6! SEMANA XXIX CONGRESSO DE
C
‘W INTEGRADA C’D C I INICIACAQ CIENTIFICA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE COMPOSTOS DERIVADOS
DE PIRAZOL E ISOXAZOL

EDUARDA BRAGA FERNANDES?; CAROLINA CRI,STOVAO MARTINS?;
KARLOS EDUARDO PIANOSKI3; FERNANDA ANDREIA ROSA% CRISTIANE
LUCHESE® ETHEL ANTUNES WILHELM®

lUniversidade Federal de Pelotas - dudsbrg@outlook.com
2Universidade Federal de Pelotas - carol_cristovao@hotmail.com
8 Universidade Estadual de Maringa -
4 Universidade Estadual de Maringa — farosa@uem.br
SUniversidade Federal de Pelotas - cristiane_luchese@yahoo.com.br (coorientadora)
5Universidade Federal de Pelotas - ethelwilhelm@yahoo.com.br (orientadora)

1. INTRODUCAO

A sintese de compostos heterociclicos destaca-se na area da quimica
medicinal, uma vez que estes compostos apresentam um amplo espectro de
aplicacbes farmacolégicas (KUMARI, 2016), que além de presentes em muitos
medicamentos atualmente disponiveis, sdo encontrados em abundancia na
natureza. Particularmente, os heterociclicos contendo cinco membros tém sido
descritos na literatura pela sua acédo farmacolégica (KUMAWAT, 2018). Em vista
disso, os nucleos pirazol e isoxazol vém sendo amplamente estudados uma vez
que as suas propriedades anti-inflamatéria e antioxidante ja foram elucidadas
(ALAM et al, 2015; ZHU et al, 2018).

O pirazol e o isoxazol diferem entre si pela presenca de um atomo de
oxigénio. Nesse contexto, enquanto o pirazol apresenta dois atomos de nitrogénio
nas posicdes 1 e 2, o isoxazol possui um atomo de oxigénio e de nitrogénio nas
posicoes 1 e 2, respectivamente. Sugere-se que novos compostos derivados
destes nucleos possam ser promissores agentes antioxidantes.

As espécies reativas (ER) sdo conhecidas como moléculas instaveis
formadas a partir do metabolismo celular e que em niveis moderados podem
exercer importantes funcg@es fisioldgicas, como na regulacao do fluxo sanguineo.
Contudo, em excesso, as ER podem desregular diversas funcdes celulares,
ocasionar danos a moléculas, como o DNA e proteinas. Assim, o excesso de ER
estd associado ao desenvolvimento de diversas patologias, incluindo o cancer e a
diabetes (HE et al.,2017; CARDOSO, 2014). Diante disso, evidencia-se a
necessidade de desenvolver novas moléculas com potencial antioxidante. Desta
forma, o presente trabalho tem como objetivo investigar o efeito antioxidante in
vitro de novos compostos derivados do pirazol e do isoxazol.

2. METODOLOGIA

Sintese dos compostos

Os compostos A, B, C e D (Figura 1) foram sintetizados pelo Departamento
de Quimica da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Para a realizacdo dos
ensaios in vitro, os compostos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) para a
obtencdo de uma concentracéo final correspondente a 1,10,50,100 e 200 pM.
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Figura 1. Estrutura quimica dos compostos (E)-2-metil-N-((5-(4-Nitrofenil)-1-fenil-
3-(trifluormetil)-1H-pirazol-4)metileno)propano-2-amina (A), (E)-4-bromo-N-((5-(4-
bromofenil)-1- fenil-3-(trifluormetil)-1H-pirazol-4)metileno)anilina (B), (E)-2-metil-N-
((5-(4-nitrofenil)-3-(trifluormetil)isoxazol-4)metilenopropan-2-amina (C) e (E)-4-
bromo-N-((5-(4-metoxifenil)-3-(trifluormetil)isoxazol-4)metileno)anilina (D).

Ensaio do radical 2,2’-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

O método descrito por Choi et al. (2002) avalia a atividade scavenger de
diferentes moléculas sobre o radical livre sintético DPPH, por meio da doacédo de
prétons e elétrons. Nesse ensaio, a atividade antioxidante dos compostos foi
determinada por meio de uma mudanca na coloracdo do radical DPPH, de
purpura para amarelo. Assim, o volume equivalente a 1 mL da solucdo DPPH
diluida em etanol foi adicionada em uma aliquota de 10 uL de cada concentracéo
(1-200 pM) dos compostos contidos nos tubos de ensaio, em duplicata. Para o
grupo controle, foi utilizado 10 pyL de &gua destilada. A mistura foi incubada
durante 30 minutos, no escuro e lida espectrofotometricamente no comprimento
de onda de 517 nm.

Ensaio do radical 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- &acido sulfénico)
(ABTS)

O método descrito por Re et al. (1999) avalia a capacidade de diferentes
compostos de neutralizar o radical livre sintético ABTS. Nesse experimento, a
redugédo na intensidade da coloragdo esverdeada do radical ABTS evidencia a
atividade scavenger destes compostos. Novamente, um volume equivalente a 1
mL da solucdo ABTS, diluida em tampéo fosfato de potassio (TFK), foi adicionada
em uma aliquota de 10 pyL de cada concentracdo (1-200 uM) dos compostos
presentes nos tubos de ensaio, em duplicata. Para o grupo controle, foi utilizado
10 pL de agua destilada. A mistura foi incubada por um periodo de 30 minutos, no
escuro e lido espectrofotometricamente no comprimento de onda de 734 nm.

Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M.). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste
de Newman-Keuls, quando apropriado. Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os ensaios in vitro foram realizados como testes preliminares para avaliar a
acao antioxidante de compostos derivados do pirazol e do isoxazol, assim como
comparar o potencial biolégico de cada nucleo. De acordo com as Figuras 2 e 3,
0s compostos A-C apresentaram absorbancias semelhantes ao controle em todas
as concentracfes testadas, bem como em ambos os ensaios realizados. Por sua
vez, o composto D reduziu significativamente a absorbancia quando comparado
ao grupo controle, a partir de concentracées menores no ensaio do ABTS (50-200
HM) e em maiores concentracbes no teste do DPPH (100 e 200 pM). Tais
resultados indicam que o composto D apresentou atividade antioxidante frente
aos radicais ABTS e DPPH.

A partir dos resultados obtidos, também pode-se inferir que o nucleo
isoxazol exibiu potencial biol6gico mais promissor nos ensaios realizados do que
o pirazol. Ainda, o composto D contém um grupamento metoxifenil na sua
estrutura, o qual j € descrito na literatura por contribuir para a agdo antioxidante
em compostos (RACANE et al., 2019). Assim, a presenca de uma ramificacéo
contendo o grupo metoxifenil no ndcleo isoxazol pode ter contribuido para o efeito
antioxidante exibido pelo composto D.

Os ensaios in vitro realizados nesse estudo sdo complementares, uma vez
que, o teste do DPPH baseia-se na transferéncia de prétons e elétrons, enquanto
o teste do ABTS consiste na transferéncia de protons. Portanto, por meio destes
testes, pode-se ampliar o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no
efeito antioxidante das moléculas avaliadas.
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Figura 2. Efeito dos compostos A, B, C e D no ensaio do ABTS. (*) p< 0,05 e
(***) p < 0,001 denota niveis de significancia quando comparado ao grupo
controle. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de Unica via,

seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 3. Efeito dos compostos A, B, C e D no ensaio do DPPH. (*) p<0,05 e
(***) p < 0,001 denota niveis de significancia quando comparado ao grupo
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controle. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de Unica via,
seguido pelo teste de Newman-Keuls.

4. CONCLUSOES

Em suma, os resultados demonstraram que somente o composto D, nas
concentracbes de 100 e 200 pM, apresentou efeito antioxidante em ambos os
ensaios, enquanto que os demais compostos ndo exibiram acdo antioxidante
nestes testes. Ainda, sugere-se que a acao antioxidante exercida por este
composto esta relacionada a presenca do grupo metoxifenil e do nucleo isoxazol.
Entretanto, os experimentos desenvolvidos até o momento sdo considerados
preliminares e, portanto, mais estudos sdo necessarios para investigar o potencial
farmacolégico destes compostos.
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