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RESUMO

A prostaglandina endoperdxido-sintase (PGES) e o citocromo P-450 sdo enzimas
chaves em humanos, responsaveis pelos efeitos analgésicos e toxicidade do acetaminofen,
respectivamente. O acetaminofen (ACP) ou paracetamol é um farmaco analgésica e
antipirética de venda livre, amplamente utilizado e parece ser seguro, se utilizada em doses
terapéuticas normais, mas altas doses de ACP produzem lesdo hepatica e/ou renal em seres
humanos e em animais de experimentacdo. Até 0 momento, os projetos de desenvolvimento
de novos derivados paracetamol tiveram pouco impacto na aplicacdo clinica de um derivado
mais seguro do ACP. Assim, neste trabalho uma serie de derivados de ACP baseados na
analogia entre chalconas e hidrazonas foi investigada usando calculos de quimica quantica no
nivel de teoria DFT/B3LYP, com o conjunto de base 6- 31G*. O HOMO, IP, BDEoH €
contribuicdo da densidade de spin para a oxidagdo inicial de um eléctron ou um atomo de
hidrogénio a partir de abstracdo do grupo hidroxila fendlica foi relacionada com a reatividade
do radical tirosil produzindo N-acetil-p-benzosemiquinona imina (NAPSQI). A segunda
abstracao de hidrogénio foi relacionada com a reacdo quimica entre o grupo amida e o radical
hidroxil formando N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI). Os valores mais baixos de
BDEon foram relacionados com os valores mais elevados de extingdo do radical tirosil e a
estabilidade esta relacionada com a densidade de spin para as abstracGes iniciais do elétron ou
hidrogénio. Os valores mais elevados de BDEnn foram relacionados com a formagdo de
NAPQI e os baixos valores de LUMO com a reatividade de NAPQI como sistema Michael.
Os resultados mostraram que alguns analogos podem ser uma boa estratégia para o
desenvolvimento de farmacos mais seguros como compostos analgésicos. Os compostos
foram sintetizados e suas propriedades antioxidantes foram estimadas utilizando o método de
quimica tedrica. Alguns compostos podem ser bons antioxidantes. Um mecanismo de
interacdo entre os derivados de hidrazonas e a PGES foi proposto usando propriedades

moleculares.
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ABSTRACT

The prostaglandin-endoperoxide synthase (PGES) and cytochrome P-450 are key
enzymes in human, which are responsible for analgesic effect and toxicity of acetaminophen,
respectively. Acetaminophen or paracetamol is a widely used over-the-counter analgesic and
antipyretic drug and appears to be safe if used in normal therapeutic doses, but large doses of
ACP produce hepatic and/or renal injury in humans and in experimental animals. At moment,
the design of new acetaminophen derivatives has few impacts for its clinical applications of
safe acetaminophen derivative. Thus, in this work a series of acetaminophen derivatives based
on chalcone and hydrazone analogy was been investigated using quantum chemical
calculations at the DFT/B3LYP theory level, with the 6-31G* basis sets. The HOMO, IP,
BDEon, and spin density contribution for the oxidation of an initial electron or hydrogen atom
abstraction from the phenolic hydroxyl group was related with the quenching reactivity of
tyrosyl radical to give N-acetyl-p-benzosemiquinone imine (NAPSQI). The second hydrogen
abstraction was related with the chemistry reaction between amide group and hydroxyl radical
to give N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI). The lowest BDEown values were related with
higher quenching values of the tyrosyl radical and the stability was related with the spin
density for the initial electron or hydrogen abstractions. The highest BDEnH values were
related with small NAPQI formation and LUMO values with reactivity of NAPQI-like
Michael system. Our results showed that some analogous may be a good strategy for safer
drug design of analgesic compounds. The compounds were synthesized and their antioxidant
property was estimated using theoretical methods. Some compounds can be good antioxidant.
A proposed mechanism for the interaction between hydrazone derivatives and PGES was

realized using molecular properties.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Proposta

O paracetamol 1 (Figura 1), acetaminofen ou N-acetil-p-aminofenol (PAR), foi
introduzido na terapéutica depois de uma descoberta acidental da acetanilida, ao mesmo
tempo em que os salicilatos eram descobertos. E utilizado desde 1878 até hoje em muitos
paises como analgésico e antipirético, sendo comercializado sozinho ou associado com outras
bases medicamentosas, no alivio de sintomas relacionados a processos inflamatorios
dolorosos, dores cronicas e odontoldgicas, sendo ainda bastante difundido em pediatria (The
Merck Index, 1976). E extensamente usado e livremente comercializado na maioria dos
paises. No Reino Unido, aproximadamente 3,2 milhdes de tabletes de PAR sdo consumidos

todo ano, perfazendo uma meédia de 55 tabletes/pessoa (Jones, 1998).

OH

CHs

H N
@)
1

Figura 1: Férmula estrutural do paracetamol

Como agente analgésico e antipirético, o PAR tem provado eficécia clinica no alivio
temporario de dores leves a moderadas associadas a resfriado comum, dor de cabeca, dor de
dente, dores musculares, dor nas costas, dores leves de artrite, colicas menstruais e reducao da

febre, sendo eficaz em bebés, criancas e adultos (Flower e Vane, 1972).

O PAR demonstrou inibir a acdo do pirdgeno endogeno no centro regulador de calor
no cérebro por bloqueio da formacdo e liberacdo de prostaglandinas no sistema nervoso
central, uma vez que a febre ocorre quando a enzima prostaglandina endoperdxido sintase
(PGES) elevada atua na area pré-optica do hipotdlamo anterior, resultando em diminuicdo da
perda de calor e aumento do ganho de calor (Harvinson e Nelson, 1986; Stoyanovsky e
Caderbaum, 1999; Flower e Vane, 1972; Lister e Mclean, 1997).

12



Apesar de todos os efeitos benéficos, este composto demonstrou alta toxidade, ndo
apenas em funcdo da dose e concentracdo plasmatica alcancada, mas pela reatividade dos
intermediarios formados pelo metabolismo oxidativo, pois neste metabolismo oxidativo o
PAR é biotransformado através de um sistema enzimatico oxidativo de fungdo mista,
contendo citocromo P-450 formando os intermediarios semiquinona e quinona imina,
denominados N-acetil-p-benzosemiquinona imina (NAPSQI) e N-acetil-p-benzoquinona
imina (NAPQI), respectivamente. De fato, estudos demonstraram que a NAPQI é o
intermediario responsavel pela toxidade do PAR e apesar dos diversos derivados sintetizados
e avaliados, nenhum deles apresentou maior seguranca ou eficacia que o PAR. No entanto,
nosso grupo dispde de novos derivados mais potentes e com maior margem de seguranca.
Assim, neste trabalho pretende-se desenvolver uma nova estratégia de derivados do

paracetamol aplicando os principios da vinilologia e do regioisomerismo.

1.2. Objetivos

Geral:

O objetivo geral do trabalho € planejar, sintetizar e avaliar novos derivados do

paracetamol usando técnicas de vinilogia e regioisomerismo.

Especificos:

Planejar novos derivados do paracetamol usando a associacdo das técnicas

bioiostéricas de grupos funcionais;

Determinar usando parametros tedricos as propriedades moleculares

responsaveis pela atividade e toxicidade de novos derivados do paracetamol;

Sintetizar através de métodos classicos novos derivados aplicando as técnicas

de vinilogia e regioisomerismo;

Estimar a capacidade antioxidante através de métodos teoricos;

Descrever os aspectos relacionados com a estrutura e propriedade dos novos

compostos.

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estrutura e Propriedades

O PAR se apresenta como um po branco e cristalino, com férmula molecular CgHyOz,
peso molecular igual a 151,16g/mol e pKa a 25°C ¢é 9,51. A solubilidade de 1g da substéncia
em 70mL de 4gua a 25°C e 20mL a 100°C, 10mL de alcool etilico, 50mL de cloroférmio,
40mL de glicerina e fracamente soltvel em éter etilico. O composto estavel entre pH 4 e 7 a

25°C, sendo estavel também a temperatura, luz e umidade (Flower e Vane, 1972) .

2.2. Mecanismos de Hepatotoxidade

2.2.1. Formacédo da N-Acetil-p-Benzoquinona Imina (NAPQI)

Apo6s a ingestdo de doses alta de PAR, o principal evento é a hepatotoxidade
centrolobular dependente do sistema citocromo P-450 no homem e em animais de laboratério
(Mitchell et al., 1973; Hinson, 1980), avaliada pelo aumento dos niveis de alanina
aminotransferase (ALT) plasmatica, acompanhada pela formacdo de N-acetil-p-benzoquinona
imina 3 (NAPQI), um intermediario eletrofilico reativo responsavel pela toxidade observada
(Albano et al., 1985; Van de Straat et al., 1988), embora um segundo intermediario, a N-
acetil-p-benzosemiquinona imina (NAPSQI) tenha sido proposto também (de Vries, 1981; e
Hinson, 1990; Bessems et al., 1998) (Figura 2). Além do derivado ndo tdxico catecdlico, o0 3—
hidroxiparacetamol 4 (3-OH-PAR) formado pode ser visto como um metabdlito secundério
(Hinson et al., 1980; Forte et al., 1984; Harvison et al., 1988).

o)
. CHs
HO 0 Cit PV N—<O
CH CH HQ
3 3
e N P HO
H O O Cit Pysg CH
N
1 3 H _<o
4

Figura 2: Metabolismo oxidativo do paracetamol
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2.2.2. Reatividade da NAPQI

Em doses normais de PAR, na maioria das espécies, inclusive no homem, uma quantia
pequena de intermediarios reativos NAPQI é formada. Na presenca de glutationa reduzida
(GSH), por exemplo, em hepatocitos isolados de rato, a NAPQI, pode ser reduzida de volta
para PAR ou ligada covalentemente com GSH para formar conjugados 3-glutationa-S-il-
paracetamol 5 (PAR-SG) (Moldéus, 1978; Van de Straat et al., 1986) sem efeitos adversos
significantes (Figura 3). No entanto, ap6s uma sobredose ou quando o sistema microsomal P-
450 estd aumentado, os niveis de GSH hepatico sdo diminuidos mais extensivamente e pode
ndo mais compensar uma producdo aumentada de NAPQI, o que tem sido evidenciado
especialmente através da relacdo em que a deplecdo mitocondrial de GSH esté diretamente

correlacionada com a toxidade hepatica (Vendemiale et al., 1996).

OH
Cit P450
—>
_N._CH < o
HY 2 2GSH GSSG s 3
o o
1 3 5

Figura 3: Principais metabdlitos oxidados do paracetamol

As vias mais provaveis de reacdo da NAPQI sdo a formacdo de adutos com proteinas
(Nelson, 1995), oxidacdo de sulfidrila de proteinas (Tirmenstein e Nelson, 1990), ligacao
covalente com DNA no figado e rins (Hongslo et al., 1994), rompendo a homeostase celular.
Deste modo, em ratos, camundongos e humanos, uma overdose de PAR pode resultar em
severa necrose hepatica centrolobular (Vermeulen et al., 1992). Porém, a necrose tubular
renal também foi encontrada (Emeigh Hart et al., 1996). Embora a faléncia renal aguda seja
incomum, altas doses podem levar a faléncia hepatica fulminante (Eguia & Materson, 1997).
Além disso, ratos apresentaram necrose epitelial pulmonar de células néo ciliadas bronquiolar
(Jeffery e Haschek, 1988) e adutos covalentes com proteinas formados nos pulmdes
(Bartolone et al., 1989; Lubek et al., 1988; Wells et al., 1995).

Os efeitos danosos agudos no sangue no homem foram encontrados, principalmente

nas plaquetas, apds a ingestdo de grandes quantidades de PAR (Fischereder e Jaffe, 1994).
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Além disso, a exposicdo de humanos ao uso terapéutico cronico de PAR, a longo prazo esta

correlacionada com o aumento do risco de doenca renal cronica (Sandler et al., 1989).

Vérias condicdes fisiopatoldgicas podem ocasionar um desequilibrio entre a produgédo
e a protecdo contra radicais de oxigénio livre. Este desequilibrio é chamado estresse oxidativo
(EO) (Sies, 1986), o qual estd frequentemente aumentado quando ocorre uma condicao
diminuida do potencial de reducéo e quando a capacidade para lidar com oxidantes enddgenos
e exogenos estd prejudicada. Os mecanismos de iniciacdo do EO podem ser mediados por
espécies reativas de oxigénio ou pela acdo oxidante direta de um metabdlito reativo, como na
hepatotoxicidade induzida pelo PAR. Isto pode ser demonstrado na alteracdo da relacdo de
NADPH/ NADP+ (Keller e Hinson, 1991), GSH/GSSG (Subrahmanyam et al., 1987),
ProtSH/ProtSSProt (Albano et al., 1985).

Os fendbmenos posteriores decorrem do fato que NAPQI pode oxidar grupos tidlico de
cisteina presentes no GSH ou proteinas tidlicas, produzindo ligac6es dissulfetos GSSG (Birge
et al., 1991). O aumento da oxidacdo de grupos tiol das proteinas tem sido mostrado em
hepatécitos, o qual representa um importante parametro na toxicidade mediada por PAR
(Adamson e Harman, 1993). A oxidacdo de GSH por NAPQI pode acontecer via diversos
mecanismo, como propostos por varios autores para NAPQI e seus homélogos 2,6- diCHs-
NAPQI e de 3,5-diCH3-NAPQI (Nelson et al., 1991; Novak et al., 1986; Novak et al., 1989).

2.3. Biotransformacao do Paracetamol

A absorcdo de doses terapéuticas baixas de PAR é normalmente completa, a
biodisponibilidade sistémica no meio plasmatico e meia-vida é mais ou menos 75% em 1,5 a
2,5 horas, respectivamente (Bessems e Vermeulen, 2001). Os metabolitos urinarios
identificados e discutidos em varios artigos de revisdo do PAR 1 (Thomas, 1993), séo
principalmente metabolisados por glucuronidacdo e sulfatagdo, constituindo-se nas principais
vias de metabolizacdo. Estes importantes conjugados, PAR-glucuronideo (PAR-Gluc) 6 e
PAR-sulfato (PAR-S) 7, sdo considerados mais sollveis em agua que o composto original,
sendo eliminados do figado e sangue principalmente pela via urinaria (ambos) e um pouco
pela via biliar (PAR-Gluc) (Figura 4). Aproximadamente 30 e 55% do PAR administrado é

excretado na urina como PAR-S e PAR-Gluc, respectivamente (Tone et al., 1990).
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Figura 4: Vias de biotransformacdo do paracetamol

No entanto, em varios animais de laboratdrio, uma quantia pequena de PAR é
provavelmente metabolizada via um terceiro caminho, isto é, a oxidacdo pelo sistema
microssomal citocromo P-450 (CP-450), enzima contendo uma oxidase de funcdo mista, para
formar a N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) 3. Um aduto de NAPQI e glutationa via
adicdo 1,4 de Michael e o correspondente conjugado de cisteina e mercapturato 5 sdo os
produtos acidos formados, encontrados na urina humana depois da ingestdo de PAR (Prescott,
1980). Embora uma reacdo de oxidagdo secundaria de hidroxilagcdo do PAR, formando o 3-
hidroxiparacetamol (30H-PAR) 4 provavelmente aconteca também no homem por ter sido
encontrado na urina de pacientes envenenados com PAR (Knox e Jurand, 1977). Alem disso,
em animais e provavelmente em humanos, foi demonstrado que as enzimas com atividade
peroxidase, como prostaglandina sintase e mieloperoxidase, talvez tenham a habilidade de
catalisar o metabolismo do PAR (Bessems e Vermeulen, 2001).

A administracdo de ratos com etanol com provavel indugdo de CYP2E1 mostrou nos
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microssomas hepaticos um aumento da ligacdo com proteina em aproximadamente 97%, mas
a conjugacdo com cisteina em apenas 33% (Zhou et al., 1997). Outras enzimas podem ser
relevantes no processo de ativacdo do PAR na fase de bioativacdo, dentre estas se destaca o
grupo das peroxidases, incluindo mieloperoxidase, cloroperoxidase e lactoperoxidase (Nelson,
1981; Potter et al., 1986; Potter e Hinson, 1989), bem como a funcdo peroxidase da PGES
(Harvison et al., 1986a; Potter e Hinson, 1987; Harvison et al., 1988; Eling e Curtis, 1992).
De fato, nos glébulos brancos, por exemplo, as mieloperoxidases se mostraram bioativadoras
de uma grande variedade de farmacos. Em outros tecidos com baixa atividade de P-450, a
PGES pode ser também responsavel pela bioativagdo, tal como nos rins, onde a toxicidade do

PAR pode ser resultante da ativacdo por esta via enzimatica (Pirmohamed et al., 1996).

A PBQ foi recentemente apontada como responsavel pela interagdo com proteinas
microtubulares in vitro, podendo levar a interferéncia no funcionamento do aparelho fuso
mitotico da célula, causando a segregacdo de cromossomo anormal e inducao de aneuploidia
(Pfeiffer e Metzler, 1996). De fato, a aneuploidia é considerada um evento critico no processo
de transformacdo da célula neoplésica (Eastmond, 1993). Além disso, uma proteina nuclear
arilada foi descrita, depois da administracdo de PAR (Khairallah et al., 1995), concluindo-se
que o PAR pode induzir o rompimento da lamina nuclear. Além disso, o PAR extingue o
radical tirosil em uma subunidade da enzima ribonucleotideo redutase, diminuindo a
velocidade da polimerizacdo do DNA que € necessaria para preencher lacunas nas fitas de
DNA (Hongslo et al., 1990; Hongslo et al., 1994).

2.4.  Inibicao Farmacoldgica da Cicloxigenase

A inibicdo da ciclooxigenase (COX) pelo PAR pode estar relacionada com a sua
capacidade de reagir com o radical tirosil presente na prostaglandina-endoperoxidase sintase
(PGES) (Kulmacz et al., 1991). Esta enzima apresenta duas atividades distintas: a atividade
ciclooxigenase catalisa a oxigenacdo do acido araquiddnico (AA) para seu hidroperoxido
endoperoxido (ROOH; PGG2) (Bessems e Vermeulen, 2001). A outra atividade é peroxidase
ou hidroperoxidase, que catalisa a reducdo do hidroperéxido-endoperoxido do AA (PGH2)
para a hidréxido-endoperoxido (ROH; PGH2) (Moldéus et al., 1982; Kulmacz et al., 1991,
Kulmacz et al., 1994) (Figura 5).
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Figura 5: Formacdo das prostaglandinas via reacdo de peroxidacdo do acido araquidénico

A acdo terapéutica do PAR pode estar baseada tanto na inibicdo da atividade COX
quanto na funcdo peroxidase da PGES, uma vez que ambas previnem as prostaglandinas de
serem formadas, desse modo abaixando a temperatura do corpo até niveis mais normais de
febre (atividade antipirética) e melhorando a sensagédo de dor (atividade analgésica) (Flower e
Vane, 1972; Mattamal et al., 1979; Malmberg e Yaksh, 1982; Harvison et al., 1986a).
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Embora a atividade de peroxidase seja s6 um aspecto de PGES, varios laboratérios
tém tentado investigar o0 mecanismo de ativacdo do PAR usando peroxidades especificas, por
exemplo, estudando as possiveis relacbes de estrutura-atividade entre os potenciais de
oxidacdo, a coplanaridade da cadeia lateral da N-acetil, etc.) para varios analogos de PAR
(Harvison et al., 1986a; Harvison et al., 1986b; Harvison et al., 1988; Barnard et al., 1993;
Park e Kitteringham, 1994; Bessems et al., 1995; Bessems et al., 1998).

2.5. ModificacGes Estruturais do Paracetamol

A toxidade do paracetamol fomentou o desenvolvimento e estudo de homdlogos e
analogos mais seguros, mas até o momento sem nenhum sucesso. Os estudos contribuiram

para a obtencdo de dados da relacéo estrutura e atividade desse farmaco.

2.5.1. Homdlogos Dimetilados

O mecanismo de toxidade do sistema quinona-imina foi realizada através de
reatividade do derivados analogos dimetilados do paracetamol ao reagirem com nucledfilos
(Fernando et al., 1980) e a toxicidade foi avaliada por Calder et al.(1991). Os compostos 2,6-
dimetil-PAR 9 e 3,5-dimetil-PAR 10 foram oxidados com tetraacetato de chumbo para formar
N-acetil-2,6-dimetil-p-benzoquinona imina e N-acetil-3,5-dimetil-p-benzoquinona imina,

respectivamente.

A reacdo do composto 11 com HCI formou o 3-cloro-2,6-dimetil-4-hidroxi-
acetanilida, enquanto que a reacdo com anilina, etanotiol e etanol formou os adutos
tetraédricos, através da adicdo ao carbono ipsilon da imina, em oposi¢do aos produtos de
adicdo esperados da quinona-imina, como um reagente eletrofilico via adicdo de Michael,

enquanto que ndo houve reacdo com a agua (Figura 6).

Enquanto que o composto 12 reagindo com &gua e anilina levou a substituicdo do
carbono da imina, gerando 2,6-dimetil-p-benzoquinona e 3,5-dimetil-N-fenil-p-benzoquinona-
imina, enquanto que o etanotiol formou o composto 3,5-dimetil-2-tioetil-4-hidroxi-

acetanilida.
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Figura 7: Reatividade do intermediéario reativo NAPBQI com nucleéfilos

A hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade foram avaliadas atraves do grau de necrose

celular com as doses administradas em ratos e camundongos pelas vias intraperitoneal (IP) e
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intragastrica (IG), onde os compostos 3,5 substituidos apresentaram maior toxidade em doses
crescentes, seguido pelos derivados 2,6 substituidos, comparados ao paracetamol e o N-
metilparacetamol (Calder et al., 1991). Estes resultados demonstraram que provavelmente a

reatividade quimica pode ser elucidada através de calculos moleculares (Alves et al., 2003).

2.5.2. Homodlogos Metilados

Derivados monometilados do PAR preparados por Nelson et al (1986) mostraram uma
diminuicao, tanto a atividade analgésica, quanto o potencial citotdxico, quando comparados o
paracetamol e 3-metilparacetamol, demonstrando que estas atividades estdo diretamente
relacionadas, sendo observado também que o composto 2-metilparacetamol possui atividade
muito menor e que o N-metilparacetamol € praticamente inativo (Figura 8 e Tabela 1). A
toxicidade esta de acordo com a prova de funcdo hepatica, medida pelos niveis de

transaminase (Harvison et al., 1986).

HQO CHsj HQ HQO
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Figura 8: Paracetamol e derivados monometilados

Tabela 1: Propriedades dos derivados monometilados do PAR.

Composto Atividade Analgésica Dose Necro_se ALT plasma em
ED 50 mg/kg Mg/kg Hepatica 24 h —Um/ml
Paracetamol 1 84,3 (27-108) 750 3,25%+0,25 4030 = 501
3-metil 13 177,1 (138-195) 750 0,80 £ 0,25 690 + 189
2-metil 14 94,6 (77-116) 750 2,75+0,25 3251 + 905
N-metil 15 > 200 1000 0 328

Fonte: J. Med. Chem., 1986.

Estes resultados mostram que estas duas atividades sdo dependentes da formacdo do
intermediario aceto-imido-p-benzoquinona, uma vez que sem uma reacdo de N-desmetilacéo

o derivado N-metil (14) n&o pode formar o intermediario tipo quinona-inina, o que explica
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sua baixa atividade, enquanto que os derivados 2- (14) e 3-metil (13) devem formar quinona-
imina, mas diferindo sua reatividade quimica quando comparados com o PAR (Tabela 2). De
fato de alguma forma os compostos metilados 13 e 14 devem causar algum tipo de

impedimento estereoquimico durante o processo de metabolismo.

Tabela 2: Hepatotoxidade e a nefrotoxidade de derivados dimetilados

Necrose Celular

Composto Concentracao Ratos Camundongos
1P IG 1P IG
2 Mm + 0 ++ + ++
Paracetamol 1 5Mm - + - + 4+
10 mM - +++ - 4+ +
2mM - 0 -
2,6-dimetil 9 5mM - 0 -
10 mM - + -
2 mM - + - ++
3,5-dimetil 10 5mM - ++ - + 4+
10 Mm - ++ - 4+ +
N-metil 15 2mM 0 - 0 —

Fonte: Biochen Pharmacol,1986.

A atividade antioxidante pode explicar a capacidade de formar o intermediario reativo
NAPQI e a atividade analgésica. Os valores de voltametria ciclica em diferentes condicdes de
pH, demonstraram uma relagcdo direta da poténcia citotdxica e atividade analgésica com o
potencial de oxidagédo, pois 0os mais baixos valores sdo mais ativos (Tabela 3). No entanto,

estes valores ndo explicam a diferenca na hepatoxicidade.

Tabela 3: Propriedades farmacoldgicas dos metabélitos do acido araquidénico

Variagéo do Potencial de Redox (V) em pH

Composto
0 3 6 7,4 9 12
Paracetamol 1 0,72 0,61 0,46 0,39 0,33 0,22
3-metilparacetamol 13 0,67 0,53 0,43 0,36 0,38 0,10
2-metilparacetamol 14 0,75 0,63 0,54 0,45 0,39 0,26
N-metilparacetamol 15 0,84 0,78 0,74 0,68 0,63 0,53

Fonte: J. Med. Chem.,1986.
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2.5.3. Analogos Fluorados

A hepatotoxidade e acdo analgésica do paracetamol seis analogos fluorados (16-21)
(Figura 9) que demonstraram baixa atividade analgésica em ratos, mas o composto 20 era 3,5
vezes mais ativo e menos tdxico que o paracetamol. O potencial de oxida¢do dos compostos
19 e 20 foram os mais altos. Apesar da relacdo entre as propriedades fisico-quimicas com as
propriedades toxicolégicas, metabdlicas e farmacoldgicas nenhum destes compostos chegou a

fase clinica (Barnard et al., 1993).
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Figura 9: Paracetamol e derivados fluorados
2.5.4. Homdlogos Mono e Dialquilados

A toxidade dos derivados 3-monoalquil e 3,5-dialquil foram relacionados com o0s
parametros de lipofilicidade, como o coeficiente de particdo 6leo/agua (Log P), sendo
observado que os derivados contendo os substituintes volumosos, com maior valor de LogP,
diminuem a oxidagcdo primariamente e secundariamente o0 ataque a aceto-imida-p-
benzoquinona, e que esta propriedade pode ser regida pela lipofilicidade e efeitos
estereoquimicos (Van de Straat et al., 1987) (Tabela 4). Compostos substituidos por grupos
elétron doadores nas posi¢oes 3,5 decrescem o potencial de ionizagdo, aumentam a inibicéo
da ciclooxigenase e diminuem a toxicidade, enquanto que os compostos substituidos por
grupos elétron atraentes ndo alteram a toxicidade, mas diminuem a atividade bioldgica. As
substituicdes na posicdo 3-alquil sdo equipotentes ao paracetamol, 2-alquil sdo potencialmente
mais fracos e 3,5-dialquil apresentam a mesma poténcia analgésica e menor toxidade.

Enquanto que a N-alquilacdo destitui tanto da toxidade quanto da atividade analgésica (Van
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de Straat et al., 1986).

Tabela 4: Atividade comparativa dos derivados 3,5 e 2,6 dimetilados do PAR.
R

R w/go
H
Compostos R R Controle %  Tratados % LogP
1 H H 28+ 6 60+ 6 0,311
13 CHs H 207 54 +4 0,793
22 CH2CH3 H — — 1,306
23 CH(CHa)2 H - - 1,707
24 C(CHz3)3 H - - 2,357
10 CH3 CHs 14+4 17+3 1,108
25 CH.CH3 CH2CH3 - - 1,870
26 CH(CHa)2 CH(CHz3)2 - - 2,671
27 C(CHz3)3 C(CHs3)3 11+4 15+2 3,180
Fonte: Toxicol. Appl. Pharmac., 1987.
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Figura 10: Mecanismos de reducdo de mono e dissubstituidos analogos

De acordo com a Figura 10, as diferencas de toxicidade destes compostos podem estar
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relacionadas tanto pelas reacdes de producdo de adutos quanto pela deplecdo dos niveis de
glutationa reduzida (Van de Straat et al., 1986).

2.5.5. Analogos Heteroatémicos

Outro estudo das propriedades quimicas envolvendo compostos modificados do
paracetamol, através da introducdo além de grupos alquilicos, de halogenetos, oxigenados e
sulfetos, nas posicdes 3 e 5 (Tabela 5), 0s quais demonstraram mais uma vez que 0 parametro
eletrdnico é o principal responsavel pela atividade é o potencial de ionizacéo.

Substituicdes de grupos elétron doadores nas posicOes 3,5 decrescem o potencial de
ionizacdo, aumentam a inibicdo da ciclo-oxigenase e diminuem a toxicidade, enquanto que
com grupos elétron atraentes diminuem a atividade bioldgica, mas reduzem fracamente a
toxicidade (Bessems et al 1995). Bessems e col. (1998) estudaram este grupo de compostos
pelo método ab initio e demonstraram que a saida do hidrogénio ligado ao grupo fenol é
muito mais favorecida do que o a saida do hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo amida em
125 kJ/mol, sendo confirmada experimentalmente, através do espectro de ESR (Espectro de
Ressonancia de Spin) e computacionalmente pelo método DFT (Diniz et al., 2004; Alves et
al., 2006).

Tabela 5: Propriedades dos derivados 3,5 dissubstituidos do PAR.

1

R N.__O

bl
HO]Q/ CHa
R

Compostos R p.f. Pgﬁ?dcézgge I1Cs0 (MM) LDH (%)
1 H - 0,28 V 0,35+0,08  50,6+28
10 CHs 162 °C 0,21V 0,16+0,00  150+0,9
28 OCH;  141°C 0,12V 0,20 12,4+0,5
29 SCH;  135°C 0,12V 0,14 + 0,03 145+1,2
17 F 180 °C 0,32V 1,14+0,07  42,3+0,9
30 Cl 157 °C 0,34V 056+0,13  36,0+3,5
31 Br 171°C 0,32V 0,48 + 0,07 26,1 +3,2
32 | 188 °C - 1,11+ 0,16 147+1,4
Branco - - - 8,2+1,0

Fonte: Chem. Biol. Inter., 1995.
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2.5.6. Derivados Acil-Etér-Alquilico.

O estudo de novos AINEs derivados nas funcdes acil-etér exibiu pequeno ou nenhum
efeito gastrotoxico (Tabela 6 e Figura 11). A sintese foi baseada na estrutura quimica do
paracetamol, tendo em vista a elevada gastrotoxicidade da aspirina. Os compostos exibiram
maiores atividades analgésicas e antinflamatdrias e menor gastrotoxidade quando comparados
com a aspirina. Das treze combinac@es, onze demonstraram possuir atividade analgésica 2-10
vezes comparado a poténcia da aspirina. Significativamente, todas as combinag¢6es mostraram

baixissima gastrotoxidade quando comparadas com a aspirina (Duffy et al., 2001).

Tabela 6: Efeito analgésico , antiinflamatorio e gastrotoxico de derivados 2,6 dissubstituidos.

Atividade Analgésica Antinflamatorio

Compostos Gastrotoxidade

ED 50 (mol/kg) ED 30 (mol/kg)
33 2,4x 10 Inativo 1,4
34 3,5x10% 3,6 x10* 1,2
35 2,1x10* Inativo 1,7
36 1,9x10* 1,16 x 10* 1,2
37 51x10% 1,7x 10 1,6
38 4,2 x10* 1,9 x 10 2,3
39 1,1x10* 3,3x10* 2,1
40 3,9x10* Inativo 1,1
41 3,7x10% 4,0x 10* 1,8
42 Inativo Inativo 1,3
43 1,4 x 10* 3,3x10* 1,3
44 - - 1,5
45 2,4 x10* 3,8x10% _
46 4,9 x10° 2,1x10* 2,6
Aspirina 47 9,4 x10* 1,1x 103 9,5

Fonte: Pharm. & Pharmacol., 2001

O estudo da relacdo estrutura-atividade usando calculos quénticos no nivel
DFT/B3LYP/6-31G(d) mostrou boa correlagdo entre o potencial de ionizacgdo e os resultados
bioldgicos, mostrando a importancia do carater doador de elétrons do PAR e analogos acil-
éter. O aumento das propriedades estereoquimicas, como volume e superficie molecular

decresce a atividade anti-inflamatéria.
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Figura 11: Paracetamol e derivados acil-éter-alquilico.

2.5.7. Nitroderivados do Paracetamol

Um eficiente protocolo foi desenvolvido para a sintese dos derivados 3-nitro- e 3,5-

dinitro-paracetamol através de uma reacdo de nitracdo regiosseletiva.

As estruturas dos

compostos nitrados foram confirmadas por ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e 3C
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e comparadas com o paracetamol. A nitracdo ocorre preferencialmente na posi¢do orto ao
grupo fenol do paracetamol como produtos principais e com altos rendimentos. A reagédo
usando a mistura de HNOs e H2SO4 na proporcdo (1:5) em &cido acético produziu como
produto majoritario o composto 3-nitro-paracetamol, enquanto que a reacdo do HNOz em
acido acético produziu como produto principal o 3,5-dinitro-paracetamol. Os compostos
apresentaram um aumento de sua acidez na seguinte ordem: paracetamol < 3-nitro-
paracetamol < 3,5-dinitro-paracetamol, devido ao efeito retirador de elétrons do grupo nitro
(Costa et al., 2001). Os estudos de modelagem molecular mostrou também que o grupo nitro
aumenta a hidrofilicidade das moléculas. Infelizmente, os compostos apresentaram maior
toxicidade e menor atividade nas doses de 100 e 250 mg quando comparados ao paracetamol
na dose de 10 mg. Estes dados de atividade biolégica e modelagem molecular ainda néo
foram publicados.
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Figura 12: Paracetamol e derivados acilicos e dialquilados

2.5.8. Associacdo molecular p-aminofenol e salicilatos

Em outro estudo teorico e experimental descrevendo o desenvolvimento e avaliacao do
efeito sequestrante de radical livres de derivados da associacdo molecular do paracetamol e
acido salicilico. Inicialmente, os métodos tedricos foram empregados na a selecdo de
farmacos antioxidantes e em seguida a atividade antioxidante foi determinada através de
métodos de avaliacdo tais como a capacidade antioxidante frente ao radical 1,1-de difenilo-2-
picrilhidrazila e o nivel de peroxidagéo lipidica iniciada pelo Fe?* ascorbato em eritrocitos
humanos medidas através de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

O derivado da associagdo molecular (51) exibiu uma inibicdo mais potente do que o
acido salicilico, enquanto que o composto substituido pelo grupamento benzoila (52) exibiu
uma inibicdo mais potente do que o paracetamol. Os parametros moleculares relacionados a

distribuicéo de eletrbnica e estrutural, (potencial de ionizagdo e orbital molecular ocupado de
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mais alta energia — HOMO) apresentou boa correlacdo com o acdo antioxidante dos

compostos estudados nos diferentes testes efetuados (Borges et al., 2013).

HQ HO HQ
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Figura 13: Derivados da associa¢do molecular

2.5.9. Derivados Amidicos e Lactamas

Outro estudo desenvolvido por nosso grupo, visando o planejamento de novos
derivados do paracetamol a partir de duas enzimas chaves: a prostaglandina-endoperoxide
sintase (PGES) e o sistema citocromo P-450, responsaveis em humanos e animais
experimentais pelo efeito analgésico e o metabolismo, respectivamente. Deste modo, uma
série de derivados amidicos e lactamas do paracetamol substituidos com propionamida e seus
analogos isosteros cléssicos e os ndo classicos sulfonamidadas, benzilamidas e y- ou &-
lactamas foram investigados usando calculos de quimica quéantica no nivel de teoria
DFT/B3LYP, com o conjunto de base 6-31G*.

Os valores de HOMO, potencial de ionizacdo (PI), energia de dissociacdo da ligacao
fenolica (EDLon) e energia de estabilizacdo do radical (AEiso) para a oxidagédo dos derivados,
através da abstracdo de um elétron ou um atomo de hidrogénio do grupo hidroxila fendlico,
foi relacionado com a reatividade quimica do radical tirosil formando moléculas do tipo N-
acetil-p-benzosemiquinona imina (NAPSQI). Enquanto que a segunda abstracdo de
hidrogénio foi relacionada com a reacdo quimica entre o grupo amida de derivados NAPSQI
com radical hidroxil formando moléculas do tipo N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI).

Os baixos valores de EDLon e AEiso foram relacionados com altos valores de
sequestro do radical tirosil, assim como com a contribui¢do de densidade de spin das formas
cation radical e semiquinone, enquanto que os altos valores da EDLnn foram relacionados

com menor formacdo de NAPQI e os valores de LUMO com a reatividade tipo sistema
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Michael do NAPQI. Os resultados mostram que propionamida e lactamas podem ser boas
estratégias para o desenvolvimento de farmacos analgésicos mais seguros derivados do

paracetamol.
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Figura 14: Paracetamol e derivados amidicos e lactamas
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Tabela 7: Propriedades tedricas do paracetamol e derivados.

Compounds H(S\XP (kcal Irzol-l)* (kcif)r'ﬁé’?l)* AEiso (k?a[l)lrEnNoTl) Ifeuvl\)/l’g
1 545 170,76 8168  -438 7900  -3,69
53 543 169,87 8157  -449 7880  -3,67
54 526 16561 8005  -511 81,68  -3,36
55 539 169,09 8161  -445 8101  -327
56 559 172,63 7838 -768 8302  -393
57 635 192,24 8247  -359 6619  -374
58 58 17676 8316  -290 6509  -3.64
59 577 17512 8204  -312 6529  -359
60 546 167,24 81,69  -437 7614  -3,69
61 541 165,19 81,48  -458 7615  -3,62
62 558 169,13 8213  -393 7548  -382
63 552 16838 81901  -415 7544  -375
64 565 171,78 8243  -363 7566  -391
65 535 161,63 8124  -483 7577  -354
66 579 175,00 8208  -308 7534  -2.79
67 549 171,97 8028  -578 7678  -3.74
68 551 17101 80,82  -524 8036  -3,63
69 564 17324 8230  -376 8419  -4,06

* Analogos do paracetamol. ** Derivados de NAPQI.

2.5.10. Regioisbmeros

Outro planejamento molecular baseado na estrutura do ligante foi realizado usando
método de quimica quéntica no nivel DFT para regioisomeros do paracetamol como
candidatos analgésicos. Os descritores moleculares HOMO, PIl, EDLon e densidade de spin
foram relacionados com a reatividade quimica do radical tirosil formando moléculas do tipo
N-acetil-0-benzosemiquinona imina (NAOSQI) através da abstracdo de elétron ou hidrogénio.
Os resultados mostraram a molécula ortobenzamol (71) como a mais promissora. Este
composto foi sintetizado, avaliado em modelos de nocicep¢do como contorsal abdominal,
edema de pata e placa quente, e os resultados confirmaram a predi¢cdo do estudo tedrico.

Todos os resultados biolégicos sugerem uma atividade antinociceptiva mediada por
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receptores opidides. De fato, os resultados mostraram que no tempo de 90 e 120 min, 0 novo
composto teve um efeito comparavel a mofina, o farmaco padrdo do teste (Queiroz et al.,
2012).

Qp o Ae AP

Figura 15: Regioisdmeros do paracetamol

2.6. Planejamento de Farmacos usando Bioisosterismo

Langmuir (1919) observou que moléculas ou ions que tém ndmero e arranjo idénticos

de elétrons apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes, tal com N, e CO, os quais

chamou de isosteros, enquanto que o estudo do arranjo eletronico de moléculas foi chamado
isosterismo. Posteriormente, Erlenmeyer definiu como isdsteros os &tomos, ions ou moléculas
que contém idénticas camadas periféricas de elétrons (isoeletrbnicos), 0s quais ocorrem mais
frequentemente entre atomos que estdo na mesma coluna periddica, onde as camadas externas
de elétrons sdo idénticas ou quase idénticas e entre &tomos com pequena variagdo em tamanho
e massa. Grimm (1925) formulou regras para a substituicdo entre alguns grupos isostéricos,
que sdo conhecidas como regra do hidreto, onde os grupos isostéricos ficariam nas colunas,
formados pelo elemento anterior da linha horizontal e adicionando um atomo de hidrogénio
(ou hidreto), continuando este processo até ndo ser mais possivel. Friedman (1951) verificou-
se que compostos quimicamente isdsteros apresentam, nao raro, atividade farmacoldgica
semelhante. Esses foram chamados de bioisosteros, e ao seu estudo deu-se 0 nome de
bioisosterismo. Burger (1970) classificou os isdsteros ou bioisosteros em duas grandes
categorias: 0s classicos e 0s ndo-classicos. Assim, a vinilogia e o regioisomerismo € uma
técnica ndo classica, que quando confrontados com sua molécula de origem mostram um
composto cuja configuracdo eletrdnica com pequenas ou grandes variagdes no arranjo
estereoquimico principalmente pelo aumento da distancia entre os grupos funcionais, com
mudangas nas propriedades de solubilidade, mas que preservam uma similaridade na
reatividade quimica ao composto prot6tipo. Em geral, ndo apresentam 0 mesmo ndmero de
atomos e as mesmas caracteristicas estereoquimicas e eletronicas dos isosteros classicos, mas

produzem atividades bioldgicas similares (THOMAS, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Modelagem Molecular

Os métodos utilizados s&o: 0 método semi-empirico PM3, empregados na otimizagdo
da geometria e obtencdo de parametros eletronicos, métodos tedricos para caracterizacdo de
parametros moleculares ndo eletrénicos e metodos estatisticos para classificacdo dos
parametros moleculares responsaveis pela atividade biologica estudada usando pacotes
computacionais como Hyperchem e ChemOffice (Eszter et al., 2002; Furter & Moore, 2001).

3.2.  Energia dos Orbitais de Fronteira (HOMO e LUMO)

O HOMO ¢ um parametro relacionado com a capacidade doadora de elétrons que
caracteriza o composto como nucleofilico, é o orbital molecular ocupado de maior energia. A
maior ou menor nucleofilicidade estéo relacionados com o maior ou menor valor em madulos,
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. Seus valores sdo
expressos em elétron-volts (eV) (Korolkovas, 1968), e avaliam a estrutura quimica de uma
substancia, que por possuir regifes ricas ou deficientes em elétrons podem reagir como
radicais livres. E um importante parametro que contribui para uma maior compreensdo da

reatividade quimica de um candidato com atividade antioxidante (Kubinyi, 2002).

3.3.  Logaritmo do Coeficiente de Particdo (CLog P)

Este pardmetro determina a solubilidade da molécula e sua capacidade de vencer as
barreiras biologicas e mover-se nas diferentes biofases. O coeficiente de particdo de uma
determinada espécie quimica é definido como sendo a razdo entre as concentracdes que se
estabelecem nas condi¢des de equilibrio de uma substancia quimica, quando dissolvida em
sistema constituido por uma fase orgéanica e uma fase aquosa, e esta associado a mudanca de
energia livre provocada pela substancia sobre o equilibrio termodindmico do sistema (Kubiny,
2002). Esta propriedade desempenha papel fundamental na bioatividade de compostos,
embora seja apenas uma das varias propriedades fisico-quimicas que, atuando conjuntamente,
determinam a expressao da atividade bioldgica de compostos, Uteis na estimativa da absorcéo

de farmacos dentro do organismo.
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3.4. Energia de Hidratacao (EH)

A energia de hidratacdo esta relacionada com a capacidade dos farmacos absorverem ou
liberarem energia, quando em contato com solvente aquoso. Sua importancia esta relacionada
ao transporte e distribuicdo pelas diferentes biofases plasmaticas, bem como pela atracdo e
interacdo do farmaco com seu receptor. Os valores de EH s@o expressos em kilocalorias por
mol (kcal/mol). Valores negativos indicam uma reacdo exotérmica, enquanto que valores
positivos indicam uma reacdo endotérmica. Representa um importante pardmetro
complementar para a compreensdo dos comportamentos ligante com um receptor e de um
componente que precisa vencer as barreiras bioldgicas em comparacdo com outras moléculas

com propriedades farmacocinéticas conhecidas (Miyamoto & Kollman, 1993).
3.5.  Potencial de ionizagao (PI)

O potencial de ionizacdo (PI) de um atomo ou molécula é a energia necessaria para
remover um elétron de sua estrutura atbmica ou molecular. O PI é calculado pela diferenca de

energia da molécula neutra e seu respectivo cation radical, segundo a equacao:

PI = [EParXH""] - [EParXH]

3.6. Mapas de Potencial Eletrostatico Molecular (MEPS)

Os mapas de potenciais eletrostaticos sdo representados por valores numeéricos
classificados por cores que fornecem uma medida total da molécula assim como a posicéo de
potenciais eletrostaticos negativos ou positivos. As regides de potencial eletrostatico positivo
indicam o excesso de carga positiva, conduzindo a repulsdo de possivel carga positiva de
outra molécula, enquanto que as regies de potencial negativo indicam as areas de excesso de

carga negativa, conduzindo a atragdo da carga positiva.

3.7.  Estudos Comparativo

Este estudo visa avaliar as diferencas de reatividade quimica entre os grupos eletron-

retiradores da chalcona C1 com os grupos eletron-doadores da hidrazona S1 (Figura 16).
H O
0 O ¢
S1 C1l

Figura 16: Estruturas quimicas da hidrazona (S1) e chalcona (C1).
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3.8.  Metodologia Sintética

A preparacdo ocorre através da reacdo em agitacdo magnetica entre os aldeidos
substituidos (R1) com a fenilhidrazina (R2) usando etanol como solvente e acido sulfirico

como catalizador (Figura 17) para a producdo dos derivados de fenilhidrazonas (P).

HNH, H

N
N<
=z ~o N~ N
R—— | + - | —R
AN 7
R1 R2 P
Figura 17: Metodologia sintética de obtencéo dos derivados de hidrazonas.

3.9. Identificacdo e caracterizacdo dos derivados hidrazénicos

Os compostos foram identificados e caracterizados usando ponto de fusdo, teste de

solubilidade, espectro de infravermelho (V).

3.10. Compostos Sintetizados
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Figura 18: Derivados de hidrazonas benzilidénicas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo comparativo entre hidrazona e chalcona

Os derivados do paracetamol foram planejados usando a técnica do bioisosterismo
ndo-classico através da substituicdo de um grupo carbonila o,B-insaturada (aceptor de
elétrons) por hidrazona (doador de elétrons) (Figura 19), visando modificar as propriedades
eletronicas e de solubilidade, mas preservando as propriedades estruturais responsaveis pelas
caracteristicas estereoquimicas e conformacionais. O principal propdsito deste estudo e
mostrar as relacdes bioisostéricas entre estes grupos funcionais, bem como as diferencas de
reatividade quimica em possiveis receptores biolégicos. Estas propriedades sdo apresentadas
na Tabela 8.

S1 C1
Figura 19: Estrutura da fenilhidrazona (S1) e chalcona (C1).

De fato, como mostrado na Tabela 8, os valores do momento dipolar mostram que a

fenilhidrazona (1,7148) apresenta maior polaridade que a chalcona (3,0044).

Tabela 8. Propriedades estruturais e de solubilidade dos derivados do paracetamol.

Propriedades/Compostos Fenilhidrazona Chalcona

Momento Dipolar (D) 1,7148 3,0044
Energia de Hidratacdo (kcal/mol) -7,78 -3,43
CLogP 3,31 3,62
Peso Molecular (u.m.a.) 196,25 208,26
Volume Molecular (A3) 666,76 685,93
HOMO (eV) -5,09 -6,32

LUMO (eV) -1,12 2,11

GAP (eV) 3,97 4,20
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A energia de hidratacdo (-7,78 kcal/mol) esta de acordo com a maior polaridade da
fenilhidrazona, mostrando que ela apresenta maior capacidade de absorver ou liberar energia
em contato com solvente aquoso que a chalcona (-3,43 kcal/mol). Os valores negativos
indicam uma reacdo exotérmica, mas a fenilhidrazona apresenta maior valor, portanto ela
apresenta maior solubilidade do que a chalcona em solvente aquoso. Estes resultados estdo de
acordo com os valores do CLogP mostram que a chalcona possui maior lipofilicidade (3,62)

que a fenilhidrazona (3,31).

A analise estrutural comparativa entre a fenilhidrazona (S1) e a chalcona (C1)
demonstra um aumento do numero de grupos aceptores de ligacGes de hidrogénio nas
posicdes C1 e Co. Na Figura 20 podemos observar que na posi¢do 1, o grupo aceptor de
elétrons (carbonila) foi substituido por um grupo doador de elétrons (amina), de modo que o
grupo aceptor de hidrogénio torna-se um doador de hidrogénio para a formacéo de ligacOes de
hidrogénio. Enquanto que na posicao 2, o grupo carbeno foi substituido por um grupo imina,

com um forte carater aceptor de hidrogénio.

Figura 20: Numeracéo da estrutura basica da fenilhidrazona (S1) e chalcona (C1).

Uma terceira posicdo que pode ser responsavel por possivel alteracdo na reatividade
guimica e interacdo quimica entre a fenilhidrazona (S1) e a chalcona (C1) é o carbono da
posicdo 3. No entanto, somente os métodos quanticos podem inferir as diferencas nesta
posicdo entre os dois compostos, os quais poderdo ser observados através da analise dos

orbitais e cargas moleculares, os quais serdo realizados mais adiante.

Outras propriedades estruturais que mostram uma relagéo de similaridade entre estes
bioisostéros séo o peso e 0 volume moleculares. Os resultados demonstram que 0s compostos
tém valores aproximados, com perda de um atomo de carbono. Estas propriedades s&o
importantes, pois indicam se 0s compostos podem ocupar a mesma regido espacial do

receptor bioldgico, portanto, moléculas muito diferentes podem ter uma afinidade diferente.
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A nucleofilicidade dos analogos foi determinada usando os valores da energia de
HOMO. A energia de HOMO é um importante parametro eletrénico da estrutura molecular.
As moléculas que possuem baixos valores de energia de HOMO tém fraca habilidade doadora
elétrons. Ao contrério, altos valores de energia de HOMO implicam que a molécula é boa
doadora de elétrons. Os valores de HOMO em fase gasosa foram de -5,09 eV para o
fenilhidrazona e -6,32 eV para a chalcona, consequentemente, os resultados dos calculos
mostram que a fenilhidrazona é mais nucleofilica que a chalcona, ou seja, apresenta uma

melhor capacidade doadora de elétrons.

A disposicdo de HOMO nas moléculas pode indicar qualitativamente seus sitios de
acepcdo de grupos eletrofilicos através de reagdo de transferéncia de elétron. A analise gréfica
dos coeficientes dos orbitais moleculares de HOMO (Figura 21) demonstra as regides ricas
em elétrons (elétron-doadoras). A anélise do orbital molecular de mais alta energia mostra 0s
grupamentos que estdo contribuindo para a formacdo deste orbital, portanto, se a molécula
interagir com seu sitio receptor como doador de elétron devera ser por esta regido. Ao mesmo
tempo, se a molécula doar um elétron, os grupos que contribuem por efeito indutivo ou efeito
de ressonancia para a formacdo do HOMO, devera participar na estabilizacdo do elétron
desemparelhado. Assim, podemos observar uma significativa contribuicdo, principalmente da
fenilhirazona comparado com a chalcona. Outro grupo com significante diferenca é a posicédo

C3 como possivel aceptor de Michael, seguida pela posi¢do C1, com grande contribuicdo para

a fenilhidrazona. Desse modo, podemos observar que a fenilhidrazina apresenta maior carater

7

nucleofilico que a chalcona.

S1 C1

Figura 21: HOMO da fenilhidrazona (S1) e chalcona (C1).

Por outro lado, a disposicdo de LUMO nas moléculas pode indicar qualitativamente

seus sitios de acepcao de grupos nucleofilicos através de reacdo de ataque por grupos ricos em
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elétrons. A analise grafica dos coeficientes dos orbitais moleculares de LUMO (Figura 22)
demonstra as regides deficientes em elétrons (elétron-aceptoras). A andlise do orbital
molecular de mais baixa energia apresenta 0s grupamentos que estdo contribuindo para a
formacéo deste orbital, portanto, se a molécula interagir com seu sitio receptor como aceptor
de elétron devera ser por esta regido. Assim, podemos observar uma significativa assimetria,

principalmente na chalcona, onde a posic¢do C3 é o possivel ponto aceptor de Michael.

S1

Figura 22: LUMO da fenilhidrazona (S1) e chalcona (C1).

As estruturas de ressonancia do fenilhidrazona e chalcona mostram diferencas de
cargas, de acordo com a nucleofiliciade e eletrofilicidade. A Figura 23 mostra que a
fenilhidrazona apresenta sete estruturas de ressonancia deslocalizadas a partir do grupo amino
doador com regies ricas em elétrons nas posi¢Ges orto e para, assim como no carbono imina

da hidrazona.
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Figura 23: Estruturas de ressonancia da fenilhidrazona.

Ao contrario, a Figura 24 mostra que a chalcona também apresenta sete estruturas de

ressonancia, exceto pela mudanca da carga, onde as posi¢des orto e para apresentam regioes
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deficiente em elétrons, assim como no carbono - do alceno conjugado a carbonila.

Figura 24: Estruturas de ressonancia da chalcona.

De fato, os mapas do potencial eletrostatico e as cargas moleculares mostram
diferencas na polaridade dessas moléculas. No entanto, como observado na Figura 25 néo
houve diferenca significativa tanto no MEPs quanto nas cargas moleculares de Muilliken.
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Figura 25: MEPs da cargas de potencial eletrostatico.

Os resultados para 0 MEPs sdo qualitativamente diferentes quando calculados pelo
método do potencial eletrostaticos molecular, como observado na Figura 26, uma vez que 0s
valores numéricos sdo classificados por cores que fornecem uma medida total da molécula
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assim como a posicao de potenciais eletrostaticos negativos ou positivos, onde as regides de
potencial eletrostatico positivo indicam o excesso de carga positiva representadas pelas cores
azul (altos valores) e verde (baixos valores), enquanto que as regides de potencial negativo
indicam as &reas de excesso de carga negativa, representadas pelas cores vermelho (altos

valores) e amarelo (baixos valores).

Entretanto os valores ndo sdo quantitativamente diferentes, pois houve pouca variagdo
dos valores nas cargas obtidas pelo método do potencial eletrostaticas quando comparados

com os valores das cargas de Mulliken.
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Figura 26: MEPs e cargas do potencial eletrostatico.

As diferencas entre a nucleofilicidade e eletrofilicidade entre os analogos foi
determinada usando os valores da energia de HOMO, LUMO e GAP, como observado
anteriormente, mostraram a maior carater elétron doador da fenilhidrazona e maior carater
elétron aceptor da chalcona. No entanto, estes valores apresentaram baixo desvio padrdo.
Entretanto, o valor calculado do potencial de ionizagdo mostrou uma diferenca de quase 30
kcal/mol, com valores de 153,57 kcal/mol para o fenilhidrazona e 183,54 kcal/mol para a

chalcona, com um alto valor de desvio-padrdo (Tabela 9).
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Tabela 9. Propriedades estruturais e de solubilidade dos derivados do paracetamol.

Propriedades/Compostos Fenilhidrazona  Chalcona Média DesPad
HOMO (eV) -5,09 -6,32 -5,70 0,86
LUMO (eV) -1,12 -2,11 -1,65 0,70

GAP (eV) 3,97 4,20 4,08 0,16
PI (kcal/mol) 153,57 183,54 168,55 21,19

Outra propriedade importante para avaliacdo da nucleofilicidade e eletrofilicidade
destes derivados sdo os célculos da densidade de spin gerados ap6s a abstracdo do elétron
formando um intermediério radicalar do tipo cétion radical, de modo que o elétron
desemparelhado se distribui sobre toda molécula sendo estabilizada por grupos doadores de

elétrons e desestabilizado por grupos aceptores de elétrons.

As distribuicGes de densidade de spin para o cation radical mostraram contribuicdes
caracteristicas dos tautbmeros nas posi¢cdes orto (2°, 6°, 2” e 6”) ¢ para (4’e 4”) dos anéis
fenila da molécula fenilhidrazona com contribuicdo significativamente maior no anel A
(Figura 27). Enquanto que a molécula chalcona tem maior contribui¢cdo no anel B. A maior
contribuicdo da fenilhidrazona esta localizada no Ni, enquanto que na chalcona esta
localizado na posicdo C,. Dentre as caracteristicas estruturais mais importantes € a maior

simetria molecular para a hidrazona quando comparada com a chalcona.

Figura 27: Densidade de spin da fenilhidrazona (S1) e chalcona (C1).

Estes resultados mostram que o nitrogénio do grupo amina tem maior participagdo na
estabilizacdo da carga radicalar que o nitrogénio iminico do grupo hidrazona. A maior
participacdo tanto do anel A quanto do B na estabilizacdo da carga parcial positiva é a
principal propriedade responsavel pelo maior carater elétron doador da hidrazona comparado

a molécula da chalcona.

43



4.2. Sintese de Derivados Hidrazonicos

De acordo com o padréo de estabilizacdo pelo efeito eletrénico o anel B foi substituido
nas posicbes orto ou para por grupos elétron-doadores, tais como metil, dimetilamina,
hidroxila e metoxila. Grupos elétron-retiradores, tais como cloro e nitro também foram
considerados. Na Tabela 10 sdo apresentados 12 compostos com seus respectivos pontos de

fusdo (PF) em graus Celsius (°C).

Tabela 10: Propriedades estruturais e de solubilidade dos derivados de fenilhidrazonas

Compostos PF (°C) Compostos PF (°C)
N b .
Xy -N 155,6 — 161,2 N~
N ] ] _
@/\ \© 18 160] 128,3-134,3
S1 HO sS7
O\
<N H
N 116,5 1173 _O X N )
@/\82 \© 110 119) N 212,5-218,1
N H H
NN HO . .N
151,9 — 156,0 N 168,5—172,6
\N S3
| HO S9
H
H
~ _N B
N 145,9 - 147,3 \N’N\© 1[2122’(2) - 132]6
OH s4 \O S10
H
H
x _N B
gN \© 172,0 - 176,5 \N’N\© 1[2162’; B 122]6
HO S5 cl s11
| H ~ N
O Sy 89.6_ 928 N 157,6 — 158,7
TR Oy s12 [156 — 159]
HO S6 S

As moléculas S1-S12 foram preparadas a partir da reacdo entre a fenilhidrazina com os
aldeidos aromaticos: benzaladeido, tolualdeido, dimetilamina-benzaladeido, salicilaldeido, p-
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hidroxi-benzaladeido, vanilina, siringaldeido, 5-metoxi-2-hidroxi-benzaladeido, aldeido
cateculico, p-metoxi-benzaladeido, p-cloro-benzaladeido e p-nitro-benzaladeido, na presenca
de &cido cloridrico como catalizador. Os valores de ponto de fusdo (PF) foram comparados
com os valores descritos na literatura, os quais estdo mostrados entre parénteses com suas

respectivas referéncias.

4.3. Determinagéo e Caracterizagao Estrutural

Os espectros de infravermelho (FTIR) do composto S1 (Figura 28) e dos compostos
S2-S5 (Figuras 30 a 33) e S10-S12 (Figuras 34 a 36) suportam as estrutura proposta no estado
solido. As bandas largas acima de 3300 cm™ podem ser atribuidas ao estiramento do

hidrogénio intramolecular ligado aos grupos aminas das hidrazonas (HN).
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Figura 28: Espectro de infravermelho de S1.

Os grupos iminas dos radicais hidrazonas aparecem como uma Unica banda entre
1595-1605 cm™, como o resultado do estiramento das bandas de iminas (C=N) das
hidrazonas; nos casos de compostos S10, S11 e S12 (Figuras 33-35), em cujos espectros
destas bandas aparecem com valores inferiores a 1600 cm™, quando comparados com as
demais hidrazonas ou a compostos contendo a funcdo carbonila (C = O) onde as bandas sé&o

observadas em valores acima de 1695 cm™.
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Figura 29: Espectro de infravermelho de S1 tedrico.

Estes principais picos sdo observado no espectro de FTIR do composto S1 (Figura 29),

onde os estiramentos e deformacdes dos grupos amina e imina da hidrazona sdo mostrados

claramente nas regides de N-H e C-N.
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Figura 30: Espectro de infravermelho de S2.
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A absorcdo devido a vibragbes de deformacdo do grupo diazo (N-N) do radical

hidrazona, esperado de cerca de 1.420-1.450 cm™ de acordo com a literatura, sendo

observados estes valores entre 1.480-1.490cm™. A deformacio das ligagGes do grupo imina

(C=N) ficou com valores acima de 1.250 cm™. Enquanto que a deformacdo das ligacdes
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amina (C-N) ficou com valores acima de 1.130 cm™™.
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Figura 33: Espectro de infravermelho de S5.

Todos os compostos apresentam a absor¢do caracteristica devido as vibragdes de

deformac&o harménicas do sistema conjugado de carbono sp? aromatico.
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Figura 34: Espectro de infravermelho de S10.
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Figura 36: Espectro de infravermelho de S12.
44. Relagdo Estrutura e Propriedade

Os estudos da relacdo entre estrutura quimica e propriedade antioxidante mostraram
que dos doze derivados propostos, onze (S1-S11) apresentaram uma nucleofilicidade maior

que o paracetamol, exceto 0 composto S12 que apresentou um valor menor (Tabela 11).
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O aumento a nucleofilicidade deste conjunto de derivados do paracetamol pode estar

relacionado ao maior carater elétron doador do grupo hidrazona e pelo aumento da energia de

conjugacdo dos dois anéis aromaticos, quanto comparados ao grupo fenol e acetamida do

paracetamol. Os valores de HOMO apresentam o méximo de -5,76 eV e 0 minimo de -4,54

eV, com um valor médio de -4,50 e desvio padrdo de 0,52 e valor de p < 0,01.

Tabela 11: Propriedades estruturais e de solubilidade dos derivados do paracetamol

Compostos H((Z\I\//;O Lé\l\;l)o (kcaIID/ImoI) CLogP Elnde :gtI:ggZ
(kcal/mol)

Paracetamol -5,45 -0,06 170,83 0,49 -10,65
S1 -5,09 -1,12 153,57 3,31 -7,78
S2 -5,01 -1,04 150,72 3,80 -6,56
S3 -4,54 -0,69 137,28 3,84 -6,23
S4 -5,18 -1,23 155,01 3,90 -12,29
S5 -4,90 -0,92 148,29 3,27 -14,68
S6 -4,82 -0,89 145,26 3,12 -15,34
S7 -4,76 -0,89 143,05 2,84 -14,83
S8 -5,05 -1,21 150,80 4,00 -13,83
S9 -4,87 -0,94 146,98 2,87 -20,39
S10 -4,87 -0,89 146,78 3,59 -9,45
S11 -5,25 -1,29 168,15 4,32 -7,45
S12 -5,76 -2,13 167,22 1,55 -12,75

O potencial de ionizacdo (PI) estéd relacionado a capacidade doadora de elétrons. O

aumento desta propriedade no conjunto de derivados do paracetamol pode estar relacionado

tanto ao maior carater elétron doador do grupo hidrazona quanto pelo aumento da energia de

conjugacdo dos dois anéis aromaticos, assim como pelos grupos doadores e aceptores de

eletros ligados nas posi¢Ges orto e para do grupo benzilideno, quanto comparados ao

paracetamol. Os valores de Pl apresentam o maximo de 168,15 kcal/mol e 0 minimo de

137,28 kcal/mol, com um valor médio de 150,66 e desvio padréo de 9,14 e valor de p < 0,01.

O coeficiente do logaritmo de particdo (CLogP) dos derivados de hidrazona

apresentou um aumento médio de aproximadamente 6,87 vezes maior que o paracetamol,
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demonstrando um aumento na lipofilicidade ou maior afinidade por solventes apolares
sistema (Kubiny, 2002).

Este pardmetro determina a solubilidade da molécula e sua capacidade de vencer as
barreiras biologicas e mover-se nas diferentes biofases. Assim, esta propriedade desempenha
papel fundamental nos pardmetros de absorcdo e concentragdo do composto em uma

determinada biofase.

Outro importante pardmetro que pode ser relacionado com as propriedades
farmacocinéticas € a energia de hidratacdo (EH), uma vez que esta propriedade esta
relacionada com a capacidade dos farmacos absorverem ou liberarem energia, quando em
contato com solvente aquoso. Assim, esta propriedade além de inferir sobre o transporte e
distribuicdo pelas diferentes biofases plasmaticas, pode ser relacionada a atracdo e interacdo

do farmaco com seu receptor (Miyamoto & Kollman, 1993).

Os valores de EH (kcal/mol) mostraram que os grupos hidroxila e nitro aumentam a
afinidade por solvente aquoso, consequentemente liberam maior energia, indicando que a
reacao é exotérmica. De fato, os testes de solubilidade aquosa mostraram que estes compostos
apresentam maior solubilidade aquosa em pH alcalino, possivelmente devido a presenca de
hidrogénios cidos da posicéao fendlica. Assim como pelo efeito retirador de elétrons do grupo

nitro, aumentando a acidez do hidrogénio amino da hidrazona.

Os parametros moleculares que permitem descrever o0 modo de interacdo dos
derivados de hidrazona podem ser relacionados tanto aos grupos fenélicos quanto ao grumo

amino da hidrazona.

Uma vez que o mecanismo de inibi¢do da producdo de prostaglandina comeca pela
fixacdo do acido araquiddnico (AA) no sitio ativo da prostaglandina endopeoxido sintase
(PGES) pela porc¢éo carboxilica com uma arginina da posicdo 120 formando um complexo de
carga, seguido pela retirada de um &tomo de hidrogénio, onde um grupo tirosil da posicdo
385, responsavel pela etapa inicial de oxidacdo do AA e depois de oxidados tanto o peréxido
quanto o alcool endoperdxido ciclico PGH. séo estabilizados pela interacdo com a serina da

posicao 530, como mostrado na Figura 37.
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Figura 37. Mecanismo de interagdo do &cido araquidénico na PGES.

Nossos estudos mostram que o paracetamol apresenta seu mecanismo de inibicdo pela
reacdo com o Tirosil-385 e interacdo com a serina-530, mas sem interacdo com a Arginina-
120, com a conseqliente formacdo do complexo de carga entre a amida (paracetamol) e a

guanidina (arginina), conforme o modelo simplificado mostrado na Figura 38.

ﬁHZ W
Arg 120

Figura 38. Mecanismo teérico de inibicdo da PGES pelo paracetamol.

Portanto, a aplicacdo do principio do bioisosterismo visando avaliar o grupo hidrazona
como analogo do fenol com capacidade de interagir e reagir com o Tirosil-385 da PGES com
a possibilidade de uma interacdo adicional com a serina-530 ou arginina-120 através de seu

grupo hidroxila presente no anel B, conforme o modelo simplificado mostrado na Figura 30.
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Figura 39. Mecanismo tedrico de inibi¢do da PGES pelos derivados do paracetamol.

Uma vez que a reacdo classica da PGES é a oxidacdo do acido araquidbnico, parece
que alguns compostos com atividade inibidora desta enzima apresentam atividade
antioxidante sobre a enzima, desse modo a atividade antioxidante dos derivados

fenilhidrazona foi realizada.
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5.  CONCLUSAO

Este trabalho mostrou a sintese, a avaliacdo antioxidante e estudo comparativo entre
fenilhidrazonas e chalconas como novos derivados do paracetamol. A modelagem molecular
foi empregada com sucesso no estudo das propriedades quimicas tedricas do entre
fenilhidrazonas e chalconas, assim como para a determinacdo das propriedades moleculares
das fenilhidrazonas como derivados do paracetamol, para o estudo da relagdo estrutura e
atividade.

Os resultados mostraram que o grupo amina da hidrazona tem maior participacdo na
capacidade nucleofilica das fenilhidrazonas que o grupo imina da hidrazona. Enquanto que o
grupo carbonila tem maior participacdo na capacidade eletrofilica das chalconas. Os grupos
apresentam cargas negativas e positivas tanto do anel A quanto do B com igual numero de
estruturas de ressonancia. Fenilhidrazonas tem maior carater elétron-doador, enquanto as

chalconas maior carater elétron-aceptor.

As fenilhidrazonas foram obtidas com altos rendimentos, sendo que algumas foram
caracterizadas pela primeira vez. As propriedades estdo de acordo com os dados descritos na

literatura, quando comparado os espectros de infravermelho e ponto de fusé&o.

Estes compostos apresentam um potencial para ser utilizados como moléculas
antioxidantes. Os parametros moleculares tanto eletronicos quanto de solubilidade sdo muito
favoraveis quando comparados ao paracetamol. Os compostos sintetizados mostraram uma
maior capacidade doadora de elétrons tanto pela avaliacdo dos valores do potencial de

ionizagdo quanto pela analise dos orbitais moleculares.
O mecanismo de interagdo entre os derivados de hidrazonas e a PGES foi proposto

usando propriedades moleculares, onde o grupo hidrazona pode funcional como um grupo

bioisostérico para o grupo fenol.
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