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RESUMO

Os derivados de salicilatos sdo aplicados com sucesso como analgésicos, antitérmicos,
anti-inflamatorios e na prevencdo do cancer, principalmente de coldn retal. Reduzem os riscos
de muitas doengas associadas com a idade avancada. No entanto, apresentam efeitos adversos
principalmente o0s eventos gastrintestinais que estdo relacionados com seu principal
constituinte &cido acetilsalicilico, assim como também os aspectos que abrangem sua
estabilidade quimica e afinidade pelos receptores biolégicos. O objetivo do trabalho é o
planejamento, sintese e aplicagdes de derivados naftaleno-salicilicos como antioxidantes. Um
estudo teodrico dos doze compostos estudados foi realizado. Os calculos de propriedades
eletrbnicas tais como dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO, potencial de ionizacao (PI),
energia de dissociacdo de ligacdo fenolica (EDLoy) e contiribuicdo das densidades de spin
foram realizados usando os pacotes Gaussview e Gaussian, através da teoria do funcional de
densidade (DFT), no nivel B3LYP/6-31G(d,p). Alguns destes compostos foram sintetizados
usando meétodos classicos. Os resultados mostraram que tanto a presenca de uma hidroxila
adicional quanto a substituicdo do anel benzeno por naftaleno aumentam a capacidade
antioxidante na mesma propor¢cdo, com pequenas variacdes entre derivados acido, éster e
amida. Um efeito sinérgico foi observado quando ambos estdo presentes, produzindo as
moléculas mais potentes. Além disso, os calculos de densidade de spin indicaram que um
caminho regioseletivo pode ser obtido a partir de derivados monohidroxilados, com alta
possibilidade de gerar in vitro derivados dihidroxilados preferencialmente na posigdo para
relativa ao grupo fendlico, através de reacdes enzimaticas ou ndo enzimaticas. Finalmente, a
presenca do anel naftaleno em substituicdo ao anel benzeno aumenta tanto a reatividade quanto
a estabilidade quimica de intermediarios do tipo quinona, as quais podem explicar o modo
como estes compostos poderiam atuar nos mecanismos preventivos e tratamento do cancer. As
atividades anticancer e anti-inflaméatoria ainda estdo sendo realizadas para alguns dos

compostos sintetizados.

Palavras-chaves: salicilatos, antioxidante, cancer, inflamacao, novos derivados.



ABSTRACT

Salicylate derivatives are successfully applied as analgesics, antipyretics, anti-inflammatories
and in cancer prevention, especially rectal colon. They reduce the risks of many diseases
associated with elderly. However, adverse effects related to gastrointestinal events are always
associated to its main constituent acetylsalicylic acid. These aspects are linked to their
chemical stability and affinity for some biological receptors. The aims of this work are the
design, synthesis and applications of naphthalene-salicylic derivatives as antioxidants. Thus, a
theoretical study of the studied compounds was carried out. Calculations of electronic
properties such as frontier orbitals HOMO-LUMO, ionization potential (IP), bond dissociation
energy of phenolic moiety (BDEoy), and spin density contributions were performed by using
density functional theory (DFT) at the B3LYP/6-31G (d, p) level of theory on Gaussview and
Gaussian computational packages. Some of these compounds were synthesized by using
classical methods. The theoretical results showed that both additional hydroxyl or substitution
on benzene ring for naphthalene increase the antioxidant capacity in the same values with
small dissimilarities among acid, ester, and amide derivatives. A synergistic effect was
observed when both are used together, producing the most potent molecules. In addition, spin
density calculations indicated a regioselective pathway can be gotten from monohydroxylic
derivatives, with high possibility of in vivo generating of dihydroxy derivatives mainly at the
para position relative to the phenolic group, through enzymatic or non-enzymatic reactions.
Finally, the replacement of the naphthalene ring instead of the benzene ring increases both
reactivity and chemical stability for the quinone-type intermediates, explaining how these
compounds will play a role in the preventive mechanisms and way treatment of cancer. Anti-
cancer and anti-inflammatory activities are being performed for some of the synthesized

compounds.

Key-words: salicylates, antioxidant, cancer, inflammation, new derivatives.
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1. INTRODUCAO

Os salicilatos (Figura 1) foram introduzidos na terapéutica ha mais de 100 anos, quando
Maclagan (1876) usou a salicina 1, um principio ativo amargo extraido do salgueiro branco
comum, reduzindo com sucesso a febre, a dor e a inflamacgdo na febre reumatica. As pesquisas
prosseguiram com a obtencdo laboratorial do &cido salicilico (AS) 2 a partir do fenol por Kolbe
e colaboradores, seguido pela obtengdo do &cido acetilsalicilico (AAS) 3 atraves da acetilagdo
do acido salicilico por Felix Hoffman (MACLAGAN, 1876).

OH CH;
Hgo\%\o OH O O}\O o
OH
1 2 3

Figura 1: Férmula estrutural de derivados de salicilatos.

Apesar de ainda ser uma das classes de farmacos mais comercializadas no mundo,
extensamente estudada e ser uma das mais antigas, com aplicacdo clinica conhecida desde de
1898, esta classe de compostos ainda hoje, possui muitos trabalhos publicados ap6s mais de
100 anos de uso, devido a seus efeitos terapéuticos na inflamacdo e quimioprotecdo como
anticancer, acidente vascular cerebral e agregacdo plaquetaria (HERBERT, 2000; GASCHE,
2004; MARCUS, 1995; LOWE, 2001).

O mecanismo de acdo proposto para os salicilatos foi desenvolvido a partir do estudo
da acetilacdo do grupo hidroxila de um residuo de Serina (Ser 530) da ciclo-oxigenase (COX),
pela aspirina (AAS) (ROTH, 1975). No entanto, ele ndo explica 0 mecanismo dos demais
salicilatos que ndo apresentam em suas estruturas quimicas grupamentos acetilantes, que sao
todos os demais compostos, exceto a aspirina. Assim, uma vez que tanto a aspirina como 0s
demais salicilatos apresentam também diferencas significativas na inibicdo das isoformas de
COX, com maior inibicdo sobre a COX-1 e fraca inibicdo sobre a COX-2 (SOMVANSHI et
al., 2007). Além disso, a gastrotoxicidade, dentre outros efeitos adversos tem sido um grande
motivo para a busca por novos farmacos derivados de salicilato (KASHANI e SHIH, 2012).

De fato, a busca por fArmacos mais seguros, no que se refere a especificidade, poténcia
e baixa toxidade, tem evoluido muito gracas aos avancos nos métodos e técnicas utilizados. A
modelagem molecular € uma ferramenta para o estudo e planejamento de novos farmacos, a
qual permite a construcdo de relacdo, estrutura-atividade (REA) utilizando gréficos

computacionais tridimensionais e valores numéricos (CARVALHO et al. 2003).
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Em geral, os salicilatos apresentam baixa estabilidade quimica em reacGes de hidrolise
e o fraco efeito antioxidante. Assim, o projeto propde o desenvolvimento de derivados de
salicilatos de maior volume atémico, incorporando o anel naftaleno no lugar do benzeno e uma
hidroxila adicional (acido gentisico), visando aumentar a reatividade quimica, o efeito
antioxidante e a afinidade pelo receptor COX-2 (BORGES & CASTLE, 2015).

OH O OH O OH O OH O
T O oy QO
OH OH

Figura 2: Proposta de modificagdo molecular de derivados de salicilatos.

Portanto, nosso interesse inicial baseia-se na aplicacdo dos métodos tedricos para
elucidacdo das propriedades fisico-quimicas e de reatividade, de novos derivados de salicilatos,
bem como selecdo de parametros fisico-quimicos fundamentais para o planejamento racional
de novos derivados e de novos candidatos a fArmacos, com maior atividade e baixa toxidade.

Assim como também, sintetizar os derivados para avaliar atividade antioxidante in vitro.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Planejar e sintetizar derivados do metabolismo do acido salicilico contendo o anel

naftaleno, com possivel aplicacdo como antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Planejar e sintetizar os derivados planejados usando modelagem molecular;
e Estimar a capacidade antioxidante pelos métodos teoricos;

e Determinar o mecanismo de oxidacgéo e hidroxilagéo;

e Avaliar teoricamente sua capacidade redox;

e Estudar a relacdo estrutura e atividade antioxidante in vitro.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. DERIVADOS DE SALICILATOS:

O é&cido salicilico apresenta férmula molecular C;HgOs; e peso molecular de
138,12g/mol. A solubilidade de 1g da substancia a 25°C em 460mL de 4gua e 15mL de
cloroférmio, caracteriza o composto como polar. O pKa de 2,4 a 25°C demonstra sua natureza
4cida. E formado pela hidrdlise gradual da aspirina e quando armazenada por longos periodos
na presenca de umidade, libera o acido acético, apresentando odor de vinagre, segundo reacao
na Figura 3 (THE MERCK INDEX, 1996).

2
+ H,O
0~ “CHs, 2 OH + OéI\OH
HO YO HO YO
AAS AS AcOH

Figura 3: Reacéo de hidrdlise do &cido acetilsalicilico (The Merck Index, 1996).

O écido acetilsalicilico consiste em um grupo acetil esterificado ao grupo hidroxila
fendlica do acido salicilico. E o agente analgésico, antitérmico e antiinflamatério mais
consumido no mundo. Por ser medicamento de venda livre e facil acesso, ajuda na utilizacéo e
comercializagdo (COUDRAY & FAVIER, 2000).

3.2. FARMACOCINETICA DOS SALICILATOS:

Apds a ingestdo oral, uma quantidade substancial de AAS é hidrolisada ao AS, por
esterases no tubo gastrintestinal, figado e em menor extensdo no soro (LEONARDS, 1962).
Ele alcanca seu pico no plasma em 0,5-1,5 h apds a administracdo oral de AAS. O AS é
metabolizado em maior quantidade pela conjugacdo com glicina, atraves da glicina N-acetilase
(NGT) hepatica, formando &cido salicilurico (ASal). A hidroxilacdo, através de hidroxilases
microssomais hepéticas forma os compostos mais polares, tais como o acido gentisico (AGT) e
glicuronideo fendlico (AS-FGIu) e acil-glicuronideo (AS-AGIu), através da uridina difosfato
do acido glicurénico (UDPGA).

Entretanto, aproximadamente 60% do salicilato remanescente podem reagir com HO'
(de enzimas hepéticas) para produzir aléem do AGT, dois derivados, o &cido 2,3-
dihidroxibenzéico (2,3-DHBA) e em menor extensdo, o catecol (Cat) (GROOTVELD &
HALLIWELL, 1986; BLACKBURN et al.,, 1998), produtos estes nao relatados no

metabolismo enzimatico (Figura 4).
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Figura 4: Principais vias de biotransformacao dos salicilatos.

3.3. ACETILACAO DE PROTEINA MEDIADA PELA ASPIRINA

A aspirina através da ligacdo covalente modifica e inativa a sintese das prostaglandinas,

acetilando seletivamente o grupo hidroxila de um residuo de Serina (Ser 530), entre os 70

amino&cidos terminais da cadeia da enzima PGES (ROTH, 1975).

= Y
O His-207 N [ Hidroperéxido]

( Araquidonato]

Figura 5: Modelo para o sitio ativo da prostaglandina endoperéxido sintase (SMITH , 1991).

A acetilacdo pelo AAS adiciona um substituinte volumoso na hidroxila da Ser 530,
que inibe o0 acoplamento do &cido araquidénico (Figura 5) (DE WITT, 1990). A estequiometria
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desta reacdo em baixas concentragdes é 1:1, com um grupo acetil transferido de forma rapida e
seletivamente para um mondmero desta proteina dimérica. Em concentracfes elevadas, por
periodo de tempo prolongado, o0 AAS também acetila, ndo especificamente, uma variedade de
proteinas e acidos nucléicos (SMITH, 1989 e 1991). As estruturas (figura 6) fornecem as
primeiras observacOes experimentais das interagdes moleculares feitas pela cadeia lateral

acetilada Ser-530 e &cido salicilico no canal de ciclooxigenase do huCOX-2.

Figura 6: Estrutura Cristalina da Aspirina acetiladando a Ciclooxigenase-2 Humana. (LUCIDO, 2016).

3.4. CARACTERISTICAS DAS CICLO-OXIGENASES (COX-1 e COX-2)

Em relacdo a COX-1 e a COX-2, sdo duas proteinas estruturalmente distintas,
apresentando uma homologia de 60% na sequéncia de aminoécidos, com diferencas no sitio
ativo, onde a COX-2 apresenta um bolsdo hidrofébico maior comparado a COX-1. As
diferencas entre estas duas isoformas de ciclooxigenase podem ser observadas na Figura 7
(VANE, 1998).

Além disso, dentro desse canal hidrofébico da ciclooxigenase, uma diferenca de
amino&cido na posigdo 523 (isoleucina na COX-1 e valina na COX-2) pode ser de importancia
critica na seletividade de diversas drogas, isto é importante para compreender porque alguns
farmacos sdo mais seletivos para a isoforma COX-2, especialmente aqueles com grupos
laterais volumosos, contendo diferencas no anel aromatico como nos farmacos ibuprofeno 4,
naproxeno 5, fenoprofeno 6, cetoprofeno 7, rofecoxibe 8 e celocoxibe 9 (Figura 8) (VANE,
1998; KULKARNI, 2000; JOUZEAU, 1997).
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Figura 7: Representacdo esquemdtica da COX-1 e COX2 determinada por Cristalografia de Raios-X
(SOUZA, 2008)

Figura 8: Férmula estrutural de alguns derivados anti-inflamatorios.

3.5. RESISTENCIA AO TRATAMENTO COM SALICILATOS:

A agregacdo plaquetaria em pacientes com doenca coronariana e riscos de acidente
vascular cerebral esta relacionada com a resisténcia ao tratamento, em pacientes que utilizam
baixas doses de AAS, pois ndo impedem a formacdo de trombos. Os mecanismos da
resisténcia a aspirina ainda sdo pouco conhecidos, uma vz que as plaquetas contém, além da
ciclooxigenase COX -1, uma variavel quantidade de COX-2 (WEBER et al., 1999; 2002) que €



17

pelo menos duas ordens de magnitude menos sensivel a inibigdo por aspirina do que COX- 1
(MITCHELL et al., 1994; ROCCA et al., 2002). Além disso, outros aspectos podem estar
envolvidos, dentre 0s quais 0s mecanismos via producdo de isoprostaglandinas através de
radicais livres.

De fato, embora a agregagdo plaquetaria inibida pelo AAS ocorra primariamente pela
COX, decrescendo a sintese de metabdlitos pré-agregantes do acido araquidénico como TxA2;
uma segunda via ndo enzimatica foi identificada, na qual os derivados de isoprostanos
oxidados a partir do &cido araquiddnico exibiram potente acdo vasoconstritora e efeito pro-
agregante similar aos apresentados por TxA2.

Condicdes fisiopatoldgicas que promovam doenga vascular aterosclerética como
hipercolesterolemia, diabetes, hiperhomocisteinemia, podem estar associadas com o aumento
de espécies reativas de oxigénio, elevando os niveis plasmaticos de isoprostanos como uma
hip6tese para o0 aumento independente da formag&o de agentes pré-agregantes em plaquetas, na
resisténcia ao AAS (CSISZAR et al., 2002).

3.6. EFEITO ANTICANCER NO TRATAMENTO COM SALICILATOS:

O cancer é atualmente responsavel por uma em cada seis mortes no mundo. Mais de 14
milhdes de pessoas desenvolvem cancer todos 0s anos, e esse numero deve subir para mais de
21 milhdes de pessoas em 2030 (OMS, 2017). Em 1988, pela primeira vez demonstrou-se que
os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) preveniam o céncer de colon (KUNE et
al.,1988). O uso prolongado dos AINES e os resultados obtidos com os estudos foram
divididos em duas séries de dados: os estudos epidemioldgicos que documentaram a
associacdo entre o uso de AINES e o risco de desenvolvimento da doenca e as triagens clinicas
demonstrando que atualmente a administracdo dos AINES previne o cancer (RIGAS &
KASHFI, 2005).

Os AINES séo bem conhecidos pela agdo antipirética, anti-inflamatoria e analgésica,
mas também existem estudos que demonstram que o uso prolongado dos salicilatos
apresentaram uma reducao no risco de cancer, como o de colon, mama, prostata, pulméo e pele
(CHOI et al., 2013). Os artigos mais recentes citados abaixo demonstraram que os efeitos do
AAS ndo se mantiveram apenas na inibicdo da COX, mecanismo pelo qual é descrito como
classico para esse farmaco (LAI et al., 2008; SPITZ et al., 2009; THUN et al., 2012;
GRONICH & RENNERT, 2013).

Pesquisadores investigaram o efeito do AAS na proliferacdo e apoptose de células
SW480, uma linhagem celular de cancer de c6lon retal humano que ndo expressa COX-2 (LAl
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et al., 2008). Os autores mostraram que o AAS poderia inibir a expressdo da proteina de
mamiferos Bcl2 e aumentar a expressao de Bax, ambas sdo proteinas que modulam a apoptose
de maneira negativa e positiva, respectivamente, sendo que o declinio na taxa de Bcl2/Bax
contribuiu para a inducdo de apoptose (LAl et al., 2008). Assim como no mecanismo proposto
por Chung e colaboradores, também confirmou a apoptose em células tumorais, neste caso, a
apoptose é desencadeada por um excesso na produgdo de ERO que levou a despolarizacdo da
mitocondria por agdo do AS (CHUNG et al., 2003).

E importante relatar que a inflamacéo, na sua fase cronica é uma das causas possiveis
para o desenvolvimento de cancer. Assim como também as infec¢des persistentes causadas por
determinados agentes patogénicos, como no caso do papilomavirus humano (HPV)
(MEDZHITOV, 2008). Em relacao ao processo da carcinogénese, este depende da intensidade e
agressividade do agente promotor. Sendo que se apresenta, na maioria das vezes, como um
processo rapidamente progressivo, especialmente em certos tumores, quando estes expdem alta
agressividade bioldgica (SILVA, 2006).

Em 2003 Taylor e colaborados elucidaram duas vias que poderiam explicar a atuacao
das citocinas no desenvolvimento do cancer. A primeira ocorreria pela interagdo com fatores
de proliferacdo, indugdo da atividade de angiogénese do tumor e promocédo de metéastase pelo
aumento da adesdo celular. J& a segunda via, refere-se a inibicdo da expressao de moléculas e
receptores, que pode ocorrer tanto das células do sistema imunolégico quanto tumoral, 0 que
poderia dificultar a identificacéo e a destruicdo da célula tumoral (TAYLOR et al., 2003)

Fisiologicamente, as citocinas ativam as proteinas que estdo expressas em tecidos
musculares estriados esqueléticos (MURF-1), que também ativam um sistema que induz a
degradacdo de proteinas. O NF-kappaB é uma citocina que age como uma espécie de
mensageiro do cancer. Apresenta um papel central, como mediador pré-inflamatorio, e é hoje
tdo bem conhecido que “Quase todos os agentes anticancerigenos sao inibidores de NF-
kappaB” (BALDWIN, 2001)

Estudos realizados por Harris e Thun concluiram que as pessoas que utilizam
regularmente medicamentos anti-inflamatorios (Brufen, Advil, lbuprofen, Indocid, Nifluril,
Voltaren) sdo consideradas menos vulneraveis ao cancer, do que as que ndo utilizam
(HARRIS, 1999; THUN, 1996). Tudo isso, por que os AINES irdo inibir as prostaglandinas e
consequentemente inibir a producdo dos mediadores quimicos da inflamacéo, provocando uma

diminuicdo consideravel no desenvolvimento e propagacéo das células tumorais.
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3.7. ATIVIDADE ANTIRRADICALAR DE SALICILATOS:

As espécies reativas de oxigénio sdo conhecidas pela contribuicdo no dano tecidual
durante o ferimento e a inflamacgdo, ativacdo da fosfolipase A2 e mobilizacdo do &cido
araquidonico, dependente ou n&o de Ca?* e a participagdo de rotas alternativas como o estresse
oxidativo no processo inflamatorio (BALBOA & BALSINDE, 2006).

Estudos realizados com salicilatos apresentaram diferentes reatividades com a 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e diferente capacidade de protecdo na peroxidacdo lipidica
induzida por Fe*"’Ascorbato medida pelo nivel de formacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico. Os compostos exibiram também atividade sequestrante contra radicais peroxil
gerados pela decomposicao da 2,2’-azobis-(2-amidinopropano) dicloridrato, um azo-iniciador
de radicais peroxil. Os resultados mostraram que 0 5-ASA apresentou uma inibicdo dependente
da concentracao similar ao trolox e cisteina, sugerindo uma atividade antioxidante por inibir a
fase de propagacédo, enquanto que o paracetamol (PAR) foi menos ativo e o acido salicilico
demonstrou uma fraca atividade (Figura 9). Estudo de relagdo estrutura e atividade mostraram
gue o grupo para amina aumenta o poder antioxidante e estabiliza o fenoxil radical formado, a
para amida apresenta ressonancia com a carbonila e grupo orto carboxilato ndo é um bom
doador de elétrons (DINIS et al., 1994).

CHs
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Figura 9: Estruturas quimicas do paracetamol, acido salicilico e acido 5-amino-salicilico.

Estudos in vitro mostraram a atividade antioxidante dessas moléculas, enfocando
principalmente a capacidade geral de o paracetamol diminuir a formacdo do malondialdeido
em modelos de peroxidacao lipidica (ORHAN & SAHIN, 2001; MAHARAI et al., 2004) e o
salicilato pode funcionar como sequestrador de radicais hidroxil, observados nos modelos
bioldgicos de Dinis et al., (1994) e Maharaj et al., (2006), mas ndo observado neste modelo.
Mais recentemente, foi mostrado que a administracdo do paracetamol em ratos induz um
aumento nos niveis de serotonina e norepinefrina cerebral e peroxidacéo lipidica induzida em
eritrocitos humanos (CASPER et al., 2000). Foi mostrado por Daya et al., (2000) que a
associacdo do paracetamol com aspirina exibe um efeito antioxidante em homogenados de

cérebro de ratos, possivelmente devido ao efeito do paracetamol como antioxidante.
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Em outro estudo o paracetamol apresentou uma significativa reducéo da geracdo do
anion superoxido induzido por KCN assim como a peroxidacdo lipidica e quando € usada em
combinagdo com a aspirina este efeito é potencializado (CASPER et al., 2000). Similarmente,
a aspirina administrada previamente com 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)
apresentou uma atenuacdo na deplecdo de dopamina estriatal em camundongos (AUBIN et al.,
1998; TEISMANN et al., 2001). O metabdlito da aspirina, acido salicilico apresentou uma
significativa protecdo contra a inducao de toxicidade dopaminergica pelo MPTP ou 1-metil-4-
fenil piridinio (MPP+) em camundongos (MOHANAKUMAR et al., 2000) ou ratos (SAIRAM
et al., 2003), respectivamente. Em outros modelos de estudo, os salicilatos apresentaram uma
capacidade sequestrante sobre os radicais hidroxil (GROOTVELD & HALLIWELL, 1996;
HERMANN et al., 1999) impedindo a oxidacdo radicalar do LDL induzida por éxido nitrico e
superéxido (HERMANN et al., 1999). O HO' tem uma alta reatividade e consequentemente
esta presente em concentracdes extremamente baixas nos sistemas bioldgicos, mas a reacao de
hidroxilagdo aromatica foi usada na medida de sua producédo in vitro (LUO & LEHOTAY,
1997; COUDRAY & FAVIER, 2000).

3.8. EXEMPLOS DE DERIVADOS DE SALICILATOS

O derivado do acido salicilico mais conhecido e mais utilizado ¢é o &cido acetilsalicilico.
Embora o acido acetilsalicilico, seja bem conhecido para aplicacbes médicas, pouco se sabe
sobre outros derivados do acido salicilico, e ha falta de dados e informacdes sobre os efeitos e
avaliacdo bioldgica que os conectam. Nos Gltimos anos, diferentes derivados do &cido
salicilico foram sintetizados para diversos fins (CHOWDHURY et al., 2009).

O é&cido salicilico € amplamente utilizado em sintese organica, e seus derivados sendo
substancias fendlicas, sdo biologicamente muito ativos. Além das atividades antipirética,
analgésica e anti-inflamatéria, alguns derivados podem apresentar citotoxicidade contra
algumas linhagens de células tumorais e propriedades antioxidantes. E em muitos casos, estas
duas atividades estdo relacionadas (EKINCI, 2011; FUJIMORI, 2005).

O éacido acetilsalicilico (3) provoca varios efeitos diferentes no corpo, sua capacidade
de suprimir a producdo de prostaglandinas e tromboxanos é devida a inativacao irreversivel da
enzima COX. Seu mecanismo de acdo a difere de outros AINES, os quais sdo inibidores
reversiveis (EKINCI, 2011). Outro derivado € o salicilato de metila (2), um produto natural de
muitas espécies de plantas e usado para aromatizar alimentos, doces, bebidas, e produtos
farmacéuticos. Pode ser obtido a partir da esterificacdo do &cido salicilico. Na medicina é
usado como analgésico e antiinflamatério. O diflunisal (4) é um derivado benzeno difluorado
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que atua através da inibicdo da producdo de prostaglandinas usado como analgésico forte e
antipirético, enquanto que o &cido 4-amino-salicilico (5) é usado para o tratamento da
tuberculose (EKINCI, 2011).
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Figura 10. Alguns derivados salicilico e formulas.

A Mesalazina, (5-amino-salicilico &cido (5-ASA)) (6) é um farmaco anti-
inflamatorio utilizado para tratar a inflamag&o do trato digestivo, nomeada de colite ulcerativa
(UC) (KLOTZ et al., 1980). Olsalazina (7) é um pré-farmaco derivado da mesalazina que
também libera 5-ASA pelas bactérias no intestino grosso (INSEL, 1996). E um farmaco
especifico aminossalicilato-intestinal que atua localmente e tem as suas a¢@es predominantes
no intestino, tendo, assim, poucos efeitos secundarios sistémicos. Como derivado do acido
salicilico, 0 5-ASA é também pensado para ser um antioxidante, que intercepta radicais livres.
O mecanismo de acdo de mesalazina ainda ndo é bem estabelecido, acredita-se ser por reducao
da inflamacédo no c6lon. Como a colite ulcerativa e outras doencas inflamatérias podem causar
a producao excessiva de produtos quimicos, como os mediadores da inflamacao, a mesalazina
pode funcionar blogueando a atividade da ciclooxigenase e lipoxigenase, reduzindo a producéo
de prostaglandinas, e consequente diminuicdo da inflamacdo no colon e nos sintomas
associados com a UC (ACTIS et al., 2008).

A sulfasalazina (8) é um farmaco sulfa, um derivado de mesalazina (6), utilizado
principalmente como um agente anti-inflamatorio para o tratamento de doenca inflamatéria do

intestino, bem como para a artrite reumatdide. A sulfasalazina (8), um conjugado de azo de 5-
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ASA com a sulfapiridina, € uma droga que € utilizada principalmente para o tratamento da UC.
E um pro-farmaco que sofre degradacdo por bactérias no célon, liberando o principio ativo (5-
ASA) e sulfapiridina (SCHAEFER, 1988; VILASECA, 1986).

A literatura apresenta muitas patentes sobre os derivados do &cido salicilico e seus.
Como por exemplo, a criagdo de Gasco et al (2008), que se refere a novos derivados O-acyl de
acido salicilico com uma unidade doadora de NO. Eles relataram que estes compostos podem
ser usados para prevenir e tratar eventos cardiovasculares e tromboticos, causados por
agregacdo plaquetaria, eventos isquémicos subsequentes, acidente vascular cerebral
tromboembdlico, infarto agudo do miocardio, angina de peito, acidente isquémico transitorio e
reversivel, déficits neuroldgicos e também que esses derivados sdo Uteis na prevencdo e
tratamento de cancer, em particular os do trato gastrointestinal, que acaba afetando e aparelho
urogenital, como cancer de colon, cancer de bexiga e cancer de préstata (GASCO, 2008).

Com o objetivo de potencializar e expandir a atividade biolégica do resveratrol,
muitos trabalhos estdo sendo realizados com moléculas hibridas de resveratrol- salicilatos.
Aldawsari et al. (2015) planejaram moléculas de resveratrol e salicilato, com possivel acéo
sobre a enzima ADN-metiltransferase (DNMT). Utilizaram ensaio de inibicdo da DNMT in
vitro, alguns dos anélogos de resveratrol-salicilato mostraram que a inibicdo seletiva contra
enzimas DNMT3 eram maiores do que o resveratrol.

Um estudo de encaixe molecular revelou interagcdes de ligagdo chave com enzimas
DNMT3A e DNMT3B. Além disso, o analogo mais ativo (10) mostrou citotoxicidade
consideravel contra trés células cancerosas humanas; HT-29, HepG2 e SK-BR-3, que era
maior do que o resveratrol. Porém, sdo necessarios mais estudos para compreender 0s

mecanismos anticancer destes derivados (ALDAWSARI et al., 2015).
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Figura 11: Derivado hibrido resveratrol-salicilato.

O trabalho mais recente foi realizado por Goldhahn et al., (2016) com o objetivo de
investigar os efeitos do desse mesmo derivado em células T CD4 + humanas. Resveratrol e
derivado suprimiram a secrecao de citocinas e a proliferacdo de células T CD4 +. Os efeitos
supressores parecem basear-se na supressao parcial da fosforilacdo de varias moléculas de

sinalizagdo importantes envolvidas na expressdo das citocinas e no crescimento celular. Uma
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vez que o hibrido amplificou significativamente os efeitos do resveratrol estes dados sugerem,
tal molécula seja um composto candidato a farmaco interessante para o tratamento de artrite

reumatoide e outras doencas auto-imunes conduzidas por células T (GOLDHAHN, 2016).

3.9.RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE

Estudar a relacdo da estrutura com a atividade bioldgica de um composto-prototipo e
seus andlogos auxilia principalmente na determinacdo de quais partes da molécula sdo
responsaveis pela atividade em sistemas biol6gicos, ou seja, o grupo farmacéforo (Thomas,
2000). As relacdes estrutura-atividade geralmente sdo ordenadas pela alteracdo de parte da
estrutura quimica do prototipo, cuja finalidade é observar qual a influéncia na atividade sob o
ponto de vista quali e quantitativo. Pode-se alterar a dimenséo e a conformacéo do esqueleto de
carbono, a natureza e o grau de substitui¢do, ou ainda a estereoquimica (THOMAS, 2000).

Em relacdo a atividade antioxidante, estd intimamente relacionada a capacidade da
molécula de doar elétrons. A etapa de transferéncia do hidrogénio se destaca bastante, mas a
atividade antioxidante ndo depende apenas da forca de energia da ligagdo O-H. A estabilizacéo
das espécies cation-radicalar e radicalar formadas também devem ser consideradas (WRIGHT
et al., 2001; CAO et al., 2005).

Do ponto de vista quimico, muitos fatores influenciam a atividade antioxidante dos
compostos de natureza fenolica, em especial a posi¢cdo de substituicdo e 0 nimero de grupos
hidroxila (OH), assim como também as propriedades de outros grupos substituintes e a
possibilidade de formag&o de liga¢Ges de hidrogénio.

A posicdo de substituicdo da hidroxila no anel fenolico, considerada em relagcdo a uma
posicao fixa, influencia diretamente a atividade antioxidante. Compostos contendo a hidroxila
em para (posicdo 4) sdo mais ativos do que aqueles substituidos em orto ou meta (posi¢des 1 e
2, respectivamente) (PANNALA et al. 2001; CHENG et al.,2003).

Alguns autores relataram que, compostos com dois (mais comum) ou trés substituintes
grupos (hidroxilas) no anel benzénico possuem maior atividade antioxidante do que o0s
monohidroxilados, de acordo com a relacdo apresentada (PANNALA et al. 2001; CHENG et
al., 2003). Assim, ha necessidade de estudos mais aprofundados e sele¢cdo de compostos com
maior atividade e seletividade, novos derivados devem ser concebidos, sintetizados e
avaliados, em especial, derivados de acido salicilico que possam ser utilizados clinicamente

como inibidores seletivos de COX-2.
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3.10. MODELAGEM MOLECULAR

Quimica computacional, ocasionalmente chamada de modelagem molecular, ¢ uma
série de técnicas utilizadas na investigacdo de problemas quimicos em um computador. E uma
ferramenta do planejamento racional envolvendo a compreensdo da interacdo ao nivel
molecular de uma substancia com seu receptor, sob os pontos de vista quali e quantitativo.
Permite que se analise profundamente, ndo sé a estrutura molecular compreendida em
determinado sistema biolégico, como também fornece meios para prever a potencialidade de
moléculas candidatas a compostos bioativos (LEWARS, 2011).

Atualmente ha uma grande variedade de métodos de calculos computacionais, 0s quais
sdo caracterizados pela presenca de diferentes métodos computacionais e niveis de teoria, além
de como estes métodos sdo implantados (O’BOYLE; TENDERHOLT, 2008). Estes métodos
podem ser classificados em métodos semi-empiricos, SE, (THIEL, 2003), métodos Ab Initio
(ZHANG et al., 2013), e o método da teoria do funcional da densidade, DFT
(SCHWINGENSCHLOGL; SCHUSTER, 2012). O método utilizado nesse estudo foi o
método da teoria do funcional da densidade (DFT).

A teoria do funcional da densidade (da sigla inglesa Density Functional Theory), tem
causado um impacto sem precedentes na aplicacdo da mecénica quantica (COHEN et al.,
2012), sendo que ao longo dos ultimos 20 anos, foi uma das ferramentas mais utilizadas na
investigacao e solucao de problemas nas areas de atuacdo da quimica (BURKE, 2012).

A maior fonte de erro em DFT esta na natureza aproximada da energia de troca e de
correlagdo. Por isso, numerosos esquemas tém sido desenvolvidos para obter formas
aproximadas do funcional para esta energia, sendo que atualmente ainda ha esfor¢os na busca
por funcionais mais precisos para aplicacdo em areas especificas (ATKINS; FRIEDMAN,
2005). Como exemplo, houve a formulacdo de funcionais como LDA (Local Density
Approximation); GGA (Generalized Gradient Approximation); dentre outros, como
mPWPWQ91, B3LYP, MPW1K, PBE1PBE, BLYP, BP91, e PBE, que foram desenvolvidos
para calculos DFT (ATKINS; FRIEDMAN, 2005).

Em especial o funcional B3LYP, que € atualmente um dos funcionais de DFT mais
utilizado e citado na literatura (MUSSO et al., 2011; NAZARPARVAR et al., 2012; HUANG;
LEE, 2012; KUMAR et al., 2012; JIMENEZ-IZAL et al., 2012; ICHINO; YOSHIOKA,
2012), é um funcional hibrido, que contém em sua formula¢do funcionais GGA de troca e
correlacdo e que inclui uma contribui¢do vinda do método de HF. Ele foi desenvolvido por

Becke (indicado pela letra B), e um termo de correlacdo desenvolvido por Lee, Yang e Parr
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(sigla LYP) e ainda possui trés parametros empiricos escolhidos para otimizar sua performance
(indicado pelo nimero 3) (PEREIRA, 2008).

A relativa energia das espécies moleculares é fundamental para o conhecimento do
comportamento cinético e termodinamico, e isso pode ser importante para a sintese destas
espécies. As frequéncias vibracionais de uma molécula fornece informagdo sobre a natureza
eletronica das ligacBes quimicas, e a predicdo do espectro representado pode ser Util para
quimicos experimentais. Outra importante caracteristica da molécula é a densidade de
distribuicdo eletronica, que possibilita a predicdo do momento dipolar, ordem de ligacéo,
distribuicdo da carga liquida e a forma dos orbitais moleculares (LEWARS, 2011).

O software Gaussview e Gaussian sdo dois programas complementares. No programa
Gaussview, plota-se 0 composto (ou o atomo desejado) ajusta-se a geometria inicial, e se
especifica os calculos futuros a serem realizados. Este arquivo, apos salvo, gera-se um ficheiro
com extensdo gjf, que é chamado de input, no qual contém todas as informacGes sobre o
composto, como por exemplo, as coordenadas cartesianas dos nucleos, quais atomos (utiliza-se
apenas os simbolos dos elementos, Ex.: H para hidrogénio, He para hélio, Li para litio, e assim
sucessivamente), tipos de calculo dentre outras informacdes (FRISH, 2013).

Ele pode ser aberto em um programa editor de texto comum (como por exemplo, bloco
de notas e wordpad) para edicdo manual, caso for necessario adicionar parametros, editar a
estrutura do composto, especificar fatores de convergéncia, etc. Este ficheiro, input, é entdo
aberto com o programa Gaussian, o qual ira apenas realizar os calculos pré-estabelecidos com
0 programa Gaussview.

O tempo de célculo ird depender da quantidade e de quais atomos estdo na molécula, do
método de calculo e das funcbes bases escolhidas, alem de que tipo de célculo esta realizando.
Em geral, para calculos de energias de moléculas pequenas, como para a dgua, por exemplo,
demora-se apenas alguns segundos, porém, para calculo de espectros ultra-violeta (UV) e
Raman, para moléculas maiores, como compostos organicos aromaticos, por exemplo, pode
chegar a 2 horas, dependendo, é claro, do método de calculo e das fungdes bases além da
velocidade de processamento do computador utilizado para se realizar o calculo (ORTOLON,
2014).

Ao fim do célculo, o programa ird pedir se deseja abrir o arquivo com os célculos
realizados, o que contém os resultados solicitados. Este arquivo de saida, chamado de output,
pode também ser aberto com um programa editor de texto, ou entdo aberto com um programa
especifico que analisa graficamente estes resultados, como o préprio Gaussview ou outros

programas, como o Gabedit dentre outros varios disponiveis.
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Os célculos de propriedades eletrdnicas tais como orbital molecular ocupado de maior
energia (HOMO), orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO), potencial de
ionizacdo (PI), energia de dissociacao de ligacdo fenolica (EDLoy) foram realizados usando os
pacotes Gaussview e Gaussian 2003 (FRISCH et al. 2004), usando teoria do funcional de
densidade (DFT), no nivel B3LYP com o conjunto de base 6-31G(d,p) (PARR et al. 1989).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.1. COMPOSTOS ESTUDADOS

OH O OH O OH O OH O
o @* * ooy COre
s1 oy S4 s7 oy S10
OH O OH O OH O OH O
OCH, ©)\ OCH; OCH3 OO OCH,
S2 oy S5 S8 oy  Su
OH O OH O OH O OH O
w oy ST
S3 oy S8 S9 oy S12

Figura 12: Composto estudados por modelagem molecular: acidos (S1, S4, S7 e S10) ésteres (S2, S5, S8
e S11) e amidas (S3, S6, S9 e S12)

Os compostos selecionados para estudo estdo descritos nas Figuras 12. Os quais
teoricamente deverdo ter um aumento de sua lipossolubilidade e volume, necessario para uma
maior interacdo no sitio ativo da COX, uma enzima com Vvarios aminoacidos hidrofébicos
(GARG et al., 2003). A Distribuicdo de spin aplicada, avalia quanto maior a capacidade de
hiper-conjugacdo de spin no anel aromatico da espécie radicalar intermediaria formada, maior

sua estabilizacdo e maior seu efeito anti-radicalar (CHENG et al., 2003).
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4.1.2. ENERGIA DOS ORBITAIS MOLECULARES DE FRONTEIRA

A atividade antioxidante encontra-se diretamente relacionada as propriedades
eletrbnicas das substancias, que podem ser representadas nos estudos de modelagem
molecular, por meio de célculos de pardmetros, mencionados a seguir:

O HOMO esté relacionado com a capacidade doadora de elétrons, caracterizando a
molécula como nucleofilico. Altos valores de HOMO indicam maior nucleofilicidade.
Enquanto que o LUMO esta relacionado com a capacidade aceptora de elétrons, caracterizando
a molécula como eletrdfilo. Baixos valores de LUMO indicam maior eletrofilicidade. Seus
valores sdo expressos em elétron-volt (eV).

Estes parametros estdo relacionados com as regides em que a estrutura quimica do
farmaco pode ser atraida por pontos especificos do receptor bioldgico como regibes ricas ou
deficientes em elétrons. E um importante parametro que contribui para uma maior
compreensdo da reatividade quimica de um candidato a ligante em um conjunto de moléculas
em estudo (KUBINYI, 2002). J4 o GAP (L-H) representa a reatividade do composto. Quanto
mais reativo, menor o intervalo (Gap). E obtido pela diferenca de energia entre os orbitais
HOMO e LUMO (CHENG et al., 2003).

4.1.3. CALCULOS DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Uma vez que a atividade farmacoldgica para alguns compostos fendlicos decore da
transferéncia de elétron ou hidrogénio, os calculos do potencial de ionizagdo (PI) e energia de
dissociacdo da ligagdo fendlica (EDLoy) serdo realizados. O Pl de uma molécula é a energia
necessaria para remover um elétron de sua estrutura atdmica ou molecular. Enquanto que a
EDLon € a energia necessaria para remover um hidrogénio radical da estrutura molecular.

O PI pode ser calculado pela diferenca de energia da molécula neutra (EMP) e seu
respectivo cation radical (EM™), segundo a equagio 1. Enquanto que a EDLoy € calculada pela
diferenca de energia da semiquinona (EM") mais o hidrogénio radical (EH"), menos a energia

de sua respectiva molécula neutra (EMH®), segundo a equacdo 2 (FRISCH et al. 2004).

Pl = [EM"]-[EM] (Eq. 1)
EDLon = [EM’ + EH] - [EMH] (Eq. 2)

Os valores de Pl e EDLoy serdo relacionados a estabilidade quimica do cation radical
ou semiquinona, respectivamente, com um aumento no nimero de estruturas de ressonancia

devido a substituicdo do anel benzeno por naftaleno (HOYT, 2010).
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4.2. METODOLOGIA SINTETICA

Os derivados dos acidos salicilicos e gentisico foram preparados através das reacoes
classicas de esterificacdo, segundo a literatura descrita previamente por nosso grupo (BORGES
& CASTLE, 2015).

4.2.1. COMPOSTOS PROPOSTOS PARA SINTESE

Os compostos derivados de salicilatos propostos para a sintese quimica sdo mostrados
na Figura 13.

CHs;

OéI\O O

OH O on © OH O
<T “OCH; ‘g ‘g /”\OCH3 *‘O “OCHs, ““ g on
o4 S5 S8 o4 Sii S13

Figura 13. Compostos sintetizados: gentisico (S5) e naftogentisicos (S8, S11 e S13).

4.2.2. OBTENCAO DOS DERIVADOS

Os derivados do tipo éster gentisato S5, naftosalicilato S8 e naftogentisato S11 de
metila foram preparados a partir da reacdo de esterificacdo dos acidos gentisico S4,
naftosalicilico S7 e naftogentisico S10, usando metanol como reagente e acido sulfdrico como

catalisador, de acordo com o Esquema 1.

OH OH OH O
O CH30OH OCHj,
sS4 2504 S5
OH OH
OH OH OH O
T e 2 (o
H,SO,
r S7esS10 R S8e S11
R=H R=OH

Esquema 1:Reacdes de esterificacdo para obtencéo dos derivados (S5, S8 e S11).
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4.2.3. OBTENCAO DO ACIDO ACETIL-NAFTOSALICILATO

O segundo grupo de derivados do tipo éster foram obtidos através da reacdo entre o
acido naftosalicilico S7 usando anidrido acético como reagente e acido sulfdrico como

catalizador, de acordo com o Esquema 2.

CH,
OH O o}\o o)
OH (CH3CO),0 OH
H,SO

s7 ama s13

Esquema 2: Reacédo para obtencdo do éster de naftosalicilico.

4.2.4. IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS DERIVADOS

A identificagdo e a caracterizacdo fisico-quimica dos novos derivados dos &cidos
naftosalicilico e gentisico foram realizadas através do ponto de fusdo. Os demais dados foram
comparados com os dados da literatura (BORGES & CASTLE, 2015).

4.2.5. DETERMINACAO DO PONTO DE FUSAO

O ponto de fuséo é utilizado para identificagdo do composto e como critério de pureza.
A determinacdo do ponto de fusdo é um dos métodos de identificacdo mais antigos para
substancias organicas. O valor obtido é um dado que pode ser facilmente determinado e
também facilmente tabulado e classificado. As substancias puras fundem-se a uma temperatura
constante.

O ponto de fuséo foi determinado utilizando uma pequena quantidade do sélido entre
laminulas, sendo que a substancia estava sem agua, para que ndo houvesse erros analiticos.
Posteriormente a laminula foi colocada no aparelho de modelo MQFAD 203 a uma
temperatura inicial de 28.5°C.

A substancia foi observada por meio de uma lupa, até que se iniciasse 0 processo de
fusdo. Era observado o inicio do processo de fusdo em uma determinada temperatura e
posteriormente a substancia fundia-se totalmente em uma temperatura mais elevada, em

seguida calculavam, a média, que € o ponto de fusdo (SZPOGANICZ. 2001).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi estimada para os derivados acidos, éster e amida de
salicilatos apresentados da Figura 14, através dos célculos de modelagem molecular usando o
funcional hibrido B3LYP e conjunto de base 6-31G (d,p). A substituicdo do anel benzeno por
naftaleno visa alterar o efeito eletronico, especialmente a nucleofilicidade pelo aumento da
capacidade doadora de elétrons e/ou hidrogénios, acentuando seu efeito antioxidante.

Além disso, o hidrogénio adicional na posicdo da hidroxila para relacionada foi também
considerada. De fato, os salicilatos apresentaram uma capacidade sequestrante sobre o0s
radicais hidroxil (GROOTVELD & HALLIWELL, 1996; HERMANN et al., 1999), seus
derivados &cido salicilico 1 e o0 acido gentisico 4 sdo a primeira e segunda linha de metabdlitos
da aspirina, que impediram a oxidacdo radicalar do LDL induzida por Oxido nitrico e
superoxido (HERMANN et al., 1999). Entretanto, a capacidade antioxidante de seus

naftosalicilatos nunca foi avaliada.

OH O OH O OH O
S1 S2 S3
OH O OH O OH O
oH S4 OH >° oH S6
OH O OH O OH O
OH OCH3 NH,
S7 S8 S9
OH O OH O OH O
OH OCH3 NHZ
Oy S10 oy S oy S12

Figura 14. Derivados de salicilatos estudados por modelagem molecular.
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As estruturas de menor energia obtidas para os derivados estudados foram calculadas
pelo método B3LYP/6-31G(d,p) e sdo apresentados da Figura 15. Este método tem mostrado
boa correlacdo com dados cristalograficos (STRENALYUK, SAMDAL & VOLDEN, 2008).

Nossos resultados mostraram a formacdo de uma ponte de hidrogénio intramolecular
entre os hidrogénios da posi¢do orto e os grupos carbonilas dos grupamentos acidos, ésteres e
amidas. Enquanto que a hidroxila da posi¢ao para apresentou uma inversao entre os derivados
gentisatos (S4-S6) e naftogentisatos (S10-S12), devido as repulsbes estéreo-eletrénicas com o
anel aromatico. Esses resultados foram obtidos por estudos anteriores realizados por membros
do nosso grupo de pesquisa. As estruturas que apresentaram maior estabilidade nas suas
energias sdo mostrada na figura 15. Essas estruturas sdo relativamente simples e apresentam

uma certa rigidez, impedindo ataques eletrofilicos e nucleofilicos.

S10 S11 S12

Figura 15. Estruturas otimizadas pelo método B3LYP/6-31G(d,p) de derivados de salicilatos.
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A capacidade antioxidante para os compostos foi predita usando a energia dos orbitais
moleculares de fronteira orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO), orbital
molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO), a capacidade doadora de elétros ou
hidrogénio foram determinadas pelo potencial de ionizacdo (PI) e energia de dissociacdo de

ligacdo fendlica (EDLoy), respectivamente. Estes valores sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades tedricas de derivados dos salicilatos.

Compounds HOMO LUMO GAP Pl EDL OH

(eV) (eV) (eV) (kcal/mol) (kcal/mol)
1 -6,24 -1,46 4,77 192,62 116,33
2 -6,13 -1,32 4,80 189,16 111,55
3 -6,04 -1,18 4,85 187,61 114,49
4 -5,68 -1,49 4,19 178,95 113,24
5 -5,58 -1,36 4,22 175,83 106,88
6 -5,53 -1,22 4,30 175,16 110,23
7 -5,73 -1,54 4,19 173,61 108,75
8 -5,64 -1,43 4,21 170,76 108,71
9 -5,58 -1,27 4,30 169,82 112,31
10 -5,36 -1,50 3,85 165,19 104,26
11 -5,27 -1,39 3,88 162,45 104,21
12 -5,25 -1,25 3,99 162,22 107,75

Legenda: HOMO (Mais alto orbital molecular ocupado), LUMO (Maia baixo orbital molecular desocupado), Pl
(Potencial de ionizacdo), EDL OH (Energia de dissociacdo da ligacdo O-H).

Os valores de HOMO, LUMO e GAP indicam um aumento significativo na capacidade
doadora de elétrons. Os resultados mostraram que a adi¢do do grupamento hidroxila aumenta a
nucleofilicidade e que a substituicdo do anel aromatico benzeno por naftaleno aumenta ainda
mais, uma vez que estes compostos apresentaram os maiores valores de HOMO e 0s menores
valores de GAP. De fato, os valores entre -6,24 a -6,04eV para o acido salicilico e seus
derivados (1-3) sdo muito inferiores quando comparados com os valores de -5,68 a -5,53eV
para o acido gentisico e derivados (4-6) e de -5,73 a -5,58eV para os derivados naftosalicilico
(7-9). A combinacdo destes dois grupos nas moléculas do naftogentisico e seus derivados (10-
12) apresentou os maiores valores de HOMO de -5,36 a -5,25eV e os menores valores de GAP
de 3,85 a 3,99%V, indicando que estes compostos sdo os mais nucleofilicos e apresentam
menor energia de transferéncia de HOMO para LUMO.
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De fato, as diferengas nos valores obtidos e as regides dos orbitais bem como dos
grupos funcionais envolvidos na capacidade nucleofilica podem ser observados na disposi¢do
dos orbitais de HOMO, bem como os valores de GAP e as regifes de LUMO. Os resultados
mostram os acidos estudados, onde houve uma contribuicdo do anel aromatico adicional e da

hidroxila na posigéo para. Um aumento nas estruturas de ressonancia pela presenca dos grupos

hidroxila adicional e mais especialmente pelo naftaleno (Figura 16).

Figura 16. Orbitais de fronteira e energia de transferéncia de HOMO-LUMO para salicilatos (S1, S4, S7 e S10).
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A mesma tendéncia foi observada para o potencial de ionizagdo (PI), uma vez que esta
propriedade esta bem relacionada com as energias do orbital molecular de fronteira por se
tratar
de uma propriedade relacionada com a capacidade doadora de elétrons. Assim, os valores de PlI
indicaram um aumento significativo na capacidade doadora de elétrons pela adi¢do do grupo
hidroxila e da substituicdo do anel benzeno por naftaleno.

Os resultados descritos na Tabela 1 mostraram um valor médio de 189,79+2,56
kcal/mol para o &cido salicilico e seus derivados (1-3), sendo estes bem superiores quando
comparados com os valores médios de 176,64+2,02 kcal/mol para o acido gentisico e
derivados (4-6) e de 171,39+1,97 kcal/mol para os derivados naftosalicilico (7-9).

Os compostos com maior capacidade doadora de elétrons mostraram valores médios
entre 163,28+1,65 kcal/mol para as moléculas derivadas do acido naftogentisico e seus
derivados (10-12), confirmando que os grupos hidroxila adicional e a alteragéo biosisosterismo
entre o anel benzeno por naftaleno aumenta o carater elétron doador e a capacidade
antioxidante por transferéncia de elétrons para estes compostos.

A transferéncia de hidrogénio € um segundo mecanismo de neutralizacdo de radicais
livres e a energia de dissociacdo de ligagcdo fendlica ou outro atomo doador de hidrogénios
podem ser calculadas para estimar a capacidade antioxidante de moléculas organicas
(VAGANEK, 2014; XUE, 2014).

Assim, os menores valores de dissociacdo de ligacdo fendlica (EDLoy) para estes
compostos indicaram um aumento significativo na capacidade doadora de hidrogénios e da
capacidade antioxidante. Assim, nesse calculo também pode ser observada a estabilidade da
semiquinona formada pela deslocalizacdo de elétrons a partir do grupo fenoxil para os demais
grupos funcionais.

Os resultados na Tabela 1 para 0 EDLoy apresentaram a mesma capacidade que na
transferéncia de elétrons. Um valor médio de 114,12+2,41 kcal/mol para o &cido salicilico e
seus derivados (1-3), enquanto que os valores médios de 110,11+3,18 kcal/mol para o &cido
gentisico e derivados (4-6) e de 109,92+2,06 kcal/mol para os derivados naftosalicilico (7-9),
sendo mais baixos e potencialmente com maior capacidade. No entanto, 0s compostos com
maior capacidade antioxidante por doacdo de hidrogénios mostraram valores médios entre
105,40£2,02 kcal/mol para as moléculas derivadas do &cido naftogentisico e seus derivados
(10-12), confirmando a importancia dos grupos hidroxila adicional e alteracdo anel naftaleno

para 0 aumento da capacidade antioxidante por transferéncia de hidrogénios.
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5.2. MECANISMO DE OXIDACAO E HIDROXILACAO

Aproximadamente 60% do acido salicilico S1 ndo metabolismo pode reagir com o
radical livre hidroxil (HO") produzindo derivados hidroxilados como &cido gentisico S4. Os
derivados hidroxilados acido 2,3-dihidroxibenzdico 9 e catecol 10 sdo compostos ndo
relacionados ao metabolismo enzimético, formados especialmente através de reacBes via
radicais livres, especialmente do HO" (Figura 17) (GROOTVELD & HALLIWELL, 1986;
BLACKBURN et al., 1998 ). O acido gentisico S4 pode também ser gerado da oxidacao
enzimatica via citocromo P-450 in vivo, enquanto que o acido 2,3-dihidroxi-benzéico 3 pode
ser produzido somente pelo ataque do HO™ no anel salicilato e o catecol 4 é formado pela
reacdo de descarboxilacdo (HALLIWELL, 1999).

OH O
s P . "OH
4 . 6 Sl
l HO*
+OH O +OH O +OH O
OH _ OH _ HO OH
b a C
l HO* l HO® l HO*
OH O OH O OH
oH HO oH OH
S4 9 10

OH

Figura 17. ReacBes do metabolismo do Acido salicilico.

Este caminho hipotético foi proposto para a oxidagdo do &cido salicilico (HALLIWELL
et al., 1991) onde uma inicial abstracdo de elétron pode ocorrer através da reacdo do radical
hidroxil ou citocromo P-450 com o acido salicilico formando acido salicilico cation radical e
anion hidroxila. A carga positiva radicalar é estabilizada por ressonancia. A reacdo do
citocromo-hidroxil com o cétion radical na posi¢do 5 produz o acido 2,5-dihidroxibenzdico via
citocromo P-450. Enquanto que a recombinacao durante a peroxidacéo lipidica nas posi¢coes 3
e 1 entre o céation radical e outro radical hidroxil, geram o acido 2,3-dihidroxibenzoéico e

catecol, respectivamente.



36

Estas reacOes de hidroxilacdo aromatica sdo mediadas pelo peroxido de hidrogénio
(H20,) (GROOTVELD & HALLIWELL, 1986; BLACKBURN et al., 1998). Estas reacdes
foram bem caracterizadas por Freire et al. (2009) e Borges et al. (2011). Assim, nosso objetivo
é comparar a hidroxilacdo regioseletiva do acido salicilico S1 como o acido naftosalicilico S7,

visando a possivel producdo in vivo dos &cidos gentisico S4 e naftogentisico S10,
OH O
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respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Derivados de partida para sintese (S1, S4, S7 e S10).

Os compostos na forma neutra foram calculados no programa computacional Gausssian
03, usando a metodologia da Teoria do Funcional da Densidade no nivel de teoria
DFT/B3LYP/6-31G(d,p). Em seguida, a energia para a retirada de um elétron ou um
hidrogénio foi calculada usando a funcdo UB3LYP, produzindo o cation radical livre e a
semiquinona, onde as posi¢cdes mais reativas foram identificadas nestas formas reacionais
através da localizacdo dos elétrons desemparelhados, sendo plotados como valores de
contribuicdo das densidades de spin (DINIZ et al., 2004)

Os valores de densidade de spin mostrados na Figura 19, inicialmente para os cations
radicais do &cido salicilico S1 e seu derivado naftosalicilico S7, foram utilizados para
comparar as diferencas entre 0s grupos aromaticos benzeno e naftleno. Os resultados
mostraram que as maiores contribui¢des no acido salicilico S1 foram para o oxigénio fendlico
(0,26), carbono C1 ligado ao grupo carbonila (0,12), carbono C2 ligado ao grupo hidroxila
(0,15), carbono C3 (0,22) e carbono C5 (0,40).

Na molécula do acido naftosalicilico S7 as mesmas contribuicdes foram observadas
tanto para o oxigénio fendlico, quanto para o carbono C1 (0,11). Os demais grupos mostraram
uma contribuicdo de 0,15 para o carbono C2, 0,04 para C3, 0,32 para C4, 0,21 para C5, 0,11
para C7 e 0,13 para C8, indicando um aumento do nimero de estruturas de ressonancia no anel

naftalénico.
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Figura 19. Densidades de spins para os cations radicais livres dos derivados de salicilatos (S1 e S7).

Ambos os compostos mostraram uma maior reatividade quimica na posicdo para
relativa ao grupo hidroxila, indicando uma regioseletividade. As demais posi¢Ges néo
mostraram uma contribuicao significativa.

Um resultado similar foi observado para as formas semiquinonas, exceto para a maior
contribui¢do no grupamento fenoxil. Os valores de densidade de spin mostrados na Figura 20
para a forma semiquinona dos &cidos salicilico S1 e naftosalicilico S7, mostraram as maiores
contribui¢cdes no acido salicilico S1 foram para o fenoxil (0,68), carbono C1 ligado ao grupo
carbonila (0,22), carbono C3 (0,25) e carbono C5 (0,26). Na molécula do &cido naftosalicilico
S7 as contribui¢es na posicdo do fenoxil (0,52), carbono C2 (0,34), carbono C4 (0,33),
carbono C5 (0,09), carbono C7 (0,10) e carbono C8 (0,13).

0,68 0,03 0,52

0,07

0,01 0,10 013 0,01

0,25 0,22

S1
0,26 0,09 0,33

Figura 20. Densidades de spins para as semiquinonas dos derivados de salicilatos (S1 e S7)

O radical hidroxil (HO") tem uma meia-vida muito curta e, consequentemente, presente
em concentracBes extremamente baixas nos sistemas biologicos. Devido sua alta reatividade
quimica, tem sido usado nas reacdes de hidroxilagcdo aromatica, como um método analitico de
medida de sua producdo in vitro LUO & LEHOTAY, 1997; COUDRAY & FAVIER, 2000).
Os resultados podem explicar a hidroxilacdo regiosseletiva para a formacdo dos &acidos

gentisico e naftogentisico.
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5.3. MECANISMO REDOX

Algumas moléculas sdo capazes de atuar através de espécies reativas de oxigénio e
podem ser usadas na terapia do cancer. Dentre estas moléculas destacamos a classe das
quinonas como compostos anticancerigenos. Os principais compostos sao mostrados na Figura
21, para ilustrar este conceito, destacamos a mitomicina C 11 e doxorubicina 12, como
exemplo desta classe (HOYT, 2010).

HiCO O OH O. O _CH,

NH,

Figura 21. Derivados de quinona como anticancerigenos.

A ativacdo redutiva de quinonas pode ocorrer por enzimas ou no meio ambiente através de
mecanismo de transferéncia de hidrogénio e elétron (Figura 22). As quinonas podem ser
reduzidas por um elétron produzindo uma semiquinona. Ao contrario, a reducdo de dois
elétrons formando a correspondente hidroquinona. Em niveis normais de oxigénio, a
semiquinona pode ser oxidada para a forma quinona, em um processo de redugdo de oxigénio
molecular (O,), produzindo anion superdxido. De igual modo, um equilibrio pode existir entre
as formas hidroquinonas e quinonas (BOYLE & TRAVERS, 2006; DENNY, 2004).

OH Reducdo Enzimatica (O Reducéo Enzimatica o°

por 2 e- por 1e-
o S—— —
OH o\ O 0O O.
e- \/
hidroguinona quinona semiquinona

Figura 22. Mecanismo redox geral de derivados quinona.

Recentemente, um estudo de simulacdo computacional para 0 mecanismo redox de
derivados quindnicos, realizado em nosso grupo, selecionou as propriedades quanticas e
descritores estruturais capazes de separar os compostos toxicos de ndo téxicos (BORGES et
al., 2014).0 mecanismo de oxidacdo de derivados de quinona pode ocorrer através do
citocromo p450 redutase, que reduz os derivados de quinona a uma semiquinona, revertendo o

oxigénio molecular para produzir anions superoxido toxicos (Figura 23) (COHEN, 1996).
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Na auséncia de ascorbato exdgeno, ela exerce sua agao anticancerigena, do contrario
teremos efeito protetor (CRIDDLE et al., 2006) Os derivados de quinonas também podem ser
modificados pela reducdo da enzima, produzindo hidroquinona ndo téxica, com propriedades
antioxidantes e citoprotetora (THOR et al., 1982).

HO OH
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— 02’—
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@] O.
© o)
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Figure 23. Mecanismo de bioativagdo de derivados de quinona.

Assim, os mecanismos redox foram propostos para os derivados acido gentisico S4 em
comparagdo com seu analogo acido naftogentisico S10. Os valores de energia de dissociagdo
de ligacdo fendlica (EDLon) para o acido gentisico S4 estdo descritos na Figura 24. Os
resultados indicam que o caminho reacional b apresenta o maior valor para a primeira reacéo,
enquanto que caminho reacional a apresenta o menor valor para a segunda reacdo. O valor

global destas reacGes foi de 164,92 kcal/mol.

OH O OH O
OH 113,24 OH
S4 OH a O,
85,02 H H 51,68
o 0 O O
OH 79,90 OH
b OH C O

Figura 24. Propriedade redox do &cido gentisico (S4) por doacdo de hidrogénio.

Essa diferenca de energia modifica conforme a localizacdo da hidroxila, onde pode-se

observar que no caminho reacional b apresenta maior energia devido o impedimento estérico
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que ocorre com a hidroxila fendlica e o oxigénio da carbonila. Essa caracteristica ndo é
observada na reacdo a, uma vez que o hidrogénio é facilmente arrancado, necessitando de
menor energia para formacao da semiquinona. O mesmo comportamento foi esperado para o
derivado &cido naftogentisico S10 e os valores de EDLoy estdo descritos na Figura 25. Os
resultados indicaram novamente que o caminho reacional b apresentou o maior valor para a
primeira reacdo, enquanto que caminho reacional a apresentou o menor valor para a segunda

reacdo. Enquanto que o valor global destas reacGes foi de 154,94 kcal/mol.

OH O OH O
OO OH 104,26 O OH
s10 OH a O,
90,33 u u 50,67
o° O 0O O
OO OH 64,61 ‘ OH
b OH c O

Figura 25. Propriedade redox do &cido naftogentisico (S10) por doagdo de hidrogénio.

Desse modo, quando comparamos apenas 0s valores globais das duas energias de
dissociacdo das ligacBes fendlicas para os dois compostos, percebemos que a alteracdo no
benzeno para naftaleno representa uma reducdo nos valores destas energias em quase 10
kcal/mol, representando uma maior reatividade quimica e melhor capacidade de estabilizacao
das cargas radicalares intermedidrias.

Os resultados bioldgicos para a atividade anticancer do gentisato de metila S5
mostraram o potencial desta droga na terapeutica anticancer através de diferentes mecanismos,
dentre os quais os efeitos quimioprotetores, 0 mecanismo redox ou sinalizacdo para outras
células, mediadas por estes derivados fendlicos.

Desse modo, esperamos uma atividade superior dos derivados do &cido naftogentisico
devido ao aumento de sua capacidade redox, possibilidade de ser formado in vivo a partir do
acido naftosalicilico e maior reatividade e estabilidade quimica em reacGes do tipo redox,
quando comparados com o acido gentisico e seus derivados. Portanto, este novos compostos

podem ser uma boa estratégia para o desenvolvimento de novos derivados de salicilatos.
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5.4. SINTESE ORGANICA

5.4.1. ESTERIFICACAO DOS ACIDOS GENTISICO E NAFTOGENTISICO

O derivado gentisato de metila S5 foi obtido através da esterificagdo do acido gentisico
S4 (Esquema 3), segundo metodologia descrita por Borges e Castle (2015). O éster metilico do
acido gentisico é uma substancia com férmula e peso molecular de CgHgO4 e 168,148 g/mol,
respectivamente. A reacdo ocorreu com um rendimento de 82,4%. O composto se apresenta
como cristais amarelos palidos na forma de agulha, quando recristalizado em metanol e agua
(2:1). Ele apresentou um ponto de fuséo de 78-84°C.

Estudos mostram que sua estrutura cristalina (pf 86-88°C) foi encontrada na forma
plana (BROWN et al. 2003). Além disso, 0 gentisato de metila demonstrou potente agdo
inibitéria da enzima tirosinase, reducdo da citotoxicidade em relacdo a hidroguinona, nédo
apresentando potencial mutagénico em células de mamiferos. Esses resultados qualificam o
gentisato de metila como um forte candidato a fa&rmaco como agente clareador da pele
(CURTO et al. 1999).

OH OH OH O
0 CH3OH OCH,
s4 H,SO, S5
OH OH

OH OH OH O
(X e == Xy o
S10 H2S04 S11

OH OH

Esquema 3: Reacdo de obtencdo de derivados ésteres.

O segundo derivado éster ou naftogentisato de metila S11 foi obtido através da
esterificacdo do acido 1,4-hidroxi-2-carboxi-naftéico S10. Ele é uma substancia com formula e
peso molecular de C1,H1004 € 218,21 g/mol respectivamente. O composto apresentou ponto de
fuséo de 288°C, acima do valor descrito pela literatura (192°C-193°C), indicando a presenga
de impurezas ou decomposi¢do. Os resultados mostraram uma mudanca forte de coloragédo
(castanho) indicativa de reacao de oxidacdo, possivelmente devido a reacdes de polimerizacéo,
ainda no baléo de reacdo (AYYAGARI et al., 1995). Os compostos e as rea¢des estdo em fase
de caracterizacdo usando espectrometria no infravermelho e ressonéncia magnética nuclear de

hidrogénio e carbono.
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5.4.2. ESTERIFICACOES DO ACIDO NAFTOSALICILICO

Dois derivados do acido naftosalicilico S7 foram propostos através da reacdo classica
de esterificagdo das posicOes acida e fendlica, naftosalicilato de metila S8 e &cido acetil-
naftosalicilico S13 (PEDERSEN & MYERS, 2011). O éster carboxilico do é&cido
naftosalicilico S7, denominado naftosalicilato de metila S8 € uma substancia com férmula e
peso molecular de CioH1003 e 202,21 g/mol, respectivamente. A reacdo ocorreu com um
rendimento inferior a 50%. O composto se apresenta como cristais irregulares amarelos. Ele
apresentou um ponto de fusdo de (142-151 °C). Estudos mostram que sua estrutura cristalina
apresenta (pf 76-80 °C).

CH3OH OCH3
OH OH H2S04
57 o)\o 0
CH3OH OH
H,SO,

Esquema 4: Reacdo para obtencdo do derivado naftosalicilico.

Enquanto o derivado éster fendlico acido acetil-naftosalicilico S13 foi obtido através da
esterificagdo do &cido naftosalicilico S7. Ele é uma substancia com férmula e peso molecular
de Ci3Hi1004 € 230,22 g/mol respectivamente. Infelizmente este composto apresentou uma
baixa estabilidade quimica. Os fatores relacionados com estas propriedades serdo considerados
posteriormente, mas parece que ha uma forte restricdo conformacional estéreo-eletronica entre

0 grupo acetil com o hidrogénio ou o carboxilato (Esquema 5).

CHS o) CH3 H3C>:
: O:
i ;<o o) iO o O o

e e o

Esquema 5: Estruturas conformacionais do acetil-naftogentisato naftosalicilico.

Os estudos prosseguirdo no projeto de doutorado, que serdo complementados com 0s

respectivos testes farmacologicos em modelos de inflamacéo, analgesia e cancer.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho, novos derivados de salicilatos foram propostos. A presenga de uma
hidroxila adicional aumenta a capacidade antioxidante na mesma propor¢do que O grupo
naftaleno, com pequenas variacdes entre derivados acidos, ésteres e amidas.

Uma reacao regioseletiva pode ser obtida a partir de derivados monohidroxilados, como
predita através dos calculos de densidade de spin, gerando dois derivados dihidroxilados
preferencialmente para a posicdo para relativa ao grupo fendlico, os quais poderdo ser obtidos
in vivo, através de reacdes enzimaticas ou ndo enzimaticas.

A presenca do anel naftaleno em substituicdo ao anel benzeno aumentou a reatividade
quimica e a estabilidade de intermediarios do tipo quinona, as quais podem explicar 0s
mecanismos anticancer destes compostos.

Os valores obtidos demonstram a possibilidade de que o derivado naftogentisico seja
mais potente que os derivados do acido gentisico. As melhores propriedades teoricas do acido
naftogentisico podem aumentar sua capacidade redox, possibilidade de ser formado in vivo a
partir do acido naftosalicilico e maior reatividade e estabilidade quimica em rea¢des do tipo
redox, quando comparados com o acido gentisico e seus derivados.

Alguns destes compostos estudados neste trabalho foram sintetizados e estdo em fase
de avaliagdo anticancer e anti-inflamatoria e elucidacéo estrutural.

Dentre os derivados que serdo propostos em projetos futuros, esperamos desenvolver
um derivado da associacdo molecular entre o piroxican 13 e o 4cido naftosalicilico e derivados,
através da modificacdo do anel heterociclico por um homociclico (Esquema 6), especialmente
devido a baixa estabilidade quimica do piroxican, tendo em vista sua elevada fotoestabilidade

(BARTSCH, et al., 1999), onde R pode ser hidrogénio, hidroxila ou grupo nitro, dentre outros.

OH O OH O | N
—
OO " OO 4
H
S14
OH O
//\\ CH3

Esquema 6: Proposta de desenvolvimento de derivado naftalénico do piroxican.
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