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EPIGRAFE

N&o esta na natureza das coisas qualquer homem
fazer uma descoberta subita e violenta, a ciéncia
vai passo a passo, e cada homem depende do
trabalho de seus antecessores.

(Ernest Rutherford)



RESUMO

O paracetamol € um analgésico e antitérmico clinicamente comprovado, que promove analgesia
pela elevacdo do limiar da dor e antipirese através de agdo no centro hipotalamico que regula a
temperatura. Atualmente, o paracetamol ¢ um dos medicamentos que esta disponivel em todos
os paises do mundo e pode ser adquirido sem prescricao médica. Além disso, ¢ considerado um
dos farmacos mais utilizado no mundo, pois, € de baixo custo e de facil acesso, e pode ser usado
a partir do nascimento a idade adulta. Tal como os anti-inflamatérios nao esteroides (AINEs) o
paracetamol € capaz de inibir a sintese de prostaglandinas a partir do &cido araquidénico sob
condicdes especificas por inibi¢ao da ciclooxigenase (COX). Mesmo sendo considerado seguro
em doses terapéuticas, o paracetamol tem uma toxicidade atribuida a um de seus intermediarios
metabdlico chamado N-acetil-p imina-benzoquinona (NAPQI), produzido através de enzimas
presentes no citocromo P450 (CYPE21). Dessa forma o objetivo deste presente trabalho ¢
planejar, sintetizar e avaliar possiveis atividades antinociceptiva e antipirética de analogos do
paracetamol, ortacetamol e seus derivados visando obter um derivado menos toxico. Os
calculos de propriedades eletronicas tais como orbital molecular ocupado de maior energia
(HOMO), orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO), potencial de ionizagao
(PI), energia de dissociacao da ligacao fendlica (EDLon) e densidades de spin, foram realizados
usando os pacotes Gaussview ¢ Gaussian 2009. Os resultados dos valores de EDLon € os
respectivos valores de energia de dissociacdo da ligacdo amidica (EDLnn), entre outros
parametros eletronicos observados mostraram que a mudanga da hidroxila para a posi¢ao orto
aumenta a estabilidade da molécula possivelmente por uma quelacdo definida por uma ligacao
de hidrogénio da amida com o radical fenoxil. Diante desses resultados ¢ possivel que os
compostos de menores energia de EDLnn possa ser menos toxico ja que pode dificultar a agao
da CYP na oxidacdo para formar intermedidrios toxicos. Um derivado clorado foi proposto e
sintetizado e estd em fase de avaliacdo biologica. O ortacetamol teve agdo antioxidante mais
potente que o paracetamol e suas propriedades experimentais estdo de acordo com os valores
teoricos. Concluimos entdo que, o ortcetamol pode ser um potencial candidato bioativo mais

seguro que o paracetamol.

Palavras-chave: Toxicidade, metabolismo, modelagem molecular, modificagdo molecular.



ABSTRACT

Paracetamol is a clinically proven analgesic and antipyretic, which promotes analgesia by
elevating the pain threshold and antipyretic through action in the hypothalamic center that
regulates the temperature. Currently paracetamol is one of the medicines that is available in all
the countries of the world in places related to health and can be acquired without prescription.
Considered one of the most widely used drugs in the world as it is cheap and easy to access, it
can also be used from birth to the elderly. Like non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
paracetamol is able to inhibit the synthesis of prostaglandins from arachidonic acid under
specific conditions by inhibiting cyclooxygenase (COX). Although it is considered safe at
therapeutic doses, Paracetamol has a toxicity attributed to one of its metabolic intermediates
called N-acetyl-p-imine-benzoquinone (NAPQI), produced through enzymes present in
cytochrome P450 (CYPE21). Thus, the objective of this present work is to plan, synthesize and
evaluate possible antinociceptive and antipyretic activities of paracetamol analogues,
ortacetamol and its derivatives in order to obtain a less toxic derivative. The calculations of
electronic properties such as higher energy occupied molecular orbital (HOMO), lower energy
unoccupied molecular orbital (LUMO), ionization potential (P1), phenolic bond dissociation
energy (BDEon) and spin densities were performed using the Gaussview and Gaussian 2009
packages. The values of the average values of BDEnH, among others, are those that are observed
with the quality of a heating cycle for the high speed with the possibility of a chelation defined
by a hydrogen bond of the amide with the phenoxyl radical. Given the results it is possible that
BDEnH energy compounds may be less potent than hindering the action of CYP on oxidation
to form toxic intermediates. A proposed chlorinated derivative was proposed and synthesized.
It is in biological evaluation phase. Orthacetamol was more potent antioxidant than
paracetamol. Experimental results are in aggrement with theoretical values. We conclude that

ortcetamol may be a potentially safer bioactive candidate than paracetamol.

Keywords: Toxicity, Metabolism, Molecular modeling, Molecular modification.
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1. INTRODUCAO

O paracetamol ou acetaminofeno é o farmaco com propriedades analgésica e
antipirética mais utilizado no mundo. Possui baixa a¢do anti-inflamatoria, possui também um
espectro de acdo semelhante ao dos AINEs. Atualmente, o paracetamol € um dos medicamentos
que esta disponivel em todos os paises do mundo e pode ser adquirido sem prescricdo médica.
Considerado um dos farmacos mais utilizado no mundo, pois, é de baixo custo e de facil acesso,
além disso pode ser usado em todas as fazes da vida (GRAHAM et al., 2013).

O paracetamol é um analgésico e antitérmico clinicamente comprovado, que promove
analgesia pela elevacdo do limiar da dor e antipirese através de agdo no centro hipotalamico
que regula a temperatura (ARONOFF & NEILSON 2001). Seu efeito tem inicio 15 a 30
minutos apos a administracao oral e permanece por um periodo de 4 a 6 horas. O paracetamol
€ um analgésico de acdo central, ndo pertencente aos grupos dos opidceos e salicilatos
(JOZWIAK-BEBENISTA & NOWAK, 2014).

Apesar de ser utilizado na clinica médica a mais de um século, estudos indicam que,
em doses terapéuticas, o paracetamol é considerado seguro. No entanto, em sobredosagem esse
farmaco pode causar efeitos hepatotdxicos, podendo causar lesdes hepatotoxicas devido a um
metabolito gerado ao ser metabolizado no figado (XU et al., 2008). Nas Gltimas décadas
estudos relacionaram o uso da aspirina a sindrome de Reye, doenca que acomete o cérebro e o
figado, ocorre em criancas e esta relacionada ao uso de salicilatos. Dessa forma o paracetamol
passou a ser 0 medicamento de primeira escolha para criangas e gravidas com sintomas de
dores.

A glutationa é a enzima responsavel pela neutralizacdo do potencial téxico do
paracetamol, como as criangas normalmente apresentam altos estoques de glutationa era
esperado que estas fossem menos vulneraveis ao paracetamol, entretanto estados de febre
prolongada, diarreia, vomitos, ou subnutricdo baixam os niveis de glutationa o que torna as
criancas tao suscetiveis quanto os adultos (HURTADO-GONZALEZ et al., 2018).

Embora apresente toxicidade, o paracetamol pode ser considerado seguro em doses
terapéuticas, em uma quantidade de 4g ao dia por paciente, mas a falta de informacédo da
populacdo no geral, e outros problemas como a deplecdo dos niveis de glutationa e uma
ativacdo exacerbada da CYP, ha ainda uma grande quantidade de farmacos que possuem

paracetamol na sua composicdo pode facilmente levar a um quadro de hepatotoxidade.
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A intoxicacdo por paracetamol ¢ um problema clinico importante, pois ¢ responsavel
por 50% das intoxica¢des no Reino Unido e 10% nos EUA Somente no Reino Unido, isso
resulta em 82.000 a 90.000 apresentagdes hospitalares por ano (BATEMAN, et al., 2014;
MOWRY et al., 2015).

A toxicidade geralmente se divide em duas categorias: overdose intencional e overdose
ndo intencional. Ha relatos de casos raros de toxicidade apds a dosagem dentro da faixa
terapéutica, embora haja um debate sobre se esta ultima categoria realmente existe. De fato,
um artigo de revisdo concluiu que, em ensaios prospectivos, doses terap€uticas de paracetamol
nao causam toxicidade, e observa que somente em estudos retrospectivos ocorre toxicidade
terapéutica e isso provavelmente se deve aos vieses inerentes a analise retrospectiva (DART et
al., 2007).

Cerca de 150-250 mortes ocorrem diretamente devido ao envenenamento por
paracetamol a cada ano no Reino Unido e estas geralmente ocorrem em pacientes que se
apresentaram tardiamente ao hospital, tomaram uma dose excessiva, aqueles que provocaram
sua overdose, ou que tomaram uma overdose nao intencional (CRAIG et al 2011).

Partindo deste contexto, o presente projeto tem como objetivo desenvolver analogos do
paracetamol na tentativa de conseguir um derivado menos toxico e com um maior potencial
terapéutico. Mostramos, portanto, o primeiro desenho de farmacos de analogos de paracetamol
usando célculos de energias de dissociacdo de ligacbes na selecdo para a sintese e avaliacéo
biologica de novos derivados.

Nosso objetivo € contribuir para um melhor entendimento das caracteristicas
mecanisticas desses processos e delineamento de farmacos de analogos do acetaminofeno com
menor hepatotoxicidade e melhor atividade analgésica. O método de modificacdo molecular
utilizado € o regioisomerismo, alterando a posicdo da hidroxila do paracetamol (PAC),

modificando a hidroxila da posi¢do para para a posicdo orto, gerando o ortacetamol (OAC)

(Figura 1).
0 L
NH NH

PAC O)\

CHj OAC 0" “CH,

Figura 1:Paracetamol e seu andlogo regioisdbmero ortacetamol.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Planejar, sintetizar e avaliar as propriedades fisico-quimicas tedricas de regioisomeros

do paracetamol e seus derivados analogos como analgésicos, antipirético e anti-inflamatorio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o estudo do mecanismo de toxicidade do ortacetamol.

e Realizar o estudo do metabolismo do ortacetamol.

e Planejar sintese de derivados do ortacetamol.

e Realizar a sintese de isomeros do ortacetamol.

e |dentificar e caracterizar as propriedades fisico-quimica de isdmeros do ortacetamol.

e Avaliar a toxicidade de isdmeros do ortacetamol, comparando com o paracetamol.

e Estabelecer a relacdo estrutura quimica e atividade bioldgica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 PARACETAMOL

O paracetamol € um composto de pequena massa molecular, pode ser considerado um
acido extremamente fraco com o pK de 9.7 a solubilidade de 1g da substancia em agua séo: 70
mL a 25°C e 20 mL a 100°C, 10 mL em alcool etilico, 50 mL em cloroférmio, 40 mL em
glicerina, mas é fracamente soltvel em éter etilico. Ele é estavel a temperatura, luz, umidade e
em pH entre 4 e 7 a 25°C. Ele e outros compostos relacionados podem ser determinados e
caracterizados por diversos métodos de analises. Tem como caracteristica quimica um fenol, e
como todos os fenois pode ser facilmente oxidado e essa oxidacgéo esta diretamente relacionada
a toxicidade também ao seu mecanismo de agdo (INDEX MERCK, 2013).

Em 1895, verificou-se que este composto estava presente na urina de pacientes que
recebiam a fenacetina (FNT) e acetanilida (ACA), indicando que o paracetamol era um
metabolito destes compostos (Figura 2). Somente em 1948, entretanto, foi que Brodie e
Axelrod constataram que paracetamol era 0 maior metabdlito da fenacetina e da acetanilida
(BRODIE & AXELROD, 1948). O paracetamol passou a ser utilizado pela medicina por volta
de 1956 na Inglaterra e nos Estados Unidos, parecendo apresentar tais propriedades
antipiréticas e analgésicas e logo se tornou extremante popular, agora é recomendado em todas
as diretrizes de definicdo de cuidados de saude como analgésico de primeira linha para adultos

e criancas com dor leve a moderada (CHOI et al., 2018).

O, .

FNT o)\c:H3 PAC O)\CH ACA o CHs

Figura 2: Farmacos precursores do paracetamol.



17

3.2 FARMACOCINETICA E FARMACODINAMICA DO PARACETAMOL

Considerado ter uma boa absorcéo o paracetamol é absorvido de forma rapida e quase
que total pelo intestino delgado quando vazio. Ao contrario da absor¢do gastrica, que € quase
insignificante, porém a taxa de absorcdo diminui quando administrado com alimentos
(STILLINGS et al., 2000).

A administracdo do paracetamol pode ser por via oral, retal ou intravenosa. O mesmo
pode ser comercializado em forma de comprimidos de libertacdo imediata, comprimidos de
libertacdo prolongada, comprimidos efervescentes, xaropes, supositérios e ainda preparacdes
para administracdo intravenosa (GRAHAM et al., 2013).

Uma vez no ambiente basico do duodeno, o paracetamol atravessa rapidamente a
mucosa e entra na corrente sanguinea. O paracetamol apresenta uma baixa ligagéo as proteinas
plasmaéticas (10 a 25%), uma caracteristica fundamental que o diferencia de outros analgésicos
e antipiréticos, como o ibuprofeno (CHOU et al., 2013).

Os mecanismos do efeito analgésico do paracetamol diferem dos AINEs. Vérias linhas
de evidéncia indicam que, além da inibicdo da COX, o sistema de controle da dor descendente
e serotoninérgico também estd associado a analgesia com paracetamol. A farmacocinética
consiste no estudo, em funcdo do tempo, dos processos de absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo e excrecdo (ADME) que um farmaco sofre, a partir do momento que é
administrado até chegar ao seu local de acdo (SANAKA et al., 1998).

E indiscutivel a eficacia do paracetamol como analgésico para dores leves e moderadas
também como antipirético. Poucos medicamentos se assemelham ao paracetamol em termos
de eficacia e seguranca. Acido acetilsalicilico e ibuprofeno demostraram a mesma
tolerabilidade e uma similaridade de eficiéncia antitérmica (WAHBA, 2004).

Assim como os anti-inflamatorios ndo-esteroides (AINES), e diferente dos analgésicos
opioides, o paracetamol ndo provoca alteracdes no humor, podendo ser livre de dependéncia e
toleréncia, podendo ser usado de forma isolada ou em combinacdo com outros analgésicos para
tratamento de dor crénica. Apesar da sua menor eficacia do que os AINES, o paracetamol é
amplamente recomendado como analgésico primeira escolha em dores leves e moderadas
devido a sua melhor tolerancia (NIKLES et al., 2005).


https://link.springer.com/article/10.1007/s10787-013-0172-x#CR223
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Figura 3: Metabolismo do paracetamol (PAR), difosfato de uridina galactose (UDP-GA), glutationa transferase

(GSH), N-acetil-p imina-benzoquinona (NAPQI) citocromo p450 (CP45), adaptado (Shinoda, et al 2007).

Os picos plasmaticos do paracetamol podem ser atingidos entre 40-60 minutos apds a

administracao, sendo considerado com uma boa absorcao através do trato digestivo. Cerca de

90 % da quantidade absorvida sofre biotransformacéao hepaética, por trés mecanismos distintos:

a conjugacdo com o &cido glicurénico por meio da acdo da glicuroniltransferase (40-60 %);

sulfatacdo, reacdo mediada pela acdo da sulfotransferase (20-46 %) e a via oxidativa, que ocorre
em menor grau, normalmente de 5-15% (Figura 3), por acdo das enzimas do citocromo P450

(CYP2E1) (BERTOLIN et al., 2006; LANCASTER, et al., 2015).
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3.3 TOXICIDADE DO PARACETAMOL

Mesmo sendo considerado seguro em doses terapéuticas, o paracetamol tem uma
toxicidade que € atribuida & um de seus intermediérios metab6lico chamado N-acetil-p imina-
benzoquinona (NAPQI) (Figura 4). Produzido através de enzimas presentes no citocromo P450
(CYPE21) por duas vias metabdlica, onde parte da substancia sofre inicialmente uma
desacetilacdo e, em seguida, ambas sofrem oxidagdo, formando o produto NAPQI. Outras
isoformas do CYP importantes no metabolismo do paracetamol tém sido mostrados ser a
CYP2E1, CYP1A2, CYP3A4 e CYP2D6 (DONG, et al., 2000).

CH,
O~ "NH NH,
Desacetilagéo
OH OH
PAR PAF
-H* -e -H -e”
Oxidagéo Oxidagéo
CH, CH,
o) ||\| O%I\ NH NH, NH
-H* -e” -H* -e”
Oxidagdo Oxidagéo
0 o. O. ©
NAPQI NAPSQI PASQI PBQI

Desacetilacéo

Desacetilacéo

Figura 4: Rota metabdlica do NAPQI, metabdlito tdxico do Paracetamol e p-amiofenol.
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E bem estabelecido que até 10% do paracetamol é metabolizado em NAPQI, porém
enzimas como a glutationa (GSH), desempenham um papel importe para desintoxicar essa
porcentagem toxica do paracetamol onde o NAPQI forma um conjugado com a glutationa
formando um composto ndo toxico de cisteina que é excretado na urina (Figura 5)
(CAPARROTTA, et al., 2018).

HO 0O HQ
CP450 GSH

P —_ —» SG

- -
0 G@SSG 0 0
N~ N— N4

H CH3 CH3 CH3

Figura 5: Glutationa neutraliza o metabolito toxico.

A hepatotoxicidade do paracetamol parece ocorrer por uma sequéncia complexa de
eventos no hepatocito. Esses eventos incluem o metabolismo do CYP para o metabolito reativo
NAPQI, que depende da glutationa por uma reacdo de conjugacéo e se liga covalentemente a
proteinas, podendo no caso de perda de glutationa, causar um aumento na resposta ao estresse
oxidativo, e esse aumento do estresse oxidativo, possivelmente associado a alteracbes no
metabolismo do calcio (HINSON, et al 2010). As provaveis vias de reacdo da NAPQI séo a
formacdo de adutos com proteinas, oxidacao de sulfidrila de proteinas, ligacdo covalente com
DNA em o6rgdos como figado e rins, rompendo a homeostase celular (TIRMENSTEIN &
NELSON, 1990).

Deste modo, em ratos, camundongos e humanos, uma overdose de paracetamol pode
resultar em severa necrose hepatica centrolobular. Porém, a necrose tubular renal também foi
observada. Embora a faléncia renal aguda seja incomum, altas doses podem levar a faléncia
hepatica fulminante. Além disso, a necrose epitelial pulmonar de células ndo ciliadas
bronquiolar e adutos covalentes com proteinas foram observados em pulmdes de ratos
(WELLS et al 1995).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hinson%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20020268
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3.4 MECANISMO DE ACAO DO PARACETAMOL

Tal como os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) o paracetamol é capaz de inibir
a sintese de prostaglandinas a partir do acido araquiddnico sob condi¢des especificas (baixa
concentracdo de peroxidos em ceélulas isoladas) por inibicdo da ciclooxigenase (COX)
(/ANDERSON, 2008).

Nesta via, a enzima prostaglandina H sintetase (PGHS, ou COX) promove a
transformacdo do acido araquidénico (AA) em prostaglandina G2 (PGG.), pela COX, e
posteriormente em prostaglandina H2 (PGH2), pela peroxidase (POX). A COX é dependente
da POX, pois necessita de um radical de tirosina-385 (Tyr385*) que, por sua vez, requer a
presenca do radical cation ferro-protoporfirina IX (Fe4+=0OPP*+), que se forma na POX. O
paracetamol, sendo um fenol, € um potente agente redutor, atuando como co-substrato redutor
na reagdo que forma o Fe4+=0OPP*+, diminuindo a sua disponibilidade ao nivel da COX e,
assim, diminuindo a acéo desta enzima (Figura 6) (ANDERSON, 2008).

Segundo Graham (2013), a COX-2 é a principal isoenzima da COX envolvida na sintese
de prostaglandinas quando as concentracfes de acido araquiddnico sdo baixas. Quando a
concentracdo de acido araquiddnico é elevada, a sintese de prostaglandinas é mediada pela
COX-1, ou seja, o paracetamol pode ser um inibidor seletivo da COX-2. Contudo, o

paracetamol também pode inibir a COX-1 se os niveis de peroxidos forem reduzidos.

Tyr385 +AA*

Figura 6: Mecanismo de acdo do paracetamol inibindo a sintese de prostaglandina (Adaptado Anderson, 2008).

Novas informacdes relativas ao mecanismo de acéo do paracetamol foram fornecidas

pela identificacdo de mais uma isoforma da COX, a COX-3 (um produto de processamento
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do splice alternativo da COX-1), que existe predominantemente no SNC (Sistema Nervoso
Central) de algumas espécies. O paracetamol, bem como outros farmacos com propriedades
semelhantes (antipirina e dipirona), mostrou ser inibidor seletivo desta enzima
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Na ocorréncia de febre, os pirogénios enddgenos produzidos pelos leucocitos provocam
um aumento de prostaglandinas E2 no liquido cefalorraquidiano. O paracetamol reduz a febre,
blogueando a formacé&o e a liberagdo de prostaglandinas no sistema nervoso central, e inibe a
acdo de pirogénios enddgenos nos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) do hipotalamo,
resultando em vasodilatacdo periférica, sudorese e dissipacdo de calor (ANDERSON et al.,
1998).

O efeito analgésico é mediado pela ativagéo das vias serotoninérgicas. Ainda existe um
debate sobre o seu principal local de acéo ser a partir da inibicdo da sintese de prostaglandinas
ou atraves de um metabdlito que influencia os receptores canabindides CB1. Neste caso, 0
paracetamol sofre desacetilacdo, formando p-aminofenol no figado. No cérebro e na medula
espinhal, o p-aminofenol é conjugado com o é&cido araquidonico, formando N-
araquidonoilfenolamina (AM404) a partir da amida hidrolase de acido graxo (FAAH) (Figura
7). Este canabindide endogeno € um agonista dos receptores TRPV1 (Receptor de Potencial
Transitorio Vanildide do tipo 1) e um inibidor da captacédo celular de anandamida. A sua
presenca conduz ao aumento dos niveis enddgenos de canabindides, aumentando a atividade
dos receptores serotoninérgicos (5-HT) que inibem a transmissdo de estimulos nocivos,
produzindo antinocicepcdo e analgesia (ANDERSON, 2008; BERTOLINI et al., 2006).

O>_
CH ~< >;

PAF

PAR

AM404

Figura 7: Metabolito da conjugacdo do p-aminofenol e acido araquidénico.
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3.5 MODELAGEM MOLECULAR DE FARMACOS

A capacidade de predicdo do metabolismo de um possivel candidato a farmaco para
que chegue ao mercado com mais seguranga pode ser otimizada pelo uso de métodos teoricos,
como ADME (Absorgédo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo). Os calculos tedricos
baseados em métodos DFT (Density Functional Theory) surgiram como alternativas ao ab
initio, tradicional célculo no estudo da estrutura e reatividade de sistemas quimicos (ALVES
et al., 2006). Assim, com HF (Hartree-Fock), metodo de aproximacao para determinarcdo de
funcdo de onda e energia, em cauculos de mecénicas molecular baseados em métodos
semiempiricos, que tém aplicacdo limitada a sistemas que contém elementos para 0s quais
foram desenvolvidos parametros correspondentes.

Uma vez conhecida a estrutura do receptor eleito como alvo terapéutico adequado para
o tratamento de uma patologia pode-se planejar uma molécula capaz de interagir eficazmente
com este receptor. Esta estratégia de planejamento, geralmente emprega técnicas de quimica
computacional, em que a modelagem molecular ¢ ferramenta extremamente util. A modelagem
molecular consiste em uma técnica empregada para se estudar as caracteristicas estruturais e
propriedades fisico-quimicas de uma substancia, empregando recursos da quimica
computacional acopladas a interfaces graficas (BARREIRO, FRAGA, 2001).

O avango da quimica computacional tem sido de grande importancia no planejamento
e desenvolvimento de novos farmacos, com isso a quimica medicinal tem avangado se
utilizando desses métodos para a inovagao de sintese ¢ modificagdo molecular de moléculas
bioativas e sua relacdo estrutura atividade. Dentro deste contexto, estd o avango da biologia
molecular que possibilita a descoberta de novos alvos farmacoldgicos contribuindo para o
desenvolvimento de novos farmacos (PANCOTE, 2009; BARREIRO et al 2002). Assim a
quimica medicinal possui varios métodos eficientes para otimizar e potencializar o perfil
farmacoldgico de substancias, levando ao planejamento e sintese de substancias cada vez mais
ativas, com biodisponibilidade satisfatoria, melhorando a toxicidade indesejada e o
metabolismo adequado ao seu emprego terapéutico (KOROLKOLVAS, 1988).

A crescente necessidade por substincias inovadoras para determinadas doengas e no
melhoramento de fArmacos, tais como diminuir ou eliminar toxidade e potencializar a agdo de

farmacos, a modelagem molecular tem ocupado um lugar de destaque na quimica medicinal.
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Modelagem molecular ¢ a investigacdo das estruturas e das propriedades moleculares usando
a quimica computacional e as técnicas de visualizagdo grafica, visando fornecer uma

representacao tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias (SANT'ANNA, 2002).

3.6 MODIFICACAO MOLECULAR

Considerando que a modificacdo molecular consiste em tornar uma substancia quimica
bem determinada e conhecida como modelo ou protdtipo, € usado estes modelos para planejar
novos compostos que sejam homologos ou andlogos estruturais. Para isso existem varios
métodos de modificagdo molecular como: simplificacdo molecular; dissociagao de sistemas
anelares fundidos; dissociacdo de grupos benzénicos em sistemas anelares; latenciacdo
molecular e sintese de series homologas. (WERMUTH, 2003).

A sintese de séries homologas, diferencia as moléculas da série homologa somente pela
introducdo de um grupo. Quando a inserc¢do do grupo se da em uma cadeia, origina homologo
linear e quando ocorre em um sistema ciclico, origina homologo ciclico. No entanto, pode
haver variacGes neste processo, como a inser¢do de um grupamento, originando homélogo
ramificado (WARD et al., 1992).

3.7 DERIVADOS DO PARACETAMOL

Desde que se tem ciéncia de que o paracetamol pode ser toxico em doses acima do
considerado normal ou até mesmo por algum problema da enzima glutationa transferase que ¢
responsavel por eliminar o metabdlito toxico, varios estudos tém se intensificado para tentar
desenvolver um andlogo do paracetamol que tenha as mesmas caracteristicas farmacologicas,
porém, menos toxico. (DUFTY, et al., 2001).

Embora todos esses esforgos, resultaram em pouco sucesso na obten¢do de um novo
composto mais seguro para o mercado farmacéutico. Esses estudos tém contribuido para a

melhor compreensao da estrutura quimica e atividade do paracetamol, assim como para o seu
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mecanismo de a¢do e de toxicidade que podem contribuir para o desenvolvimento de novos

farmacos (DINIZ, et al., 2004).

3.7.1. Derivados Homologos do Paracetamol Monometilados e Dimetilados

Alguns derivados monometilados do paracetamol foram estudados por Nelson et al
1986 (Figura 8), nos quais esperavam modificar a conjugacdo do grupo acetil com o anel
benzénico e impedir ou dificultar a oxidagdo pelas enzimas do Citocromo P450. No entanto,
0s seus achados mostraram uma diminuigéo, tanto na atividade analgésica, quanto no potencial
citotoxico, quando comparados ao paracetamol na dose de 750 mg/kg, demonstrando que estas
atividades podem estar diretamente relacionadas a oxidacdo (NELSON, et al., 1991).

OH OH OH
H;C
H;C
N
HNYO HN\(O H,C o)
CH;4 CH,4 CH;
3-MPAR 2-MPAR N-MPAR

Figura 8: Derivados monometilados do paracetamol.

Os resultados mostraram que estas duas atividades sdo dependentes da formacdo do
intermediario NAPQI. Quimicamente, o N-metil ndo pode formar o intermediario quionona-
imina, o que explicaria sua baixa atividade, enquanto que os derivados 2 e 3-metil modificam
a reatividade de suas formas quinona-imida, quando comparados com o paracetamol, sendo
gue no composto 2-metil, um dos locais de reacdo de adicao de nucleofilos, ao sistema quinona-
imina, esta impedido.

Considerando que a atividade anti-inflamatéria ocorre pela oxidacdo do 4cido
araquiddnico e o metabolismo do paracetamol para a formacéo do intermediario toxico NAPQI

é uma reacdo de oxidacdo, as propriedade anti-oxidante desses derivados foram avaliadas para
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explicar sua capacidade de formar o intermediario reativo NAPQI, através de voltametria
ciclica em condicbes diferentes de pH, aproximando do sistema biologico. Os resultados do
potencial de oxidagdo mostraram uma boa relagdo com a poténcia citotoxica e atividade
analgésica, exceto para 0 composto 2-metilparacetamo (NELSON, et al., 1991).

Para os compostos dimetiladdos, 0 mecanismo de toxidade do intermediario tdxico
quinona-imina foi realizado através do estudo da reatividade dos derivados na forma quinona-
imina reagindo com nucleéfilos (Figura 9). Os compostos 2,6-dimetil-paracetamol (2,6-DMP)
e 3,5-dimetil-paracetamol (3,5-DMP) foram oxidados com tetraacetato de chumbo para formar
N-acetil-2,6-dimetil-p-benzoquinona iminas (2,6-DM-PBQI) e N-acetil-3,5-dimetil-p-
benzoquinona iminas (3,5-DMPBQI), respectivamente (FERNANDO, et al., 1980).
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—_—
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\H/CH3 \H/CHs
O O
3,5-DMP 3,5-DM-PBQI

Figura 9: Derivados dimetilados do paracetamol.

A reacdo do composto N-acetil-2,6-dimetil-p-benzoquinona imina com acido cloridrico
formou 3-cloro-2,6-dimetil-4-hidroxi-acetanilida, engquanto que as reacdes com anilina,
etanotiol e etanol formaram os adutos tetraédricos, através da adicdo ao carbono da imina, em
oposicdo aos produtos de adicdo esperados da quinona-imina, como um reagente eletrofilico
via adicdo de Michael, enquanto que a reacdo com agua formou derivado dimetil-p-
benzoquinona (Figura 9).

No entanto, o composto N-acetil-3,5-dimetil-p-benzoquinona iminas reagiu com agua

e anilina também na posicdo C1, produzindo os compostos dimetil-pbenzoquinona e 3,5-
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dimetil-N-fenil-p-benzoquinona imina, enquanto que o etanotiol reagiu no carbono C3
formando o composto 3,5-dimetil-2-tioetil-4-hidroxiacetanilida. Como os resultados ndo estéo
de acordo com a proposi¢cdo original, é provavel que as condi¢fes para as reacdes sejam
diferentes ou ndo foram encontradas ou realmente a reatividade molecular de NAPQI no
carbono carbonilico é maior que no carbono do alceno (CALDER, 1981).

3.7.2. Derivados da Associacdo do Paracetamol e Salicilatos

Borges 2007, desenvolveu derivados de salicilatos como antioxidantes através de uma
associagao molecular do paracetamol e acido salicilico (Figura 10). Sabendo que o acido
salicilico € um anti-inflamatorio da classe dos AINEs, associou o ao grupo farmacoforico do
paracetamol. Trés derivados desta associagdo entre p-aminofenol e salicilatos foram

sintetizados e sua atividade antioxidante avaliada e comparada com o Trolox e com seus

precusores.
HO
HO\O o HO 0 0
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Figura 10: Derivados de salicilatos em associa¢do com paracetamol.

A rota sintética geral empregada para preparar os compostos alvos foi baseada na
acilacdo ou benzoila¢do do p-aminofenol ou acido 5-amino-salicilico com cloreto do benzoila
ou anidrido acético, formando o p-benzamidafenol (PBZ), 4acido 5-acetilamido-2-
hidroxibenzoico (ASA) eo 4cido 5-benzamido-2-hidroxibenzdico (BSA), respectivamente,
com rendimento 80-90%. Os dados de RMN de H' e C'* foram usados para determinar a
estrutura dos produtos derivados da reacdo (BORGES, et al., 2011).

O estudo tedrico do metabolismo do acido salicilico usando célculos de quimica
quantica pela teoria da densidade funcional de no nivel B3LYP, com a base 6-31G*, empregada

para obter a energia, o potencial de ionizac¢do e a distribuicdo da densidade de spin do acido
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salicilico comparando com seus derivados, fenol e acido benzoico. Os resultados confirmam
que a geracdo regiosseletiva do acido 2,5-dihidroxibenzdico pelo CYP450 e acido 2,3-
dihidroxibenzdico e catecol como derivados da reagdo seqiiestrantes da atividade antioxidante.

Além disso, as atividades antioxidantes dos compostos foram comparadas com o
potencial de ionizagcdo e 0 HOMO (orbital molecuar de mais alta energia ocupado), calculados
usando métodos DFT, para explorar a relacdo estrutura-atividade. Todos os célculos foram
executados usando os pacotes computacionais Gaussian 09, Hyperchem 7.5 (BORGES, et al.,

2013).

3.7.3. Derivados Regioisémeros

Dando continuidade aos estudos de analogos do paracetamol do nosso grupo, Queiroz
et al 2012, avaliou a toxicidade de analogos regioisémeros ortobenzamol e ortacetamol (OAC),
em modelos in vitro e in vivo. O ortobenzamol (OBZ) demonstrou se que 0 mesmo apresenta
maior seguranca quando comparado ao paracetamol (Figura 11). Os resultados obtidos
atribuem ao ortobenzamol auséncia de neurotoxicidade, menor potencial hepatotoxico e

hematotdxico e, auséncia de nefrotoxicidade nas doses testadas.

N CH3
oH H
OAC

Figura 11: Estrutura quimica do ortobenzamol e ortacetamol regioizomeros do paracetamol.

O planejamento molecular realizado foi baseado na estrutura do ligante usando métodos
de quimica quantica no nivel DFT para regioisomeros do paracetamol como candidatos a
farmacos analgésicos. Os descritores moleculares HOMO, PI (potencial de ionizagdo), energia
de dissociacdo da ligagdo fenodlica (EDLon) e distribuicdo da densidade de spin foram
relacionados com a reatividade quimica do radical tirosil, um grupo reativo presente no sitio

ativo da ciclo-oxigenase, bem como pela formagao de moléculas do tipo N-acetil-benzoquinona
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imina através da abstragdo de elétron ou hidrogénio, as quais sdo responsaveis pela toxicidade
do paracetamol.

O mecanismo envolvido ndo estd completamente compreendido, mas os resultados
sugeriram que os receptores opidides poderiam estar envolvidos na acdo antinociceptiva
observada para o composto testado (QUEIROZ, et al., 2012).

Neste presente trabalho estudaremos o derivado ortacetamol estudos recentes
demostraram que um andlogo com a hidroxila na posi¢cao meta dificultou a oxidagdo quimica,
essa transformacao na molécula com a hidroxila na posicdo meta se mostrou ser significativa
somente na presenca de oxidante forte. Nesse trabalho propomos analogos com uma
modificagdo do ortacetamol, colocando radicais doadores e receptores de elétrons na tentativa

de proteger a hidroxila da oxidacao.

4. JUSTIFICATIVA

Dessa forma, dando prosseguimento ao desenvolvimento ¢ melhoramento de farmacos
anti-inflamatorios e analgésicos, foi proposto a sintese de andlogos ao paracetamol com o
objetivo de diminuir ou eliminar a toxicidade, partindo do pressuposto que um medicamento
deve ser eficaz e toleravel, ou seja, sem efeitos colaterais graves.

A caréncia de farmacos adequados para muitas patologias, bem como a necessidade do
aprimoramento dos ja existentes, torna necessaria a busca e o desenvolvimento de novas
substancias, para obtencdo de protdtipos com maior potencial terapéutico e com menor
toxicidade.

Devido a toxicidade do paracetamol, tem se motivado a estudos para buscar e
desenvolver novos analogos com menos toxicidade mantendo sua atividade terapéutica
(MADRIGAL-SANTILLAN et al., 2014). Assim, para obter um firmaco com menos
toxicidade e com atividade terapéutica foi proposto mudangas na estrutura quimica do
paracetamol utilizando técnicas de regioisomerismo a partir de estudos prévios de Borges et al
2007.

Mesmo sendo considerado seguro em doses normais ha o risco de hapatotoxicidade
relacionada a excessiva ativagdo do sistema citocromo P450 ou pela deple¢dao dos niveis de

glutationa do hepatocito ou pela sobre dose relacionada a extensas variedades de medicamentos
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que incluem o paracetamol em sua formula, sendo necessério o desenvolvimento de derivados

mais seguros do paracetamol.

5. METODOLOGIA

5.1 PLANEJAMENTO

Através de estudos anteriores do nosso grupo a partir do paracetamol por estudo de
planejamento racional de farmacos obtiveram a seguintes moléculas que foram denominadas
de ortacetamol e ortobenzamol. A partir de estudos prévios dessas moléculas, propomos
derivados do ortacetamol (2), através de técnicas de regioizomerismo, colocando radical
doador de protons (CH3) e (OCH3), receptor de protons (NO2»), e doador e receptor de protons

(C)) e (F), na posi¢ao meta em relagdo ao grupamento amina (Figura 12).
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N* "CH; NJ\CH3
OH OH
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Figura 12: Paracetamol e seus derivados regioisdmeros.
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As novas estruturas foram submetidas a andlise conformacional pelo método semi-
empirico PM3 (Terceira Parametrizagdo) empregado na otimizacdo de geometria, para
obten¢do de estruturas de menor energia e mais estaveis, e parametros teoricos relevantes para
o estudo da relacdo entre estrutura e atividade molecular. Os calculos de propriedades
eletronicas, tais como, orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO), parametro
relacionado com a capacidade doadora de elétrons que caracteriza compostos como
nucleofilico; orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO), esta relacionado com a
capacidade aceptora de elétrons que caracteriza um eletréfilo; potencial de ionizacao (PI) de
uma molécula que € a energia necessaria para remover um elétron da sua estrutura atomica. O
PI pode ser calculado pela diferenca de energia da molécula neutra (EM°) e seu respectivo

cation radical (EM™), segundo a Equacdo 1.

PI=[Em"] - [Em"] (1)

Densidades de spin, foi realizado usando os pacotes Gaussview e Gaussian 2009
(FRISCH et al., 2004), usando teoria da densidade funcional (TDF), no nivel B3LYP (PARR
et al. 1989) com o conjunto de base 6-31+ G** (HEHRE, 1986). Foi calculado a energia de
dissociagdo de ligagdo fenolica (EDLon) e a energia de dissociacdo do grupo acilamida
(EDLnn).

As energias de dissociacao de ligacdo do grupo fenol ou da formagao de N-acetil-p-
benzosemiquinonaimina (NAPSQI) foram calculadas como as diferengas de energia entre uma
molécula neutra e o respectivo radical semiquinona mais hidrogénio, conforme definido na

Equacao 1.

EDLoy = (Ecu,conuc,h,0t T En) = Ech,coNHe,H,0H (2)

As energias de dissociagdo de ligacdo do grupo acilamida ou N-acetil-p-benzoquinona
imina (NAPQI) foram calculadas como as diferengas de energia entre uma molécula NAPSQI

e o respectivo radical NAPQI mais hidrogénio, que pode ser escrito como Equagdo 3.

EDLyu = (Echyconucen,0 + Ent) = EchycontcH,0° (3)

Os derivados selecionados através dos estudos teoricos foram sintetizados utilizando

metodologia classica conhecida com acilagdo simples como descrita na pagina 46 (figura 23).
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5.2 AVALIACAO ANTIOXIDANTE

Todos os experimentos foram realizados em tampao PBS 0,1 mol L-1 pH 7,0 utilizando
uma célula eletroquimica de compartimento unico contendo trés eletrodos, um eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl/KCl 3,0mol L-1, uma folha de Pt de 0,5 cm2 como contra eletrodos e
um eletrodo de trabalho de carbono vitreo com 0,07 cm2 de area geométrica. A estrutura
quimica de uma substancia ¢ determinante na sua atividade eletroquimica, portanto a (Figura
11) mostra a estrutura quimica de ambos os compostos estudados neste texto.

Os experimentos de voltametria de pulso diferencial foram desenvolvidos no
Laboratorio de Quimica Analitica do Instituto de Quimica de Sao Carlos da Universidade de
Sao Paulo (USP-SC) em colaboragdao com o Doutor Marcelo Luiz Calegaro e Prof. Dr. Albérico

Borges Ferreira da Silva.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 MECANISMO REDOX DE TOXICIDADE

A toxicidade induzida por farmacos pode ocorrer por meio de alguns mecanismos
bioguimicos, dentre os quais a transferéncia de elétrons ou hidrogénios, com formacéo de
intermediarios do tipo céation radical livre ou semiquinona, com desregulacdo no sistema de
defesa antioxidante (LOWN, et al., 1982, WALLACE, 2003).

Calculos das energias de dissociacdo de ligacao fendlica e amidica (EDLon € EDLnH)
sdo realizados pela diferenca entre a energia da semiquinona mais o hidrogénio radical, menos
a energia de sua molécula neutra. Essas reacGes estdo relacionadas a formacdo de dois
intermediarios reativos, o primeiro radicalar, a N-acetil-p-benzosemiquinona imina (NAPSQI)
e seu orto-isdmero (NAOSQI), enquanto que o segundo é um composto eletrofilico conhecido

como N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) e ismero. Seus valores estao relacionados com
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a estabilidade quimica de cétions radicais ou semiquinonas. Neste trabalho foram calculados a
energia de dissociagdo fenolica para o derivado do paracetamol 1, ortacetamol 2 (Figura 13).

O Ro! T
N EDLoy N1 EDLyy N

P 85,53 A 78,18 A

O CH; kcal/mol O CH; kcal/mol O CH;
1 NAPSQI NAPQI
H
O, Oe O
. EDLgy . EDLyy
OO0 (%
/ /
N 80,20 N 95,47 N
kcal/mol kcal/mol
O)\CH3 O)\CH3 O)\CH3
2 NAOSQI NAOQI

Figural3: Energias de dissociacéo da ligacdo fendlica e amidica do paracetamol e ortacetamol

Os valores de EDLon calculados representam a facilidade ou dificuldade de doagéo de
hidrogénio para formar intermediarios semiquinonas na primeira etapa da reacdo de oxidacao.
Para o paracetamol a abstracéo do hidrogénio fendlico por reacéo tirosil pode estar relacionada
com o mecanismo de acdo pela inibicdo da prostaglandina (KULMACZ, et al., 1991).

De acordo a com estes valores de EDLon, 0 paracetamol mostrou um valor de 85,53
kcal/mol quando comparado ao valor do ortacetamol 80 kcal/mol, com uma diferenca de 5,33
kcal/mol superior para o paracetamol. 1sso significa que este regioisdmero pode ser tdo ou mais
ativo que o paracetamol (NAM, et al.,2010).

Além disso, esse resultado mostra que o novo derivado é mais reativo que o
paracetamol, com maior facilidade em doar um hidrogénio para formar uma semiquinona e que
a ponte de hidrogénio entre o grupo amida e fenol na posic¢do orto (N-H~OH) confere maior
estabilidade para a forma semiquinona, e estdo de acordo aos obtidos por Queiroz et al. (2012).
Deve ser destacado que esta etapa pertence tanto ao mecanismo de toxicidade quanto ao de

atividade farmacoldgica no sitio ativo da prostaglandina endoperéxido sintase (PGES), para a
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acdo analgésica, anti-inflamatoria e anti-agregante plaquetéaria (DINIZ et al., 2004; ALVEZ et
al., 2006; QUEIROZ et al., 2012).

A segunda etapa de reagdo bioquimica € exclusiva do metabolismo de acetamidafendis
como paracetamol e ortacetamol, sendo uma reagéo de oxidacdo do hidrogénio da amina, que
ocorre via citocromo P450, por exemplo. Os célculos da dissociagédo de ligagcdo amida (EDLnR)
mostrou maior facilidade desta vez para o paracetamol podemos prever a facilidade da doagéo
do hidrogénio da semiquinona (NASPQI) para formar quinona (NAPQI), essa segunda etapa a
abstracdo do segundo hidrogenio ¢ o mecanismo proposto para a toxicidade do paracetamol
(VAN DE STRAAT, et al., 1986).

Os resultados mostraram um valor de EDLny menor para o paracetamol de 78,18
kcal/mol quando comparado ao ortacetamol, 95,47 kcal/mol. Assim, o valor de EDLnn para o
paracetamol foi 17,28 kcal/mol mais favoravel que para o ortacetamol, indicando que a
mudanca da hidroxila para a posi¢ao orfo pode aumentar a estabilidade metabolica da molécula
possivelmente por um mecanismo do tipo quelacao, definido pela ligacdo de hidrogénio da
amida com o radical fenoxil. Diante desses resultados € possivel que os compostos de maiores
energias de EDLnu possam ser menos toxicos ja que pode dificultar a acdo a CYP na oxidacao
para formar intermediarios toxicos do tipo eletrofilico.

Uma analise estrutural mostra que diferente do paracetamol, o ortacetamol possui dois
hidrogénios, o fenol, denominado de exo mais reativo, € o proveniente do grupo amida,
denominado de endo, menos reativo. O mecanismo de reacdo destes dois grupos pode ser
avaliado por meio de ensaios de atividade antioxidante usando um radical livre como o 2,2-
difenil- 1-picril-hidrazil (DPPH).

A avaliacdo antioxidante pelo método de DPPH para a formagdo das formas
semiquinona-imina e quinona-imina foi incluida para comparagao com os resultados tedricos.
Dessa forma, pensamos em propor derivados do ortacetamol com o intuito de aumentar essa

estabilidade e propor um derivado mais seguro.

6.2 MECANISMO DE TOXICIDADE POR DERIVADOS HIDROXILADOS

Durante o processo de metabolismo (RANG, et al., 2004) ou em reagdes de fendis em

meios reacionais contendo radical hidroxil (HO), as reacdes de hidroxilacdo podem ocorrer
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facilmente (AGUIAR, et al., 2007). Alguns compostos podem ser mais reativos que outros, €
dentre os fatores que governam estas reagdes, a reatividade quimica do cétion radical livre ou
semiquinona, que sdo formados durante a reagcdo de abstracdo de elétron ou hidrogénio,
respectivamente, as contribui¢des da densidade de spin para o elétron desemparelhado tém
mostrado bons resultados.

De fato, a densidade de spin é um pardmetro importante para caracterizagdo da
estabilidade de radicais livres, considerando que a energia de um radical livre pode ser
diminuida se os elétrons desemparelhados forem deslocados através do sistema conjugado apos
a retirada de um atomo hidrogénio (BORGES, et al., 2012).

As distribuicdes de densidade de spin para o paracetamol (Figura 14) mostraram uma
simetria nas posi¢oes 2,6 e 3,5 para o cation radical (CR), enquanto que para a semiquinona
(SQ) a contribuicao foi mais significativa, especialmente para as posi¢des fenoxil (0,40),3 e 5
(0,27 € 0,28) e na posi¢ao 1 (0,33), indicando que os principais produtos de C-oxidacao serdo

o 3-hidroxi-paracetamol e a hidroquinona (DINIZ, et al., 2004).

0,40 0,27

0,07

0,05

Figura 14: Densidade de spin do cation radical (CR) e semiquinona (SQ) para o paracetamol.

Enquanto que, para o ortacetamol, a posi¢do 4 esta mais ativada no CR, enquanto que
para a SQ as posigdes mais ativadas em ordem crescente de reativiadade seriam as posi¢des 3
<1 <5, com valores de 0,21, 0,28 e 0,33, respectivamente, sendo este composto mais reativo

que o paracetamol para produ¢do de derivados hidroxilados (Figura 15).
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Estes resultados mostram que os carbonos das posi¢des orto e para do anel fenolico dos
dois derivados tem uma maior participagdo na estabilizagcdo da carga radicalar, sendo, porém,
potencialmente mais reativo. Além disso, a forma semiquinona pode ser mais reativa que o

cation radical.
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Figura 15: Densidade de spin do cation radical (CR) e semiquinona (SQ) para o ortacetamol.

Os resultados de reatividade quimica sao completamente diferentes para as formas
neutras dessas moléculas, que se destacam por um centro de simetria molecular. De fato, a
disposicdo de HOMO pode nos indicar parametros eletronicos que estdo diretamente
relacionados com a capacidade de doar elétrons, e a analise grafica dos orbitais moleculares

nos mostram as regioes ricas em elétrons (Figura 16).

J

-5,48 eV -5,64 ¢V

Figura 16: Contribuicdo de HOMO para o paracetamol e ortacetamol.
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Os valores de HOMO para o ortacetamol foram ligeiramente maiores que os do
paracetamol, esses resultados demostram que a hidroxila na posicdo para tem um efeito
indutivo maior do na posi¢do orto e meta, esse ¢ um indicativo de que, a partir desses
regioisdmeros pode-se obter novos derivados do paracetamol com potencial para um candidato
a farmaco. Considerado que as reagdes de prostaglandina no metabolismo do &cido
araquidonico sdo reagdes de oxidagdo, reacdes onde o paracetamol interfere pelo seu
mecanismo de agao.

O LUMO, porém, esta relacionado com a capacidade de receber elétrons mostrando
que uma analise grafica (Figura 17) nos evidencia as regides deficientes em elétrons e os grupos
que contribuem para a formacgdo de orbital, assim, o LUMO pode nos indicar os sitios de

acepc¢ao de grupos nucleofilicos através de ataque por grupos ricos em elétrons.

J

-0,08 eV -0,20 eV

Figura 17: Contribui¢do de LUMO para o paracetamol e ortacetamol.

Assim, o paracetamol poderia formar teoricamente através de reagdes radicalares entre
sua forma semiquinona e radical hidroxil (HO") dois compostos C-hidroxilados: 3-hidroxi-
paracetamol (3HP) e a hidroquinona (HQ) (Figura 18), mas somente o primeiro composto ja

foi encontrado biologicamente (FORTE, et al., 1984; DONG, et al., 2000).
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Figura 18: Rea¢oes de hidroxilagdo do paracetamol.

O ortacetamol por sua vez, possui a capacidade de formar teoricamente um nimero
maior de compostos C-hidroxilados dentre os quais o 2,3-dihidroxi-acetanilida (2a), 2.4-

dihidroxi-acetanilida (2b), 2,5-dihidroxi-acetanilida (2¢) e catecol (CAT) (Figura 19).
HO\©:OH
NH

2b 0”7 "CH;

Figura 19: Reagdes de hidroxilagdo do ortacetamol.
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Estes compostos hidroxilados podem produzir efeitos toxicos e reagdes adversas por
meio de mecanismo redox. Suas capacidades sdo comparadas com os compostos iniciais e
comparadas entre si usando os valores de orbital molecular de fronteira e potencial de
ionizacdo. Estes valores sdo mostrados na Tabela 1.

De acordo com estes valores, podemos observar que HOMO e PI quando comparados
entre si € entre seus compostos iniciais nao ha diferenga significativa. Como o valor de HOMO
e PI estdo diretamente relacionados com a capacidade de doar elétrons, e a capacidade doadora
de elétrons caracteriza o composto como nucleofilico, a nucleofilicidade ¢ relativamente
proxima tanto para os derivados do paracetamol quanto para os compostos derivados do

ortacetamol.

Tabela 1. Propriedades teoricas dos derivados hidroxilados do paracetamol e ortacetamol.

Compostos HOMO LUMO GAP Pl
(eV) (eV) (eV) (kcal/mol)
1 -5,48 -0,08 5,40 165,21
3HP -5,38 -0,07 5,31 162,12
HQ -5,41 -0,08 5,33 169,46
2 -5,64 -0,20 5,44 169,10
2a -5,59 -0,11 5,48 167,52
2b -5,29 -0,003 5,29 159,74
2¢ -5,31 -0,28 5,03 160,94
CAT -5,63 0,20 5,83 174,99

Apenas PI apresentou um aumento nos valores para o (CAT), e uma diminuicao para
composto (2b). Ja o LUMO que esté relacionado com a capacidade de receber elétrons e GAP
com a estabilidade do composto, as diferengas mais significativas foram para o (CAT) e para

composto (2¢). Assim, podemos observar que os compostos hidoroxilados formados a partir do
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ortacetamol tem uma maior variacdo entre doadores e receptores de elétrons em possiveis

reagdes por mecanismo redox.

6.3 PLANEJAMENTO DE DERIVADOS POR BLOQUEIO DO METABOLISMO

O planejamento € realizado usando métodos avancados de modelagem molecular que
conseguem prever propriedades como: reatividade, solubilidade, entre outros
comportamentos moleculares, que sdo de grande relevancia para obter a relacdo estrutura
quimica e atividade bioldgica molecular.

Os derivados do ortacetamol foram pensados de forma que proteja a hidroxilagao,
colocando grupos de diferentes caracteristicas (Figura 20). Estudos tedricos mostram que a
biotransformacdo de compostos fenolicos pode ser compreendida através da densidade de

spin € o potencial de oxidagdo, formando os derivados hidroxilados.

CH, cl
2 2 i
N” “CH N ~CH, NJ\CHg
OH oH H OH
2 3 4
NO, F OCH,
X X X
N CHs N™ "CHy NJ\CHs
OH OH H OH
5 6 7

Figura 20: Derivados do ortacetamol propostos para o estudo teoérico.

O grupo hidroxila fendlica apresenta maior influéncia na reatividade quimica,

potencial de ionizacdo e distribuigdo de spin, em relagdo a carbonila. Usando a teoria do



41

funcional da densidade (TFD), com o funcional B3LYP e a base 6-31G (d p), onde foram
calculados HOMO e LUMO o potencial de ionizacdo (PI) e a densidade de spin e as
respectivas energias de dissociagdo de ligagdo EDLon e EDLnu Tabela 2.

De acordo com estes valores e disposicdo dos orbitais d¢ HOMO e LUMO e GAP ¢
possivel prever teoricamente quais compostos sdo mais promissores, através das diferengas nos
valores obtidos e as regides dos orbitais, bem como dos grupos funcionais envolvidos na

capacidade nucleofilica (Tabela 2).

Tabela 2. Propriedades tetricas dos derivados do ortacetamol 5-substituidos.

Compostos HOMO LUMO GAP Pl EDLon EDLNH
(eV) (eV) (eV) (kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)
1 -5,48 -0,08 5,40 165,21 85,53 78,18
2 -5,64 -0,20 5,44 169,10 80,20 95,47
3 -5,53 -0,15 5,37 165,32 78,86 91,02
4 -5,85 -0,53 5,31 172,02 79,57 92,80
5 -6,35 -2,11 4,24 183,62 83,16 94,12
6 -5,31 -0,18 5,13 159,34 75,86 94,29
7 -5,73 -0,45 5,27 171,01 78,53 92,62

O potencial de ionizacdo (PI) ¢ a energia necessaria para a retirada de um elétron ou
doagdo de um elétron em uma reagdo redox de uma molécula, podendo assim esses valores
tedricos representarem possiveis interagdo com enzimas antioxidantes. Observamos apenas o
composto 6 com valores menores que o ortacetamol e o paracetamol, que teoricamente seria o
composto menos reativo da Tabela 2.

Bem com a EDLon que também indica a reatividade tedrica de um composto ¢
importante reportar que todos os compostos tiveram valores de EDLon menores quando
comparado ao paracetamol indicando que mantiveram a caracteristica do composto inicial de
ser mais reativo, logo quando comparado os valores de EDLnn que € a energia necessaria para

a retirada do segundo hidrogénio e a formacdo do intermediario reativo NAPQI, todos os
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valores foram maiores quando comparado ao paracetamol logo todos os valores foram menores
quando comparada ao ortacetamol (Tabela 2).

A otimizagdes da geometria das moléculas foram realizadas usando método DFT
devido ao seu excelente compromisso entre o tempo computacional e a descricio da
correlagdo eletronica (Figura 21). Os célculos foram realizados utilizando o método
B3LYP/6-31G(d,p) com o pacote do software molecular Gaussian 09 e visualizadas com
pacote Gaussview 06. Os resultados indicam uma possivel conformacdo da estrutura de
menor energia de formagao, o minimo global na superficie de energia, onde a importancia de
encontrar a conformag¢do que corresponde ao minimo global se deve por esta ser o candidato
mais provavel de ser formada. Além disso, os resultados indicam um efeito de ressonancia
no grupamento amida, exceto no composto 5, onde possivelmente hd uma carga negativa
maior no oxigénio da carbonila.

Resultados estes importantes para o estudo de estrutura quimica e atividade biologica,
considerando que as moléculas devem ter um certo grau de similaridade, permitindo assim, que
as moléculas tenham possivelmente o mesmo mecanismo de interacdo quimica entre farmaco
e receptor, onde nestes resultados podemos observar uma certa homologia nas estruturas
propostas quando comparadas com o protdtipo o paracetamol (1), apesar de que, outras
propriedades possam variar, principalmente aquelas relacionadas com parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos.

Observamos todas as geometrias moleculares otimizadas de todos os grupos (Figura
21), mostrando todas as ressonancias em posigdes especificas para cada grupo de compostos
com seus respectivos radicais.

Portanto, para uma maior avaliagdo do potencial molecular desses derivados foi
calculado a carga de densidade total, mapa de potencial eletrostaticos (MEPs) (Figura 22). O
mapa de potencial eletrostatico foi gerado no Gaussview. Nos mostrando perfis energéticos
diferentes para cada grupo, todos com perfis mais eletronegativos na regido da hidroxila
quando na posigao orto diferenciando os mesmo quando a hidroxila na posi¢ao para. Isso pode
estd relacionada com a solubilidade dessas moléculas, pois, podemos observar uma diminuicao

na solubilidade nos compostos em que a hidroxila esta na posi¢ao orto.



Figura 21: Geometria molecular otimizadas.

43



Figura 22: MEPs mapa de potencial eletrostaticos.
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Foi calculado o potencial de cargas para o ortacetamol (2) e para os outros 5 derivados
e comparados com o paracetamol (1). Uma distribuicdo de cargas diferentes do paracetamol
foi observada, mostrando a influéncia dos grupos de diferentes caracteristicas em suas
respectivas distribuicdes de cargas. De igual modo, os derivados do ortacetamol mostraram

maior lipofilicidade que o paracetamol (Tabela 3).

Tabela 3. Propriedades teoricas de solubilidade para derivados do ortacetamol 5-substituidos.

Compostos  LogP CLogP (kcaﬁ/l_r'nm)
1 0,59 0,49 -10,63
2 0,59 0,74 -8,40
3 1,06 1,25 -7,11
4 1,11 1,81 -7,97
5 0,56 1,27 -12,87
6 0,73 1,24 -8,04
7 0,34 0,87 -9,45

Com base nas caracteristicas tedricas dos derivados do ortacetamol, escolhemos um
para testes biologicos dentre eles o que apresentou melhores resultados foi o composto 4 com
o radical cloro, por ser um radical halogénio, portanto, mais volumoso e que por impedimento
histérico dificultaria o mecanismo de hidoxilagdo, um dos mecanismos de toxicidade do
paracetamol e ortacetamol.

Além disso, este compostos apresentou os melhores valores de logaritmo de parti¢ao
(LogP), coeficiente do logaritmo de parti¢ao (ClogP) e energia de hidratacao (EH), onde os
maiores valores de LogP (1,11) e ClogP (1,81) indicando sua maior lipofilicidade, assim como
os menores valores de EH (7,97 kcal/mol), representando a menor energia liberada em contato

com o solvente aquoso, diretamente relacionado com a lipossolubilidade (Tabela 3).
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6.4 SINTESE DE DERIVADOS DO ORTACETAMOL

Os derivados do ortacetamol foram obtidos por acilagdo que é uma reacdo que resulta
na introducdo de um grupo acila no composto organico de acordo com cada radical desejado,
utilizando anidrido acético que possui uma velocidade de reacdo ideal para acetilagdo em

solugdes aquosas (Figura 23).
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Figura 23: Sintese dos derivados do ortacetamol.

As reacdes ocorreram em temperatura média de 75°C em constante agitacdo, usando
agua como solvente. Os compostos apresentaram excelentes rendimentos, acima 90%. A
identificacdo foi feito pela determinacdo do ponto de fusdo. A espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN H e C) foi usada na caracterizacdo da
molécula 4 (ANEXO).

Tabela 4. Propriedades fisicas dos derivados do ortacetamol 5-substituidos.

Compostos Renc(ig/rsento (B(];) LFi)t.(]ec.r;:(u:Za Referencias
2 96 208-209 208-209 Thopate, at al, (2011)
3 92 168-164 168-164 Raiford & Woolfolk, (1994)
4 96 183-184 183-184 Burckhalter, at al, (1948)

5 76 176-182 176-182 Ingold & Ingold, (1926)
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6.5 AVALIACAO ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante do ortacetamol foi comparada ao paracetamol empregando
voltametria de pulso diferencial realizados em tampdo PBS 0,1 mol L-1 pH 7,0 usando célula
eletroquimica de compartimento Unico contendo trés eletrodos.

A Figura 24 mostra que 0s compostos 1 e 2 séo regioisdmeros e seus comportamentos
eletroquimicos sdo distintos. Este fato foi, observado nos perfis voltamétricos usando
voltametria de pulso diferencial (VPD), através da oxidacdo dos grupos hidroxila (EDLow) €
amida (EDLnn), sendo observado um processo de oxidacéo para esse grupo em potenciais mais
negativos com valor experimental de 0.48 V para ortacetamol (1) e 0.50 V para o paracetamol
(2), indicando maior capacidade antioxidante e de doacdo de elétron ou hidrogénio do

ortacetamol sobre o paracetamol, o que esta de acordo com os valores das EDL on.

0.30

Paracetamol

—— Ortacetamol

0.25

0.20

0.15

|/ WA

0.10

0.05

0.00

0.0 | 0.2 0.4 | 0.I6 | 0.8 1.0 | 1.2
E /V vs Ag/AgC

Figura 24: VPD comparativo entre paracetamol e ortacetamol.
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Ao compararmos os perfis voltamétricos do ortacetamol (1), derivado do paracetamol
(2), mostra que a oxidagéo dos grupos (EDLonr) e amida (EDLnH) em processo de oxidagdo em
potenciais mais negativos de 0.49, 0.53 e 0.62 V (Figura 25), para o ortacetamol e 0.39, 0.50
e 0.56 V (Figura 26) para o paracetamol, indicando que para o ortacetamol, os valores para o

grupo EDLnH sdo superiores ao paracetamol.

Y o Experimental
023 [y — Resultante

0.3 0.4 015 0?6 0.7 0.8 0.9
E /V vs Ag/AgCl

Figura 25: VPD comparativo entre paracetamol e ortacetamol.

Os resultados de voltametria de pulso diferencial (VPD) quando comparados com 0s
valores obtidos pelos célculos tedricos para as energias de dissociagdo da ligacdo fendlica
(EDLon) e amidica (EDLnwH), mostram boa correlagdo entre os métodos de predicdo e 0s

valores experimentais, indicando que a estratégia de modificacdo molecular usando o
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regioisomerismo seguido pelo bloqueio do metabolismo na posicdo 5, pode funcionar no

processo de desenvolvimento de farmacos mais seguros derivados do paracetamol.

l A\ o Experimental
' Resultante

0.3 0.4 0T5 0?6 0.7 0.8 0.9
E /V vs Ag/AgClI

Figura 26: VPD para o paracetamol. Varredura para potenciais mais positivos.

O composto denominado cloraminofen (4) foi avaliado em colaboracdo com a Profa.
Dra. Dielly Catrina Favacho Lopes do Laboratério de Neuropatologia Experimental do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, mostrando que sua capacidade de causar

toxicidade, foi menor quando comparado com o paracetamol. Os resultados estdo em fase de

finalizacdo para publicacéo.
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7.  CONCLUSAO

Um estudo tedrico e experimental para o desenvolvimento de derivados seguros do
paracetamol foi executado com sucesso usando diversos métodos de modelagem molecular e
modificacdo estrutural. Os resultados tedricos obtidos neste trabalho permitem concluir que 0s
valores e propriedades obtidos para o ortacetamol, quando comparados com o metabolismo
tedrico do paracetamol, uma diferenca significativa foi observada. Os célculos mostraram
valores menores de energia de dissociacdo de ligacdo fendlica (EDLon) e maiores valores de
de energia de dissociacdo de ligacdo amidica (EDLnn) para o ortacetamol e derivados. Os
valores de EDLon € EDLnH foram relacionados com a atividade biologica e toxicidade,
respectivamente. As contribui¢des de densidade de spin foram capazes de predizer a producao
de derivados hidroxilados do ortacetamol, que possuem maior potencial toxico que o
paracetamol. Um derivado substituido por um cloro na posicdo 5, como inibidor do
metabolismo por hidroxilacdo foi proposto e sinterizado para os testes bioldgicos. Este
derivados mostrou maior lipossolubilidade e melhores propriedades que o paracetamol para 0s
valores de EDLoH e EDLnH. As diferengas entre os regioisomeros foram muito favoraveis com
maior efeito antioxidante do ortacetamol comparado ao paracetamol, usando o metodo de
voltametria de pulso diferencial. Os resultados indicam que o composto clorado pode ser um

potencial candidato bioativo mais seguro que o paracetamol.
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