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RESUMO

A edaravona é um farmaco liberado no mercado japonés, indicado no tratamento e
prevencdo de acidente vascular cerebral, relacionados a isquemia. Sua agdo decorre de sua
capacidade sequestradora dos radicais livres liberados no evento isquémico. No entanto, seu
uso acarreta efeitos toxicoldgicos renais. Portanto, neste presente trabalho, um novo derivado
bioisostérico da edaravona foi proposto, pela mudanca do anel pirazolona para indolona. A
capacidade antioxidante foi determinada através de métodos computacionais. Os calculos foram
realizados no programa Gaussian, através do método B3LYP, com conjunto de bases 6-
31G(d,p), implementado no programa Gaussian. A atividade antioxidante foi prevista a partir
do HOMO, LUMO, Gap, potencial de ionizacéo (PI) e energia da dissociacgéo de ligagdo (EDL).
Os calculos indicaram que 0s compostos analogos apresentaram maiores valores de ClogP
comparados a edaravona, indicando maior facilidade em ultrapassar as barreiras biolégicas com
maior carater lipossollvel. Também foi constatado que derivado, denominado imidazona,
apresentou maior potencial como antioxidante que a edaravona. A presenca da metila na posicao
2 do anel heterociclico foi determinante para a formacdo de estruturas de ressonancia mais
estaveis para a forma semiquinona. Todos 0s novos derivados propostos se mostraram

extremamente promissores com capacidade antioxidante superior a edaravona.

Palavras-chave: Edaravona, antioxidante, quimica computacional, imidazona.



ABSTRACT

Edaravone is a commercial drug released on the Japanese Market, indicated in the treatment
and prevention of ischemic stroke. Its action is due to its scavenger properties of free radical
released in the ischemia. However, its use may lead to a kidney toxic effect. Therefore, in this
work, a new bioisostere derivative from Edaravone was proposed, by the change of a pyrazolone
ring for an indolone. Antioxidant properties was determined through computational methods.
Calculations were undertaken in the software Gaussian, through the B3LYP method, with the
set of bases 6-31G (d, p). Antioxidant activity was predicted from HOMO, LUMO, Gap,
lonization potential (IP) and Bond dissociation energy (BDE). Results indicate analogous
compounds showed higher ClogP values compared to Edaravone, which means higher facility
to pass through biological barriers, with higher liposoluble properties. Edaravone derivative,
called Imidazone, also showed higher antioxidant potential than Edaravone. Methyl group in
second position of heterocyclic ring was essential to more stable resonance structures formation
to semiquinone form. All new derivatives proposed were extremely promising with antioxidant

capacity superior to Edaravone.

Key Words: Edaravone, Antioxidant, Computational chemistry, Imidazone
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1. INTRODUCAO

A edaravona 1 é um farmaco liberado no mercado japonés, indicado no tratamento
e prevencdo de acidente vascular cerebral, relacionados a isquemia. Sua agdo decorre de
sua capacidade sequestradora dos radicais livres liberados no evento isquémico. Entretanto,
sua toxicidade pode estar relacionada com seu metabolismo, por meio das reacdes de
hidroxilacdo alifatica 1a e aromatica 1b, mostrado na Figura 1 (CARVALHO et al., 2017).
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Figura 1. Reagédo de metabolismo da edaravona.

Nos ultimos anos, nosso grupo tem estudado as propriedades moleculares da
edaravona 1 (QUEIROZ et al., 2010; BORGES et al., 2012; BORGES et al., 2013),
buscando derivados mais potentes e seguros. O trabalho de planejamento molecular e
desenvolvimento sintético gerou os analogos isoxazol6nico 2, preparado por Santa-Brigida
(2013) e pirazolonicos 3, sintetizado por Carvalho (2014). Atualmente, um derivado
regioisomérico da edaravona, denominado isedaravona 4 (CARVALHO, 2018). Em
continuidade, neste projeto, estamos investigando um derivado, pela mudanca bioisostérica

do anel pirazolénico por imidazolona, denominada imidazona 5 (Figura 2).
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Figura 2. Alguns derivados estudados pelo nosso grupo



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes s&o moléculas que devido as suas propriedades quimicas inibem o
processo de oxidacdo de outras moléculas. Eles atuam por um mecanismo de doagdo de
elétrons ou hidrogénio para os compostos radicalares, que geralmente apresentam um
elétron desemparelhado, uma vez que, a oxidacdo é um tipo de reacdo na qual ocorre a
perda de elétrons de uma determinada molécula. Entretanto, embora essas reagdes sejam
fundamentais para os organismos, elas possuem como lado negativo a potencial producéo
de radicais livres especialmente na presenca de oxigénio. Esses compostos representam um
risco para a saude que podem provocar ao longo das decadas efeitos mutagénicos e
degenerativos, acelerando o envelhecimento. Assim, 0s antioxidantes representam um
controle sobre agdes danosas que podem ser geradas pelos radicais livres nos organismos
(LOBO et al., 2010).

Na salde humana, os antioxidantes sdo moléculas também capazes de evitar ou
interromper o processo de oxidacdo de outras moléculas, processo este que ocorre
naturalmente em organismos vivos que dependem de metabolismo aerdbico para producédo
de energia. O processo de oxidacao € iniciado por radicais livres que levam a uma reagédo
em cadeia com potencial para comprometer tanto a estrutura quanto a funcionalidade
celular. O papel dos antioxidantes ¢ equilibrar o que se conhece por “redox homeostasis”
controlando os niveis das espécies reativas de oxigénio (EROs) ou nitrogénio (ERNSs). Os
radicais formados a partir de antioxidantes na sua maioria possuem baixa reatividade para
propagar a reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reacdo com outro radical, formando

produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (VALKO, 2007).

Nas células existem muitas potenciais fontes de EROs como a cadeia transportadora
de elétrons da mitocdndria, a reacdo de Fenton do peroxido de hidrogénio com metais de
transicdo (ex: Fe?*, Cu*, etc.), a peroxidacéo lipidica, entre outros. O evento caracterizado
pela superproducéo de radicais livres que levam a um efeito danoso é chamado de estresse
oxidativo ou nitrosativo, quando medicado por espécies reativas de nitrogénio (ERNs). O
excesso de EROs ou ERNs pode causar danos aos lipideos da membrana celular, proteinas,
e também ao DNA, inviabilizando suas fungdes. Esses danos continuos levaram a

adaptacdo dos organismos por meio do desenvolvimento de um mecanismo de defesa



contra os radicais livres, dos quais podem ser pontuados: mecanismos preventivos,

mecanismos de reparo, barreiras fisicas e defesas antioxidantes (VALKO, 2007).
2.1.1 CLASSIFICACAO

Os antioxidantes podem ser de origem natural ou sintética e possuem aplica¢do nas

industrias de alimento e farmacéutica, especialmente, atuando em diferentes fases.

Os antioxidantes primarios sdo compostos que promovem a remog¢ado ou inativacédo
dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacdo da reacdo, por meio da
doagdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia. O
atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é abstraido pelos radicais livres R* e ROO® com
maior facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Assim, formam-se
espécies inativas para a reacdo em cadeia e um radical inerte (A") procedente do
antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou
propagar as reacOes oxidativas. Os principais e mais conhecidos deste grupo sdo, butil-
hidroxi-anisol (BHA) 6, butil-hidroxi-tolueno (BHT) 7, terc-butilhidroquinona (TBHQ) 8 e
propilgalato (PG) 9, que séo sintéticos, e tocoferdis, que sdo naturais. Estes Ultimos
também podem ser classificados como antioxidantes bioldgicos (NIMSE & PAL, 2015).
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Figura 3. Antioxidantes naturais e sintéticos

Outros podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usados em
combinacdo adequada com eles. Estas combina¢Ges podem atuar sinergisticamente. Os
removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o oxigénio presente no
meio, por meio de reacBes quimicas estaveis, tornando-os, consequentemente,

indisponiveis para atuarem como propagadores da autoxidacdo. Acido ascorbico 10, seus



isdbmeros e seus derivados sd@o os melhores exemplos deste grupo. Ele pode atuar também

como sinergista na regeneracao de antioxidantes primarios (RAMALHO, 2006).

Os antioxidantes bioldgicos incluem vérias enzimas, como glucose oxidase,
superoxido dismutase e catalases. Estas proteinas podem remover oxigénio ou compostos
altamente reativos de um sistema alimenticio. Os agentes quelantes ou sequestrantes
complexam ions metélicos, principalmente cobre e ferro, que catalisam a oxidacéo lipidica.
Um par de elétrons ndo compartilnado na sua estrutura molecular promove a acdo de
complexacdo. Os mais comuns sdo acido citrico 11 e seus sais, fosfatos e sais de acido
etileno diamino tetra acético (EDTA) 12 (RAMALHO, 2006).

o)
HO HO)S OTOH
HO OH LN\/\N
Ho Yo © HO™ SO S(OH
11 12 0o

O OH
HO o
| O HO §
HO o oH OH
HO ‘ 13 HO 14

Figura 4. Outros derivados antioxidantes naturais e sintéticos

Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo varias proteinas
hidrolisadas, flavonoides como a quercetina 13 e derivados de &cido cindmico tais como o
acido caféico 14 (RAMALHO, 2006).

2.1.2 FONTES

Os antioxidantes podem ser encontrados naturalmente em nosso organismo e em
alimentos (HALLIWELL, 2007). Os antioxidantes naturais sdo moléculas presentes nos
alimentos e em pequenas quantidades comparadas ao substrato oxidavel. Um dos
principais antioxidantes naturais é o tocoferol, é dividido em alfa, beta, gama e delta

tocoferol e esta presente principalmente nos 6leos vegetais (BIANCHI, 1999).



Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na Natureza, mais
de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas. Esse grande e complexo
grupo faz parte dos metabolitos primarios e secundarios de uma variedade de vegetais e
frutas. Esses compostos atuam como antioxidantes pela sua habilidade em doar hidrogénio
ou elétrons, e também pela presenca de radicais intermediarios estaveis, que impedem a
oxidacgdo (SILVA, 2010). Os carotenoides, tais como 0 b-caroteno 15 e o licopeno 16 séo
ricas fontes de antioxidantes e estudos apontam que a funcéo antioxidante dos carotendides
desempenha um papel importante na redugéo do risco de cancer, catarata, ateriosclerose e
no processo de envelhecimento (DAMODARAN et al.,2008).

Figura 5. Derivados antioxidantes de carotenoides
2.1.3 APLICACOES

A literatura menciona estudos que demonstram a aplicabilidade de compostos que
apresentam atividades antioxidantes no tratamento de diversas doengas. O resveratrol 17
ou 3,5,40-tri-hidroxi-trans-estilbeno é um composto natural que possui atividades
bioldgicas e esta presente em uvas. E utilizado no tratamento quimioterapico preventivo do
cancer e tem sido relatado como um bom antioxidante contra a peroxidagdo da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e lipossomas, um potente inibidor da lipoxigenase, e é capaz de

proteger o coragdo do rato por lesdo de reperfusdo isquémica (QUEIROZ, 2009).
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Figura 6. Antioxidantes de alimentos com aplicagéo clinica



A aspirina ou &cido acetilsalicilico, por meio de seu metabolito hidroxilado &cido
gentisico 18 tem comprovada sua atividade antioxidante. Ela é largamente aplicada no
tratamento analgésico, antipirético, anti-inflamatorio e anti-reumatico, além de ser aceito
recentemente como um agente eficaz para a prevencdo de doengas cardiovasculares e
cancer colorretal (BORGES et al., 2015).

Os estudos do Sesamol 19 ou 5-benzodixolol tem comprovado sua atividade
antioxidante, € um derivado fendlico que atua na inibicdo das reagdes radicais, inativando
espécies reativas de oxigénio. Trata-se do derivado antioxidante mais simples dos fenois
compostos e estd envolvido em anticancerigenos, antimutagénicos e atividades
hepatoprotectas (KAUR & AMARPREET, 2000). O seu potencial antioxidante se baseia
na transigdo redox, envolvendo uma transferéncia de um &tomo de hidrogénio para um
radical livre (PALHETA & BORGES, 2017).

As pesquisas recentes indicam a intensa investigacdo dedicada a atividade
antioxidante das substancias, uma vez que a peroxidacdo induzida por radicais livres de
lipidios da membrana e o dano oxidativo do DNA foi considerado associado com uma
grande variedade de problemas de salde crbnicos, como céancer, aterosclerose e
envelhecimento, e a transcri¢do de genes pode ser regulado por oxidantes, antioxidantes e

outros determinantes do estado redox intracelular (QUEIROZ et al., 2009).
2.1.4 LIMITACOES

Os estudos tém demonstrado que apesar de os antioxidantes atuais apresentarem
efeitos benéficos no organismo e no tratamento de diversas doencas, exibem
frequentemente alguns efeitos tdxicos. O edaravona tem sido amplamente utilizado como
anti-isquémico e citoprotetor. No entanto, mesmo em doses terapéuticas normais ele néo é
totalmente seguro, pois pode produzir leséo renal em humanos e em animais experimentais
(CARVALHO et al., 2017). Em virtude disso, torna-se importante a busca de novos
antioxidantes com capacidade farmacologicamente igual ou superior aos ja existentes,
porém com toxicidade inferior (BRIGIDA, 2013).

2.2 PIRAZOLONAS COMO ANTIOXIDANTES

A pirazolona é uma classe de N-heterociclos bastante estudada, onde dentro desses
estudos € amplamente pesquisado e discutido a estabilidade, reatividade e o pontencial

farmacoldgico dos compostos que fazem parte desta classe, 0 que ressalta a importancia de



suas moléculas (HAMAMA et al., 2012). O mecanismo de acdo farmacoldgica das
pirazolonas, ainda ndo é completamente compreendido. Alguns estudos indicaram uma
associacao da pirazolona com sinteses de prostanoides, plaquetas de tromboxano e inibi¢do
de isoenzimas de cicloxigenase (BENTUR & COHEN, 2004; GRAHAM & SCOTT, 2003;
LEVY, 2000). Segundo a literatura, as pirazolonas possuem atividades antibacterianas,
antifangicas, analgésicas e anti-inflamatérias (BONDOCK et al., 2008; COSTA et al.,
2006; SUJATHA et al., 2009). Além disso, seus compostos apresentam uma ampla
variedade de propriedades bioldgicas, por isso, acabam atraindo um forte interesse de

industrias farmacéuticas.
2.2.1 MECANISMO DE FORMAGCAO DAS PIRAZOLONAS

As pirazolonas sdo formadas a partir da molécula 1,3-dicetona, que é utilizada para
formar uma outra molécula que apresenta um heterociclico de 5 membros, possuindo em

sua estrutura dois nitrogénios, conforme apresentado na Figura 7 (CLAYDEN et al., 2001).
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Figura 7. Formacéo do 1,3-dicetona em pirazolona.

O mecanismo de formacdo das pirazolonas ocorre em 5 etapas, como descrito na
Figura 8. Na etapa |, acontece o equilibrio ceto-endlico que se encontra deslocado para o
tautdmero; na etapa Il, ocorre o ataque nucleofilico na carbonila da cetona pelo grupo
amina, formando um intermediario carbinol-amina; na etapa Ill, uma molécula de agua €
eliminada formando a hidrazona; na etapa IV e um ataque da amina sobre a carbonila de

éster; na etapa V, a pirazolona é formada apds a elimin¢do de etanol (SINGH et al., 1997).
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Figura 8. Mecanismo de formacéo das pirazolonas
2.2.2 ESTRUTURA QUIMICA DAS PIRAZOLONAS

Conforme apresentado no item 2.1.1 deste trabalho, a estrutura quimica da
pirazolona é composta por um heterociclico de 5 membros, possuindo em sua estrutura
dois nitrogénios. Dentro dessa classe, podemos citar como exemplos de pirazolonas a
fenilbutazona 20, oxifenbutazona 21 e isopirina 22, que possuem suas estruturas quimicas

apresentadas na Figura 9.

36%
ﬁ Qﬁ
Ho © ©

20 22
Figura 9. Estrutura quimica das pirazolonas (a) Fenilbutazona, (b) Oxifenbutazona e (c) Isoprina.

Stenzl foi o responsavel por sintetizar a fenilbutazona em meados da década de 40
(SPINOSA et al., 2006). Mesmo sendo um composto com baixa margem de seguranga, ele
foi utilizado em equinos devido a eficacia e custo baixo do composto. A inibicéo
irreversivel da enzima cicloxigenase (COX) e a reducdo de producdo de superdxidos
podem ser provocadas pela fenilbutazona. Ao ser ingerida por via oral, ela € absorvida
principalmente nos intestinos delgado e grosso. LesGes hepaticas e renal em cées estdo
associadas a este composto, bem como, o aumento de reabsorcao de ions cloretos e sodios,

levando a sua contra-indicacéo para individuos cardiopatas, nefro e hepatos.



A oxifenbutazona € alcangada por meio de uma biotransformacéo da fenilbutazona,
produzindo um menor grau de irritacdo gastrica e sendo eficiente na inibicdo de taxa de
metabolizacdo da fenilbutazona, o que resulta no prolongamento de meia-vida e retirada
desse composto no plasma. Ao ser comparada com esses dois compostos, a isoprina
apresenta a menor taxa de toxicidade. E se for utilizada em conjunto com a fenilbutazona,

pode aumentar a vida util dela.
2.2.3 PIRAZOLONAS COMO ANTI-INFLAMATORIOS

No decorrer do século XIX, os derivados da pirazolona foram objetos de estudos
para o desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios e analgésicos devido a facilidade
de sintetiza-los, ao alto grau de estabilidade quimica e a atividade bioldgica (PARK et al.,
2005). Como pirazolonas com propriedades analgésicas podemos citar: antipirina,
isopropilantipirina, aminopirina e a dipirona. Suas estruturas quimicas sdo apresentadas na

Figura 10.
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Figura 10. Estruturas quimicas de derivados de pirazolona

Em 1884, na Alemanha, ocorreu a sintese da antipirina. Em 1897, os compostos
isopropilantipirina e aminopirina foram sintetizados. O primeiro composto injetvel dessa
familia foi a melubrina, que passou a ser chamada de dipirona, desenvolvido na Alemanha
no ano de 1913 (HEDENMALM & SPIGSET, 2002).

A primeira pirazolona voltada para o uso clinico foi apresentado ao mercado
farmacéutico na Alemanha no ano de 1921. Tratava-se de um composto formado por 50%
de aminopirina e os outros 50% formado por dipirona, que era indicado para uso
terapéutico na forma de antiespasmddico e analgésico (HEDENMALM & SPIGSET,
2002). A dipirona foi inserida no Brasil no ano de 1922, sendo denominada de
Novalgina®. Neste mesmo ano era descrito por Schultz o primeiro caso de agranulocitose

medicamentosa regida pelo uso de pirazolonas. Porém, a propriedade analgésica das
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pirazolonas é significativa, destacando-se a dipirona como composto que faz parte do

analgeésico antipirético bastante utilizado no Brasil (PEREIRA et al., 2002).
2.2.4 PIRAZOLONAS E AGRANULOCITOSE

Por meio da utilizagéo terapéutica de aminopirina e dipirona em dosagens por um
curto periodo de tempo, varios casos apresentaram o surgimento de agranulocitose. Que
trata-se de uma alta reducdo do numero de neutrofilos circulantes (BENTUR & COHEN,
2004; IBANEZ, 2005; UETRECHT, 1995). O que acabou promovendo a retirada do

mercado das pirazolonas em diversos paises.

Os neutréfilos sdo os leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) mais numerosos
presentes na circulacdo sanguinea e que agem de forma ativa na resposta institiva de defesa
de seu hospedeiro. Em conjunto com outras células fagociticas, as PMNs sdo as primeiras
células que se deslocam e chegam ao local da infeccdo ou ferimento e fagocitam e
eliminam os microorganismos que invadiram o hospedeiro. Possuindo, assim, uma funcéo

importante nos danos de tecidos e doencas ndo infecciosas (ABBAS et al., 2000).

Costa e colaboradores (2006), investigaram a eficacia dos derivados de pirazolonas,
mais espeficamente a antipirina, isopropilantipirina, aminopirina e a dipirona, em inibir a
metabolizacdo de neutrdfilos humanos e a atividade sequestrante de espécies reativas de
oxigénio (ERO) contra os possiveis radicais livres em neutréfilos, como por exemplo:
radical hidroxil (HO®), &cido hipocloroso (HOCI), superdxido (O2°*°), lipoperdxido (ROO*®)
e peroxido de hidrogénio (H205).

A pesquisa apresentou: nenhum efeito de inibicdo e de efeito ERO para o0 uso de
antipirina; pouco efeito de inibicdo e efeito ERO para o uso da isopropilantipirina; e
inibicdo do metabolismo em neutréfilos estimulados pelo 12-miristato-13-acetato de forbol
com alto grau de eficiéncia para a utilizacdo da aminopirina e dipirona. Ambas substancias
apresentaram-se como sequestrantes extremante pontentes dos radicais HOCI e HO®
(COSTA et al., 2006) . Em relacéo as questdes quimicas da agranulocitose, existe um forte
indicio de que os derivados de pirazolonas sé@o oxidados biologicamente em compostos

interpostos reativos que lidam com neutrofilos (UETRECHT et al., 1995).

Calculos teoricos tém sido realizados para estudos de agranulocitose associada a
farmacos de pirazolona. Silva e colaboradores (2012), utilizaram o método de Teoria do

Funcional de Densidade (TFD) para 0s compostos antipirina, isopropilantipirina,
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aminopirina e dipirona. Calculos de molecular orbital e potencial de ionizagédo
apresentaram que a oxidacdo no életron da pirazolona possui ligacdo com compostos mais
ativos. Para esses calculos, o aminopirina e dipirona obtiveram resultados que o0s
apontaram como 0s mais eficientes e toxicos, ja para o isopropilantipirina houve pouca
eficiéncia e nenhum efeito (toxicologico ou bioldgico) para a antipirina. O aminopirina e
dipirona apresentaram anel de pirazolona mais ressonante do que 0s outros dois compostos.
As diferengas entre toxicidade foram apresentadas por HOMO e LUMO. Neste sentido, 0s
resultados dos estudos explicaram as diferencgas estruturais de derivados da pirazolona na
agranulocitose (SILVA et al., 2012).

2.2.5 EDARAVONA COMO ANTIOXIDANTE

O composto 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona ou edaravona é um derivado de
pirazolona que foi validado como um composto efetivo para o tratamento (KAWAI et al.,
1997) de isquemias miocéardicas (WU et al., 2002) e cerebrais (KAWAI et al., 1997;
WATANABE et al., 1997). Ela possui um grande potencial para atuar contra a toxidade
induzida por varios radicais (TABRIZCHI, 2000). Ele foi desenvolvido como um
sequestrador de radicais livres voltado a utilizacdo clinica com o intuito de ser um novo
agente antiisquémico. Pois, possui a habilidade de inibicdo de reacdo radicalar afetando
varias ERN’s (espécies reativas de nitrogénio) e ERO’s (espécies reativas de oxigénio)
(TABRIZCHI, 2000).

O seu efeito antiisquémico esta relacionado a propriedade antioxidante que esse
composto possui. A edaravona ¢ eficaz para a diminui¢do da formacéo de radical hidréxil,
em obstruir a peroxidacao lipidica, inibir a atividade da lipoxigenase, aléem da morte de
neurbnios guiada pelos &cidos hidroperoxioecosatetraendico (HETES) e por perdxidos
(YAMAMOTO et al., 1997). Bioquimicamente, a edaravona pode reagir com um grande
numero de radicais livres, onde ele doa elétrons tanto na forma ionizada quanto na forma
de hidrogénio. Na Figura 8 é descrito como a forma enolato da edaravona é capaz de
interagir, inibir e transformar o radical hidroxil (HO®), o alcoxido (LO®) e o lipoperoxido
(LOO*®) em um produto estavel (KAWAI et al., 1997).
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Figura 11. Mecanismo de sequestro de radicais livres pelo composto edaravona
2.3. APLICACOES DO EDARAVONA

Yoshida e seus colaboradores foram os pioneiros em demonstrar que o edaravona
intensifica a expressdo da enzima NOS (Oxido Nitrico Sintase) (YOSHIDA et al., 2005).
Esta enzima tem funcdo significativa na melhoria e manutencéo de circulagdo sanguinea no
cérebro relacionada a sintese de 6xido nitrico (NO), que além de contribuir para melhorias
na manutencdo do endotélio e da circulacdo sanguinea vascular cerebral, previne que o
tecido neuronal seja lesionado (ENDRES et al., 1998; IADECOLA, 1997; SAMDANI et
al., 1997). No tratamento de tumores cerebrais metasticos, pré-malignos e cancros da
garganta, a radioterapia craninana é largamente indicada. Porém, individuos que passam
por esse tratamento regularmente atingem uma diminuicdo cognitiva progressiva
(ANDERSON et al., 2000; CROSSEN et al., 1994).

Os trabalhos de Joseph (1992) e Poon e colaboradores (2006), apontaram que
apoptose e o défcit cognitivo organico instigado pela radioterapia nos neurdnios do
hipocampo esta relacionada ao estresse oxidativo. Por intermédio da peroxidacdo lipidica,
os radicais livres provocam danos a biomoléculas e modificam a integridade da membrana,
além de favorecer a reducédo de transmissdo neural, eliminacdo de neurdnios e a redugéo
cognitiva (JOSEPH, 1992; POON et al., 2006). Com isso, Ishii e colaboradores (2007)
verificaram o poder do edaravona em operar de forma protetora e anti-apoptotica nas

CPNH (Células Progenitoras de Neurbnios Humanos) que sdo afetadas durante a
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radioterapia e a possibilidade das CPNH protegidas em manter a capacidade de se
diferenciar. Os resultados apontaram, que quando comparadas as células malignas, as
CPNH foram mais vulneraveis a radiagdo. No entanto, o total de CPNH sobreviventes que
foram tratadas com o edaravona era semelhante ao total de células malignas que
sobreviveram nos grupos estudados. A habilidade de diferenciacdo e auto-renovacgdo das
CPNH foram restauradas pelo composto, mesmo aquelas que sofreram irradiacdo. Dessa
forma, os autores indicaram o edaravona como um composto importante para ser utilizado

na forma de pré-medicacdo na radioterapia craniana (ISHII et al., 2007).

O edaravona também foi avaliado para o Diabetes Tipo-1, que se trata de uma
doenca auto-imune que possui como carateristica a infiltragdo mononuclear de células
pancredticas das ilhotas de Langehans que procedem a eliminacdo das células-p.
Fukudome e colaboradores (2008), investigaram o impacto do edaravona no diabetes tipo-
1 por meio de um modelo de baixa dosagem de estreptozotocina. O estudo demonstrou que
a hiperglicemia e a insulina pancreatica no modelo estudado foram reduzidas devido a
utilizacdo do edaravona. O seu impacto pode estar relacionado ao fato de inibir o estresse
oxidativo das células-p de ratos que foram tratados com o estreptozotocina, o que auxiliou
na protecdo das células pancreaticas contra a inflamacéo e a imunizacdo conduzida pelo
estreptozotocina. Neste sentido, os autores sugeriram que o edaravona pode ser Util na

eliminacédo ou reducédo do progresso da diabetes tipo-1 (FUKUDOME et al., 2008).

Com o intuito de descrever o mecanismo de sequestro e a importancia do
tautomerismo do edaravona em meio &cido para que o sequestro de radicais livres sejam
elucidados no processo esquémico, Queiroz e coloboradores (2010), realizaram um estudo
tedrico detalhado utilizando o método TFD. Nesse estudo, a estabilidade e a reatividade do
edaravona foram determinadas por meio de parametros energéticos e geométricos
calculados em meio gasoso e solvatado (agua e metanol). Calculos de energias de
dissociacdo de ligacdo, potencial de ionizacdo e orbital molecular (HOMO) foram

realizados para a obtencao de propriedades antioxidantes.

De acordo com os resultados, os valores do potencial de ionizagdo e HOMO
apontaram que o melhor antioxidante é o tautdmero de N-H, ao mesmo tempo em que 0s
calculos de energias de dissociacdo de ligagdo apontaram o tautbmero de O-H como o
melhor antioxidante. Dessa forma, pode-se considerar que o tautbmero de N-H é o melhor
antioxidante em relacdo a abstracdo de elétrons e que o tautbmero O-H é o melhor
antioxidante em relacdo a abstracdo de hidrogénio. Além disso, o tautdmero O-H se
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apresentou como o tautdbmero mais importante para as propriedades de sequestro de
radicais do edaravona devido a possuir os menores valores de energias de dissociacdo de
ligacGes. E em relacdo ao meio solvatado, foi observado que a protonacgdo, em relagéo a
desprotonacdo, é a mais favorecida em termos da termodindmica, pois, ele reduziu as
barreiras de energia a isomerizacdo em tautomeros tanto O-H quanto N-H (QUEIROZ et
al., 2010).

O método TFD também foi utilizado no estudo de Borges e colaboradores (2012),
onde o mesmo foi utilizado para verificar a relagdo estrutura-atividade e predizer a
atividade antioxidante do edaravona e seus derivados relacionados estruturalmente por
meio de energia, energia de dissociacdo de ligacdo, energias de estabilizacdo e potencial de
ionizagdo. E nesse trabalho foi proposto um mecanismo de atividade antioxidante que
passou pelos mesmos célculos citados.

Os resultados desse trabalho, mostraram que os grupos doadores de elétrons nas
posicdes 1, 3 ou 4 sdo 0s mais importantes em termos de estabilizacdo de ressonancia. A
abstracdo de elétrons tem ligacdo com o grupo na posicdo 3, que ao comparar as
substuicdes na posicdo 4, apresenta reducdo no seu potencial de ionizagdo. Quanto a
abstracdo de hidrogénio, ela esta relacionada ao grupo na posicdo 4, que em relacdo as
outras substituicdes apresenta reducdo na energia de dissociacdo de ligacdo C-H e resulta
na melhor atividade antioxidante. Neste sentido, o trabalho apresentou que a abstracdo de
hidrogénio possui uma relagdo maior com a atividade de retirada do edaravona e de seus
derivados (BORGES et al., 2012).

Brigida e colaboradores (2013), utilizaram um derivado do edaravona chamado de
oxideravona para a predigdo de antioxidantes. Pois, segundo os autores, descrever o seu
mecanismo de sequestro e a sua influéncia como o derivado hidrossoltvel do edaravona ira
auxiliar na descricdo da relacdo estrutura-atividade dentro do processo de oxidacdo. Neste
sentido, a predicdo do oxideravona como antioxidante foi realizado com o método TFD
para o estudo de tautomerismo em meio gasoso e solvatado (agua e metanol), capacidade
antioxidante por meio de HOMO, energia de ionizacdo e energias de dissociacdo de

ligacéo.

Segundo os resultados, tanto em meio gasoso quanto em solvatado, os tautdmeros
de ceto-enol sdo mais favorecidos em termos da termodinamica do que os tautbmeros de

imina-enamina. Para os calculos de energia de ionizacdo e o HOMO, os resultados
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apresentaram que os melhores antioxidantes sdo os tautdmeros de carbonil ou de hidroxil.
Ja para as energias de dissociacdo de ligacdo, o tautdmero O-H €, em relacdo aos
tautomeros N-H ou C-H, o melhor antioxidante. E, devido apresentar os menores valores
de energias de dissociagéo de ligagéo, o tautdmero O-H foi considerado 0 mais importante
quando levado em consideragio a propriedade antioxidante da oxideravona (BRIGIDA et
al., 2013).

As abordagens tedrica e experimental do sequestro de radicais do edaravona e seus
derivados relacionados (pirazolonas) foram combinados no trabalho de Borges e
colaboradores (2013). Onde, os derivados do edaravona estudados foram antipirina,
dipirona e fenilbutazona, e os radicais foram o0 DPPH e ABTS. O método tedrico utilizado

para o estudo da relagdo estrutura-atividade foi o DFT.

Contra os radicais DPPH e ABTS, o edaravona e a fenilbutazona se apresentaram
como os mais eficazes para 0 sequestro destes radicais. Ja os derivados antipirina e
dipirona apresentaram pequenos efeitos em diversas concentracdes contra esses radicais.
Dessa forma, o edaravona e o fenilbutazona foram considerados os compostos mais ativos.
Foi confirmado que a transferéncia de hidrogénio é mais significativa do que a tranferéncia
de elétrons, segundo os calculos de HOMO, potencial de ionizacdo e energia de
dissociacdo de ligacdo. A atividade de sequestro do radical DPPH possui uma forte ligacdo
com o mecanismo de doacdo de hidrogénio, enquanto que a atividade de sequestro do
radical ABTS possui forte ligacdo com a nucleofilicidade e a doacdo de elétrons. Neste
sentido, o0s resultados experimentais e tedricos afirmaram que, como composto
sequestrador de radicais, 0 edaravona é mais ativo do que fenilbutazona (BORGES et al.,
2013).

Carvalho e colaboradores (2017), proporam um mecanismo para realizar estudos
sobre toxicidade do edaravona por propriedade redox de metabdlitos por meio do método
DFT realizando célculos teoricos de energia, potencial de ionizag&o, energia de dissociacdo
de redox ou ligacdo e de densidade de rotagdo. Os mesmos calculos foram realizados para

a hidroxilacao regioseletiva nas posi¢oes 4 em anéis benzeno ou pirazolona.

De acordo com os resultados, a transferéncia de elétrons possui ligagdo com a
transferéncia de hidrogénio e fenil relacionada a posi¢do 4 na pirazolona ou 4’ para a

hidroxilagdo. Em relacdo aos derivados fenolicos, esses sd0 0 que possuem maior
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capacidade redox. Neste sentido, 0 mecanismo de toxicidade estd ligado a propriedades
redox dos derivados hidroxilados (CARVALHO et al., 2017).

2.4 RADICAIS LIVRES

Radicais livres sdo elétrons ndo pareados que se encontram sozinhos em orbitais.
Portanto, sdo moléculas instaveis e independentes. Eles podem ser produzidos no
citoplasma, nas mitocdndrias e na membrana das células, e sdo produzidos principalmente
por meio do metabolismo de oxigénio de um organismo. Quando um &tomo de oxigénio
perde um elétron da sua Gltima camada ou ganha um elétron de uma substancia ndo radical,
resulta em uma alta reatividade desses atomos. Essas moléculas também podem ser
formadas a partir da ingestdo de bebidas alcoolicas, contaminagdo por cigarro, utilizacéo
de medicamentos e pelos efeitos das radiaces gama e ultravioleta (CHORILLI et al.,
2007; FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VANNUCCHI et al., 1998).

Os radicais livres em excesso podem causar danos nas membranas celulares da
parte superficial da epiderme, afetando a permeabilidade celular e as substancias que
compBem a matriz extracelular (proteoglicanos, colédgeno e elastina), e alteracdes na cadeia
de DNA, proteinas, carboidratos e, principalmente, lipideos. Podendo causar o
envelhecimento, cancer, lesdo pés-isquemia e reperfusdo de cérebro, coracédo, intestino,
pele e masculos, artrite, diabetes, doencas inflamatdrias, autoimunes e neurodegenerativas
(ALVES et al., 2010; BIANCHI & ANTUNES, 1999; CHORILLI LEONARDI et al.,
2007; FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

2.5 PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidacdo lipidica trata-se do processo pelo qual os radicais livres capturam os
lipidios insaturados das membranas celulares, produzindo radical lipidico (L*®), alcoxila
(LO®) e peroxila (LOO®), ocasionando o rompimento de sua estrutura, faléncia dos
mecanismos de metabolismo celular e possivelmente a morte celular. Esse processo pode
ser dividido em trés etapas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; VANNUCCHI et al., 1998).

A etapa de iniciacdo corresponde a interacdo do &cido graxo com o radical hidroxila
ou com o oxigénio singleto, resultando na perda de um hidrogénio do acido graxo e
formacdo de um radical lipidico (L*). Na segunda etapa, a de propagacéo, o radical lipidico

(L*) reage com o oxigénio, tornando-se radical peroxila (LOO®), que em seguida interage
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com outra molécula de acido graxo, resultando em mais uma perda de hidrogénio e
formando outro radical lipidico (L*) e um hidroperoxido lipidico (LOOH), conforme o
esquema abaixo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VANNUCCHI et al., 1998).

LH + HO® —, H0 + L* (1)
L* + O, — LOO* (2)
LOO®* + LH —» LOOH + L* (3)

A peroxidac&o lipidica também pode ser catalisada por ions de metais de transigao,
transformando o hidroperdxido lipidico (LOOH) em radicais lipidicos altamente reativos,
como a alcoxila (LO®), peroxila (LOO?®) e hidroxila (HO®). As células possuem um sistema
de defesa antioxidante, pode atuar na detoxificacdo do agente antes que o mesmo cause
alguma lesdo, composta por glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD),
catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. Outra forma de defesa é a
reparacao da lesdo, composta pelo acido ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e
pela GSHPx (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

2.6 ISQUEMIA

A isquemia é a insuficiéncia do fluxo sanguineo para os tecidos, ocasionando
principalmente a diminuicdo de oxigénio e o atraso na retirada dos metabdlitos. A
classificacdo do tipo de isquemia depende das areas afetadas, a obstrucdo do fluxo
sanguineo ou reducdo da pressdo de perfusdo cerebral em determinada parte do cérebro
pode causar uma paralisia cerebral, denominado de Acidente Vascular Cerebral Isquémico.
Se a interrupcdo do fluxo sanguineo durar menos de 24 horas, as sequelas no cérebro
poderdo ser reversiveis. Mas quando essa interrupcdo excede 24 horas, as sequelas poderdo
ser irreversiveis (CANCELA, 2008).

A presenca de Acidentes Isquémicos Transitorios (AIT), conhecido como mini
(acidente vascular cerebral) AVC, ocorre quando o fluxo sanguineo é blogueado durante
um curto intervalo de tempo e pode durar alguns minutos ou horas, em seguida
desaparecem. AIT é um fator de risco e um indicador de que ha probabilidade do individuo
sofrer um AVC futuramente (CANCELA, 2008).

No mundo, 17 milhGes de pessoas tem um AVC, 6,5 milhdes morrem e 26 milhdes

vivem com alguma incapacidade permanente. O Acidente Vascular Isquémico €
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responsavel por 85% dos casos de AVC. No Brasil, 0o AVC é a segunda causa de mortes e
sdo registradas cerca de 100 mil mortes anualmente. Os fatores de riscos sdo: idade,
historia de doenca vascular prévia, doengas do coracdo, tabagismo, hipertensdo arterial,
sedentarismo, alcool, drogas e entre outros (BRASIL, 2012; CEREBROVASCULARES,
2016).

O cérebro possui uma alta demanda de energia por meio do metabolismo da glicose
e do oxigénio, apresenta altas concentracdes de ferro e lipidios com &cidos graxos
insaturados. Devido a esses fatores o cérebro é susceptivel a modificacdes do fluxo
sanguineo e ao estresse oxidativo. Portanto, estudos que investigam tratamento para o
AVC se focam em agentes antioxidantes (MERGENTHALER et al., 2013; RABIEI &
RAFIEIAN-KOPAEI, 2014).

2.7 ESTUDO DA ESTRUTURA E ATIVIDADE DOS DERIVADOS ANALOGOS

O estudo da relacdo estrutura-atividade (REA) de um composto protétipo e seus
derivados permite determinar a parte da molécula responsavel pela atividade, o grupo
farmacoférico. A REA é geralmente elaborada alterando-se parte da estrutura quimica do
protétipo e observando-se a atividade sob o ponto de vista qualitativo e quantitativo. As
alteracbes sdao no tamanho, conformacdo e grupos funcionais relacionados com as

propriedades estereoquimica, eletrénicas e de solubilidade (THOMAS, 2003).

A literatura menciona dois mecanismos para 0 sequestro de radicais. O primeiro
processo se da por meio da abstracdo direta de um &tomo de hidrogénio, e o segundo
processo € a formacdo de um céation radical pela transferéncia de um elétron
(LITWINIENKO et al., 2003). A atividade antioxidante esta relacionada a capacidade de
doagdo de elétrons, seguido ou ndo pela transferéncia de hidrogénio. Este mecanismo
depende tanto da forca de energia da ligacdo entre o heteroatomo e o hidrogénio quanto da

estabilizacdo das espécies cation-radicalar e semiquinonas formadas (GAO et al., 2005).

O método DFT permitiu demonstrar que o mecanismo de sequestro do radical
DPPH pela edaravona é devido a abstracdo do atomo de hidrogénio presente na posi¢cdo C4
e ndo da posicdo C7-H ser muito mais alta que a ligacdo C4-H sendo esta Gltima mais
favoravel (WANG & ZHANG, 2003). Portanto, a reacdo que esta envolvida no processo
de sequestro de radical pela edaravona, segundo estes autores é pela abstragdo do atomo de
hidrogénio e ndo pela transferéncia de elétrons. Ressalta-se também que a energia de

dissociacdo da ligacdo (EDL) do C-H correspondente para a posi¢do 4 € muito mais baixa
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do que para a posi¢cdo 7. De fato, os estudos mostraram que a posi¢cdo 4 era o local de

doacédo que formava o intermediario radicalar mais estavel do que a doagéo na posicéo 7.

Diversos derivados da edaravona foram analisados e determinou-se que a
substituicdo na posicdo 1 do anel pirazolona ndo afetou a reducdo do potencial de
oxidacdo, ao contrario das substitui¢cbes na posicao 3 que pareceu ser mais eficaz formando
compostos mais estaveis (NAKAGAWA et al., 2003). Estes resultados foram confirmados

por Borges et al., (2012).

A forma ionizada da edaravona é descrita como a forma ativa no combate aos
radicais livres, por meio do mecanismo de transferéncia de elétrons. Porém, estudos sobre
os derivados da edaravona com os substituintes lipofilicos como grupo fenil, na posicéo 1
do anel pirazolona, demonstraram elevacdo na atividade inibitéria da peroxidacdo lipidica,
provavelmente devido as concentracdes crescentes dos derivados na fase apolar
(WATANABE et al., 1997). Estudos posteriores, sugeriram que em meio aquoso a
atividade antioxidante é mais expressiva, devido as formas anidnicas dos derivados serem
mais fortemente presentes neste meio, caracterizando uma condigdo para a eficiéncia no
sequestro de radicais. Adicionalmente, a densidade de elétrons no anel pirazolona é
igualmente importante para a reatividade quimica frente a saida de um elétron. Portanto, os
substituintes relativamente ricos em elétrons no anel da pirazolona podem diminuir o
potencial de oxidacdo, porém, diminui proporcionalmente a concentracdo de sua forma
anibnica pela protonacdo devido as cargas negativas parciais crescentes. Ao contrario, 0s
substituintes deficientes em elétrons podem aumentar a quantidade da forma aniénica, mas
aumentam o potencial de oxidacdo (NAKAGAWA et al., 2006).

Os estudos de Queiroz et al., (2009) confirmaram por meio dos métodos tedricos
DFT na base de calculo B3LYP/6-31G o mecanismo de sequestro do radical, tornando
possivel afirmar que 2-pirazolin-5-ona € o centro ativo da edaravona (farmacdéfaro) e que
seria possivel o aumento da sua atividade oxidante por meio de modificag@es estruturais no

anel benzeno ou na posicéo 3.
2.8 PLANEJAMENTO DE NOVOS DERIVADOS DA EDARAVONA

A modelagem molecular é uma das técnicas empregadas para descoberta de novos
farmacos, consiste em modificacbes moleculares que se mostram promissoras,
transformacdo quimica de moléculas conhecidas, visando aumentar a poténcia e a

seguranca, garantindo assim um melhor perfil tanto farmacocinético quanto
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farmacodinamico (WERMUTH, 2004). Destaca-se como um dos principais métodos de
validacdo preliminar das modificagbes moleculares, trata-se de uma variedade de
ferramentas e métodos computacionais e tedricos que visam entender e prever o
comportamento de sistemas reais, sendo usada para descrever e prever estruturas
moleculares, propriedades termodindmicas, entre outras. Os métodos computacionais de
modelagem molecular possuem uma ampla abrangéncia, avaliam estudos de minimizacéo
de energia de moléculas, analises conformacionais, simula¢es de dindmica molecular,
entre outros, sendo aplicaveis desde 4&tomos isolados a biomacromoléculas (KITCHEN et
al., 2004; VERLI & BARREIRO, 2005).

O meétodo computacional da modelagem molecular auxilia no estudo e
planejamento de promissores modelos de farmacos. Por meio dessa técnica é possivel
analisar e construir modelos da relacdo estrutura-reatividade (REA) capazes de elucidar os
mecanismos de acdo farmacoldgicos ou toxicoldgicos, onde os valores de atividade séo
correlacionados com os parametros tridimensionais e eletronicos (CARVALHO et al.,
2003).

Foi observado por Langmuir que moléculas ou ions que tém nimero e arranjo
idénticos de elétrons apresentam propriedade fisico-quimicas semelhantes, por exemplo,
N2 e CO. A compostos com tal semelhanga denominou-se isosteros, e o estudo desses
arranjos eletrénicos de moléculas recebeu o nome de isosterismo. Posteriormente,
Erlenmeyer formulou uma nova definicdo, e isosteros passaram a ser todos 0s atomos, ions
ou moléculas que contém idénticas camadas periféricas de elétrons. Isto ocorre mais
frequentemente entre atomos que estdo na mesma familia da tabela periddica, onde as
camadas externas de elétrons sdo idénticas ou quase idénticas e entre atomos que nao

sejam muito diferentes em tamanho e massa.

Mais tarde, em 1925, foram formuladas por Grimm regras para substituicdes entre
grupos isosteros, que sao conhecidas como regra do hidreto. Tais grupos isosteros ficariam
organizados nas colunas, formadas pelo elemento anterior da linha horizontal e
adicionando um atomo de hidrogénio (ou hidreto), continuando este processo até nao ser
mais possivel. Posteriormente (Friedman, 1951), foi observado que compostos
guimicamente isdsteros apresentam constantemente atividade farmacoldgica semelhante. A

estes classificou-se bioisésteros, e ao seu estudo deu-se 0 nome de hioisosterismo.
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Os bioisosteros foram classificados em duas grandes categorias: Os classicos e 0s
ndo — classicos. O isosterismo de anéis seria uma técnica ndo classica, que quando
confrontados com sua molécula de origem mostram um composto cuja configuracéo
eletronica apresenta pequenas ou grandes variacbes no arranjo estérico e em suas
propriedades de solubilidade, mas que preservam uma similaridade ao composto prototipo,
no entanto, ndo seguem exatamente a regra do hidreto de Grimm e a definicdo de
Erlenmeyer. No geral, ndo apresentam 0 mesmo numero de &tomos e as mesmas
caracteristicas estéricas e eletronicas dos isdsteros cldssicos, mas produzem atividades
bioldgicas similares (THOMAS, 2003).

O método de modificacdo molecular utiliza o conceito de bioisoterismo como
estratégia para a descoberta de novos agentes bioativos, permite uma comparacdo de
afinidade entre duas substancias bioisostéricas por um dado sitio receptor e,
consequentemente, um potencial de atividade biolégica similar (BARREIRO, 1997). A
necessidade de novas substancias terapéuticas mais eficazes, com baixa toxicidade e maior
especificidade, tem levado pesquisadores a intensificar os estudos para a descoberta de

novos farmacos.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Planejar, desenvolver e sintetizar novos analogos da edaravona com maior capacidade

antioxidante.

3.2 ESPECIFICOS

Calcular descritores eletrénicos, moleculares e parametros fisico-quimicos que
descrevam os compostos derivados da edaravona;

e Comparar as propriedades eletronicas entre edaravona e analogos;

e Planejar novos derivados usando o método do bioisosterismo;

e Propor a sintese de novos derivados da edaravona;

e Auvaliar os mecanismos antioxidantes dos analogos da edaravona;

e Realizar um estudo da relacdo entre estrutura quimica e atividade antioxidante dos

analogos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 SINTESE DE ANALOGOS DA EDARAVONA

O novo derivado da edaravona sera preparado a partir da reacdo de acetilacdo da
glicina (A) com a respectiva ciclizacdo para a formacdo de metil-azalactona (B). Em
seguida, o composto B reagird com anilina, inicialmente produzindo a formacgdo de um

intermediario e em seguida uma ciclizagdo formaré a Imidazona (S2) (Figura 12).

N
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Figura 12. Reacdo de preparacdo da imidazona.

42 DETERMINACAO DE PROPRIEDADES FISICAS E ELUCIDACAO
ESTRUTURAL

A identificacdo e a caracterizacdo fisico-quimica do derivado da edaravona
(imidazona) seré realizada por meio da técnica de ponto de fusdo. O procedimento visa
comparar 0 ponto de fusdo da edaravona com os derivados, fim de avaliar o grau de

pureza de tais.
4.3 MODELAGEM COMPUTACIONAL

A modelagem molecular ¢ um método computacional utilizado para o planejamento
racional de novos farmacos por meio da mecénica molecular como aproximacéo de modelo
real, permitindo analises da atividade bioldgica e fisico-quimicas de um conjunto de
moléculas. Os calculos sdo realizados no programa Gaussian, por meio do método B3LYP

com conjunto de bases 6-31G, implementado no programa.
4.4 ENERGIA DOS ORBITAIS DE FORNTEIRA (HOMO e LUMO)

Os orbitais de fronteira sdo um importante parametro, pois contribuem para uma
maior compreensao da reatividade quimica. O HOMO é um parametro relacionado com a
capacidade doadora de elétrons que caracteriza 0 composto como nucleofilico, € o orbital

molecular ocupado de maior energia. A maior ou menor nucleofilidade est4 relacionada
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com o maior ou menor valor, respectivamente. Enquanto que o LUMO esta relacionado
com a capacidade aceptora de elétrons que caracteriza um eletrofilo, é o orbital molecular
desocupado de mais baixa energia, logo, baixos valores de LUMO indicam maior
eletrofilicidade. A energia dos orbitais de fronteira é expressa em elétron-Volts (eV), e
avaliam a estrutura quimica de uma substancia, que por possuir regides ricas em elétrons

podem reagir como radicais livres (ARROIO, 2010).
4.5 POTENCIAL DE IONIZAQAO

O potencial de ionizacdo de um atomo é uma medida da for¢ca com que um elétron
estd ligado a um atomo. O primeiro potencial de ionizacdo (PI) de um atomo € a energia
necessaria para remover um elétron desse atomo a uma distancia infinita (A a A+ + e-).
Baixos valores de potencial de ionizacdo para compostos ativos podem indicar possiveis
mecanismos de transferéncia de cargas na interagdo ligante-receptor, assim como também
pode indicar que a forma ibnica da substancia é a que apresenta atividade bioldgica
(BUNGE, 1977).

4.6 LOGARITMO DO COEFICIENTE DE PARTICAO (CLOG P)

O coeficiente de particdo de uma determinada espécie quimica é definido como
sendo a razdo entre as concentracdes que se estabelecem nas condices de equilibrio de
uma substancia quimica, quando dissolvida em sistema constituido por uma fase organica e
uma fase aquosa, e esta associado a mudanca de energia livre provocada pela substancia
sobre o equilibrio termodinamico do sistema. Esta relacdo pode ser expressa pela Equacao
P = [organica]/[aguosa] em que P é o coeficiente de particdo do composto analisado;
[organica] a concentragdo do composto na fase organica nas condicdes de equilibrio;
[aquosa] a concentracdo da substancia na fase aquosa nas condicGes de equilibrio
(TAVARES, 2004).

Esta propriedade desempenha papel significativo na bioatividade dos compostos,
pois em conjunto com outras propriedades fisico-quimicas determinam a expressdo da
atividade bioldgica dos compostos, vantajoso na absorcdo de farmacos pelo organismo
(SANTA BRIGIDA, 2013)

4.7 ENERGIA DE HIDRATACAO

A energia de hidratacdo esta associada com o comportamento dos farmacos ao

entrarem em contato com solvente aquoso, podem absorver ou liberar energia. E um
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parametro fundamental, pois informa a respeito do transporte e distribuicdo pelas
diferentes biofases plasmaticas, bem como pela atracdo e interacdo do farmaco com seu
receptor. Os valores de EH sdo expressos em quilocalorias por mol (Kcal/mol). Valores
negativos indicam uma reacdo exotérmica, enquanto que valores positivos indicam uma
reacdo endotérmica. Fornece informacdo complementar na compreensdao dos
comportamentos 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).

4.8 ENERGIA DE DISSOCIACAO DA LIGAGAO (EDL xn)

Energia de dissociacdo da ligacdo é a quantidade de energia consumida ou liberada
na ruptura ou na formacéo, de uma ligacdo quimica. As energias de dissociacdo homolitica
das ligacGes C-H podem ser usadas para estimar a estabilidade relativa entre radicais.
Assim, quanto maior a energia da ligacdo C-H menor sera sua estabilidade. A geometria do
radicais também pode ser usada para avaliar a sua estabilidade, de acordo com a sua
geometria planar e a sua maior ou menor proximidade com relacdo ao anel. E calculada
pela diferenca entre a molécula neutra e sua respectiva semiquinona mais o radical
hidrogénio (MIYAMOTO & KOLLMAN, 1993).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE DE ANALOGOS DA EDARAVONA

Novos derivados da edaravona foram preparados a partir da reacdo one-spot de
condensacdo de Erlenmayer. Primeiramente, a glicina (A) foi acetilada para a geracdo da

acetilglicina (B), segundo a Figura 13a.
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Figura 13a. Reacdo de sintese da imidazona.

O mecanismo de reacdo comeca pela ionizagdo do éacido cloridrico com a
protonacgdo dos grupos carbonilico do anidrido acético, formando um intermediério reativo.
De fato, o anidrido protonado torna-se muito mais reativo com a glicina, onde a parte
amina deste amino-acido reage com uma das carbonilas, formando um intermediario, que
perde um proéton, recuperando o catalizador. O novo intermediario formado, elimina acido

acético mais a acetilglicina (B) por meio de um rearranjo periciclico.

Em seguida, a acetilglicina (B) é ciclizada para a formacdo da respectiva metil-

azalactona (C), segundo 0 mecanismo descrito na Figura 13b.

O mecanismo desta etapa da reagdo comeca novamente pela ionizacdo do acido
cloridrico com a protonacdo do grupamento &cido carboxilico, assim como pela formagéo
do tautdmero da amida, formando um grupamento hidroxi-imina. Em seguida, o
grupamento hidroxila ataca a carbonila protonada, formando um intemediario ciclico. De

fato, esta reacdo é altamente favoradvel pela regra de Baldwin (5-exo-trig). O proton é
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recuperado, regenerando o catalizador. Finalmente, o intermediario diolico elimina uma

molécula de agua, formando a 2-metil-3-oxazolin-5-ona (C).
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Figura 13b. Reacdo de sintese da imidazona.

Na sequéncia, a anilina € adicionada ao intermediario metil-azalactona (C), que por

uma termociclizacdo formaré o produto final, como mostrado na Figura 13c.
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Figura 13c. Rea¢éo de sintese da imidazona.

O mecanismo da reacdo inicia outra vez pela ioniza¢do do acido cloridrico com a
protonagdo do atomo de nitrogénio da metil-azalactona (C). O intermediéario agora

protonado se torna mais reativo com a anilina, que ataca o carbono carbonilico.
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Apdbs a desprotonacéo e recuperacdo do catalizador, o0 composto ciclico € aberto,
formando um intermediario acetil-glicinil-anilida. Novamente, a reacdo recomeca pelo
aquecimento para a formacdo do tautdbmero e pela ionizacdo do &cido cloridrico com a

protonagdo do 4tomo de nitrogénio.

Em seguida, diferente da primeira ciclizacdo, o grupamento amina aromatico ataca
0 grupo imina protonada formando um intemediario ciclico, por meio de um mecanismo de
ciclizagdo do tipo 5-endo-trig pela regra de Baldwin (Baldwin, 1975). Posteriormente,
recuperando o catalizador, uma molécula de &gua é eliminada formando o novo composto
1-fenil-2-metil-1,3-imidazol-5-ona (S2).

52 DETERMINACAO DE PROPRIEDADES FISICAS E ELUCIDACAO
ESTRUTURAL

O composto 1-fenil-2-metil-1,3-imidazol-5-ona ou imidazona (S2) foi identificado

por meio do ponto de fusdo, obtendo-se um valor com intervalo entre 100 a 110° C.

Este composto apresenta alta solubilidade em metanol, etanol, acetona, acetato de

etila e cloroférmio, apresentando baixa solubilidade em agua e n-hexano.

A cracterizacédo fisico-quimica do derivado imidazona depende da realizagdo das
analises por meio de infra-vermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN HY) e carbono (RMN C*2).

Outros derivados foram propostos, mas devido a limitacdo de reagentes, eles foram
considerados apenas nos estudos de modelagem computacional.

5.3 MODELAGEM COMPUTACIONAL

A modelagem molecular foi baseada no método de modificacdo bioisostérica. De
fato, este € um método aplicado no planejamento racional de novos derivados ativos e mais
seguros. Trata-se de uma estratégia empregada com sucesso no desenvolvimento de novos
farmacos amplamente utilizados (THOMAS, 2003). Os calculos de mecéanica molecular,
semi-empirico PM3, Hartree-Fock e Teoria do Funcional da Densidade (DFT) foram
empregados para obtencdo da geometria final da edaravona (S1), seu derivado bioisotérico
imidazona (S2), mais sete derivados da imidazona, onde o grupo metila foi alterado para

um benzeno p-substituido com grupos elétron-doadores e elétron-aceptores.
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De acordo com as estruturas descritas na Figura 13, os novos derivados (S2-S9)
quando comparados com a edaravona (S1) apresentam uma forte repulsdo estérica entre o

grupo fenila e metil (S2), sendo muito maior entre as duas fenilas (S3-S9).

S4 S5 S6

S7 S8 S9
Figura 14: Estrutura da edaravona e dos seus derivados

De fato, os céalculos para os oito derivados (S2-S9) analogos da edaravona (S1)
obtidos pelo método DFT/B3LYP com conjunto de bases 6-31G(d,p), implementados no
programa Gaussian mostrou que ndo é possivel obter qualquer conférmero com uma
estrutura planar. Este fato pode ser impactante para a propriedade antioxidante, que
depende de uma conformacdo planar para a deslocalizagéo de elétrons desemparelhados.
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5.4 PARAMETROS FARMACOCINETICOS (CLog P e EH)

No estudo tedrico o ClogP e a Energia de Hidratagdo foram selecionados para
avaliacdo dos pardmetros farmacocinéticos relacionados a solubilidade aquosa e lipidica
dos compostos. Os valores das propriedades calculadas sdo apresentados na Tabela 1.

O CLogP ¢ o parametro que define o carater lipossoluvel de uma substancia entre a
fase aquosa e a fase organica (P= Corg/Caq). Dessa forma, as substancias que apresentam
maior CLogP, exibem maior capacidade em ultrapassar a membrana lipofilica celular,
resultando em maior disponibilidade no organismo, elevando seu efeito farmacolédgico. No
entanto, € necessario haver equilibrio na lipofilicidade da substancia, pois, o meio
intracelular apresenta carater hidrofilico e para que o farmaco atue farmacologicamente é
preciso haver solubilidade neste meio. Assim, a energia de hidratacdo também foi levada
em consideracdo (TAVARES, 2004).

Os valores de ClogP para os derivados analogos variaram de 1,09 para a S9 a 3,56
para a S8, a edaravona apresentou-se com o valor de 1,66 (S1). Devido o principal local de
acdo ser no sistema nervoso, o qual é um ambiente altamente lipossolivel, os derivados
com maiores valores de ClogP do que a edaravona seriam compostos mais ativos de acordo
com dados da literatura (QUEIROZ, 2009).

Tabela 1: Propriedades farmacocinéticas (ClogP e EH) dos derivados analogos utilizando
0s programas computacionais Hyperchem 7.5(2000) e Chemoffice (2005).

Compostos CLogP (kcaE| ;Ino|)
s1 1,66 2,12
2 1,81 2,12
s3 2,77 -3,36
54 3,29 -2,19
S5 3,02 -1,84
S6 2,77 -5,04
57 2,99 -3,09
S8 3,56 -3,04

S9 1,09 -8,38
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Os resultados dos calculos do coeficiente de particdo 6leo/agua (ClogP) indicaram

que sete dos compostos propostos apresentardo uma lipofilicidade superior a edaravona.

As substancias mais lipossoluveis, ou seja, com maior ClogP S4 (3,29), S5 (3,02) e
S8(3,56), exibem valores maiores de EH S4 (-2,19 kcal/mol), S5 (-1,84 kcal/mol) e S8
(-3,08 kcal/mol), apresentando baixa energia liberada em meio aquoso. Em contrapartida,
os derivados com valores menores de ClogP, ou seja, mais hidrossolGveis, como a S9
(ClogP= 1,09) apresentou maior EH (-8,38 kcal/mol), liberando maior energia devido a
capacidade de solvatacdo. Evidenciando coeréncia entre esses parametros. Assim, 0

derivado S9 apresentou menor capacidade de atravessar a membrana celular.

Semelhantemente, os resultados dos calculos para a energia de hidratacdo (EH)
indicaram que seis dos compostos propostos apresentardo uma baixa capacidade de
interacdo com sistemas polares, reforcando a caracteristica lipofilica destes compostos.

5.5 PROPRIEDADES ELETRONICAS DOS DERIVADOS DA EDARAVONA

As energias dos orbitais moleculares de fronteira HOMO e LUMO correspondem a
energia necessaria para remover e adicionar elétrons respectivamente. As moléculas que
possuem baixos valores de energia de HOMO tém fraca tendéncia em doar elétrons, do
contrério, altos valores de energia de HOMO implicam que a molécula apresenta forte
carater doador de elétrons (ANTONCZAK, 2008)

A imidazona (S2) apresenta maior contribui¢do do efeito indutivo doador da metila
na posic¢do 2, quando comparada com a edaravona, cuja metila esté localizada na posicéo 3.
Além disso, para o composto S5, o forte efeito doador por ressonancia do grupamento

dimetil-amina pode ser responsavel por este valor diferenciado dessa molécula.

No entanto, como observado na analise estrutural dos novos compostos, a
capacidade eletron-doadora destes compostos estd comprometida devido as suas repulsdes

estéreo-conformacionais.

Esse efeito comprometeu outras propriedades dependentes da coplanaridade de

orbitais moleculares, como 0 LUMO e 0 GAP-H,

Uma vez que os valores de GAP sdo obtidos pela diferenca entre o LUMO e o
HOMO, trata-se de um parametro referente a estabilidade da molécula, assim, altos valores
de GAP significam alta estabilidade molecular (KARELSON & LOBANOV, 1996). Como
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mostra a Tabela 2, todos os novos derivados ndo apresentaram valores melhores que a

edaravona, exceto para 0s compostos S5 e S9.

S7 S8 S9

Figura 15: Estrutura de HOMO da edaravona (S1) e de seus derivados (S2-S9).

A contribuicdo de cada grupo para a propriedade elétron-doadora nos derivados
analogos da edaravona foi observada usando as contribui¢des destes grupos no orbital de
HOMO, como mostrado na Figura 15. Os resultados mostraram que embora essas
moléculas possuam grupos doadores de elétrons e halogénios, formando as posigdes ricas
em elétrons, a auséncia de coplanaridade ndo permite a extensdo de um sistema w de

elétrons, capaz de contribuir com uma maior capacidade doadora de elétrons.
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Finalmente, a capacidade doadora de elétrons ou hidrogénio foi avaliada buscando

identificar os fatores responsaveis pela maior ou menor capacidade.

De acordo com a literatura a abstracéo de elétrons ou hidrogénio s&o os principais
mecanismos estudados de predicdo da capacidade antioxidante (DINIZ et al., 2004;
ALVES et al.,2010). Dessa forma, os valores do potencial de ionizacéo (PI) e da energia de
dissociacdo de ligacdo (EDL) calculados se referem a facilidade de doacdo de elétron ou

hidrogénio, onde os menores valores exibem maior atividade antioxidante.

Tabela 2: Propriedades eletronicas dos derivados da edaravona determinadas pelo

programa Gaussian, por meio do método B3LYP com conjunto de bases 6-31G.

Compostos H(Cg\'\//;o L(L;\I\;I)O GAP (kcaFI)/ImoI) (kliglll_rggl)
s1 6,03 1,23 479 174,32 81,33
s2 5,08 0,36 5,44 172,71 76,86
s3 6,68 1,56 5,11 184,61 79,42
s4 6,59 1,46 5,12 181,47 79,23
S5 5,58 11,10 447 160,48 78,11
s6 6,32 1,32 5,00 175,29 78,93
57 6,77 1,63 5,14 186,35 79,44
s8 6,79 1,79 5,00 185,91 79,40
s9 7,07 321 3,86 192,86 79,29

De acordo com os valores do PI, os compostos S2 (172,71 kcal/mol) e S5 (160,48
kcal/mol) apresentaram menores valores comparados com a edaravona (174,32 kcal/mol).

Entretanto, todos os novos derivados apresentaram menores valores de EDL,
novamente com destaque para 0s compostos S2 (76,86 kcal/mol) e S5 (78,11 kcal/mol)

apresentaram menores valores comparados com a edaravona (81,33 kcal/mol).

Estes resultados mostram a diferenca entre a edaravona (S1) e a imidazona (S2),
por meio do efeito de ressonancia, onde cada molécula apresenta pelo menos trés estruturas
de ressonéncia apds a abstracdo de um hidrogénio, diferenciando pela presenca de um

carbono secundario na imidazona (S2), com uma maior participacdo da metila por efeito
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indutivo sobre a semiquinona, explicando a maior capacidade antioxidante do derivado

proposto neste trabalho.

H,C H H,C H H,C H
°N‘N (@] N‘N (@] N‘N o’
Si1b f Sla f Slc f

S2

H

y - e
chAN O H3C/<N O ch*N o’

S2b S2a S2c

Figura 16: Estruturas de ressonancia da semiquinona da edaravona (S1) e imidazona (S2)
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos por meio dos métodos computacionais mostraram que 7 (S2-
S8) dos compostos apresentam lipofilicidade superior a edaravona, evidenciando baixa
capacidade de interacdo com sistemas polares, reforcando a caracteristica lipofilica destes
derivados, indicando maior facilidade em ultrapassar a barreira lipofilica da membrana

celular.

A andlise dos valores de Pl e HOMO revela que o derivado imidazona podera
apresentar maior atividade antioxidante comparado a edaravona, devido ao efeito da

ressonancia que permite ao grupo metila agir sobre a semiquinona.

Embora ndo seja possivel obter qualquer conférmero com uma estrutura planar e
isso afete a propriedade antioxidante dos derivados, os resultados s&o promissores pois por
meio dos célculos concluimos que o método de planejamento usando o bioisoterismo

forneceu um novo padrdao de compostos com atividade semelhante a edaravona.
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