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Varias hipoteses e constantes estudos sdo realizados com o intuito
de elucidar o envelhecimento cutaneo. Para prevenir e contornar
este processo torna-se necessdario refor¢ar nossas defesas naturais
antioxidantes endogenas. Diversas substdncias antioxidantes
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exogenas, como vitaminas, extratos vegetais, dentre outras, sao
utilizadas pela Cosmetologia nos produtos antienvelhecimento. O

objetivo deste artigo é apresentar de que forma a Modelagem
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INTRODUCAO

Os estudos das propriedades antienvelhecimento das
substancias ativas vém despertando muito interesse de pes-
quisadores, considerando o aumento da expectativa de tem-
po de vida observado nas tltimas décadas e a busca da qua-
lidade de vida durante o processo de envelhecimento (IBGE
- Instituto Brasileiro de Geografia E Estatistica, 2004).

A diminui¢ao da elasticidade do epitélio era associ-
ada arigidez protéica da matriz extracelular, resultante da
polimerizag@o do colageno com a elastina. Porém, estudo
recente in vitro recentemente realizado com o uso de
microscopia atomica-AFM (Atomic Force Microscopy)
atribuiu a rigidez excessiva das células epiteliais ao au-
mento da densidade das fibras do citoesqueleto com o
decorrer da idade (Berdyyeva et al., 2005). Entretanto, um
das principais razdes apontadas pelos pesquisadores como
responsavel pelo processo de envelhecimento € o

Molecular pode ser uma ferramenta util na pesquisa por novas
substancias cosméticas antioxidantes para combater o

desequilibrio do mecanismo de defesa antioxidante de
nosso organismo (Magalhaes, 2000).

Antioxidantes referem-se a substancias que tém por
caracteristica diminuir ou bloquear as reagdes de oxidagao
induzidas pelos radicais livres. Naturalmente, nosso orga-
nismo possui substancias que t€m por objetivo estabelecer
um equilibrio harménico entre a presenga das moléculas
oxidantes, as antioxidantes e a pele. Esta ultima, por sua
area extensa e fungao protetora do organismo ao meio, fica
muito exposta ao ataque radicalar, sendo a defesa anti-
oxidante constantemente requisitada. Desta forma, ¢ pre-
ocupacao constante da Cosmetologia prevenir e atenuar o
envelhecimento cutaneo por meio da busca e do estudo de
substancias antioxidantes eficazes, que sdo oferecidas em
produtos cosméticos aos consumidores (Magalhaes,
2000). Os dermatologistas procuram formas alternativas
de promover fotoprotegao efetiva aos seus pacientes, prin-
cipalmente contra o neoplasma cutaneo induzido pela ra-
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diagdo ultravioleta (UV). Novas substancias antioxidantes
como polifendis do cha verde, alfa-MSH, genisteina,
oligonucleotideos descodificados por NF-KB, vacinas
pTpT e IL-12 encontram-se em pesquisa para este fim
(Ting et al., 2003).

Nesta pesquisa, a Modelagem Molecular foi associ-
ada a Cosmetologia como método de pesquisa inovador,
possibilitando estudos avangados na descoberta por novas
moléculas antioxidantes.

A modelagem molecular constitui-se em ferramenta
do planejamento racional envolvendo a compreensdo da
interagdo ao nivel molecular de uma substancia com seu
receptor, sob os pontos de vista quali e quantitativo. Permite
que se analise profundamente, ndo sé a estrutura molecular
compreendida em determinado sistema biolodgico, como
também fornece meios para prever a potencialidade de
moléculas candidatas a compostos bioativos. De forma
simplificada, pode ser considerada como conjunto de téc-
nicas computadorizadas baseadas em métodos de quimica
teorica e/ou dados experimentais (Cohen, 1996).

Substancias antioxidantes cosméticas

Uma das maiores causas do envelhecimento cutdneo
¢ a desorganizac¢ao do mecanismo de defesa antioxidante,
provocando doengas na pele, resultado das condi¢des cau-
sadas por esse desequilibrio e que sdo conseqiiéncias de
danos a estruturas nela presentes, como lipidios, proteinas
e DNA. Estima-se que cerca de 80% dos sinais visiveis
causados no envelhecimento sdo provocados pelos raios
ultravioletas e pelos radicais livres formados devido a
exposi¢ao a estes (Buchli, 2002).

Os raios solares contém a radiacdo ultravioleta A, B
e C. Os raios UVC incidem num comprimento de onda
entre 180 nm e 29 Onm, os UVB entre 290 ¢ 320 nm ¢ os
UVA entre 320 e 400 nm. A radiagdo UVC praticamente
ndo atinge a superficie terrestre, sendo retida pela cama-
da de ozo6nio, porém essa barreira natural estd sendo
destruida devido a poluigdo e a emissdo de clorofluor-
carbono. As radiagdes UVA e UVB estimulam a formacao
de radicais livres, ainda nao se tem certeza qual das duas
provoca mais o aparecimento destas moléculas. Sabe-se
que juntas sao mais danosas que isoladamente e que o
estresse oxidativo provocado por elas nas camadas da pele
depende da penetragdo dos raios, como exibido na Figu-
ra 1 (Shaath, 1997; Magalhaes, 2000).

A aplicagdo topica de antioxidantes reduz os danos
oxidativos induzidos pela radiacdo UV. Porém, essa pro-
tecdo sera mais eficaz se ocorrer penetragao destas subs-
tancias antioxidantes em camadas mais profundas do es-
trato corneo. Dentre as substancias ativas utilizadas atual-
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FIGURA 1 - Representagdo de diferentes comprimentos
de onda (nm) e a respectiva penetra¢do na pele humana:
estrato corneo, epiderme e derme (Shaath, 1997).

mente em produtos cosméticos com agao antienvelhe-
cimento, citamos:

Carotenoides

Os carotenoides formam um grupo com mais de 600
compostos com aproximadamente 40 atomos de carbono
(Fuchs, 1998; C¢sarini et al., 2003).

trans-beta-caroteno

Seu mecanismo de ac¢do antioxidante ocorre com a
neutralizacdo do oxigénio singlete e formacao do
carotenodide triplete, reduzindo o estresse oxidativo. O
oxigénio singlete ¢ formado através da excitacdo do oxi-
génio do ar pelos raios ultravioletas e d4 origem a outras
espécies radicalares como o anion superoxido e o radical
hidroxila. O carotendide triplete perde a energia na forma
de calor, retornando ao seu estado original (Fuchs, 1998;
Césarini et al., 2003).

Muitos estudos demonstram os efeitos benéficos dos
carotenoides, principalmente do B-caroteno, que ¢ um
precursor da vitamina A. Através da sua ingestdo oral
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ocorre reducao das lesdes celulares, aumentando a
fotoprotecdo (Fuchs, 1998; Césarini et al., 2003).

Vitamina C

HO 0
acido ascorbico

E um antioxidante hidrossolivel, potente agente
redutor e atua em inumeras rea¢des de hidroxila¢do. E
capaz de reagir diretamente com os radicais peroxidos e
regenerar a vitamina E da membrana oxidada, o
tocoferoxil em tocoferol, oxidando-se e formando a mo-
lécula de diidroascorbato. Os niveis de vitamina C na
epiderme atingem até cinco vezes ao da derme. Em adi-
¢do, o acido ascorbico possui a propriedade de estimular
a sintese de colageno (Fuchs, 1998).

A peroxidacgao lipidica do estrato corneo provocada
por radiagcdo UV foi mensurada e a acdo antioxidante do
acido ascorbico inibitdria desse processo foi detectada
pelo desaparecimento de subprodutos por meio da
espectroscopia de massa. Ocorreu diminuicdo da concen-
tragdo de radicais livres hidroxila na presenc¢a de acido
ascorbico (Trommer et al., 2002).

Glutationa

Na Figura 2 observamos as formas oxidada e redu-
zida da glutationa, sob agdo das enzimas glutationa
peroxidase, redutase e oxidase. A Glutationa é um agente
redutor de numerosas enzimas, entre elas, a glutationa
peroxidase e a fosfolipidio hidroperdxido glutationa
peroxidase. Como agente antioxidante, atua por inibigado
direta de espécies moleculares contendo oxigénio reativo
e age como doador de hidrogénio a outros antioxidantes.
A cisteina, um dos substratos da y-glutamilcisteina-
sintetase, enzima que transforma este aminoacido em
glutationa (GSH), ¢ freqiientemente o fator limitante neste
processo (Junior et al., 2001).

A glutationa ¢ fracamente absorvida por via topica,
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FIGURA 2 — Interconversao da glutationa nas formas
oxidada e reduzida pela agdo das enzimas glutationa
peroxidase, redutase e oxidase (JUNIOR et al., 2001).
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sendo que os melhores resultados em produtos cosméticos
antioxidantes tém sido obtidos quando empregados deri-
vados da GSH, como GSH-metiléster, GSH-etiléster e
GSH-isopropiléster (Okigami, 2001).

Vitamina E

Existem 4 isdbmeros da molécula do tocoferol, o, B,
v e 8, sendo que a forma de maior poder antioxidante é a
v. Entretanto, esta ndo se encontra disponivel no mercado
para a elaboragao de produtos cosméticos e a forma utili-
zada € o o-tocoferol, que ¢ fotossensivel (Fuchs, 1998).

Gragas a sua cadeia isoprenoide lateral, os fosfoli-
pideos se integram a membrana celular, com uma face em
contato com a agua e outra lipidica, e pode, dessa forma,
captar o elétron excedente dos radicais livres, oxidando-se
e protegendo a membrana celular. Com o objetivo de au-
mentar a estabilidade do o-tocoferol, a molécula pode ser
oxidada ou esterificada originando os derivados o-
tocoferol-quinona e o-tocoferol-succinato. Posteriormente,
estes derivados sdo biotransformados no figado, disponi-
bilizando seu carater antioxidante e elevando a
biodisponibilidade do a-tocoferol in vivo. A agdo anti-

CH,
H,C o CH,

CH
o 3 CH, CH, CH,

v- tocoferol
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oxidante do a-tocoferol se da tanto por neutralizagao das
formas radicalares, inibindo a peroxidacao lipidica, como
por inibicao direta da peroxidacao lipidica (Okigami, 2001).

O radical o-tocoferoxil formado apods a neutrali-
zagdo dos radicais livres pode, na presenca de ubiquinol,
se reconstituir a sua forma fenolica e retornar ao seu po-
tencial antioxidante. O ubiquinol, por sua vez, se transfor-
ma em sua forma oxidada, a ubiquinona. Do mesmo
modo, a molécula de a-tocoferoxil, na presenca de selénio
ou enxofre, pode reagir com o ascorbato, que se transfor-
ma no radical ascorbil, e recuperar a forma antioxidante.
O o-tocoferoxil pode também ser neutralizado ao reagir
com outra espécie radicalar, resultando em molécula nao
reativa (Okigami, 2001).

Dimetilaminoetanol (DMAE)

HiC<~CH,
|

Dimetilaminoetanol (DMAE)

O dimetilaminoetanol (DMAE) confere resisténcia
e estabilidade para a membrana das células plasmaticas,
influéncia na sintese do acido aracdonico e dos mediado-
res pro-inflamatorios. Inicialmente, foi usado como um
suplemento alimenticio (Cole et al., 2002).

A acdo do DMAE ¢ controversa. Alguns autores
acreditam se relacionar a producao de acetilcolina, a par-
tir de colina e acetil-CoA por meio da agdo da colina
acetiltransferase. Com o aumento da producao e liberacao
de acetilcolina, acredita-se ocorrer aumento no tonus
muscular. Na verdade, estudos devem ser realizados com-
provando este efeito (Cole et al., 2002).

Na atualidade, muitos produtos cosméticos ofere-
cem ao consumidor uma formulagdo mista com aminoaci-
dos, acido carboxipirrolidonico, ésteres de vitamina C,
acido a-lipdico. Promovem firmeza da pele, atenuagao de
rugas, aparéncia jovial e suavidade (Cole ef al., 2002).

O aparecimento de leve irritagdo cutanea pode sur-
gir durante as primeiras quatro semanas de uso topico do
DMAE (Cole et al., 2002).

Acido a-lipéico
(0] 0]

o J

§—S SH SH

Acido o-lipdico Acido o-lipsico reduzido
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Encontrado em todas as células do organismo, o
acido a-lipdico possui elevado poder antioxidante, sendo
capaz de potencializar os efeitos antioxidantes de outras
vitaminas, como o acido ascorbico. A¢ao antiinflamatdria
¢ também registrada na literatura. O acido a-lipdico apre-
senta caracteristicas hidro- e lipossoluveis, influenciando
o metabolismo celular na eliminacdo de residuos toxicos.
Auxilia na recuperagado de lesoes, na absor¢ao de nutrien-
tes, na quelagdo de metais de transi¢do e na inibi¢ao da
ativagdo do fator NFk-B (Nuclear Factor Kappa Beta),
que induz a produgdo de citocinas e a quimiotaxia, inibin-
do aresposta inflamatoria. Em adigao, ainda impede e/ou
reverte as reagoes entre o colageno e a glicose (Magalhies,
2000).

Coenzima Q

(0]
OMe Me
OMe AN T H
0 e
coenzima Q

A coenzima Q ¢ um derivado das quinonas, que
apresentam natureza lipossoluvel e possuem de 1 a 12
unidades isoprendides (n). A ubiquinona (quinona em que
n=10)] ou coenzima-Q é a mais comum em humanos ¢
exerce sua atividade antioxidante através da transferéncia
de protons da membrana mitocondrial, neutralizando ra-
dicais reativos de oxigénio e prevenindo os danos nas
biomoléculas (Magalhaes, 2000).

Extratos Vegetais

Os vegetais sdo ricos em substancias antioxidantes
e atribui-se esta caracteristica ao processo evolutivo des-
tas espécies como prote¢ao natural aos radicais livres for-
mados pela radiacdo UV necessaria a fotossintese. Diver-
sos extratos vegetais quando aplicados em modelos ani-
mais ou cultura de células neutralizam a reatividade
radicalar, diminuindo lesdes celulares, a proteinas,
lipideos, acidos graxos. Alguns destes compostos encon-
trados e extraidos de vegetais sdo os polifendis, os
flavonoides, os organosulfideos e os inddis. Os compos-
tos fenolicos formam o maior grupo de antioxidante extra-
ido de vegetais, neutralizando a reatividade radicalar atra-
vés da doagdo de um atomo de hidrogénio; mecanismo
explicado com maiores detalhes na se¢@o sobre estrutura-
atividade (F’Guyer et al., 2003; Nikolic, 2006).

Os compostos fendlicos sdo polares e encontram-se
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nos vegetais sob a forma de polimeros, na qual estao os
taninos e as ligninas. Os taninos hidrolisaveis contém um
nucleo central de glicose ou um alcool poliidrico,
esterificado com écido galico ou elagico, e sdo prontamen-
te hidrolisaveis com acidos, bases ou enzimas. Os taninos
condensados, presentes no vinho tinto, sdo precursores das
procianidinas, formando posteriormente dimeros (Soares,
2002).

procianidina dimérica

O cha verde ou preto extraido da espécie Camellia
sinensis consistui um extrato vegetal rico em antioxi-
dantes. Existe uma grande varia¢do na sua composi¢ao,
mas de forma geral apresentam catequinas (epigaloca-
tequina, epigalocatequina-3-galato, epicatequina galato e
galocatequina). Em adic@o, no cha também encontramos
flavondides (quercetina, kaempferol, myricintina), cafei-
na, teofilina, alcaldides (teobromina), acido polifenolicos
e acido galico (F’Guyer et al., 2003).

Estudo recente em ratos ap6s administragdo oral de
ché verde e submetidos a radiagdo UV demonstrou redu-
¢do dos danos oxidativos e menor indugao de metalono-
proteinases (MMPs), prevenindo danos oxidativos provo-
cados pela radiacao UV (Vayalil et al., 2004).

Muitas espécies vegetais sao utilizadas na terapéu-
tica e possuem atividade comprovada cientificamente.

Podemos ainda citar Ginkgoacea (Ginkgo biloba),
Trifolium pretense, Allium sativum, Silybum marianum,
entre outros (F’Guyer et al., 2003). Ervas usadas na culi-
naria como alecrim, orégano, canela, salvia e tomilho tam-
bém apresentam concentragdo elevada de antioxidantes
(Dragland et al., 2003).

Determinacao experimental da atividade
antioxidante

Varios métodos de analise da atividade antioxidante
foram desenvolvidos para avaliagdo do potencial
antioxidante de alimentos, fluidos bioldgicos e outros. Sdo
métodos descritos na literatura, que necessitam de equipa-
mentos e técnicas especificas e que medem a atividade
antiradicalar desenvolvida em contato com os radicais:
2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), anion superoxido,
radical hidroxila, per6xido, dentre outros. O resultado da
analise depende da especificidade do radical pelos
reagentes da reagdo de cada método (Adom et al., 2002).

Antioxidantes podem ser hidrossoluveis, lipos-
soluveis ou ambos; assim a escolha do método de analise
deve ser feita conforme a natureza do composto investiga-
do (Adom et al., 2002). A seguir segue a descrigdo dos
métodos mais utilizados na analise da atividade
antiradicalar:

* Quimioluminescéncia - ¢ amplamente utilizada para
avaliar a atividade antioxidante baseando-se nos
reagentes da reagdo de Fenton. Por meio da reagdo do
ferro e EDTA, adicionando-se peréxido de hidrogénio,
luminol, KH,PO, e NaOH a 25 °C. Avalia-se o sinal CL
(quimioluminescéncia). A medi¢ao deve iniciar imedi-
atamente apds o comeco da reagao (Cheng et al., 2002;
Cheng et al., 2003).

* TBARS (método desoxirribose para avaliagdo da ati-
vidade antioxidante com tiobarbitirico) - a reagdo
ocorre entre cloreto de ferro 11, EDTA, peréxido de
hidrogénio, desoxi-ribose, KH,PO, ¢ NaOH em pH

TABELA | — Estruturas quimicas de catequinas encontradas no cha (Tasdemir et al., 2006).

Nome R Posigdo do OH
(+)-catequina (2R, 3S) H 3,5,7,3’.4°
(-)-catequina (2S,3R) H 3,5,7.,3’.4°
(+)-epicatequina (25,3S) H 3,573’4
(-)-epicatequina (2R, 3R) H 3,573’4
(-)-galocatequina (2S,3R) H 3,5,7,3°,4°,5°
(-)-epigalocatequina (2R, 3R) H 3,5,7,3°,4°,5°
flavan-3-ol (-)-epigalocatequingalato (2R,3R) ‘Galloyl’ 3,5,7,3°,4°,5°
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7,4. A reacdo ¢ realizada a 25 °C e, posteriormente,
adiciona-se o acido tricloroacético e acido tiobar-
bittrico. A leitura do sinal de fluorescéncia depende da
extra¢ao do cromoforo. Aquece-se a 80 °C por 15 mi-
nutos e efetua-se a leitura da absorvancia a 532 nm. A
grande desvantagem deste método reside na dependén-
cia da oxidacao do substrato, influenciada pela tempe-
ratura, pressao, e outras caracteristicas do meio (Cheng
etal.,2003).

» Reagdo com DPPH - método baseado na estabilizacao
do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), ndo
necessitando extragdo. Como apresentado na Figura 3,
a reagdo ¢ determinada segundo mudanca de cor de
violeta ao amarelo (Zhang, 1999).

OH

violeta

N—N-
O,N
L o
N-N NO, .
H
O,N

amarelo

FIGURA 3 — Reagdes com DPPH (Cheng et al., 2003).

O procedimento deste ensaio foi descrito por
Mensor e colaboradores em que cada solu¢ao amostra (2,5
mL) foi acondicionada com 1 mL de solu¢do de DPPH
(0,03 mM) nas diferentes concentragdes (250-5 pg/mL).
Ap6s o tempo de reagdo de 30 minutos, a absorvancia foi
lida em 518 nm, segundo a Equagao 1:

Equagdo 1 %lInibigdo = [(A,—A,)/A,] X 100
onde: A —absorvéancia da amostra-branco (t =0 min); A,
— absorvancia do extrato pesquisado (t = 30 min).

Um controle negativo com 2,5 mL de etanol e 1 mL
de DPPH e um branco foi realizado para o extrato
(2,5mL) e 1 mL de etanol, foram feitos para todas as con-
centracdes. Os testes foram realizados em triplicata. Os
valores das IC, foram calculados por regressdo linear e se
obteve o grafico no qual a abscissa representa a concentra-
¢do do extrato testado e a ordenada a propor¢ao da porcen-
tagem da atividade antioxidante (Mensor ef al., 2001).

Reacdo com o cation radicalar ABTS - E outro mé-
todo espectrofotométrico muito aplicado para analisar
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compostos hidrofilicos ou lipofilicos. Este método ¢ bas-
tante utilizado em compostos fendlicos por apresentar
propriedades eletronicas do cation-radical em doar elé-
trons e formar ligacdes de hidrogénio.

108 s s so;
>:N*N:< j@/
N N
\ /
Et Et

ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazol-6-acido sulfénico))

-elétron lpersulfato potassico

.
‘0s s s so,
>:N*N:< j@/
N* N
\ /
Et Et

cation radical ABTS

FIGURA 4 - Reagdes com cation radical ABTS (Pannala
etal 2001).

A reagdo € monitorada por ensaios espectrofo-
tométricos medindo a absorvancia a 734 nm, valor carac-
teristico para detectar a reagdo do composto em estudo
com o cation ABTS (Pannala ez al., 2001). O esquema das
reagoes envolvendo o cation radicalar ABTS esté repre-
sentado na Figura 4 (Pannala ef al. 2001).

RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE (SAR)

O estudo das relagoes estrutura-atividade de um com-
posto-protoétipo e seus analogos auxilia na determinacao de
quais partes da molécula sao responsaveis pela atividade
biologica, ou seja, o grupo farmacoforo (Thomas, 2000).

As relacdes estrutura-atividade geralmente sao ela-
boradas alterando-se parte da estrutura quimica do proto-
tipo e observando-se qual influéncia na atividade sob o
ponto de vista quali e quantitativo. Pode-se alterar a di-
mensao e a conformacao do esqueleto de carbono, a natu-
reza e o grau de substitui¢do, ou ainda a estereoquimica
(Thomas, 2000).

A atividade antioxidante esta altamente relacionada
a capacidade de doacdo de elétrons. A etapa de transferén-
cia do hidrogénio tem se destacado, mas a atividade
antioxidante ndo depende apenas forca de energia da liga-
¢do O-H. A estabilizacdo das espécies cation-radicalar e
radicalar formadas também deve ser considerada (Equa-
¢do 2) (Wright et al., 2001; Cao et al., 2005).

Equagao 2
Ar-OH + RO, — [Ar-OH*"... RO,*] — [Ar-O"...ROOH]
— [Ar-O" + ROOH]
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Muitos fatores influenciam a atividade antioxidante
dos compostos de natureza fenolica, em especial a posi¢ao
de substituicao e o numero de grupos hidroxila (OH), as
propriedades de outros grupos substituintes e a possibilida-
de de formagdo de ligagdes de hidrogénio. A posigao de
substitui¢do da hidroxila no anel fendlico, considerada em
relacdo a uma posicao fixa, influencia diretamente a ativi-
dade antioxidante. Compostos contendo a hidroxila em
para (posicao 4) sao mais ativos do que aqueles substitui-
dos em orto ou meta (posigdes 1 e 2, respectivamente)
(Pannala et al. 2001; Cheng et al., 2002, 2003).

Os flavonoides sao os compostos de maior interes-
se cientifico entre os fenolicos. A seguir, esta representa-
da a formula estrutural do um flavonoéide, o flavon-3-ol,
com a numeragao nos carbonos ¢ nomenclatura dos anéis.

flavon-3-ol

Compostos com dois (mais comum) ou trés
substituintes grupos hidroxilas no anel benzénico possu-
em maior atividade antioxidante do que os mono-
hidroxilados, de acordo com a relag@o apresentada na Fi-
gura 5 (Pannala et al. 2001; Cheng et al., 2002, 2003).

OH S

HO >
OH

OH
OH

acido caféico 0-acido cumarinico
FIGURA 5 —Relagao da atividade antioxidante de acordo
com o numero e posigdes dos grupos hidroxilas (Cheng et
al., 2002).

Na presenca de grupo hidroxila substituido em po-
si¢do orto e/ou para em anel contendo heteroatomo nitro-
génio ou oxigénio, a atividade antioxidante é potencia-
lizada por efeito de ressondncia entre o par de elétrons do
tipo p do heteroatomo e o radical fendxi formado. As
moléculas apresentadas na Figura 6 possuem atividade

antioxidante comprovada por apresentarem heterodtomo
oxigénio em orto (Zhang, 1999; Pannala ef al., 2001):

o\ ot

N o} o}
CH; H,C™ “CH

FIGURA 6 — Ligacdes de hidrogénio na espécie neutra de
substancias contendo oxigénio em grupo substituinte
(Zhang, 1999).

As ligagdes de hidrogénio no composto na forma
neutra ndo aumentam a atividade antioxidante, mas apos
a abstrag@o do hidrogénio fenolico, estabilizam o radical,
favorecendo a acao.

A baixa atividade antioxidante na wogonina, molé-
cula representada na Figura 7, que possui um OH
resorcinoélico, se deve a estabilizacdo do composto que se
encontra em equilibrio quimico estabelecido entre os anéis
cromanoide conjugado e anel resorcindlico. De forma
analoga, encontramos o equilibrio entre os grupos OCH,
e OH (Zhang, 1999; Cheng et al., 2002, 2003).

wogonina

FIGURA 7 — Estrutura quimica da wogonina e suas
relagdes intramoleculares (Cheng et al., 2003).

Em 2001, por meio de estudo cinético, Pannala e
colaboradores (Pannala et al., 2001) avaliaram a capaci-
dade antioxidante de substancias derivadas de
flavondides, verificando as seguintes caracteristicas estru-
turais em relagdo a estrutura prototipo apresentada na Fi-
gura 8.

* A posicao do grupo hidroxila no anel B tem papel im-
portante na presenca da atividade antioxidante. Assim,
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aposi¢do para (C,) favorece essa agdo, sendo que sera
reduzida ou ausente quando o grupo hidroxila estiver
em posicodes orto e meta. A presenga de um segundo
grupo hidroxila no anel B potencializa a atividade
antioxidante;

» A presenca de dissubstitui¢io o-diidroxi no anel B e da
dupla ligagédo C,-C,, conjugada ao grupo 4-oxo (C,), no
anel C (como observado nas flavonas) ¢ essencial a
atividade antioxidante;

» A presenca de grupo hidroxila na posicao 3 do anel
heterociclico C (C,) contribui na atividade antioxidante;

* Grupos hidroxila nas posi¢des 5 ¢ 7 do anel A sdo de
menor importancia;

* Compostos diidroxilados possuem maior atividade
quando comparados com outros compostos monoidro-
xilados estudados, mostrando maior conjugagao entre
o grupo hidroxila da posigdo 4’ e o presente na posicao
3 do anel C;

R4s=H ou OH
R2= H ou OH
R3= H ou OH

flavonol e flavona

Legenda: Em azul -Substituintes menos importantes a atividade
antioxidante; Em vermelho - Substituintes importantes a
atividade antioxidante.

FIGURA 8 — Relacgdo estrutura-atividade de flavonol e
flavona (Lien et al.; 1999; Pannala et al., 2001).
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*  Compostos com trés grupos hidroxilas sao mais ativos
que os diidroxilados.

Cheng e colaboradores em trabalho que analisou
comparativamente a atividade potencial antioxidante de
15 moléculas, por modelagem molecular, observaram a
reatividade do acido galico e pirogalol (Figura 9). Entre-
tanto, ressaltaram também a elevada atividade pro-
oxidante em solugdes de pirogalol e acido galico devido a
pré-oxidagao em espécies quinodides, como mostrado no
Figura 10 (Pannala et al., 2001; Cheng et al., 2003).

Reportaram a reducao do Fe I1I ao Fe Il provocada
por estes compostos em incubagao, influindo na reagéo de
Fenton (Equagdo 3) e formacao de radicais OHe. Ocorre,
também, auto-oxidacao, produgao de HZOZ’ aumentando a
concentracdo de radicais hidroxila segundo a reagdo de
Fenton e ciclo Haber-Weiss (Equacao 4):

Equagdo 3  Fe*" +H,0, = Fe’*+ OH +-OH

Equacio4 Fe’'+ 0O, <—»Fe’ +0,

As propriedades eletronicas soma-se a lipofilicidade
(Cheng et al., 2002; Ghose et al., 1988), que representa a

OH

HO OH OH

OH

acido galico pirogalol

FIGURA 9 — Estruturas quimicas do acido galico ¢
pirogalol (Cheng et al., 2002).

semiquinona

|

dimeros

FIGURA 10 - Reagdes de oxidagdo que geram espécies quindides (Cheng et al., 2003).
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afinidade de uma molécula ou de um fragmento por am-
biente lipofilico (Ghose et al., 1988; Leach, 2001). O cal-
culo de propriedade lipofilica € adicional aos processos de
calculos de energia e analise conformacional. Esta propri-
edade esta relacionada ao coeficiente de parti¢ao (LogP).
Quanto maior o coeficiente de parti¢do, maior a afinida-
de da substancia pela fase organica e, conseqiientemente,
a lipofilicidade do composto.

O coeficiente de parti¢ao ¢ definido pela razao en-
tre a concentracdo da substancia na fase organica e sua
concentracdo na fase aquosa em um sistema de dois com-
partimentos sob condigdes de equilibrio, podendo ser
obtido por método experimental, como por determinacao
por shake-flasK, ou ainda por método tedrico, como o
desenvolvido por Ghose-Pritchett-Crippe, disponivel nos
programas de Modelagem Molecular (Ghose et al., 1988).

A Modelagem Molecular pode ser utilizada como
ferramenta, calculando propriedades fisico-quimicas de
compostos em estudo, como a lipofilicidade, entalpia de
formagao, dentre outras. Assim, pode-se empregar progra-
mas de Modelagem para obtengao tedrica do parametro de
lipofilicidade de substancias.

A aplicagdo topica de antioxidantes reduz os danos
oxidativos induzidos pela radiagdo UV. Em um estudo
realizado, solugdes aquosas de acidos caféico e ferrulico,
em pH 3 e 7,2 foram testadas topicamente e foi observa-
da a permeacao cutdnea. A lipofilicidade do acido
ferrlico ¢ maior que do acido caféico e atribuiu-se este
fato sua maior penetragao através do estrato corneo, redu-
zindo o eritema induzido pelos raios UV (Saija et al.,
2000).

A quercetina é um excelente antioxidante e diminui
a peroxidagao lipidica induzida pelos raios UV. Porém,
grande insolubilidade em meio aquoso dificulta sua
biodisponibilidade e limita sua agdo como agente
fotoprotetor. Por meio de esterificagdo da hidroxila da
posicao 3 da molécula da quercetina com alcoois de cadei-
as alifaticas de diferentes tamanhos foram obtidos os
ésteres acetato (Q-ac), proprionato (Q-pr) e palmitato (Q-
pal) de 3-O-quercetina, que se apresentaram como efica-
zes agentes fotoprotetores (Saija et al., 2003).

Quercetina

MODELAGEM MOLECULAR

A Modelagem Molecular envolve calculos de
parametros selecionados para determinada molécula, for-
necendo informagdes sobre suas propriedades (Cohen,
1996).

Os métodos de estimativa ou calculo de proprieda-
des moleculares podem ser divididos em (Cohen, 1996):
» Interpolacao: a correlagao € encontrada entre a propri-

edade ou caracteristica desejada e outras propriedades
ou caracteristicas moleculares;

» Extrapolagio: a correlagdo ndo inclui a molécula de in-
teresse, mas extrapolando a correlagdo ¢ possivel esti-
mar a propriedade desejada.

* Calculos computacionais: calculos das propriedades
moleculares realizadas por computador, com niveis
diversos de variaveis, que podem substituir as medidas
experimentais quando o procedimento necessario ¢
muito elaborado ou de dificil realizagdo (Cohen, 1996).

Algumas propriedades como: energia de formagao,
energia de ativacdo, momento de dipolo, caracteristicas de
orbitais moleculares, eletronicas, atomicas, de ligagdes,
polarizabilidade, carater hidrofobico, e outras como coe-
ficiente de parti¢do (logP) e refratividade molar (MR)
podem ser originados por através de calculos computa-
cionais que incluem mecanica molecular, métodos semi-
empiricos, calculos ab initio e outros métodos empiricos
(Cohen, 1996; Sant’Anna, 2002).

Os trés principais métodos tedricos para calculos
computacionais de propriedades podem ser classificados
em métodos empiricos (mecanica molecular), métodos
semi-empiricos e calculos ab initio (Cohen, 1996).

Mecanica molecular e métodos semi-empiricos en-
volvem célculos por meio de parametrizagdes e calculos
ab initio reproduzem um experimento sem utilizar
parametros. Os melhores resultados obtidos nos dois pri-
meiros métodos sdo aplicados em interpolagdes com da-
dos experimentais (Cohen, 1996; Leach, 2001).

Célculos semi-empiricos sdo baseados em mecani-
ca quantica, envolvendo fung¢des de onda que incluem
orbitais de Slater (STO) e de Gaussian (GTO). Métodos
semi-empiricos tratam linearmente combinacdes dos
orbitais interagindo computacionalmente com um campo
de forca estavel (SCF) e permitindo a minimizagao de
energia do sistema (Cohen, 1996).

Os métodos semi-empiricos diferem entre si pelas
aproximagoes ao considerar a repulsdo dos elétrons de
diferentes orbitais. Estas aproximagdes sao realizadas com
valores de parametrizacdo correspondentes aos obtidos
por célculos ab initio e/ou experimentais. Os métodos
recentes usam parametrizagdes oriundas de calculos ab



162

initio baseados na teoria de Huckel estendida e no progra-
ma CNDO (Complete Neglet of Differential Overlap), que
auxiliam nos calculos de orbitais e cargas. A fim de obter
dados mais seguros quanto a energia, métodos semi-
empiricos aperfeicoados foram introduzidos como
MINDO-3 (Modified Intermediate Neglect of Differential
Overlap), MNDO (Modified Neglect of Diatomic
Overlap) e AM1 (Austin Model 1) (Cohen, 1996;
Sant’Anna, 2002).

Baseando-se nestas propriedades e em estudos pré-
vios que correlacionam a estrutura quimica com a ativida-
de biologica e o pesquisador em modelagem molecular
analisa a série de moléculas para as quais efetuou os cal-
culos computacionais e pode predizer a atividade espera-
da. As analises experimentais serdo necessarias para a
validacdo da hipotese aventada.

Atividade antioxidante e parametros fisico-quimicos

A atividade antioxidante encontra-se diretamente
relacionada as propriedades eletronicas das substancias,
que podem ser representadas nos estudos de modelagem
molecular, por meio de calculos de parametros, menciona-
dos a seguir:
 AH_ diferenga de energia de entalpia entre as espéci-

es radicalar (obtida apos a abstragao do hidrogénio) e
neutra (fenolica). Representa a forga de ligacao
hidroxila (Zhang, 1999; Cheng et al., 2002, 2003);

« AH_ ou E : diferenca de energia de entalpia entre as
espécies cationica e neutra. A espécie catidnica seria
gerada a partir da transferéncia de um tnico elétron da
espécie neutra (Cheng et al., 2002, 2003);

* E, oo €nergia do orbital molecular ocupado de maior
energia (HOMO - Highest Occupied Molecular
Orbital). Parametro representativo da capacidade de
doar elétrons (Zhang, 1999; Cheng et al., 2002, 2003);

* E, o Parametro relacionado a capacidade de receber
elétrons de uma molécula, representada pela energia do
orbital molecular desocupado de menor energia,
(LUMO- Lowest Unoccupied Molecular Orbital)
(Zhang, 1999; Cheng et al., 2002, 2003);

* (H-L)Gap, que representa a reatividade do composto.
Quanto mais reativo, menor o intervalo (Gap). E obti-
do pela diferenca de energia entre os orbitais HOMO
e LUMO (Cheng et al., 2003);

» Distribuicao de spin: quanto maior a capacidade de
hiper-conjugacao de spin no anel aromatico da espécie
radicalar intermediaria formada, maior sua estabilizacdo
e maior seu efeito anti-radicalar (Cheng et al., 2003).

Na literatura disponivel sobre o estudo da atividade
antioxidante empregando modelagem molecular encon-
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tramos controvérsias: parametros representando a capaci-
dade de doar elétron (E,, ) indicam boa predigdo da ati-
vidade antioxidante em tocoferdis, mas que pode ser in-
correta quando aplicada aos flavonoides, resultado atribu-
ido a formacao de ligagdes de hidrogénio intramoleculares
nestes ultimos. Assim, E, - pode indicar relativa predi-
cdo de atividade em moléculas de estruturas quimicas di-
ferentes/diversas, com e sem grupos metila em meta. Este
fato ndo foi observado para o AH,, justificando o fato de
alguns autores defenderem a predi¢ao da atividade somen-
te pelo parametro AHf afirmando ser o HOMO de capaci-
dade superficial (Zhang, 1999; Cheng et al., 2003).

De modo geral, tem-se observado em estudos de
modelagem molecular que o aumento da cinética da rea-
¢do entre os compostos fendlicos e radicais hidroxila au-
menta com a capacidade de doar elétrons (E, ) e a
entalpia de transferéncia de um tnico elétron (E ), mas ¢
inversamente proporcional ao valor da energia de
dissociagdo da ligagdo O-H (AH)) e distribui¢@o de spin
apos a abstracdo do H (Ds") (Cheng et al., 2003).

Scotti (2006) realizou estudo de Modelagem
Molecular onde os parametros fisico-quimicos descritos
acima foram calculados de compostos fenolicos com po-
tencial antioxidante pertencentes a espécie Chimarrhis
turbinata e Arrabidea samydoides (Figuras 11 e 12). Uti-
lizou-se o programa HyperChem 6.0, otimizagdo da geo-
metria foi feita, adotando-se o método semi-empirico
AMI (Austin Model 1) (Dewar et al., 1985). As estrutu-
ras otimizadas das espécies neutras foram submetidas a
analise conformacional e o conférmero de energia mini-
ma no estado gasoso foi selecionado e utilizado para pros-
seguir no calculo de parametros fisico-quimicos. Posteri-
ormente foram submetidos a regressao linear, utilizando
os programas BILIN e BuildQsar. A matriz de correlagao
¢ apresentada na Tabela II.

Preferencialmente usaram-se na mesma equagao co-
eficientes de correlacdo < 0,5. A presenca de duas ou mais
variaveis na mesma equac¢do nao mostra acréscimo do
valor de F, como ¢ esperado quando aumenta o nimero de
variaveis independentes. Levando em conta a defini¢cdo do
valor de F, concluimos que a somatdéria do residuo nao
diminuiu suficientemente com relag@o aos graus de liber-
dade. As equagdes que correlacionam a atividade
antioxidante com apenas uma variavel foram mais signi-
ficativas nessa analise.

A andlise quantitativa, apds o ajuste de pontos no pla-
no valores preditos versus observados, indicou a remogao dos
outliers (Mol 1, 3, 6 ¢ 10f). Nestas moléculas existem carac-
teristicas que ndo sao explicadas pelo modelo encontrado. A
grande diversidade estrutural na série de compostos estuda-
dos pode ser um dos motivos para serem outliers, sendo
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FIGURA 11 - Substancias antioxidantes isoladas da espécie Chimarrhis turbinata.
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FIGURA 12 - Substancias antioxidantes isoladas da
espécie Arrabidea samydoides.

muito dificil obter um modelo que explique caracteristicas de
toda série. Apos a retirada destas moléculas obteve-se corre-

lagdo significativa com E, e comE  emenor com

AH,,, como podemos observar nas equagdes que seguem:

Equacao 5
pIC,,=+1,065 (£0,42) E ,,, 14,24(£3,78)
(n=09; r=0,91; r>=0,83; s=0,09; F=33,71; Q*=0,19;
SPRESS:O’ZS)
Equagao 6
pIC,, = +0,52(+0,23) E,,, +5,11(£0,19)
(n=09; r=0,89; r>=0,79; s=0,10; F=26,20; Q*=0,54;
SPRESS:O’ 16)
Equacao 7
pIC,,=-0,01(x0,01) DH_, +7,41(+2,05)
(n=09; r=0,57; r*=0,32; s=0,15; F=9,14; Q*=0,18;
SPRESSZO’zs)

As melhores equagdes representam os parametros
E om0 € Posteriormente, E, | Isto indica a estreita liga-
¢ao entre atividade antioxidante exercida pelo composto
e suas caracteristicas eletronicas calculadas por modela-
gem molecular. A capacidade de doar elétrons esta direta-
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TABELA 1l — Matriz de correlacgao
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CLogP (H'L)GAP AHf AHOX ELUMO EHOMO
CLogP 1 0,094 0,049 0,024 0,289 0,113
(H-L),,, 1 0,227 0,027 0,22 0,042
AH, 1 0,171 0,034 0,156
AH_ 1 0,249 0,685
E, ino 1 0,31
EHOMO 1

mente ligada a reatividade da molécula na neutralizagao
de radicais livres. AE | - representando a facilidade do
composto de receber elétrons, também influi, mas em
menor proporgao.

Pelas equagdes encontradas, notamos que tanto a
E om0 quanto a E, - “contribuem, embora em proporgdes
diferentes, em relacdo diretamente proporcional com a
atividade antioxidante. Essas observagdes realizadas por
meio da aplica¢do do modelo classico de QSAR sdo con-
cordantes com o raciocinio de que a atividade anti-
radicalar de um composto ¢ mais complexa que a abstra-
¢do do hidrogénio do grupo hidroxila, aqui representado
pelo parametro AH,

4. CONCLUSAO

Por meio de célculos dos parametros e do estudo das
relagdes estrutura-atividade das moléculas potencialmente
antioxidantes, pode-se determinar o grupo farmacoforico
necessario a atividade e, posteriormente, selecdo dos com-
postos de interesse dentro da série em questdo.

A Modelagem Molecular ¢ ferramenta inovadora que
pode ser utilizada na area de Cosmetologia, possibilitando
aidentificacdo de moléculas antioxidantes prototipos, com
vistas a aplicagdo na area antienvelhecimento.

E importante ressaltar a importancia da Modelagem
Molecular como planejamento racional da pesquisa, ndo
substituindo ensaios de avaliacao de eficacia cosmetolo-
gica, mas sim alcancando resultados com menor interva-
lo de tempo e custo.

ABSTRACT

Molecular modeling applied to the development of
molecules with antioxidant activity for cosmetic use

Some hypotheses and constants studies are made with
intention to elucidate the aging process. To prevent and to
attenuate the cutaneous aging it becomes necessary to

strengthen our endogenous antioxidant natural defenses.
Diverse exogenous antioxidant substances, as vitamins,
vegetal extracts and others, have been used by the
Cosmetology in antiaging products. The objective of this
paper is to show how the Molecular Modeling can be an
useful tool in the research for new antioxidant cosmetic
substances to face the cutaneous aging.

UNITERMS: Antioxidant. Cosmetic. Antiaging.
Molecular modeling.
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