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RESUMO

ESTUDO DO MECANISMO DO NITROFENILETANO NA PROSTAGLANDINA-
ENDOPEROXIDO SINTASE E RELACAO ESTRUTURA-PROPRIEDADE DE
NITRODERIVADOS

Estudos anteriores sugerem que o 6leo essencial da Aniba canelilla contendo
altos niveis de 1-nitro-2-feniletano apresenta atividade antinociceptiva, anti-
inflamatoéria e hipotensora. Um estudo tedrico de correlagdo entre estrutura
quimica versus atividade biolégica do 1-nitro-2-feniletano e a prostaglandina-
endoperdxido sintase foi realizado. Além disso, foi feita uma analise
conformacional do nitrofeniletano, bem como modificagbes em sua estrutura
quimica, obtendo-se derivados nitroestirenos e cinamatos, para a posterior
avaliagdo da relagao estrutura-propriedade. A anadlise conformacional do
nitrofeniletano foi realizada usando o método DFT/B3LYP com o conjunto de base
6-31G(d) através da variagao da torcdo do angulo dihedro entre as ligagdes dos
carbonos C4-C; ligadas aos grupos fenila e nitro, com variagéao de intervalos de 5°,
na faixa de 0° a 180°, visando a busca dos conférmeros de menor energia. O
conformero de 180° do dihedro O,;N-C4-C,-CeHs foi significativamente mais
estavel e isto pode ser explicado em termos do equilibrio pela presenca de sete
geometrias de mais baixas energias. A analise de HOMO e LUMO mostra que os
grupamentos fenila e metileno contribuem para a formacédo deste orbital. O
calculo de energia e determinagéo de propriedades eletronicas relacionadas com
0 mecanismo de interacdo com a ciclooxigenase demonstrou boa correlagao entre
0s grupos nitro e carboxilico, os quais podem ser classificados como bioisdsteros.
Os resultados das propriedades fisico-quimicas calculadas indicam uma maior
correlagdo do nitrofeniletano com o acido acetilsalicilico, podendo ter seu
mecanismo de agéao relacionado através de interagdes com a Arg-120 e Ser-530.
Calculos realizados com a guanidina protonada pelo DFT/B3LYP/6-31G(d,p) para
o complexo contendo o grupo carboxilato exibem uma energia de interagdo mais
favoravel, com valor de -136,34 kcal/mol, quando comparado com a molécula
contendo o grupo nitro, com valor de -12,84 kcal/mol, o que pode explicar a maior
efetividade da indometacina, semelhante aos resultados biolégicos. Os derivados
do nitrofeniletano apresentaram uma relacdo estrutural com derivados de
cinamatos, diferindo nas propriedades redox, o que pode favorecer o
desenvolvimento de estruturas protétipo como moléculas bioativas a partir destes
esqueletos moleculares.

Palavras-chave: 1-nitro-2-feniletano; PGEs; DFT; relacdo estrutura-propriedade;
nitrocompostos.
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ABSTRACT

STUDY OF THE MECHANISM OF NITROPHENYLETHANE IN
PROSTAGLANDIN-ENDOPEROXIDE SYNTHASES AND STRUCTURE-
PROPERTY RELATIONSHIP OF NITRO DERIVATIVES

Previous studies suggest that the essential oil of Aniba canelilla containing high
levels of 1-nitro-2-phenylethane has antinociceptive activity, anti-inflammatory and
hypotensive. A theoretical study of correlation between chemical structure versus
biological activity of 1-nitro-2-phenylethane and prostaglandin-endoperoxide
synthase was performed. In addition, an analysis of the conformational
nitrophenylethane as well as changes in their chemical structure resulting in
cinnamates and nitrostyrenes derivatives, for further evaluation of structure-
property. The conformational analysis was performed using the nitrophenylethane
DFT/B3LYP the method with the basis set 6-31G (d) by varying the twist angle
between the links of dihedro carbons C1-C2 linked to the phenyl and nitro groups,
ranging from 5 ° intervals in the range of 0° to 180° in order to search for the
lowest energy conformers. The conformer of the 180° dihedron O2N-C6H5-C1-C2
was significantly more stable and this can be explained in terms of the balance by
the presence of seven geometries of lower energies. The HOMO and LUMO
analysis shows that the phenyl and methylene groups contribute to the formation
of this orbital. The calculation of energy and determination of electronic properties
related to the mechanism of interaction with the cyclooxygenase showed a high
correlation between nitro and carboxylic groups, which can be classified as
bioisosters. The results of physico-chemical calculations show a greater
correlation of the nitrophenylethane with acetylsalicylic acid, which may have
related to its mechanism of action through interactions with Arg-120 and Ser-530.
Calculated with the protonated guanidine by DFT/B3LYP/6-31G (d, p) for the
complex containing the carboxylate group exhibit more favorable interaction
energy with a value of -136.34 kcal / mol, compared with the molecule containing
the nitro group with a value of -12.84 kcal / mol, which may explain the greater
effectiveness of indomethacin, similar to biological outcomes. Nitrophenylethane
derivatives showed a structural relationship with cinnamates derived from differing
in the redox properties, which may favor the development of prototype structures
and bioactive molecules from these molecular skeletons.

Keywords:1-nitro-2-phenylethane; PGEs; DFT; structure-property relationship;
nitroderivatives.
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1 INTRODUGAO

O nitrofeniletano (1-nitro-2-feniletano) é o principal componente do éleo
essencial da Aniba canelilla com percentual de até 95% no periodo chuvoso, e em
épocas secas atinge valores diminuidos, em torno de 39% (TAVEIRA et al. 2003).

Estudo realizado por Lima (2008) sugere que o O6leo essencial da Aniba
canelilla contendo altos niveis de nitrofeniletano (1) apresenta atividade
antinociceptiva e antiinflamatdria, provavelmente, de origem periférica, sendo que,
os resultados propdéem que os receptores opidides estdo envolvidos no efeito
antinociceptivo. Além disso, foi também determinado o valor da DLsy, que
correspondeu a 712 + 17,39 mg/kg, classificando esta substancia como pertencente
aos agentes xenobidticos de classe 4 (pouco tdxica). No entanto, os valores das
doses efetivas em miligramas deste composto foram dez vezes maiores quando
comparados aos antiinflamatérios padrées como indometacina e dexametasona.

O atual interesse no estudo tedrico da estrutura desta molécula deve-se as
possibilidades de estudar a correlagdo entre estrutura quimica versus atividade
bioldgica, uma vez que este composto dispde de alguns pontos de modificagdo para
a geracao de compostos com possivel agdo mais pronunciada e de facil obtencao

(Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura do 1-nitro-2-feniletano.

A analise conformacional foi realizada buscando as conformag¢des de menor e
maior energia, seguido pelos calculos de energia e determinacdo de propriedades
eletrénicas relacionadas com o mecanismo de interagdo com a prostaglandina-
endoperoéxido sintase (PGES). O primeiro ponto de modificagdo sdo os carbonos
sp3, responsaveis pelas diversas conformacdes deste composto, principalmente as

formas anti e vici, que sao consideradas de menor energia. Sendo assim, é



necessaria a realizacido de uma analise conformacional das estruturas anti e vici do

nitrofeniletano, como observado na figura 2.

Figura 2 - Estruturas conformacionais anti e vici do nitrofeniletano.

Deve-se ressaltar que o numero de conformagdes de menor energia € um dos
fatores responsaveis pela perda de seletividade de um farmaco. As modificacées na
estrutura molecular geram compostos analogos para estudo da relagdo estrutura —
atividade (SAR), que através de técnicas de modelagem molecular ajudam a
identificar os diferentes niveis de contribuigdo do grupo farmacoférico, fazer previsao
sobre a conformacao bioativa, propor um modo de reconhecimento molecular pelo
alvo, com vistas ao aumento da seletividade, poténcia, diminuindo a toxicidade e
adequacédo do perfil farmacocinético (WERMUTH, 2003; BARREIRO e FRAGA,
2001).

A partir disso, modificagdes foram inseridas na estrutura da molécula através
da substituicao de carbonos sp3 por sp2, promovendo uma restricdo conformacional,
o0 que pode favorecer a melhor interacdo farmaco-receptor. Ao compararmos as
duas estruturas, podemos obter moléculas preferencialmente na forma frans do

nitrofenileteno ou nitro-estireno (2) (Figura 3).
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Figura 3 - Estruturas do nitrofeniletano, nitrofenileteno e acido cindmico.

Em seguida foi realizada a produgao de derivados do nitrofenileteno para os
estudos de suas propriedades fisico-quimicas e estudo das relagdes estrutura e

atividade. Finalmente, a ultima etapa do trabalho foi comparar as estruturas do
2



nitrofenileteno e acido cinamico, buscando uma correlacdo molecular e diferengas
estruturais e eletrbnicas da reatividade entre os grupos carboxilato e nitro.

O estudo tedrico da estrutura do 1-nitro-2-feniletano €& possivel pela
disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos de dados em
rede, que sao atualmente, ferramentas fundamentais para a descoberta e
planejamento de farmacos. Estas ferramentas permitem uma anadlise rapida da
atividade bioldgica versus propriedades fisico-quimicas de uma série de moléculas
de interesse. Novos agentes terapéuticos podem ser desenvolvidos pela analise de
dados tedricos de estrutura-atividade de forma tridimensional, obtidos por técnicas
recentes de modelagem molecular (CARVALHO et al. 2003).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aniba canelilla

Aniba canelilla (H.B.K.), popularmente conhecida como "casca-preciosa", é
uma espécie histérica e importante da regidao Amazoénica. Em 1540 a Aniba canelilla
foi confundida com arvores de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) durante a
viagem de Pizzaro e Orellana dos Andes a Amazbdnia e em 1880 durante a
expedi¢cdo de Humboldt e Bonpland na busca para encontrar a "famosa canela" do
rio Orinoco (TAVEIRA et al. 2003). Ela pertence a familia das Lauraceae, e € uma
arvore endémica da Ameérica do Sul. Suas cascas tém sido usadas em infusdes para
tratar tosse, como antiespasmaodico e estimulante para o Sistema Nervoso Central
(LIMA et al. 2004). Além disso, observou-se que o 6leo da casca da madeira,
provoca um efeito relaxante sobre o musculo liso intestinal em ratos o que
corroboraria o uso da planta para desordens gastrointestinais (SOUSA et al. 2003).

Os compostos identificados no d6leo essencial de A. canelilla foram o
nitrofeniletano e o metileugenol (GOTTLIEB e MAGALHAES, 1960; MORAIS et al.
1972; OGER et al. 1994; TAVEIRA et al. 2003). O nitrofeniletano também é
encontrado no o6leo essencial de Ocotea pretiosa (GOTTLIEB e MAGALHAES,
1959).



O teor percentual dos compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial
da A. canelilla depende do solo e do periodo sazonal na Amazénia. Em periodos
chuvosos, o nitrofeniletano alcangou valores proximos de 95%, enquanto que o
metileugenol permaneceu abaixo de 18%. No entanto, em épocas secas, 0
nitrofeniletano chegou a 39%, enquanto que o metileugenol chegou a cerca de 45%
na composi¢ao do 6leo essencial analisado (TAVEIRA et al. 2003).

Estudos recentes mostraram que folhas e os galhos finos da Aniba canelilla
também apresentaram altos indices de nitrofeniletano, 71,2% e 68,2%,

respectivamente (LIMA et al. 2004).
2.2  1-nitro-2-feniletano

O nitrofeniletano (figura 4) é o unico nitro derivado odorifero que se conhece,
e € responsavel pelo cheiro de canela das cascas da Aniba canelilla (GOTTLIEB e
MAGALHAES, 1960). A biogénese do 1-nitro-2-feniletano envolve a oxidagéo da

fenilalanina seguido por descarboxilacdo espontanea (GOTTLIEB et al. 1960).

Ns
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Figura 4 - Estrutura do 1-nitro-2-feniletano.

Raramente os nitroderivados sao encontrados em plantas superiores, o
nitrofeniletano é o primeiro composto organico isolado de plantas que possui um
grupo nitro como unica funcao heteroatémica. Outros nitroderivados naturais foram
descritos, mas sao muito raros em plantas superiores, aparentemente, somente o
acido 3-nitropropibnico e os acidos aristoloquicos | e Il foram encontrados
(CASTILLO et al. 1993; LOPES, 2001).

As propriedades fungistaticas do nitrofeniletano foram avaliadas contra varias
cepas de fungos patogénicos humanos, tais como: Candida albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis e Aspergillus fumigatus. O nitrofeniletano mostrou alta

toxicidade contra leveduras, especialmente C. albicans (MIC: 170 pg / ml), mas
4



cepas de A. fumigatus mostraram-se mais resistentes (MIC: 1500 ug / ml), no
mesmo ensaio. A dose letal DLsy determinada foi superior a 800mg/kg em
camundongos apoés 24, 48 e 72 h (OGER et al. 1994).

Em estudos posteriores, a avaliagdo da toxicidade aguda (DL50) do

nitrofeniletano foi realizada em camundongos machos que receberam doses de 500,
600, 750 e 1000 mg/kg por via oral e apresentaram, durante um periodo de 72
horas, um percentual de morte de 0, 20, 70 e 100%, respectivamente. Sendo assim,
obteve-se, um valor da DL50 igual a 712 + 17,39 mg/kg (LIMA, 2008), classificando a

substancia como pertencente aos agentes xenobidticos de classe 4 (pouco toxica)
(OECD, 2001).

Estudos realizados por Lima (2008), demostraram que de acordo com os
testes empregados para modelos de nocicepgéao, testes de contorgdo abdominal e
formalina, o nitrofeniletano inibiu a resposta na segunda fase, que é relacionada com
a acao de mediadores inflamatérios nos tecidos periféricos como as prostaglandinas,
serotoninas, histaminas e bradicininas (FRANCO et al. 2001; OLIVEIRA et al. 2008),
sugerindo que este composto exerce seus efeitos antinociceptivos relacionados com
mecanismos periféricos. Além disso, os resultados propdem que receptores opidides
estédo envolvidos no seu efeito antinociceptivo (LIMA et al. 2009).

O nitrofeniletano apresentou atividade anti-edematogénica e atividade
antiinflamatéria nos modelos de edema de pata, dermatite em orelha de
camundongos e migracao celular. Estes resultados sugerem que a acéo
antiinflamatoéria desse composto possa ocorrer através de uma interferéncia na
sintese e/ou liberacado das bradicininas, prostaglandinas, histamina e serotonina, ou
por agir sobre esses receptores envolvidos na resposta inflamatéria; entretanto sao
necessarios outros estudos para elucidar estas hipéteses (LIMA, 2008).

Em 2005, Lahloo e col. (2005) demonstraram que o tratamento por via
intravenosa (i.v.) com o Oleo essencial de Aniba canelilla causou resposta
hipotensora. Mas, estudos recentes, para a investigacdo dos mecanismos
subjacentes as respostas cardiovasculares, demonstraram que em ratos
normotensos, o nitrofeniletano (1-10 mg / kg, i.v.) provocou efeito hipotensor e
bradicardia dose-dependente, que foram caracterizadas em duas fases. Na primeira

fase, a bradicardia e o reflexo depressor € iniciado em fibras pulmonares ao invés de
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fibras cardiaco-vagais aferentes, e na segunda fase, os dados, in vitro, sugerem que
a resposta hipotensora do nitrofeniletano, resulta, pelo menos em parte, de um efeito
vasodilatador direto sobre o musculo liso periférico (SIQUEIRA et al. 2010).
Observa-se que o nitrofeniletano apresenta propriedades fungistatica, anti-
inflamatoria, antinociceptiva e hipotensora. A partir do nitrofeniletano, foi inserida
uma modificagdo da estrutura da molécula, dupla ligacdo na cadeia lateral, dando
origem ao derivado nitrofenileteno, que esta contido em uma classe de compostos
chamados nitroestirenos. Logo, os derivados obtidos serdo pertencentes a classe

dos nitroestirenos.
2.3 Nitroestirenos

Nos ultimos anos, os nitroestirenos (Figura 5), a exemplo do nitrofenileteno
(2), ttm mostrado uma série de importantes atividades bioldgicas. Estes compostos
possuem um grupo NO; elétron-retirador, sendo que em seu estado fundamental
mostrou-se predominante para a configuragao E (trans), do grupo nitro e fenil em

relagao a ligagao dupla da cadeia de carbono (CALHEIROS et al. 2004).
O

1
2

Figura 5 - Estrutura do nitrofenileteno.

Esses compostos também tém sido descritos como potentes inibidores
seletivos da telomerase humana (KIM et al. 2003), potentes inibidores enzimaticos
das proteinas tirosina fosfatases (PTPs) (PARK e PEI, 2004), proteinas fosfatases
de subtipo 2A (PP2A) (FATHI et al. 2000), bem como, inibidores de células de
cancer humano (CARTER et al. 2002).

A anadlise da atividade de derivados nitroestirenos contra a acado da
telomerase foi realizada por Kim e col. (2003). A atividade da telomerase € expressa
na maioria dos tipos de células cancerosas, mas ndo em células somaticas normais
(KIM et al. 1994). E assim, dos derivados testados, o 3-(3,5-diclorofenoxi)-

nitroestireno exibiu o mais potente efeito tério, cerca de 50 %, com
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aproximadamente 0,4 uM, além de ndo inibir DNA e RNA polimerases, incluindo
transcriptase reversa retroviral, contituindo-se entdo, em uma nova classe de
estruturas inibidoras da telomerase.

Adutos de acido ascorbico com compostos carbonilicos a,B-insaturados, como
os derivados nitroestirenos, foram avaliados por interagirem com a proteina
fosfatase de subtipo 1 (PP1), e também por afetar a atividade de PP2A. Boe et al
(1991) demonstraram que a inibicdo prolongada das PP1 e PPA2, resultou na morte
celular por apoptose em varias células tumorais. O Aduto p-cloro-3-nitroestireno
inibiu a atividade de PPA2 de forma tao eficaz quanto as toxinas naturais, o acido
acadaico e a vinblastina, além de ser um forte indutor de apoptose, com valor de
CLsp inferior a 10uM (FATHI et al. 2000).

Alguns derivados nitroestirenos mostraram agao anticancerigena e pro-
apoptética, onde a estrutura farmacofdérica do B-nitroestireno foi identificada como
responsavel por esta atividade (KAAP et al. 2003). Dore e col. (1975) examinaram o
mecanismo de ag¢ao dos B-nitroestirenos, mostrando que a molécula deve conter um
anel aromatico policiclico ou heterociclico aromaticos como o furano ou indol, um
grupamento etila com dupla ligagdo e um grupo NO,, para que apresentem atividade
antitumoral in vitro. Estes dados foram confirmados por Kaap e col. 2003 através de
analise da relacao estrutura-atividade, onde o grupo nitro foi essencial na posicao 3
e nao poderia ser substituido por um grupo carboxila.

Os derivados do nitroestireno também apresentaram potente inibicdo sobre
tirosina quinase e um largo espectro de agao anti-agregante plaquetaria (WANG et
al. 2007). As enzimas tirosinas quinases sdo um alvo potencial para o
desenvolvimento de drogas anti-plaquetarias, devido sua importancia na regulacao e
ativacao plaquetaria. Inibidores da tirosina quinase tém demonstrado limitagcdes no
que se refere a poténcia, especificidade e permeabilidade celular (OZAKI et al. 1993;
BISHOP et al. 1990). No entanto, derivados nitroestirenos ndao causaram efeitos
diretos sobre outras vias mostrando a especificidade do composto (WANG et al.
2007).

A fragdo nitroestireno foi identificada como a estrutura essencial para a
inducao de apoptose (WANG et al. 2006). O estudo mostra que o composto quimico

3,4-metilenodioxi-nitroestireno, exibiu um efeito inibidor potente e de amplo espectro

7



sobre a agregacédo plaquetaria humana causada por varios estimuladores, sem
afetar diretamente outras vias de sinalizagdo necessaria para ativagao plaquetaria.
Este composto promoveu a desagregacgao das plaquetas, indicando sua capacidade
de inverter os processos da glicoproteina (GP)IIb/ llla e assim, tem o potencial de
acelerar a trombdlise. A ligagao do fibrinogénio com (GP)IIb/ llla é a via final comum
da agregacado plaquetaria e tornou-se uma meta bem sucedida para a terapia
antiplaquetaria (LEVY-TOLEDANO, 1999).

Um estudo sobre as relagdes estruturais entre a citotoxicidade e atividade
antitumoral foi realizado utilizando-se 29 compostos, principalmente B-nitroestirenos,
mostraram a importéncia do grupo nitrovinil para a atividade (MONTAGNIER, 1971).
Estudos mostram que o comportamento destes tipos de compostos € determinado
principalmente pelos efeitos eletrbnicos. Além disso, a ligagdes por pontes de
hidrogénio intramoleculares, sdo conhecidas como estruturas relevantes para a
estabilidade desses sistemas (MILHAZES et al. 2006).

A atividade antimicrobiana de derivados B-nitroestirenos mostrou que os
derivados substituidos pentaclorados foram eficazes apenas contra Staphylococcus
aureus, e os derivados pentabromados foram inativos. Os compostos nao
apresentaram qualquer atividade contra Proteus vulgaris e Pseudomonas
aeruginosa. Enquanto que os B-nitroestirenos com anel substituido na posi¢ao 3,
apresentaram boa atividade contra os microrganismos testados. A atividade contra o
Proteus e Pseudomonas é de particular importancia. No entanto, uma das limitacoes
com o composto mais ativo, m-acetoxi-p-nitroestireno, foi sua baixa capacidade de
solubilizacdo em solventes organicos (WORTHEN et al. 1970).

Outros derivados nitroestirenos apresentaram atividade antimicrobiana e
antifungica contra cepas de bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis) e gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa) e efetividade contra isolados clinicos suscetiveis a todos os antibioticos,
como Salmonella baumannii, typhimurium e Acinetobacter. 1sso foi observado
particularmente para o 3-hidroxi-4-metoxi-B-metil-B-nitroestireno que apresentou
atividade contra as bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium (MILHAZES et al. 2006). Além disso, o

nitrofenileteno (2) demonstrou uma atividade antifungica potencial contra diferentes
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tipos de Candida, onde os valores das zonas de inibicdo encontrados sao
comparaveis ao de alguns antimicrobianos utilizados comercialmente, como o
fluconazol (BEZERRA et al. 2008). Em geral, os nitroestirenos mostraram-se mais
eficazes contra gram-positivas do que gram-negativos (BRIAN et al. 1946;
WORTHEN et al. 1970; SCHALES et al. 1952).

Estudos realizados por Villar e col. (2008) demonstraram que os compostos
com menores valores do orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) e
polarizibilidade, apresentaram maior capacidade de inibicido da Fosfolipase A;
(PLA>), sugerindo a formagédo de um complexo de transferéncia de cargas entre os
derivados nitroestirenos e a PLA;. Os compostos mais ativos foram o 1-nitro-2-((E)-
2-nitrovinil)-benzeno, 1-nitro-3-((E)-2-nitrovinil)-benzeno e 1-nitro-4-((E)-2-nitrovinil)-
benzeno, que apresentam baixos valores de HOMO. Estes resultados sdo um dos
principais motivadores do atual interesse pelo estudo teorico, para determinacao de
propriedades eletrénicas responsaveis pelas propriedades de nitroderivados. Além
disso, pretende-se verificar também qual a contribuicdo do grupo nitro para a
propriedade observada, e assim, a substituicdo do grupo nitro por um grupo
carboxilico resultou na estrutura do acido cinamico, pertencente a classe dos
cinamatos, que também deram origem ao grupo derivados do nitrofeniletano que

serao estudados, os derivados cinamatos.

2.4  Acido cinamico

Os derivados do acido cinamico sao originados através do metabolismo
secundario dos vegetais pela via do acido chiquimico. A fenilalanina elimina uma
molécula de amobnia, pela acdo da fenilalanina amdnia-liase originando o acido
cindmico, também denominado de acido 3-fenil-2-propendico (SANTOS, 2004;
FILHO, 2008). A estrutura da molécula do acido cinamico é geralmente encontrada
na forma trans (LIU et al. 1995). E um &cido graxo aromatico de ocorréncia natural,
pertencente ao grupo das auxinas, horménios vegetais responsaveis pela regulagao
do crescimento e diferenciagao celular, sendo que alguns dos seus derivados atuam
de forma eficaz e de extrema importancia na defesa da planta contra o ataque de
insetos e microorganismos (THIMANN, 1969; NIERO, 2010), além de demonstrar
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eficacia como agente terapéutico antifungico e anti-microbiano (EKMEKCIOGLU et
al. 1998).

A atividade antitumoral do acido cindmico em cultura de cancer de coélon in
vitro apresentou efeito antiproliferativo na dose de 8,0 mM. Além disso, os niveis de
monofosfato ciclico de 35 adenosina (AMPc) intracelular foram reduzidos
significativamente apdés 1 h de tratamento, sugerindo que o acido cinamico induz
seus efeitos sobre a atividade enzimatica, em parte, por modulagao da via de
sinalizagdo do AMPc (EKMEKCIOGLU et al. 1998).

Os derivados de acidos cindmicos sao representados principalmente pelos
acidos cafeico, ferulico, sinapinico e p-cumarico (LAFAY e GIL-IZQUIERDO, 2008)
(Figura 6) e podem ser encontrados em inumeros produtos de origem vegetal como
maca, café, cereais e citricos (CLIFFORD, 1999).

Acido
Cinamico
Oxidagéao
Acido Acido Acido Acido
Cafeico p-cumarico Ferrulico Sinaptico

Amida e

estéres
Esteres Acido Derivados
Fenetil Clorogénico di/trihidroxilados

Figura 6 - Biossintese dos derivados do acido cinamico (Souza, 2008. adaptado).

Estudos realizados por Santos (2009) demonstraram que os derivados do
acido cinamico apresentam atividade antioxidante e inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Além disso, derivados fendlicos como o acido 3,4-
hidrocindmico possui um efeito citotéxico significante contra varias linhagens de
células tumorais (KAMPA et al. 2004; LEE et al. 2003).
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2.5 Mecanismo de Inibicdo da Inflamacao por Nitroderivados

Os agentes antiinflamatérios néo esteroidais (AINEs) se tornaram as drogas
mais largamente prescritas e usadas mundialmente desde que, o quimico alemao,
em 1893, Felix Hoffman motivou a Bayer a produzir o acido acetilsalicilico, que foi
patenteado como a Aspirina. Estima-se que, somente nos Estados Unidos,
aproximadamente 50 milhdes de pessoas aplicam em torno de 5 a 10 bilhdes de
ddlares por ano no consumo destas drogas (CARVALHO et al. 2004), e em 1995,
sua comercializagao alcancgava a cifra de 2,2 bilhdes de délares, com 73 milhdes de
prescrigées anuais em todo o mundo (SIMON et al. 1995).

John Vane et al (1971), estudando o mecanismo de agdo da atividade
antiinflamatoria da aspirina, demonstraram que as principais agcées dos AINES eram
efetuadas através da inibicdo a produgédo de prostaglandinas (PGs) mediada pela
oxidagao do acido araquiddnico pelas ciclooxigenases (COXs) de acidos graxos, ou
seja, uma provavel competicdo com o sitio ativo das COXs (VANE et al. 1971;
RANG, 2001).

A PLA, catalisa a hidrdlise dos fosfolipideos que compdéem as membranas
celulares liberando acidos graxos, como o acido araquidbnico, e fosfolipideos
(KUDO e MURAKAMI, 2002; VILLAR et al. 2008). A inibigdo da PLA2 pode impedir a
excessiva produgao de prostaglandinas e leucotrienos, desde a formagao do acido
araquidoénico (YEDGAR et al, 2000; BALSINDE et al. 2002).

O nitrofeniletano apresentou inibicdo de PLA; no teste de eritema induzido por
oleo de créton, demonstrando, deste modo, que este constituinte possa inibir PLA2,
o que indiretamente interfere com o processo de geragao de prostaglandinas (BATE
et al. 2004; LIMA, 2008).

Em 1976, A Prostaglandina Endoperéxido Sintetase (COX) ou Prostaglandina
Sintetase foi isolada, e em 1988, esta enzima chave que catalisa a biossintese de
prostaglandinas foi clonada. Em 1991, um gene que codificava uma segunda
isoforma da enzima foi identificado e denominado entdo de ciclooxigenase-2 (COX-
2), sendo que as duas isoformas, COX-1 e COX-2, possuem estruturas protéicas
similares e catalisam a mesma reacdo (CROFFORD, 1997; VANE et al. 1998;
KULKARNI et al. 2000).
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As ciclooxigenases (COXs) possuem caracteristicas fisiolégicas bem
definidas. A constitucional ou fisiologica (COX-1), agindo como citoprotetora gastrica
e mantenedora da homeostase renal e plaquetaria. A indutiva ou inflamatdria (COX-
2), surge apenas em situagdo de trauma tissular ou inflamacdo (JUNIOR et al.
2007). As duas isoformas intituladas COX-1 e COX-2 sao enzimas de membrana,
contendo o grupo heme que existem como homodimero. As isoformas s&o
estruturalmente semelhantes; ambas isoformas possuem um canal hidrofébico longo
no qual se ancoram o acido araquidénico ou outros substratos de acidos graxos para

que a reagao de oxigenacgao possa prosseguir (RANG et al. 2001) (Figura 7).
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hidrofébice hidrofibice
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Terminal - N "Bolsa kateral"
e hidrofilica
posiciio 120

Figura 7 - Representacéo das estruturas de COX-1 e COX2 determinada por Cristalografia de Raios-
x (SOUZA, 2008).

As COXs sao enzimas bifuncionais, possuindo duas atividades cataliticas
distintas. A primeira refere-se a etapa dioxigenase, quando a enzima incorpora duas
moléculas de oxigénio a cadeia araquidénica em C11 e C15, dando origem ao
intermediario endoperdxido altamente instavel, o hidroperdxido-endoperoxido
(PGG32) com um grupo hidroperoxi em C15. A segunda funcédo da enzima é atribuida
a etapa peroxidase, no momento em que a enzima faz a conversdo a alcool
hidroxido-endoperdxido (PGH2) com um grupo hidroxila em C15, que pode, entao,
ser convertido em outros prostandides por distintas enzimas, como redutases,
isomerases, sintases, conforme o tipo celular considerado (RANG, 2001), como

mostra a figura 8.
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Figura 8 - Conversdo do &cido araquidbnico pelas ciclooxigenases e suas atividades cataliticas.
(Adaptado de KULMACZ et al. 1991).

A nimesulida (4) (Figura 9) é um AINE que pertence a classe das
sulfonanilidas com efeitos antiinflamatério, antipirético e analgésico. E um inibidor
seletivo da cicloxigenase, inibindo preferencialmente a COX-2, in vitro e in vivo, com
minima atividade sobre a COX-1. Além disso, foi demonstrado que a nimesulida
possui outras propriedades relacionadas ao mecanismo de inflamacdo. E capaz de
inibir a liberacdo de histamina dos basdfilos e mastécitos humanos e inibir a
atividade da histamina (FARMAEY, 1997).

GHs
=S
O/ NH
4
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O (@)

Figura 9 - Estrutura quimica da nimesulida.

Em geral, os AINES s&o inibidores competitivos reversiveis. No entanto,
existem diferencas no que se refere a sua evolugao temporal. A inibicdo da COX-1
por estes farmacos € normalmente rapida, mas a inibicdo da COX-2 costuma ser

irreversivel e € mais dependente do tempo (RANG, 2001).
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O bloqueio das COXs pelos AINES ocorre quando os mesmos entram no
canal hidrofobico, formando pontes de hidrogénio com um residuo de arginina na
posicao 120, impedindo, deste modo, que os acidos graxos do substrato entrem no
dominio catalitico. A estrutura deste canal na COX-2 possui uma unica alteragao de
aminoacido (isoleucina por valina na posigao 523) o que resulta num bolsao lateral
volumoso que ndo é encontrado na COX-1. Logo, isto €& importante para
compreender porque alguns farmacos sao mais seletivos para a isoforma COX-2,
especialmente aqueles com grupos laterais volumosos. A aspirina, no entanto, é
considerada uma excegao porque entra no sitio ativo da COX-1 e acetila uma serina
na posigao 530, inativando-a irreversivelmente (RANG et al. 2001).

2.6  Planejamento e desenvolvimento de farmacos

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, além de
ser bastante complexo, é fundamentado na integragdo de varias areas estratégicas:
inovacado, tecnologia, gerenciamento e investimento em pesquisa e
desenvolvimento. A estratégia do planejamento racional de farmacos, através do
estudo dos processos evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas
bioldgicos, assume elevada importancia, pois, constituem as bases fundamentais
para a poténcia, afinidade e seletividade dos farmacos por seus receptores-alvos
(BARREIRO e FRAGA, 2001; GUIDO e ANDRICOPULO, 2008).

A descoberta e desenvolvimento de farmacos € um processo dividido em
duas grandes fases: | - pré-clinica (descoberta ou pesquisa basica) e Il - clinica
(desenvolvimento) (KUHN et al. 2006). As etapas de identificacdo, otimizagcédo e
estudos de relacdo estrutura-atividade de moléculas concentram-se na fase pré-
clinica. A quimica medicinal € o ponto de interseccdo entre planejamento e
otimizac&o de novas moléculas com atividade bioldgica.

A partir da quimica medicinal é possivel explorar o espagco quimico
delineando o trabalho investigativo na identificacdo, selegdo e otimizacdo de
moléculas aptas a interagir de forma eficaz, com alta afinidade e seletividade em
relacao ao alvo molecular (GUIDO e ANDRICOPULO, 2008).
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O planejamento de farmacos pode ser realizado através de técnicas de
triagens bioldgicas automatizadas em larga escala (HTS, do inglés, high-throughput
screening) e triagem virtual (VS, do inglés, virtual screening), bem como estudos
realizados através da modelagem molecular.

A modelagem molecular € aplicada no planejamento de farmacos, consistindo
na geragao, manipulagéo ou representagao de estruturas moleculares e calculo das
propriedades fisico-quimicas associadas. A investigagdo das estruturas e das
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de
visualizagao grafica, visa fornecer uma representagao tridimensional, sob um dado
conjunto de circunstancias, segundo a International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC).

Os objetivos da modelagem molecular, de forma mais especifica, podem
proporcionar a visualizagao tridimensional e realizar a analise conformacional de
farmacos; analisar o tamanho e o formato do grupo farmacoférico; verificar a
importancia da natureza e o grau de substituicdo de grupos funcionais; relacionar a
estrutura e as propriedades fisicas de uma mesma série de farmacos; observar os
aspectos estereoquimicos dos farmacos e sua relagdo com atividade bioldgica, bem
como prever os mecanismos moleculares envolvidos na acdo dos farmacos
(CARVALHO et al. 2003).

As técnicas de modelagem molecular dividem-se em: planejamento baseado
na estrutura do receptor (SBDD, do inglés, structure-based drug design);
planejamento baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés, ligand-based drug
design) bem como o estudo das relagdes quantitativas entre a estrutura e atividade
(QSAR, do inglés, quantitative-structure relationships).

O planejamento baseado na estrutura do receptor € uma técnica
fundamentada no conhecimento do arranjo topoldgico de alvos moleculares e utiliza
informagdées em 3D da macromolécula estudada, que sao adquiridas através da
andlise de estruturas obtidas de cristalografia de raios X, estudos de ressonancia
magnética nuclear (RMN) ou modelagem por homologia. As estruturas encontram-se
depositadas em bases de dados publicas, sendo as principais PDB, InterPro,
ExPASy e Relibase GUIDO e ANDRICOPULO, 2008). onde podem ser acessadas

livremente. Um dos principais métodos utilizados em SBDD € a Docagem molecular
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(do inglés, molecular docking) ou simplesmente docagem, que consiste em prever a
conformagdo bioativa de uma micromolécula (ligante) no sitio de uma
macromolécula seguida de avaliagado e classificagdo do modo de ligagdo proposto
(MOITESSIER, 2008).

O planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante é realizado
através de analises comparativas de moléculas bioativas e podem ser classificadas
principalmente por: | — Busca por similaridade, que identificam e classificam
compostos como similares ou diferentes relacionados a um ligante (WILLETT, 2006);
Il — Farmacoforos, que envolvem a identificacdo de padrdes farmacoféricos comuns
entre um conjunto de moléculas bioativas e a utilizagcdo deste padrdao para a busca
de novas moléculas que atendam aos requisitos estabelecidos pelo modelo
(MASON, 2001); Il — Métodos de QSAR, que buscam identificar e quantificar as
relagdes existentes entre a estrutura quimica e atividade bioldgica através de
descritores moleculares especializados (KUBINIY, 1993).

A integracdo de técnicas experimentais e computacionais assumiu grande
importancia no processo de planejamento de farmacos. Isto pode ser observado nos
resultados obtidos através do planejamento racional e desenvolvimento de
farmacos.

Estratégias de otimizacdo de medicamentos foi utilizada para o agente
antifungico Tioconazol ®, que com o intuito de aumentar a solubilidade e polaridade
do medicamento administrado por via tépica, modificagdes na estrutura quimica do
composto foram inseridas através introducdo de substituinte polar (OH) e
substituicdo de anéis heterociclicos (imidazol e tiofeno) por sistemas polares (anel
triazol) e deram origem ao farmaco fluconazol ®, que apresentou maior solubilidade
e atividade contra infecgdes, administrado por via oral (PATRICK, 2001).

Em outros estudos, moléculas inibidoras de Aurora quinases foram testadas.
Sabe-se que a amplificagdo e super expressao do gene Aurora A foi observada em
diversas linhagens de células tumorais, sugerindo que a mesma estaria relacionada
a transformagao oncogénica (Nowakowski, 2001). A anilinoquinazolina foi testada e
apresentou excelentes niveis de inibicdo de Aurora A, e a partir de estudos de

relacdo estrutura-atividade (SAR) e modificagcbes na estrutura quimica da
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anilinoquinazolina, obteve-se compostos com agdo mais pronunciada, melhor
solubilidade e poténcia aceitavel (MORTLOCK, 2005).

Estudos mostram que a Amodiaquina (AQ) é um antimalarico 4-
aminoquinolinico efetivo contra muitas cepas cloroquina-resistentes de Plasmodium
falciparum. No entanto, o uso clinico de AQ é restrito devido ao risco de
agranulocitose e hepatotoxicidade (LARREY et al. 1986). A amodiaquina sofre
extensiva ativagdo para um metabdlito quinoneimina eletrofilico, a amodiaquina
quinoneimina (AQQ) detectada in vivo em ratos e in vitro em microssomas hepaticos
Modificagdes na estrutura da AQ deram origem a uma série de analogos, com o
prototipo, isoquina (IQ), emergindo como um regioisbmero da AQ que nao forma
metabdlitos quinoneiminas téxicos por simples oxidacido, e exibe poténcia contra
parasitas resistentes a cloroquina in vitro (WILLIAMS, 2006).

Em outros estudos, o paracetamol foi analisado. O Paracetamol,
acetaminofeno, € um dos maiores causadores de necrose hepatica. A partir da
ingestao de doses toxicas de paracetamol, o mesmo sofre bioativagdo dando origem
a um metabdlito téxico, o N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI), causando
deplecdo em glutationas hepaticas (GSH), ligando-se covalentemente as proteinas
celulares, resultando em reacdes de estresse oxidativo, disfungcdo mitocondrial e
danos ao acido desoxirribonucleico (DNA) (DAVIS et al. 1974; WILLIAMS, 2006).
Estudos de modelagem molecular foram realizados através do planejamento e
desenvolvimento de farmacos, com o intuito de se obter um derivado com menor
toxicidade e potencia aceitavel. A partir desse estudo, um derivado foi obtido, o
ortobenzamol. O ortobenzamol constitui-se em um novo farmaco, que apresenta
forte atividade analgésica quando comparado ao seu analogo, o paracetamol
(QUEIROZ, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar o mecanismo do nitrofeniletano na prostaglandina-endoperdxido

sintase e avaliar a relagao estrutura-atividade do nitrofeniletano e derivados.

3.2 Especificos

» Estudar os aspectos conformacionais e geométricos do nitrofeniletano
usando calculos de quimica quantica;

= Realizar a analise estrutural e eletronica do nitrofeniletano;

= Analisar as possiveis diferengas ou analogias eletrénicas envolvidas no
mecanismo de agao do nitrofeniletano, usando os valores e graficos dos orbitais
moleculares de fronteira, potencial de ionizacdo, densidade de spin e mapa do
potencial eletrostatico, comparadas ao acido acetilsalicilico e acetaminofeno;

= Propor um mecanismo de interacdo quimica do nitrofeniletano e a
prostaglandina endoperdéxido sintase;

= Avaliar a relagdo estrutural entre o nitrofeniletano e o nitrofenileteno;

=  Propor novos derivados do nitrofeniletano;

= Avaliar a relagdo estrutural entre o nitrofenileteno e cinamatos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho e geometria molecular

A otimizagdo da geometria e obtencdo de parametros teoricos foi realizada
através do método semi-empirico PM3 (Terceira Parametrizagéo). Sendo que, as
geometrias obtidas pelo método PM3 foram otimizadas pelo método da Teoria do
Funcional de Densidade (TFD) usando o conjunto de base 6-31 G* (HEHRE, 1986).
Somente as conformagdes mais estaveis para as moléculas estudadas forma
utilizadas. Os descritores moleculares utilizado neste estudo foram: potencial de
ionizagao (Pl) das moléculas neutras e ionizadas, Potencial de reducado (PR) e
densidades de spin. Nesta etapa, os calculos foram realizados utilizando os
programas computacionais Gaussview e Gaussian 2005 (ALVES et al. 2006). Os
calculos de teoria do funcional de densidade (TFD) (PARR et al. 1989) foram

empregados nos estudos de mecanismo de reacao e potencial de ionizagao.

4.2. Modelagem Molecular

4.2.1 Relacgao Estrutura- Atividade

A modelagem molecular possibilita o calculo das propriedades fisico-quimicas
das moléculas estudadas. As propriedades fisico-quimicas calculadas podem
determinar possiveis sitios ou formas de interacdo com os receptores biolégicos e
fatores que afetam as propriedades de ADMET (absor¢do, distribuigcao,
metabolismo, excrecdo e toxidade), dentre as quais o estudo sera baseado nos
valores do Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia e do Orbital molecular
Desocupado de Menor Energia, para avaliagdo da nucleofilicidade ou eletrofilicidade
das moléculas (STEWART, 1989). Estes calculos foram realizados utilizando os
programas computacionais Hyperchem 7.5 (2002) e ChemOffice (2005). De posse
destas informagdes pode-se fazer uma previsdo qualitativa e quantitativa da relagao
que possa existir entre o nitrofeniletano, nitrofenileteno e derivados do acido

cindmicos.
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4.2.2 Energia dos Orbitais de Fronteira (HOMO E LUMO)

A Energia do Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia, HOMO (do inglés,
Highest Occupied Molecular Orbital) esta relacionado com o potencial de ionizagao
de uma molécula e com sua reatividade como nucledfilo (SANT’ANNA, 2002). O
HOMO ¢é o orbital ligante (ocupado) de maior energia, e esta diretamente
relacionado com a capacidade de doar elétrons, podendo ser utilizado para
caracterizar o composto como nucledfilo. (KOROLKOVAS, 1982). Valores maiores
indicam maior nucleofilicidade e valores menores indicam uma menor
nucleofilicidade. Enquanto que a Energia do Orbital Molecular Desocupado de
Menor Energia, LUMO (do inglés, Highest Occupied Molecular Orbital) representa a
afinidade eletrbnica de uma molécula ou a sua reatividade como eletréfilo
(SANT’ANNA, 2002). O LUMO ¢é o orbital antiligante (desocupado) de mais baixa
energia, diretamente relacionado com a capacidade de receber elétrons, indicando a
possibilidade de reagir como um eletréfilo sendo que maior ou menor eletrofilicidade
estda relacionada com o maior ou menor valor em mddulo, respectivamente
(KOROLKOVAS, 1982).

Os valores de HOMO e LUMO sao expressos em elétron-volts (eV). Estes
parametros estao relacionados com as regides em que a estrutura quimica do
farmaco pode ser atraida por pontos especificos do receptor biolégico como regides
ricas ou deficientes em eletrons, representando um importante parametro que
contribui para uma maior compreensao das caracteristicas de um candidato a ligante
em um conjunto de moléculas em estudo (KOROLKOVAS, 1982).

4.2.3 Mapa do Potencial Eletrostatico

As superficies dos mapas dos potenciais eletrostaticos moleculares (MEPs)
foram extraidas usando o Gaussian (2005), aplicado as geometria otimizadas de
todas as moléculas. Esta superficie tem valores numéricos classificados por cores
que fornecem uma medida do tamanho total da molécula assim como a posicao de
potenciais eletrostaticos negativos ou positivos. As regides de potencial eletrostatico

positivo indicam o excesso de carga positiva, conduzindo a repulsdo da provavel
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carga positiva de outra molécula, enquanto que as regides de potencial negativo
indicam as areas de excesso de carga negativa, conduzindo a atragcdo da carga
positiva. A visualizacdo de todos os resultados dos calculos quanticos foi executada
com o pacote computacional Molekel 4.2 (2002). Os mapas foram montados no

programa Paint da Microsoft.

4.2.4 Potencial de lonizagao (Pi)

O potencial de ionizagao foi calculado a partir das energias de retirada de um
elétron. O calculo do potencial de ionizacdo foi realizado pela diferenca entre a

energia da molécula neutra e o respectivo cation radical (Equagao 1).

Pl=[EMH™]- [EMH] (Eq. 1)

4.2.5 Conjunto de Analogos do Nitrofeniletano e Nitrofenileteno

Os derivados nitrofeniletanos foram denominados de N1-N18, enquanto que
os cinamatos foram denominados de C1-C18, como mostrados nas figuras 10 e 11.

Observa-se que as estruturas farmacoféricas dos derivados nitrofeniletanos e
cinamatos foram mantidas e as insergdes dos grupamentos s&o as mesmas para

ambos analogos.

4.2.6 Analise Estatistica

Os valores obtidos para as propriedades fisico-quimicas para os derivados
foram analisados através do programa Bioestat 5.0. 0 (AYRES et al. 2007). Os testes
estatisticos aplicados para as amostras relacionadas foram o Teste t e o Qui-
quadrado em derivados nitroestirenos (figura 10), pagina 22; e derivados cinamatos

(figura 11), pagina 23;
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Estudo conformacional do Nitrofeniletano

A analise conformacional do nitrofeniletano (NPE) foi realizada usando o
método DFT/B3LYP com o conjunto de base 6-31G(d) (HEHRE, 1986) através da
variacao da tor¢cado do angulo dihedro entre as ligagdes dos carbonos C+-C; ligadas
aos grupos fenila e nitro, onde os graus de flexibilidade foram analisados com
variagao de intervalos de 5°, na faixa de 0° a 180°, visando a busca dos conforméros
de menor energia.

O NPE ¢é uma molécula que pode adotar diferentes conformacoes,
principalmente pela variagdo dos angulos diedro em torno das ligagées O,N-C4-C,-
CeHs com rotagbes em torna da ligagdo C4-C, (Figura 12). As conformagbes de
menor energia nao foram encontradas com valores maiores que 20 kcal/mol para os
conformeros mais estaveis. O arranjo s-trans relacionado ao conforméro com angulo
de 180° do dihedro O,N-C4-C,-CgHs foi significativamente menos estavel, com
valores de 19,38 kcal/mol, comparado com seu oposto s-cis (O,N-C4-C,-CgHs angulo
0°).

rJa
in
]

AE (kcalinal)

O:MC C:CeHs )

Figura 12 - Energia B3LYP/6-31G(d) das conformacgdes pela rotagdo sobre os angulos dihedros entre
as ligagées do nitrofeniletano em angulos de 0 a 180°.
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Os resultados da mecanica quantica obtidos estdo de acordo com a estrutura
proposta. Vale a pena ressaltar que o anel aromatico do NPE € coplanar a fracgao
nitro. A coplanaridade € um fator importante para contribuicdo da atividade do
composto, isto € observado em estudos de derivados do paracetamol, onde a
coplanaridade do grupo acetamida com o anel fenila € importante na capacidade de
inibicdo da PGES por analogos do acetaminofeno (BARNARD et al. 1993;
BESSEMS et al. 1995).0 isomerismo rotacional neste tipo de molécula contendo
anel aromatico, etileno, e grupos nitro € influenciado por varios fatores,
principalmente por efeitos estéricos, dipolar, mesoméricos e hiperconjugativos, do
que as interagdes de ligagcdes de hidrogénio.

A rotacao da ligacédo C4-C, converte também para outros conforméros, tais
como 90° e 120°. A diferenga de energia da geometria 120° e 90° comparado ao
conforméro 180° mais estavel € na ordem de 1,4 e 2,6 kcal/mol, respectivamente.
Além disso, a maior estabilizacdo da conformagdo 180° pode ser explicada em
termos do equilibrio pelos os seguintes fatores: a interacéo de estabilizagédo, devido
a presenga de sete geometrias das mais baixas energias nos angulos diedro em
torno do ON-C1-C2 e da ligagao N-C1 (Figura 13) e liga¢des de hidrogénio, que sao

favoraveis em particular para estas molécula.

f3
n
|
.
L

]

AE fkcalimel)

0,MNCCxCeH: ()

Figura 13 - Energia B3LYP/6-31G(d) das conformacgdes pela rotagdo sobre os angulos dihedros entre
as ligagbes das geometrias mais estaveis do nitrofeniletano 180° C.
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As conformacdes calculadas e obtidas que apresentam menor valor de
energia s&o consideradas aquelas de maior estabilidade no ambiente estudado
(PAULA, 2007). Um fator energeticamente desfavoravel sdo os impedimentos
estéricos entre todos os atomos de hidrogénio dos metilenos. Portanto, essa
molécula possui varias conformagbes de mais baixas energias. Este aspecto é

importante no mecanismo de agao devido as muitas formas de interacao.

5.2  Analise Estrutural e Eletronica do Nitrofeniletano

A partir da anadlise estrutural e eletrbnica é possivel determinar as regides
envolvidas em interagbes eletrostaticas e em mecanismos de transferéncia de carga
entre os compostos estudados e receptores bioldgicos (MONASTERIOS et al. 2005).
Os mapas de HOMO (orbital molecular ocupado de mais alta energia) e LUMO
(orbital molecular desocupado de mais baixa energia) indicam as regides
nucleofilicas e eletrofilicas, respectivamente. As estruturas graficas dos coeficientes
dos orbitais moleculares estao apresentadas na figura 14.

A analise de HOMO e LUMO mostram que os grupamentos fenila e metileno
contribuem para a formacao deste orbital. Portanto, o comportamento redox desta
molécula relacionado a doacdo ou abstragdo de elétrons estdo relacionados com
estas regides, 0s quais sao responsaveis pela estabilizacdo do elétron

desemparelhado.

Figura 14 - Andlise grafica dos coeficientes dos orbitais moleculares de HOMO e LUMO do
nitrofeniletano.
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A auséncia de contribuigdo no grupo nitro explica em parte a baixa toxicidade
deste tipo de composto, descrito por Lima (2008), uma vez que a presenga do grupo
nitro esta relacionada com a toxicidade de outras moléculas (KOROLKOVAS, 2008).

O nitrofeniletano apresentou baixo valor do HOMO, -9,87 eV, podendo ser
classificado como um nucledfilo fraco, pois, maiores valores de HOMO estao
relacionados uma maior nucleofilicidade do composto. Ao contrario, o valor de
LUMO de -0,07 eV demonstra a relevancia do grupo nitro como grupo elétron
retirador. Portanto, o nitrofeniletano comporta-se como um melhor eletréfilo com boa
capacidade de acepcgao de elétrons e o potencial de reducdo do grupo nitro esta
possivelmente relacionado com a atividade biolégica de nitrocompostos (PAULA et
al. 2009).

De fato, os resultados de densidade de spin sugerem a transferéncia de
elétrons por doag&o ou acepgao, onde o cation radical livre € estabilizado na porgéo
fenilica, enquanto que o anion radical livre na porgéo nitro, demonstrando o carater

elétron-doador e aceptor destes grupos, respectivamente, como mostra a figura 15.
0,01 0,24

0,06
0,38 0,01

0,46
0,08 0,03

Figura 15 - Densidade de spin de cétion e anion radical livre.

O mapa do potencial eletrostatico (MPE) € uma propriedade eletrénica muito
utilizada possibilita o entendimento de interagdes moleculares entre sitios ricos e/ou
pobres em elétrons com o receptor biolégico (BHATTACHARIEE et al. 2000). O
mapa do potencial eletrostatico do nitrofeniletano foi obtido do conférmero de menor
energia.

O perfil tridimensional do MPE do nitrofeniletano demonstra que a posi¢cao do
potencial eletronegativo encontra-se no grupamento nitro, logo esta regiao configura-

se como uma regido provavel ao ataque eletrofilico (PAULA et al. 2009).
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A avaliacédo das propriedades estruturais e eletronicas da fenila, molécula de
etileno ou nitro e sua influéncia sobre a reatividade dos receptores € parte do
presente estudo. Dados consideraveis apdiam a hipotese da interagao da Serina,
arginina e tirosil no mecanismo de inibigdo das PGEs (KULMACS et al. 1991; ROTH
et al. 1975). Outros estudos sobre AINES tém mostrado que esses compostos
apresentam atividade anti-inflamatdria, pelo mesmo mecanismo molecular (SILVA et
al. 2011).

Os MEPs tridimensionais sobrepostos sobre a densidade de elétrons totais
auxiliam o entendimento das interagdes entre as moléculas. As isosuperficies do
MEP tridimensional podem fornecer uma explicacdo para a interpretacdo das
reagdes (SILVA et al. 2011). Os MEPs sobrepostos sobre a densidade de elétrons
totais do nitrofeniletano (1) e acido fenilpropendico (5) exibiram boa correlagéo, e um
perfil com valores de potencial que variam de -0.096 para 0.120 kcal/mol (Figura
16).

Electrostatic Potential

0.120
0.0656
0.0117
-0.0423

-0.0962

Electrostatic Potential

0.116

0.0629

0.0101

-0.0428

-0.0956

Figura 16 - Mapa do potencial eletrostatico do nitrofeniletano e acido fenilpropidnico.
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O potencial negativo & localizado na posigdo ocupada pelos atomos de
carbono da fenila e oxigénios do sistema nitro ou carboxila, com o potencial mais
negativo encontrado na area circundante representado pela cor vermelha e amarela.
Enquanto que os valores positivos representados pela cor azul e verde, estao
localizados sobre os atomos de hidrogénio. Os resultados encontrados podem estar

relacionados com bioisosterimo entre as fragdes nitro e carboxila.

5.3 Proposta do mecanismo de ag¢ao do nitrofeniletano como antiinflamatério

Estudo realizado por Lima (2008) mostrou que a indometacina (6) foi mais
efetiva que o nitrofeniletano. Estes compostos demonstraram boa correlagao
eletrbnica de grupos bioisostéricos, pois 0os grupos nitro e carboxilico ndo tem

participacado na formacao dos orbitais tanto o HOMO quanto o LUMO (Figura 17).

INDOMETACINA

—0

Figura 17 - Analise gréfica dos coeficientes de HOMO e LUMO da indometacina e nitrofeniletano.

Uma vez que os mecanismos de agao do paracetamol (6) e aspirina (7) na

prostaglandina endoperoxido sintase (PGES) sdo conhecidos pela inibigao do tirosil
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385 (KULMACS et al. 1991) e acetilagcdo da serina 530 (ROTH et al. 1975),
respectivamente, estes farmacos foram comparados com o nitrofeniletano.

Os valores das propriedades fisico-quimicas, do nitrofeniletano (1),
acetaminofeno (6) e acido acetilsalicilico (7) (figura 18), obtidas a partir dos valores
de HOMO, LUMO, potencial de ionizagéo (Pl) e potencial de redugao (PR), descritos
na tabela 1, foram utilizados para a comparagao do possivel mecanismo de acao do

nitrofeniletano.

Figura 18 - Estruturas do nitrofeniletano (1), acetaminofeno (6) e acido acetilsalicilico (7).

TABELA 1 - Propriedades fisico-quimicas do nitrofeniletano, acetaminofeno e acido acetilsalicilico.

HOMO LUMO Pl PR
Compostos
(eV) (eV) (kcal/mol) (kcal/mol)
Nitrofeniletano -7,14 -2,40 206,49 -14,98
Acetaminofeno -5,82 -0,59 177,47 16,35
AAS -7,08 -1,89 206,63 -3,79

Os resultados das propriedades fisico-quimicas calculadas indicam uma
maior semelhanga do nitrofeniletano (1) com o acido acetilsalicilico (7), uma vez que
o potencial de ionizagao do nitrofeniletano (NPE) é igual ao do acido acetilsalicilico
(AAS), os quais sao significativamente superiores ao Pl do acetaminofeno com
p>0,05. O NPE e AAS apresentaram os menores valores de HOMO e maiores
valores de LUMO. Ademais, o valor do potencial de reducao indica que o NPE é
semelhante a aspirina, ambos negativos, enquanto que o valor do acetaminofeno é
positivo, de forma que o nitrofeniletano apresenta propriedades eletrénicas
semelhantes a aspirina, podendo ter seu mecanismo de agao relacionado a

interacdo com a Ser-530.
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5.4  Proposta do tipo de Interagdo Quimica do nitrofeniletano e a PGES

O mecanismo de inibigdo da produgao de prostaglandina comega pela fixagao
do acido araquidénico pela porgao carboxilica com uma arginina presente na
posi¢ao 120 no sitio ativo da PGES formando um complexo de carga, seguido pela
retirada de um atomo de hidrogénio, onde um grupo tirosil da posicdo 385 é o
responsavel pela etapa inicial de oxidacdo do acido araquiddnico. Estudos
demonstraram que o radical tirosil presente na COX na posi¢ao 385 (Tir-385)
funciona como um abstrator ou doador de hidrogénio radical e pode ser bloqueado
por derivados fendlicos, inibindo a etapa inicial de sintese de prostaglandinas
(KULMACZ et al. 1991). Os grupos oxidados peroxido ou alcool endoperéxido ciclico
PGH, formados sdo estabilizados pela interacdo com a serina da posicdo 530
(ROTH, 1975), como mostrado na figura 19.

Figura 19 - Mecanismo de inibi¢do da produgao de prostaglandina.

O mecanismo de interacdo proposto com a Serina 530 é corroborado por
estudos realizados por Roth (1975) onde o0 mesmo demonstrou a interagéo do acido

acetilsalicilico com o residuo de Serina. O acido acetil-salicilico acetila seletivamente
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o0 grupo hidroxila de um residuo de Serina (Ser 530), entre os 70 aminoacidos
terminais da cadeia da enzima PGES, sendo que a acetilagdo conduz a inibicao
irreversivel da fungdo COX (ROTH, 1975). Além disso, a acetilagdo pelo AAS
adiciona um substituinte volumoso na hidroxila da Ser 530, que inibe o acoplamento

do acido araquidonico (DE WITT, 1990).

Uma vez que dois destes mecanismos foram investigados, faltava apenas
investigar a interagdo com a Arg-120, com a consequente formagao do complexo de
carga entre o acido carboxilico (araquiddnico) e a guanidina (arginina). Para tanto,
foi utilizado um modelo simplificado da reacao entre o acido acético ou nitrometano

com guanidina, com a consequente formagao do complexo de carga, como descrito

na figura 20.
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Q H  N-H-Q
>CHy > N—@ ©CH,
H\ N—H HO H /N—H_O
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H /N—H
H Q H o NHQ
N-CHy \— » N—  N-CHj
[ N-H-O
Ho
H

Figura 20 - Modelo simplificado da formac&o do complexo de carga entre acido acético e nitrometano
com a guanidina.

Os resultados usando os calculos DFT/B3LYP/6-31G(d,p) demonstram que a
molécula contendo o grupo carboxilado possui uma energia de interacdo mais
favoravel, com valor de -9,11 kcal/mol (exotérmica), comparado com a molécula
contendo o grupo nitro, com valor de 3,86 kcal/mol (endotérmica). Os resultados
mostram também que o complexo guanidina-acido apresenta maior simetria
molecular, com valores de interacdo O-H na ordem de 1,40 e 1,53 A, enquanto que

0 grupo nitro apresenta interagéo de O-H na ordem de 2,24 e 2,49 A (Figura 21).

32



Guanidina-acido Guanidina-nitro
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Figura 21 - Complexo de carga guanidina-acido e guanidina-nitro.

Estes dados demonstram que o nitrofeniletano pode apresentar um
mecanismo pela formacado de um complexo de carga com a Arg-120 da PGES, e ao
mesmo tempo explicam também a maior efetividade da indometacina através da
possivel maior interagdo com o grupo carboxilato.

Outra possivel possibilidade de mecanismo € pela reagdo com a arginina
(Arg-120) protonada com o anion carboxilico (acetato) e a guanidina protonada
(figura 22), pois, farmacos em sua maioria, sdo acidos ou bases fracas, € quando
presentes em solugcdo se apresentam em situacdo de equilibrio entre a forma nao
ionizada e a forma ionizada molecular (TAVARES, 2004; BARREIRO e FRAGA,
2001). Logo, necessita-se o calculo para a determinagdo das interagdes das

moléculas do complexo com as estruturas protonadas.

H
\
Q H  N-H-Q
H M—cH, . /N_<{@ ©)—CH,
H  N-H o0 / H N7HO
N—<<® N H
H N-H H
/ \
. Q i NerQ
,N—CH; N—  N-CHq
@) H /N_H—O
H

Figura 22 - Modelo simplificado da formac&o do complexo de carga entre acido acético e nitrometano
com a guanidina protonada.
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Os resultados de calculos da guanidina protonada pelo DFT/B3LYP/6-
31G(d,p) demonstram que o complexo contendo o grupo carboxilato possui uma
energia de interacdo mais favoravel, com valor de -136,34 kcal/mol, comparado com
a molécula contendo o grupo nitro, com valor de -12,84 kcal/mol. O complexo
guanidina-acido apresenta maior simetria molecular, com maiores valores de
interacdo O-H na ordem de 1,95 e 1,95 A (Figura 23).

Guanidina-acido Guanidina-nitro

BB o

-136,34 kcal/mol -12,84 kcal/mol

Figura 23 - Complexo de carga guanidina protonada-acido e guanidina protonada-nitro.

Os valores de interagdo demonstram um valor de mais de 10 vezes do acido
comparado ao nitroderivado, valores estes aproximados para a efetividade de
inibicdo para os dois compostos nos resultados bioldgicos, onde a indometacina

demonstrou ser mais efetiva nesta mesma proporgao (LIMA, 2008).

5.5 Relagao Estrutural entre o nitrofeniletano e nitrofenileteno

As estruturas eletrbnicas do nitrofeniletano e nitrofenileteno estédo
representadas pelos graficos de HOMO e LUMO (Figura 24), onde a restricao
conformacional nos carbonos sp3 é responsavel por mudangas nas propriedades
dos compostos analisados.

A cadeia lateral ligada ao nitrofeniletano é formada por carbonos sp3, com
isso, os hidrogénios o da cadeia sdo mais acidos e consequentemente mais
facilmente retirados. O grafico de HOMO demonstra as regides ricas em elétrons. A
analise do orbital molecular ocupado de mais alta energia mostra que o grupamento

fenila e os carbonos da cadeia lateral contribuem para a formagao deste orbital,
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sendo que as regides mais favoraveis para a estabilizagdo da carga negativa séo as

posicdes orto e para em relagcao a cadeia lateral nitrovinil.

Nitrofeniletano Nitrofenileteno

HOMO

LUMO

Figura 24 - Analise gréfica dos coeficientes dos orbitais moleculares de HOMO e LUMO para o
nitrofeniletano e nitrofenileteno.

A anadlise do orbital molecular desocupado de mais baixa energia mostra
grande contribuicdo do grupamento fenila, e maior contribuigdo e do carbono sp3
ligado a fenila que o ligado ao grupo nitro. Dessa, forma as regides favoraveis para a
estabilizacdo da carga negativa encontra-se em posicoes meta em relagéo a fenila.
A participacao do sistema de conjugacgao de elétrons, que confere maior estabilidade
pela deslocalizagcdo de elétrons n (CALHEIROS et al. 2004), como observado no
nitrofenileteno, pode ser um indicativo do aumento de toxicidade por um aumento de
sua capacidade redox.

O nitrofenileteno possui uma cadeia lateral formada por carbonos sp?, pois
consiste em uma ligagdo me uma o com sobreposicdo dos orbitais, diminuindo a
distancia entre as ligagbes. O sistema de deslocalizagdo de elétrons e grupo nitro
fortemente retirador de elétrons atuam sobre a cadeia lateral composta de carbonos
sp? e a fenila facilitando o fendmeno de ressonancia (KOROLKOVAS, 1988).

Estes resultados sao suportados pelos resultados da densidade de spin, onde

o sistema © € determinante para a estabilizagdo tanto do cation (esquerda), quanto
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do anion (direita) radical livre do nitrofeniletano (acima) e nitroestireno (abaixo),
como mostrado na figura 25. De fato, os valores de contribuicdo da densidade de
spin mostram que o sistema ressonante apresenta maior numero de estruturas de
ressonancia com maior participagado do grupo fenila e alceno e menor participagao

do grupo nitro.

Saida de elétron Entrada de elétron

0,01 0,24

0,16

Nitrofeniletano
0,06
0,38 0,01
0,46
0,08 0,05 0,03 0,12

Nitrofenileteno

0,32

Figura 25 - Estruturas de saida e entrada de elétrons do nitrofeniletano e nitrofenileteno.

5.6 Relagao Estrutural entre o nitrofeniletano e cinamatos

O comportamento eletronico dos derivados cinamatos como analogos do
nitrofenileteno foi determinado pela possibilidade da ocorréncia de pontes de
hidrogénios. Esta distribuicdo evidencia a maior contribuicdo do sistema =nde
elétrons, com o efeito de ressonancia. O padrao de similaridade na distribuicdo dos
orbitais encontrados nas moléculas analisadas pode ser explicado pelo fato de
serem consideradas como bioisdsteros.

Apesar da similaridade na distribuicdo de orbitais, observa-se que a partir da
analise as propriedades fisico-quimicas dos compostos analisados, os valores dos
potenciais de ionizacdo dos derivados cinamatos foram menores quando
comparados aos potenciais de ionizagdo dos nitroestirenos e os valores dos
potencias de reducdo dos derivados nitroestirenos foram maiores quando
comparados aos derivados cinamatos.
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Analisando a tabela 2, observa-se que houve diferenga significativa nas
quatro propriedades considerando os 18 compostos analisados, com valores de
p=0,0392 para a analise dos orbitais de HOMO entre os 18 derivados cinamatos e
nitroestirenos; p<0,0001, para analise comparativa dos orbitais de LUMO; p=0,0048,
com a avaliagdo dos potenciais de ionizagao nitroestirenos e cinamatos e p<0,0001
para a analise comparativa entre os derivados estudados nas propriedades do
potencial de redugéo.

Desta forma, os derivados de nitrofeniletano apresentam melhores
propriedades como elétron-aceptores ou eletréfilos, enquanto que os derivados
cinamatos apresentam melhores propriedades elétron-doadoras ou nucledfilos.
Estes resultados podem ser confirmados tanto pelos valores de LUMO e HOMO,
além dos valores de potencial de reducéo e potencial de oxidacao, respectivamente.
Além disso, outros derivados, tanto nitroestireno quanto cinamatos, também
apresentaram bons valores de potencias de ionizagdo como apresentado na tabela
2.

De maneira geral, a insergdo de grupamentos doadores de elétrons provocou
um aumento dos valores de HOMO e uma diminuicdo no potencial de ionizagao dos
compostos estudados. Isto é evidenciado pelos valores destas propriedades para as
moléculas 3 e 16. Ao contrario, os grupos retiradores de elétrons aumentaram os
valores de LUMO e do potencial de reducdo dos derivados analisados, sendo
observados particularmente para as moléculas 8, 15 e 18.

Estes resultados podem ser confirmados pela analise grafica dos orbitais
moleculares, pois a distribuicdo do orbital de HOMO para derivados nitroestirenos e
cinamatos demonstram que a inser¢gdo de grupamentos doadores de elétrons por
inducdo e por ressonancia exibe uma maior participagdo na formacao do orbital,
contribuindo efetivamente para o aumento dos coeficientes das regides nucleofilicas
das moléculas. Além disso, o grupo carboxilato tem maior contribuicdo do que o
grupo nitro. Estas representagdes s&o mostradas na figura 26 (pagina 39 e 40).

A mesma tendéncia foi observada para a estrutura de LUMO, pois estes
orbitais apresentam uma semelhanga estrutural com pequenas variacbes nos

coeficientes (figura 26).
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TABELA 2 - Propriedades fisico-quimicas dos derivados nitroestirenos e cinamatos.

Nitroestirenos Cinamatos
HOMO LUMO PI PR HOMO LUMO PI PR

1 -6,94 -2,63 203,31  -22,19 -6,45 -1,82 187,65 -6,42

2 -6,30 -2,40 186,06 -18,47 -5,91 -1,62 172,39  -3,12
3 -5,57 -2,12 166,11  -13,20 -5,22 -1,35 155,81 1,93
4 -6,41 -2,45 190,33 -18,64 -6,00 -1,66 176,27  -3,04
5 -6,02 -2,40 179,65 -23,17 -5,65 -1,59 166,23  -2,83
6 -6,51 -2,47 193,15 -19,47 -6,08 -1,71 178,42  -4,37
7 -5,99 -2,45 179,78  -20,16 -5,66 -1,73 166,84  -5,75
8 -7,22 -2,95 207,41 -32,69 -6,79 -2,45 192,91  -20,99
9 -6,11 -2,50 182,34  -20,68 -5,74 -1,70 169,66  -5,17

10 -6,13 -2,47 183,54 -23,71 -5,78 -1,65 170,57  -3,52
11 -6,24 -2,30 185,31 -15,87 -5,81 -1,52 170,27  -0,51
12 -6,04 -2,49 181,01 -23,88 -5,68 -1,71 167,63  -5,34
13 -7,08 -2,92 204,20 -49,19 -6,65 -2,46 189,06 -21,75
14  -6,97 -2,81 201,83 -27,86 -6,55 -2,07 187,94 -13,15
15  -7,68 -3,47 218,42  -46,52 -7,21 -3,00 203,43 -35,56
16 -5,84 -2,37 174,00 -18,72 -5,50 -1,60 161,28  -3,68
17  -6,56 -2,65 197,46  -19,12 -6,06 -1,82 181,56  -3,85

18 -7,44 -3,61 211,35 -48,22 -6,96 -3,08 199,26  -36,12

HOMO p=0,0392; LUMO, p<0,0001; PI, p=0,0048; PR, p<0,0001. [ ] PI; [ _]JPR.
Os resultados deste estudo demonstram que o grupo carboxilato pode

substituir o grupo nitro, tais como variagbes no potencial redox, aumento de
polaridade e melhor capacidade elétron-doadora, atuando desta forma como um

bioiséstero do grupo nitro.
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C15

C16

aficos de HOMO e LUMO de nitroestirenos e cinamatos.
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6 CONCLUSAO

O nitrofeniletano apresenta trés conjuntos de estruturas conformacionais de
menor energia e apenas um conjunto de estruturas conformacionais de mais alta
energia.

A geometria favorecida do nitrofeniletano € a forma anti (trans).

A andlise da estrutura eletrénica do nitrofeniletano relacionada aos orbitais de
fronteira HOMO e LUMO indica que o grupo nitro pode nao estar relacionado com
reacoes redox, explicando sua classificacdo como um composto de baixa toxicidade.

Os provaveis mecanismos de interacdo do nitrofeniletano com a
prostaglandina endoperdoxido sintase sao as interagbes com a Arg-120,
primeiramente e a Ser-530, secundariamente.

Os resultados demonstram uma relagao bioisostérica entre a porcéo nitro da
molécula do nitrofeniletano com o grupo carboxilato, com menor afinidade
comprovada pela maior efetividade de farmacos acidos como a indometacina.

A relagédo estrutural entre o nitrofeniletano e o nitrofenileteno sao baixas,
devido ao aumento de estruturas de conjugagdo entre os grupos fenila e nitro,
podendo comprometer com a atividade e toxicidade ja descritas deste composto.

Os derivados do nitrofeniletano apresentaram uma relagdo estrutural com
derivados de cinamatos, diferindo nas propriedades redox, o que pode favorecer o
desenvolvimento de estruturas protdtipo como moléculas bioativas a partir destes

esqueletos moleculares.
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