAFA et al., 1997).

No entanto, compostos tidlicos como a N-acetilcisteina apresenta
efetividade somente quando administrada logo apos (algumas horas) a intoxicagdo
por PAR (THOMAS, 1993). Isto porque a NAC pode ser a principal via de
protecdo contra a deplecdo de GSH e até certo ponto um co-fator para a

conjugacao sulfatada com NAPQI (BESSEMS & VERMEULEN, 2001).

1.1.6. Modifica¢cdes Quimicas do Paracetamol:

A toxidade do paracetamol motivou o desenvolvimento e estudo de
homodlogos e andlogos mais seguros e muitos derivados foram desenvolvidos na
tentativa de diminuir sua toxidade, mas mantendo suas propriedades

terapéuticas.

Entretanto, estes esfor¢os ndo resultaram em novos compostos mais
seguros, introduzidos no mercado farmacéutico, mas os estudos contribuiram
para a obtencdo de dados da relagao entre estrutura quimica e atividade biol6gica
do paracetamol e seus analogos e de seus provaveis mecanismos de agao biol6gica
e toxicidade, resultados que serdo analisados e discutidos neste trabalho, através
da modelagem molecular dos trabalhos de HARVISON et al., 1986; VAN DE
STRAAT et al., 1987, BARNARD et al., 1993; BESSEMS et al., 1995; DUFFY et al.,
2001; DINIZ et al., 2004.
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1.2. DERIVADOS DE SALICILATOS:

A aspirina ou acido acetilsalicilico consiste em um grupo acetil esterificado
ao grupo hidroxila fendlica do acido salicilico. E o agente analgésico, antitérmico e

antiinflamatério mais consumido no mundo (COUDRAY & FAVIER, 2000).

O é&cido salicilico apresenta férmula molecular C7H¢O3 e peso molecular de
138,12g/mol. A solubilidade de 1g da substancia em 460mL de agua e 15mL de
cloroférmio a 25°C, caracterizando o composto como polar. O pKa de 2,4 a 25°C
demonstra sua natureza acida. Formado pela hidrélise gradual da aspirina e
quando armazenada por longos periodos na presenca de umidade libera o acido
acético, apresentando odor de vinagre, segundo mecanismo no Esquema 7 (THE

MERCK INDEX, 1996).

Esquema 7: Reagdo de hidrolise do acido acetil-salicilico (The Merck Index, 1996).

@)
A H,O ——> G
O CH3 + 2 OH + O " OH
HO O HO O
AAS AS AcOH

1.2.1. Farmacocinética dos Salicilatos:

Ap6s a ingestdo oral, uma quantidade substancial de AAS é hidrolisado ao
acido salicilico (AS) por esterases no tubo gastrintestinal, figado e em menor

extensdo no soro (LEONARDS, 1962).

O salicilato alcanca seu pico no plasma aproximadamente 0,5-1,5 h apés a
administracao oral de AAS. O AS é metabolisado em maior quantidade pela
conjugacdo com glicina, através da glicina N-acetilase (NGT) hepatica formando o
acido salicilarico (ASal), pela hidroxilagao, através das hidroxilases microssomais
do figado, formando o acido gentisico e pela formagdo do glucuronideo fenélico
(AS-FGlu) e do acil-glucuronideo (AS-AGlu). Aproximadamente 60% do salicilato
remanescente ndo é modificado e podem reagir com HO® para produzir dois

derivados, o acido 2,3-dihidroxibenzéico (2,3-DHBA) e em menor extensdo, o
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catecol (Cat) (GROOTVELD & HALLIWELL, 1986; BLACKBURN et al., 1998),

produtos estes nao relatados no metabolismo enzimatico (Esquema 8).

Esquema 8: Principais vias de biotransformagao dos salicilatos
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Fonte: Adaptado de Coudray & Favier, 2000.

1.2.2. Inibicao da Ciclooxigenase pela Aspirina:

A aspirina ou 4cido acetil-salicilico acetila seletivamente o grupo hidroxila
de um residuo de Serina (Ser 530), entre os 70 aminoacidos terminais da cadeia da
enzima PGES (ROTH, 1975). A acetilagdo conduz a inibigao irreversivel da funcao

ciclooxigenase (COX) (Figura 3).

Apbs a purificagdo, apenas a COX esta inibida, enquanto que a atividade da
peroxidase permanece ativa. A estequiometria desta reacdo em baixas
concentragdes é 1:1, com um grupo acetil transferido de forma répida e

seletivamente para um mondmero desta proteina dimérica. Em concentragdes
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elevadas, por periodo de tempo prolongado, o AAS também acetila, ndo
especificamente, uma variedade de proteinas e acidos nucléicos (SMITH, 1989 e
1991). A acetilagao pelo AAS adiciona um substituinte volumoso na hidroxila da

Ser 530, que inibe o0 acoplamento do acido araquidonico (DE WITT, 1990).

NH
(a7} |

Hidroperéxido

Figura 3: Modelo para o sitio ativo da prostaglandina endoperéxido sintase (Smith et al., 1991).

1.2.3. Acetilacao de Proteina Mediada pela Aspirina:

Plaquetas incubadas com AAS contendo o grupo acetil tritiado*, um agente
acilante marcado, possibilitou a identificacdo de uma proteina aspirina-acetilada,
encontrada na fracdo da membrana, embora concentracoes mais elevadas de
aspirina (100uM) e incubagdes mais longas (30-60 minutos) fossem requeridos
para acetilagdo maxima (ROTH, (1975) (Esquema 9). A aspirina, através da ligacao
covalente modifica e inativa a sintese das prostaglandinas acetilando um tnico
residuo de serina da enzima PGES. A acetilacao inibe seletivamente a atividade da
oxigenase e a formacdo de PGG; a partir do acido araquidonico. A conseqiiéncia
desta modificacdo é atualmente desconhecida, mas poderia relacionar-se a algum
rompimento no acoplamento de outros cofatores necesséarios ao funcionamento da

enzima (VANE & BOTTING, 2003).
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Esquema 9: Reacdo de transacilagdo entre aspirina-tritiada e serina 530 da PGES (Roth,1975).

1.2.4. Inibicao Seletiva da PGES por Esteres de Cadeia Longa:

Bhattacharyya et al. (1995) mostrou que quanto maior o grupo acila, menor
a inibicdo para as duas isoenzimas de COX com homologos esterificados da
aspirina (A1-A8), indicando um possivel impedimento espacial ou redugdo de
reatividade quimica e diferencas estericas entre as isoformas COX-1 e COX-2, onde

os grupos mais volumosos favoreceram maior seletividadade sobre a COX-2.

Figura 4: Novos derivados acilicos da aspirina.

CH, CH;, CH, CH,

Fonte: Adaptado de Bhattacharyya et al., 1995.

1.2.5. Atividade Antiagregante Plaquetaria dos Salicilatos:

As plaquetas humanas sdo pequenas e de forma discéide, com dimensdes
de aproximadamente 2,0-4,0 por 0,5 um e sdo o segundo mais numerosos

corpusculos do sangue, circulando normalmente entre 150-450x10°/1. Sao células
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anucleadas derivadas dos megacaridcitos e circulam tipicamente por 10 dias

(GEORGE et al., 2000).

Sua forma e tamanho pequeno permitem serem empurradas para as bordas
dos vasos, colocando-as na melhor posi¢do requerida para estar constantemente
em contato e garantir a integridade dos vasos. Apresentam um surpreendente
aspecto multifuncional e estdo envolvidas em muitos processos fisiopatolégicos,
como a hemostasia, trombose, retracdo do coagulo, constricdo e reparo dos vasos,
inflamacdo, incluindo a promocdo da aterosclerose, defesa do hospedeiro e

formagao de metéastase.

Todas estas respostas funcionam para formar rapidamente um tampao
hemostatico que oclui o local dos danos impedindo a perda do sangue
(MICHELSON et al., 2002) e quando ha um defeito em alguma destas fungdes
e/ou no niumero de plaquetas, pode haver um risco aumentado associado ao
sangramento. Em contraste, um aumento no numero de plaquetas ou a
reatividade podem conduzir a formacdo imprépria de trombos. Os trombos
arteriais podem formar-se também dentro das lesdes ateroscleréticas (CLUTTON

et al., 2001).

A formacdo de trombos na artéria corondria é o principal evento no infarto
do miocardio (FALK et al., 1985). A ruptura da placa ateromatosa e a formacado
subseqiiente do trombo ocorrem na maioria da sindrome coronariana aguda

(DAVIES et al., 1984).

A exposicdo do tecido endotelial, o ferimento profundo causado pela
ruptura da placa, exposicao do colageno e fator de von Willebrand das plaquetas
(DAVIES et al., 1984), desencadeia a ativacdo local das plaquetas, estimulando a
formacao adicional de trombos, seguido pelo recrutamento adicional de plaquetas,
levando a formacdo da trombina na superficie das células e liberagio de ADP,
serotonina e tromboxano A2, todos estas substancias sdo agentes pro-agregantes

plaquetarios e contribuem para o agravamento da resposta (SANTOS et al., 1991).
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O trombo se forma como agregado de plaquetas através da transformagao
do fibrinogénio em fibrina. A importancia da ativacdo das plaquetas na sindrome
coronariana aguda reforca os beneficios clinicos da desobstrugao pelo tratamento
com a aspirina nas estratégias preliminares e secundarias da prevencdo de
acidentes vasculares (CLUTTON et al., 2001). Outros mecanismos bioquimicos
podem ser utilizados na prevencdo de acidentes vasculares, uma vez que a adesao
das plaquetas ao endotélio é inibida por diversos mecanismos incluindo a
producdo endotelial de prostaciclina e 6xido nitrico (DE GRAAF et al., 1992). O
6xido nitrico inibe a adesao e ativagao plaquetaria (COOKE et al., 1990).

1.2.6. Resisténcia ao Tratamento com Salicilatos:

Estudos recentes sugerem que a agregacdo plaquetaria em pacientes com
doenga coronariana e riscos de acidente vascular cerebral estejam relacionadas
com a resisténcia ao tratamento com baixas doses de AAS, que nao impedem a
formacao de trombos. Contudo, o mecanismo de resisténcia plaquetaria ao AAS

nao esta suficientemente entendido (CSISZAR et al., 2002).

Embora a agregacdo plaquetaria inibida pelo AAS ocorra primariamente
pela COX, desta maneira decrescendo a sintese de metabélitos pré-agregantes do
acido araquidonico como TxA2, uma segunda via ndo enzimaética foi identificada,
na qual os derivados de isoprostanos oxidados a partir do acido araquidonico
exibiram potente agdo vasoconstritora e efeito pro-agregante similar aos

apresentados por TxAz (CSISZAR et al., 2002).

Condigdes fisiopatolégicas que promovam doenca vascular aterosclerética
como hipercolesterolemia, diabetes, hiperhomocisteinemia, podem estar
associadas com o aumento de espécies reativas de oxigénio, elevando os niveis
plasmaticos de isoprostanos como uma hipétese para o aumento independente da
formacado de agentes pro-agregantes em plaquetas, contribuindo para a resisténcia

ao AAS (CSISZAR et al., 2002).
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1.2.7. Atividade Anti-Radicalar de Salicilatos e Derivados do p-Aminofenol:

As espécies reativas de oxigénio sdo conhecidas pela contribuicdo no dano
tecidual durante o ferimento e a inflamacdo, a ativacdo da fosfolipase A2 e
mobilizacdo do acido araquidonico, dependente ou ndo de Ca?* e a participacdo de
rotas alternativas como o estresse oxidativo no processo inflamatério (BALBOA &

BALSINDE, 2006).

Os compostos fenodlicos paracetamol (PAR), acido salicilico (ACS) e acido 5-
amino-salicilico  (5-ASA) (Figura 5), conhecidos por suas atividades
antiinflamatoérias foram avaliados como antioxidante e inibidores da peroxidagao

lipidica na busca de inibidores mais potentes da agregacdo plaquetaria.

Estes compostos apresentaram diferentes reatividades com a 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH) e diferente capacidade de protecdo na peroxidacdo lipidica
induzida por Fe?*/Ascorbato medida pelo nivel de formacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico. Os compostos exibiram também atividade
seqliestrante contra radicais peroxil gerados pela decomposicdo da 2,2"-azobis-(2-

amidinopropano) dicloridrato, um azo-inciador de radicais peroxil.

Os resultados mostraram que o 5-ASA apresentou uma inibi¢do dependente
da concentracdo similar ao trolox e cisteina, sugerindo uma atividade antioxidante
por inibir a fase de propagacdo, enquanto que o PAR foi menos ativo e o ACS
demonstrou uma fraca atividade. Estudo de relacdo estrutura e atividade
mostraram que o grupo para amina aumenta o poder antioxidante e estabiliza o
fenoxil radical formado, a para amida apresenta ressondncia com a carbonila e

grupo orto carboxilato nao é um bom doador de elétrons (DINIS et al., 1994).

CH,
. NH,
© OHOOH oH
OH PAR ACS OHO 5 rga

Figura 5: Estruturas quimicas do paracetamol, acido salicilico e dcido 5-amino-salicilico.
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1.3. ESTRESSE OXIDATIVO:

1.3.1. Radicais Livres:

A acdo de radicais livres sobre as membranas biolégicas tem sido
relacionada com eventos citotoxicos primarios, que desencadeiam lesdes celulares,
acarretando transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo i6nico e de outras
substancias, perda da seletividade para a entrada ou saida de nutrientes, acimulo
de compostos toxicos resultantes do metabolismo celular, alteragdes do DNA,
oxidacdo da fracdo de &cidos graxos polinsaturados e comprometimento de
substancias que compdem a matriz extracelular, como proteoglicanos, colageno e

elastina (VACA et al., 1988; BABER et al., 1994).

O oxigénio no estado ativado é um iniciador da oxidacdo de &cidos graxos
polinsaturados, pois no estado fundamental se encontra no estado triplete, com
dois elétrons ndo pareados de mesmo spin em diferentes orbitais. O estado
singlete corresponde a um estado excitado e apresenta um par de elétrons na
camada eletrdnica externa ou um elétron em cada orbital com spins opostos e meia
vida de 10-! s, enquanto que o estado triplete é de 10-¢ s. O estado singlete é menos
estavel, portanto mais reativo, restringindo a reagdo com o acido graxo, somente
pelo estado do oxigénio ou quando nao estd na forma de peréxido de hidrogénio
(H202), anion superdxido (O2™), radical hidroxil (HO®), oxigénio complexado ao
ferro ou na clivagem homolitica dos hidroperéxidos mediado por ferro ou metais

de transicao (HSIEH et al., 1989; DI MASCIO & KINSELLA,1995).

1.3.2. Peroxidacdo Lipidica:

A peroxidacdo lipidica resulta na desorganizagao estrutural das membranas
biolégicas, resultante da agdo dos radicais livres sobre os lipideos insaturados das
membranas celulares, levando a destruicio de sua estrutura, faléncia dos
mecanismos de trocas metabdlicas e finalmente, em condicOes irreversiveis, a

morte celular, sendo responsavel por diversas patologias, tais como aterosclerose,
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cancer, processos inflamatorios, enfermidades neurodegenerativas e o processo de

envelhecimento (BENZIE, 1996; HALLIWELL, 1992; MASUTAN!I, 2000).

Esquema 10: Reagdes de peroxidacdo lipidica com espécies reativas

1) Iniciacdo
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Fonte: Porter et al., 1995 (Com adaptagdes).

Como toda reagao radicalar, a peroxidacdo lipidica, pode ser dividida em
trés fases: iniciacdo, propagacao e terminacdo (Esquema 10). As espécies reativas
de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sdo os iniciadores do processo de
peroxidacdo lipidica (BENZIE, 1996). O ataque da espécie reativa (ER") sobre o
acido graxo polinsaturado leva a abstracdo homolitica de um atomo de hidrogénio
do grupo metileno, formando um radical de carbono (L) razoavelmente estavel,
devido o efeito de ressonancia dos alcenos vizinhos ou por rearranjo sigmatrépico

[1,5] de hidrogénio. Em meio aerdbio, este composto se combina com o oxigénio
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(O2) formando o radical peroxila (LOO®), o qual pode abstrair um hidrogénio
alilico de um outro acido graxo, gerando outro radical (L*), promovendo a etapa

de propagacdo. A reagdo do radical peroxila com o d&tomo de hidrogénio forma o

hidroperéxido lipidico (LOOH) (PORTER et al., 1995).

Peréxidos ciclicos também podem ser formados, quando o radical peroxila
reage com a dupla ligagdo. fons e metais de transicio podem participar do
processo, catalisando a formagdo de radicais lipidicos alcoxila (LO®), peroxila
(LOO) e hidroxila (HO-) a partir dos hidroperéxidos. A tltima fase ocorre, quando
os radicais livres sdo aniquilados por reacdo com a glutationa, dismutacdo ou
clivagem, formando ligacdes covalentes com residuos de aminoacidos ou
rearranjos, formando grupos epéxidos (ROR), aldeidos (RCHO), cetonas (RCOR) e
alcool (ROH) (CHAN, 1987). Estas reagdes fazem parte de um sistema de defesa
celular contra a oxidacao (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

1.3.3. Sistema de Defesa Antioxidante:

A célula possui dois sistemas de defesa para proteger-se, que pode atuar
inicialmente como detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo, constituida
por glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa-peroxidase (GSP) e vitaminas antioxidantes. O outro sistema de defesa
tem a fungdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascérbico,
pela glutationa-redutase (GSR) e pela GSP, entre outros. Com excegdo da vitamina
E (o-tocoferol), que é um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos

agentes antioxidantes estd no meio intracelular (FIERS et al., 1999).

Existem varias evidéncias da atividade protetora dos componentes do
sistema antioxidante. As lesdes pds-isquemia de coracdo, rim, figado e intestino
sdo prevenidas pela atividade da SOD, CAT ou alopurinol, sendo este tltimo um
bloqueador da producdo de O»-, pela via da xantina-oxidase (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000).
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O estresse oxidativo imposto as células é resultante de trés fatores que estao
descritos no esquema 11. Inicialmente pelo aumento na geracdo de ERO como o
oxigénio molecular (Oz), peroxido de hidrogénio (H202), anion superéxido (O2™) e
radical hidroxil (HO®), ERN como 6xido nitrico ("NO) e peroxinitrito (ONOO®). Em
seguida, pelo decréscimo da capacidade protetora antioxidante, realizado através
de sistemas enzimaéticos celulares como superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSP) e catalase (CAT). E finalmente, pela faléncia dos mecanismos de
reparo aos danos oxidativos, sendo constituida pelo &cido ascérbico, pela
glutationa-redutase (GSR) e pela glutationa-peroxidase (GSP), entre outros (FIERS
et al., 1999; NICHOLLS et al., 2000; HAYES et al., 1999).

Esquema 11: Mecanismo de hepatotoxicidade de drogas e sistema de defesa antioxidante.
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P450

.. Catalase
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- DNA
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Fonte: Hayes et al., 1999, Fiers et al., 1999 e Nicholls et al., 2000.
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A principal fonte in vivo de ERO é a respiragdo aerdbica, embora sejam
também produzidos pela B-oxidacdo de acidos graxos, pelo metabolismo via
Citocromo P-450 de xenobiodticos, pela estimulagao da fagocitose por patégenos ou
lipopolisacarideos, pelo metabolismo da arginina e enzimas teciduais especificas.
Em condi¢gdes normais, as ERO sao detoxificadas pela agdo enzimatica da
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Os principais danos
celulares resultam da inducdo de alteracdes de macromoléculas como, acidos
graxos polinsaturados na membrana lipidica, proteinas essenciais e DNA/RNA

(FIERS et al., 1999; NICHOLLS et al., 2000; HAYES et al., 1999).

2

Nos sistemas aerdbicos é essencial o equilibrio entre agentes 6xidos-
redutores gerados endogenamente como conseqiiéncia direta do metabolismo do
Oz e também em situagdes ndo-fisioldgicas, pela exposicao da célula a xenobidticos
(farmacos e toxicantes) que provocam a reducdo incompleta de Oz e o sistema de

defesa antioxidante (ROSS & MOLDEUS, 1991).

Durante a inativacdo de um agente oxidante ocorre producdo de GSSG e
reducao dos niveis de GSH. Em situacdes em que o sistema de 6xido-reducao esta
integro, havera recuperacao da GSH. Entretanto, sob condi¢des de excesso de
agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, haverd desequilibrio entre
o consumo de GSH e a produgdo de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo

(SHAN et al., 1990; GILBERT & MC LEAN, 1990; HALLIWELL, 1993).

A magnitude do estresse oxidativo pode ser monitorada pela razao
GSSG/GSH. Em pulmdes de ratos submetidos a hiperoxia por 48 horas, esta razao
esta significantemente aumentada, quando comparada ao grupo controle ndo
exposto (BEEHLER et al., 1989). O excesso de GSSG resulta em ambiente mais
oxidante, que favorece a formacdo de pontes dissulfeto (-SS-) nas proteinas
portadoras de grupamento tiol (-SH). A formacdo de pontes dissulfeto por
oxidacdo de proteinas tidlicas, compromete suas fungdes. Esta oxidagdo é
reversivel com o consumo de compostos antioxidantes, como a GSH. A membrana
do eritrécito contém grande namero de grupos -SH, e os agentes oxidantes podem

converter estes grupos tidis (R-SH) em componentes dissulfeto (R-SSG), levando a
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desnaturacdo das proteinas da membrana (GILBERT & MC LEAN, 1990). Neste
processo, pode ocorrer lesdo intracelular, com oxidacdo da hemoglobina a
metahemoglobina, que precipita e forma os corptsculos de Heinz (RICE-EVANS
& BAYSAL, 1987, WINTERBOURN, 1990).

O componente lipidico da membrana eritrocitaria estd também sujeito a
agressao oxidativa. Os produtos desta lipoperoxidacdo podem induzir o estresse
oxidativo intracelular. A associagdo dos fendmenos lipoperoxidacdo, formacdo de
corpusculos de Heinz e oxidagdo dos grupos -SH poderdo promover a lesdo da
membrana do glébulo vermelho. Se a eficiéncia do sistema antioxidante for
superada pela magnitude destes fendmenos, ocorrerd o estresse oxidativo, que
culminard em hemolise. H4 uma relacdo destes processos, considerando o ferro
como o agente oxidante agressor e o eritrécito como célula-alvo. E possivel, no
entanto, generalizar este padrdo de agressdao e defesa celular antioxidante para
grande parte dos tecidos do organismo. A wutilizagio de compostos com
propriedades antioxidantes, como os derivados fenélicos, pode ajudar na defesa

contra agentes indutores da peroxidagao lipidica (RICE-EVANS et al., 1986).

A suplementacdo de ferro causa aumento nos valores de TBARS e
diminuicdo nos valores de GSH (SEYMEN et al., 2004). Segundo Troost et al.
(2003), em humanos uma tnica dose clinica de sulfato ferroso leva a um dano
oxidativo em pacientes saudéveis com aumento nos valores de TBARS. A
producao do radical hidroxil, uma espécie reativa citotdxica, é facilitada pelo ferro,
que catalisa a interacdo do anion superéxido e do perdxido de hidrogénio através

das reacdes de Fenton (Eq. 1) e Haber-Weiss (Eq. 2) (SCHIMMEL & BAUER, 2002).
Fet2 + HxO2 = Fe®® + HO® + HO- (Eq.1)
Fe®® + Oy = Fe2 + O2 (Eq.2)

A oxidagao do eritrécito tem sido estudada como modelo para avaliar o
dano oxidativo sobre biomembranas. Quando ha ataque dos radicais livres sobre

as membranas dos eritrécitos ocorre oxidacao dos lipidios e proteinas causando
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hemolise. A fragilidade osmética é influenciada por fatores como a forma, o
volume e o tamanho do eritrécito, quantidade de hemoglobina, as diferencas na
viscoelasticidade das membranas e na composicio quimica e estrutural das
mesmas. Aparentemente, células menores apresentam capacidade limitada de

expansao e atingem o volume critico mais precocemente (SIES, 1993).

1.3.4. Atividade Antioxidante de Derivados Fenolicos:

De acordo com Halliwell (2000), “Antioxidante é qualquer substancia que,
quando presente em baixa concentragdo comparada ao substrato oxidavel,

regenera o substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo”.

Os polifendis constituem um numeroso e representativo grupo de
metabdlitos secundarios das plantas, tendo participagdo na fisiologia e
metabolismo celular, morfologia, crescimento, reprodugdo, defesa contra
predadores e processos germinativos. A maioria dos produtos vegetais
consumidos pelo homem demonstrou atividade antioxidante, evidenciando seu

potencial benéfico a satide humana (BRAVO, 1998; KAHKONEN et al., 1999).

Compostos fenodlicos de origem natural como derivados flavondides,
mostraram que sua propriedade antioxidante pode estar relacionada com sua
atividade na cascata inflamatéria (WEBER et al., 2002). Alguns compostos fendlicos
naturais ou sintéticos estdo envolvidos na toxidade hepatica, renal, cancer e
citotoxicidade, o que fomenta a pesquisa deste grupo de substancia quanto aos
seus parametros moleculares, farmacolégico e toxicolégico (BESSEMS &

VERMEULEN, 2001; RIETJENS et al., 2002).

O mecanismo molecular proposto que explica a propriedade antioxidante é
através da capacidade dos compostos fendlicos neutralizarem radicais livres, como
doadores de hidrogénio ou elétron, como agentes redutores ou agentes quelantes

(RICE-EVANS et al., 1995).
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1.4. ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA:

As principais vias enzimaticas de peroxidagdo lipidica nos sistemas
biolégicos sdo a ciclooxigenase e lipoxigenase, enquanto que as vias nao
enzimaticas ocorrem através da participacdo de espécies reativas de oxigénio ou
nitrogénio, metais de transicdo e outros radicais livres (AL MEHI et al., 1993;

PORTER et al., 1995).

2

A inflamacao é resultante dos efeitos nervoso e vascular em resposta a
injaria, causada por agentes infecciosos, isquemia, interagdes antigeno-anticorpo,
lesdo térmica ou de outra natureza. Os sinais clinicos deste fendmeno estdo
relacionados ao fluxo sanguineo aumentado nos vasos locais, causando rubor,

eritema, dor e extravasamento de liquidos ou edema (SIMMONS et al., 2004).

O envolvimento dos metabdlitos do acido araquidonico (AA) nos processos
inflamatoérios é amplamente reconhecido, o qual funciona como precursor para a
formacdo de uma ampla variedade de substancias denominadas eicosandides.
Outros mediadores quimicos capazes de sensibilizar os nervos nociceptivos por
efeito estimulante, sdo as cininas, serotonina, histamina, fator de agregacao
plaquetaria (PAF), complexo antigeno-anticorpo, sistema complemento e enzimas

lisossomais provenientes de lesao celular (SIMMONS et al., 2004).

No processo inflamatério mediado pelos metabdlitos do 4acido
araquidonico, os principais sistemas enzimaticos envolvidos sdo as peroxidases,
monooxigenases e dioxigenases, presentes nas enzimas PGES e lipoxigenase

(SIMMONS et al., 2004).

A concentracdo do AA livre na célula é muito baixa, portanto, a biossintese
dos eicosandides depende de sua liberacao dos fosfolipideos da membrana celular,
sendo realizada pela agao direta da fosfolipase Az e indireta pela fosfolipase C, que
sdo hidrolases acilicas (SIMMONS et al., 2004). O AA é convertido a acidos
hidroperoxieicosatetraendicos ou hidroperoxi, leucotrienos, prostaglandinas e

tromboxanos (Esquema 12) (SMITH et al., 1991; SIMMONS et al., 2004).
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Esquema 12: Formac&o dos Intermedidrios via oxidagdo enzimatica do acido araquidoénico
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Fonte: Simmons et al., 2004.

A biossintese aumentada dos eicosandides é estritamente regulada e ocorre
em resposta a varios estimulos fisicos, quimicos e hormonais. Os antiinflamatérios
esteroidais, como a dexametasona, bloqueiam a liberacdo do acido araquidonico

dos fosfolipideos de membrana (SMITH et al., 1991).

A sintese das PGs é realizada, através de um complexo de enzimas
microssomais via radicais livres, iniciadas por um radical tirosil presente na COX
na posigao 385 (Tir-385) que funciona como um abstrator ou doador de hidrogénio
radical e podem ser bloqueadas por derivados fendlicos (KULMACZ et al., 1991)
(Esquema 13).
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Esquema 13: Enzimas envolvidas no metabolismo do acido araquidénico
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Fonte: Kulmacz et al., 1991 (Com adaptagoes).

A dupla func¢do da prostaglandina endoperoxido sintetase (PGES) pode ser
bloqueada. A ciclooxigenase (COX) oxida e cicla o 4cido graxo precursor nao
esterificado formando o endoperdéxido-hidroperéxido ciclico (PGG2) e a
peroxidase converte a PGG, em endoperéxido ciclico alcodlico (PGHz2) (SMITH et
al., 1991). A funcao COX é inibida pelos antiinflamatérias ndo esterdides (AINEs)
(ROTH, 1975), enquanto que os derivados fendlicos sdo inibidores de peroxidase
(MOLDEUS & RAHIMTULA, 1980; MOLDEUS et al., 1982; KULMACZ et al., 1991;
KULMACZ et al., 1994).

Os endoperdxidos sdo quimicamente instdveis, mas podem ser

biotransformados enzimaticamente em vérios produtos (Esquema 14). Foram
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identificadas as isomerases para a sintese das prostaglandinas E, e D, (PGE: e
PGD2). Uma 9-ceto-redutase catalisa a interconversdo das prostaglandinas PGE: e

PGF2 em alguns tecidos (SIMMONS et al., 2004).

Esquema 14: Formacao das prostagrandinas, tromboxanos e prostaciclina (Simmons et al., 2004).
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O endoperdxido PGH:z é metabolisado pela enzima tromboxano-sintase em
um composto instavel muito reativo denominado de tromboxano Az (TXA2), que é
decomposto enzimaticamente por uma hidrolase, em tromboxano Bz (TXBz), mais
estavel (HAMBERG et al., 1975; PACE-ASCIAK & SMITH, 1983). No entanto, o
metabolismo da PGH2 nas plaquetas produz também o malondialdeido (MDA),
formado em uma mistura equimolecular com a tromboxana A (TxA2), com a

concomitante formagdo do &cido 12-(L)-hidroxi-5,8,10-heptadecatriendico (12-H-
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5,8,10-HDTE) (DICZFALUSY et al., 1977) (Esquema 14). A prostaciclina I (PGL) é
um prostanéide contendo um anel furo-pentano formada pela reacdo de PGH>

com a enzima prostaciclina-sintase, sendo posteriormente hidrolisada

enzimaticamente em 6-ceto-PGF1, (SMITH et al., 1991).

As lipoxigenases constituem uma familia de enzimas citosdlicas que
catalisam a oxigenacdo de 4acidos graxos poliénicos em hidroperéxidos lipidicos. O
principal substrato é um &cido graxo com quatro ligacdes duplas cis separadas por
um grupo metilénico, nos carbonos 5, 8, 11 e 14. O AA é oxidado em diferentes
posicoes, formando acidos hidroperoxi-eicosatetraendicos (HPETE) nas posigdes 5

e 12, por 5 e 12-lipoxigenases (5 e 12-LO), respectivamente (SMITH et al., 1991).

Esquema 15: Numeragdo do dcido araquidénico e formacao dos leucotrienos.
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Os HPETEs sdo andalogos instaveis da PGG: ou PGH podem ser

l

convertidos em seu acido graxo hidroxi (HETE), tanto por uma peroxidase, como
nao enzimaticamente. As hepoxilinas sdo formadas por epoxidagao. A 5-LO é a
mais importante destas enzimas, que leva a sintese dos leucotrienos (LT). A
conversdo em um 5,6-epoxido reativo LTA4, que é transformado em LTBs. O LTA4
pode ser conjugado com glutationa, formando o LTCs4, que produz LTDs pela
remocao do 4cido glutdmico. A clivagem da glicina forma LTEs (SMITH et al.,
1991). Compostos fendlicos com propriedades antioxidantes apresentam potente

acdo inibidora da sintese de leucotrienos (WEBER et al., 2002; PARK et al., 2006).
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1.5. PLANEJAMENTO DE FARMACOS:

O planejamento de farmacos assistido por computador utiliza programas
computacionais de quimica e bancos de dados como ferramentas para a
descoberta e planejamento de farmacos, atuando em conjunto com outras areas
como quimica, bioquimica, farmacologia e toxicologia, formando um campo mais

vasto de atuagao conhecido como quimica medicinal (WERMUTH, 1996).

A quimica medicinal compreende o planejamento, descobrimento,
identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos, associados ao
estudo do metabolismo, a interpretacdo do modo de agdo molecular permitem a

construcdo das relacdes entre estrutura e atividade, através da modelagem

molecular (WERMUTH, 1996).

A modelagem molecular compreende a investigacdo das estruturas e
propriedades moleculares usando a quimica computacional e as técnicas de
visualizacdo grafica, que fornecem uma representacdo tridimensional. O
planejamento de farmacos através de programas computacionais auxilia na
investigacdo das interacdes quimicas de um ligante com o seu receptor e
exploracdo dos fatores estruturais que estdo relacionados ao efeito biolégico.
Como conseqiiéncia, os mecanismos de agdo molecular dos farmacos podem ser
compreendidos pela integracdo de conhecimentos fundamentais de quimica
organica, bioquimica, biologia molecular e farmacologia (CARVALHO et al., 2003).
O desafio ¢ atingir o estagio onde novos farmacos possam ser projetados com suas
estruturas, atividades e aplicagdes bem definidas, reduzindo a toxicidade, tempo e

custos financeiros.

Segundo Thomas, 2000, se a atividade biolégica é definida em termos de
interacbes quimicas entre o ligante e seu receptor, os grupamentos quimicos
presentes contribuem para a formagdo do complexo farmaco-receptor, portanto, é
possivel combinarmos os grupos funcionais responsaveis por determinada acao

bioldgica e retirarmos os fragmentos responsaveis pela toxidade.



52

1.6. OBJETIVOS:

1.6.1. Geral:

Planejar, desenvolver e avaliar novos candidatos a farmacos inibidores da
prostaglandina endoperéxido sintase com propriedade antioxidante, derivados da

associagao p-aminofenol e acido salicilico.

1.6.2. Especificos:

L Selecionar os parametros moleculares capazes de ajudar no planejamento

de novos inibidores fenélicos;

L Relacinar teoricamente a formagao dos produtos do metabolismo oxidativo

do acido salicilico;

L Desenhar, desenvolver e sintetizar candidatos a farmacos pela associagao

molecular do p-aminofenol e salicilatos;

. Avaliar a capacidade antioxidante in vitro usando a difenil-picril hidrazil
radical (DPPH) e da atividade antioxidante in vitro em modelo de peroxidacao

lipidica e nivel de hemélise induzida em eritrécitos humanos;

o Avaliar a atividade antiinflamatoéria in vitro na inibicdo da formacao de

endoperoxido ciclico de prostaglandina;

L Relacionar a relagdo estrutura quimica e atividade biolégica de derivados

fenélicos no sistema prostaglandina endoperéxido sintase.
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2. MATERIAL E METODOS:

2.1. MODELAGEM MOLECULAR:

Inicialmente foram realizados célculos teéricos dos derivados do
paracetamol descritos na literatura para determinacdo da estrutura geométrica e
obtencdo de parametros moleculares. O método semi-empirico PM3 (Terceira
Parametrizacdo) foi empregado na otimizacdo da geometria e obtencdo de

parametros tedricos.

As propriedades fisico-quimicas calculadas com a finalidade de determinar
na estrutura quimica possiveis sitios ou formas de interagdo com os receptores
biolégicos e fatores que podem afetar as propriedades de ADME (absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdao) dos farmacos, entre as quais o orbital
molecular ocupado de maior energia (HOMO), o orbital molecular desocupado de
menor energia (LUMO), o logaritmo do coeficiente de particdo 6leo/agua (LogP) e
a energia de hidratacdo (EH) (STEWART, 1989). Estes calculos foram realizados
utilizando os programas computacionais Hyperchem 7.5 (2002) e ChemOffice

(2005).

Os calculos com o método da teoria do funcional da densidade (TFD) foram
empregados também nas determinagdes de geometria e propriedades

termodinamicas (PARR et al., 1989).

As geometrias obtidas pelo método PM3 foram otimizadas pelo método
TFD usando o conjunto de base 6-31 G* (HEHRE, 1986). Somente as conformagdes
mais estdveis para as moléculas estudadas foram utilizadas. Os descritores
moleculares calculados foram: potencial de ionizagdo (PI) das moléculas neutras e
ionizadas, energia de dissociacdo da ligacdo fendlica OH (EDLon) e densidades de
spin. Nesta etapa, os calculos foram realizados utilizando os programas

computacionais Gaussview e Gaussian 2003 (FRISCH et al., 2006).
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2.1.1. Energia dos Orbitais de Fronteira (HOMO e LUMO):

O HOMO é o orbital molecular ocupado de maior energia e esta
diretamente relacionado com a capacidade de doar elétrons, podendo ser utilizado
para caracterizar o composto como nucleofilico. A maior ou menor
nucleofilicidade estd relacionada com o menor ou maior valor em mobdulo,
respectivamente. Enquanto que o LUMO ¢é o orbital molecular desocupado de
mais baixa energia, sendo diretamente relacionado com a capacidade de receber
elétrons, indicando a possibilidade de reagir como um eletréfilo. A maior ou
menor eletrofilicidade esta relacionada com o maior ou menor valor em moédulo,
respectivamente. Valores de HOMO e LUMO sdo expressos em elétron-volt (eV)

(KOROLKOVAS, 1978).

Estes parametros estdo relacionados com as regides em que a estrutura
quimica do farmaco pode ser atraida por pontos especificos do receptor biolégico
como regides ricas ou deficientes em elétrons, representando um importante
parametro que contribui para uma maior compreensdo das caracteristicas de um

candidato a ligante em um conjunto de moléculas em estudo (KUBINYI, 2002).

2.1.2. Logaritmo do Coeficiente de Particao (log P):

Parametro que expressa a solubilidade de uma molécula, sendo
representado como o logaritmo da razdo entre a solubilidade de uma molécula em
solvente orgéanico e em solugao aquosa. Esta propriedade relaciona a capacidade
da molécula vencer as barreiras biologicas e mover-se nas diferentes biofases. Os
maiores valores positivos de logP indicam que a molécula apresenta maior
lipofilicidade, enquanto que os valores menores, proximos de zero ou negativos
indicam que a molécula apresenta maior hidrofilicidade, representando um
importante pardmetro para que se possa estimar e compreender os fendmenos da
absorcao e distribuicao dos compostos em um modelo de estudo comparativo com

compostos conhecidos (EISENBERG & MCLACHLAN, 1986).
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2.1.3. Energia de Hidratacao (EH):

A energia de hidratacao esta relacionada com a capacidade dos farmacos
absorverem ou liberar energia, quando em contato com solvente aquoso. Sao
importantes para inferir sobre o transporte e distribuigao pelas diferentes biofases
plasmaticas, bem como pela atragdo e interacdo do farmaco com seu receptor. Seus
valores sdo expressos em kilocalorias por mol (kcal/mol). Valores negativos
indicam uma reacgdo exotérmica, enquanto que valores positivos indicam uma
reacdo endotérmica. Representa um parametro complementar na compreensao do
comportamento do ligante com um receptor e de um componente que precisa
vencer as barreiras biolégicas em comparacdo com outras moléculas com

propriedades farmacocinéticas conhecidas (MIYAMOTO & KOLLMAN, 1993).

2.2. CONJUNTO DE COMPOSTOS ESTUDADOS:

As moléculas em estudo foram denominadas de moléculas testes e
receberam a numeracdo de T1 (paracetamol) até T30 (aspirina) (Figura 6),
selecionados de estudos anteriores descritos na literatura (HARVISON et al., 1986;
VAN DE STRAAT et al., 1987, BARNARD et al., 1993; BESSEMS et al., 1995; DUFFY
et al., 2001).
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Figura 6: Derivados utilizados nos estudos de modelagem molecular.
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Figura 6: Derivados utilizados nos estudos de modelagem molecular (continuagdo).

2.3. SINTESE DE DERIVADOS FENOLICOS:

2.3.1. Compostos Sintetizados:

Os derivados da associacdo p-aminofenol e 4cido salicilico (Figura 7) foram

sintetizados, através de reagdes de acilacdo e técnicas de planejamento racional

(HOUSE, 1972; PATANI & LAVOIE, 1996), onde os parametros eletronicos e de

solubilidade foram combinados de forma que as propriedades de reatividade

quimica e interacdo dos novos compostos com grupos especificos do sitio ativo do
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Cit P450 e metabolismo oxidativo de acidos graxos, responsavel pela atividade

inflamatoria e pré-oxidante possam ser modificados.

OH OH OH
© HOOC© HOOC©
s3 © sS4 O S5 O

Figura 7: Derivados selecionados do paracetamol e acido salicilico.

2.3.2. Metodologia Sintética:

O p-aminofenol R1 é utilizado como reagente de partida para a obtencao do
composto p-benzamidafenol S3, através de reagdes de N-acilacdo com cloreto de

benzoila, utilizando acetato de etila como solvente (Esquema 16).

Esquema 16: Metodologia sintética para a preparacgdo do p-benzamidafenol.

C,H,COCI OH
EtOACc

NH
NH,
R1 S3

A obtencdo dos produtos acido 5-acetamidosalicilico S4 e acido b5-

OH

benzamidosalicilico S5, através de reacdes de N-acilagio do acido 5-amino-
salicilico R2 com anidrido acético e cloreto de benzoila, utilizando agua e acetato

de etila como solventes, respectivamente (BIAGI et al., 2004) (Esquema 17).

As reacOes de acilagdo com controle de temperatura (60 a 80 °C) usando
uma amina com anidrido ou cloreto de acila, através de uma reacdo de adicao-
eliminacdo nucleofilica do grupo amina sobre o carbono acilico. Nas condicoes de

reagao ocorre apenas a acilacdo da amina (SPORTOLETTI, 1986).
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Esquema 17: Metodologia sintética para a preparacao de derivados da associagdo.

OH  (CH,CO),0 ol CoHsCOCl  1150c 2H
HOOC\Q H,O HOOC EtOAc
Oy NH © O NH
s NH,
3 S4 R2 S5

2.3.3. Identificacao e caracterizacado fisico-quimica dos derivados:

A identificacdo e a caracterizacdo fisico-quimica dos derivados foram
realizadas através das seguintes técnicas: ponto de fusdo, teste de solubilidade e
espectro de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de H! e C13 (SILVERSTEIN,
BASSLER, MORRILL, 1994).

2.3.4. Materiais, Equipamentos e Vidrarias:

Espectrometro Varian, modelo Gemini: RMN-H! (300 MHz) e RMN-C3 (75
MHz); Aparelho Digital de Ponto de Fusao, modelo MQAPF - 302 Microquimica
Equipamentos Ltda. Balanca analitica - Sartorios; Chapa aquecedora com agitador
magnético - Quimis; Becker de 100 mL e 250 mL; Erlenmeyer de 125 mL, 250 mL e
500 mL; placa de Petri; provetas de 25 mL, 50 mL e 100 mL; pipeta de 1 mL e 5 mL;
funil de separagao de 250 mL; tubos de ensaio; vidros de relégio; cuba de gelo;
bastao de vidro; papel de filtro; placa cromatogréfica; barra magnética; capilares;
Acetato de etila - Synth; p-aminofenol - Aldrich; acido 5-amino-salicilico - Fluka;
cloreto de acetil-saliciloila - Aldrich; cloreto de benzoila - Merck; acido acético -
Nuclear; acido sulftairico - Synth; acido nitrico - Synth; cloreto de sédio - Nova
Quimica; 4agua destilada; acetonitrila - Merck; acetato de etila - Nuclear;
cloroférmio - Merck; diclorometano - Synth; dimetilsulféxido - Riedel-de-Haen;

etanol - Synth; hexano - Synth; metanol - Synth; tolueno - Synth.
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2.4. AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE:

2.4.1. Avaliacao Biolégica:

A deteccao direta das espécies reativas de oxigénio (ERO) é o primeiro
método usado em sistemas biol6gicos. No entanto, esta técnica é dificultada pelas
concentragdes extremamente baixas, na ordem de 10-1"M e pelas altas velocidades
de reagao, chegando ao ponto, onde as taxas de producdo sdo iguais as taxas de
reagdo com biomoléculas. No entanto, os subprodutos das EROs podem ser
aferidos diretamente por técnica de ressonancia paramagnética de elétrons, porém

o custo e outras limitagdes desta avaliagdo dificultam seu uso (FLOYD, 1990).

Os métodos indiretos sdo espectrofotométricos ou cromatograficos, que
medem a reacdo das espécies reativas com produtos reativos (luminol) ou pelo
aumento da defesa antioxidante através das atividades enziméticas superdxido-
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase (FIERS et al., 1999;

HAYES et al., 1999).

Outros métodos utilizam a medida da concentragao de tripeptideos tidlicos
(GSH, GSSG) por dosagens de GSSG e/ou pelo calculo da razdo GSSG/GSH e a
medida da capacidade antioxidante total é determinada, através dos niveis de
vitaminas antioxidantes (C, E, A, D3 e pr6-A), medidas em tecidos, sangue e outros

fluidos (HAYES et al., 1999; NICHOLLS et al., 2000).

A lipoperoxidacdo de membranas é habitualmente monitorada pelo método
do malondialdeido (MDA), sendo que uma das técnicas mais utilizadas é a
determinacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS). A
sensibilidade da medida de TBARS faz deste ensaio, o método de escolha para a
selecdo e o monitoramento dos niveis de peroxidacdo lipidica, sendo o principal
indicador do estresse oxidativo (YAGI, 1998, ARMSTRONG & BROWNE, 1994).
Este procedimento rapido e facil foi modificado para o uso de vérios tipos de
amostras, incluindo farmacos, alimentos e tecidos biolégicos de humanos e

animais (CALLAWAY et al., 1998; JANERO, 1998; JENTZSH, 1996).
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O ensaio fornece informacdes importantes a respeito da atividade de
radicais livres em estados patolégicos e foi usado para avaliar a atividade

antioxidante de diversos compostos (JANERO et al., 1990).

Embora haja controvérsias a respeito da especificidade do TBARS para
outros compostos a excecdo do MDA, este permanece como o ensaio mais
extensamente empregado para avaliar a peroxidacdo lipidica. O sistema MDA
forma um aduto 1:2 (Figura 18) com o &cido tiobarbitarico (ATB), podendo ser

medida em 532 nm por fluorimetria ou espectrofotometria (BRAUN &

FROMHERZ, 1997; ARMSTRONG et al., 1998).

Esquema 18: Reacao do malondialdeido com &cido tiobarbitarico

0O OH OH
gt o — A
O 0O OE S HS N0 HO N-SH

O modelo de estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio em
eritrécitos humano ou de animais é muito utilizado. Outros modelos biolégicos
utilizam homogenados de cérebro de camundongo, microssomas e lipossomas, e
outros indutores também sdo usados e monitorados pelo método de TBARS
(ORHAN & SAHIN, 2001; DINIS et al., 1994, MAHARA]J et al., 2004; MAHARA] et
al., 2006; DAYA et al., 2000; CASPER et al., 200; AUBIN et al., 1998; TEISMANN et al.,
2001; MOHANAKUMAR et al., 2000; SAIRAM et al., 2003).

2.4.2. Avaliacao Quimica:

Os modelos quimicos determinam a propriedade antioxidante de
compostos baseada na reacdo com um radical livre conhecido como a 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH**) com os derivados, em solucdo etandlica e tampao de
fosfato com pH 5,5 (Esquema 19). A reagdo se processa pela mudanga de cor e a
atividade é avaliada pelo decréscimo da absorvancia medida em 517 nm em

relacdo ao correspondente solvente branco (BLOIS, 1958).
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Esquema 19: Reacdo da 2,2-difenil-1-picrilhidrazil com derivados fenélicos

3
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A andlise da capacidade antioxidante total pode ser determinada com
reagente de Folin-Ciocalteu usando o método de Spanos & Wrolstad (1990),
modificado por Lister & Wilson (2001). A absorvéncia é mensurada em 756 nm e
os resultados expressos em miligramas de dcido galico equivalentes por grama de

peso seco (mg GAE/ g).

Outro método utilizado é a determinacdo da capacidade antioxidante pelo
método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), desenvolvido por Cao e col.
(1993 e 1999) e mede o aumento ou diminuicdo de um substrato oxidéavel, por
fluorescéncia, no decorrer do tempo, induzido por moléculas que geram radicais
livres em fase aquosa, como o 2,2-azobis-amidinopropano-dihidrocloridrato
(AAPH), o qual se fragmenta sob acdo do calor para formar radicais alquilas (AP*)

(CAO et al., 1993; PRIOR & CAO, 1999) (Esquema 20).

Esquema 20: Reacdo da 2,2-azobis-amidinopropano-dihidrochlorido com derivados fendlicos
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Os radicais alquilas AP* reagem com oxigénio, produzindo radicais alquil-
peréoxidos (APO*). Os radicais alquil peréxidos APO*® reagem com os derivados
produzindo radicais fenoxil e hidroperéxidos APOH. Quanto mais eficaz o
antioxidante, menor serd a diminuicdo da fluorescéncia, pois o método mede a

competicdo das reagdes entre o APO* + fluresceina e o APO* + antioxidante.

O método mais utilizado determina a equivaléncia dos compostos com um
potente antioxidante conhecido, o trolox, um andalogo sintético hidrossolavel da

vitamina E, sendo denominado de TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

(MILLER et al., 1993; RE et al., 1999).

E uma técnica baseada na reacdo entre o 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-
acido-6-sulfonico-diamoénio (ABTS) com persulfato de potassio (K25:0s),
produzindo diretamente o radical cation ABTS**(ABTS*') e o cation ABTS*?,

cromoforos de coloragdo verde/azul (Esquema 21).

Esquema 21: Reacdo da 2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfonico-diaménio (ABTS) com

persulfato de potassio e formagdo do ABTS!* e ABTS?*.
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A adigdo de antioxidantes a este radical cation pré-formado o reduz
novamente a ABTS em uma extensdo e escala de tempo dependente da capacidade
antioxidante, concentracdo de antioxidantes e duracdo da reagdo, observados pela
mudanca na absorbancia em 734nm. A reducdo na intensidade da absorbancia
como indice de inibigdo do radical cation ABTS** é determinada como a atividade
antioxidante total da amostra, sendo entdo calculada a sua relacdo com a

reatividade do trolox como padrao, sob as mesmas condigoes.

2.4.3. Metodologia de Determinacao da Atividade Antioxidante:
2.4.3.1. Difenilpicril-hidrazil radical (DPPH):

Para a determinacdo da atividade antioxidante dos compostos fendlicos da
associagdo p-aminofenol e acido salicilico, foi misturado uma solucdo tampao de
acetato 100mM pH 5,5 com solugao etandlica 100uM de DPPH. Ao final a solucdo
de drogas foi adicionada para estudo em diferentes concentra¢des. A mudanca na

absorvancia medida em 517 nm ap6s 5 minutos, de acordo com Blois (1958).

2.4.4. Determinacao da Capacidade Antioxidante in silico:

Nos dltimos anos, os métodos tedricos tém sido aplicados com sucesso na
predicdo da capacidade antioxidante. Os estudos in silico foram empregados para
explicar o comportamento molecular de compostos polifendlicos, principalmente

flavonodides em diferentes modelos biol6gicos (GALATI & O’BRIEN, 2004).

Estes modelos utilizam o método TFD, usando o funcional hibrido B3LYP
(BECKE et al., 1993; LEE et al., 1998) e o conjunto de base 6-31G(d) (HEHRE, 1986),
para derivados fendlicos (ArOH), que funcionam como doadores de elétrons (Eq.
3) ou hidrogénio (Eq. 4), cujos resultados podem ser correlacionados com os

diferentes mecanismos da resposta ao estresse celular.
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ArOH + R’ = ArOH™ + R- (Eq.3)
ArOH + R' = ArO" + RH (Eq.4)

Os resultados podem ser comparados com um conjunto de composto em
estudo ou compostos com atividade conhecida como as vitaminas E, C ou A, suas
pro-vitaminas ou seus derivados (LEMANSKA et al., 2001; LEE et al., 2005; CHEN
et al., 2006). O potencial de ionizagdo ou oxidagao é calculado pela diferenca de
energia entre a forma ionizada menos a forma neutra (ALVES et al., 2006). Os
estudos sdao complementados pela andlise de distribuicdo de spin, com a
finalidade de localizar as posi¢des e os grupos responsaveis pela maior ou menor

estabilidade do radical livre formado (DINIZ et al., 2004).

2.4.5. Métodos para o Calculo do Potencial de Ionizacao (PI):

O calculo do PI foi realizado pela diferenca entre a energia da molécula
ionizada (cation radical), menos a energia da molécula neutra. Enquanto que a
energia de dissociacdo da ligacdo fendlica (EDLomn) foi calculada pela diferenca
entre a energia da molécula sem o hidrogénio (semiquinona), menos a energia da
molécula neutra. No estudo de biotransformacao do acido salicilico, os valores de
energia foram correlacionados com as densidades de spin dos radicais livres, onde
podemos localizar os grupos que estdo contribuindo para a estabilizacao do
elétron desemparelhado, ou com maior indice de reatividade, segundo resultados
alcancados com sucesso empregando esta metodologia por Diniz et al., 2004 e

Alves et al., 2006.

Estes estudos podem ser complementados com célculos de barreira de
energia utilizando novos modelos de interagdo com o Cit P-450 e radical tirosil
para o estudo farmacolégico. As reagdes com dienos alternados e geracdo de
radicais lipoperoxil e lipohidroperéxido, bem como a reacdo com radical hidroxil
para os estudos de atividade seqiiestrante e préoxidante, dando maior suporte na

elucidacdo dos mecanismos de toxicidade.
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2.5. ESTRESSE OXIDATIVO EM ERITROCITOS HUMANOS:

2.5.1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos:

O trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa em seres

humanos do Instituto de Ciéncias da Satide da UFPA (Anexo 1, pg. 140).

2.5.2. Amostras Biolégicas:

O sangue foi obtido através da puncdo venosa com o consentimento prévio
dos doadores voluntarios de ambos os sexos, assegurando-se que os mesmos nao
utilizaram qualquer tipo de medicamentos em um periodo de dez dias antes da
coleta. Foram obtidos 20 ml de sangue da veia antecubital utilizando uma solucao

anticoagulante de EDTA sédico 5mM

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido pela centrifugacdo por 15
minutos a 3000 RPM. O concentrado contendo a fragao eritrocitaria foi separada e
o PRP foi utilizado na avaliacdo da atividade anti-prostaglandina-endoperéxido

sintetase (ORHAN & SAHIN, 2001).

2.5.3. Inducao do Estresse em Eritrocitos com H2O»:

A fragao eritrocitéria foi lavada duas vezes em solucao de tris-KCI-HC] pH
7,4 durante 10 minutos a 3000 RPM para separar as hemdcias hemolisadas e
hemoglobina. O concentrado de eritrocitos foi separado e dissolvido em solugdo
de tris-HCI-KCI pH 7,4 com azida de s6dio 14mM e incubado por 30 minutos a
temperatura de 37°C, com os compostos nas concentragdes de 1000, 500 e 250 uM.
Em seguida foi adicionado uma solucdo de perdxido de hidrogénio na
concentracdo 30 mM e as amostras foram incubadas por duas horas (ORHAN &

SAHIN, 2001).
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2.5.4. Inducao do Estresse em Eritrdcitos pelo sistema Ferro-Ascorbato:

Ao concentrado de eritrécitos foi adicionado os compostos dissolvidos em
tris-HCI-KCI pH 7,4 nas concentracdes de 1000, 500 e 250 uM e em seguida
adicionado uma solugdo com FeSO, e vitamina C (500uM/5mM) e incubada por
30 minutos a 37°C. Em seguida o peréxido de hidrogénio 10 mM foi adicionado e

incubada por uma hora (DINIS ef al., 1994, com modificagdes).

2.5.5. Inducio do Estresse em Eritrdcitos pelo sistema AAPH:

Ao concentrado de eritrécitos foi adicionado os compostos dissolvidos em
tris-HCI-KCI pH 7,4 nas concentrac¢des de 1000, 500 e 250 uM foi adicionado uma
solugdo com 2,2'-azobis-amidinopropano dicloridrato (AAPH) (10-50mM) e
incubada por 1, 2 e 4 horas a 37°C (SIMAO et al., 2006, com modificacdes).

2.5.6. Avaliacao do grau de Hemolise:

O grau de hemolise dos eritrécitos induzidos pelo estresse oxidativo de
derivados fendlicos na concentracdo de 1000uM foi determinada pela leitura da

absorvancia da hemoglobina em 540nm (SATO et al., 1995).

2.5.7. Nivel de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdarico:

Ao final do tempo de incubagao, foi adicionado uma solugdo aquosa de
acido tiobarbitarico 1% (ATB) em acido tricloro-acético 28% (ATC) e HC1 0,25M. A
mistura foi aquecida por 15 minutos a 95°C em banho de agua. Apés o
resfriamento a mistura foi centrifugada a 15000 RPM durante 10 minutos a 25°C e
o sobrenadante separado para a leitura de suas absorvancias em 532 nm (ORHAN
& SAHIN, 2001). Os niveis de malondialdeido - MDA foram determinados a

partir de uma curva de calibracao usando 1,1,3,3-tetraetoxipropano.
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2.6. INIBICAO DA PGES EM PLAQUETAS:

2.6.1. Avaliacao da Atividade Antiinflamatéria em Plaquetas:

A ativacdo de plaquetas ocorre pela interacdo de agonistas com receptores
de membrana, seguida por respostas celulares especificas, apés a transducdo de
sinais para o interior da célula (MICHELSON et al., 2002). Estas respostas
englobam os seguintes mecanismos fisicos e bioquimicos como alteracdo da forma
das plaquetas, centralizacdo dos granulos e a formacao de pseudépodos, ativagao
do ciclo fostatidilinositol, mobilizacdo do célcio plaquetario, liberagdo do acido
araquidonico, secrecdo do conteudo dos granulos densos e alfa e agregacao
plaquetaria (CLUTTON et al., 2001). O aumento do influxo de calcio produz a
ativacdo da fosfolipase Az que leva a liberagao do acido araquidonico presente nos

fosfolipideos da membrana (BALBOA & BALSINDE, 2006).

A agregacdo plaquetéria é mediada por diferentes condi¢des, mecanismos e
agentes quimicos, portanto este fendmeno comumente é usado para avaliar
compostos com possivel propriedade nesta cascata de eventos. A atividade de
agregacdo plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP) induzida por agentes
agregantes como ADP, coldgeno e acido araquidonico pode ser avaliada usando
um agregdmetro, que utiliza um método turbidimétrico em compara¢do com o

plasma pobre em plaquetas (PPP) como branco (HUANG et al., 2002).

Outros modelos utilizam 4&cido araquidonico marcado ou métodos
imunoenzimaéticos para a quantificagdo dos metabolitos formados, principalmente
tromboxano B2 (SINZINGER et al, 1989; HUANG et al, 2002). O é&cido
araquidonico é um composto instavel e reativo deve ser armazenado em condicdes
que preserve sua estrutura quimica (HUANG et al., 2002; KUDOLO et al., 2005),
portanto o influxo de célcio pode ativar a fosfolipase-A2 e promover sua liberacao
dos fosfolipideos in sito para producdo dos metabolitos via prostaglandina
endoperodxido sintase, responsdveis pela agregacdo plaquetaria (BALBOA &
BALSINDE, 2006). Neste método experimental de avaliagdo utilizamos o cloreto

de célcio como ativador da fosfolipase A2.
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2.6.2. Contagem de plaquetas:

As plaquetas foram contadas em camara de Neubauer utilizando uma
solucdo fisiolégica e formol ou em contador de células, sendo utilizado para os
testes de inibicdo da PGES as amostras com valores entre 200.000 - 250.000
plaquetas/ul (OLAS & WACHOWICZ, 2002).

2.6.3. Inibicao da Prostaglandina-Endoperéxido Sintase:

O plasma rico em plaquetas foi transferido para tubos de ensaio com
capacidade para 5ml e em seguida incubada durante 30 minutos a temperatura
ambiente, com uma solucdao contendo os inibidores nas concentracdes de 50 uM,
100 uM e 200 pM na concentragdo de 2x108 plaquetas/ml. Em seguida foi
adicionado uma solucdo de cloreto de célcio 10 uM em tampao de Tris-HCl pH
7,4. Ao final do tempo de incubacdo, foi adicionada uma solugdo aquosa de acido
tricloro-acético 28% e a mistura foi centrifugada a 15000 RPM durante 20 minutos
a 25°C e em seguida ao sobrenadante foi adicionado a uma solugdo de acido
tiobarbitarico 1% em hidréoxido de sédio. Todos os tubos de ensaio foram
aquecidos por 15 minutos a 95°C em banho de dgua. Apds o resfriamento foram
separados para a leitura de suas absorvancias em 532 nm. Os niveis de
malondialdeido - MDA foram determinados a partir de uma curva de calibracao

usando 1,1,3,3-tetraetoxipropano.

2.6.4. Equipamentos e Reagentes:

Balanca analitica - Sartorios; Centrifuga - Sigma 2K15; chapa aquecedora -
Quimis; Becker de 100 mL e 250 mL; Erlenmeyer de 125 mL, 250 mL e 500 mL;
pipeta Pasteur; tubos falcon de 50 mL; provetas de 25 mL, 50 mL e 100 mL; pipeta
de 1 mL e 5 mL; tubos de ensaio de 5 mL - Pyrex; estante de aluminio com

capacidade para 30 tubos de ensaio; banho-maria termostatizado - Fanem-Ltda;
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seringa descartdvel de 10 e 20 mL; Tris-hidroximetil-amino-metano - Reagen;
cloreto de potédssio - Reagen; cloreto de célcio - Vetec; 4cido etilenodiamino-
tetracético dissédico - Carlo Erba; 4cido tiobarbitarico - Sigma; 1,1,3,3-
tetraetoxipropano - Aldrich; EDTA sédico - Merck; acido cloridrico - Synth; dcido
tricloro-acético - Merck; hidréxido de sédio - Reagen; Solucao tampao-fosfato; 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil - Fluka; 2,2-azobis-amidinopropano-dihidrocloridrato -

Sigma.

2.7. ANALISE ESTATISTICA:

Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo da média e
analisados pela anédlise de varidncia (ANOVA). Os valores sao apresentados em
graficos através de valores percentuais de inibicdo e aumento de atividade a partir
do controle. Para os modelos de estresse oxidativo em eritrécitos humanos e grau
de hemolise os valores sao expressos nos seus percentuais de inibicdo. Enquanto
que na inibicdo da PGES em plaquetas humanas, os valores da ECso e ID5p foram
calculados usando-se pelo menos trés dosagens dos compostos, através da

regressao linear usando o software apropriado Statistica® e BioEstat® 4.0.

Para todas as andlises o teste ¢ de Student, foi utilizado para comparacoes
multiplas entre grupo controle e grupos tratados. A probabilidade aceita como
indicativa da existéncia de diferencas significativa foi de p < 0.05. Nos estudos de
modelagem molecular utilizou-se o método da andlise de regressdao a fim de
selecionar os pardametros que apresentam maior correlagdio com a atividade
biolégica em estudo. Os valores de correlacdo acima de 50% foram considerados
satisfatorios para os estudos, mas para a fase de planejamento de novos farmacos

foram utilizados os valores superiores a 75%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1. MODELAGEM MOLECULAR:

No estudo de modelagem molecular foram realizados célculos tedricos
usando o método semi-empirico PM3 de vinte e oito candidatos descritos nos
estudos de Harvison e col., 1986; Barnard e col., 1993; Bessems e col., 1995; Dufty e

col., 2001, comparados com o paracetamol e a aspirina.

O estudo da relagdo entre estrutrura quimica e atividade bioldgica
selecionou as propriedades fisico-quimicas mais importantes, usando andlise de
regressdo. As propriedades fisico-quimicas como orbital molecular ocupado de
maior energia (HOMO), orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO),
logaritmo do coeficiente de particdo 6leo/dgua (Log P) e energia de hidratacao
(EH), mostraram maior capacidade de correlacdo entre estrutura quimica e

atividade biolégica.

3.1.1. Modelagem Molecular de Derivados Monometilados do Paracetamol:

A relacdo estrutura e atividade de trés derivados monometilados do
paracetamol (Figura 8) mostraram uma correlacdo entre o potencial de ionizagao
tanto com a atividade quanto com a toxicidade. As atividades foram determinadas
por Harvison e col. (1986), através do modelo de analgesia, pela contorcao
intraperitoneal induzida pelo acido acético em camundongos e a toxicidade
medida pelos niveis de alanina aminotransferase (ALT), enquanto que o potencial

de oxiredugao (Redox) foi obtido usando voltametria ciclica no pH 7,0.

OH OH OH OH
CH,
H,C
HNgCHS HNESCHE; pNy CHy gy oN CHy
T1 T2 3 © T4

Figura 8: Paracetamol e derivados monometilados.
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Tabela 1: Propriedades dos derivados monometilados do paracetamol obtidos pelo método

semiempirico PM3.

Comp ED50* Redox* ALT* HOMO LUMO CLogP EH
T1 84,3 0,39 4030 -8,45 018 049 -10,62
™ 1771 0,36 690 -8,39 020 094 -8,16
T3 94,6 0,45 3251 -8,47 019 034 9,18
T4  >200 0,68 32 -8,39 028 044 -7,23

* Dados obtidos por Harvison e col., 1986.

As moléculas que apresentam valores de HOMO abaixo de -8,45 eV
mostram maior atividade analgésica e toxidade, enquanto que os valores de
HOMO acima de -8,45 eV sdo para as moléculas com menor atividade. No entanto,
as moléculas com valores de LUMO abaixo de 0,19 eV apresentam maior atividade
analgésica e toxidade e valores acima de 0,19 eV para as menos ativas. O composto
T1 foi o mais polar e mais hidrossolavel, com um valor de energia de hidratacao
de -10,62 kcal/mol. A substituicdo de hidrogénio por metila reduziu a polaridade,
tornando-se mais lipossolavel, com destaque para a amida secundaria com valor
de -7,23 kcal/mol (Tabela 1). Os valores de HOMO e LUMO indicam que quanto

maior o potencial doador de elétrons, maior a toxidade e atividade.

Os resultados mostram a influéncia da metila sobre os orbitais moleculares
e os parametros de solubilidade. Substituicdo na posicio 2 (T2), evidenciou
reducdo da atividade, toxicidade, HOMO e EH e aumento do LogP e LUMO. A
substituicdo na posicao 3 (T3), apresentou uma reducdo menor da atividade,
toxidade, EH e LogP e aumento do HOMO e LUMO. No entanto, a substituicao na
amida (T4), mostrou a menor atividade, toxidade e EH, o valor de HOMO
diminuiu, o CLogP aumentou e a molécula apresentou o maior valor de LUMO.
Os resultados podem ser influenciados pelos efeitos eletronicos, ndo obstante, ha
falta de correlacdo entre atividade e potencial de oxiredugado. Outros efeitos como
a coplanaridade do grupo acetil pode estar relacionado com sua capacidade de

interacao com Cit P-450.
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3.1.2. Modelagem Molecular de Derivados Fluorados do Paracetamol:

Os dados da relacao estrutura e atividade de seis derivados fluorados do

paracetamol mostrados na figura 9 estdo descritos na tabela 2.

As moléculas foram avaliadas através dos modelos de inflamacdo e
toxicidade, pela contor¢do abdominal induzida pela p-benzoquinona em
camundongos e dosagem dos niveis de alanina aminotransferase (ALT),
respectivamente. Os resultados biologicos foram comparados com o pKa e
potencial de oxiredugdo (Redox), obtido através da voltametria ciclica (V) por

Barnard e col. (1993).

Entre os compostos avaliados nestes modelos, duas moléculas foram mais
ativas e quatro apresentaram menor efeito toxico que o PAR. Os resultados
mostram que a molécula T10 é a mais ativa, a molécula T8 é a menos ativa. Quanto

a toxicidade, a molécula T7 é a menos toxica e T9 é a mais toxica.

Os valores tedricos de HOMO de -9,16 para T9 e -8,97 eV para T10, permitiu
a selecdo dos compostos mais ativos e o mais téxico. Enquanto que os valores

tedricos de LUMO entre -0,40 e -0,45 eV selecionou as duas moléculas também.

Os compostos com maior atividade e toxidade apresentam também as
maiores propriedades hidrofilicas representadas pelos maiores valores de CLog P

de 1,60 e 1,92.

OH OH OH
F F F
F F
£ CH, £ CHy £, CH,
5 O T6 O 7 ©
OH OH H
r L_F F
AR
PN CH, 1N, CFs 1N CFs
8 © T9 ©O T10 ©

Figura 9: Paracetamol e derivados fluorados.
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O efeito da substituicdio do hidrogénio por fldor aumentou a
liposolubilidade para os compostos com substituicdo nas posigdes 2, 3, 5 e 6 do
anel aromatico, mas quando os atomos de fltor foram substituidos na metila do
grupo acetamida houve aumento da hidrossolubilidade. Este fato pode ser
observado pelos valores de EH de -11,22 kcal/mol para os compostos T9, que
representa a molécula mais polar e mais hidrossolivel com o radical
trifluoroacetil, enquanto que a EH para a molécula T8 e de -7,89 kcal/mol, a mais

lipossolavel com o grupo aromatico tetrasubstituido (Tabela 2).

Tabela 2: Propriedades dos derivados fluorados do paracetamol

Comp pKa* Redox* ABEDs* ToxEDse* HOMO LUMO CLogP EH

(V) (mM/kg) (mM/kg) (V) (V) (Keal/mol)
T1 953 1,14 2,08 3,38 -8,45 0,18 0,49 -10,62
T5 8§10 1,24 2,53 3,96 -8,65 -0,09 0,81 -9,46
T6 700 1,33 4,18 4,01 -8,86 -0,34 0,88 -8,87
T7 905 1,52 4,28 5,88 -8,73 -0,35 0,08 -9,48
T8 4,75 1,74 4,48 3,23 9,13 -0,93 0,23 -7,89
T9 914 1,37 0,48 1,42 -8,97 -0,43 1,60 -11,22

T10 8,40 147 0,38 - 9,16 -0,45 1,92 -10,07

* Dados obtidos por Barnard e col., 1993.

Com base nos valores obtidos pelos métodos biolégicos como atividade
antiinflamatéria e toxicidade, nos testes experimentais como potencial de
oxireducao (Redox) e pKa (BARNARD et al., 1993), foram correlacionadas com os
valores dos parametros eletronicos (HOMO e LUMO) e de solubilidade (CLogP e
EH), descritos nas tabelas 3 e 4.

A anadlise de correlacdo entre estrutura e atividade para os derivados
fluorados apresentaram baixa correlagdo tanto para o pKa quanto para o potencial
Redox com valores de 0,36 e 0,08 para pKa, 0,04 e 0,15 para potencial redox, para a
atividade analgésica e toxicidade, respectivamente. Os parametros de HOMO com

valores de 0,48 e 0,58 para a atividade analgésica e toxicidade, respectivamente.
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Tabela 3: Matriz de correlacdo entre atividade analgésica e propriedades fisico-quimicas de

derivados fluorados do paracetamol

ABEDsy pKa Redox HOMO LUMO CLogP EH

AB EDso 1
pKa 0,36 1
Redox (V) 0,04 0,67 1
HOMO 0,48 054 0,76 1
LUMO 0,13 041 058 0,68 1
CLogP 0,88 0,00 040 0,81 0,47 1
EH Kcal/mol 0,65 0,88 0,61 0,29 0,38 0,29 1

Tabela 4: Matriz de correlacdo entre hepatotoxicidade e propriedades fisico-quimicas de derivados

fluorados do paracetamol

ToxEDsp) pKa Redox HOMO LUMO CLogP EH

ToxEDso 1
pKa 0,08 1
Redox (V) 0,15 0,70 1
HOMO 0,58 071 0,81 1
LUMO 0,19 043 057 0,71 1
CLogP 0,90 0,09 040 0,73 0,49 1
EH Kcal/mol 0,37 0,88 0,65 0,45 0,42 0,25 1

Enquanto que os valores de correlacio de LUMO ndo sdo significativos.
Nao obstante, os parametros de solubilidade apresentaram alta correlacao quando
comparamos os valores de CLogP de 0,88 e 0,90 para ambas atividades. No
entanto a EH apresentou valores de 0,65 e 0,37 para a atividade analgésica e
toxicidade, respectivamente. A introducdo de atomos de fldor na estrutura
molecular dos compostos altera sua solubilidade e passa a governar a interacdo

droga-receptor. Compostos mais lipofilicos apresentar maior facilidade de
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absorcdo, atingindo maior biodisponibilidade durante o periodo de avaliacao.
Portanto, as propriedades tedricas ndo foram capazes de descrever as possiveis
interagdes com o provavel sitio receptor e as mudangas de propriedades de ADME

sdo as responsaveis pelas diferengas de atividades.

3.1.3. Modelagem Molecular de Derivados 3,5-Dissubstituidos do Paracetamol:

Os dados da relacdo estrutura e atividade de sete derivados do
paracetamol, substituidos nas posi¢des 3 e 5 por metila, metoxi, metilsulfeto e os
halogénios fltor, cloro, bromo e iodo, mostrados na figura 10 e cujos valores de
atividade e parametros tedricos obtidos pelo método semiempirico PM3 estdo
descritos na tabela 5. A atividade anti-ciclooxigenase foi avaliada pela dosagem de
PGE:2 em microssomas e hepatotoxicidade pela dosagem de lactato desidrogenase

(LDH) em cultura de hepatodcitos de ratos realizado por Bessems e col. (1995).

OH OH OH OH
© H3C@CH3 HSCO@OCHS HSCS@SCHE,
N CH N CH; N CHs N CH;
O O O O
T1 T11 T12 T13
OH OH OH OH
F\©/F CI\QCI Br Br H;jl
N CFs 7N CFs N CH, Ny CHs
O o) O O
T6 T14 T15 T16

Figura 10: Paracetamol e derivados 3,5-dissubstituidos

Célculos usando TFD realizados por Diniz e col. (2004) mostraram que o
potencial de ionizagao (PI) e a quebra da ligagdo fenolica estdo relacionados com a
inibicao in vitro da formacao de PG, possivelmente devido a inibi¢ao do tirosil-385

da COX (KULMACZ et al., 1994). Enquanto que a quebra da ligacdo OH fendlico, a
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quebra da ligacdo NH amidica e PI estdo relacionados com a citotoxidade, devido

a formagao de NAPQI (GOEPTAR et al., 1995).

Tabela 5: Propriedades de derivados 3,5-dissubstituidos do paracetamol obtidos pelo método

semiempirico PM3.

Comp Redox* IC 50* LDH* HOMO
V) (mM) (%)

T1 0,28 0,35 50,6 -8,45
T11 0,21 0,16 15,0 -8,34
T12 0,12 0,20 12,4 -8,46
T13 0,12 0,14 14,5 -8,26

T6 0,32 1,14 42,3 -8,86
T14 0,34 0,56 36,0 -8,63

T5 0,32 0,48 26,1 -8,72
T16 - 1,11 14,7 -8,50

* Dados obtidos por Bessems e col., 1995.

Os derivados 3,5-dissubstituidos com substituicdes com grupos elétrons-
doadores como metila, metoxila e sulfeto apresentam menores valores de HOMO
(-8,26 a -8,46 eV), maior atividade antiinflamatéria e menor hepatotoxicidade, com
maior participacdo destes grupos sobre o HOMO. Enquanto que substitui¢des com
grupos elétron atraentes como halogénios apresentam maiores valores de HOMO
(-8,50 a -8,86 eV), menor atividade antiinflamatéria e maior hepatotoxicidade, com

menor participagdo destes grupos sobre HOMO (Figura 11).

Estes resultados indicam que o paracetamol e seus derivados devem
necessariamente passar por um processo de oxidacdo, com a formagdo de
semiquinona, tanto na atividade quanto na toxidade, possivelmente através do
radical tirosil-385 da COX e citocromo P-450 (MYERS, et al., 1994). Portanto,
grupos substituidos na posicdo 3,5 podem contribuir na estabilizacdo do elétron
desemparelhado, o que foi confirmado pela andlise da distribuicdo de spin

realizada por Diniz et al. (2004).
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T11

T15

Figura 11: Graficos de HOMO para derivados do paracetamol 3,5-dissubstituidos obtidos com o

método semiempirico PM3.
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3.1.4. Modelagem Molecular de Derivados Fenol e Eter do Paracetamol:

As propriedades tedricas calculadas para os derivados fendlicos e éter,
funcionalizados com grupos alquilicos (Figura 12) foram relacionados com sua

atividade analgésica medida pelo ntimero de contor¢des induzidas por &acido

acético comparados com a aspirina, realizados por Duffy et al. (2001).

OH O™"CH, O™"CH,
O O O

T17 T18 T19
CH, CH, CH,

o o o
HBC©CH3 HBCHZC@CHZCHS (HBC)ZHC@CH(CHS)Z
N CH; N CH; N CH;
T20 © 21 © 22 O
OCH OCH, OCH
CI\(;(Cf © H3CH3C@CQZCH3
N CH; HNp N CH;

3 O T4 O 5 O
OH OH
O O (H3C)3C C(CHs); COOH
Hscgo
N CHs N CHs
T26 O T27 O T28

Figura 12: Estrutura de derivados fendis-éteres do paracetamol.

Os resultados experimentais para compostos éter e fendlicos substituidos
mostram que todos os compostos apresentaram atividade superior a aspirina. A
molécula mais ativa, molécula T27, apresentou o menor valor de HOMO (-8,27 eV)

em comparagdo com a aspirina que apresentou a menor atividade e maior valor de

HOMO (-9,93 eV)).
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Por outro lado, a molécula mais ativa apresentou o menor valor de LUMO
(0,27 eV), enquanto que o derivado menos ativo, aspirina, apresentou o maior

valor de LUMO (-0,68).

O efeito da substituicdo do hidrogénio fendlico por grupos alquila, do
grupo metil-acila por propil e fenil, dos hidrogénios das posicdes 3,5 do anel
aromatico por grupos alquila e cloro aumentou a liposolubilidade deste conjunto.
Os valores de LogP de 3,87 para o derivado mais ativo e mais lipofilico, enquanto
que a aspirina apresentou o menor valor de 1,24 e menor lipofilia. Os valores de
EH de 0,04 e -9,37 kcal/mol para a molécula T22, sendo a mais apolar ou lipofilica,
apresentando radicais etoxi e bis-isopropil, enquanto que o derivado T17 é o mais

hidrofilico com o grupo acila propilico (Tabela 6).

Tabela 6: Propriedades dos derivados éteres e fendis do paracetamol obtidos pelo método

semiempirico PM3.

Comp AB* MD HOMO LUMO Sup Vol EH LogP Ref Pol
EDso

T17  0,00024 2,363 -8,52 0,18 404,02 655,65 9,37 2,03 54,66 21,68
T18  0,00034 3,833 -8,65 0,20 459,75 723,23 -3,38 1,85 59,48 23,52
T19  0,00021 3,696 -8,45 0,25 565,34 879,28 -2,15 3,27 73,31 29,02
T20  0,00019 3,584 -8,35 0,07 423,32 693,05 -2,14 1,92 6043 23,52
121 0,00051 3,565 -8,76 0,10 464,34 786,83 -1,01 2,71 69,64 27,19
122 0,00042 3,519 -8,82 0,09 50845 879,64 0,04 3,37 78,73 30,86
123  0,00011 3,994 -8,55 -0,17 433,46 684,99 -3,18 2,02 59,96 23,70
124  0,00039 2,317 -8,46 -0,53 397,23 712,08 -7,10 2,56 65,78 25,84
T25  0,00037 3,297 -8,81 0,10 444,78 742,69 -1,56 2,37 64,89 25,35
T26  0,00014 2,163 -8,69 0,18 407,84 762,36 -8,86 2,69 70,57 27,67
127 0,000049 2,035 -8,27 0,27 511,79 846,36 -1,31 3,87 78,17 30,86
128  0,00094 3,959 -9,93 -0,68 301,85 526,89 -7,91 1,24 43,95 17,38

* Dados obtidos por Duffy e col., 2001.
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Outras propriedades tedricas foram acrescentadas para o estudo da relacao
estrutura e atividade, como momento dipolar (MD), superficie (Sup), volume

(Vol), refratividade (Ref) e polarizibilidade (Pol) estando descritas na tabela 6.

Os parametros eletronicos de HOMO e LUMO apresentaram um coeficiente
de correlagio de 0,71 e 0,52, respectivamente, em relacdo a atividade
antiinflamatéria. Ndo obstante, os parametros de solubilidade apresentaram uma

correlagdo menor, pois o CLogP foi 0,49 e a EH de 0,13 (Tabela 7).

Tabela 7: Matriz de correlacdo entre atividade analgésica e propriedades fisico-quimicas de

derivados éteres e fendis do paracetamol

ABEDsy MD HOMO LUMO Sup Vol EH LogP Ref Pol

AB EDsp 1

MD 0,45 1

HOMO 0,71 041 1

LUMO 0,52 0,19 0,62 1

Sup 0,43 0,01 0,62 0,73 1

Vol 0,39 0,18 0,57 067 093 1

EH 0,13 041 0,28 041 071 063 1

LogP 0,49 0,43 0,52 052 079 091 048 1

Ref 0,45 0,34 0,57 058 081 09 057 09 1

Pol 0,46 0,34 0,58 058 082 09 05 09 099 1

Os resultados indicam que a introducao de grupos alquil no fenol, na amina
e nas posi¢oes 3,5 do anel aromético alteraram a solubilidade. No entanto, o
carater ligante dos orbitais HOMO, pela possivel doacdo de elétron ou hidrogénio,
governam a interacdo droga-receptor. As moléculas mais lipofilicas apresentaram
maior facilidade de absorcdo, conseqiientemente, atingiram maior
biodisponibilidade e atividade. Deve ser ressaltado que os derivados fendlicos sao
inibidores radicalares, enquanto que a aspirina é um farmaco acilante da PGES

(ROTH, 1975; KULMACZ et al., 1994).
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3.1.5. Modelagem Molecular de Derivados p-Aminofenol e Acido Salicilico:

As moléculas S3, S4 e S5 mostradas na figura 13 foram selecionados pelo
método de modelagem molecular por seus valores do HOMO, simplicidade
molecular e suas propriedades de ADME, como a solubilidade, para serem
sintetizados e avaliados biologicamente. Suas propriedades fisico-quimicas estdo
descritas na tabela 8. Outras moléculas tiveram suas propriedades calculadas, mas

ndo foram selecionadas pelo critério sintético.

H
OH
HOOC. \):
HNgCHS
S1 S2
OH OH OH

© HOOC@ HOOC@

HNp HN CH; HNp
s3 O sS4 O S5 O

Figura 13: Derivados do p-aminofenol e acido salicilico selecionados por modelagem molecular.

Os resultados de modelagem molecular para a selecdo das moléculas foram
a energia de hidratacdo semelhante ao acido salicilico, ou seja, com maior
hidrofilicidade e os valores do HOMO préximos ao paracetamol, combinando as

propriedades do grupo p-acetamidafenol e salicilato.

Tabela 8: Propriedades fisico-quimicas tedricas dos derivados do p-aminofenol e 4cido salicilico

obtidos pelo método semiempirico PM3.

Compostos HOMO CLogP  EH Kcal/mol

S1 -8,45 0,49 -10,61
S2 -9,06 2,18 -13,22
S3 -8,40 1,98 -12,29
54 -8,66 1,29 -14,75

S5 -8,64 2,78 -16,46
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3.2. ESTUDO DO METABOLISMO DO ACIDO SALICILICO:

Nossos resultados usando a teoria do funcional da densidade (TFD) com o
funcional B3LYP e a base 6-31G(d), onde foram calculados o potencial de
ionizagdo (PI) e a densidade de spin. O fenol e o 4cido benzoéico foram usados para
comparar a influéncia do grupo hidroxila e carboxila. O PI foi calculado através

das diferengas de energia entre a forma radical cation e a respectiva forma neutra.

A abstragao de elétron pode ocorrer através da reacdo de um radical livre,
como HO® ou uma enzima, como citocromo P-450. O envolvimento de
intermediario tipo radical livre reativo durante a biotransformagao de farmacos,

tem sido relacionado a formacao de radicais semiquinona, (BESSEMS et al., 1988).

OH
OHO
HO- Ji CitP-450
"OH

OHO OHO OHO

+ +

lCitP—45O Hzo/i “OH H,0 +CO, Jl "OH

OH
Don ol om Do

OHO OHO OH

2,5-DHBA 2,3-DHBA 1,2-DHB

Figura 14: Proposta de estrutura, rea¢oes e formacdo de derivados hidroxilados do acido salicilico.

Os célculos com a TFD indicam que uma abstracdo inicial de um elétron
para o acido salicilico, fenol e acido benzdico e aproximadamente 194,4, 190,8 e
214,6 kcal/mol. Estes resultados mostram que o substituinte elétron-doador como
a hidroxila fendlica, decresce o PI, enquanto o grupo elétron-atraente como a

carbonila aumentam o PI.
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Um caminho hipotético foi proposto por Blackburn et al., 1998 para a
oxidacdo do acido salicilico e estd representado na figura 14, onde uma inicial
abstracdo de elétron pode ocorrer através da reacdo do radical hidroxil ou
citocromo P-450 com o 4cido salicilico formando &cido salicilico cation radical e
anion hidroxila. A carga positiva radicalar é estabilizada por ressonancia. A reagao
do citocromo-hidroxil com o cation radical na posicdo 5 produz o &cido 2,3-
dihidroxibenzéico (2,5-DHBA) via citocromo P-450. Enquanto que a recombinagao
durante a peroxidagao lipidica nas posi¢des 3- e 2- entre o cation radical e outro
radical hidroxil, gerando o acido 2,3-dihidroxibenzéico (2,3-DHBA) e catecol,

respectivamente.

O calculo de densidade de spin para os cations radicais do acido salicilico e
os derivados fenol e 4cido benzoéico, que foram usados para comparar a influéncia
dos grupos fenol e acido carboxilico (Figura 15). A distribuigdo de spin mostrou as
maiores contribui¢des para o acido salicilico no O7 fendlico (22%), carbono Ci
ligado ao grupo carbonila (12%), carbono C: ligado ao grupo hidroxila (15%),
carbono Cs (22%) e carbono Cs (40%). Na molécula do fenol as contribui¢des no Oy
fenélico (23%), carbono C1 (17%), carbono Cz (22%), carbono Cs (12%) e no carbono
Cs (42%). Enquanto que para o acido benzoéico as contribui¢cdes no carbono C;
(25%), carbono Cz (35%), carbono Cs4 (22%) e carbono Cs (35%). Os resultados
indicam que tanto no acido salicilico quanto no fenol e acido benzoico a posicao 5
contribui mais para a estabilizagdo do elétron desemparelhado e pode ser o ponto

de maior reatividade na biotransformacdo destes compostos.

otlo 0220H
2 0,15
31 OH 02217 “yp10H
4 6
5 0,40
0,23~H 0,17
O(),zz 0,35 Q
0,12© 0,17 O%,zL&sOH
0,22
0,42 0,35

Figura 15: Estrutura, numeracdo e calculo de densidade de spin para o acido salicilico e seus

derivados.
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A presenga do grupo hidroxila no anel aromatico aumenta as contribuigdes
de spin particularmente nas posicdes ortho (0,12 e 0,17) e para (0,42), enquanto que
o grupo carbonila aumenta a reatividade nas posicdes ortho (0,35), meta (0,35), e
para (0,22). Portanto, o OH é o grupo que mais contribui para a reatividade
quimica e potencial de ionizacdo do &cido salicilico. Ou seja, grupos elétron-
doadores substituidos na posicdo 2, como hidroxila (-OH) aumentam as
contribui¢des de spin nas posicdes C1, Cz, C3 e Cs5, enquanto que grupos elétron-
atraentes substituidos na posicdo 1, como carbonilas de acidos (-COOH)

diminuem a contribuic¢do de spin nas posi¢des C1, C2, C4 e Ce.

Os resultados dos estudos tedricos mostram que a biotransformagdo do
acido salicilico pode ser compreendida através da densidade de spin é o potencial
de oxidacdo formando os derivados hidroxilados. O grupo hidroxila fenélica
apresenta maior influéncia na reatividade quimica, potencial de ionizagdo e

distribuicdo de spin, em relacdo ao grupo carbonila 4cido.

A localizagao do elétron desemparelhado na posicao Cs explica a formagao
do principal metabélito oxidativo do acido salicilico, o 4cido 2,5-dihidroxibenzé6ico
ou acido gentisico via citocromo P-450 presente no sistema de hidroxilases
microssomais hepéticos (RUMBLE et al., 1981). Enquanto que a localizacdo do
elétron desemparelhado nas posi¢des C1 e Cs explica a reatividade quimica, via
radical hidroxil para formar o 4&cido 2,3-dihidroxibenzéico e catecol,
respectivamente, durante a peroxidacdo de lipideos. O 2,3-DHBA ¢é usado como
marcador durante a peroxidacdo lipidica induzida in vivo pela produgdo de
radicais HO® (TSUJINOMOTO et al., 1998) e sdo seqiiestradores de HO® na
inflamagdo aguda causada por hipoclorito de sédio e bloqueada por salicilatos,
onde foi detectadas a formacao dos 4cidos 2,3- e 2,5-DHBA ap6s a hidroxilacao do
salicilato por Nappi & Vass (1998). Kadkhodaee e col. (1995) e Exner e col. (2000)
mostraram a formacdo destes acidos apds a administragdo do acido acetilsalicilico
ou salicilato de sédio em condi¢des de estresse oxidativo, pela exposi¢cdo ao

oxigénio, inducdo pela doxorubicina, que altera o ciclo-redox, na artrite
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reumatdide, infarto do miocérdio, isquemia cerebral, diabetes, pulmonar e injaria

renal.

Salicilatos apresentaram a capacidade seqiiestrante sobre os radicais
hidroxil (GROOTVELD & HALLIWELL, 1996; KAUR et al.,, 1997; HERMANN et
al., 1999), seus derivados &cido salicilico e o acido gentisico sdo a primeira e
segunda linha de metabélitos da aspirina, que impediram a oxidagdo radicalar do

LDL induzida por 6xido nitrico e superéxido (HERMANN et al., 1999).

Os ensaios de hidroxilacdo aromatica foram usados em sistemas biolégicos,
envolvendo a adigdo de compostos aromaticos a um modelo, onde as rea¢des sdao
produzidas pelo radical hidroxil, e os produtos hidroxilados sdo quantificados. O
2,5-DHBA pode também ser gerado da oxidagdo enzimatica via citocromo P-450 in
vivo, enquanto que o 2,3-DHBA pode ser produzido somente pelo ataque do
radical hidroxil no salicilato e o catecol é formado pela reacdo de descarboxilagao
(HALLIWELL et al, 1991). Entretanto, até entdo nenhum mecanismo de

hidroxilagado seletiva dos salicilatos foi esclarecido e proposto na literatura.

Devido a alta reatividade, o HO® tem uma meia-vida muito curta e,
conseqiientemente, presente em concentragdes extremamente baixas nos sistemas
biol6égicos. A reagao de hidroxilagdo aromatica tem sido usada para a medida de
sua producao in vitro (LUO & LEHOTAY, 1997, COUDRAY & FAVIER, 2000). Se
um composto aromatico pudesse ser administrado aos seres humanos com
seguranca, nas doses que produzem concentracdes nos liquidos plasmaéticos
suficientes para limpar ou seqiiestrar HO®, os ensaios de tais produtos seria uma
evidéncia razoavel de que HO® estd sendo formado in vivo, desde que estes
produtos nao fossem formados por hidroxilagdo enzimética (HERMANN et al.,
1999). O anel aromatico é nucleofilico e esta nucleofilia é aumentada pela presenca
do grupo do fenol, particularmente em suas posicdes orto e para, enquanto que a
presenca do grupo &cido carboxilico aumenta a reatividade na posicdo meta. Os
resultados explicam a hidroxilagado regiosseletiva para a formacdo dos 4cidos 2,3- e

2,5-DHBA substituidos na biotransformacao do acido salicilico via Cit P-450.
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3.3. SINTESE DE DERIVADOS FENOLICOS:

3.3.1. Preparacao do p-benzamidafenol (S3):

A sintese do composto p-benzamidafenol S3 foi realizada através da reacao
de acilacdo do p-aminofenol R1 com cloreto de benzoila em acetato de etila e
carbonato de potéssio para neutralizar o acido cloridrico eliminado (Esquema 22).
O composto é solavel a frio em etanol, metanol, acetonitrila e dimetilsulféxido,
sendo que a quente apresentou solubilidade em acetato de etila, acetona e acido
acético. Insoltivel em diclorometano, cloroférmio, 4gua e hexano. Apresenta ponto

de fusdo que varia de 214 a 214,8 °C (SPORTOLETTI, 1986).

Esquema 22: Sintese do derivado p-benzamidafenol.

HO
HO@ C H.COCI O
NH, FtOAc ONJ H:

O espectro de RMN-H! (300 MHz, DMSO) do composto benzoil S3,

sumarizado na tabela 9 mostra um duplo-dubleto em 7,94 ppm integrando para
dois hidrogénios referentes aos hidrogénios aromaticos H-3 e H-5 acoplanando em
orto (6,9 Hz) com H-2 e H-6. Outro duplo-dubleto em 6,76 ppm integrando para
dois hidrogénios referentes aos hidrogénios aromaticos H-2 e H-6 acoplanando em
orto (9 Hz) com H-3 e H-5. Um multipleto centrado em 7,52 ppm integrando para
cinco hidrogénios referentes aos hidrogénios arométicos do grupo benzoil H-
11/12/13. O singleto em 10,03 ppm integrando para um hidrogénio,
correspondendo ao grupo fenélico e 9,32 ppm integrando para um hidrogénio é

referente ao hidrogénio da fungao acetamida.

O espectro de RMN-C3 (75 MHz; DMSO) do composto S3, sumarizado na
tabela 9, mostra um sinal em 130,82 ppm referente ao carbono C-1, um sinal em
115,13 ppm relacionado aos carbonos arométicos C-2 e C-6, um sinal em 122,48
ppm referente aos carbonos aromaticos C-3 e C-5, um sinal em 153,88 ppm

relacionado ao carbono C-4 ligado a hidroxila fendlica, um sinal em 165,15 ppm
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atribuido ao carbono carbonilico. Um sinal em 135,30 ppm referente ao carbono C-
8, um sinal em 128,46 ppm relacionado aos carbonos C-9 e C-13, outro sinal em
127,69 ppm referente aos carbonos C-10 e C-12 e um sinal em 131,40 ppm

atribuido ao carbono C-11.

Tabela 9: Deslocamento quimico de hidrogénios e carbonos do composto S3 no RMN-H' e RMN-

C13(300 MHz e 75 MHz; Acetona).

N E Coé(ppm) HbS(ppm) M J(Hz)
1 C 130,82 - - -
2e6  CH 115,13 6,76 dd 9,0
3e5 CH 122,48 7,94 dd 6,9
4 C 153,88 - - -
7 C=0 165,15 - - - OH
8 C 135,30 - - - 51 )°
6 ] 2
9 CH 128,46 7,52 m - Nz O
10 CH 127,69 7,52 m - S3 913
11 CH 131,40 7,52 m - 0T
12 CH 127,69 7,52 m -
13 CH 128,46 7,52 m -
14 OH - 10,02 s -
15 NH - 9,32 s -

3.3.2. Preparacao do acido 5-acetamidosalicilico (S4):

O composto S4 foi obtido através da reacdo com acido 5-amino-salicilico R2
e anidrido acético, utilizando dgua como solvente (Esquema 23). Solavel a frio em
etanol, metanol e dimetilsulf6xido, acetonitrila, 4cido acético e acetona, ja a quente
foi soltivel em acetato de etila e d4gua. Sendo que foi insoltvel em diclorometano,

cloroférmio e hexano. Apresentando ponto de fusao que varia de 228,0 a 230,0 °C.
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Esquema 23: Sintese do derivado acido 5-acetamidosalicilico.

COOH
COOH HO
(CH,CO),0 @
HO@ > NH
NH H,0O
R2 2 S4 OA\CH?)

O espectro de RMN-H! (300 MHz; DMSO) do composto S4, sumarizado na
tabela 10, mostra um dubleto em 6,89 ppm com constante de acoplamento de 9,0
Hz, integrando para um hidrogénio referente ao hidrogénio aromatico H-5, um
dubleto em 8,08 ppm com constante de acoplamento de 2,7 Hz, integrando para
um hidrogeénio referente ao hidrogénio aromatico H-2, um duplo-dupleto em 7,64
ppm integrando para um hidrogénio com constante de acoplamento de 9,3 e 2,7
Hz atribuido a H-6, um singleto em 9,87 ppm referente ao hidrogénio do grupo
hidroxila fenélica. O sinal do grupamento acetamida pode observado através do

singleto em 2,00 ppm referente aos trés hidrogénios da metila.

Tabela 10: Deslocamento quimico de hidrogénios e carbonos do composto acido 5-

acetamidosalicilico S5 no RMN-H! e RMN-C3 (300 MHz e 75 MHz; DMSO).

N E Co (ppm) HO (ppm) M J(Hz)

1 C 131,28 - - -
2 CH 127,54 8,08 d 2,7

3 CH 112,52 - - -

4 C 157,16 - - - OH 9
. J4_coon
5 CH 117,30 6,89 d 9,0 s )3
1
6 CH 12054 7,64 d  27e93 NPy
gCH, 54

7 C=0 168,22 - - -
8 CHs 23,94 2,00 s -
9 C=0 171,97 - - -

10 OH - 9,87 s -




89

O espectro de RMN-C13 (75 MHz; DMSO) do composto S4, sumarizado na
tabela 10, mostra um sinal em 131,28 ppm referente ao carbono C-1, um sinal em
127,54 ppm relacionado ao carbono aromaético C-2, um sinal em 112,52 ppm
referente ao carbono aromético C-3, um sinal em 157,16 ppm relacionado ao
carbono C-4 ligado a hidroxila fendlica, um sinal em 117,30 ppm relacionado ao
carbono aromatico C-5, um sinal em 120,54 ppm relacionado ao carbono aromaético
C-6, um sinal em 171,97 ppm atribuido ao carbono carbonilico da fungdo acido
carboxilico. Os sinais do grupamento acetamida podem observados através do
deslocamento em 168,22 ppm referente ao carbono carbonilico da func¢do amida e

23,94 ppm para o carbono do grupo metila.

3.3.3. Preparacao do acido 5-benzamidosalicilico (S5):

O composto acido 5-benzamidosalicilico S5 foi obtido através da reagao do
acido 5-amino-salicilico R2 com cloreto de benzoila, utilizando acetato de etila
como solvente (Esquema 24). O composto S6 foi solivel a frio em metanol e
dimetilsulféxido, ja a quente foi soltvel em acetato de etila, acetonitrila, acetona,
acido acético e etanol. Sendo que foi insolavel em diclorometano, cloroférmio,
agua e hexano. Apresenta ponto de fusao entre 278,4 a 279,8 °C (SPORTOLETT],
1986).

Esquema 24: Sintese do derivado acido 5-benzamidosalicilico.

HO
¢OOH C,H;COCI

HO o
EtOAc NH
R2 NH, s5 O
K,CO,

A estrutura quimica deste composto foi elucidado através da espectroscopia

de RMN-H! e CI3 e o0s valores estdo descritos na tabela 11.

O espectro de RMN-H! (300 MHz; DMSO) do composto S5, sumarizado na

tabela 11, mostra um dubleto em 8,29 ppm integrando para um hidrogénio
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referente ao hidrogénio aromatico H-2, meta relacionado com H-6 (2,7 Hz). Um
dubleto em 6,97 ppm integrando para um hidrogénio referente ao hidrogénio
aromatico H-5 acoplanando em orto (9,0 Hz) com H-6. Um duplo dubleto em 7,89
ppm integrando para um hidrogénio referente ao hidrogénio aromatico H-6, orto e
meta relacionados com H-5 e H-2 (8,7 e 2,7 Hz), respectivamente. O singleto em
10,24 ppm integrando para um hidrogénio corresponde ao grupo fenodlico. O
duplo dubleto em 7,96 ppm integrando para dois hidrogénios corresponde aos
hidrogénios arométicos H-9 e H-13 acoplanando em orto (6,9 e 1,2 Hz) com H-
10/H-12 e H-11, respectivamente. O multipleto centrado em 7,53 ppm integrando

para trés hidrogénios se refere aos hidrogénios arométicos H-10, H-11 e H-12.

Tabela 11: Deslocamento quimico de hidrogénios e carbonos do composto S5 no RMN-H! e RMN-
C13(300 MHz e 75 MHz; DMSO).

N E Cd(ppm) Ho(ppm) M  J(Hz)
1 C 134,87 - - -
2 CH 131,66 8,29 d 2,7
3 C 117,21 - - -
4 C 157,56 - - -
OH 14
H 112,54 ,97 )
5 C 5 6,9 d 9,0 . Je_coon
6 CH 128,80 7,89 dd 27e87 3
1
7 C=0 165,39 - - - NNy
8 S5
8 C 130,99 - - - 9 13
10 12
9e¢13 CH 128,52 7,96 dd 12e69 11
10e12 CH 127,71 7,52 m -
11 CH 121,97 7,52 m -

14 C=0 171,92
15 OH - 10,24 s -
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3.4. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE:

3.4.1. Reatividade com a 1,1-difenil-2-picrilhidrazil radical (DPPH):

Neste estudo foram utilizados nove fenoéis na dose de 100uM mostrados na
figura 16. O trolox S6 foi usado como controle positivo, a aspirina S7 por ser
desprovida de grupo fendlico foi utilizada como controle negativo, enquanto que
o fenol S8 por ser um fenol nado substituido foi utilizado para avaliar as
contribui¢des dos grupos substituidos nas posicdes orto e para fendlica e o acido 5-

amino-salicilico §9 para avaliar a influéncia dos grupos acetil e benzoil.

OH OH
OH
HOOC. \):
HNTCHB HNB/Q
S1 © S2 S3
OH OH OH
HOOC HOOC H,C CH,
O ne
HNYCHB T\ H%
S O S5 O g 13- COOH
OCOCH,
OH OH
HOOC© HOOC
S7 S8 59 NH,

Figura 16: Estrutura quimica dos derivados fendlicos.

Os resultados da capacidade antioxidante dos derivados fendlicos através
da inibicdo percentual do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil mostram
diferente reatividade molecular. Estes valores estdo descritos no gréfico 1, onde
podemos observar uma inibicdo de 91,25% para o trolox S6, 83,83 % para o acido 5-
amino-salicilico S9, 1,25% para a aspirina S7 e 2,58% para o fenol S8, indicando
que o trolox e o 4cido 5-amino-salicilico apresentam uma atividade mais de trinta

e quase setenta vezes superior a aspirina e fenol, respectivamente.
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Gréfico 1: Avaliagdo da capacidade seqiiestrante de derivados fendlicos na dose de 100uM em
solucdo etandlica contra radicais livres usando o métodos da DPPH. As drogas foram usadas na
concentracgdo de 100puM. Os testes foram realizados em duplicata e os resultados sdo mostrados em
valores percentuais.

No mesmo experimento, as moléculas paracetamol S1 e &cido salicilico S2
apresentaram valores de inibicdo de 31,15 e 3,14%, respectivamente, mostrando
que o paracetamol apresenta uma capacidade antioxidante dez vezes superiores

ao acido salicilico e trés vezes menor que o trolox neste modelo de avaliagao.

O derivado p-benzamidafenol S3 apresentou uma atividade superior ao
paracetamol de 37,21%, mostrando a diferenca da influéncia do grupo benzoil do

p-benzamidafenol em relagdo ao grupo acetil do paracetamol.

Os compostos derivados da associagdo molecular p-aminofenol e salicilato
apresentaram valores de 15,16 e 17,25% para o acido 5-acetamidosalicilico S4 e
acido 5-benzamidosalicilico S5, respectivamente. Estes compostos sdao duas vezes
menos ativos que o paracetamol, mas cinco vezes mais ativo que o acido salicilico.
Outro dado importante a ser considerado é a influéncia do grupo amina do &cido
5-amino-salicilico S9 em relacdo as moléculas substituidas por amidas, onde a

atividade diminui aproximadamente de cinco vezes.
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3.4.2. Relagao Estrutura e Atividade Antioxidante:

A relacdo estrutura quimica e atividade antioxidante dos nove derivados
fendlicos, substituidos por grupos orto-dcido e para-amida, avaliados através do
modelo de inibicdo do radical DPPH foram comparados com seus valores de
HOMO e potencial de ionizagao, calculados pelo método TFD usando o funcional
B3LYP e UB3LYP, com a base 6-31G*, tendo esta metodologia sido empregada
com sucesso nos trabalhos de Diniz et al.,, 2004 e Alves et al., 2006, conforme

apresentados na tabela 12.

Tabela 12: Capacidade antioxidante, HOMO e potencial de ioniza¢ao de derivados fendlicos pelo

método TFD.

Compostos DPPH (%) HOMO PI
Fenolicos (100um) (eV) (kcal/mol)
S1 31,15 -5,45 171,31
S2 3,14 -6,24 192,69
S3 37,21 -5,46 167,25
S4 15,16 -5,72 174,86
S5 17,25 -5,71 171,19
S6 91,25 -5,08 158,50
S7 1,25 -6,74 200,58
S8 2,58 -5,96 189,16
S9 83,83 -5,02 162,28

Os resultados dos estudos de relagdao estrutura e atividade de derivados
fendlicos indicam que os compostos que demonstraram menor capacidade
antioxidante apresentaram maiores valores de -6,74 (S57) a -5,96 eV (S8) para o
HOMO e 200,58 (S7) a 189,16 kcal/mol (S8) para o PI. Estes valores mais elevados
mostram a influéncia do grupo fenol, que estd esterificado na aspirina e dos
substituintes para ausentes no fenol. Enquanto os compostos que demonstraram
maior capacidade antioxidante apresentaram menores valores de -5,08 (S6) a -5,02

eV (S9) para o HOMO e 158,50 (S6) a 162,28 kcal/mol (S9) para o PIL
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As moléculas paracetamol S1 e 4cido salicilico S2 apresentaram valores de -
5,45 (S1) a -6,24 eV (S2) para o HOMO e 171,31 (S1) a 192,69 kcal/mol (S2) para o
PI, mostrando que o paracetamol apresenta uma capacidade doadora de elétrons

superior em 21,38 kcal/mol em relacdo ao acido salicilico.

O derivado p-benzamidafenol S3 apresentou valores de -5,46 eV para o
HOMO e 167,25 kcal/mol para o PI. Este valor explica a capacidade antioxidante
superior ao paracetamol no modelo de DPPH, mostrando que o grupo benzoil do
p-benzamidafenol exerce maior influéncia sobre a capacidade doadora de elétrons

que o grupo acetil do paracetamol.

Finalmente, os compostos derivados da associacdo molecular p-aminofenol
e salicilato apresentaram valores de HOMO de -5,72 (54) e -5,71 eV (S5), enquanto
que o valor de PI foi de 174,86 (S54) e 171,19 kcal/mol (S5). Os resultados de
HOMO sdo superiores ao paracetamol (-5,45 eV) e inferiores ao acido salicilico (-
6,24 eV), enquanto que o PI estdo proximos do valor do paracetamol (171,31
kcal/mol), indicando que o grupo carboxila exerce pouco efeito como um grupo
retirador de elétrons, possivelmente devido ao tautomerismo do grupo carboxila
entre a carbonila e o grupo hidroxila. Estes resultados mostram também que a
capacidade antioxidante dos compostos fenélicos nao é determinada apenas pelo
orbital molecular ocupado de mais alta energia ou pelo potencial de ionizacdo,

mas pela combinagao das duas propriedades.

Os valores que suportam a afirmagao acima sdao o HOMO e o PI do acido 5-
amino-salicilico de -5,02 eV e 162,28 kcal/mol, respectivamente, enquanto que
para o trolox os valores sdao de -5,08 eV e 158,50 kcal/mol. Estes resultados
mostram que se o HOMO for o responsavel pela atividade o &cido 5-amino-
salicilico S9 seria o mais ativo, mas se o potencial de ionizacdo determinasse a

capacidade antioxidante a molécula mais ativa seria o trolox Sé.

A influéncia dos grupos amidas foi observada ao compararmos com o
grupo amina do 4cido 5-amino-salicilico S9. No grupo amina os elétrons estdo em

ressondncia com o anel aromaético, enquanto que com a substituicdo com um
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grupo acila (acetil ou benzoil), os elétrons sao disputados por efeito de ressonancia

elétron retirador do grupo carbonila.

A anélise do orbital molecular de mais alta energia mostra os grupamentos
que estdo contribuindo para a formacdo deste orbital, portanto, se a molécula
interagir com seu sitio receptor como doador de elétron deveréd ser por esta regido.
Ao mesmo tempo, se a molécula doar um elétron, os grupos que contribuem por
efeito de indutivo ou efeito de ressondncia para a formacdo do HOMO, deverao
participar na estabilizacdo do elétron desemparelhado (Figura 17). Através desta
analise podemos separar as moléculas em trés classes distintas de acordo com seus

valores de HOMO e PI.

No primeiro grupo, 4cido salicilico, aspirina e fenol com os maiores valores
de HOMO e PI apresentaram menor capacidade antioxidante, onde podemos
observar que apenas o anel aromadtico e o oxigénio fendlico participam da
formagao do HOMO, o acido carboxilico ndo apresenta uma contribuicado efetiva,
mas podemos observar o efeito retirador de elétrons da carboxila éster da aspirina,

que apresentou o maior valores de HOMO e IP.

O segundo grupo é formado pelo paracetamol, p-benzamidafenol, &cido 5-
acetamidosalicilico e 4cido 5-benzamidosalicilico com valores médios de HOMO e
PI com capacidade antioxidante significativa. Neste grupo podemos observar que
a contribuicdo dos grupos p-amidafenol na formacdo do HOMO, enquanto que o

acido carboxilico também ndo apresenta uma contribuicdo efetiva.

No dltimo grupo estdo as moléculas que apresentaram maior capacidade
antioxidante, trolox e acido 5-amino-salicilico, com os menores valores para o
HOMO e PI, onde observamos a participagao por efeito de ressonancia dos grupos
localizados em posicdo para fendlica. O grupo amina do &cido 5-amino-salicilico é
mais efetivo e com maior participagdo em relagdo ao éter cromona do trolox. No
entanto os grupos alquilas (metilas e cromona), substituidos no anel aromético do
trolox tem maior participacdo por efeito indutivo em relacdo aos demais grupos,

por esta razdo o trolox é o composto mais ativo.
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Figura 17: Orbital molecular ocupado de mais baixa energia de nove derivados fenélicos (51-S9)

obtidos pelo método semiempirico PM3.
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3.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM ERITROCITOS HUMANOS:

3.5.1. Estresse oxidativo Induzido pelo H2Ox:

Com base nos resultados da capacidade antioxidante dos derivados
fenodlicos avaliados pela inibicdo do radical livre 1,1-difenil, 2-picrilhidrazil, o
préoximo passo foi encontrar um modelo biolégico que descrevesse a atividade
antioxidante dentro da correlacdo encontrada pelo método de DPPH. O primeiro
modelo de estudo foi a avaliacdo da atividade antioxidante em eritrocitos
humanos induzida pelo peréxido de hidrogénio, com bloqueio da atividade
peroxidase. Os resultados do teste foram avaliados através da medida dos niveis

de substancias reativas ao acido tiobarbittarico (TBARS).

O gréfico 2 mostra o efeito antioxidante de derivados fendlicos de AINEs na
peroxidacdo lipidica induzida por H20O2 (30 mM) em eritrécitos humanos, onde
podemos observar que o trolox apresentou significativa redu¢do da concentragao

dos niveis de TBARS em comparacdo com o paracetamol e o acido salicilico.

O acido salicilico aumentou a concentragao de TBARS em 42,5% para a dose
de 250 uM, 8% para a dose de 500 uM e 12,6% para a dose de 1000 uM, mas as
doses de 500 e 1000 uM ndo foram estatisticamente significantes em comparagao

com o controle (Tris-KCI-HCl pH 7 ,4).

Enquanto que o paracetamol apresentou um aumento ndo
significativamente na dose de 250 pM, mas decresceu os niveis de TBARS em 24,7
e 35,7% nas doses de 500 pM e 1000 uM, respectivamente. Resultados semelhantes
aos do paracaetamol foram observados para o trolox com uma redugdo menor nas

doses de 500 e 1000 uM com valores de 33,1 e 48,8%, respectivamente.

Estes resultados demonstram que o paracetamol apresenta -efeito
antioxidante no estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio em
eritrécitos humanos, enquanto que o acido salicilico ndo apresenta atividade no

mesmo modelo de avaliacao.
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Estresse Oxidativo em Eritrocitos Humanos
Induzido pelo Peréxido de Hidrogénio
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Grafico 2: Avaliagdo do efeito antioxidante do paracetamol (0¢)e acido salicilico (o) comparados
com o trolox (0) na peroxidagdo lipidica induzida pelo H>O» (30 mM) em eritrécitos humanos. Os
valores representam a média; n = 3. P < 0,05 na dose de 250 uM, P < 0.001 nas dose de 500 e 1000
UM em relacdo ao controle. Para estatistica, testes ¢ de Student e ANOVA foram usados.

O estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio no eritrécito é
resultante do aumento na geragdo de radical hidroxil (HO"). Os radicais hidroxil
sdo formados normalmente através das reacdes de Fenton (Eq. 5) e Haber-Weiss
(Eq. 6) (SCHIMMEL; BAUER, 2002), mas sao detoxificados pelo mecanismo
seqliestrante de radicais livres realizados pela glutationa (Eq. 7) e pelas vitaminas

E e C (Eq. 8) (FIERS ef al,, 1999; HAYES et al., 1999).
Fe*2 + HxO2 = Fe®® + HO® + HO- (Eq.5)

HO2 + O = O2 + HO® + HO- (Eq. 6)

2HO® + 2GSH = H,0 + GSSG (Eq.7)

HO' + VitOH = H,O + VitO" (Eq. 8)

Os eritrécitos possuem um segundo sistemas de defesa para proteger-se do

peroxido de hidrogénio impedindo a geracdo de radicais hidroxil, constituida pela
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catalise (CAT) (Eq. 9) e glutationa-peroxidase (GSP) (Eq. 10), transformando o

peroxido de hidrogénio em 4gua.
CAT-H202, + HxO2 = CAT + 2HO + Oz (Eq.9)
GSP + 2GSH + HxO, = GSP + GSSG + 2H.O (Eq.10)

No entanto, em nosso estudo utilizamos a azida de sédio (NaN3), um
bloqueador de peroxidases, para a inducao do estresse oxidativo, fazendo com que
o peroxido de hidrogénio seja consumido na producdo de radical livre hidroxil

através das reacoes de Fenton e Haber-Weiss (FIERS et al., 1999).

Sabe-se que a ac¢ao de radicais HO® sobre as membranas dos eritrocitos esta
relacionada aos transtornos da permeabilidade, alteracdo do fluxo ionico, perda da
seletividade para a entrada ou saida de nutrientes, acimulo de compostos téxicos

resultantes do metabolismo celular, resultantes da reacao de oxidacao da fracao de

acidos graxos polinsaturados (Eq. 11) (VACA et al., 1988; BABER et al., 1994).
LH + HO' = L' + HxO (Eq.11)

Também é conhecido que em meio aerébio L* se combina com o oxigénio
(O2) forma-se o radical peroxila (LOO®) (Eq. 12), o qual pode abstrair um
hidrogénio alilico de um outro &cido graxo, gerando outro radical (L"),

promovendo a etapa de propagacao (Eq. 13). A reacdo do radical peroxila com o

hidrogénio forma o hidroperéxido lipidico (LOOH) (PORTER et al., 1995).
L' + O = LOO" (Eq.12)
LOO* + LH = LOOH + L' (Eq. 13)

E finalmente, sabe-se que a principal defesa contra os danos oxidativos do
radical livre hidroxil sdo glutationa (Eq. 14), vitaminas e enzimas antioxidantes,

formando derivados hidroperéxido, alcodlicos ou carbonilicos (CHAN, 1987).

Derivados carbonilicos aldeido e cetonas, principalmente o malondialdeido

sdo reativos com o acido tiobarbitarico (ARMSTRONG et al., 1998).
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L* / LOO" + GSH = LH / LOOH + GSSG (Eq.14)

Portanto, em situagdes em que o sistema de 6xido-reducdo esta integro,
haverd recuperagao da GSH, mas sob condicdes de excesso de agentes oxidantes,
pelo aumento dos niveis de HxO2 e HO', aliado a deficiéncia do sistema protetor,
pela inibigdo das peroxidases por NaNs, havera desequilibrio entre o consumo de
GSH e a producdo de GSSG, caracterizando o estresse oxidativo induzido, com
faléncia dos mecanismos de reparo aos danos oxidativos e aumento da produgao

de 4cidos graxos oxidados e dos niveis de TBARS (HALLIWELL, 1993).

O nivel do estresse oxidativo induzido pode ser monitorada pela razdo
GSSG/GSH, mas os resultados sdo mais bem quantificados no estresse fisiol6gico

e dependendo do sistema de inducdo, quando comparado ao grupo controle ndo

exposto (BEEHLER et al., 1989).

A membrana do eritrécito contém grande ntimero de grupos -SH, e os
agentes oxidantes podem converter estes grupos tidis (R-SH) em componentes
dissulfeto (R-SSG), levando a desnaturagdo das proteinas da membrana (GILBERT
& MC LEAN, 1990). Neste processo, pode ocorrer lesdo intracelular, com oxidacdo
da hemoglobina a metahemoglobina (RICE-EVANS & BAYSAL, 1987;
WINTERBOURN, 1990). Portanto, a utilizacdo de moléculas com propriedades
antioxidantes, como o paracetamol e outros derivados fenélicos, podem ajudar na

defesa contra agentes indutores da peroxidacao lipidica (RICE-EVANS et al., 1986).

Todos estes fatos justificam o estudo da peroxidacdo induzida no eritrécito
humano como modelo para avaliar o dano oxidativo sobre biomembranas e a
capacidade antioxidantes dos derivados fendlicos e deve ser ressaltado, que
estudos in vitro anteriores mostraram a atividade antioxidante dessas moléculas,
enfocando principalmente a capacidade geral de o paracetamol diminuir a
formacdo do malondialdeido em modelos de peroxidagdao lipidica (ORHAN &
SAHIN, 2001; MAHARAJ et al., 2004) e o salicilato pode funcionar como
seqliestrador de radicais hidroxil, observados nos modelos biolégicos de Dinis et

al., (1994) e Maharaj et al., (2006), mas ndo observado neste modelo. Mais
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recentemente, foi mostrado que a administracdo do paracetamol em ratos induz
um aumento nos niveis de serotonina e norepinefrina cerebral e peroxidacao
lipidica induzida em eritrécitos humanos (CASPER et al., 2000). Foi mostrado por
Daya et al., (2000) que a associagdo do paracetamol com aspirina exibe um efeito
antioxidante em homogenados de cérebro de ratos, possivelmente devido ao efeito

do paracetamol como antioxidante.

Os resultados estdo de acordo com os reportados previamente onde o
paracetamol apresentou uma significativa redugdo da geracdo do anion
superdxido induzido por KCN assim como a peroxidacdo lipidica e quando é
usada em combinagdo com a aspirina este efeito é potencializado (CASPER et al.,
2000). Similarmente, a aspirina administrada previamente com 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP) apresentou uma atenuacdo na deplegdo de
dopamina estriatal em camundongos (ALBIN et al., 1998; TEISMANN et al., 2001).
O metabélito da aspirina, acido salicilico apresentou uma significativa protecao
contra a inducdo de toxicidade dopaminérgica pelo MPTP ou 1-metil-4-fenil
piridinio (MPP+) em camundongos (MOHANAKUMAR et al., 2000) ou ratos
(SAIRAM et al., 2003), respectivamente.

E fundamental que o radical livre seja mais reativo como o composto
seqliestrante do que com os acidos graxos lipidicos, e o paracetamol proporciona
protecao contra a indugao de estresse oxidativo pelo H>Oz em eritrécitos humanos,
mas o acido salicilico tem uma baixa capacidade antioxidante como mostrado no
presente estudo, ndo sendo capaz de proteger completamente os danos causados

em eritrécitos causados pelo H2Ox.

No entanto, é conhecido que o paracetamol causa necrose hepatica severa
quando ingerido em altas doses tanto no homem como em animais de
experimentagdo (PRESCOTT et al., 1983), porque esta droga é bioativada pelo
citocromo P-450/ peroxidase e a hepatotoxicidade do paracetamol é pela producao

de formas quinona e semiquinona, uma espécie de radical livre de oxigénio

(SUHAIL & AHMAD, 1995).
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3.5.2. Estresse oxidativo Induzido pelo Sistema Fe/Ascorbato/H20::

O modelo de estresse oxidativo em eritrécitos humanos induzido pelo
peroxido de hidrogénio nao foi capaz de descrever o efeito seqiiestrador de radical
livre hidroxil pelos derivados da associagdo molecular, dificultando o estudo de
relacdo estrutura e atividade dos derivados e os resultados ndo foram

apresentados neste trabalho.

Portanto, foi utilizado um segundo modelo de estudo da avaliacdo da
atividade antioxidante em eritrécitos humanos induzida pelo sistema ferro/acido
ascorbico/peréxido de hidrogénio, com bloqueio da atividade peroxidase. Os
resultados do teste foram estimados através da medida dos niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). Neste modelo o fenol e o dcido 5-amino-
salicilico ndo foram utilizados neste estudo. O 4cido 5-amino-salicilico por
apresentar uma baixa estabilidade, polimerizando em solucdo de Tris-KCI-HCI pH

7,4. O modelo descreveu a atividade para sete compostos descritos na figura 18.

OH OH
OH
HOOC. \):
HNyCHs HNO OCOCH,
o O o <3 HOOC
OH OH OH -
HOOC HOOC H,C_\_CH,
O ne
HNyCH; pN _—

Figura 18: Compostos fendlicos usados no estresse induzido pelo sistema Fe/H>O.

O grafico 2 mostra o efeito antioxidante de derivados fendlicos na
peroxidacdo lipidica induzida por Fe/Ascorbato/HO> (0,5/5/10mM) em
eritrécitos humanos, onde podemos observar que o trolox S6 usado como controle
positivo, apresentou significativa redu¢do da concentracdo dos niveis de TBARS

(51%) e o acido acetilsalicilico, usado como controle negativo apresentou uma
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inibicdo de 2,97%, resultado este ndo significativo em comparagdo ao grupo
controle ndo tratado com drogas na dose de 1000uM (B=Tris-KCI-HCI pH 7,4).
Doses menores nao foram capazes de descrever o efeito antioxidante de todos as

moléculas estudadas neste modelo e ndo foram mostradas neste trabalho.

O paracetamol S1 reduziu a concentracdo de TBARS em 51,3% e o &cido

salicilico S2 15,6% na dose de 1000uM.

Enquanto que a molécula p-benzamidafenol S3 inibiu 53,2% e os derivados
do p-aminofenol e salicilatos, acido 5-acetamidosalicilico S4 e 5-
benzamidosalicilico S5 reduziram os niveis de TBARS significativamente em 32,0
e 34,5%, respectivamente. Resultados semelhantes aos observados pelo modelo de

capacidade antioxidante usando a DPPH.

Estresse Oxidativo em Eritrocitos Humanos
0.6

0.5 1

0.4 -

02 | | a

Abs 532nm de TBARS
_|

01 | | a

Grafico 3: Avaliagdo do efeito antioxidante de derivados fendlicos na dose de 1mM comparados
com o trolox na peroxidacao lipidica induzida pelo sistema Fe/Ascorbato/H>O» (0,5/5/10mM) em
eritrécitos humanos. Os valores representam a média; n = 3. P < 0,05 entre as drogas e P < 0.001 em
relacdo ao controle. Para estatistica, testes t de Student e ANOVA foram usados.

A tabela 13 mostra uma comparacao entre o efeito antioxidante com a

capacidade antioxidante e as propriedades tedéricas HOMO e PI para os sete

derivados fendlicos, onde podemos observar que o trolox S6 foi a molécula mais
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ativa, com 56% de inibicdo dos niveis de TBARS e 91,25% de inibicdo da DPPH,
tem os menores valores de HOMO e PI, de -5,08 eV e 158,50 kcal/mol,
respectivamente. Enquanto que o acido acetilsalicilico S7 como a molécula menos

ativa, apresentou uma inibicao de 2,97% dos niveis de TBARS e 1,25% de inibicdo

da DPPH, tendo os maiores valores de HOMO e PI, de -6,74 eV e 200,58 kcal /mol.

Tabela 13: Atividade antioxidante, capacidade antioxidante e propriedades tedricas de derivados

fenolicos pelo método DFT.

Compostos TBARS (%) DPPH (%) HOMO  PI
Fenolicos (ImM) (100puM) (eV)  (kcal/mol)

S1 51,32 31,15 -5,45 171,31
S2 15,60 3,14 -6,24 192,69
S3 53,24 37,21 -5,46 167,25
S4 32,05 15,16 -5,72 174,86
S5 34,51 17,25 -5,71 171,19
S6 56,00 91,25 -5,08 158,50
S7 2,97 1,25 -6,74 200,58

O paracetamol S1 reduziu a concentracdo de TBARS em 51,32% e o &cido
salicilico S2 15,60% e inibicdo da DPPH de 31,15 e 3,14%, respectivamente. Os
valores de HOMO foram de -5,45 e -6,24 eV com valores de IP de 171,31 e 192,69
kcal/mol, respectivamente. Enquanto que a molécula p-benzamidafenol S3, a
segunda molécula mais ativa, inibiu 53,2% o nivel de TBARS e 37,21% de inibigao
da DPPH, apresenta um menor valor de HOMO e PI, de -546 eV e 167,25
kcal/mol, respectivamente. Uma correlagdo semelhante foi obtida para os
derivados do p-aminofenol e salicilatos, acido 5-acetamidosalicilico S4 e 5-
benzamidosalicilico S5, que reduziram os niveis de TBARS em 32,0 e 34,5%, com
valores de 15,16 e 17,25%, respectivamente, enquanto que os valores de HOMO
foram de -5,72 e -5,71 eV com valores de IP de 174,86 e 171,19 kcal/mol,

respectivamente.
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Os resultados demonstram que o sistema usando ferro, vitamina C e
peréxido de hidrogénio foi capaz de qualificar o efeito antioxidante de compostos
fenodlicos no estresse oxidativo induzido em eritrécitos humanos, comparado ao
primeiro método, induzido somente pelo peréxido de hidrogénio. O mecanismo
do estresse oxidativo induzido por este sistema no eritrécito é resultante do

aumento na geragdo de radical hidroxil (HO").

Os radicais hidroxil sdo formados através das reacdes do tipo Fenton e
Haber-Weiss, onde a vitamina C funciona como doador de elétrons formando o
ascorbato-quinona, segundo o esquema 25, onde o sulfato ferroso reduz o
peréxido de hidrogénio através das reagdes do tipo Fenton, formando o sulfato
férrico, hidréxido de ferro III e radical livre hidroxil. Enquanto que acido ascérbico
reduz o sulfato férrico e hidréoxido de ferro III, regenerando o sulfato ferroso

através das reagoes do tipo Haber-Weiss, formando dgua e ascorbato-quinona.

Esquema 25: Formacao do radical hidroxil e oxidacdo da vitamina C pelo sistema Fe/H>O».

6FeSO,| + 2H,0, — = 2Fe,(SO,); + 2Fe(OH); + 6GHO'
HQ O Q O

2Fe,(SO,); + 2Fe(OH); + 3Hoq) > |6FeSO,| + 3 oi o? + 3H,0
HO L HO )

Segundo Fiers et al., (1999) o papel da glutationa reduzida (GSH) e das
enzimas superdxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-peroxidase
(GSP) como a primeira linha de defesa detoxificadora de radicais livres no
eritrocito é bem conhecido. Enquanto que a segunda linha é constituida pelas

vitaminas E (a-tocoferol) e C (acido ascérbico). No entanto a vitamina C é

facilmente oxidavel através de metais de transicdo como o ferro.

Neste modelo as vitaminas sao consumidas pelo H>O> para a producao de
HO". A vitamina C tem a capacidade de reduzir o radical a-tocoferil, passando a
forma semiquinona ou quinona, que sdo reduzidas pela glutationa conforme

descrito por Halliwell & Gutteridge, (2000), mostrado no Esquema 26.
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Esquema 26: Mecanismo redox detoxificador das vitaminas E e C.
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O balango redox do sistema acido ascérbico é mostrado no Esquema 27. O
acido ascorbico nos sistemas biolégicos se encontra na forma ionizada como anion
ascorbil, que ao ceder um elétron passa para a forma ascorbato-semiquinona. Esta
por sua vez, pode doar elétrons e prétons gerando a forma ascorbato-quinona.
Este sistema em equilibrio pode ser quebrado pela presenca de metais ou radicais
livres, como descrito por Halliwell & Gutteridge, (2000). Portanto, o balanco
positivo do sistema redox do &cido ascérbico é um importante parametro de
prevengdo contra danos oxidativo e funcionamento dos mecanismos de reparo

(FIERS et al., 1999; NICHOLLS et al., 2000; HAYES et al., 1999).

Esquema 27: Mecanismo redox da vitamina C.

s < mS meqd

HO OH HO OH HO OH HO OH

Ao comparar os valores de HOMO e PI do acido ascorbico de -5,46 eV e
195,88 kcal/mol, de seu anion ascorbato de -0,25 eV e 63,32 kcal/mol e da
vitamina E de -4,94 eV e 155,93 kcal/mol, descritos na tabela 14, conclui-se que a
vitamina E tem melhor potencial antioxidante em relacdo a vitamina C na forma
molecular. No entanto a vitamina C, por ser polar e se ionizar apresenta os
menores valores de HOMO e P, justificando sua capacidade de reduzir o radical
livre a-tocoferil. Portanto a diminuicdo da vitamina C e aumento da forma
ascorbato-quinona compromete o ciclo redox da vitamina E e a capacidade

citoprotetora realizada por esta vitamina.
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Tabela 14: Propriedades tedricas das vitaminas E e C pelo método TFED.

Compostos HOMO PI
Antioxidantes (eV) (kcal/mol)

Vitamina E -4,94 155,93

Vitamina C -5,46 195,88
Vitamina C (A) -0,25 63,32

O modelo de indugao de peroxidacdo lipidica usando o sistema de iniciacdo
ferro, acido ascérbico e peréxido de hidrogénio, apresenta um mecanismo de
formacao de radical hidroxil por um sistema muito reativo iniciado pelo ferro e
propagado pelo acido ascérbico. De acordo com os resultados obtidos podemos
propor dois possiveis mecanismos. Um através da reacdo de retirada de elétrons e
formacgao de cation radical livre (Eq. 15) e outro pela reacdo direta entre o derivado

fenolico e dois radicais livres hidroxil (Eq. 15 e 16).
HO* + ArOH = H)O + ArOH™ (Eq.15)
ArOH™ HO® + = Ar(OH): (Eq.16)

Este modelo descreveu a atividade de inibicdo de TBARS significativa do
acido salicilico e os dados da literatura mostram que os acidos 2,3-
dihidroxibenzéico (2,3-DHBA) e 2,5-dihidroxibenzoéico (2,5-DHBA) podem ser
formados, sendo conhecido que salicilatos foram utilizados no seqiiestro de HO®
na inflamacgdo aguda causada por HO' descrito por Nappi & Vass (1998) e
Tsujinomoto et al., (1998) utilizou o 2,3-DHBA como marcador durante a
peroxidagdo lipidica induzida in vivo pela producdo de radicais HO'. Estes acidos
podem também ser formados apdés a administragdo do acido acetilsalicilico ou
salicilato de s6dio em condigdes de estresse oxidativo, como a exposicdo a altas
concentracdes de oxigénio, tratamento com drogas que modificam o ciclo-redox
como a doxorubicina, artrite reumatoéide, infarto do miocardio, isquemia cerebral,
diabetes, pulmonar e injaria renal (KADKHODAEE et al., 1995; EXNER et al.,
2000).
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Em outros modelos de estudo, os salicilatos apresentaram uma capacidade
seqiiestrante sobre os radicais hidroxil (GROOTVELD & HALLIWELL, 1996;
KAUR et al., 1997, HERMANN et al., 1999) impedindo a oxidagado radicalar do LDL
induzida por 6xido nitrico e superéxido (HERMANN et al., 1999). O HO® tem uma
alta reatividade e consequientemente estd presente em concentragdes
extremamente baixas nos sistemas biol6gicos, mas a reagdo de hidroxilagdo
aromatica foi usada na medida de sua producgao in vitro (LUO & LEHOTAY, 1997;
COUDRAY & FAVIER, 2000).

Além do seqiiestro de radicais livres pelo mecanismo de reacdo de
hidroxilacao aromaética, descrito no esquema 28, outra possibilidade é que o efeito
seja exercido pelos seus derivados 2,3- e 2,5-DHBA. Calculos de HOMO e PI
comparados com o 4cido salicilico, mostrado na tabela 15, demonstram que estes
compostos apresentam menor valor de HOMO e PI, portanto é possivel que o
mecanismo antioxidante do acido salicilico neste modelo seja tanto pela reagao

com o radical HO® quanto pelos seus metabolitos hidroxilados.

Esquema 28: Mecanismo de oxidacdo do acido salicilico.

OH
‘OH
OH — ' » OH
OH
R 2,5DHBA OHO
ou
OH
O H,O OH
OH —> HO OH
OHO 23.pHBA OO

Tabela 15: HOMO e PI para o 4cido salicilico e seus derivados hidroxilados pelo método TFD.

Compostos HOMO PI
Antioxidantes (eV) (kcal/mol)
Acido Salicilico -6,24 192,69
2,3-DHBA -5,88 183,87

2,5-DHBA -5,69 179,10
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3.5.3. Avaliac¢ao do Grau de Hemolise:

A avaliacdo do grau de hemolise foi uma alternativa na busca por um
modelo de avaliagdo capaz de separar as moléculas quanto a sua menor ou maior
atividade, que ao mesmo tempo fosse um teste rdpido e simples. O estresse
induzido pelo AAPH pode ser avaliado através do grau de hemolise, uma vez que
no método de dosagem de TBARS a absorvancia maxima em 532nm poderia estar
associada a hemoglobina, que tem uma absorvancia méxima em 540nm, no
entanto no método de TBARS a hemoglobina primeiramente é precipitada com as

proteina e os niveis de TBARS medidos do sobrenadante.

Outra razdo que nos levou a avaliacdo do grau de hemolise foi a busca por
um modelo capaz de qualificar e até quantificar o efeito antioxidante ou pro-

oxidante das moléculas em estudo.

O modelo de hemdlise induzida pelo 2,2-azobis-amidinopropano-
dihidrochloridrato (AAPH) mostrou os melhores resultados, com maior coeréncia

com a modelagem molecular e estdo descritas nos graficos 4 e 5.

O gréfico 4 mostra o efeito hemolitico dos derivados fendlicos trolox,
paracetamol e acido salicilico na hemdlise induzida por AAPH (50 mM) em
eritrocitos humanos, avaliados pela leitura da absorvancia da hemoglobina em
540nm, onde podemos observar que o trolox S6 usado como controle positivo,
apresentou significativa reducdo da concentracdo dos niveis de hemolise de 89,2%
na dose de 250uM, 89,2% para a dose de 500uM e 95,7% para a dose de 1000uM em
comparagdo ao grupo controle ndo tratado com drogas (B=Tris-KCI-HCI pH 7,4).
E importante observar que nestes resultados os niveis de hemdlise diminuiram

com o aumento da concentracao.

Ao contrario do trolox, o paracetamol S1 reduziu a concentracao dos niveis
de hemolise de 80,7% na dose de 250uM, 75,3 % para a dose de 500uM e 71,9%
para a dose de 1000uM. Ao contrdrio do trolox, nestes resultados podemos

observar que os niveis de hemolise aumentaram com o aumento da concentragao.
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O éacido acetilsalicilico S2, apresentou um aumento na concentracdo dos
niveis de hemolise de 48,6% na dose de 250uM, 81,1 % para a dose de 500uM e
269,1% para a dose de 1000uM. Portanto, nestes resultados podemos observar que

os niveis de hemolise também aumentaram com o aumento da concentracao.

Nivel de Hemolise Induzida por AAPH
450
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250
200 -

150 - T

Niveis de Hemolise (%)
1

100 1

50 -

B S6A S6B S6C S1A S1B S1C S2A S2B S2C

Grafico 4: Avaliagdo do efeito hemolitico de derivados fendlicos nas doses de 250, 500 e 1000uM
comparados com o trolox na peroxidacao lipidica induzida pelo AAPH (50 mM) em eritrdcitos
humanos. Os valores representam a média da absorvancia em 540nm + S.E.M; n = 3. P < 0,05 entre
as drogas e P < 0.001 em relagdo ao controle. Para estatistica, testes ¢ de Student e ANOVA foram
usados.

Enquanto que no grafico 5 os efeitos hemoliticos mostrado sao dos
derivados fenélicos p-benzamidafenol, &cido 5-acetamidosalicilico e &cido 5-
benzamidosalicilico. A molécula p-benzamidafenol S3 reduziu a concentragdo dos
niveis de hemolise de 88,0% na dose de 250uM, 77,0 % para a dose de 500uM e
71,0% para a dose de 1000uM. De igual maneira, através dos resultados para esta
molécula podemos observar que os niveis de hemolise aumentaram com o

aumento da concentracdo de forma semelhante ao paracetamol.
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Enquanto que o derivado da associagdo molecular do p-aminofenol e
salicilatos, 4cido 5-acetamidosalicilico S4, apresentou um aumento na
concentragdo dos niveis de hemdlise muito menor comparado com o 4acido
salicilico, de 6,6% na dose de 250uM, 45,2 % para a dose de 500uM e 122,8% para a
dose de 1000uM. Portanto, para estes derivados os resultados observamos
demonstram que os niveis de hemolise aumentam com o aumento da

concentragao de forma menos acentuada que o acido salicilico.

Nivel de Hemdlise Induzida por AAPH
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Grafico 5: Avaliagdo do efeito hemolitico de derivados fendlicos nas doses de 250, 500 e 1000uM na
peroxidacdo lipidica induzida pelo AAPH (50 mM) em eritrécitos humanos. Os valores
representam a média da absorvancia em 540nm + S.E.M; n = 3. P < 0,05 entre as drogas e P < 0.001
em relacdo ao controle. Para estatistica, testes t de Student e ANOVA foram usados.

No entanto, o resultado mais surpreendente, foi o do segundo derivado da
associagdo molecular do p-aminofenol e salicilatos, o acido 5-benzamidosalicilico
S5, apresentou uma reducao na concentragdo dos niveis de hemolise de 37,45% na

dose de 250uM, uma reducdo nao significativa de 3,3 % para a dose de 500uM em
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relacdo ao controle (eritrécitos ndo tratado com drogas) e um aumento dos niveis

de hemolise de 44,8% para a dose de 1000uM.

Portanto, através dos resultados desta molécula podemos observar que os
niveis de hemodlise aumentam com o aumento da concentragdo, mas representa o
melhor efeito da combinacdo de um derivado da associagdo molecular do p-

aminofenol e salicilatos.

O nivel de hemolise é proveniente do estresse oxidativo induzido pelo 2,2-
azobis-amidinopropano-dihidrochloridrato (AAPH) nos eritrécitos humanos,
resultantes do aumento na geracdo de radical livre alquilperoxila (ROO"). Os
radicais livres lipoperoxila (LOO®) sdo formados normalmente através das reagdes
de peroxidacdo lipidica (Eq. 17) e representam uma etapa decisiva no nivel do
estresse oxidativo através da reacdo de propagacdo, proveniente da reacdo com
acidos graxos polinsaturados e a conseqtiente transformacdo em lipideo radical
livre (L) mais lipohidroperoxido (ROOH) (Eq. 18) (BENZIE, 1996). Podem
também ser sequiestrados através da reacdo com vitamina E (TocOH) formando a
vitamina E radical livre (TocO") mais lipohidroperoxido (ROOH) (Eq. 19). Os
lipohidroperoxido sdo metabolisados por peroxidases, formando alcoois (Eq. 20)

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
L + O, = LOO" (Eq.17)
LOO® + LH = LOOH + L' (Eq.18)
LOO" + TocOH = LOOH + TocO' (Eq.19)

LOOH + Peroxidase = LOH + Peroxidase (Eq.20)

A fragmentacao do AAPH nos eritrécitos humanos resulta no aumento da
geragdo de radical livre peroxila (ROO®) por um mecanismo fotoquimico, segundo

o Esquema 29.
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Esquema 29: Mecanismo de formagéo e seqiiestro de radicais gerados pelo AAPH.
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A reacdo inicia com a quebra homolitica e eliminagdo de uma molécula de

nitrogénio e a geracdo de duas moléculas de radical livre alquilico (R*), que por

sua vez, reagem com oxigénio formando os radicais livres alquilperoxila (ROO")
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(1) (CAO et al.,, 1999). Os radicais alquilperoxila sdo os iniciadores da reagao de
peroxidacdo lipidica (2), mas podem ser seqiiestrados pelo trolox e os demais
derivados fenodlicos usados neste estudo (3). O trolox e os demais derivados
fendlicos usados neste estudo podem também seqtiestrar o lipidio radical livre (4).
O produto final desta reacdo é o alquilhidroperoxila (ROOH), que pode ser
metabolisado por peroxidases (5) ou ser degradado pela reacdo do tipo Fenton,

gerando o radical livre hidroxil ou alcoxi (6) (Esquema 29).

Os mecanismos antioxidantes podem estar relacionados na capacidade dos
derivados fenolicos em seqiiestrar o radical R* inibindo a formagdo de radicais
alquilperoxila (ROO®). A segunda possibilidade é a inibicdo da etapa de
propagacdo pelo seqiiestro dos radicais L' ou ROO®. A terceira possibilidade seria
o seqiiestro de radicais hidroxil (HO®) e alcoxi (RO") gerados pela reagdo tipo
Fenton. Conseqiuientemente, quanto maior a reatividade do composto fenélico com
estes radicais livres, maior a inibicdo do nivel de hemoélise. Portanto, as moléculas
que apresentam menor valor de HOMO e PI devem apresentar maior reatividade
com o radical ROO®. A ordem teérica de reatividade esta de acordo com a
atividade biolégica, sendo a seguinte: trolox > p-benzamidafenol > paracetamol >

acido 5-benzamidosalicilico > 4cido 5-acetamidosalicilico > acido salicilico.

Rice-Evans et al., (1986) afirma que os componentes lipidicos da membrana
eritrocitaria estdo sujeitos a agressdo oxidativa e os produtos lipoperoxidacao
podem induzir o estresse oxidativo intracelular, desde que a eficiéncia do sistema
antioxidante seja superada culminando com hemdlise. Estas observagdes sao
complementadas por Sies (1993) ao afirmar que quando ha ataque dos radicais
livres sobre as membranas dos eritrécitos ocorre oxidagao dos lipidios e proteinas,

causando hemolise, devido a fragilidade osmotica causado pela mudanca

estrutural de lipideos e proteinas oxidados.

Portanto, a lipoperoxidacao induzida pelo AAPH, mostrou ser um método
rapido, eficaz, facil e de baixo custo para avaliacdo do dano oxidativo sobre

biomembranas e capacidade citoprotetora para derivados fendlicos.
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Outro aspecto que deve ser discutido é que com excecdo do trolox, todas as
demais moléculas apresentaram um efeito pro-oxidante, ou seja, o nivel de

hemélise aumentou proporcionalmente ao aumento da concentracao.

O primeiro aspecto que deve ser considerado é a solubilidade das
moléculas em solventes lipidicos. A lipofilicidade ou afinidade por substancias
lipidicas é normalmente utilizada para expressar a capacidade de uma molécula
ser transportada de uma exobiofase para o interior de uma célula, onde as
biomembranas podem representar um obstaculo para acdo do farmaco (THOMAS,
2000). Os valores de logaritmo de particdo 6leo e agua (CLogP e LogP) e energia
de hidratacdo (EH) estdo descritos na tabela 16.

Tabela 16: Propriedades tedricas dos derivados do p-aminofenol e acido salicilico.

Compostos CLogP LogP EH (Kcal/mol)
S1 0,944 0,61 -10,61
S2 2,18 1,46 -13,22
S3 1,98 2,52 -12,29
S4 1,29 0,31 -14,75
S5 2,78 2,22 -16,46
S6 3,08 3,23 -9,54

Os resultados mostraram que o trolox S6 apresenta os maiores valores de
CLogP e LogP e o menor valor de energia de hidratacdo, conseqiientemente, o
trolox é a molécula com maior lipofilia e com maior atividade. Outro resultado
importante foi a maior atividade e lipofilia de S3, contendo o grupo benzoil em

relacdo a S1, contendo o grupo acetil.

Os compostos contendo carboxila ndo apresentaram valores capazes de
correlacionar com suas atividades. Conseqiientemente a lipofilia ndo é capaz de
explicar as diferencas de atividade dos derivados fendlicos neste modelo de

avaliacdo.
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Outra forma de explicar o efeito pré-oxidante das demais moléculas é a
capacidade do trolox como molécula como seqiiestrante contra todos os radicais
livres formados, principalmente durante a etapa de iniciagdo pelo azo-composto
ou ndo apresentar nenhum efeito sobre o sistema enzimético antioxidante dos
eritrocitos. Uma vez que os eritrécitos possuem um sistema de defesa enzimatico
que pode degradar os radicais alquilhidroperoxila (ROOH) gerados pela
degradacdo do AAPH, formado pela catalase (CAT) (Eq. 21) e glutationa-
peroxidase (GSP) (Eq. 22), transformando em alcool e oxigénio ou &gua,

respectivamente.
CAT-H202 + ROOH = CAT + H.O + O + ROH (Eq.21)
GSP + 2GSH + ROOH = GSP + GSSG + HO + ROH (Eq.22)

Prescott et al., 1983 observou que o paracetamol causa necrose hepética
severa quando ingerido em altas doses tanto no homem como em animais. A
bioativacdo do paracetamol por diversos tipos de peroxidase foi proposta por
Suhail & Ahmad (1995) e sua hepatotoxicidade devido a producdo de formas
quinona e semiquinona. Portanto, quanto menor for o nimero de radicais livres
formados, menor a extensdao dos dados oxidativos. Em outras palavras, quanto
mais rapida for a agdo do antioxidante ou a inibicdo, antes que um grande ntimero
de ciclos de propagacdo seja realizado, menor é a oxidacdo de GSH para GSSG,
sendo conhecido que o nivel de peroxidacao estd diretamente relacionado com a

relagdo GSH/GSSG, conforme observado por Beehler et al. (1989).

E necessario ressaltar que os grupos contendo 4cido carboxilico produziram
os efeitos mais destacados, portanto é possivel que este grupo de moléculas
estejam inibindo as enzimas antioxidantes em diferentes proporgdes, pois como
observado por Kulmacz et al. (1994) derivados fendlicos sdo inibidores de
peroxidase e este efeito aumenta com a dose. O modelo separou as moléculas mais
ativas e principalmente comprovou que os derivados planejados da associagao p-
aminofenol e salicilatos apresentam um efeito antioxidante, quando combinadas

maiores que o acido salicilico, usando o farmacoéforo antioxidante do paracetamol.
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3.6. ATIVIDADE ANTI-PGES:

No processo de desenvolvimento de farmacos sdo necessario um método de
avaliacdo biolédgica rapido, eficaz, de facil execucdo e com baixo custo operacional,
a fim de estudar e selecionar um maior niimero de moléculas. O principal objetivo
deste teste foi desenvolver um método que confirme o efeito anti-prostaglandina

endoperodxido sintase dos derivados da associacao p-aminofenol e salicilatos.

O grafico 6 mostra o efeito inibidor da producdo de TBARS em plaquetas
dos derivados fendlicos paracetamol, acido salicilico, p-benzamidafenol, 4cido 5-
acetamidosalicilico e 4cido 5-benzamidosalicilico na agregacdo plaquetaria
induzida pelo Ca*? (10 mM), avaliados pela leitura da absorvancia em 532nm,
onde podemos observar que o paracetamol S1, apresentou significativa redugao
da concentracdo dos niveis de TBARS de 65,6% em comparacdo com o p-
benzamidafenol S3 de 67,4% em comparagdo ao grupo controle ndo tratado com
drogas na dose de 100uM (B=Tris-KCI-HCI pH 7,4). Nestes resultados podemos

observar que S3 é mais ativo que o paracetamol na mesma concentragao.
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Grafico 6: Avaliacdo da inibicdo dos niveis de TBARS em plaquetas humanas em derivados
fendlicos na dose de 100uM induzida por CaCly (10 mM). Os valores representam a média da

absorvancia em 540nm = S.E.M; n = 3. P < 0.001 em relagdo ao controle. Para estatistica, testes t de
Student e ANOVA foram usados.
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Enquanto que o acido acetilsalicilico S2 apresentou um aumento redugao na
concentracdo dos niveis de TBARS de 39,8% em relacdo a S4 de 46,1% e S5 de
42,6%. Nao obstante os resultados nao apresentaram um nivel de significAncia

nesta e nas demais concentragdo para todas as drogas entre si.

Al Mehi et al. (1993) e Porter et al. (1995) observaram que as principais vias
enzimaticas de peroxidacao lipidica sdo a ciclooxigenase e lipoxigenase, enquanto
que as vias ndo enzimaticas ocorrem através da participagdo de radicais livres,
portanto a combinagdo de uma molécula capaz de inibir a COX e a peroxidacdo

lipidica pode ser ttil no tratamento de diversas patologias.

Para Simmons et al. (2004), a concentracdo do acido araquidonico na célula é
baixa, dependendo da liberacdo dos fosfolipideos da membrana celular sendo
realizada pela acdo direta da fosfolipase Ax (PLA>) e indireta pela fosfolipase C
para a sintese das prostaglandinas, sendo necessdrio uma substancia capaz de
ativar a PLA> (SMITH et al., 1991). O aumento do influxo de calcio produziu a
ativacdo da PLA: que levou a liberacdo do acido araquiddnico presente nos

fosfolipideos da membrana como descrito por Balboa & Balsinde (2006).

A inibicao da sintese das PGs por estes derivados pode ser realizada,
através da funcdo ciclooxigenase, ao impedir a incorporacdo do é&cido
araquidonico a serina 530 realizada pelos antiinflamatérios nao esteréides (AINEs)
(ROTH, 1975) contendo acido carboxilico, pela inibicdo da formagdo do radical
araquidonil pelo radical tirosil presente na COX na posigdo 385, bloqueadas por
derivados fenélicos (KULMACZ et al., 1991), ou pela inibicdo da peroxidase
(KULMACZ et al., 1994), conforme Esquema 30.

Além do mais as alteracdes das propriedades de ADME sao significativas,
uma vez que os novos derivados apresentam um grupo carboxila de &cido,
conferindo a estas moléculas uma maior polaridade e conseqiientemente maior
solubilidade em solventes aquosos, podendo alterar suas propriedades
farmacocinéticas, o que representaria uma redugao na toxidade destes compostos

na via de bioativagdo pelo citocromo P-450.
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Esquema 30: Mecanismo de inibicao da ciclooxigenase e peroxidase.

N
Hy

[ Ciclooxigenase ]

O modelo utilizando plaqueta descreveu que o calcio pode ativar a

fosfolipase A2, com a conseqiiente liberagdo do acido araquiddnico. Descreveu
também, uma inibicdo dos niveis de TBARS, possivelmente devido a inibigdo da
liberagdo do malondialdeido, durante a formagao da TXA: e foi capaz de qualificar
as drogas mais ativas, bem como comprovar que os derivados da associagao
apresentam um sinergismo molecular e as caracteristicas moleculares dos dois
compostos. Este modelo mostrou significativa inibicdo em relagdo ao controle, mas

nao entre as drogas e as doses testadas.

Entretanto, com o uso de um método mais sensivel como fluorimetria,
podemos quantificar os efeitos destes derivados da associagdo molecular do p-
aminofenol e salicilatos. Outros modelos podem ser utilizados no futuro como os
métodos imunoenzimaticos para a quantificagdo da TXB2 (SINZINGER et al., 1989;
HUANG et al., 2002) ou a agregacdo plaquetaria em PRP, utilizando um método
turbidimétrico (HUANG et al., 2002).

Os derivados planejados da associacdo p-aminofenol e salicilatos podem ser
uma alternativa em caso de resisténcia terapéutica aos salicilatos ao inibir a

agregacao plaquetdria e o estresse oxidativo induzido por radicais livres.
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4. CONCLUSAO:

Através dos resultados obtidos podemos concluir que:

A modelagem molecular usando os métodos PM3 e TFD foi empregada no
planejamento de novos farmacos antiinflamatérios com propriedades
antioxidantes, sendo que o orbital molecular ocupado de mais alta energia

apresentou maior correlacao com a atividade antiinflamatoéria e toxicidade;

A regiosseletividade na geracdo do 4cido gentisico, como produto da
biotransformagao do acido salicilico via citocromo P-450 pode estar relacionada

com a saida de elétron e para-hidroxilacdo aromatica;

Foram sintetizados trés derivados através de reacdoes de acilacio e seus

dados comparados estao de acordo com a literatura;

O paracetamol e o p-benzamidafenol apresentaram maior capacidade
antioxidante no modelo de DPPH em comparagdo com o trolox, enquanto que os

derivados da associacdo exibiram atividade superior ao acido salicilico;

A atividade antioxidante foi determinada em trés modelos de inducdo de
estresse oxidativo em eritrécitos humanos, quantificadas pelos niveis de TBARS e
nivel de hemodlise; os derivados fendlicos mostraram alta correlacao com valores

obtidos para DPPH, HOMO e potencial de ionizagao;

Salicilatos apresentaram atividade sequiestrante contra radical hidroxil

possivelmente devido a reagdo e formagao de 2,3-DHBA ou 2,5-DHBA.

A atividade anti-PGES nao pode ser quantificada virtude de limita¢des
experimentais, no entanto foi possivel qualificar os efeitos da ativagdo da PLA>
pelo calcio, liberacdo do acido araquidonico e formacdo de malondialdeido nas

plaquetas, através dos niveis de TBARS;

Os derivados planejados da associacdo p-aminofenol e salicilatos podem ser

inibidores enzimaticos e ndo enzimaticos do metabolismo do acido araquidonico.
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