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RESUMO

Os radicais livres sdo moléculas altamente instaveis, formadas in vivo por meio de reacGes
cataliticas das enzimas, das quais ocorre a transferéncia de elétrons. Estas moléculas alteram
proteinas extracelulares e intracelulares, as quais podem ocasionar danos celulares. Visando a
reducdo na formacédo de radicais livres, as pesquisas se ampliam na direcdo da utilizacdo dos
antioxidantes. Uma delas é o possivel uso de moléculas antioxidantes para o tratamento da anemia
falciforme, doenga de origem genética que acomete grande parte da populacdo, e que ndo tem
tratamento. O objetivo da presente pesquisa € avaliar a atividade antioxidante in vitro de compostos
derivados de triazol e glucal, estudar a sua farmacocinética e verifica-los na redugdo do estresse
oxidativo de hemécias, visando uma possivel aplicacdo na anemia falciforme. Vinte e oito
compostos inéditos foram obtidos pela sintese de derivados de C-glycosyl-bis-1,2,3-triazol e 3,4,6-
tri-O-acetyl-d-glucal, e foram submetidos aos testes antioxidantes de DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) e PFRAP (Ferric Reducing Anti-Oxidant Power). Os compostos antioxidantes com
melhor atividade nos dois ensaios foram testados em hemaécias de voluntarios saudaveis, e as
células foram avaliadas quanto a diminuicdo da hemdlise, causada pela liberacdo de espécies
reativas de oxigénio — o tratamento foi realizado antes ou apds o estresse oxidativo. Além disso, as
moléculas ativas foram analisadas in silico para avaliacido das caracteristicas farmacocinéticas e
sua potencialidade de se tornar um farmaco. Apds os testes de DPPH e PFRAP foram selecionados
2 compostos com atividade importante, que foram conduzidos a uma avaliacdo em hemécias. Um
dos compostos reduziu 61% da hemdlise induzida por peroxido de hidrogénio, enquanto 0 outro
teve 28% de reducdo. No efeito prevencdo (adicdo dos compostos antes da inducdo de estresse
oxidativo), somente uma delas foi eficaz (composto AS-66-1), com 40% de reducao na hemolise.
As andlises farmacocinéticas mostraram que ambas as moléculas tém potencial para serem
farmacos, principalmente o AS-66-1, que apresentou parametros que se enquadram em todos 0s
critérios de permeabilidade de membranas plasmaticas e toxicidade, representando um bom
candidato a farmaco para o tratamento da anemia falciforme.

Palavras chave: Radicais Livres. Antioxidantes. Triazois. Glucais. Anemia falciforme



ABSTRACT

Free radicals are highly unstable molecules, formed in vivo through catalytic reactions of enzymes,
from which electron transfer occurs. These molecules alter extracellular and intracellular proteins,
which can cause cellular damage. Aiming the reduction of the free radical”s formation, research is
expanding towards the use of antioxidants. One is the possible use of antioxidant molecules for the
treatment of sickle cell disease, a disease of genetic origin that affects a large part of the population,
and which has no treatment. The objective of this research is to evaluate the antioxidant activity in
vitro of compounds derived from triazole and glucal, to study their pharmacokinetics and to verify
them in the reduction of the oxidative stress of red blood cells, aiming at a possible application in
sickle cell disease. Twenty-eight unprecedented compounds were obtained by the synthesis of
derivatives of C-glycosyl-bis-1,2,3-triazole and 3,4,6-tri-O-acetyl-d-glucal, and were subjected to
DPPH ( 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and PFRAP (Ferric Reducing Anti-Oxidant Power)
antioxidant tests. The antioxidant compounds with the best activity in both assays were tested in
red blood cells of healthy volunteers, and the cells were evaluated for decreased hemolysis, caused
by the release of reactive oxygen species - the treatment was carried out before or after oxidative
stress. In addition, the active molecules were analyzed in silico to evaluate the pharmacokinetic
characteristics and their potential to become a drug. After the DPPH and PFRAP tests, 2
compounds with important activity were selected, which were conducted for an evaluation in red
blood cells. One of the compounds reduced 61% of the hemolysis induced by hydrogen peroxide,
while the other one had a 28% reduction. In the prevention effect (addition of compounds before
oxidative stress induction), only one of them was effective (compound AS-66-1), with a 40%
reduction in hemolysis. Pharmacokinetic analyzes showed that both molecules have the potential
to be drugs, mainly AS-66-1, which presented parameters that fit all criteria of plasma membrane
permeability and toxicity, representing a good drug candidate for the sickle cell disease treatment.

Key-words: Free radicals. Antioxidants. Triazoles. Glucals. Sickle cell disease
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1. INTRODUCAO

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas organicas,
inorganicas ou atomos que possuem um ou mais elétrons desemparelhados na sua drbita mais
externa. Devido a esta caracteristica, sdo moléculas independentes, altamente instaveis, com
pequena meia-vida e quimicamente muito reativas (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

O desemparelhamento dos elétrons nas moléculas faz com que ela apresente alta
instabilidade energética e cinética, e com isso ha necessidade de doar ou retirar o elétron de outra
molécula (HIRATA; SATO; SANTQOS, 2004). Dentre alguns exemplos de radicais livres que
interferem com as funcdes fisioldgicas normais, pode-se citar o oxigénio singlete (*O2), radical
superdxido (O2), radical hidroxila (OH"), nitrogénio (RNS), peroxinitrito (ONOO") e radical
semiquinona (Q°) (RICE-EVANS; GOPINATHAN, 2010).

A formacéo de EROs in vivo pode ocorrer no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana
plasmatica das células, durante reacdes cataliticas de enzimas no processo de transferéncia de
elétrons da fosforilacdo oxidativa, que acontece no metabolismo celular. Além disso, a producéo
desses radicais pode ser estimulada por fatores externos, como exposi¢ao a raios-X, 0zonio, cigarro
e poluentes do ar (LOBO et al., 2010).

S&@o moléculas importantes para a manutencdo da hemostasia e da funcéo celular, quando
presentes em concentracdes fisioldgicas. Um exemplo é a participacdo na ativacdo do sistema
imunoldgico, no qual os macréfagos utilizam peroxido de hidrogénio para atacar microrganismos.
Os radicais livres, da mesma forma, apresentam papel importante na desintoxicacdo de drogas e na
producdo de oxido nitrico pelo endotélio integro, substancia que exerce uma importante funcéo
vasodilatadora (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

No entanto, o aumento na sua concentracdo pode ocasionar danos as células em

consequéncia as alteracdes em proteinas extracelulares e modificacGes intracelulares, sendo o alvo
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celular diretamente relacionado ao local de formacgéo do radical (HIRATA; SATO; SANTOS,
2004).

As principais fontes radioativas sdo os radicais superdxido, e o radical mais reativo é o
hidroxila (OH-), que possui maior potencial de causar danos na célula e no DNA (BIANCHI,
ANTUNES, 1999).

O peroxido de hidrogénio (H202), apesar de ndo ser um radical livre, devido a auséncia de
elétrons desemparelhados na Gltima camada, € um metabdlito do oxigénio extremamente deletério,
pois participa da reacdo que produz o radical hidroxila. O H20. tem vida longa, é capaz de
atravessar camadas lipidicas e reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe®*
(SALVADOR; HENRIQUE, 2004).

Assim, o papel lesivo das radicais livres tem sido relacionado a diversas doengas, como
cardiopatias, aterosclerose, cancer, Parkinson, Alzheimer e doengas pulmonares (LIU et al., 2017,
DHALLA et al., 2000).

Em situacgdes fisiologicas, 0 organismo apresenta defesas contra a producdo de EROs, por
meio da acdo de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, visando diminuir a lesdo que estas
substancias podem ocasionar (NYSKA, 2002). O desequilibrio entre as moléculas oxidantes e

antioxidantes é um processo nomeado estresse oxidativo (RAHAL et al., 2014).

1.1.Antioxidantes

Os antioxidantes sdo definidos como substancias que, presentes em baixas concentracdes
quando comparado a do substrato oxidavel, sdo capazes de diminuir significativamente ou prevenir
os efeitos deletérios causados pelos radicais livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995).

As defesas efetuadas pelos antioxidantes podem ocorrer de varias formas. Os compostos
podem ser inibidores das reacbes de oxidacdo, principalmente dos radicais lipidicos (oxidantes

preventivos); podem interromper a propagacdo de reacdes de auto oxidacdo (antioxidantes
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quebradores de cadeia); podem agir como diminuidores de oxigénio singlete; podem ter acéo
sinérgica com outros antioxidantes; serem agentes redutores que convertem peroxidos em
compostos estaveis; quelantes de metal que convertem os metais pro-oxidantes em produtos
estaveis; inibidores de enzimas pré-oxidativas (lipoxigensases) (LU et al., 2010; KURUTAS,
2015).

Os antioxidantes podem ser classificados de diversas formas. Uma das classificacdes é
baseada na funcéo, sendo divididos em primarios e secundarios. Os primarios sdo os antioxidantes
“quebradores de cadeia”, principalmente os compostos fenolicos, que reagem com radicais
lipidicos convertendo-os em produtos mais estaveis. Os antioxidantes secundarios sdéo compostos
que desempenham a funcdo de captura dos radicais livres, inibindo as reacfes em cadeia (NIMSE;
PAL, 2015).

Outra classificacdo é baseada em vias enzimatica ou ndo enzimatica, conforme mostrado

na figura 1.

Via Via nao-
enzimatica enzimatica
[ T ‘

[ | Nbbssrce

- - =] Acidos =
Enzimas Enzimas for lices compostgs ndo-
primarias secundarias proteicos

Organosulfurados

FIGURA 1. Classificagdo de antioxidantes, baseado em via enzimatica e ndo-enzimatica. Fonte: Figura
adaptada de CAROCHO; FERREIRA (2013, pag.18).
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As enzimas primérias sdo aquelas que diretamente previnem ou neutralizam a acdo de
radicais livres. As trés enzimas que participam desse sistema sdo glutationa-peroxidase, catalase e
superoxido dismutase, e as respectivas atividades antioxidantes estdo mostradas na figura 2. As
enzimas secundarias incluem a glutationa-redutase e a glicose-6-fosfato desidrogenase, que
participam do metabolismo celular e ndo neutralizam diretamente os radicais livres, mas tem uma
funcdo importante de auxiliar outros antioxidantes endégenos (CAROCHO; FERREIRA, 2013,
RATNAM et al., 2008).

No caso de células com pouca capacidade de executar respiracdo aerdbia, como as
hemécias, ha formagdo de NADPH, essencial para a manuten¢do da glutationa reduzida, que por
sua vez elimina os radicais livres e peroxidos formados na célula. Além disso, esta enzima mantém
0s estados reduzidos de grupos sulfidrila em proteinas, como a hemoglobina, impedindo que esta
seja oxidada e consequentemente desnaturada (JONES, 2006; WU et al., 2004).

e e e ey
m 0, —>- 0,0 —h H,0, —_— OH* BA T
Oxigénio Superéxido Peroxido de hidrogénio Radical hidroxila Agua
0, _ 0,° —_— H,0, — OH* 1.0
Oxigénio Superéxido Peréxido de hidrogénio Radical hidroxila Agua
[ I } Gluranona-pemxldsse {
2G-SH G-S-8-G

FIGURA 2. Formagcao de radicais livres e acdo de enzimas antioxidantes para sua eliminacdo. G-SH
= glutationa reduzida; G-S-S-H = glutationa oxidada. Fonte: FERRIER, 2019, pag. 556.

Em relacdo aos antioxidantes ndo enzimaticos, a célula produz algumas dessas substancias,
contudo, eles sdo basicamente de origem exdgena, obtidas pela alimentacdo ou sintéticos. Nesse
grupo encontram-se minerais, cofatores, carotenoides, organosufurados, vitaminas, acidos

fenolicos e nitrogénios/compostos ndo-proteicos. Exemplos sdo o acido ascorbico, acido lipdico,
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tocoferdis, polifendis e beta-carotenos (CAROCHO; FERREIRA, 2013, BOUAYED; BOHN,
2010).

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem atuar de forma direta ou indireta, ou seja, agem
apos a formacdo dos radicais livres, ou, como os de acdo indireta que incluem principalmente os

agentes quelantes, que previnem a formacdo dos radicais (UTTARA et al., 2009).

Vale destacar que as vitaminas C, E e A, bem como os flavonoides, carotenoides e coenzima
Q, sdo os importantes na intercep¢édo dos radicais livres (OLIVEIRA et al., 2009).

Os polifendis sdo a maior classe de antioxidantes obtidos da alimentagdo e compreendem
os acidos fenolicos, flavonoides e amidas polifendlicas. As acOes benéficas destes compostos estdo
associadas a capacidade de sequestrar os radicais livres e modular vias de sinalizacéo intracelulares
(TSAO, 2010, DEGASPARI; WASZCZYNSKYY/, 2004).

Os &cidos fenolicos apresentam importancia no processo de inibicéo da peroxidacéo lipidica
e a lipo-oxigenase in vitro. A sua atividade antioxidante se da em decorréncia principalmente das
suas propriedades redutoras e de estrutura quimica, o que lhe permite um papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢cdo, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos fenolicos formados
posteriormente sdo altamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico, presente nestes
compostos (SOUZA, et al., 2007).

No que refere aos polifendis do tipo flavonoide, o grupo compreende as isoflavonas,
neoflavonoides, chalconas, flavonaois, proantocianidinas e antocianina, a depender do carbono no
anel C, em que o anel B esta acoplado e o grau de insaturacéo e oxidacédo do anel C (PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016).

A vitamina C é um antioxidante hidrossoltvel que atua em fase aquosa, inibindo a formacéo
de radicais livres. Contudo apresenta dificuldades de agir nos compartimentos lipofilicos para inibir
a peroxidacdo dos lipideos. Portanto, para se obter acdo, a vitamina C é ingerida em altas
quantidades e também € adicionada nos alimentos para inibir a formacdo de metabolitos nitrosos
carcinogénicos (BIANCHI, ANTUNES, 1999).



15

A vitamina C pode ser encontrada sob duas formas, a saber, a forma reduzida, denominada
de &cido ascorbico, e a forma oxidada, conhecida como &cido desidroascdrbico. Essas formas estéo
presentes nos tecidos organicos e fisiologicamente ativas, contudo, se sofrerem uma nova oxidagéo
do &cido desidroascorbico para o &cido dicetogulénico produz a formacéo de um produto inativo e
irreversivel da vitamina C (ARANHA, et al., 2000).

A acgdo antioxidante da vitamina C ocorre devido a sua capacidade de ligar-se aos dois lados
da reacdo de 6xido-reducdo, e desta forma, consegue acrescentar ou retirar &tomos de hidrogénio
de uma molécula. Cada vitamina C tem a capacidade de retirar dois &tomos de hidrogénio, em um
processo de oxidacdo, formando o &cido desidroascorbico, por sua vez, quando este passa 0
processo de reducdo, ganha dois atomos de hidrogénio, formando novamente o &cido ascérbico
(DUCONGE et al., 2008).

O éacido ascorbico € molécula com solubilidade aquosa de 0,3 g/mL, com pKa de 4,17. Esta
molécula sofre absorcdo no jejuno e no ileo, sendo necessario a presenca de sodio. A capacidade
de absorcédo é de 1200 mg/24h, sendo que a suplementacao alta deste composto diminui a taxa de
absorcdo para 49,5% para uma dose oral igual a 1,5 g, a 16,1% para dose igual a 12 g. O seu
transporte no plasma ocorre na forma de anion livre, sendo transferido para difusdo simples para o
interior dos leucdcitos e dos eritrocitos. A sua distribuicdo ocorre de forma ampla para todos
tecidos, contudo alguns conseguem apresentar altas taxas de acido ascorbico, a saber glandula
supra-renal, a hipofise e a retina. Ja os tecidos figado, pulmdes, pancreas e leucocitos tém teores
médios, e rins, musculos e eritrocitos tém pequenos teores de acido ascorbico (DUCONGE et al.,
2008).

A eliminacdo do excesso do acido ascorbico ocorre nos rins, 0s principais metabolitos, além
do &cido ascérbico inalterado, sdo o acido desidroascorbico, o acido oxalico e o acido 2,3-
dicetogulénico (ARANHA et al., 2000).

A vitamina E pode ser encontrada em 6leos vegetais, estando em alta concentracdo no
germe do trigo, € uma vitamina lipossoltvel, sendo a mesma absorvida no intestino e transportada

no plasma na forma de lipoproteinas. Esta vitamina é capaz de prevenir eficazmente peroxidagédo
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lipidica da membrana plasmética. Contudo existem diversas formas naturais isoméricas da

Vitamina E, sendo a a — tocoferol, a forma mais usada e potente (REBOUL et al., 2007).

A associacdo da vitaminas C e E € frequentemente descrito na literatura, como agédo
sinérgica na inibicdo da peroxidacdo dos lipideos da membrana e na protecdo de DNA. O uso da
vitamina E esta associado a minimizar danos causados pelos radicais livres, associado a doencas

especificas, incluindo cancer, artrite, catarata e o envelhecimento (BIANCHI, ANTUNES, 1999).

A vitamina A é importante no processo de crescimento e na diferenciagdo celular, sendo o
B-caroteno o carotendide encontrado na natureza com maior poder de formacdo de vitamina A, a
qual apresenta um carater lipossoltvel, e possui a capacidade de inibir a oxidacdo de compostos
pelos perdxidos (FERREIRA, 2010a).

1.2.Compostos triazois e glucais

Triazois s@o0 uma classe de compostos heterociclicos que desempenham uma serie de
atividades farmacologicas. Possuem um sistema de anel di-insaturado de cinco membros, contendo
trés atomos de nitrogénio em um nucleo heterociclico. Ocorre em duas formas isoméricas
possiveis, a 1,2,3 triazois e 1,2,4 triazéis (KASHYAP; SILAKARI, 2018).

Compostos contendo triazois tém sido muito utilizados na clinica. Antifungicos, como
fluconazol, isavuconazol, itraconazol, entre outros, possuem esse grupo funcional em sua estrutura,
sendo os mais importantes o 1,2,3-Triazol e 1,2,4-Triazol (LASS-FLORL, 2011). Esses compostos
tém um amplo espectro de acdo, incluindo as micoses provocadas por diversas espécies, por isso

sdo utilizados amplamente nos tratamentos clinicos (MOREIRA, 2010)

Atualmente, esse scaffold tem se mostrado bioativo e tem sido utilizado para o estudo de
antimicrobianos, antivirais, antitumorais e doencas neurodegenerativas (KUMAR; KAVITHA,
2013).
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Além disso possui propriedades farmacocinéticas favoraveis por se ligarem facilmente com
alvos terapéuticos. Por exemplo, em um 1,2,3-Triazol 1,4-disubstitutido, a ligacdo C-H como
doador de hidrogénio e o par N-3 como um aceptor de hidrogénio (BONANDI et al., 2017).

O uso desses compostos esta sendo atualmente avaliado para atividade antioxidantes. Desta
forma, hé alguns trabalhos que relatam andlogos com tal atividade, bem como os mecanismos ainda
ndo sdo bem compreendidos (ALVES et al., 2018).

A juncdo de glucais com triazois tem oferecido compostos com alta estabilidade, natureza
polar (compativel com fluidos biol6gicos), e facilidade de ligacdo com hidrogénio pelo anel
triazdlico e biocompatibilidade pela presencga do centro esterogénico do carboidrato (FERREIRA
et al., 2010b).

1.3.Anemia falciforme

A anemia falciforme é uma doenca de causa genética que acomete as células vermelhas do
sangue, os eritrocitos. E caracterizada por uma mutacdo do aminoécido &cido glutamico pelo
aminoacido valina na cadeia 3 da hemoglobina A (HbA), cuja estrutura esta mostrada na figura 3,
constituindo assim a hemoglobina S (HbS). A presenca de um gene S recessivo (HbSS) ou
dominante (HbAS) caracteriza a doenca como doenca falciforme ou traco falciforme,
respectivamente (AZAR; WONG, 2017).
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FIGURA 3. Molécula de hemoglobina e o grupo heme. A esquerda a hemoglobina com 4 cadeias, duas
a e duas B, cada uma contendo o grupo heme. A direita, detalhe do grupo heme com molécula de porfirina
e fon ferro. Fonte: VOET; VOET, 2013, pags. 328 e 334.

Por conta da mutacdo, a HbS se difere da HbA pela perda de das cargas elétricas por
subunidade da proteina. Com isso, apresenta estabilidade e solubilidade distintas, com tendéncia a
formacéo de agregados. Devido a essa alteracdo, a estrutura da hemacia sofre modificacdes, se
tornando deformada e enrijecida, o que contribui para a vasoclusdo, fendbmeno responsavel por

consequentes alteracdes moleculares na prépria hemacia e em outros 6rgaos.

A hemoglobina S diminui o tempo de meia vida das hemacias, reduz a sua capacidade de
transportar oxigénio, causa inflamacéo e comprometimento do metabolismo do ferro (WRIGHT;
REID; STENNETT, 2014).

A membrana das hemacias contém grande quantidade de grupos -SH, que sdo convertidos
em componentes dissulfeto (R-SSG) pelos agentes oxidantes. Esse fendmeno leva a desnaturacéo
das proteinas da membrana e oxidacdo dos seus componentes lipidicos (lipoperoxidacao), que
pode, por sua vez, induzir o estresse oxidativo intracelular. Além disso, a formacéo de R-SSG causa
oxidacdo proteica, como ocorre com a hemoglobina, que se agrega na célula. Todo esse processo
pode levar a célula ao rompimento (hemolise) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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Por conta disso, o paciente diagnosticado com anemia falciforme apresenta um aumento do
estresse oxidativo e mediadores inflamatérios em comparacdo com seus homologos saudaveis, de
forma que a utilizacdo de antioxidantes tem sido investigada para o tratamento nessa doenga,
visando um controle da extensdo da leséo tecidual (WRIGHT; REID; STENNETT, 2014).

A figura 4 mostra a comparagdo de uma hemacia de um humano saudavel, e uma hemécia
de um paciente portador de anemia falciforme, em que é possivel observar a célula no formato de

meia lua ou foice, caracteristica da doenca.

A anemia falciforme € a doencga hereditaria mais comum no mundo e no Brasil, que causa
alta mortalidade, principalmente no continente africano. Segundo o Ministério da Saude, ndo ha
dados consistentes sobre a mortalidade e a letalidade por doengas falciformes no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015), em 2007 foi estimado que cerca de 3.500 criangas, por ano,
nascem com doenca falciforme e 200.000 com o tracgo falciforme entre os recem-nascidos vivos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007). As maiores taxas de 6bitos estio na regido Centro-Oeste — 0
estado de Goiés registrou 0,48 mortes por 100.000 habitantes), além da Bahia, que também tem
essa taxa de oObitos. As maiores taxas de mortalidade estdo relacionadas com o genotipo
homozigotico HbSS (POMPEO et al., 2020).



20

@) 2um

FIGURA 4. Comparacao entre (a) hemacias normais, uniformes e em forma de taca e (b) hemacias
com formas variadas vistos na anemia falciforme, que variam desde os normais até os pontudos ou
em forma de foice. Fonte: NELSON; COX, 2019, pag 172.

Os sintomas da doenca sdo variados: 0s pacientes podem ndo apresentar quase nenhum
sintoma, ou ter crises graves da doenga, com sintomas de dores Osseas, na barriga, infeccoes,
podendo levar a morte (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Hoje, o procedimento terapéutico recomendado para essa doenca inclui a transfusdo de
sangue, a terapia antibidtica e vacinacdo contra o pneumococo e todas as complica¢fes. Quanto a
terapia farmacoldgica para a anemia falciforme, sdo considerados a administracdo de moléculas
indutoras de hemoglobina fetal (HbF), agentes antianémicos, moléculas que diminuem adesdo,
moduladores de isquemia-reperfusdo, agentes que fazem balanco entre Hb livre e grupo heme, anti-

inflamatdrios, antitrombéticos e antiplaquetarios (TELEN et al., 2019).

Com relacdo a antioxidantes, os medicamentos aprovados pelo FDA para o tratamento da
anemia falciforme incluem principalmente a hidroxiureia e a L-glutamina (REES, 2011; GIBSON
etal., 2015; KASSA et al., 2019).
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A hidroxiureia comecou a ser testada na anemia falciforme desde 1984 e hoje ¢ a principal
terapia especifica medicamentosa para a anemia falciforme (PLATT et al., 1984; AGRAWAL et
al., 2014). No entanto, ndo had um consenso sobre o seu mecanismo de a¢do, mas acredita-se que 0
farmaco cause uma diminuicdo no grau de polimerizacdo da hemoglobina e consequente alivios
dos sintomas associados a doenca, além de aumentar os niveis de HbF. Ainda se cogita a
possibilidade de um mecanismo de protecéo pela S-nitrosilagéo de BCys93 (EATON AND BUNN,
2017).

A L-glutamina aumenta a atividade de sintese de NAD, reduzindo a producédo de espécies
reativas, uma vez que o potencial redox é definido como uma taxa de NADH para a soma de NADH
mais NAD+. Essa mudanca no potencial redox diminui a sensibilidade da hemécia ao estresse
oxidativo (NIITHARA et al., 1997).
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2. JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, 0s antioxidantes exercem um importante papel nos sistemas bioldgicos
e, portanto, € de interesse das industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia, devido a
propriedade de conservacdo de muitos produtos do mercado, além da prevencdo e tratamento de
muitas patologias, como cancer, doengas degenerativas, cardiovasculares, artrite, arteriosclerose e
0 processo normal de envelhecimento (BETTENCOURT, 2017).

No campo da anemia falciforme, os antioxidantes tém sido extensivamente estudados para
melhor compreensdo do papel do estresse oxidativo na doenga e como essas moléculas podem

trazer beneficios aos pacientes. Nesse sentido, a busca por novos antioxidantes é fundamental.

As pesquisas avangcam ndo somente para a descoberta de novos antioxidantes, como
também na melhora do perfil farmacocinético dos que ja existem, visando aprimorar as questdes
que se referem a absorcdo, distribuicdo, metabolizacéo e excre¢do dos compostos, uma vez que 0s
antioxidantes mais conhecidos (vitaminas) ndo tem um perfil adequado de absorc¢éo e distribuicao,
principalmente em hemacias, o foco desse trabalho. Por conta disso, esse trabalho leva em conta
ndo somente a prospeccdo de novas moléculas antioxidantes, mas também a selecéo daquelas mais
atrativas do ponto de vista fisico-quimico, por meio de avaliacbes farmacocinéticas. Assim, a

selecdo foi feita pela atividade antioxidante e pelas propriedades medicamentosas.

Nesse sentido, foram utilizadas moléculas derivadas de triazois e glucais, uma vez gque esses
prototipos tém sido associados a atividade antioxidante. Além disso, sdo estruturas estaveis, com
rota de sintese ja estabelecida, rapida e de baixo custo, fatores igualmente importantes quando se

trata do desenvolvimento de farmacos.

A aplicacdo, portanto, de tais moléculas antioxidantes na anemia falciforme se da por se
tratar de uma doenca sem cura, com poucas opc¢des terapéuticas, que acomete grande parte da

populacdo mundial. Assim, tendo em vista o potencial terapéutico de tais moléculas, nesse trabalho
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foi feita uma triagem de compostos derivados de triazois e glucal, por sua atividade antioxidante
monitorada por estratégias de ensaios quimicos e celulares, a fim de comprovar a participacdo de
uma atividade antioxidante da remocdo de radicais livres de hemécias. Na triagem ainda foi

considerada a farmacocinética dos compostos, visando a selecdo de um medicamento candidato.



24

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é avaliar a atividade antioxidante de moléculas derivadas de
1,2,3-triazol e glucal e investigar sua aplicacdo na anemia falciforme além de avaliar sua

propriedade farmacocinética.

3.2.0bjetivos Especificos

e Obter compostos sintéticos andlogos de 1,2,3-triazol e glucal,

e Analisar a atividade antioxidante dos compostos pela técnica de captura do radical livre
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e pelo método PFRAP (Ferric Reducing Anti-

Oxidant Power);
e Investigar a atividade hemolitica das moléculas;

e Avaliar a capacidade das moléculas de diminuir atividade hemolitica induzida por estresse

oxidativo;

e Observar a farmacocinética dos compostos in silico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao dos Compostos

Vinte e oito compostos foram obtidos pela sintese de derivados de C-glycosyl-bis-1,2,3-
triazol a partir de 3,4,6-tri-O-acetyl-d-glucal, conforme descrito por Shamin et al., (2015 e 2017).
A sintese foi realizada no Laboratdrio de Sintese de Moléculas Bioativas, no Departamento de
Farmécia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, sob a coordenacdo do Dr. Hélio

Alexandre Stefani. As moléculas utilizadas como ponto de partida estdo apresentadas na Figura 5.

FIGURA 5. Estrutura quimica inicial das moléculas utilizadas no estudo. No grupo R foram

adicionados diversos grupos funcionais para a sintese dos 28 compostos.

4.2. Ensaios antioxidantes

4.2.1. DPPH

O teste de DPPH foi conduzido em microplacas de 96 poc¢os, conforme descrito por Rajesh
e Natvar (2011). Para isso, 10 pL de amostra (0,5 mM) foi incubado com 10 pL de DPPH (0,1 mM
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concentracdo final, diluido em metanol) e acrescidos 180 pL de metanol. A reagdo foi incubada
por 30 minutos, no escuro, a temperatura ambiente, e apos esse periodo realizou-se uma medida de
absorbancia em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 515 nm. Os ensaios foram feitos

em triplicata e para o calculo foi considerada a média dos valores obtidos.

Como controle, foram adicionados 10 puL de metanol em vez da amostra e para o controle
do ensaio utilizou &cido ascérbico (1 mM) no lugar das amostras. O valor de absorbancia obtido
com o &cido ascérbico (controle do ensaio) nédo foi utilizado para o calculo.

Para o célculo de atividade antioxidante, em porcentagem, utilizou a férmula:
100 — ((Aamostra X 100) / Acontrole)

Para amostras que demonstraram atividade importante foi feita uma curva concentracao-
resposta com 0,5, 1 e 2 mM dos principais compostos, com o ensaio feito da mesma forma como

descrito acima.

4.2.2. PFRAP

O teste de PFRAP foi conduzido em microtubos e posteriormente em microplacas de 96
pocos (VIJAYALAKSHMI; RUCKMANI, 2016). A amostra (0,5 mM, 10 uL) foi incubada com
250 pL de tampdo fosfato (PBS, 50 mM, pH 7,3) e 250 pL de ferrocianeto de potassio 1%. A
mistura foi agitada em vortex e incubada a 50°C por 20 min. Apds isso adicionou 250 pL de &cido
tricloroacético 10% e centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos, em temperatura ambiente. Uma
aliquota de 250 pL de sobrenadante foi adicionada a 250 pL de agua destilada e 50 pL de cloreto
férrico 0,1%. Essa reacdo teve a absorbancia medida de em espectrofotbmetro, com comprimento
de onda de 700 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e para o calculo foi considerada a

média dos valores obtidos.

Como controle, adicionou-se 10 pL de PBS em vez da amostra e para o controle do ensaio

utilizou acido ascorbico (1 mM) no lugar das amostras, ndo mostrado nos resultados.
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Para amostras que demonstraram atividade importante foi feita uma curva concentracao-
resposta com 0,5, 1 e 2 mM dos principais compostos, com 0 ensaio feito da mesma forma como

descrito acima.

4.3. Teste em células - hemacias

4.3.1. Atividade hemolitica em hemécias de pacientes saudaveis

Para a determinacdo de atividade hemolitica dos compostos foi utilizado sangue de
voluntérios saudaveis, obtidos por doacdo da UNIFAG, considerado material de descarte, apos o
processo de triagem de voluntarios referente a primeira coleta, ou seja, de voluntarios que nao
passaram por qualquer procedimento na Unidade e estdo cientes e concordaram com este
procedimento. O procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Séo Francisco (CAAE 25441719.0.0000.5514).

Um volume de 1 mL sangue de cada voluntario (em um total de 20 voluntarios) foi
aleatoriamente agrupado para formacdo de um pool geral de sangue, para ser utilizado nesse
trabalho, para normalizar diferencas individuais, uma vez que ndo foi feita distin¢cdo de sexo ou

idade para a composicao do pool.

O sangue total, coletado em tubos contendo EDTA, foi centrifugado a 1000 x g por 10
minutos em temperatura ambiente. O plasma foi retirado e as hemacias foram lavadas com tampao
fosfato-salina (PBS, 50 mM, pH 7,3). Para cada 3 mL de sangue total foram adicionados 9 mL do

mesmo tampao para a obtencdo de uma suspensdo de hemaécias a 4%.

Para o ensaio de hemolise, foram misturados 20 pL da suspensdo de hemécias, 50 pL de
solucdo PBS e 0,5 pL de amostra. A mistura foi incubada a 37°C por 60 minutos e apos isso foi

centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente. Uma aliquota do sobrenadante
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foi transferida para uma placa de 96 pocos e a absorbancia (A) foi medida em espectrofotdmetro,

em comprimento de onda de 414 nm.

Como controle negativo utilizou tamp&o PBS ao invés de amostra, e como controle positivo
utilizou-se triton-X 100 0,1%.

Para o célculo de atividade hemolitica, utilizou a seguinte férmula:

(Aamostra - Atampéo) / (Atriton - Atampéo) x 100

4.3.2. Atividade dos compostos em hemacias induzidas ao estresse oxidativo

Os compostos foram testados em hemacias induzidas por estresse oxidativo para avaliar as
situacOes de prevencdo e tratamento das moléculas no estresse oxidativo, ou seja, avaliar se as
moléculas sdo capazes de impedir a formacgdo dos radicais livres ou remover esses radicais ja

formados. A avaliacdo dos efeitos de estresse oxidativo foi feita pode meio do teste de hemolise

Para avaliar o efeito prevencdo, hemacias de pacientes saudaveis (20 pL da suspensao de
hemacias, conforme descrito no item 4.3.1), foram colocadas em 50 pL de PBS e 0os compostos 64-
6 e 66-1 foram adicionados por 60 minutos a 37°C. Ap0s isso, foi acrescentado 1% de H.O; a
solucdo. Ap6s 10 minutos, a mistura foi centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos em temperatura
ambiente. Uma aliquota do sobrenadante foi transferida para uma placa de 96 pocos e a absorbancia

(A) foi medida em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 414 nm.

Para a avaliacdo do efeito tratamento das moléculas, 20 puL da suspensdo de hemacias
(obtidas conforme descrito no item 4.3.1), foram colocados em 50 uL de PBS e foi incubado 1%
de H202 por 10 minutos a 37°C. Apos esse periodo, as moléculas 64-6 e 66-1 foram adicionadas, e
apos 60 minutos a mistura foi centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente.
Uma aliquota do sobrenadante foi transferida para uma placa de 96 pocos e a absorbancia (A) foi

medida em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 414 nm.
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Os ensaios foram feitos em triplicata e a média + desvio padrdo sdo apresentados nos

resultados.

4.4. Estudo in silico para Avaliacdo Farmacocinética

Compostos foram avaliados quanto as suas propriedades fisico-quimicas, por meio das
ferramentas admetSAR LMMD, SwissADME e Molinspiration (todas de uso livre). Com essas
ferramentas foi possivel predizer parametros farmacocinéticos de absorcdo gastrointestinal,
penetracdo na barreira hematoencefalica, inibicdo de enzimas metabdlicas hepaticas e toxicidade.

Ainda foram avaliados os parametros fisico-quimicos, seguindo as regras de Lipinski,
(LIPINSKI et al., 2001) para verificar se as moleculas candidatas s&o passiveis de serem

medicamentos.

Os parametros avaliados e valores aceitaveis para o estudo estdo mostrados na tabela 1.

TABELA 1. Parametros considerados para avaliacdo fisico-quimica dos ligantes e valores maximos

aceitaveis

Parametro Valores aceitaveis*

massa molecular <500 Da
aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA) <10
doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD) <5

LogP 2ab
TPSA 40 a 100 A2

* conforme parametros estabelecidos por LIPINSKI et al. (2001)

Foram selecionadas somente moléculas que tenham alta absorcao gastrointestinal e pouca
ou nenhuma permeabilidade a barreira hematoencefalica, inibicdo de no maximo 2 enzimas

hepaticas, baixa toxicidade e nenhuma violacéo das regras de Lipinski.
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4.5. Anélise estatistica

Anélise estatistica foi aplicada nos experimentos com células (hemacias). No teste de
hemolise, foi comparado o grupo controle, sem tratamento, com 0s grupos tratados com as novas
moléculas. Nos ensaios de inducdo de estresse oxidativo em hemacias, foi comparado o grupo

induzido a hemdlise (controle positivo) com os grupos tratados.

Para isso, foi utilizado o teste ANOVA, com pos teste de Tukey. Foram considerados
estatisticamente significantes valores de p<0,05, marcados com asterisco nos graficos,

apresentados na secdo Resultados.
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5. RESULTADOS
5.1. Ensaios antioxidantes

As 28 moléculas obtidas foram inicialmente testadas no ensaio de DPPH para avaliacdo da
atividade antioxidante. O resultado da porcentagem de atividade antioxidante, em comparagdo com
0 controle, sem adicdo de amostra, estd mostrado na figura 6. Por esse ensaio, foi possivel
identificar atividade em 8 amostras, a saber, AS-36-4, AS — 64-4A, AS-64-5, AS-64-6, AS-64-9A,

AS-64-11B, AS-66-1 e AS74-7B.
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FIGURA 6. Porcentagem de atividade antioxidante de 28 moléculas sintéticas pelo método do DPPH
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Para confirmar a atividade antioxidante, 3 moléculas que apresentaram atividade mais
pronunciada (AS-66-1, AS-64-6 e AS-74-7B) foram testadas em duas outras concentragoes
maiores, conforme mostra a figura 3. Foi possivel verificar que as amostras AS-66-1 e AS-64-6
apresentaram um efeito dependente da concentracao (figuras 7A e 7B, respectivamente), enquanto
a molécula AS-74-7B diminuiu a sua atividade antioxidante conforme o aumento da concentracéo
(figura 7C).
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C DPPH AS-74-7B
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FIGURA 7. Porcentagem de atividade antioxidante de moléculas em 3 diferentes concentracdes pelo
método do DPPH. A = AS-66-1; B = AS-64-6; C = AS-74-7B.

Para melhor validacdo do resultado foi feito um segundo teste de antioxidacdo das amostras,
utilizando o ensaio de PFRAP. Foram utilizadas as 5 amostras que mais apresentaram atividade no
teste anterior (DPPH), incluindo aquelas em que a curva concentracao-resposta foi avaliada - AS-
64-4A, AS-64-5, AS-64-6, AS-74-7B e AS-66-1. Como mostrado na figura 8, somente trés

amostras apresentaram atividade antioxidante relevante: AS-64-5, AS-64-6 e AS-66-1.



34

PFRAP

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

- . '
0

controle AS-64-4A AS-64-5 AS-64-6 AS-74-7B AS-66-1

FIGURA 8. Atividade antioxidante de 5 moléculas pelo método do PFRAP

As trés amostras (AS64-5, AS64-6, AS66-1) que confirmaram a atividade antioxidante pelo
método de PFRAP foram testadas, no mesmo ensaio, em uma curva concentracao-resposta,
conforme mostrado na figura 9. As trés moléculas causaram atividade antioxidante dependente de

concentracao.

Assim, duas moléculas — AS64-6 e AS-66-1 — foram selecionadas para continuidade do

estudo, por demonstrarem atividade nos dois ensaios, em resposta dependente da concentracao.
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FIGURA 9. Atividade antioxidante de moléculas em 3 diferentes concentracGes pelo método do
PFRAP. A = AS-64-5; B = AS-64-6; C = AS-66-1.

5.2. Atividade hemolitica

Os compostos 64-6 e 66-1 foram selecionados por terem apresentado atividade
antioxidante, dependente de concentracao, nos dois ensaios DPPH e PFRAP. Eles foram entdo
testados quanto a capacidade de causar hemdlise em hemacias de doadores saudaveis. Foi
verificado que ambas as moléculas ndo séo capazes de causar lise nesse tipo de célula, conforme
mostrado na figura 10. Sendo assim, esses compostos poderdo ser avaliados em hemacias quanto

ao estresse oxidativo.
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FIGURA 10. Capacidade hemolitica de 2 moléculas em hemacias de pacientes sadios

5.3. Atividade antioxidante em hemacias

Para verificar se os dois compostos selecionados teriam atividade antioxidante em células,
foi induzido estresse oxidativo em hemacias pela adicdo de peroxido de hidrogénio. As moléculas
foram avaliadas em duas situacdes. Uma delas foi a incubacdo das novas moléculas com as
hemacias antes da inducdo do estresse oxidativo, para avaliar um efeito de prevencdo, ou seja, se
0s compostos poderiam impedir a formacéo dos radicais livres. A outra condicdo foi a incubacédo
das amostras ap0s a inducdo do estresse oxidativo, para avaliar um efeito tratamento, isto é, se 0s

compostos poderiam reverter as aces causadas pelos radicais livres ja formados.

Como mostrado na figura 6, o controle positivo representa uma alta taxa de hemolise, apds

a incubacdo de 1% peroxido de hidrogénio nas hemécias, por 60 minutos. No controle negativo,
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somente com a adigdo de amostras no periodo de 60 minutos, ndo foi observada hemdlise
importante.

Foi verificado que o composto AS-66-1 foi eficaz em reduzir 61% da hemolise causada
pelo perdxido de hidrogénio, na concentracéo e tempos testados (figura 11), no efeito tratamento.
A molécula AS-64-6 causou 28,6% de reducdo da hemolise. Nos dois casos, a redugédo de hemolise,

em relacédo ao controle positivo, foi estatisticamente significante.

tratamento
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FIGURA 11. Capacidade de reducdo da hemolise induzida por peroxido de hidrogénio com as

amostras AS-66-1 e AS-64-6, em uma avaliacdo de tratamento. * p<0,05

O composto AS-66-1, quando incubado antes da adi¢cdo de peroxido de hidrogénio, causou
reducdo de 40%, comparado ao controle positivo (inducdo de hemolise pelo peroxido de
hidrogénio), conforme mostrado na figura 12. O composto AS-64-6 ndo causou nenhuma redugéo

de hemolise no efeito prevencéo.
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FIGURA 12. Capacidade de prevencdo da hemolise induzida por peroxido de hidrogénio com as

amostras AS-66-1 e AS-64-6, em uma avaliacéo prevenc¢do. * p<0,05

5.4. Avaliacdo in silico das moléculas antioxidantes ativas

As moléculas que apresentaram atividade antioxidante nos dois ensaios e causaram
atividade de diminuicdo de hemolise (AS-64-6 e AS-66-1), foram analisadas quanto as suas
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas.

Os resultados obtidos estdo mostrados na tabela 2, bem como os valores considerados nesse
trabalho, como potencial capacidade de farmaco.

Foi possivel observar que para o composto AS66-1, todos 0s parametros estavam dentro
daqueles previamente estabelecidos (conforme critérios de Lipinski mencionados na tabela 1),
sendo considerada a melhor molécula nesse estudo, considerando a sua capacidade antioxidante,

seu efeito de reducdo de estresse oxidativo nas hemacias e caracteristicas farmacocinéticas

favoraveis para um futuro medicamento.



TABELA 2. Avaliagdo farmacocinética in silico
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Parametro Critério* Valor AS-64-6 Valor AS-66-1
Massa molecular <500 Da 550.53 g/mol 391.42 g/mol
Aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA) <10 11 6
Doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD) <5 2 3

LogP 2a5 3.75 2.98
TPSA 40 a 100 A? 128,32A% 100,63A%
Absorcdo gastrointestinal Sim Sim Sim
Penetracdo na barreira hematoencefalica Né&o Né&o Né&o
Inibigdo de enzimas metabdlicas hepaticas Até 2 2 Enzimas Né&o

* conforme parametros estabelecidos por LIPINSKI et al. (2001)
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6. DISCUSSAO

Antioxidantes sdo utilizados no tratamento de muitas desordens, principalmente neoplasias,

doencas neurodegenerativas e anemia falciforme (AL BALUSHI et al., 2019).

Existem diversos ensaios para avaliacdo da capacidade antioxidante de compostos, in vitro.
Como uma primeira avaliacdo, neste trabalho optou-se por utilizar os testes de DPPH e PFRAP.

O DPPH é um ensaio classico e muito utilizado para a avaliagdo de atividade antioxidante
por sequestro de elétrons, por ser facil (envolve apenas uma reacgdo) e rapido. Para o screening de
atividade de varias moléculas, como foi feito neste trabalho, é o teste ideal para uma primeira
abordagem (FOTI, 2015).

No entanto, € recomendado que para que um composto seja determinado antioxidante, mais
de um ensaio seja realizado, e por isso foi feito PFRAP somente com amostras que apresentaram

maior atividade pelo DPPH.

O método do PFRAP avalia a reducdo de ferro Fe** a Fe?* na presenca de antioxidantes,
que reagem com o ferrocianeto de potéssio produzindo um composto que ira reagir com o cloreto
férrico, detectavel pela espectrofotometria. Dessa forma, um outro mecanismo de antioxidagéo é
avaliado (MOHARRAM & YOUSSEF, 2014).

Dessa forma, de 28 compostos que iniciaram o estudo, foi possivel selecionar 2 (AS-64-6
e AS-66-1) pelo ensaio de DPPH e também pelo ensaio de PFRAP, ainda levando em consideragédo

a dependéncia de concentracdo.

Muitos compostos com conhecida atividade antioxidante, principalmente os de origem
natural, como os polifenois, flavonoides e vitaminas, tém sido testados com sucesso por esses
métodos, permitindo assim a descoberta de novos antioxidantes (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Novos antioxidantes sdo cada vez mais procurados, uma vez que 0s mais conhecidos tém
propriedades farmacocinéticas que desfavorecem a penetracdo de membranas bioldgicas ou

distribuicdo em compartimentos bioldgicos, o que prejudica a chegada e permanéncia da molécula
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na regido alvo. A vitamina C, por exemplo, tem dificuldade em permear hemécias, sendo inviavel

a sua utilizacdo para o tratamento da anemia falciforme.

Na anemia falciforme, as hemécias dos pacientes contém hemoglobina anormal (HbSS na
forma homozig6tica e HbSC na forma heterozigética) apds uma substituicdo do aminoécido acido
glutdmico pela valina, o que leva a polimerizacao de tetrdmeros e consequentemente deformacao
da membrana das hemacias (POMPEO et al., 2020). Essa alteracdo de formato da hemécia leva a
célula a ficar em um estado mais rigido, o que causa obstrucdo do fluxo sanguineo, principalmente
na microvasculatura (REES et al., 2010). Além disso, hd um quadro de hem@lise intravascular, com
eliminacdo de Oxido nitrico, além da alteracdo na permeabilidade da membrana de glébulos
vermelhos (GLADWIN et al., 2004).

Assim, pacientes apresentam efeitos clinicos divididos em dois grupos: anemia hemolitica
cronica e episodios agudos de isquemia vaso-oclusiva. As complica¢des incluem dor, sindrome
toracica aguda, acidente vascular cerebral, nefropatia, osteonecrose, ulceras de perna e vida util
reduzida (KASSA et al., 2019; AL BALUSHI et al., 2019).

Ja foi relatado que o ciclo de producéo de HbS resulta em producao de espécies reativas de
oxigénio (principalmente O2 e H»0.) dentro das hemécias SS. A atividade de enzimas
antioxidantes (SOD e catalase) aumentam em resposta a esse estresse. Ainda ha aumento da
expressdo de NADPH oxidase derivada de ROS e a retencdo de mitocondrias ativas em hemacias
maduras SS, onde o metabolismo oxidativo pode ser uma fonte para a producdo das espécies
reativas de oxigénio (AL BALUSHI et al., 2019).

O estresse oxidativo é direcionado para a porcao ferril do heme (que ¢ altamente oxidavel)
e seus radicais proteicos associados. Assim, aminoacidos de locais conhecidos como “hotspots
oxidativos” (por exemplo BCys93) sdo irreversivelmente oxidados e contribuem para o colapso,
desestruturagdo e degradacao das subunidades f da hemoglobina e consequente libera¢do do grupo
heme. A oxidagdo da regido fCys93 ¢ crucial pois esta envolvida com a transi¢ao R para T (JIA et

al., 2007).
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Essa série de oxidacgBes e condi¢bes de hipoxia leva a hemoglobina a uma condicéo de
desoxigenacdo (desoxiHbS), em que se torna instavel estruturalmente e é polimerizada, além de
perder o grupo heme. Esse fendmeno leva a alteracdo da conformacdo da hemaécia, deixando-a
rigida, instavel e levando a oclusdo e trombose em vasos sanguineos de baixo calibre, além de
hemolise da célula (JANA et al., 2018; NAKAGAWA et al., 2014).

Assim, a terapia com antioxidantes pode ser uma alternativa aos pacientes portadores de
anemia falciforme (KASSA et al., 2015).

Resultados apontam ac6es benéficas de antioxidantes na manutencéo do formato correto da
hemacia e reducéo da adesdo vascular. Os mecanismos por tras disso incluem a protecdo contra a
peroxidacdo lipidica de hemacias e o aumento dos niveis de glutationa reduzida, com redugéo dos
niveis de espécies reativas de oxigénio (DUCONGE et al., 2008).

Os trés antioxidantes mais estudados com aplicacdo na anemia falciforme sdo o ditiotreitol
(DTT), N- acetilcisteina, e quercetina. Além dos beneficios nos alivios dos sintomas, eles parecem

ter efeitos benéficos sobre a permeabilidade da membrana de globulos vermelhos.

A quercetina, um flavonoide de origem natural, é capaz de sequestrar radicais livres através
da ortoestruturas de di-hidroxi (MORIDANI et al., 2003), também tem demonstrado protecéo
contra o dano oxidativo nas células falciformes in vitro (HENNEBERG et al., 2013; QUEIROZ E
LIMA, 2013).

Um antioxidante potencial adicional é representado pela L-glutamina. Este reagente
provavelmente age atraves de niveis crescentes de dinucleotideos nicotinamida adenina reduzido e
também possivelmente de glutationa reduzida. Ele tem recebido alguma atencéao para o tratamento
de pacientes com SCA (NIIHARA et al., 2005, 2014)

O aumento da afinidade de oxigénio a HbS é uma proposta terapéutica para a anemia
falciforme, a fim de agregar hemoglobina ao oxigénio e diminuir os niveis de desoxiHbS. Nesse
sentido, moléculas tém sido descritas como estabilizadores do estado R da hemoglobina, aquele
que tem maior afinidade pelo oxigénio, como por exemplo aldeidos, isotiocianatos, derivados de
salicilatos, fosfato acetil metil, dissulfetos e maleimidas (NAKAGAWA et al., 2014).
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A 5-Hydroxymethylfurfural (5-HMF) é um aldeido aromético de origem natural, que esta
em estudos de fase clinica. Esse composto se liga a hemoglobina, produzindo um deslocamento a
esquerda da curva de equilibrio de oxigénio, reduzindo, portanto, a anemia em modelos animais
(ABDULMALIK et al., 2005).

Compostos derivados de triazois, conhecidos antiflngicos, tém sido associados a atividade
antioxidante, por apresentar em sua estrutura que grupos funcionais que favorecem a atividade de
sequestro de elétrons: -OH, -SH, -COOH, -POzH>, C=0, -NRy, -S-, -O- (GULCIN, 2006).

Alguns derivados de triazois antioxidante tém sido descritos: 4-amino-5-aril-3H-1,2,4-
triazol-3-tionas com grupos metoxibenzila e metoxifenila (HANIF et al., 2012), 4,5-Dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-one (GURSOY-KOL et al., 2016), derivados de 1,2,4-triazois (KOCHIKYAN et
al., 2011; CETIN; GECIBESLER, 2015) e derivados de 4-[3,4-di-(4-nitrobenzoxy)-
benzylidenamino]-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one (GURSOY-KOL; AYAZOGLU, 2016).

O composto TD-3 derivado de triazol (4,4'-di(1,2,3-triazolyl) disulfide) estd em estudo pré-
clinico de desenvolvimento. Ele tem se mostrado altamente solGvel em agua e inibidor da formacéo
de pontes salinas que estabilizam o estado R e desestabilizam o estado T da hemoglobina,
favorecendo a ligacdo com oxigénio (NAKAGAWA et al., 2018).

Um derivado de TD-3, o TD-1, foi desenvolvido por Kassa e colaboradores (2019), o di (5-
(2,3-di-hidro-1,4-benzodioxin-2-il) -4H-1,2,4-triazol-3-il) dissulfeto. Esse composto apresenta
funcdo antioxidante relacionada a atividade antianemia, com mecanismo de protecdo da por¢édo
BCys93 (KASSA et al., 2017).

No nosso trabalho, as moléculas com maior atividade (AS-64-6 e AS 66-1) ndo possuem
esses grupamentos em comum nos triazois que caracterizam a atividade sequestrante de elétrons e
parece nao haver uma relacdo estrutura-reatividade (SAR) com a substituicdo de grupos funcionais.
Assim, a juncdo com o glucal parece ser essencial para a atividade e constituicdo de uma nova
entidade moléculas, cuja presenga de NH> e -O- associados podem ser responsaveis pela atividade,

além de terem propriedades de solubilidade favoraveis para o ensaio.
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Carboidratos tém sido utilizados em varios compostos quimicos sintéticos, pois facilita o
reconhecimento intracelular e ativa varias cascatas de sinalizagdo para proliferacdo ou apoptose.
Além disso, em associa¢do a outros grupos adicionam propriedades interessantes como aumento
da hidrofilicidade, diminuigdo da toxicidade e melhora da biodisponibilidade (SHAMIN et al.,
2017).

Os 28 compostos estudados eram analogos, ou seja, todos tinham estruturas quimicas
semelhantes, com pequenas modificagdes para avaliacdo da melhora da atividade antioxidante.
Esse racional de quimica medicinal tem sido aplicado a busca de moléculas com maior atividade e
menos efeitos ndo desejados, pelo estudo de relacdo estrutura-reatividade (SAR), como foi feito
nesse trabalho (LOUNNAS et al., 2013).

Um trabalho de SAR foi aplicado ao resveratrol, uma fitoalexina de origem natural
associado a uma serie de atividades bioldgicas, muitas delas por suas propriedades antioxidantes.
No entanto, essa molécula demonstrou alta citotoxicidade. Theodorou e colaboradores (2016)
estudaram nove derivados de resveratrol, na tentativa de identificar novas moléculas capazes de
induzir a forma HbF com suas propriedades antioxidantes e diminuir a toxicidade em células. Eles
demonstraram que 3 analogos tiveram propriedades indutoras de hemoglobina, com baixa

toxicidade.

Ap0ds a selecdo de duas moléculas (AS-64-6 e AS 66-1), estas foram testadas em um modelo
bioldgico de estresse oxidativo em hemacias, a fim de se mimetizar uma condicdo de anemia
falciforme. Esse modelo de inducéo de estresse oxidativo por peroxido de hidrogénio ja foi descrito
por muitos autores, assim como a avaliacdo da atividade por hemolise, um método simples e de
baixo custo (NEIL et al., 1986; AL BALUSHI et al., 2019).

Com esse método foi possivel observar que as moléculas, em especial a AS-66-1, diminui
significativamente a hemolise causada por perdxido de hidrogénio, além de prevenir a hemolise,
quando incubada antes da inducdo do estresse oxidativo. Isso indica que as propriedades
antioxidativas do AS-66-1 estdo tendo efeitos positivos no dano celular causado pela formacéo de

espécies reativas de oxigénio. Assim, é esperado que a molécula esteja efetuando o sequestro de



46

elétrons livres, estabilizando a estrutura da hemacia. Além disso, a preservacao da oxidagdo dos
jons Fe pela molécula, atividade observada pelo método do PFRAP, pode contribuir para a

manutencdo da hemoglobina e consequentemente reducdo da hemolise.

As propriedades farmacocinéticas foram utilizadas nesse estudo para avaliar e selecionar os
melhores compostos. Os parametros fisico-quimicos baseados nas regras de Lipinski foram
utilizados, que leva em conta calculos computacionais para estimar a solubilidade e permeabilidade
de novos compostos na fase de desenvolvimento, a fim de se determinar o potencial de uma
molécula ser um medicamento (drugable). Essas regras predizem a absorcéao e permeabilidade com
relacdo ao numero de doadores e aceptores de hidrogénio, a massa molecular, TPSA e LogP. Os
parametros determinados por Lipinski para todas essas categorias foram validados em centenas de
compostos conhecidos, em conjunto com testes em HTS (high throughput screening) em células.
Dessa forma, pdOde-se estabelecer uma predigdo confiavel de parametros farmacocinéticos
(LIPINSKI et al., 2001).

Neste trabalho, a partir de 28 compostos, foi possivel se chegar a 1 molécula com atividade
antioxidante relevante, aplicavel a anemia falciforme, com propriedades farmacocinéticas

relevantes para um novo farmaco (AS-66-1).

O composto AS-66-1 possui massa molecular de 391.42 g/mol (abaixo de 500 Da), 6
aceptores de ligacéo de hidrogénio — HBA (<10), 3 doadores de ligacao de hidrogénio — HBD (<5),
coeficiente de particdo n-octanol/agua (LogP) de 2,98 (entre 2 e 5) e TPSA de 100,63 A2.

Parametros de massa molecular abaixo de 500 Da indica que a molécula tem capacidade de
atravessar livremente membranas plasmaticas, compostas por uma bicamada lipidica, além de

poder se encaixar mais apropriadamente a um alvo molecular (MENICHETTI, et al., 2019).

Os valores de HBA e HBD refletem o potencial de interacdo com ligantes e ainda determina
parametros de biodisponibilidade, por prever ligacées N-H ou O-H nos meios intra e extralelulares
e consequentemente a solubilidade em fases (HANSCH & SELASSIE, 2007). Os valores para AS-
66-1, tanto de aceptores quanto doadores de hidrogénio, estdo dentro dos parametros estabelecidos

por Lipinski, sendo adequados para um possivel medicamento.
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Valores de HBA e HBD também auxiliam na predicdo de interagdo com enzimas de
metabolismo hepético (enzimas do complexo de citocromo P450 CYP). Para a molécula AS-66-1
ndo hé& indicacdo de inibicdo de enzimas hepéticas, 0 que indica baixa hepatotoxicidade e baixa

interagcdo medicamentosa.

O coeficiente de particdo n-octanol/agua reflete a lipofilicidade da molécula LogP e indicam
a capacidade de permeacdo em membranas celulares. Devido a sua natureza anfipatica, o n-octanol
e considerado um bom agente que mimetiza as caracteristicas da membrana fosfolipidica. Assim,
os calculos séo feitos levando em consideracdo a solubilidade da molécula no octanol e em agua,
em um pH neutro. O valor resultante é definido com a proporg¢do de concentracdo molar entre a

forma neutra de n-octanol e em 4gua (DAINA et al., 2014).

O valor de LogP que encontramos para a AS-66-1 permite a boa permeabilidade em

membranas, o que explica a boa atividade da molécula nas hemacias.

Para a predicdo de absorcdo gastrointestinal e barreira hematoencefélica, utilizamos a
ferramenta baseada no método BOILED-Egg (Brain or intestinal estimated permeation), como
modelo preditivo de lipofilicidade e polaridade de moléculas pequenas, utilizando os parametros
de log P e TPSA (DAINA; ZOETE, 2016). Dessa forma, foi confirmada a boa permeabilidade
celular, refletida na alta absorcéo gastrointestinal, o indica que a molécula podera ser administrada

por via oral, a via preferencial para administracdo de farmacos.

Além disso, foi possivel observar que o alto valor de TPSA (100,63 A2) para a AS-66-1
reflete alta polaridade e baixa permeabilidade a barreira hematoencefalica (apesar do valor de
lipofilicidade — logP estar adequado), 0 que € um bom resultado nesse caso, uma vez que ndo é de
interesse ter acdes no sistema nervoso central. Com isso, conseguimos selecionar uma molécula
prototipo com potencial para ser um medicamento para o tratamento ou prevencdo da anemia

falciforme.
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7. CONCLUSAO

Apobs a avaliacdo de 28 compostos sintéticos inéditos, derivados de triazol e glucal, foi
possivel obter um com atividade antioxidante em dois diferentes ensaios in vitro. Esse novo
composto ndo causa hemdlise, além de reduzir e prevenir o rompimento de hemacias causado pelo

estresse oxidativo, caracteristico da anemia falciforme.

Além disso, essa molécula apresenta importantes caracteristicas fisico-quimicas, que por
meio de avaliacbes farmacocinéticas nos permitiu concluir que sdo capazes de atravessar
membranas biologicas, passivel de ser administrada por via oral e com potencial permear hemaécias,
atingindo, portanto, o alvo terapéutico. Além disso, tem pouca capacidade de causar toxicidade,
caracteristicas importantes considerando o desenvolvimento da molécula como um novo

medicamento.

Portanto, neste trabalho obtivemos um novo prototipo de medicamento para o tratamento

da anemia falciforme, com uma alternativa medicamentosa para uma doenca que ndo tem cura.

Apesar de outros experimentos serem necessarios para um melhor esclarecimento do
mecanismo de acdo da molécula e efetividade in vivo, temos nesse momento uma molécula

altamente promissora para anemia falciforme.
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sintética, bem como provenientes de fontes naturais (venenos de animais), e a diminui¢cdo da liberagédo de
espécies reativas de oxigénio de hemacias, células brancas e plasma normais e apds estresse oxidativo,
visando um possivel tratamento da anemia falciforme.

Objetivo Secundario:

« Obter compostos sintéticos com base em triazois, glucal e quinonas;

= Obter moléculas a partir de venenos e secre¢des animais (animais marinhos e anfibios);

« Avaliar atividade antioxidante dos compostos e extratos;

- Testar os compostos selecionados por atividade antioxidante em células sanguineas vermelhas, brancas e
plasma normais e apés estresse oxidativo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
De acordo com proponente,

Riscos:
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descarte da UNIFAG (que ja passou pelos procedimentos e ndo sera mais utilizado), que teve origem de um
outro procedimento, o qual o participante esteve ciente e concordou com a retirada da amostra.

Beneficios:

Com a descoberta de uma nova molécula que iniba processos oxidativos do sangue, no futuro pode ser
utilizada para o tratamento da anemia falciforme, uma que afeta uma grande parcela da populagdo mundial,
com origem genética que ndo possui tratamento, principalmente farmacoldgico. Os antioxidantes disponiveis
hoje nédo sao efetivos no tratamento dessa doenga.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto apresentado com boa metodologia e aborda tema de importancia a ser estudado.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Termos apresentados adequadamente.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Obices éticos ausentes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
APOS DISCUSSAO EM REUNIAO DO DIA 21/11/2019, O COLEGIADO DELIBEROU PELA APROVAGCAO
DO PROJETO DE PESQUISAS. APOS A CONCLUSAO DO PROJETO E OBRIGATORIO O ENVIO DO
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RELATORIO FINAL PARA ENCERRAMENTO DO PROJETO.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

F UNIVERSIDADE SAO . ; Qplc::"!oc'ﬂlo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1466500.pdf 14:24:32
Projeto Detalhado / | brochura.pdf 07/11/2019 |JULIANA MOZER Aceito
Brochura 14:24:07 |SCIANI
Investigador
Declaragdo de UNIFAG.pdf 07/11/2019 |JULIANA MOZER Aceito
Instituicdo e 14:21:05 |SCIANI
Infraestrutura
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 07/11/2019 |JULIANA MOZER Aceito

14:16:31 __[SCIANI

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

BRAGANCA PAULISTA, 22 de Novembro de 2019

Assinado por:
CARLOS EDUARDO PULZ ARAUJO
(Coordenador(a))
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