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CHEMICAL ADVANCES ON DESIGN AND DEVELOPMENT OF PARACETAMOL DERIVATIVES. Acetaminophen or
paracetamol is a widely used analgesic and antipyretic drug and appears to be safe if used at normal therapeutic doses, but in large
doses produce liver and / or kidney damage in humans and experimental animals. Prostaglandin endoperoxide synthase (PGES)
and cytochrome P-450 are the key enzymes in humans as they are responsible for the analgesic and toxicity effects of paracetamol,
respectively. At present, the development of new derivatives still has few impacts on clinical applications of safe compounds. Thus,
in this work are discussed, a series of approaches on the design and development of acetaminophen derivatives. Some efforts were

realized in our own research group.
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INTRODUCAO
Aspectos gerais

O paracetamol 1, acetaminofen ou N-acetil-p-aminofenol (PAR),
mostrado na Figura 1, foi introduzido na terapéutica depois de uma
descoberta acidental da acetanilida, a0 mesmo tempo em que os sa-
licilatos eram descobertos. Ele € utilizado como medicamento desde
1878 até hoje em muitos paises como analgésico e antipirético, em
apresentagdes farmacéuticas como tinico principio ativo ou em asso-
ciacdo, no alivio de sintomas relacionados a processos inflamatdrios
dolorosos, dores cronicas e odontoldgicas, sendo ainda bastante
difundido em pediatria.! E extensamente usado e liviemente comer-
cializado na maioria dos paises. No Reino Unido, aproximadamente
3,2 milhdes de tabletes de PAR sdo consumidos todo ano, perfazendo
uma média de 55 tabletes por pessoa.’
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Figura 1. Formula estrutural do paracetamol

Como agente analgésico e antipirético, o PAR tem provado efica-
cia clinica no alivio tempordrio de dores leves a moderadas associadas
a resfriado comum, dor de cabeca, dor de dente, dores musculares,
dor nas costas, dores leves de artrite, célicas menstruais e reducio
da febre, sendo eficazes em bebés, criangas e adultos.?

O PAR demonstrou inibir a agdo de agentes pirogé€nicos no centro
regulador de calor no cérebro por bloqueio da formagao e liberagao
de prostaglandinas no sistema nervoso central, uma vez que a febre
ocorre quando a enzima prostaglandina endoperéxido sintase (PGES)
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elevada atua na drea pré-optica do hipotdlamo anterior, resultando
em diminuic¢do da perda de calor e aumento do ganho de calor.**
Apesar de todos os efeitos benéficos, este composto demons-
trou alta toxidade independente da dose e concentragdo plasmatica
alcangada, mas principalmente pela reatividade dos produtos de
biotransformacao, que podem atuar como intermedidrios de reagao.
De fato, estes compostos sdo formados pelo metabolismo oxidativo,
em que o PAR € metabolizado através de um sistema enzimadtico
oxidativo de fun¢@o mista, contendo citocromo P-450 (CP450)
formando os intermedidrios do tipo semiquinona e quinona imina,
denominados N-acetil-p-benzosemiquinona imina (NAPSQI) e
N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), respectivamente.’

Estrutura e propriedades

O PAR se apresenta como um pé branco e cristalino, com for-
mula molecular CgH,NO,, peso molecular igual a 151,16 g mol' e
pKa a 25 °C € 9,51. A solubilidade de 1 g da substancia em dgua é
70 mL a 25 °C e 20 mL a 100 °C, 10 mL em dalcool etilico, 50 mL
em cloroférmio, 40 mL em glicerina, mas € fracamente soldvel em
éter etilico. O composto estdvel entre pH 4 e 7 a 25 °C, sendo estd-
vel também a temperatura, luz e umidade.' Ele e outros compostos
relacionados podem ser determinados e caracterizados por diversos
métodos de andlises.”!*

Biotransformacao do paracetamol

As possiveis rotas de biotransformagdo do PAR sdo mostradas
na Figura 2. Embora um intermedidrio radicalar, a NAPSQI 2 tenha
sido proposto,'>!7 acredita-se que a formagao de NAPQI 3, um inter-
medidrio eletrofilico reativo, € o principal responsavel pela toxidade
observada pelo uso do PAR.!#1

A absorcio de doses terapéuticas baixas de PAR € normalmente
completa, a biodisponibilidade sistémica no meio plasmdtico e meia-
-vida € mais ou menos 75% em 1,5 a 2,5 horas, respectivamente.?’
Os metabdlitos urindrios identificados e discutidos em vdrios arti-
gos de revisdo do PAR (1)* sdo principalmente metabolizados por
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Figura 2. Vias de biotransformagdo do paracetamol

glucuronidagdo e sulfatacdo, constituindo-se nas principais vias de
metabolizac@o. Estes importantes conjugados, PAR-glucuronideo
(4) e PAR-sulfato (5), sdo considerados mais soliveis em dgua que o
composto original, sendo eliminados principalmente pela via urindria
(ambos) e um pouco pela via biliar (PAR-Gluc). Aproximadamente 30
e 55% do PAR administrado séo excretados na urina nestas formas.*?
Além desses, um derivado ndo toxico catecdlico, o 3-hidroxipara-
cetamol (6) também € formado.*** Enquanto que outro possivel
derivado, formado pela eliminag@o da acetamida, o p-benzoquinona
(7) é considerado téxico também, como um reagente eletrofilico.?
No entanto, em vdrios animais de laboratdrio, uma pequena parte
de PAR ¢ provavelmente metabolizada via um terceiro caminho, isto
é, a oxidagdo pelo sistema microssomal CP450, enzima contendo uma
oxidase de funco mista, para formar a NAPQI (3). Um aduto de NAPQI
e glutationa via adi¢do 1,4 de Michael e o correspondente conjugado
de cisteina e mercapturato (8) sdo os produtos dcidos formados, en-
contrados na urina humana depois da ingestdao de PAR.”” Embora uma
reagdo de oxidac@o secunddria de hidroxilagdo do PAR, a formagao do
3-hidroxiparacetamol (6) provavelmente acontega também no homem
por ter sido encontrado na urina de pacientes envenenados com altas
doses de PAR.%® Além disso, em animais e provavelmente em huma-
nos, foi demonstrado que as enzimas com atividade peroxidase, como
prostaglandina sintase e mieloperoxidase, talvez tenham também a
habilidade de catalisar o metabolismo oxidativo do PAR.?
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Figura 3. Principais metabdlitos oxidados do paracetamol
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Mecanismos de hepatotoxidade

Ap6s a ingestdo de doses alta de PAR, o principal evento € a
hepatotoxidade centrolobular dependente do sistema CP450 no
homem e em animais de laboratério, que pode ser mensurada pelo
aumento dos niveis de alanina aminotransferase (ALT) plasmati-
ca.>»242 Em doses normais de PAR (1), na maioria das espécies,
inclusive no homem, uma quantidade pequena de intermedidrios
reativos NAPQI (3) ¢ formada. Na presenca de glutationa reduzida
(GSH), por exemplo, em hepatdcitos isolados de rato, a NAPQI pode
ser reduzida de volta para PAR ou ligada covalentemente com GSH
para formar conjugados 3-glutationa-S-il-paracetamol (8), mostrada
na Figura 3, (PAR-SG)*3! sem efeitos adversos significantes. No
entanto, apés uma sobredose ou quando o sistema microsomal P-450
estd aumentado (inducdo enzimdtica), os niveis de GSH hepdtico
sdo diminuidos mais extensivamente e pode ndo mais compensar
uma produgdo aumentada de NAPQI, o que tem sido evidenciado
especialmente através da relacdo em que a deple¢do mitocondrial
de GSH estd diretamente correlacionada com a toxidade hepdtica.®

As vias mais provaveis de reacdo da NAPQI sdo a formagao de
adutos com proteinas,’ oxidagdo de sulfidrila de proteinas,® ligagéo
covalente com DNA em 6rgdos como figado e rins,** rompendo a
homeostase celular. Deste modo, em ratos, camundongos e huma-
nos, uma overdose de PAR pode resultar em severa necrose hepatica

SH SG

CH3 Hs
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centrolobular.® Porém, a necrose tubular renal também foi observa-
da.’ Embora a faléncia renal aguda seja incomum, altas doses podem
levar a faléncia hepética fulminante.’” Além disso, a necrose epitelial
pulmonar de células no ciliadas bronquiolar® e adutos covalentes
com proteinas foram observados em pulmdes de ratos.>**!

Os efeitos danosos agudos foram encontrados no sangue, prin-
cipalmente nas plaquetas, apés a ingestdo de grandes quantidades
de PAR.** Além disso, a exposi¢io de humanos ao uso terapéutico
cronico de PAR, em longo prazo estd correlacionada com o aumento
do risco de doenca renal cronica.*®

Virias condi¢des fisiopatoldgicas podem ocasionar um desequi-
librio entre a produgdo e a protegdo contra radicais livres de oxigé-
nio. Este desequilibrio é chamado estresse oxidativo,* o qual estd
frequentemente aumentado quando ocorre uma redugdo da defesa
antioxidante ou aumento dos oxidantes endégenos e exdgenos. Os
mecanismos de iniciacdo do estresse oxidativo podem ser mediados
por espécies reativas de oxigénio ou pela a¢@o oxidante direta de um
metabdlito reativo, como na hepatotoxicidade induzida pelo PAR. Isso
pode ser demonstrado na alteragio da relacio de NADPH / NADP+,*
GSH / GSSG* e ProtSH / ProtSSProt.'

Os fendmenos posteriores decorrem do fato da capacidade da
NAPQI oxidar grupos tidlico de cisteina presentes no GSH ou pro-
tefnas tidlicas, produzindo ligacGes dissulfeto GSSG.*” O aumento
da oxidagdo de grupos tiol das proteinas tem sido mostrado em he-
patdcitos, o qual representa um importante pardmetro na toxicidade
mediada por PAR.*® A oxidagio de GSH por NAPQI pode acontecer
via diversos mecanismos, como propostos por vdrios autores para
NAPQI e seus hom6logos metilados.*!

A administra¢do continua de etanol em ratos, levando a uma
provavel inducdo enzimatica de CYP2E1, mostrou um aumento da
ligacdo com proteina em aproximadamente 97% nos microssomas
hepdticos, mas a conjugacao com cisteina de apenas 33%.3

Outras enzimas podem ser relevantes no processo de ativacdo do
PAR, dentre estas as peroxidases se destacam, incluindo mielopero-
xidase, cloroperoxidase e lactoperoxidase,>**> bem como a funcéo
peroxidase da PGES.*** Nos gldbulos brancos, por exemplo, as
mieloperoxidases se mostraram bioativadoras de uma grande varie-
dade de farmacos. Em outros tecidos com baixa atividade de P450,
a PGES pode ser também responsavel pela bioativagao, tal como nos
rins, onde a toxicidade do PAR pode ser resultante da ativac¢do por
esta via enzimatica.®

A p-benzoquinona (6) foi recentemente apontada como responsavel
pela interacéio com proteinas microtubulares in vitro, podendo levar a
interferéncia no funcionamento do aparelho mitético celular, causando
a separagdo anormal dos cromossomos ¢ inducdo de aneuploidia.?®
De fato, a aneuploidia € considerada um evento critico no processo de
transformac@o da célula neopldsica.®' Além disso, uma proteina nuclear
arilada foi observada apés a administragdo de PAR,® concluindo-
-se que o PAR pode induzir o rompimento da ldmina nuclear. Além
disso, o PAR extingue o radical tirosil em uma subunidade da enzima
ribonucleotideo redutase, diminuindo a velocidade da polimerizagio
do DNA que € necessdria para preencher lacunas nas fitas de DNA.3%

Inibicdo farmacolégica da cicloxigenase

A inibicdo da ciclooxigenase (COX) pelo PAR pode estar rela-
cionada com a sua capacidade de reagir com o radical tirosil presente
na PGES.* A PGES apresenta duas atividades distintas. A primeira
€ a atividade ciclooxigenase, que catalisa a oxigena¢do do acido
araquidonico (AA) para seu endoperéxido-hidroperéxido (ROOH;
PGG,).* A outra atividade é peroxidase ou hidroperoxidase, que
catalisa a reducdo do PGH, para a endoperdxido-alcdlico (ROH;
PGH,),%63 como demonstrado na Figura 4.
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A acdo terapéutica do PAR pode estar baseada tanto na inibigdo
da atividade COX quanto na fungdo peroxidase da PGES, uma vez
que ambas previnem as prostaglandinas de serem formadas e, desse
modo, reduz a temperatura corporal até niveis mais normais de fe-
bre (atividade antipirética) e melhora a sensacdo de dor (atividade
analgésica).>6:6667

Entretanto, embora a atividade de peroxidase seja s6 um aspecto
de PGES, diversos grupos tém estudado as possiveis relagdes de
estrutura-atividade entre os potenciais de oxidacao, a coplanaridade da
cadeia lateral da N-acetil, etc., relacionados com peroxidases especifi-
cas. Assim, diversos derivados do PAR foram sintetizados e avaliados,
mas nenhum deles apresentou maior seguranga ou eficdcia,!323-56-57.68-71
sendo essa a motivagdo de nosso grupo na continuidade da pesquisa.
Até o momento, poucos grupos no Brasil realizaram alguma estratégia
de modifica¢do molecular para derivados do paracetamol ou outros
compostos relacionados.””” Associa¢des moleculares por métodos
de hibridacdo ou modifica¢des no sistema aromdtico ndo foram
consideradas nesta revisao.”s”

MODIFICACOES ESTRUTURAIS DO PARACETAMOL
Homoélogos dimetilados

O mecanismo de toxicidade do sistema quinona-imina foi
realizado através do estudo da reatividade dos derivados dimeti-
lados na forma quinona-imina reagindo com nucledfilos.®#! Os
compostos 2,6-dimetil-PAR (9) (Figura 5) e 3,5-dimetil-PAR (10)
(Figura 6) foram oxidados com tetraacetato de chumbo para formar
N-acetil-2,6-dimetil-p-benzoquinona iminas e N-acetil-3,5-dimetil-
p-benzoquinona iminas, respectivamente. A reacdo do composto 11
com HCl formou 3-cloro-2,6-dimetil-4-hidroxi-acetanilida, enquanto
que as reagdes com anilina, etanotiol e etanol formaram os adutos
tetraédricos, através da adi¢@o ao carbono da imina, em oposicéo aos
produtos de adi¢@o esperados da quinona-imina, como um reagente
eletrofilico via adi¢dao de Michael, enquanto que a reagdo com dgua
formou derivado dimetil-p-benzoquinona.

Entretanto, o composto 12 reagiu com dgua e anilina, levando a
substitui¢do do carbono da imina, gerando 2,6-dimetil-p-benzoquinona
e 3,5-dimetil-N-fenil-p-benzoquinona-imina, enquanto que o etanotiol
formou o composto 3,5-dimetil-2-tioetil-4-hidroxi-acetanilida, através
de reacdo de Michael. Estes resultados diferem muito do esperado
e proposto na literatura, deixando algumas duvidas, se ndo foram
encontradas as condigdes reacionais ou se a reatividade molecular da
NAPQI pode ser alterada pelo efeito estéreo-eletronico das duas metilas.

A hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade foram avaliadas através do
grau de necrose celular usando ratos e camundongos. As doses foram
administradas pelas vias intraperitoneal (IP) e intragéstrica (IG). Os
compostos 3 e 5 substituidos apresentaram maior toxidade em doses
crescentes, seguido pelos derivados 2 e 6 substituidos, comparados
ao paracetamol (1) e o N-metil-paracetamol (15).%!

Homoélogos metilados

Derivados monometilados do PAR propostos por Nelson et al*
mostraram uma diminuigdo, tanto da atividade analgésica, quanto
do potencial citotéxico, quando comparados ao paracetamol 1 e ao
3-metilparacetamol 13, demonstrando que estas atividades estdo
diretamente relacionadas, sendo observado também que o com-
posto 2-metilparacetamol 14 possui atividade muito menor e que
o N-metilparacetamol 15 € praticamente inativo, observados pelos
valores de dose efetiva (DEs) na Figura 7 e na Tabela 1. A toxicidade
estd de acordo com a prova de funcdo hepatica, medida pelos niveis
de transaminase.”
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Figura 4. Formagdo das prostaglandinas via reagdo de peroxidagdo do dcido araquidénico

Estes resultados mostram que estas duas atividades podem ser
dependentes da formacdo do intermedidrio p-benzoquinona-imina
(NAPQI). De fato, sem uma reagido de N-desmetilacdo no derivado
N-metil (15), ele ndo pode formar o intermedidrio tipo quinona-inina,
o que explicaria sua baixa atividade. Todavia, os derivados 3-metil
(13) e 2- metil (14) devem formar quinona-imina, mas a posi¢do do
grupamento metila pode diferir a reatividade quimica desses compos-
tos quando comparados com o PAR. Adicionalmente, os resultados de
necrose celular apresentados na Tabela 2 confirmam que para com-
postos dimetilados admistrados seja pela via intraperitoneal (IP) ou
intragastrica (IG), o derivado substituido na posi¢do 2,6 (9) apresenta
menor citotoxidade quando comparado ao seu isdmero posicional 3,5
(10) e 0 PAR (1), devido a algum tipo de impedimento estérico durante
o processo de metabolismo para a formagao de derivados NAPQI.

Além disso, a capacidade redox pode explicar a capacidade de
formar o intermedidrio reativo NAPQI e a atividade analgésica dos
derivados, usando voltametria ciclica em diferentes condi¢des de pH.
Os valores demonstraram uma relagdo direta da poténcia citotéxica e
atividade analgésica com o potencial de oxidacdo, sendo que os mais
baixos valores sdo mais ativos, expostos na Tabela 3. No entanto,

eles ndo explicam a diferenca na toxicidade, reafirmando assim a
importancia do efeito estérico na produ¢do de quinona-iminas.

Analogos fluorados

A hepatotoxicidade e agdo analgésica de seis andlogos fluorados
do paracetamol, compostos de 16-21, mostrados na Figura 8, foram
avaliadas em ratos. Apesar da baixa atividade analgésica dos demais
compostos, o candidato 20 foi 3,5 vezes mais ativo com menor poten-
cial téxico que o paracetamol. O potencial de oxidacdo dos compostos
19 e 20 foram os mais altos. Apés o estudo da relacdo estrutura e
atividade nenhum destes compostos avangou para a fase clinica.®®

Homélogos mono e dialquilados

A toxidade de derivados 3-monoalquil e 3,5-dialquil foi rela-
cionada ao coeficiente de particdo 6leo/dgua (Log P), um pardmetro
de solubilidade, sendo observado que os derivados contendo os
substituintes volumosos, com maior valor de Log P, diminuem tanto
a oxidacdo quanto a reatividade da aceto-imida-p-benzoquinona,
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Figura 7. Derivados monometilados do paracetamol
Tabela 1. Atividade e toxicidade dos derivados monometilados do paracetamol
C " Atividade Analgésica Dose Necrose Hepdtica ALT plasma em 24 h
ompostos DE 50 mg kg! mG kg! UM GSH/g liver wmol L' mL!
1 84,3 (27-108) 750 3,25+0,25 4030 + 501
13 177,1 (138-195) 750 0,80 £ 0,25 690 = 189
14 94,6 (77-116) 750 2,75+£0,25 3251 +905
15 > 200 1000 0 32+8
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Tabela 2. Hepatotoxidade e a nefrotoxidade de derivados dimetilados

Necrose Celular

Compostos ng‘[fgltf%?o Ratos Camundongos
(IP) IG) (IP) aIG)
2 + 0 +++ ++
1 5 - + - +++
10 - +++ - ++++
2 - 0 - 0
9 5 - 0 - 0
10 - + - 0
2 - + - ++
10 5 - ++ - +++
10 - ++ - +4+++
15 2 0 - 0 -

Tabela 3. Propriedades redox de derivados alquilados do paracetamol

Varia¢ao do Potencial de Redox (V) em condicoes de pH

Compostos 3 p 74 ° "
1 0,72 0,61 0,46 0,39 0,33 0,22
13 0,67 0,53 0,43 0,36 0,38 0,10
14 0,75 0,63 0,54 0,45 0,39 0,26
15 0,84 0,78 0,74 0,68 0,63 0,53

mostrando que esta propriedade pode ser controlada pela lipofilicida-
de e efeitos estéricos,** exemplificados na Tabela 4. As substitui¢oes
na posicdo 3-alquil mostrou poténcia similar ao paracetamol, 2-alquil
foram menos potentes e 3,5-dialquil apresentaram a mesma poténcia
analgésica e menor toxidade, comparando os niveis de transaminase
entre os grupos, tratados e controle, enquanto que a N-alquilagdo
destitui a molécula tanto da toxidade quanto da atividade analgésica.’!

A diferenca na toxicidade destes compostos parece estar relacio-
nada tanto pela produ¢do de adutos quanto pela deplecdo dos niveis
de glutationa reduzida, sendo que os monossubstituidos apresentam
os dois mecanismos, enquanto que os dissubstituidos apresentam
apenas o mecanismo de redu¢@o,* como mostra a Figura 9.

Analogos estruturais

Outro conjunto de derivados do paracetamol foi avaliado, sendo
que as modificagdes ocorreram nas posigdes 3 e 5, através da intro-
ducdo de grupos alquilicos, halogenetos, oxigenados e sulfetos, a
seguir na Tabela 5. Os compostos mostraram significativa mudanca
nas propriedades eletronicas, mostrando uma redug@o do potencial de
oxidacdo (POx) quando R, e R, sdo grupos elétron-doadores (EDG)
e elevacdo deste valor quando estes grupos sdo elétron-retiradores
(EWG). Os valores do POx mostraram boa correlagdo com atividade
bioldgica (ICs) e toxicidade medida pelos niveis da atividade da en-
zima hepdtica lactato desidrogenase (LDH), sendo que os compostos
com EDG foram mais ativos e menos toxicos.

Substitui¢des de grupos elétron doadores (-CH;, -OCH,; e —SCH,)
nas posicdes 3,5 decrescem o potencial de ionizacdo, aumentam a
inibi¢do da ciclo-oxigenase e diminuem a toxicidade, enquanto que
com grupos elétron atraentes (-F, —Cl, —Br e —I) diminuem a ativi-
dade bioldgica, mas reduzem a toxicidade discretamente.® Bessems
e colaboradores' estudaram este grupo de compostos pelo método
ab initio e demonstraram que a saida do hidrogénio ligado ao grupo

Quim. Nova

fenol € muito mais favorecida do que o a saida do hidrogénio ligado ao
nitrogénio do grupo amida em 125 kJ mol !, sendo confirmada experi-
mentalmente por meio do espectro de ESR (Espectro de Ressonancia
de Spin). Estes valores foram confirmados pelo método DFT.#>8

Derivados acil-etér-alquilico

Derivados com substitui¢des duplas foram concebidas visando
desenvolver moléculas com atividade anti-inflamatéria, uma vez que
o paracetamol ndo possui essa propriedade terapéutica. A sintese foi
baseada na estrutura quimica do paracetamol, tendo em vista a elevada
gastrotoxicidade da aspirina. As alteracdes nas funcdes acetamida
e fenol, gerando os derivados acil-etér ilustrados na Figura 10. Os
compostos exibiram maiores atividades analgésicas e antinflamat6-
rias quando comparados com a aspirina. Adicionalmente, das treze
combinagdes, onze demonstraram possuir atividade analgésica 2-10
vezes comparado a poténcia da aspirina 47. Além disso, todas as com-
bina¢des mostraram baixissima gastrotoxicidade quando comparadas
a aspirina,*” resultados mostrados na Tabela 6.

O estudo da relacio entre estrutura quimica e atividade bioldgica
usando cdlculos quanticos no nivel DFT/B3LYP/6-31G(d) mos-
trou boa correlacio entre o potencial de ionizag@o e os resultados
biolégicos, indicando a importancia do cardter doador de elétrons
dos derivados acil-éter do paracetamol. Além disso, o aumento das
propriedades estéricas, tais como volume e superficie molecular,
decrescem a atividade anti-inflamatéria em modelos in vivo.®

Nitroderivados do paracetamol

Nosso grupo desenvolveu um eficiente protocolo para a sintese
de nitroderivados do paracetamol (Figura 11). Os derivados 3-nitro-
e 3,5-dinitro-paracetamol foram preparados através de reagdo de
nitracio regiosseletiva. As estruturas dos compostos nitrados foram
confirmadas por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono e comparadas com o paracetamol. A substitui¢do ocorre
seletivamente na posicao ortho ao grupo fenol com altos rendimen-
tos. A reacdo usando a mistura HNO, e H,SO, na proporcéo (1:5)
em 4cido acético produziu o composto 3-nitro-paracetamol como
produto majoritdrio, enquanto que a reacdo do HNO; em dcido
acético produziu o 3,5-dinitro-paracetamol como produto principal.
Os compostos apresentaram um aumento de sua acidez na seguinte
ordem: paracetamol < 3-nitro-paracetamol < 3,5-dinitro-paracetamol,
devido ao efeito retirador de elétrons do grupo nitro. Os resultados
mostraram que a presenca de grupos fortemente elétron-retiradores,
além de modificar os efeitos eletronicos, contribuiam também para o
aumento da solubilidade aquosa, sendo os primeiros derivados hidros-
soliveis do paracetamol.®® As avaliacGes antioxidantes e analgésicas
estdo sendo realizados atualmente.

Associacao molecular p-aminofenol e salicilatos

Em um esforco para desenvolver derivados de salicilatos como
antioxidantes, nosso grupo utilizou o farmacéforo antioxidante do
paracetamol 1 em uma associa¢ao molecular com o 4cido salicilico
50, que pertencem a classe dos anti-inflamatdrios ndo esterdides,
bem como pela substituicdo do grupo acetamida por benzamida. Trés
derivados desta associac@o entre p-aminofenol e salicilatos foram sin-
tetizados e sua atividade antioxidante avaliada e comparada com aos
seus genitores e o trolox. A estratégia sintética geral empregada para
preparar os compostos alvos foi baseada na acilagdo ou benzoilagio
do p-aminofenol ou dcido 5-amino-salicilico com cloreto do benzoila
ou anidrido acético, formando o p-benzamidafenol 51, acido 5-aceti-
lamido-2-hidroxibenzoico 52 e dcido 5-benzamido-2-hidroxibenzdico
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Figura 8. Derivados fluorados do paracetamol

Tabela 4. Atividade comparativa dos derivados 3-alquil e 3,5 dialquilados do paracetamol

H
R NYO
H
HO CHs
R
Hepatotoxicidade (ALT Um ml)

Compostos R R LogP

Controle % Tratados %
1 H H 28+6 60+ 6 0,311
13 CH, H 207 54+4 0,793
22 CH,CH; H - - 1,306
23 CH(CH,), H . - 1,707
24 C(CH,), H - - 2,357
10 CH, CH, 14+4 17+3 1,108
25 CH,CH, CH,CH, - - 1,870
26 CH(CH,), CH(CH,), - - 2,671
27 C(CH,), C(CH,), 1144 1542 3,180

SG
HO CH,
Citocromo GSH PN
HO P450 ol / R N0
. '}‘/J%O NgEZ)P N N \ .
H 2 Gsﬁ j@L CHj
GSSG R N’J*o
H
R Citocromo R R
P450 HO
HO Chy o CH,  2GSH 14 ;
R NSO NP RTYTN Ao ) R N"So
H 2 GSSG H

Figura 9. Mecanismos de redugdo de mono e dissubstituidos andlogos

53, respectivamente, com rendimento 80-90% (Figura 12). Os dados
de RMN de H' e C" foram usados para determinar a estrutura dos
produtos derivados da rea¢do.”

Foi realizado estudo teérico do metabolismo do 4cido salici-
lico usando cdlculos de quimica quantica pela teoria do funcional

de densidade no nivel B3LYP, com a base 6-31G*, empregada
para obter a energia, o potencial de ionizagdo e a distribuicdo da
densidade de spin do 4cido salicilico comparando com seus deri-
vados, fenol e 4cido benzoico. Os resultados confirmam a geracio
regiosseletiva do dcido 2,5-dihidroxibenzéico pelo CP450 e dcido
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Tabela 5. Propriedades de andlogos 3,5 dissubstituidos do paracetamol
H
R, NYO
o
Rz
Compostos R, R, POx (V) 1C5, (mM) LDH (%)
1 H H 0,28 0,35 +0,08 50,6 £2,8
10 CH, CH, 0,21 0,16 £ 0,00 15,0+09
28 OCH, OCH, 0,12 0,20 12,440,5
29 SCH, SCH; 0,12 0,14 £ 0,03 145+12
17 F F 0,32 1,14 £ 0,07 42,3+£0,9
30 Cl Cl 0,34 0,56 +0,13 36,035
31 Br Br 0,32 0,48 £ 0,07 26,1£32
32 1 1 - 1,11 £0,16 147+14
Branco - - 82+1,0
HO 0] (0]
CHs { C { >\: CH,
H 3C C H3 H 3C
N N N
H O H O H O
33 34 35
H4C HyC H4C
HsC HsCH,C (H3C),HC
CHs CH, CHs,
N N— N
H _<O H O H 0]
36 37 38
/o F H3CQ HsCO,  CH,CH3
Hs;C
Cl H,CH,C
CH3 CH,
HN—<O N N—
39 4 H O 49 H O
Z—o o e ) o =
i W, O~
CH, CH3 CH,
N~ N— N—
42 H O 43 H O 44 H O
(H3C)3CQ HQ  C(CHj);
(H30>3CQ CH
CHs CHs HOOC b~
N~ N 0
45 H O 46 Ho 0 47

Figura 10. Paracetamol e derivados acil-éter-alquilico
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Tabela 6. Efeito analgésico, anti-inflamatério e gastrotéxico de derivados

acil-éter
Alividade Antinflamatério
Compostos Analgésica o Gastrotoxidade

ED 50 (mol kg P 30 (mol ke)

33 2,4 x 10* Inativo 1,4

34 3,5x 10* 3,6 x 10+ 1,2

35 2,1 x10* Inativo 1,7

36 1,9 x 10* 1,16 x 10* 1,2

37 5,1 x 10* 1,7 x 10* 1,6

38 42x%x10* 1,9 x 10* 2,3

39 1,1 x 10* 3,3x 10 2,1

40 3,9 x 10* Inativo 1,1

41 3,7x 10* 4,0x 10* 1,8

42 Inativo Inativo 1,3

43 1,4 x10* 3,3x 10 1,3

44 - - 1,5

45 2,4 x 10* 3,8x 10 -

46 49 %107 2,1 x 10* 2,6

47 9,4 x 10* 1,1 x 107 9,5

2,3-dihidroxibenzdico e catecol como derivados da reagdo seqties-
trantes da atividade antioxidante.’!

Além disso, as atividades antioxidantes dos compostos foram
comparadas com o potencial de ionizacdo e o HOMO, calculados
usando métodos TDF, para explorar a relagdo estrutura-atividade.
Todos os célculos foram executados usando os pacotes computacio-
nais Gaussian 03, Hyperchem 7.5 e ChemOffice 2005. A atividade
antioxidante foi determinada pela medida da inibi¢do dos niveis de
TBARS na peroxidacao lipidica em eritrdcitos humanos iniciadas
por Fe* e dcido ascorbico, peréxido de hidrogénio e AAPH. Suas
atividades seqiiestrante de radicais livres foram avaliadas também,
usando um radical livre estdvel, 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). O

HO HO
O,
N H NO3
y CHy =~——
H,SO,
Figura 11. Paracetamol e seus nitroderivados
HO
CHj
N—
H O
1
HO HO
(@)
HO
N
H
51 © 52

Figura 12. Derivados da associagdo molecular
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composto substituido pelo grupamento benzoila (51) exibiu uma ini-
bicdo mais potente do que o paracetamol, enquanto que os derivados
da associagdo molecular (52 e 53) exibiram uma inibi¢do mais potente
do que o 4cido salicilico. Os parametros moleculares relacionados a
distribuic@o de eletronica e estrutural, tais como potencial de ioniza-
¢do (PI) e orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO),
apresentaram uma boa correlacdo com a agfo antioxidante.*?

Nos modelos de nocicepcio e inflamacéo o composto 52 apresen-
tou inibi¢do significante e dose-dependente com as doses utilizadas
(10, 5 e 2,5 mg kg') nos testes de contorcdo abdominal e formalina
na fase 2, edema de pata e de orelha, bem como auséncia de mortes
na toxicidade oral aguda com as doses maximas permitidas para esse
teste (2000 e 5000 mg kg™!). Esse composto apresenta atividade anti-
nociceptiva de origem inflamatéria, sem envolvimento de receptores
opidides, atividade anti-inflamatéria e antiedematogénica, classificado
como agente xenébidticos de baixa toxicidade. Este efeito pode ser
devido a presenca do grupo carboxilato polar, que altera as proprie-
dades de ADMETox (absorg¢ao, distribuicdo, metabolismo, excre¢iao
e toxicidade) do paracetamol.”

Regioisomeros

Outro planejamento molecular realizado por nosso grupo foi
baseado na estrutura do ligante usando métodos de quimica quéntica
no nivel DFT para regioisdmeros do paracetamol como candidatos a
farmacos analgésicos (Figura 13). Os descritores moleculares HOMO,
PI, energia de dissociagdo da ligagdo fendlica (EDLy) e distribuicio
da densidade de spin foram relacionados com a reatividade quimica
do radical tirosil, um grupo reativo presente no sitio ativo da ciclo-
-oxigenase, bem como pela formagao de moléculas do tipo N-acetil-
benzoquinona imina através da abstragio de elétron ou hidrogénio, as
quais sdo responsaveis pela toxicidade do paracetamol.**

Os resultados mostraram a molécula ortobenzamol (56) como a
mais promissora. Esse composto foi sintetizado, avaliado em modelos
de nocicep¢do como contor¢do abdominal, edema de pata e placa
quente, e os resultados confirmaram a predicido do estudo tedrico.
Todos os resultados bioldgicos sugerem uma atividade antinociceptiva
mediada por receptores opidides. De fato, os resultados mostraram

Q
o HO N=O
HNO, N
—_— /;
CHs acoH CHs
(@] 49 H (@)
HO
0
HO
50
HO
0
CHj HO
N
H
o) 53 o)
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HO
o)
CHj
CH, _<CH3 HO N~
H'N_<O 0 "o

1 54 55

HO >/:\< \;:

N
51 H O 56

Figura 13. Regioisomeros do paracetamol

que no tempo de 90 e 120 min, o novo composto teve um efeito
compardvel 2 mofina, usada como droga padrio para este teste.*”

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Uma detalhada revisdo do paracetamol e seus mecanismos far-
macoldgicos sobre a enzima prostaglandina endoperdxido sintase, e
toxicoldgicos, mediados pelo sistema de oxidagdo mista citocromo
P-450, foi apresentada. Os estudos envolvendo derivados mono- e
di-alquilados, halogenados, andlogos heteroatomicos, amida e éter
foram propostos visando ampliar a atividade e reduzir a toxicidade.
Estes compostos modificaram os aspectos eletronicos, conforma-
cionais, a solubilidade e a reatividade, alterando as concentracdes
dos candidatos nas biofases e 0 modo de interag¢do no sitio ativo,
descrevendo as relagdes entre estrutura e atividade. Adicionalmente,
os derivados propostos por nosso grupo de pesquisa, tais como os
nitroderivados, derivados da associagdo paracetamol e salicilatos,
e regioisdmeros avaliados até o momento mostraram um perfil
diferenciado, especialmente na modificacdo das propriedades de
ADMETox.

Novos esforcos estdo sendo realizados visando o desenvolvimento
de novos derivados mais seguros do paracetamol e com melhor perfil
terapéutico, em nosso grupo de pesquisa, o Nicleo de Estudos e
Selecdo de Moléculas Bioativas — NESBio/UFPA, em parceria com
o grupo de Quimica Quantica do Instituto de Quimica de Sao Carlos
da Universidade de Sdo Paulo.?¢-88:929496
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