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RESUMO

Derivados benzofendnicos O-substituidos contendo grupos metila, butila, prenila e
geranila foram sintetizados a partir das benzofenonas comerciais 4-hidroxibenzofenona
(1) e 4,4’-diidroxibenzofenona (2). Todos o0s derivados tiveram sua atividade anti-
inflamatoria avaliada através do modelo de inducdo de hiperalgesia mecéanica em
camundongos (Von Frey) e edema de pata induzido por carragenina na dose de 100
pmol/Kg. Os resultados mostraram que na terceira hora, os derivados LFQM-119,
LFQM-120 e LFQM-121 foram mais ativos que a 4-hidroxibenzofenona (1) no teste
Von Frey. Na terceira hora estes compostos promoveram um aumento no limiar da dor
de 32,8, 43,4 e 72,7% respectivamente, enquanto a 4-hidroxibenzofenona (1) nao exibiu
efeito antinociceptivo. O derivado LFQM-119 foi o mais ativo inibindo o edema
inflamatdrio em 81,0%, enquanto a 4-hidroxibenzofena (1) promoveu uma inibicdo de
47,0% na terceira hora apds a injecdo de carragenina. O derivado LFQM-124
apresentou efeito antinociceptivo melhor que do cetoprofeno e igual ao da
indometacina. Os derivados LFQM-122 e LFQM-123 foram 0s mais ativos na inibicéo
do edema inflamatorio, sendo o efeito anti-inflamatério igual ao promovido pela
indometacina e cetoprofeno. Os estudos de docking mostraram que, o0s derivados
LFQM-119 e LFQM-122 exibiram melhor interacdo com a COX-2 e os derivados
LFQM-123 e LFQM-124 exibiram uma melhor interacdo com a COX-1.

Palavras-chave: Derivados benzofendnicos. Atividade anti-inflamatéria. Docking

molecular.



ABSTRACT

Benzophenone derivatives O-substituted containing groups methyl, butyl, prenyl, and
geranyl were synthesized from commercial 4-hydroxybenzophenone and 4.,4’-
dihydroxybenzophenone (2). All compounds were evaluated for their anti-inflammatory
activity in the mechanical induced hyperalgesy model in mice (Von Frey) and
carrageenan-induced mice paw edema at a dose of 100 umol/Kg. The results showed
that derivatives LFQM-119, LFQM-120 and LFQM-121 were more active than 4-
hydroxybenzophenone (1) in the Von Frey test. In the third hour these compounds
promoted an increase in the pain threshold of 32,8, 43,4 and 72,7%, respectively, while
the 4-hydroxybenzophenone (1) did not show antinociceptive effect. The derivative
LFQM-119 was the most active inhibiting the inflammatory edema in 81% in
comparison to 4-hydroxybenzophenone that caused a inhibition of 47% in the edema in
the third hour after carrageenan injection. The derivative LFQM-124 showed better
antinocicepitive effect the ketoprofen and effect similar the indomethacin. The
derivatives LFQM LFQM-122 and-123 were the most active in inhibiting inflammatory
edema, the anti-inflammatory effect was similar to that promoted by indomethacin and
ketoprofen. The docking studies show that the derivatives and LFQM LFQM-119-122
exhibited better interaction with the COX-2 and derivatives and LFQM LFQM-123-124
exhibited a better interaction with COX-1.

Keywords: Benzophenone derivatives. Anti-inflammatory activity. Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

As benzofenonas sdo alvo de grande interesse bioldgico devido estarem
vinculadas a importantes atividades biologicas dentre elas destaca-se a atividade anti-
inflamatoria, a qual trata-se do alvo desse estudo (KHANUM et al., 2004).

Estudos realizados inferem que, a benzofenona natural 7-epi-clusianona isolada de
Garcinia brasiliensis, ao ser submetida a ensaios visando avaliar sua atividade anti-
inflamatoria, exibiu resultados bastante satisfatorios (SANTA-CECILIA et al., 2011). Um
outro exemplo trata-se do cetoprofeno, o qual é um farmaco utilizado na clinica como
agente anti-inflamatério, antipirético e analgésico, sendo o mesmo uma benzofenona
sintética (MUSA et al., 2011). Esse fato, evidencia que essa classe de substancias
organicas pode ser uma fonte importante de moléculas naturais ou sintéticas que atuem

frente ao processo inflamatorio.

O processo inflamatério € uma resposta defensiva do organismo, a qual induz a
adaptacOes fisiologicas para minimizar os danos ao tecido e para remover as infeccdes
patogénicas (KHAN et al., 2010). Esse processo € produzido e controlado por uma vasta
gama de mediadores inflamatorios como histamina, 5-hidroxitriptamina e varios fatores
quimiotaticos como leucotrienos, prostaglandinas e bradicinina (GOODMAN &
GILMAN, 2007). O resultado final do processo inflamatorio poderd ser a cura ou
evolucdo para uma inflamacdo cronica. No primeiro caso, a resposta do organismo é
suficiente para eliminar o patdégeno causador da lesdo e assim o processo inflamatério e os
sinais e sintomas (rubor, calor, dor e edema) associados a ele desaparecem. Entretanto,
quando o resposta do organismo nao é suficiente para eliminar o agente causador da leséo,
0 processo inflamatorio persiste e evolui para um outro tipo de inflamacéo, a qual trata-se
da inflamacéo crénica (COUTINHO et al., 2009).

Os anti-inflamatorios estdo entre os farmacos mais empregados na medicina atual
(CALIXTO, 2000). Dentre os principais agentes anti-inflamatérios tem-se os anti-
inflamatdrios nao-esterdides (AINES), sendo 0s mesmos comumente prescritos para o
tratamento da dor, febre, inflamacéo e artrites (HUSAIN et al., 2009).

O mecanismo de acdo dos AINES consiste na inibicdo da biossintese de

prostaglandinas, através da inibicdo da enzima cicloxigenase (COX), a qual € uma enzima
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que catalisa a conversdo do &cido araquidénico (AA) em prostaglandina H, (PGH,) e
depois a mesma é metabolizada em varios outros tipos de prostandides (eicosandides)
(HAYASHI et al., 2012). A COX apresenta duas isoformas, as quais sdo COX-1 e COX-
2, as mesmas exibem diferencas funcionais e estruturais. Quanto aos aspectos funcionais a
primeira isoforma estd vinculada a processos fisiologicos tais como a manutencdo da
homeostasia do organismo e protecdo gastrointestinal (SIMMONS et al., 2004), ja a
isoforma COX-2 esta ausente ou apresenta um baixo nivel de expressdo nos tecidos, sendo
a mesma, altamente regulada positivamente em resposta a endotoxinas, virus e estimulos
inflamatorios (HAYASHI et al., 2012). Em relacdo aos aspectos estruturais a principal
diferenca entre essas isoformas esta no sitio catalitico dessas enzimas e consiste em um
residuo de aminoacido na posicdo 523 ocupada por um residuo de isoleucina na COX-1 e
por um residuo de valina na COX-2. Conhecer essas diferengas estruturais do sitio
catalitico das isoformas de COX, torna-se algo bastante interessante em termos de
planejamento de novos farmacos mais seletivos para COX-2, a qual consiste na isoforma
vinculada ao processo inflamatdrio. E assim, os efeitos adversos tais como danos e
irritacbes gastrointestinais comumente associados a utilizacdo desses farmacos seriam
minimizados significativamente (BARREIRO et al., 2011).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AS BENZOFENONAS E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A benzofenona mais simples conhecida, é a difenilmetanona (Figura 1), a mesma é
uma substancia cristalina branca com odor de rosas, insolivel em agua, apresentando ponto de
fuséo de 49°C e ponto de ebulicdo de 305-306°C (COOK et al., 2001).

(o}

Figura 1- Sistema difenilmetanona.
Fonte : COOK et al., 2001.

As benzofenonas estdo vinculadas a diversas atividades bioldgicas, sendo que, estudos
realizados ao longo dos anos permitiram identificar varias aplicacBes terapéuticas para essa
classe de substancias. A atividade anti-inflamatoria consiste em uma das mais citadas pela
literatura (BANDGAR et al., 2010). A 7-epi-clusianona (Figura 2), uma benzofenona natural
poliisoprenilada isolada de Garcinia brasiliensis, sendo esta usada na medicina tradicional
para o tratamento de doencas inflamatorias, teve sua atividade anti-inflamatoria avaliada
através do ensaio edema de pata induzido por carragenina e de peritonite. Os resultados desses
ensaios revelaram que, para as doses de 5, 10 e 15 mg/Kg a 7-epi-clusianona exibiu efeito
anti-inflamatorio, o qual foi demonstrado pela reducdo do edema de pata induzido por
carragenina e pela inibicdo do recrutamento de leucécitos para o interior da cavidade
peritonial (SANTA-CECILIA et al., 2011).
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Figura 2- Estrutura da 7-epi-clusianona.
Fonte: SANTA-CECILIA et al., 2011.
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Uma nova série de analogos de benzofenona contendo nitrogénio foram sintetizados e
avaliados para inibicdo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6. Todos 0os compostos
sintetizados exibiram uma atividade promissora. O composto 20e (Figura 3) foi observado
como um inibidor eficaz de TNF-o. e com uma toxicidade minima frente as células CCK-8
(BANDGAR et al., 2010).
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Figura 3- Composto 20e.
Fonte: BANDGAR et al., 2010.

Uma série de analogos da benzofenona-N-etil piperidina foram sintetizados e
submetidos a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria atraves do ensaio edema de pata
induzido por carragenina. Esse ensaio farmacoldgico revelou que os compostos 5a (a), 5d (b)
e 5f (c) (figura 4) foram os que apresentaram maior atividade anti-inflamatoria, sendo que o

5f apresentou uma maior inibicdo do edema inflamatério (KHANUM et al., 2009).
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Figura 4- Compostos mais ativos da série de andlogos da benzofenona-N-etil.
Fonte: KHANUM et al., 2009.

(@) Composto 5a

(b) Composto 5¢c

(c) Composto 5f

@




20

O cetoprofeno (Figura 5) é um farmaco pertencente ao grupo dos anti-inflamatérios
ndo-esterdides (AINES), e exibe acdo anti-inflamatoria, antipirética e analgésica, sendo o
mesmo uma benzofenona sintética (SAKEENA et al., 2010).

I I OH
©

Figura 5- Estrutura quimica do farmaco cetoprofeno.
Fonte: SAKEENA et al., 2010.

2.2 PROCESSO INFLAMATORIO E SEUS ASPECTOS PRINCIPAIS

O processo inflamatdrio consiste em uma resposta bioldgica espontanea de tecidos
vasculares a estimulos nocivos tais como agentes patogénicos, produtos quimicos,
térmicos e danos mecanicos. E produzido e controlado pela interacdo de uma grande
variedade de mediadores inflamatorios, como histamina, 5-hidroxitriptamina, agentes
quimiotaticos tais como bradicinina, leucotrienos e prostaglandinas (UZGOREN-BARAN
et al., 2012). A liberacdo sequencial de mediadores vasoativos e quimiotaticos contribuem
para os sinais cardinais da inflamacdo como: calor, vermelhidao, inchaco, dor e perda da
funcéo do tecido (LAVRENCE et al., 2002).

Esse processo reparatdrio consiste em um mecanismo de defesa do préprio
organismo e dois mecanismos estdo envolvidos nesse processo: (a) uma resposta
inespecifica (inata) e (b) uma resposta especifica (imunoldgica) (COUTINHO et al.,
2009). Assim tem-se: (a) reacdo inespecifica ou inata: As reacdes inatas ocorrem
localmente no interior dos tecidos, podendo se dividir em eventos vasculares e eventos
celulares (COUTINHO et al., 2009). Os eventos vasculares consistem: dilatacéo inicial de
pequenas arteriolas, resultando em um aumento do fluxo sanguineo, seguido de reducéo
do fluxo e, a seguir, estase do sangue e aumento da permeabilidade das vénulas pds-
capilares, com exsudacdo de liquido (RANG et al., 2001). Nos eventos celulares, as
células envolvidas estdo normalmente presentes nos tecidos (como células endoteliais e
macrofagos) ou tém acesso ao local a partir da circulacdo (por exemplo, plaquetas e

leucdcitos). Os leucAcitos circulantes aderem-se ao endotélio vascular e transmigram para
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o tecido intersticial em direcdo ao local da lesdo, sob sinalizacdo de agentes quimiotaticos
(por exemplo, citocinas e leucotrienos) (COUTINHO et al.,, 2009). Em seguida, 0s
leucécitos fagocitam o agente agressor e degradam o tecido necrosado conforme a Figura

6 a seguir.
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Figura 6- Processo de migracdo de leucdcitos através do endotélio vascular.
Fonte: COUTINHO et al., 2009.

(b) reacdo especifica ou imunoldgica: A resposta imunoldgica especifica a um
microrganismo invasor torna a resposta de defesa do hospedeiro ndo significativamente mais
eficaz, como também mais especifica contra o patégeno invasor. As células-chave para esse
mecanismo sdo os linfocitos, sendo que os principais grupos sao: Células B que sao
responsaveis pela producdo de anticorpos, isto é, pela resposta imune humoral; Células T que
sdo importantes na fase de inibicdo da resposta imune e sdo responsaveis pelas reacdes
imunes mediadas por células; Células Killer naturais (NK) que sdo células linféides nao-T e

ndo-B especializadas, e sdo ativas na resposta inata ndo imunoldgica (RANG et al., 2001).

Os linfocitos participam nesse tipo de resposta em duas fases as quais sdo: Fase de
inducdo e Fase efetora. Em resumo os eventos procedem da seguinte forma: Ao primeiro
contato com o antigeno os linfécitos que o “reconhecem” através de receptores de superficies
comecam a sofrer uma série de divisdes celulares, dando origem a uma gama de células clone,
esse conjunto de etapas compGem a fase de inducdo. As ultimas células sdo responsaveis
eventualmente pela fase efetora, pois elas diferenciam-se em plasmacitos, e estes passam a
produzir anticorpos (se forem células B) ou atuam nas respostas imunes mediadas por células
(se forem células T). Algumas células irdo formar células de memoria sensiveis ao antigeno.
Dessa maneira, uma segunda exposicdo a este antigeno particular ird desencadear uma

resposta muito mais intensa (RANG et al., 2001).
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2.3 ANTI-INFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDES (AINES)

Os farmacos anti-inflamatérios ndo-esterdides (AINES) constituem um grupo
heterogéneo de substancias, que em geral ndo estao relacionados quimicamente, e que apesar
disso, tem em comum certas acOes terapéuticas, como atividade antipirética, analgésica
e anti-inflamatéria. Em geral, estas substancias apresentam propriedades acidas com valores
de pKa entre 4 e 5 (HARVEY et al., 2000). A utilizacdo desses farmacos esta vinculada a
presenca de varios efeitos adversos, sendo a irritacdo e danos gastrointestinais os de maior
ocorréncia. 1sso se deve ao fato de, que muitos dos farmacos inibem concomitantemente
ambas isoformas da enzima cicloxigenase (COX-1 e COX-2), visto que, a COX-1 apresenta
funcéo constitutiva no organismo (UZGOREN-BARAN et al., 2012).

O mecanismo de agdo desses farmacos consiste em inibir a biossintese de
prostaglandinas (PGs) (FUNK, 2001). Entender a biossintese dessa substancia é fundamental
para uma melhor compreensdo do mecanismo de agdo desses farmacos. A etapa inicial para a
biossintese de prostaglandinas € a liberacdo do acido araquidénico (AA) a partir dos
fosfolipideos das membranas celulares catalisada pela enzima fosfolipase A2 (DANHARDT
et al., 2000). Esse processo inicial é controlado por horménios e outros tipos de estimulos
(fisico, quimico, biologico) (KUMMER et al., 2002). A enzima cicloxigenase catalisa a
conversao do AA em PGG; e sucessivamente esta é convertida em PGH, (SIMMONS et al.,
2004). Sequencialmente essas PGs sofrem a acdo de isomerases tissulares, dando origem aos
varios tipos de mediadores quimicos envolvidos no processo inflamatorio, conforme a Figura
7 a sequir (KUMMER et al., 2002).
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Figura 7- Biossintese de prostaglandinas.
Fonte: KUMMER et al., 2002.



Os AINES sdo classificados basicamente em: inibidores ndo-seletivos da COX e

inibidores seletivos da COX-2.

Inibidores ndo-seletivos da COX: Na Figura 8 se tem representantes das classes de inibidores
ndo-seletivos da COX. Essas classes sdo: (a) derivados do é&cido salicilico (ex: &cido
acetilsalicilico); (b) derivados da pirazolona (ex: fenilbutazona); (c) derivados do para-
aminofenol (ex: acetanilida, acetofenetidina); (d) derivados do 4&cidos acéticos (ex:
indometacina); (e) derivados do acido fenilantranilico (ex: &cido mefendmico); (f) derivados

do acidos endlicos (ex: meloxicam); (g) derivados do acido propibnico (ex: cetoprofeno,

ibuprofeno, naproxeno) (DELUCIA et al., 2004).
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Figura 8- Exemplos de farmacos inibidores nédo-seletivos da COX.

Fonte: DELUCIA et al., 2004.

(@) Acido acetilsalicilico
(b) Fenilbutazona

(c) Acetoanilida

(d) Acetofenetidina

(e) Indometacina

(f) Acido mefenamico
(9) Acido endlico

(h) Cetoprofeno

(i) lbuprofeno




24

(1) Naproxeno

Desse grupo de farmacos, o acido acetilsalicilico (AAS) merece destaque, pois 0
mesmo pode ser considerado um farmaco pioneiro em varios aspectos. Muito embora derive
de um produto natural que é a salicina, ele foi o primeiro farmaco sintético empregado na
terapéutica, tendo sua sintese concluida em 1897 pelo quimico aleméo Felix Hoffman, além
disso também serviu como prototipo para o surgimento de varios farmacos anti-inflamatérios.
A sintese do AAS ¢ relativamente simples, sendo realizada por catalise acida (presenca de
+acido sulfurico) a partir de anidrido acético, conforme o mecanismo de reagdo mostrado na
Figura 9 (MENEGATTI et al., 2001).
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Figura 9- Sintese do &cido acetilsalicilico (AAS).
Fonte: MENEGATTI et al., 2001.

A elucidacdo do mecanismo de acdo do AAS foi realizada pelo farmacologista
britanico John Vane, premiado com o Nobel de medicina, em meados de 1970. Vane
observou que o AAS inibia a liberacdo de substancias como as prostaglandinas e, dessa
maneira, interferia no processo inflamatério e na dor. Atualmente sabe-se que, 0 AAS é um
farmaco inibidor enzimatico irreversivel, cujo reconhecimento molecular envolve a formacgéo
de ligacdo covalente. Esta interacdo farmaco-receptor é de natureza irreversivel em funcéo da
formacdo de uma ligacdo covalente resultante do ataque nucleofilico da hidroxila do
aminodacido serina 530 ao grupamento eletrofilico acetila presente no AAS, conforme a
Figura 10 (BARREIRO et al., 2008).
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Figura 10- Mecanismo de inibicao irreversivel da PGHS (cicloxigenase) pelo AAS.
Fonte: MENEGATTI et al., 2001.

Inibidores seletivos da COX-2: O desnvolvimento desses farmacos, denominados
genericamente de coxibes representa uma resposta ao perfil terapéutico insatisfatorio dos
AINES convencionais. Por serem inibidores seletivos da isoforma COX-2, a qual esta
diretamente vinculada ao processo inflamatorio, esperava-se que 0s mesmos nao exibissem os
mesmos efeitos adversos que os AINES néo-seletivos apresentavam e que fossem igualmente
ou mais eficazes. Atualmente é aceito que o perfil de acdo anti-inflamatoria deste grupo de
farmacos ndo € superior a dos AINES convencionais e que os efeitos adversos sdo igualmente
marcantes e perigosos quanto aos destes ultimos. De fato, foram relatos de dados clinicos que
levaram a retirada do rofecoxibe do mercado mundial pela constatacdo do surgimento de
efeitos adversos cardiovasculares que colocavam em risco a vida dos pacientes que o
utilizavam a longo prazo. A bula de outros farmacos como o celecoxibe, parecoxibe e o
lumiracoxibe tiveram que ser alteradas alertando sobre os riscos para pacientes cardiopatas e a
limitacdo da dose. As recomendacdes atuais restringem o uso dos coxibes a pacientes para 0s
quais o tratamento com AINES convencionais implicaria em efeitos adversos gastrintestinais
Sérios, e 0s mesmos sdo prescritos somente depois de uma avaliacdo do risco cardiovascular e

ainda por tempo ndo prolongado.

Atualmente somente quatro coxibes estdo em uso clinico, os quais sdo: (a) celecoxibe,
(b) etoricoxibe, (c) parecoxibe e o (d) lumiracoxibe, exemplificados na Figura 11.
COUTINHO et al, 2009).
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© (d)

Figura 11- Exemplos de farmacos inibidores seletivos da COX, os coxibes.
Fonte: COUTINHO et al.. 2009.

(@) Celocoxibe
(b) Etreocoxibe
(c) Parecoxibe

(d) Lumiracoxibe

2.4 AS ISOFORMAS DA ENZIMA CICLOXIGENASE: COX-1 E COX-2

A cicloxigenase (COX) catalisa a primeira etapa da biossintese de prostaglandinas
(PGs) a partir do substrato de acido araquidonico (AA) (FIORAVANTI et al, 2010). Essa
enzima aprenta duas isoformas a COX-1 e a COX-2, sendo que, a COX-1 tem funcéo
constitutiva e a COX-2 é a isoforma induzivel que em geral estd associada a respostas
inflamatdrias (FUNK et al, 2001). Ambas isoformas, apresentam dois sitios cataliticos que
sdo o sitio cicloxigenase e o sitio peroxidase, sendo o primeiro responsavel pela conversdo do
acido araquidénico (AA) em PGG; e o segundo responsavel pela conversdo da PGG, em
PGH, (SIMMONS et al, 2004). No sitio catalitico cicloxigenase da COX-2 existe um
arcabouco lateral que ndo esta presente no sitio da COX-1. Assim, o sitio cicloxigenase da

COX-2 é relativamente maior, conforme é mostrado na Figura 12.
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Figura 12- Sitios cataliticos das isoformas COX-1 e COX-2.
Fonte: COUTINHO et al, 2009.

Esta diferenga que ambas isoformas apresentam em seus sitios cataliticos

cicloxigenase, deve-se ao fato de que, a COX-1 apresenta um residuo de isoleucina (lle) na
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posicdo 523, e nessa mesma posicdo a COX-2 apresenta um residuo de valina (Val). O

residuo de valina apresenta uma cadeia lateral menor, visto que, possui um grupamento metila

a menos quando comparado com o residuo de isoleucina, e assim o residuo de valina ocupa
um volume relativamente menor, como consequéncia o sitio catalitico da COX-2 apresenta

maior tamanho como ficou evidenciado anteriormente. Na Figura 13, € mostrado como a

diferenca no residuo de aminoé&cido localizado na posi¢do 523 promove diferencas estruturais

no sitio catalitico da COX-1 e da COX-2. E observado que, na COX-1 o grupamento de

isoleucina promove um efeito estérico na cavidade hidrofébica, algo que ndo ocorre na COX-

2 devido a presenca do residuo de valina. Assim, o tamanho e acessibilidade a cavidade

hidrofobica da COX-2 € maior (BARREIRO et al, 2011).
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Figura 13- Sitio catalitico cicloxigenase das enzimas COX-1 e COX-2.
Fonte: BARREIRO et al, 2011.
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3 JUSTIFICATIVA

Os farmacos anti-inflamatérios atualmente disponiveis exibem dentre o0s
principais efeitos adversos danos e irritagcdes gastrointestinais, fato que se torna um
grande problema para pacientes que sofrem de doencas inflamatdrias cronicas e assim

fazem uso continuo destes farmacos.

A busca por novos farmacos anti-inflamatérios que conjuguem eficacia
terapéutica a menores efeitos adversos tem intensificado estudos frente a este alvo. No
Laboratério de Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM) da Universidade Federal de
Alfenas, sdo desenvolvidas pesquisas nas areas de produtos naturais, semi-sintese e
sintese, com o objetivo de buscar novas entidades quimicas bioativas e de valor
terapéutico. Estudos realizados anteriormente no LFQM com a benzofenona natural 7-
epi-clusianona, isolada da Garcinia brasiliensis demonstraram que, a mesma exibe
significativa atividade anti-inflamatéria (SANTA-CECILIA et al., 2011). Um outro
exemplo de benzofenona (sintética) com atividade anti-inflamatéria é o cetoprofeno, o
qual é um farmaco utilizado clinicamente no tratamento da inflamacao. Ao analisar-se o
perfil estrutural da 7-epi-clusianona e do cetoprofeno é observado uma similaridade
estrutural entre eles (figura 14). Neste contexto, baseado nesta similaridade estrutural
visou-se obter duas novas séries de derivados a partir de moléculas precursoras que
também exibissem similaridade estrutural com estas benzofenonas que ja apresentam

atividade anti-inflamatoria comprovada.

Assim, neste trabalho realizou-se a sintese de derivados lipofilicos a partir das
benzofenonas comerciais 4-hidroxibenzofenona e 4,4’-diidroxibenzofenona, as quais
exibem similaridade estrutural com a 7-epi-clusianona e com o cetoprofeno (Figura 14),
visando-se obter novos derivados que apresentassem um perfil de atividade anti-

inflamatoria.
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Figura 14- Similaridade estrutural entre as benzofenonas.
Fonte: Do autor.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar derivados O-substituidos a partir de 4-hidroxibenzofenona e 4,4’-
diidroxibenzofenona através de reacdes de alquilacéo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar 0s compostos sintetizados por meio de técnicas espectroscopicas e
espectrometricas usuais (1V, UV, RMN e EM);

> Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria dos derivados benzofendnicos através dos
ensaios farmacoldgicos inducdo de hiperalgesia mecanica (Von Frey), edema de pata
induzido por carragenina.

> Prever a lipofilicidade das moléculas precursoras e de seus derivados através do calculo
teorico do cLogP.

» Realizar estudos de docking molecular das substancias mais promissoras com as

isoformas da enzima cicloxigenase (COX-1 e COX-2).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 METODOS GERAIS

>  No processo de cromatografia em coluna (CC) foi utilizada silica-gel 60 230-400
Mesh, em coluna de vidro adequada para cada caso.

> No processo de cromatografia em camada delgada (CCD) placas de silica gel 60 G
com 0,25 mm de espessura em base de aluminio, com indicador de fluorescéncia UV254.

> Como reveladores foram utilizados vapores de iodo; solucdo etandlica de FeCls a 1%;
luz ultravioleta (254 ou 365 nm).

> Os pontos de fusdo obtidos em graus Celsius foram determinados em aparelho Metler
PFM 2, no Laboratorio de Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM) da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

> Os espectros de massas foram obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectometria de massas (CG-EM) cromatdgrafo Shimadzu modelo QP5050A no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa, UFV.

> Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, *3C, foram obtidos em
espectrometro BRUKER Avance DPX 200, do Laboratorio de Ressonancia Magnética
Nuclear de Alta Resolucdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica, UFMG. Os espectros
foram obtidos em CDCl3 ¢ TMS como referencial interno. Os deslocamentos quimicos () sdo
expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J), Hertz (Hz).

> Os ensaios in vivo Teste de pressdo da pata e edema de pata induzido por carragenina
foram realizados no Laboratorio de Fisiologia da Universidade Federal de Alfenas, utilizando
respectivamente os equipamentos analgesimetro eletrénico e pletismémetro (Modelo7140,
UgoBasile, Italia).

» A lipofilicidade dos derivados foram estimadas teoricamente determinando o LogP
usando o programa QikProp versdo 3.2.

»  Os estudos de docking molecular foram iniciados com as estruturas das enzimas COX-

1 e COX-2. Todos os resultados foram preparados e analisados pelo software Maestro 9.3.
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5.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS

As reacOes para a obtencdo dos derivados benzofendnicos foram relizadas no
Laboratério de Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM) da UNIFAL-MG, a partir de 4-
hidroxibenzofenona (1) e 4,4’-diidroxibenzofenona (2), os quais sdo reagentes comercias
(Sigma Aldrich®). Os derivados benzofendnicos foram obtidos a partir de reagdes de
alquilagdo sobre as hidroxilas fendlicas das benzofenonas de partida, sendo as mesmas e o
agente alquilante dissolvidos em acetona e dimetilformamida (DMF), na presenca de
carbonato de potéassio (K,COs3), o qual foi utilizado como base segundo a metodologia de
YANG e colaboradores (2009).

5.3 MECANISMO DE REACAO

A Figura 15 a seguir mostra 0 mecanismo da reacdo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (SN2) que ocorre para a obtencdo dos derivados.

4-hidroxibenzofenona (1) “

K,CO3= base
RBr= agente alquilante | ” |
O O OR

4-O-substituido

Figura 15- Reacdo de alquilacéo.
Fonte: Do autor.

Para a 4,4-diidroxibenzofenona o mecanismo de reacdo € o mesmo, porém a

substituicdo ocorre nas duas hidroxilas fendlicas presentes na molécula.

5.4 SINTESE DOS DERIVADOS

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 200 mg (0,934 mmol) de 4-
hidroxibenzofenona (1) ou 4,4’-diidroxibenzofenona (2), dissolvidos em 2,0 mL de acetona

(0,02 mmol) e 1,0 mL de DMF (0,01 mmol), a massa de K,COj3 e do agente alquilante variou
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para cada reacdo. Apds 30 minutos de agitacdo magnética sobre refluxo a 45°C, foi
adicionado o agente alquilante. O sistema foi mantido em agitacdo magnética sobre refluxo a
45°C, sendo a reacdo monitorada por CCD, utilizando a mistura de eluente (75:25
hexano/acetato de etila). Posteriormente, a mistura reacional foi vertida em um funil de
separacgdo, seguido da adicdo de 5,0 mL de agua destilada (1x5 mL) e extracdo com AcOEt
(3x10 mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com AcOEt (4x20mL) e a fase
organica teve sua agua residual removida com sulfato de s6dio anidro sendo posteriormente

filtrada e concentrada sob presséo reduzida (YANG et al., 2009 adaptado).

5.4.1 Sintese da 4-metoxibenzofenona (LFQM-118)

o

o
@ @ DMF, acetona @ @
.
H
K,CO3 CHsl
o/ 203, 3 0/8

1 LFQM-118

Figura 16- Reacdo de obtencdo do derivado LFQM-118.
Fonte: Do autor.

Para a obtencdo do derivado LFQM-118 (Figura 16), foi usado 276 mg (0,002
mmol) de K,CO3 e 0,12 mL (1,90 mmol) de CH3l. Foram obtidos 137,7 mg (0,65 mmol), na
forma de um solido branco, com rendimento de 65% e p.f. 183 °C (YANG et al., 2009
adaptado).

IV (KBr) v max (cm™) 2968; 2935; 2845 (v C-H):1649 (v C=0); 1259 (v C-O-C). CG-EM m/z
(%) 69 (50); 31 (90); 41 (100); 212 (100). RMN de *H (CDCls; 200 MHz) §: 3,8 (s; 3H; H-8);
6,9 (d; J= 8,6 Hz; 2H; H-3, H-5); 7,4 (d; J= 8.6 Hz; 2H; H-2, H-6); 7,5 (t; J=6,5 Hz; 2H; H-
3’, H-5%); 7,8 (t; J= 8,8 Hz; 1H; H-4"). RMN de *C (CDCls; 50 MHz) J: 56,9 (C-8); 117,7
(C-3; C-5); 129,2 (C-2; C-6); 129,8 (C-2’; C-67); 131,4 (C-2; C-6); 138,7 (C-4°); 143,5 (C-
17); 169,4 (C-4); 201,5 (C-7).

5.4.2 Sintese da 4-butoxibenzofenona (LFQM-119)

o
o

DMF, acetona

K,COs
I
H
- " ~_¢ 1
o 10

[e)

1 LFQM-119

Figura 17- Reagdo de obtencédo do derivado LFQM-119.
Fonte: Do autor.
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Para a obtencdo do derivado LFQM-119 (Figura 17), foi usado 279 mg (0,002 mmol)
de K,CO3 e 0,21 mL (1,95 mmol) de C4H¢Br. Foram obtidos 163,8 mg (0,65 mmol), na forma
de um sélido branco, com 64,5% de rendimento e p.f. 65 °C (YANG et al., 2009 adaptado).

IV (KBF) v max (cm™) 2962; 2926 (v C-H); 1635 (v C=0); 1247 (v C-O-C). CG-EM m/z (%):
77(30), 105(25), 121(100), 254(1). RMN de *H (CDCls; 200 MHz) 6: 1,0 (t; J=7,3 Hz; 3H;
H-11); 1,5 (sex; J= 7,2 Hz; 2H; H-10); 1,7 (g, J= 8,0 Hz; 2H; H-9); 4,0 (t; J= 6,5 Hz; 2H; H-
8); 6,9 (d; J= 8,8 Hz; 2H; H-3; H-5); 7,7 (d; J= 2,4 Hz; 2H; H-2; H-6); 7,5 (d; J= 7,4 Hz; 2H;
H-2’; H6); 7,4 (t; J= 7,1 Hz; 2H; H-3°, H-5"); 7,5 (t; J= 6,5 Hz; 1H; H-4). RMN de *C
(CDCls; 50 MHz) ¢: 14,3 (C-11); 20,4 (C-10); 32,4 (C-9); 66,9 (C-8); 115,2 (C-3; C-5);
129,4 (C-2; C-6); 130,9 (C-3’; C-5°); 132,8 (C-4’); 133,6 (C-1"); 166,4 (C-4); 195,5 (C-7).

5.4.3 Sintese da 4-preniloxibenzofenona (LFQM-120)

(¢}

o
DMF, acetona
KCO3 1
M ANZ)
o A o] 12
Br
1

LFQM-120

Figura 18- Reacdo de obtencdo do derivado LFQM-120.
Fonte: Do autor.

Para a obtencdo do derivado LFQM-120 (Figura 18), foi usado 276 mg (0,002 mmol)
de K,CO3 e 0,23 mL (2,00 mmol) de CsHgBr. Foram obtidos 168,0 mg (0,63 mmol), na forma
de um sélido branco, com 63% de rendimento e p.f. 179 °C (YANG et al., 2009 adaptado).

IV (KBr) v max (cm™) 2976; 2943(v C-H); 1598 (v C=0); 1255 (v C-O-C). CG-EM m/z (%)
266 (1); 41(15); 105(20); 198( 55); 121(65); 69(73). RMN de *H (CDCls; 200 MHz) 6: 1,7 (s;
1H; H-11); 1,8 (s; 1H; H-12); 4,5 (d; J=6,8 Hz; 1H; H-8); 5,5 (t; J= 6,8 Hz; 1H; H-9); 6,9 (d;
J=8,8 Hz; 2H; H-3, H-5); 7,4 (d; J=7,2 Hz; 2H; H-2, H-6 ); 7,5 (d, J= 7,2 Hz; 2H; H-2’; H-
6°); 7,5 (d; J= 7,2 Hz; 2H; H-3; H-5); 7,7 (t; J= 3,3 Hz; 1H; H-4"). RMN de **C (CDCls; 50
MHz) ¢ 19,5 (C-11); 27,1 (C-12); 66,3 (C-8); 120,2 (C-9); 139,1 (C-10); 115,5 (C-3; C-5);
129,4 (C-2; C-6); 133,0 (C-1); 131,2 (C-2’; C-6); 133,1 (C-4); 163,8 (C-4); 195,9 (C-7).
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5.4.4 Sintese da 4-geraniloxibenzofenona (LFQM-121)

o o
DMF, acetona
K,CO;4 n 16
—_— 13
PSS NN
o § \ o 17
Br 12 14
1 LFQM-121

Figura 19- Reacdo de obtencdo do derivado LFQM-121.
Fonte: Do autor.

Para a obtengéo do derivado LFQM-121 (Figura 19), foi usado 276 mg (0,002 mmol)
de K,CO3 e 0,39 mL (1,28 mmol) de CyoH37Br. Foram obtidos 189,7 mg (0,63 mmol), na
forma de um 6leo amarelo, com 57% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).

IV (KBI) v max (cm™) 2964; 2920 (v C-H); 1633 (v C=0); 1247 (v C-O-C). CG-EM m/z (%):
69(95);105 (35); 121 (100); 198 (60); 334 (1). RMN de *H (CDCls; 200 MHz) 6: 1,6 (s; 3H;
H-16); 1.7 (s; 3H; H-17); 1,8 (s; 3H; H-11); 2,1 (s; 2H; H-12); 2,2 (s; 2H; H-13); 4,6 (d; J=
6,0 Hz; 2H; H-8); 5,1 (s; 1H; H-14); 5,5 (s; 1H; H-9); 7,0 (m; 2H; H-2, H-6); 7,5 (m; 3H; H-
3°, H-5°, H-4); 7.7 (m; 4H; H-2, H-6, H-2°, H-6"). RMN de **C (CDCl3; 50 MHz) : 18,1
(C-16); 19,1 (C-11); 32,3 (C-12); 115,6 (C-3; C-5); 116,6 (C-9); 125,0 (C-14); 129,6 (C-3’¢
C-5%); 131,1 (C-2; C-6); 133,3 (C-2’e C-6"); 134,0 (C-4"); 134,3 (C-17); 139,6 (C-10); 161,8
(C-4); 197,2 (C-7).

5.4.5 Sintese da 4,4’-dimetoxibenzofenona (LFQM-122)

o o
DMF, acetona
7
@ | O — @ O

P————
—_—

H H
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2

LFQM-122

Figura 20- Reagdo de obtencédo do derivado LFQM-122.
Fonte: Do autor.

Para a obtencdo do derivado LFQM-122 (Figura 20), foi usado 276 mg (0,002 mmol)
de K,CO3 e 0,12 mL (1,90 mmol) de CHgzl. Foram obtidos 205,7 mg (0,85 mmol), na forma
de um sélido branco, com 91% de rendimento e p.f 68 °C (YANG et al., 2009 adaptado).

IV (KBr) v max (cm™) 2924 (v C-H); 1637 (v C=0); 1253 (v C-O-C). CG-EM m/z (%)
31(100); 77 (10);135 (25); 242 (1). RMN de *H (CDCls; 200 MHz) 5: 3,8 (s; 2H; H-8, H-8");
6,9 (d; J= 8,8 Hz; 4H; H-3, H-3", H-5, H-5"); 7,8 (d; J= 8,8 Hz; 4H; H-2,H-2’, H-6, H-6").
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RMN de **C (CDCls; 50 MHz) &: 56,7 (C-8); 114,4 (C-3; C-5; C-3’; C-5°); 131,7 (C-2; C-6;
C-2’; C-6"); 164,10 (C-4; C-4°); 195,7 (C-7).

5.4.6 Sintese da 4,4’-dibutoxibenzofenona (LFQM-123)

o
DMF, acetona
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2

LFQM-123

Figura 21- Reacdo de obtencdo do derivado LFQM-123.
Fonte: Do autor.

Para a obteng&o do derivado LFQM-123 (Figura 21), foi usado 257 mg (0,002 mmol)
de K,CO3 e 0,20 mL (1,86 mmol) de C4HgBr. Foram obtidos 229,8 mg (0,70 mmol), na forma
de um solido branco, com 77% de rendimento e p.f 151 °C (YANG et al., 2009 adaptado).

IV (KBF) v max (cm™) 2933 (v C-H); 1637 (v C=0); 1249 (v C-O-C). CG-EM m/z (%): 41(30),
69 (25), 121(100), 214 (25), 326 (75). RMN de *H (CDCl3; 200 MHz) &: 0,9 (t; J=7,3 Hz;
6H; H-11, H-11"); 1,4 (sex; J=7,3 Hz; 4H; H-10, H-10); 1,8 (q; J=7,2 Hz; 4H, H-9, H-9°);
4,0 (t; = 6,4 Hz; 4H; H-8, H-8"); 6,9 (d; J= 8,8 Hz; 4H; H-3, H-3’, H-5, H-5"); 7,0 (d; J= 8,8
Hz; 4H; H-2, H-2’, H-6, H-6"). RMN de **C (CDCls; 50 MHz) J: 14,6 (C-11, C-11°); 19,9 (C-
10, C-10°); 68,7 (C-8, C-8°); 114,6 (C-3, C-3’, C-5, C-5°); 131,3 (C-2, C-2°, C-6, C-6"); 132,9
(C-1,C-1°); 163,2 (C-4, C-4°); 195,2 (C-7).

5.4.7 Sintese da 4,4’-dipreiniloxibenzofenona (LFQM-124)

o
DMF, acetona
H
o o/ )w\AB /\)\

LFQM-124

Figura 22- Reagdo de obtencédo do derivado LFQM-124.
Fonte: Do autor.

Para a obtencdo do derivado LFQM-125 (Figura) 22, foi usado 256 mg (0,002 mmol)
de K,CO3 e 0,21 mL (1,81 mmol) de CsHgBr. Foram obtidos 266,9 mg (0,76 mmol), na forma
de um sélido branco, com 82% de rendimento p.f 99 °C (YANG et al., 2009 adaptado).
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IV (KBF) v max (cm™) 2933 (v C-H); 1637 (v C=0); 1249 (v C-O-C). CG-EM m/z (%) 41 (75);
69(100); 121(30); 214 (80); 350 (1). RMN de *H (CDCls; 200 MHz) §: 1,7 (s; 6H; H-11, H-
11°); 1,8 (s; 6H; H-12, H-12°); 4,5 (d; J=6,8 Hz; 4H; H-8, H-8"); 5,5 (t; J= 6,5 Hz; 2H; H-9,
H-9°); 6,9 (d; J=8,8 Hz; 4H; H-3, H-3’, H-5, H-5°); 7,7 (d; J=8,8 Hz; 4H; H-2, H-2’, H-6, H-
6’). RMN de *3C (CDCls; 50 MHz) 6 18,8 (C-11, C-11°); 26,4 (C-12, C-12°); 65,5 (C-8, C-
8”); 114,6 (C-3, C-3’, C-5, C-5); 119,6 (C-9, C-9°); 131,2 (C-2, C-2’, C-6, C-6°); 132,7 (C-1,
C-17); 139,3 (C-10, C-10°); 162,7 (C-4, C-4"); 195,0 (C-7).

5.4.8 Sintese da 4,4’-digeraniloxibenzofenona (LFQM-125)
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Figura 22- Reacdo de obtencdo do derivado LFQM-125.
Fonte: Do autor.

Para a obtencdo do derivado LFQM-125 (Figura 23), foi usado 257 mg (0,002 mmol)
de K,CO3; e 0,37 mL (1,86 mmol) de CyoHi7Br. Foram obtidos 263,9 mg (0,54 mmol), na
forma de um solido branco, com 58% de rendimento e com p.f 87°C (YANG et al., 2009

adaptado).

IV (KBI) v max (cM™) 2972; 2928 (v C-H); 1651 (v C=0); 1280 (v C-O-C). CG-EM m/z (%):
41(50); 69(100); 81 (50); 486 (1). RMN de *H (CDCls; 200 MHz) 6: 1,6 (s; 6H; H-16, H-16");
1,7 (s; 6H; H-17, H-17°); 1,8 (5; 6H; H-11, H-11°); 2,1 (s; 4H; H-12, H-127); 2,2 (s; 4H; H-13,
H-13°); 4,6 (d; J= 6,0 Hz; 4H: H-8, H-8"); 5,1 (s; 2H; H-14, H-14"); 5,5 (s; 2H; H-9, H-9%);
7.0 (d; J=8,0 Hz; 4H; H-3, H-3°, H-5, H-5"); 7,8 (d; J=8,0 Hz; 4H; H-2, H-2’, H-6, H-6").
RMN de **C (CDCls; 50 MHz) §: 16,8 (C-11, C-11°); 17,8 (C-16, C-16); 25,8 (C-17, C-17");
26,3 (C-13, C-13°); 65,1 (C-8, C-8°); 114,2 (C-3, C-3’, C-5, C-5"); 118,9 (C-9, C-9°); 123,8
(C-14, C-14); 130,7 (C-2, C-2°, C-6, C-6"); 132,0 (C-1, C-1"); 132,3 (C-15, C-15"); 141,9 (C-
10, C-10”); 162,2 (C-4, C-4"); 194,6 (C-7).
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6 ENSAIOS

6.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Foram utilizados camundongos Swiss (25-35g) machos provenientes do Biotério da
UNIFAL-MG. Os animais foram mantidos em camaras com temperatura controlada (20+2
°C) em ciclos claro-escuro 12 horas, com agua e racdo ad libitun. Oito horas antes da
realizacdo das experiéncias, os animais foram privados de racdo. O protocolo utilizado foi
encaminhado ao Comité de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) desta instituicdo e
aprovados sob o numero 436/2012.

6.1.1 Modelo de inducéo de hiperalgesia mecanica em camundongos (Von Frey)

O teste foi realizado de acordo com a metodologia de CUNHA et al (2004). Nesse
experimento, foram utilizados 6 camundongos swiss machos (25-35g) por grupo, sendo que, 0
teste foi composto pelos seguintes grupos: veiculo (controle negativo), indometacina (controle
positivo), cetoprofeno (controle positivo) e o grupo ao qual foram administrados os derivados
sintetizados. Ao grupo veiculo foi administrado carboximetilcelulose 0,5%, 10 mL/Kg (v.0);
aos grupos cetoprofeno, indometacina e dos derivados administrou-se 100 pmol/Kg (v.0). A
hipernocicepcao foi induzida por carragenina 0,5%, 20 pL/pata sendo a mesma aplicada uma
lhora apds o tratamento atraves de uma injecéo intraplantar (i.pl). A sensibilidade nociceptiva

de cada animal foi registrada em 30, 60 e 180 minutos apds a aplica¢do da carragenina.

6.1.2 Teste de edema de pata induzido por carragenina

O teste foi realizado de acordo com a metodologia de HENRIQUEZ (1987). Nesse
experimento, foram utilizados 6 camundongos swiss machos (25-35g) por grupo, sendo que, 0
ensaio foi composto pelos seguintes grupos: veiculo (controle negativo), indometacina
(controle positivo), cetoprofeno (controle positivo) e o grupo ao qual foram administrados os
derivados sintetizados. Ao grupo veiculo foi administrado carboximetilcelulose 0,5%, 10

mL/Kg (v.0); aos grupos cetoprofeno, indometacina e dos derivados administrou-se 100
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pmol/Kg (v.0). Ap6s 60 minutos os animais foram submetidos a uma injecao subplantar de 40
ML de carragenina 2% em solucgdo fisiologica na pata traseira esquerda. O volume da pata do
animal foi medido imediatamente antes e apds a injecdo do agente edematdgenico e em
intervalos pré-estabelecidos, utilizando um hidropletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile,
Italia) submergindo as patas esquerdas posteriores dos animais, até o maléolo lateral, em um
recipiente contendo uma solucdo de extran neutro 2,5% em salina 0,9%, conectado por um
sistema de vasos comunicantes a um outro menor, contendo um transdutor de volume ligado a
um multimetro digital. As variacdes de volume, mediante a imersdo das patas no recipiente
maior, foram numericamente registrados no multimetro digital nos tempos zero
(imediatamente ap0s as injecdes de carragenina) 60, 120, 180 e 240 minutos ap6s a injecdo do
agente flogistico.

6.2 PREVISAO DA LIPOFILICIDADE

Os valores de lipofilicidade das moléculas precursoras e de seus derivados foram
calculados teoricamente através da determinacdo dos valores de cLogP (octanol/agua)

utilizando-se o programa QikProp versédo 3.2.

6.3 DOCKING MOLECULAR

Os estudos de docking foram realizados com estruturas das isoformas da enzima
cicloxigenase COX-1 e COX-2. Ambas estruturas foram retiradas do Brookhaven Protein
Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000). O codigo das mesmas sdo COX-1 é 1EQG
(SELINSKY et al, 2001) e COX-2 é 3NT1 (DUGGAN et al., 2010). Essas estruturas foram
preparadas usando Protein Preparation Wizard protocol implementado no Schrddinger Suite.
ApOs a etapa de preparacdo da proteina, o docking prosseguiu usando Induced Fit Protocol
(IFD) (SHERMAN et al., 2006). Neste protocolo, a alteracdo conformacional da estrutura da
proteina € predefinida e refinada usando o software Prime e os ligantes sdo docados flexiveis
na regidao ativa usando o software GLIDE. A metodologia IFD tem sido validada em um
amplo espectro de farmacos e tem alcancado bons resultados A afinidade de ligacdo de cada
complexo, foi estabelecida através GlideScore, uma aproximacédo da energia livre de Gibbs,
guanto mais negativo for o valor da GlideScore, mais favoravel € a ligacdo. Todos os dados

foram analisados e preparados utilizando o software Maestro 9.3.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 SINTESE

7.1.1 Derivado LFQM-118

FMZC14H1202
MM: 212,24 gimol @ @
O/8

Figura 23- Derivado LFQM-118.
Fonte: Do autor.

O derivado LFQM-118 (Figura 23) foi obtido por reacdo de alquilagdo entre a 4-
hidroxibenzofenona (1) e iodeto de metila (CHsl), na qual foi utilizado o carbonato de
potassio (K,COs3) e os solventes dimetilformamida (DMF) e acetona (YANG et al., 2009). O
derivado apresentou-se como um solido branco, com p.f. 183 °C e rendimento de 65%.

No espectro de infravermelho (Figura 24) pode-se observar uma banda em 3059 cm™ e
outra em 3014 cm™ refrente a estiramento C-H de aroméatico, uma banda em 2968 cm™, 2935
cm™, 2845 cm™ referente a estiramento C-H de metila, uma banda de absorcdo em 1649 cm™
referente ao estiramento C=O de carbonila e uma banda de absorcio em 1259 cm™

caracteristico de C-O-C de éter aromatico.

Figura 24- Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho do derivado LFQM-118, (KBr).
Fonte: Do autor.
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O quadro 1 mostra os deslocamentos quimicos, multiplicidade e as constantes de

acoplamento (J) observados no espectro de RMN de 'H (Figura 25), e os deslocamentos

quimicos observados no espectro de RMN de **C (Figura 26).

Quadro 1- Dados de RMN de *H e de RMN de **C do derivado LFQM-118.

OH Hidrogénio | Multiplicidade e J (Hz) oc Carbono
3,8 H-8 Singleto 56,9 C-8
6,9 H-3, H-5 dupleto,; 8,6 117,7 C-3,C-5
7,4 H-2, H-6 dupleto; 8,6 129,2 C-2,C-6
7,5 H-3’, H-5’ tripleto; 6,5 129,8 C-, C-6
7,8 H-4° tripleto, 8,8 131,4 C-2,C-6
138,7 C-4
143,5 C-r
169,4 C-4
201,5 C-7
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Figura 25- Espectro de RMN de 1H do derivado LFQM-118, (CDCls; 200 MHz).
Fonte: Do autor.
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Figura 26- Espectro de RMN de **C do derivado LFQM-118, (CDCls; 50 MHz).
Fonte: Do autor.

No espectro de massa (Figura 27) foram identificados os fragmentos mais importantes
para elucidacdo estrutural deste composto, sendo que, na tabela 1 estdo inseridas as massas e
intensidades relativas. O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 212 e 0 pico
base em m/z 41 conforme indicado na Figura 27, (a técnica de ionizacgdo foi feita por impacto

eletronico).
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Figura 27- Espectro de massas do derivado LFQM-118.
Fonte: Do autor.

Tabela 1- Fragmentos importantes para elucidacéo estrutural do derivado LFQM-118.

m/z Fragmento Intensidade relativa
121 [C/H50,]" 55
31 [CH30]" 90
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41 [CaHs]® 100
212 [C14H1202 ]+' 1

7.1.2 Derivado LFQM-119

o]

FM: C17H1802
MM: 254,13 g/mol
7 N

Figura 28- Derivado LFQM-119. Fonte:
Do autor.

O derivado LFQM-119 (Figura 28) foi obtido por reacdo de alquilagdo entre a 4-
hidroxibenzofenona (1) e C4HyBr, na qual foi utilizado o carbonato de potassio (K,COs3) e 0s
solventes dimetilformamida (DMF) e acetona (YANG et al., 2009). O derivado apresentou-
se como um sélido branco, com P.f. 65°C e com um rendimento de 64,5%.

No espectro de infravermelho do derivado LFQM-119 (Figura 29) foram observadas
as seguintes bandas de absorcdo: uma banda fraca em 3057cm™ caracteristico de estiramento
de C-H de aroméatico; banda fraca em 2970cm™ caracteristico de estiramento C-H de metila;

banda forte em 1649cm™ referente ao estiramento C=0 de carbonila; banda forte em 1259
cm? caracteristico de C-O-C de éter aromético.
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Figura 29- Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho do derivado LFQM-119, (KBr).
Fonte: Do autor.
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O quadro 2 mostra os deslocamentos quimicos, multiplicidade e as constantes de

acoplamento (J) observados no espectro de RMN de 'H (Figura 30), e os deslocamentos

quimicos observados no espectro de RMN de **C (Figura 31).

Quadro 2- Dados de RMN de *H e de RMN de **C do derivado LFQM-119.

2.9+
1.9

3.084

OH Hidrogénio | Multiplicidade e J (Hz) oc Carbono
1,0 H-11 tripleto; 7,3 14,3 C-11
1,5 H-10 sexteto; 7,2 20,4 C-10
1,7 H-9 quarteto; 8,0 32,4 C-9
4,0 H-8 tripleto; 6,5 66,9 C-8
6,9 H-3, H-5 dupleto; 6,8 115,2 C-3,C-5
7,4 H-3°, H-5’ tripleto; 7,1 129,4 C-2,C-6
7,5 H-2, H-6 dupleto; 7,4 130,9 C-3°,C-5
7,5 H-4° tripleto; 6,5 132,8 Cc-4
7,7 H-2, H-6 tripleto; 6,5 133,6 C-1

166,4 C-4

1955 C-7

RN

o
TR E e FE s
a0 o oO—=NO
R ~ MmN m

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 4 3 2 1 0 2 -3 4

6
f1 (ppm)

Figura 30- Espectro de RMN de *H do derivado LFQM-119, (CDCl;; 200 MHz).
Fonte: Do autor.
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Figura 31- Espectro de RMN de **C do derivado LFQM-119, (CDCls; 50 MHz).
Fonte: Do autor.

No espectro de massa (Figura 32) foram identificados os fragmentos mais importantes
para elucidacdo estrutural deste composto, sendo que, na tabela 2 estdo inseridas as massas e
intensidades relativas. O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 254 e o pico
base em m/z 121, conforme indicado na Figura 32, (a técnica de ionizacdo foi feita por

impacto eletrénico).
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Figura 32- Espectro de massas do derivado LFQM-119.
Fonte: Do autor.

Tabela 2- Fragmentos importantes para elucidacdo estrutural do derivado LFQM-119.

m/z Fragmento Intensidade relativa
77 [CeHs]” 30

105 [C7;Hs0]" 25

121 [C/H50,]" 100

254 [CisH1403 1" 25
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7.1.3 Derivado LFQM-120

o

FM: C13H1802
MM: 266,33 g/mol

Figura 33- Derivado LFQM-120.
Fonte: Do autor.

O derivado LFQM-120 (Figura 33) foi obtido por reacdo de alquilagdo entre a 4-
hidroxibenzofenona (1) e CsHqBr, na qual foi utilizado o carbonato de potéssio (K,COs) e 0s
solventes dimetilformamida (DMF) e acetona (YANG et al., 2009). O derivado apresentou-se
como um sélido amarelo, com p.f. 179°C e um rendimento de 63%.

No espectro de infravermelho do derivado LFQM-120 (Figura 34) foram observadas
as seguintes bandas de absor¢do: uma banda fraca em 3061 cm™ caracteristico de estiramento
C-H de aromético, bandas em 2976 cm™, 2943 cm™ caracteristico de estiramento C-H de
metila, uma banda forte em 1598 cm™ referente a estiramento C=0 de carbonila, uma banda

forte em 1255 cm™ caracteristico de C-O-C de éter aromatico.

0312 —

47256 —

cmo 1em

Figura 34- Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do derivado LFQM-120, (KBr).
Fonte: Do autor.
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O quadro 3 mostra os deslocamentos quimicos, multiplicidade e as constantes de

acoplamento (J) observados no espectro de RMN de 'H (Figura 35), e os deslocamentos

quimicos observados no espectro de RMN de **C (Figura 36).

Quadro 3- Dados de RMN de *H e de RMN de *C do derivado LFQM-120.

.504
5.477
—5.471

hhhhh

A A

OH Hidrogénio | Multiplicidade e J (Hz) oc Carbono
1,7 H-11 Singleto 19,5 Cc-11
1,8 H-12 Singleto 27,1 C-12
4,5 H-8 dupleto; 6,8 66,3 C-8
55 H-9 tripleto; 6,8 66,9 C-8
6,9 H-3, H-5 dupleto; 8,8 115,5 C-3,C-5
7,4 H-2, H-6 tripleto; 7,2 120,9 C-9
7,5 H-2’, H-6 dupleto; 7,2 129,4 C-2,C-6
7,5 H-3, H-5 dupleto; 7,2 131,2 C-2’, C-6
17,7 H-4° tripleto; 3,3 133,0 C-1
133,1 C-4
139,1 C-10
163,8 C-4
195,9 C-7

4.580
1.813
—1.766

:
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Figura 35- Espectro de RMN de *H do derivado LFQM-120, (CDCls; 200 MHz).

Fonte: Do autor.
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~ Figura 36- Espectro de RMN de 13C do derivado LFQM-120, (CDCl3; 50 MHz).

Fonte: Do autor.
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No espectro de massa (Figura 37) foram identificados os fragmentos mais importantes

para elucidacdo estrutural deste composto, sendo que, na tabela 3 estdo inseridas as massas e

intensidades relativas. O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 266 e 0 pico

base em m/z 41, conforme indicado na Figura 37, (a técnica de ionizacao foi feita por impacto

eletronico).
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Figura 37- Espectro de massas do derivado LFQM-120.
Fonte: Do autor.

Tabela 3- Fragmentos importantes para elucidacéo estrutural do derivado LFQM-120

m/z Fragmento Intensidade relativa
41 [C3Hs]” 15
69 [CsHo]" 73
105 [C7;Hs0]" 20
121 [C:H50, 1" 65
266 [C1gH1802]™ 1
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7.1.4- Derivado LFQM-121

(o}

@ @ 11 16 FM: C23H2602
i 13 s MM: 334,15 g/mol

o
12 14 1

Figura 38- Derivado LFQM-121.
Fonte: Do autor.

O derivado LFQM-121 (Figura 38) foi obtido por reacdo de alquilacdo entre a 4-
hidroxibenzofenona (1) e C1oH17Br, na qual foi utilizado o carbonato de potéssio (K,COs) que
atuou como base e foram utilizados os solventes dimetilformamida (DMF) e acetona (YANG
et al., 2009). O derivado apresentou-se como um 6leo amarelo, com um rendimento de 57%.

No espectro de infravermelho do derivado LFQM-121 (Figura 39) foram observadas
as seguintes bandas de absorcdo: bandas em 2964 cm™, 2920cm™ caracteristico de
estiramento C-H de metila, uma banda de absorcdo em 1633 cm™ referente a estiramento
C=0 de carbonila, uma banda de absorcdo em 1247 cm™ caracteristico de C-O-C de éter

aromatico.
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60 —
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Figura 39- Espectro de infravermelho do derivado LFQM-121, (KBr).
Fonte: Do autor.
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O quadro 4 mostra os deslocamentos quimicos, multiplicidade e as constantes de

acoplamento (J) observados no espectro de RMN de 'H (Figura 40), e os deslocamentos

quimicos observados no espectro de RMN de **C (Figura 41).

Quadro 4- Dados de RMN de *H e de RMN de *3C do derivado LFQM-121.

OH Hidrogénio | Multiplicidade e J (Hz) oc Carbono
1,6 H-16 Singleto 18,1 C-16
1,7 H-17 Singleto 19,1 Cc-11
1,8 H-11 Singleto 32,3 C-12
2,1 H-12 Singleto 115,6 C-3,C-5
2,2 H-13 Singleto 116,6 C-9
4,6 H-8 dupleto; 6,0 125,0 C-14
51 H-14 Singleto 129,6 C-3’,C->
55 H-9 Singleto 131,1 C-2,C-6
7,0 H-2, H-6 Multipleto 133,3 C-2,C-6
7,5 H-3’, H-5’, Multipleto 134,0 cC-4
H-4°
7,7 H-2, H-6, H- Multipleto 134,3 C-1
2’, H-6

139,6 C-10

161,8 C-4

197,2 C-7
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Figura 40- Espectro de RMN de “H do derivado LFQM-121, (CDCl3; 200 MHz).
Fonte: Do autor.
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Figura 41- Espectro de RMN de **C do derivado LFQM-121, (CDCls; 50MHz).
Fonte: Do autor.

No espectro de massas (Figura 42) foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, sendo que, na tabela 5 estdo inseridas

as massas e intensidades relativas. O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z
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334 e o0 pico base em m/z 121, conforme indicado na Figura 42, (a técnica de ionizacao foi

feita por impacto eletronico).
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Figura 42- Espectro de massas do derivado LFQM-121.
Fonte: Do autor.

Tabela 4- Fragmentos importantes para elucidacéo estrutural do derivado LFQM-121

m/z Fragmento Intensidade relativa
69 [CsHg]" 95

105 [C/H50]* 35

121 [C/H50,]"™ 100

198 [C13H100:]" 60

334 [Ca3H260:]" 1

7.1.5 Derivado LFQM-122

7 FM: C15H1403
@ 0 MM: 242 g/mol
8'\0 o/8

Figura 43- Derivado LFQM-122.
Fonte: Do autor.

O derivado LFQM-122 (Figura 43) foi obtido por reag¢do de alquilagdo entre a 4,4’-
diidroxibenzofenona (2) e CHsl, na qual foi utilizado o carbonato de potassio (K,COs3) que
atuou como base e foram utilizados os solventes dimetilformamida (DMF) e acetona (YANG
et al., 2009). O derivado apresentou-se como um solido branco com p.f 183°C e um

rendimento de 91,4%.

No espectro de infravermelho (Figura 44) foram observadas as seguintes bandas de

absorcdo: uma banda fraca em 3057 cm™ caracteristico de estiramento C-H de aromético; uma
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banda fraca em 2970 cm™ caracteristico de estiramento C-H de metila; uma banda forte em

1649 cm™ referente ao estiramento C=0 de carbonila; banda forte em 1259 cm™ caracteristico

de C-O-C de éter aromatico.
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Figura 44- Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do derivado LFQM-122, (KBr).
Fonte: Do autor.

O quadro 5 mostra os deslocamentos quimicos, multiplicidade e as constantes de

acoplamento (J) observados no espectro de RMN de *H (Figura 45), e os deslocamentos
quimicos observados no espectro de RMN de *3C (Figura 46).

Quadro 5- Dados de RMN de H e de RMN de *C do derivado LFQM-122.

OH Hidrogénio | Multiplicidade e J (Hz) oc Carbono
3,8 H-8, H-8’ singleto 56,7 C-8
6,9 H-3, H-5, H- dupleto; 8,8 1144 | C-3;C-5; C-37;
3’, H-5 C-5°
7,8 H-2, H-6, H- dupleto; 8,8 131,7 | C-2;C-6; C-2’;
2°, H-6’ C-6’
164,1 C-4;C-4
195,7 C-7
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Figura 45- Espectro de RMN de *H do derivado LFQM-122, (CDCls; 200 MHz).
Fonte: Do autor.
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Figura 46- Espectro de RMN de **C do derivado LFQM-122, (CDCl5; 50 MHz).
Fonte: Do autor.

No espectro de massas (Figura 47) foram identificados os fragmentos mais

importantes para elucidacdo estrutural deste composto, sendo que, na tabela 6 estéo inseridas

as massas e intensidades relativas. O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z
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242 e o pico base em m/z 31, conforme indicado na Figura 47, (a técnica de ionizacgdo foi feita

por impacto eletronico).
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Figura 47- Espectro de massas do derivado LFQM-122.
Fonte: Do autor.

Tabela 5- Fragmentos importantes para elucidacéo estrutural do derivado LFQM-122

m/z Fragmento Intensidade relativa
31 [CH30]" 100

77 [CeHs]” 10

135 [CgH7 OJ]" 25

242 [C15H1403 1" 1

7.1.6 Derivado LFQM-123

(o)
l FM: Cy1H603
MM: 326 g/mol
2NN, OMM

Figura 48- Derivado LFQM-123.
Fonte: Do autor.

O derivado LFQM-123 (Figura 48) foi obtido por reag¢do de alquilagdo entre a 4,4’-
diidroxibenzofenona (2) e C4HqBr, na qual foi utilizado o carbonato de potéssio (K,COz) que
atuou como base e foram utilizados os solventes dimetilformamida (DMF) e acetona (YANG
et al., 2009). O derivado apresentou-se como um sélido branco com p.f 151°C e um

rendimento de 76%.

No espectro de infravermelho (Figura 49) foram observadas as seguintes bandas de

absorcdo: banda fraca em 2965 cm™ caracteristico de estiramento C-H de aromético; banda
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fraca em 2954 cm™ caracteristico de estiramento C-H de metila; banda forte em 1637 cm™
referente ao estiramento C=0 de carbonila; banda forte em 1250 cm™ referente a C-O-C de

éter aromatico.
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Figura 49-. Espectro de absor¢&o na regido do infravermelho do derivado LFQM-123, (KBr).
Fonte: Do autor.

O quadro 6 mostra os deslocamentos quimicos, multiplicidade e as constantes de
acoplamento (J) observados no espectro de RMN de *H (Figura 50), e os deslocamentos

quimicos observados no espectro de RMN de **C (Figura 51).

Quadro 6- Dados de RMN de *H e de RMN de **C do derivado LFQM-123.

OH Hidrogénio Multiplicidade e J (Hz) oc Carbono

0,9 H-11, H-11° tripleto; 7,3 14,6 C-11,C-11°

1,4 H-10, H-10° sexteto; 7,3 19,9 C-10, C-10°

1,8 H-9, H-9’ quinteto; 7,2 68,7 C-8,C-8

4,0 H-8, H-8’ tripleto; 7,4 1146 | C-3,C-5,C-3°, C-

5

6,9 | H-3, H-5 H-3", dupleto; 8,8 131,3 | C-2,C-6, C-2’, C-
H-5 6’

7,0 | H-2, H-6, H-2’, dupleto; 8,8 132,9 C-1,C-1’
H-6’
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163,2 C-4,C-4
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Figura 50- Espectro de RMN de *H do derivado LFQM-123, (CDCl5; 200 MHz).
Fonte: Do autor.
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Figura 51- Espectro de RMN de *C do derivado LFQM-123, (CDCl;; 50 MHz).
Fonte: Do autor.

No espectro de massas (Figura 52) foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, sendo que, na tabela 7 estdo inseridas

as massas e intensidades relativas. O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z
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326 e 0 pico base em m/z 121, conforme indicado na Figura 52, (a técnica de ionizacao foi

feita por impacto eletronico).
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Figura 52- Espectro de massas do derivado LFQM-123.

Fonte: Do autor.

Tabela 6- Fragmentos importantes para elucidacdo estrutural do derivado LFQM-123.

m/z Fragmento Intensidade relativa
41 [CsHs]” 30
69 [CsHsO]" 25
121 [C/H50,]"™ 100
214 [C13H1003]" 25
326 [C21H2603]" 75

7.1.7 Derivado LFQM-124
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Figura 52- Derivado LFQM-124.
Fonte: Do autor.

O derivado LFQM-124 (figura 52) foi obtido por reag¢do de alquilagdo entre a 4,4’-

diidroxibenzofenona (2) e CsHqBr, na qual foi utilizado o carbonato de potassio (K,COz) que

atuou como base e foram utilizados os solventes dimetilformamida (DMF) e acetona (YANG

et al., 2009). O derivado apresentou-se como um so6lido branco com p.f 99°C e um

rendimento de 82%.
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No espectro de infravermelho (Figura 53) foram observadas as seguintes bandas de

absorcéo: banda fraca em 2966 cm™ caracteristico de estiramento C-H de aromatico; em 2925

cm? caracteristico de estiramento C-H de metila; banda forte em 1600 cm™ referente ao

estiramento C=0 de carbonila; banda forte em 1247 cm™ referente a0 C-O-C de éter

aromatico.
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Figura 53- Espectro de infravermelho do derivado LFQM-124, (KBr).
Fonte: Do autor.

O quadro 7 mostra os deslocamentos quimicos, multiplicidade e as constantes de

acoplamento (J) observados no espectro de RMN de *H (Figura 54), e os deslocamentos

quimicos observados no espectro de RMN de **C (Figura 55).

Quadro 7- Dados de RMN de *H e de RMN de **C do derivado LFQM-124.

OH Hidrogénio Multiplicidade e J (Hz) oc Carbono
1,7 H-11, H-11° singleto 18,8 C-11,C-11°
1,8 H-12, H-12’ singleto 26,4 C-12,C-12
4,5 H-8, H-8’ dupleto; 6,8 65,5 C-8,C-8&
55 H-9, H-9’ tripleto; 6,5 114,6 C-3,C-5,C-3’,
C-5
6,9 H-3, H-5, H-3", dupleto; 8,8 119,6 C-9, C-9
H-5°
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1,7

H-2, H-6, H-2, dupleto; 8,8 131,2 C-2,C-6,C-2’,
H-6° C-6’

132,7 C-1,C-I’

139,3 C-10, C-10°

162,7 C-4,C-4

195,0 C-7
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Figura 54- Espectro de RMN de *H do derivado LFQM-124, (CDCls; 200 MHz).
Fonte: Do autor.
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Figura 55- Espectro de RMN de **C do derivado LFQM-124, (CDCls; 50 MHz).
Fonte: Do autor.
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No espectro de massas (Figura 56) foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, sendo que, na tabela 8 estdo inseridas
as massas e intensidades relativas. O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z
350 e o0 pico base em m/z 69, conforme indicado na Figura 56, (a técnica de ionizacgdo foi feita

por impacto eletronico).
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Figura 56- Espectro de massas do derivado LFQM-124.
Fonte: Do autor

Tabela 7- Fragmentos importantes para elucidacdo estrutural do derivado LFQM-124.

m/z Fragmento Intensidade relativa
41 [CsHs]” 75

69 [CsH.O]" 100

121 [C7H50,]™ 30

214 [C13H1003]" 80

350 [Ca3H2603]"™ 1

7.1.8 Derivado LFQM-125
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Figura 57- Derivado LFQM-125.
Fonte: Do autor.

O derivado LFQM-125 (Figura 57) foi obtido por reagdo de alquilagao entre a 4,4’-
diidroxibenzofenona (2) e Cy1oH17Br, na qual foi utilizado o carbonato de potassio (K,COs3) e
o0s solventes dimetilformamida (DMF) e acetona (YANG et al., 2009). O derivado apresentou-

se como um sélido branco, com p.f 87°C e um rendimento de 58,4%.
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No espectro de infravermelho do derivado LFQM-125 (Figura 58) foram observadas
as seguintes bandas de absorcdo: bandas em 2972 cm™, 2928 cm™ caracteristico de
estiramento C-H de metila, uma banda de absorcdo em 1651 cm™ referente a estiramento
C=0 de carbonila, uma banda de absorcdo em 1280 cm™ caracteristico de C-O-C de éter

aromatico.
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Figura 58- Espectro na regido do infravermelho do derivado LFQM-125, (KBr).
Fonte: Do autor.

O quadro 8 mostra os deslocamentos quimicos, multiplicidade e as constantes de
acoplamento (J) observados no espectro de RMN de *H (Figura 59), e os deslocamentos

quimicos observados no espectro de RMN de **C (Figura 60).

Quadro 8- Dados de *H e de RMN de *3C do derivado LFQM-125.

OH Hidrogénio Multiplicidade e J (Hz) oc Carbono
1,6 H-16, H-16° Singleto 16,8 C-11,C-11°
1,7 H-17, H-17° Singleto 17,8 C-16, C-16°
1,8 H-11, H-11° Singleto 25,8 C-17,C-17
2,1 H-12, H-12° Singleto 26,3 C-13, C-13°
2,2 H-13 Singleto 65,1 C-8, C-8
4,6 H-8, H-8’ dupleto; 6,0 114,2 C-3, C-5, C-3°,
C-5




5,1 H-14, H-14° Singleto 118,9 C-9,C-o
9,5 H-9, H-9’ Singleto 123,8 C-14, C-14
7,0 | H-3, H-5,H-3°, dupleto; 8,0 130,7 | C-2,C-6,C-2’,
H-5’ C-6’
7,8 | H-2, H-6, H-2’, dupleto; 8,0 132,0 C-1, C-1’
H-6’
132,3 C-15, C-15°
1419 C-10, C-10°
162,2 C-4,C-4
194,6 C-7
[ [ [l
y J S »‘

200

150

r 100
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Figura 59- Espectro de RMN de *H do derivado LFQM-125, (CDCls; 200 MHz).
Fonte: Do autor.
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Figura 60- Espectro de RMN de **C do derivado LFQM-125, (CDCls; 50 MHz).
Fonte: Do autor.

No espectro de massas (Figura 61) foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacédo estrutural deste composto, sendo que, na tabela 10 estdo inseridas
as massas e intensidades relativas. O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z
486 e 0 pico base em m/z 69, conforme indicado na Figura 61, (a técnica de ionizacdo foi feita

por impacto eletronico).
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Figura 61- Espectros de massas do derivado LFQM-125.
Fonte: Do autor.

Tabela 8- Fragmentos importantes para elucidacdo estrutural do derivado LFQM-125.

m/z Fragmento Intensidade relativa
41 [C3Hs]* 50
69 [CsHo]" 100

81 [CsH11]+' 50
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486 [C33H4203]+' 1

7.2 ENSAIOS
7.2.1 Modelo de inducéo de hiperalgesia mecanica em camundongos (Von Frey)

Neste teste foi avaliado o efeito antinociceptivo das benzofenonas de origem
codificadas como substancias 1 e 2 e de seus respectivos derivados na dose de 100 pmol/Kg,
usando como controles positivos indometacina (100 umol/Kg), cetoprofeno (100 umol/Kg), e
a carragenina (0,5%, 20 pl/pata) para induzir a hipernocicepcdo. A carragenina é uma
substancia que causa edema e uma sensibilidade exacerbada a estimulos térmicos e

mecénicos, sendo conhecido como hipernocicepgdo (NANTEL et al., 1999).

Os resultados mostrados na tabela 9 revelam que em 180 minutos, os derivados
LFQM-119, LFQM-120 e LFQM-121 promovem um aumento significativo do limiar da dor
de 32,8, 43,4 e 72,7% respectivamente na de 100 pumol/kg, enquanto a substéncia precursora
nessa mesma dose nao exibiu efeito antinociceptivo. Estes derivados exibiram efeito
antinociceptivo igual ao dos farmacos de referéncia indometacina e cetoprofeno, sendo este

resultado bastante satisfatorio.

Tabela 9- Efeito de 1 e seus derivados no ensaio VVon Frey.

Aumento do limiar da dor (%)

Tratamento 30 min 60 min 180 min
Veiculo (controle negativo) P - © P
1 17,6 34,4° 3,29
LFQM-118 13,2° 30,2 -7,63
LFQM-119 26,8" 41,7 32,8°
LFQM-120 61,8 60,3 43 4°
LFQM-121 50,1 54,2 72,7
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Indometacina 56,8° 66,0% 49 5%

Cetoprofeno 57,7° 47,0 35,0°

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de nivel de
significancia.

Na tabela 10 estdo os resultados obtidos para a molécula precursora 2 e seus
derivados. Os resultados mostram que, a molécula 2 e o derivado LFQM-124 apresentaram o
melhor perfil de atividade antinociceptiva promovendo um aumento do limiar da dor de
63,8% e 63,1% respectivamente. Este efeito foi estatisticamente igual ao do farmaco de
referéncia indometacina (71,2%). Os derivados LFQM-122, LFQM-123 e LFQM-125
apresentaram menor atividade comparada as moléculas citadas anteriormente, entretanto os
mesmos, promoveram um efeito igual ao do outro farmaco de referéncia cetoprofeno. O
aumento do limiar da dor promovido foi de 45,5%, 32,8%, 42,7% e 46,7% respectivamente.

Tabela 10- Efeito de 2 e seus derivados no ensaio VVon Frey.

Aumento do limiar da dor (%)
Tratamento 30 min 60 min 180 min
Veiculo (controle negativo) P -¢ -¢

2 50,6° 59,1° 63,8°
LFQM-122 75,1° 56,8° 45,5
LFQM-123 14,4° 23,0° 32.8°
LFQM-124 65,1° 49,6° 63,1°
LFQM-125 45,1° 28,2° 42,7
Indometacina 54,0 55,8° 71,28
Cetoprofeno 52,9° 46,8° 46,7°

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de nivel de
significancia.
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7.2.2 Teste de edema de pata induzido por carragenina

Todos os derivados da 4-hidroxibenzofenona (1) e da 4,4’-diidroxibenzofenona (2)
foram submetidos a este ensaio. Apos injecdo intraplantar de carragenina, dentro da primeira
hora 0o aumento da permeabilidade vascular é mediado pela histamina e a libertagdo de
serotonina, na segunda hora a permeabilidade aumenta em resultado da liberagdo de cininas e,
finalmente, na terceira hora devido a acdo das prostaglandinas. (MOREIRA et al., 2013). Os
dados apresentado na tabela 11 revelam que na terceira hora o derivado LFQM-119 na dose
de 100 pmol/Kg inibiu o edema inflamatdrio em 81,0% promovendo um efeito igual ao da
indometacina, enquanto a molécula precursora 4-hidroxibenzofenona (1), inibiu 45% do

edema inflamatorio.

Tabela 11- Efeito de 1 e seus derivados no edema de pata induzido por carragenina.

Inibicdo do edema inflamatoério (%)

Tratamento 1lh 2h 3h 4 h

Veiculo (controle negativo) P - © -d -
1 21,0° 38,0° 45,0° 63,0°
LFQM-118 13,0° 57,0 20,0° 15,0°
LFQM-119 73,0% 75,0% 81,0% 76,0°
LFQM-120 29,0 75,0% 32,0° 60,0
LFQM-121 -30,0° 42,0 47,0 35,0
Indometacina 2,0° 49,0° 66,0° 45,0°
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Cetoprofeno 63,0° 48,0 60,0° 66,0°

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de nivel de
significancia.

Na tabela 12 est&o expressos os resultados para a substancia 2 e seus derivados para o
ensaio edema de pata induzido por carragenina. A analise dos resultados mostraram que, 0s
derivados LFQM-122 e LFQM-123 apresentaram melhor perfil da atividade anti-inflamatéria
na dose de 100umol/Kg, promovendo uma inibicdo do edema inflamatério igual a 58,5% e
73,6% respectivamente. O efeito promovido por estes derivados foi estatisticamente igual ao
promovido pelos farmacos de referéncia indometacina (66,0%) e cetoprofeno (60,4%) e
melhor que o efeito promovido pela molécula precursora 2 que inibiu 24,5% do edema

inflamatorio.

Tabela 12- Efeito de 2 e seus derivados no edema de pata induzido por carragenina.

Inibicdo do edema inflamatdrio (%)

Tratamento 1lh 2h 3h 4 h

Veiculo (controle negativo) P P - © -
2 47 4° 34,5° 24,5 49,0°
LFQM-122 23,7° 20,0° 58,5% 38,8
LFQM-123 42,1° 60,0 73,6% 53,02
LFQM-124 44.7° 58,2° 20,7 57,12
LFQM-125 18,4° 1,8 24.5° 36,7°
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Indometacina

2,63°

49,1

66,0°

44,9°

Cetoprofeno

63,1°

47,3°

60,4°

65,3

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de nivel de

significancia.

7.2.3 Previsdo da lipofilicidade

Os valores da lipofilicidade da substédncia 1 e seus derivados (tabela 13) e da

substancia 2 e de seus derivados (tabela 14) foram calculados teoricamente através da

determinacgéo do cLogP (octanol/agua) usando o programa QikProp version 3.2.

Tabela 13- Resultados da previsdo da lipofilicidade de 1 e seus derivados.

Substéncia Estrutura quimica cLogP

LFQM-118 2,94
e

LFQM-119 4,17

SN

LFQM-120 3,98
A

LFQM-121 6,06

(0]
Cetoprofeno 3,12
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N
Indometacina - /@[@ 4,26
o OH

Ao tentar-se estabelecer uma relagéo entre os valores de cLogP mostrados na tabela 13
e a atividade farmacoldgica exibida na terceira hora (dose de 100umol/Kg), observou-se que,
em relacédo ao perfil de atividade antinociceptiva os derivados que foram mais ativos (LFQM-
119, LFQM-120, LFQM-121) da série da 4-hidroxibenzofenona (1) apresentaram valores
tedricos de cLogP entre 4-6. Outro fato importante, é que existe uma tendéncia inicial de que,
quando aumenta-se a lipofilicidade, a qual € refletida no aumento do valor de cLogP, ocorre
um aumento da atividade farmacologica. Isso pode ser observado para as moléculas 1 e
LFQM-118 que com valores de cLogP de 2,23 e 2,94 respectivamente ndo apresentaram
nenhum efeito antinociceptivo significativo, entretanto quando este valor é aumentado para
proximo de 4 (LFQM-119 clLogP= 4,17), observa-se uma atividade farmacologica
significativa. Uma outra tendéncia observada é que, a partir do derivado LFQM-119 até o
derivado LFQM-121, ao aumentar-se a lipofilicidade estima-se que ndo ha uma melhoria na
atividade, visto que, os derivados LFQM-119, LFQM-120 e LFQM-121, exibiram 0 mesmo
efeito antinociceptivo. Para a atividade anti-inflamatoria, o derivado LFQM-119 com
cLogP=4,17, um valor intermediario de cLogP dentre os valores calculados (2,23-6,06),
exibiu melhor perfil de atividade anti-inflamatoria. Este fato, pode evidenciar que para este
caso provavelmente hd uma tendéncia em se ter uma lipofilicidade ideal para uma melhor
atividade farmacologica.

Na tabela 14 é mostrado os valores de cLogP calculados teoricamente para a molécula

precursora 2 e seus derivados.

Tabela 14- Resultados da previsdo da lipofilicidade de 2 seus derivados.

Substancia Estrutura quimica cLogP

o

LFQM-122 2,99
o e
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LFQM-123 O O 5,37
NN NN

oM FONO RO UUR "

HFQM-125 Ao o T | .

Cetoprofeno O O o 3,12
(o]

N
Indometacina % 4,26
N
O OH

Ao tentar-se estabelecer novamente uma relacdo entre os valores teoricos da
lipofilicidade das moléculas e seu perfil de atividade farmacologica observou-se que, as
moléculas com melhor efeito antinociceptivo (2 e LFQM-124) apresentam valores de cLogP
relativamente bastante distintos (2, cLogP=1,65 e LFQM-124, cLogP=5,82) e para o perfil de
atividade anti-inflamatoria 0 mesmo foi observado para os derivados com melhor atividade,
os quais foram LFQM-122, LFQM-123 e LFQM-125 com valores de cLogP de 2,99, 5,37 e
9,03 respectivamente. Logo, pode-se estimar que, neste dois casos a lipofilicidade do grupo
substituinte provavelmente ndo consiste no parametro determinante para a atividade

farmacoldgica.
7.2.4 Docking molecular

O estudo de docking foi realizado para as moléculas mais ativas de cada série, na série
da 4-hidroxibenzofenona (1) o derivado LFQM-119 foi o mais ativo ¢ na séric da 4,4’-
diidroxibenzofenona os derivados mais ativos foram o LFQM-122, LFQM-123 e LFQM-124.
O objetivo inicial era elucidar os tipos de interaces dessas substancias com o sitio catalitico
das isoformas COX-1 e COX-2. As estruturas cristalinas utilizadas para isoforma COX-1 foi a

codificada como 1EQG e para a COX-2 codificada como 3NT1. A fim de caracterizar a




72

afinidade da ligacéo de cada complexo (enzima+ligante), foi utilizado o parametro GlideScore
(uma aproximacéo da energia livre de Gibbs). Quanto mais negativo o valor de GlideScore,
mais favordvel é a ligacdo. Na tabela 15, sdo mostrados os dois pardmetros calculados
teoricamente o GlideScore e a Ki (constante de inibicéo).

Tabela 15- Pardmetros tedricos calculados no docking molecular.

Enzimas Ligantes GlideScore Ki?
(kcal mol™) (nM)

LFQM-119 -10.053 42,73

LFQM-122 -9,323 146,41
COX-1 LFQM-123 -11,219 5,97
LFQM-124 -11,449 4,04

LFQM-119 -10.139 36,98

LFQM-122 -10,119 38,21
COX-2 LFQM-123 -11,160 6,59
LFQM-124 -11,174 6,44

®A constante Ki foi calculada baseada na formula: AG=-RTIn(Ki) onde AG é considerado como
GlideScore, R é constante universal de gas e T é a temperatura (298.15K).

Através da analise dos resultados da tabela 15, observa-se que, para os derivados
LFQM-118 e LFQM-122 o valor de GlideScore é mais negativo para COX-2 do que para
COX-1, o que é evidenciado por uma menor Ki para COX-2 do que para a COX-1. Assim,
pode-se estimar que, os derivados LFQM-119 e LFQM-122 exibem uma melhor interacéo
com a COX-2. Podemos observar na Figura 62, na qual é mostrada o diagrama de interac6es
2D da COX-1+LFQM-119 (a), COX-2+LFQM-119 (b), que o derivado LFQM-119 apresenta
um Unica interacdo com a COX-1, sendo a mesma uma interacéo de hidrogénio com o residuo
de Tyr 355. Este mesmo derivado com a COX-2 ja exibe um namero maior de interacdes,
apresentando uma interacdo de hidrogénio com o residuo de Ser 530 e duas interacfes m-nt
stacking sendo uma com o residuo de Tyr 385 e outra com o residuo Trp 387. Logo,
provavelmente o nlimero e os tipos de interacdes devem influenciar na estabilidade do
complexo enzimatligante, promovendo assim de acordo com 0s parametros tedricos
calculados uma maior afinidade do derivado LFQM-119 pela COX-2.
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(a) ' Hn *oee e ¢

Figura 62- Diagrama de interacdo 2D do complexo enzima+ligante.
Fonte: Do autor

(a) COX-1+LFQM-119
(b) COX-2+LFQM-119

Na Figura 63 é mostrado no diagrama de interacdo 2D, as interacBes entre as
isoformas da COX e o derivado LFQM-122. Nesta figura é observado que, ha dois pontos de
interacdes com a COX-1 estabelecendo uma interacdo de hidrogénio com o residuo de Ser
530 e uma interacdo w-m stacking com o residuo Tyr 385. Com a COX-2 este derivado possui
um nimero maior de pontos de interacdes, exibindo duas interagdes de hidrogénio uma com o
residuo de Ser 530 e a outra com o residuo de Tyr 355. Apresenta ainda uma interacdo n-n
stacking com o residuo Tyr 385. Novamente, provavelmente o maior namero de pontos de
interacdes existente entre o derivado LFQM-122 e a COX-2 seja responsavel por uma melhor
estabilidade do complexo enzima+ligante, o que reflete em uma maior afinidade entre eles. E
interessante observar que, este derivado possui um valor de Ki=146,41 nM para COX-1 e
Ki=38,21nM para COX-2, estes dados revelam que, o valor de Ki para COX-1 é quase quatro
vezes maior do que para COX-2, o que indica que teoricamente estd molécula teria uma

afinidade muito maior pela COX-2, sendo assim, mais seletiva para esta isoforma.
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Figura 63- Diagrama de interacdo 2D do complexo enzima+ligante.
Fonte: Do autor.

(@) COX-1+LFQM-122

(b) COX-2+LFQM-122
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Para os derivados LFQM-123 e LFQM-124, o valor de GlideScore ¢ mais negativo
para COX-1, o que é evidenciado por uma menor Ki para COX-1 do que para COX-2,
conforme pode ser observado na tabela 15. As diferencas em termos de numero e tipos de
interaces também provavelmente influenciaram na estabilidade complexo+ligante para estes
derivados, promovendo assim uma maior afinidade destes derivados com a COX-1. O LFQM-
123 apresenta um numero maior de pontos de interagdes com a COX-1, sendo uma interacéo
de hidrogénio com o residuo de Ser 530 e duas n-m stacking com os residuos de Tyr 355 e
Arg 120. Com a COX-2 ha duas interacdes de hidrogénio uma com o residuo de Tyr 355 e
outra com o residuo de Arg 120 (Figura 64). O derivado LFQM-124 exibe 0 mesmo nimero
de interagcbes com a COX-1 e com a COX-2, entretanto estas interacdes sao diferentes. Com a
COX-1 o derivado LFQM-124 estabelece uma interacdo do tipo n-n stacking, com o residuo
de Tyr 355 e com a COX-2 estabelece uma interacéo de hidrogénio com o residuo de Arg 120
(Figura 65). Entretanto, como a interagdo do derivado LFQM-124 baseado nos parametros
analisados € melhor com a COX-1 do que com a COX-2, provavelmente a interacdo do tipo

n-1 stacking deve conferir maior estabilidade para o complexo enzima+ligante.
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Figura 64- Diagrama de interacdo 2D do complexo enzima+ligante.
Fonte: Do autor.

(a) COX-1+ LFQM-123

(b) COX-2+LFQM-123
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Figura 65-. Diagrama de interagdo 2D do complexo enzima+ligante.
Fonte: Do autor.

(a) COX-1+LFQM-124

(o) COX-2+LFQM-124
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8 CONCLUSOES

Derivados alquilados da benzofenona 4- hidroxibenzofenona (1) e¢ da 4,4’-
diidroxibenzofenona foram sintetizados baseado na similaridade estrutural destas moléculas
precursoras com a benzofenona natural 7-epi-clusianona e com o farmaco cetoprofeno. A
avaliacdo farmacoldgica dos compostos sintetizados mostrou que, os derivados LFQM-119,
LFQM-120 e LFQM-121 apresentaram um efeito antinociceptivo superior ao da molécula
precursora 1. O derivado LFQM-119 apresentou melhores propriedades anti-inflamatorias nos
ensaios realizados, sendo considerado a molécula mais promissora da série da 4-
hidroxibenzofenona (1). O derivado LFQM-124 destacou-se por exibir um perfil de atividade
antinociceptiva igual ao da indometacina e perfil superior ao do cetoprofeno. O LFQM-122 e
LFQM-123 apresentaram efeito antinociceptivo igual ao do cetoprofeno e exibiram melhores
propriedades anti-inflamatdrias promovendo o mesmo efeito que a indometacina e um efeito
superior ao da molécula precursora 4,4’-diidroxibenzofenona (2). O estudo de docking
molecular estimou que, as moléculas LFQM-119 e LFQM-122 exibem melhor interacdo com
a COX-2 e as moléculas LFQM-123 e LFQM-124 exibem melhor interacdo com a COX-1.
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9 PERSPECTIVAS

> Realizar um estudo mais detalhado a respeito do mecanismo de acdo dos derivados
que apresentaram melhor perfil antinociceptivo e anti-inflamatorio.
> Realizar o planejamento de novos derivados benzofenonicos baseado no perfil

estrutural dos derivados mais promissores de cada série.
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