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Resumo

A reaccdo de compostos de relevancia biolégica com os radicais oxidantes hidroxilo
(HO®) e anido sulfato (SO,;""), gerados por via quimica, fotoquimica ou radiolitica, leva a
formacao de varios produtos finais estaveis identificados por HPLC, GC-MS e RMN.

Estudou-se a reparacdo das formas de oxidagdo monoelectréonica de xantinas por
outras xantinas observando a variacdo da concentracdo de misturas binarias destes
compostos apds reac¢do com o radical anido SO4"~ em func¢do do tempo de reac¢do. Obteve-
se uma escala de capacidade antioxidante relativa destes compostos confirmada por
resultados de voltametria ciclica e calculos DFT. Em meio fisiologico, a 1-metilxantina
revelou-se como o antioxidante mais eficaz.

A oxidacdo da teofilina pelo radical HO® a pH 7 conduz a formac3o de produtos de
desmetilacdo, em particular a 1-metilxantina, para além da esperada formagdo de acido
1,3-dimetildrico. Possuindo a 1-metilxantina um cardcter mais antioxidante que o seu
precursor, a reac¢ao de desmetilagdo pode constituir um primeiro passo de uma cascata
antioxidante.

A capacidade antioxidante de anti-inflamatérios ndo esterdides (pirazolonas
derivadas da antipirina) avaliou-se através da identificacdo dos seus produtos de oxidacdo
pelo radical HO. Estes compostos reagem maioritariamente por desmetilagdo sucessiva em
N* e por hidroxilagio no anel aromético. A reaccdo da aminoantipirina com o radical anido
SO,"” dd origem a produtos de desmetilacido e, em maior extensdo, a um produto de
abertura do anel heterociclico. No caso da antipirina forma-se unicamente um aducto de
sulfato.

A reacc3o do acido cindmico e seus derivados com o radical HO® em meio neutro da
origem a produtos de hidroxilagdo tanto no anel benzénico como na cadeia exociclica e a
produtos de descarboxilagdo. Estes obtém-se igualmente por oxidacdo dos mesmos
substratos com o radical anido SO,"".

A caracterizacdo dos intermedidrios radicalares efectuou-se por espectroscopia de
ressonancia paramagnética electrénica (RPE). Dado o tempo de vida muito curto destas
espécies, apenas foi possivel obter espectros de radicais ides.

Os resultados obtidos para as trés classes de compostos avaliadas mostram a sua
potencial capacidade antioxidante como protectores contra a degradacao oxidativa de alvos

bioldgicos.






Abstract

The reaction of biologically relevant compounds with the oxidising radicals hydroxyl
(HO®) and sulphate anion (SO,;""), generated by chemical, photochemical or radiolytic ways,
leads to the formation of several stable final products, identified by HPLC, GC-MS and NMR.

The repair of one-electron oxidised forms of xanthines by other xanthines was
studied by following the concentration changes in binary mixtures of these compounds upon
reaction with SO, radical anion as a function of irradiation time. An order of relative
antioxidising capacity was obtained for these compounds, which was confirmed by cyclic
voltammetry results and DFT calculations data. In physiological medium, 1-methylxantine
appeared to be the most effective antioxidant.

The oxidation of theophylline by HO® radical at pH 7 leads to the formation of
demethylation products, especially 1-methylxanthine, beyond the expected formation of
1,3-dimethyluric acid. Since 1-methylxanthine is a stronger antioxidant than its precursor,
the demethylation reaction may embody the first step of an antioxidising cascade.

The antioxidant capacity of non-steroidal anti-inflammatory drugs — NSAIDs —
(pyrazolone derivatives of antipyrine) was evaluated by identifying their oxidation products
by HO® radical. These compounds react mainly by successive demethylation at N* and by
hydroxylation on the aromatic ring. The reaction of 4-(N,N-dimethyl)-aminoantipyrine with
SO’ radical anion yields demethylation products and, at a higher extension, a heterocyclic
ring opening product. In the case of antipyrine only a sulphate adduct is formed.

Cinnamic acid and its derivatives react with HO" radical, in neutral medium, to give
hydroxylation products, whether on the benzene ring or on the exocyclic chain, and
decarboxylation products. These latter are also obtained after oxidation of the same
substrates by the SO, radical anion.

The characterisation of radical intermediates was performed by Electron Spin
Resonance (ESR) spectroscopy. Due to the short lifetime of these species, only the spectra of
radical ions were obtained.

The results obtained for the three classes of compounds studied show their

potential antioxidising capacity as protectors against oxidative stress on biological targets.
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Alfa-tocoferol (vitamina E)
Variacdo de energia livre de Gibbs
Variacdo de energia livre de Gibbs em fase aquosa

Variagdo de energia livre de Gibbs em fase gasosa

Variacdo de energia livre de Gibbs de desprotonacdo em fase aquosa
Variacdo de energia livre de Gibbs de desprotonacdo em fase gasosa

Variagdo de energia livre de Gibbs da reac¢do de reparacdo em fase aquosa

Variacdo de energia livre de Gibbs de solvatacdo
Variacdo de entalpia

Desvio quimico

Coeficiente de extingdo molar

Rendimento quantico

Comprimento de onda

Comprimento de onda (do maximo de absorvancia)
Numero de onda (banda mais intensa)
1,3-Dimetilxantina (Teofilina)

1,7-Dimetilxantina (Paraxantina)
1,9-Dimetilxantina

1-Metilxantina

3,7-Dimetilxantina (Teobromina)
3,9-Dimetilxantina

3-Metilxantina

N-6xido de 4-mercaptopiridina

7-Metilxantina

9-Metilxantina

Di-cloridrato de 2,2'-azobis(2-amidino-propano)
Acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico
Adenina

Acido desoxirribonucleico

Adenosina

Anti-inflamatdrio ndo esterdide

Radical ascorbilo

Acido ascérbico (base conjugada)

Coordenada reaccional
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Caf
Cin
COSMO

DFT
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DPPH’
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EDTA
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GC-MS
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Acido cafeico

Acido cindmico

Conductor Like Screening Model

Debye

Comprimento de ligacao

Dubleto

Teoria da densidade funcional (Density Functional Theory)
Acido desidroascérbico

N-Oxido de 5,5-dimetil-1-pirrolina

Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo

Energia de dissociacdo (a temperatura T (Kelvin))
Potencial eléctrico

Energia de activagao

Acido etilenodiaminotetraacético

Impacto electrdnico (Electron Impact)

Energia (da espécie i)

Potencial de reducdo da espécie i

Eléctrodo normal de hidrogénio

Potencial do pico anddico

Eléctrodo saturado de calomelanos

lonizagdo por electrospray (negativa)

lonizagdo por electrospray (positiva)

Unidade electrostatica (electrostatic unit)
Energia do estado de transicdo

Electrdo-Volt

Exponencial

Electrdo

Electrdo solvatado (em agua)

Electrdao de subexcitacao

Electrdo térmico

Constante de Faraday

Gauss

Rendimento radiolitico (por 100 eV de energia absorvida)
Cromatografia gasosa (Gas Chromatography)
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Factor "g" (deutério)
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gh Factor "g" (hidrogénio)

Gy Gray

H,0* Molécula de agua excitada

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Coherence

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography)

I Numero quantico de spin

v Infravermelho

J Constante de acoplamento

k Constante de velocidade

K Constante de equilibrio

K, Constante de acidez

LC Cromatografia liquida (Liquid Chromatography)

LC-MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
LET Transferéncia linear de energia (Linear Energy Transfer)
In Logaritmo neperiano

M Molar

m Multipleto

m/z Razdo massa/carga

MeV 10° Electréo-Volt

MSTFA N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida

N Populacdo

NADPH Fosfato de nicotinamida adenina dinucledtido (forma reduzida)
n.d. Ndo determinado

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity

oxid. Oxidacao

pCum Acido p-cumarico

pH -log [H']

pK, - log K,

PKa calc pK, calculado

PKa corr pK, corrigido

PKa exp pK, experimental

PM6 Parametric Method 6

ppm Partes por milhdo

prod. Produtos

R Constante dos gases perfeitos
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R* Radical livre (designacdo genérica)

reag. Reagentes

red. Reducdo

RMN Ressonancia magnética nuclear

ROO’ Radical peroxilo

ROS Espécies reactivas de oxigénio (Reactive Oxygen Species)
RNS Espécies reactivas de azoto (Reactive Nitrogen Species)
RPE Ressonancia paramagnética electrénica

s Singleto

T Temperatura absoluta (Kelvin)

t Tripleto

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

T™MS Trimetilsililo

TOF-MS Espectrometria de massa por tempo de voo (Time Of Flight)
u.a. Unidades arbitrarias

uv Ultravioleta

UV-Vis Ultravioleta-visivel

VC Voltametria ciclica

Xan Xantina

Xao Xantosina

X Designacdo genérica de uma xantina

X__ Concentracdo total de uma xantina
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1. Objectivo e enquadramento do trabalho

O termo "antioxidante", forma que o uso e, por que nao dizer, a moda social atribui
frequentemente ao termo quimicamente mais correcto "redutor”, transcendeu em finais do
século passado o mais estrito ambito cientifico, para passar a fazer parte da linguagem
comum do consumidor. O forte impacto deste termo estd intimamente ligado a sua
qualificagao generalizada como "protector"”, o que em muito contribui para a necessidade do
cidaddo comum em certificar-se da presenca de um "antioxidante" quando compra uma
bebida, prepara as suas férias na praia ou, numa perspectiva menos imediata, se olha num
espelho e se lembra que a sua vida ndo é eterna, para gaudio da industria alimentar,
cosmeética e afins.

Esta incursdao que os antioxidantes, de uma forma mais ou menos consciente ou
consentida, vém progressivamente a fazer na vida de cada um de nds, tem, embora muitos
disso ndo se apercebam, uma origem cientifica. Ainda que uma correlagdo empirica entre o
consumo de certos alimentos naturais e a prevenc¢do ou diminuicdo da ocorréncia de certos
tipos de doengas tenha vindo a estabelecer-se ha milénios, foi sobretudo na segunda
metade do século XX que essa correlagdo se fundamentou em bases cientificas. Para tal
muito contribuiu a descoberta de que muitos processos patofisiolégicos estavam
relacionados com reaccoes de oxidacdo de que eram alvo muitos tipos de compostos de
relevancia biolégica — em particular constituintes celulares —, a caracterizacdo das espécies
oxidantes responsaveis por modificagdes quimicas com repercussGes bioldgicas e,
naturalmente, os muitos trabalhos de investigacdo que tal descoberta suscitou, tendentes a
procura de moléculas capazes de inibir esses processos, que vieram a ser conhecidos pela
designacdo geral de "stress oxidativo", ou minorar as consequéncias dos seus efeitos.

Nas ultimas décadas do século passado, e ainda actualmente, muito do esforco de
investigacdo de quimicos, bidlogos, fisiologistas e cientistas de areas afins tem sido dedicado
a pesquisa de antioxidantes, no sentido de os isolar, de os sintetizar, de os caracterizar, de
avaliar a sua actividade protectora da degradacao de alvos bioldgicos e, ainda que em menor
extensdo, conhecer os mecanismos das reacgdes em que se envolvem.

A extensa bibliografia actualmente disponivel sobre o assunto mostra que, numa
fase inicial, foi dada maior atencdo a extraccao e purificacdo de antioxidantes a partir de
fontes naturais, a que se seguiu a tentativa de preparacao desses compostos por via
sintética ou a sua modificacdo quimica com vista ao melhoramento das suas propriedades
antioxidantes. A sua caracterizagao fisico-quimica foi também alvo de inumeros trabalhos,

em particular, e mais recentemente, com o contributo da quimica tedrica.
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A avaliacdo da capacidade antioxidante dos compostos eventualmente portadores
dessa propriedade foi, sem duvida, a actividade a que os investigadores tém vindo a dedicar
a maior parte da sua atencdo. A grande maioria dos trabalhos publicados neste ambito tem
como "filosofia" de partida uma comparacdo empirica das capacidades inibidoras que os
varios candidatos a antioxidante apresentam. Tal é o caso da quantificacao da captura de um
radical por um determinado composto, ou, mais raramente, da avaliacdo da inibicdo que ele
provoca na degradacao oxidativa de um composto de relevancia bioldgica. Este método de
"avaliacdo" tem constituido a base dos muitos métodos padrdo de determinacdo de
actividade antioxidante, ainda actualmente em uso (Capitulo 2). No entanto, embora
existam ja alguns resultados publicados, muito menos se tem feito no sentido de esclarecer
0s mecanismos de actuacdo dos antioxidantes, isto é, como é que eles sdo oxidados e que
produtos resultam dessas reacgdes.

Naturalmente, os numerosos resultados acumulados ao longo de décadas de
investigagao, conduziram a um melhor conhecimento dos varios tipos de antioxidantes e sua
eficacia na prevencdo e/ou inibicdo de situacdes de stress oxidativo. A propria definicdo de
antioxidante é um conceito que sofreu alguma evolucdo. De um modo geral, um
antioxidante é considerado como uma substancia capaz de reagir com um agente
responsavel pelo stress oxidativo, por exemplo um radical oxidante, captando-o e
impedindo-o assim de reagir com uma molécula biolégica. Este é o conceito mais lato, e mais
comum, de antioxidante — a que pode chamar-se efeito scavenger ou de captura —, aquele
que "por defeito" se considera e a que se refere a grande maioria dos estudos efectuados
sobre antioxidantes. Contudo, e mais relevante ainda a nivel biolégico, um antioxidante
pode (e deverd numa situacdo extrema ideal) ser também um substancia capaz de reduzir
um composto de relevancia bioldgica oxidado, voltando a reconstituir a molécula original — a
gue pode chamar-se efeito reparador.

De entre as muitas e variadas classes de antioxidantes ja estudadas e que
continuam a ser alvo dos actuais interesses de investigacdo, o presente trabalho é dedicado
a trés delas, como se explicita nos Capitulos seguintes.

Ainda que o objectivo deste trabalho seja o estudo de antioxidantes, ndo teria
muito sentido efectua-lo nas perspectivas mais "tradicionais" acima referidas. Apesar dos
métodos padrdo serem Uteis para a quantificacdo de uma determinada propriedade de
compostos na reac¢do com um radical especifico (mas sem relevancia bioldgica), como por

exemplo a capacidade de abstrac¢do de hidrogénio ou de transferéncia de electrao, ndo dao
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indicacdo sobre a sua capacidade antioxidante em condi¢cdes de stress oxidativo. Por
exemplo, a capacidade antioxidante relativa de compostos obtida por estes métodos pode
ser diferente quando se estuda o seu efeito protector sobre alvos biolégicos na presenca de
uma determinada espécie reactiva de oxigénio. Nesta situacdo, esse efeito podera ser
exercido ndo sé pelos compostos de partida como também pelos seus produtos de oxidagao.
Deste modo, a abordagem centra-se sobretudo nas reac¢oes de oxidacdo dos antioxidantes,
através da caracterizagdo dos intermedidrios transientes envolvidos e da identificagdo dos
produtos finais estaveis, com vista a proposta dos respectivos mecanismos reaccionais.

A dupla possibilidade de actuagdao de um antioxidante, como acima referido, por
efeito de captura e/ou por efeito reparador é também uma das preocupagées do modo de
abordagem utilizado neste trabalho, pelo que a discussdo dos resultados obtidas é feita,
sempre que os dados experimentais assim o permitem, em termos dos dois modos de

actuacao.
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2.1. Radicais livres e stress oxidativo

O estudo dos radicais livres, sua formacao, propriedades e reactividade, embora
seja relevante nos mais variados dominios da Quimica, tem sido alvo de particular interesse
nas ultimas cinco décadas devido a sua importancia no meio vivo. De facto, é devido ao
enorme impacto da Quimica Radicalar no meio bioldgico que esta 4rea de investigacdo tem
atraido o interesse de muitos cientistas com as mais diversas formagdes, como o comprova o
enorme numero de publicacdes sobre as repercussdes bioldgicas dos radicais livres, muitas
das quais foram recentemente alvo de artigos de revisdao exaustiva [1-14].

A relagdao que se tem estabelecido mais frequentemente entre os radicais livres e a
Quimica da Vida é o envolvimento daqueles no chamado processo de stress oxidativo.

O stress oxidativo em tecidos vivos tem sido caracterizado, desde ha muito tempo,
como o resultado fisiolégico das modificagGes quimicas provocadas por espécies oxidantes
endégenas e exdgenas em moléculas bioldgicas. Alguns autores referem que a formacgao de
espécies oxidantes é contrabalancada pelo seu consumo por antioxidantes; neste sentido, o
stress oxidativo resultard no desvio deste equilibrio oxidante/antioxidante no sentido de um
aumento intracelular de espécies oxidantes [15]. Sabe-se, no entanto, que as espécies
oxidantes em concentra¢cGes moderadas podem ter um papel importante como mediadoras
nos processos de sinalizacdo da regulacdo intracelular [16]. O stress oxidativo é assim um
efeito quimico, com repercussdes bioldgicas, provocado por espécies oxidantes do meio
ambiente sobre os tecidos vivos [17].

Os principais alvos bioldgicos do stress oxidativo sdo os enzimas responsaveis pelo
transporte transmembranal na membrana celular (inactivacdo) [18], as proteinas [19-21] e
os lipidos [22] do citoplasma (peroxidacdo), e, maioritariamente, o ADN do nucleo das
células eucaridticas e seus constituintes (mutagénese) [23-25].

As condicdes que podem levar a um processo de stress oxidativo sdao de natureza
radiativa ou quimica. No primeiro caso destacam-se as radia¢Oes ionizantes (raios gama,
raios X ou electrGes acelerados) que produzem danos biolégicos por efeito directo
(ionizacdo, responsavel por 30 a 40% das lesGes celulares) e, sobretudo, por efeito indirecto
(geragdo de radicais livres por radidlise da agua, responsdvel por 60 a 70% das lesdes
celulares) [26, 27]. Sdo também fontes de stress oxidativo a radiacdo UV e os ultrassons
(sonoterapia). De natureza quimica referem-se agentes exdgenos tais como poluentes da

atmosfera, xenobidticos (incluindo medicamentos) [28, 29] e metabolitos, e mecanismos
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endogenos de producdo de radicais oxidantes que ocorrem em situa¢Oes fisioldgicas
“ P . ; . ~ . ~ . . ~
anormais” como isquémia-reperfusdo, inflamacdo e patologias diversas [30] e nas reac¢ées
de transporte electrénico mitocondrial, entre outros.
As espécies oxidantes responsaveis por este fendmeno podem ser ndo radicalares,
;. . ;. .. . 1 e ey . -
como o perodxido de hidrogénio (H,0,), o oxigénio singleto ("0O;) e o peroxinitrito (ONO;),
mas sdo as radicalares as mais lesivas, tais como o radical anido superdxido (0,"7), o éxido

nitrico (NO°) e, em especial, o radical hidroxilo (HO").

2.2. Geragao in vivo do radical hidroxilo
2.2.1. Formagdo por via quimica

O oxigénio molecular (ou dioxigénio, O,) possui no seu estado fundamental dois
electrées de spin paralelos (estado tripleto, 3Zg_), cada um localizado numa orbital m*
antiligante. Um consequéncia importante desta distribuicao electrénica é o facto de nao
poder aceitar um par de electroes de spin opostos. Esta restricdo de spin justifica a baixa
reactividade do O, com aminodcidos, acidos nucleicos e outras biomoléculas, apesar de ser
um di-radical. Para que este possa reagir rapidamente com um substrato, é necessdrio que a
restricdo de spin seja removida ou que a ligacdo O-O seja enfraquecida. Estas duas condicdes
ocorrem em simultaneo quando o O, se encontra nos seus estados excitados singletos (1Zg+,
qgue decai rapidamente para 1Ag, de menor energia). A espécie Oz(lAg) forma-se em reacgbes
de fotossensibilizacdo [31, 32], na fagocitose por neutréfilos [33] ou na recombinacdo de
radicais peroxilo [34]. No entanto, ndo ha restricdo de spin se o oz(3zg‘) aceitar um electrdo
de cada vez, pelo que reage principalmente com metais de transicdo ou com espécies
radicalares, reduzindo-se.

Mais de 90% do O, consumido pelo corpo humano é utilizado pelo citocromo
oxigenase mitocondrial como aceitador final de electrdes no processo de respiracao celular.
Este enzima possui metais de transicdo nos centros activos (ferro e cobre) e reduz
sequencialmente o O, a radical anido superdxido (0,"", um electrdo numa das orbitais 1t*) e
peroxido de hidrogénio (H,0,, um electrdo na outra orbital *), que por reducdao com dois
electroes e quebra da ligacdo O-O forma duas moléculas de H,0. As formas intermédias
parcialmente reduzidas de 0, (0, e H,0,) estdo firmemente ligadas ao enzima, pelo que

nao ha libertagao de espécies reactivas de oxigénio na sua vizinhanga [35].
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No entanto, existem outros componentes mitocondriais envolvidos no transporte
de electrdes que, por serem menos eficientes, deixam escapar electrdes na forma de O,
sendo esta a principal fonte deste radical no meio fisioldgico [36]. Para além de outras vias
enzimaticas, tal como pelas NADPH oxidases membranares de fagdcitos [37, 38], a formacdo
de 0,"” pode ainda ocorrer por via ndo enzimatica pela transferéncia directa de electrdo ao
O, por xenobidticos previamente reduzidos por enzimas [39].

Apesar da reactividade do radical anido O, ser bastante moderada, o aumento da
sua concentracdo em situacgoes de stress oxidativo leva a sua eliminacdo por dismutacdo em
H,0, e 02(3Zg_), uma reaccao catalizada pelo enzima superoxido dismutase [40] que constitui
a principal via de formac¢ao de H,0,. Refira-se ainda a que resulta da conversao de xantina
desidrogenase em xantina oxidase em condi¢cdoes de inflamacdo (hipdxia; aumento da
concentragdo de xantina/hipoxantina), onde o H,0O, representa cerca de 95% das ROS
formadas [41].

O peréxido de hidrogénio é uma espécie pouco reactiva que se difunde a longas
distancias e atravessa membranas rapidamente, pelo que esta presente na maior parte das
células do organismo [42]. Uma vez no meio intracelular, é reduzido por metais de transi¢cao
através da conhecida reacc¢do de Fenton, dando origem a forma oxidada do metal, a um ido
hidréxido e a espécie mais lesiva de todas as ROS, o radical hidroxilo (HO®). Dos metais

existentes in vivo, o ferro é o que maior importancia tem nesta reac¢do [43] (equacgdo (2.1)):

Fe?* + H,0, —» Fe** + HO™ + HO® k=761M"s™ [1] (2.1)

A velocidade desta reacgao, para o caso do ferro e de outros metais que nela
participem, é relativamente lenta, embora dependa da natureza da coordenacdo ao metal
de transicdo e do pH do meio. A constante de velocidade obtida na presenca de ligandos
quelantes de Fe’" relevantes em condicdes fisioldgicas (tais como o ADN) e em meio neutro
varia entre cerca de 5x10° e 2x10* M™s™ [44, 45].

Por outro lado, os niveis de ferro "livre" catalitico (Fe?*) in vivo s3o normalmente
insuficientes dado que este metal se encontra quelatado em diversas biomoléculas (e,
portanto, inacessivel), tais como a hemoglobina (a qual esta ligado cerca de 65% do ferro do
organismo), a mioglobina, citocromos e diversos enzimas, e a proteinas de armazenamento
de ferro (que captam aproximadamente 25% deste metal) como a ferritina, um complexo

proteico capaz de conter até cerca de 4500 iGes férricos [8].

11
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No entanto, o radical anido O, pode reduzir o Fe** da ferritina [46] e oxidar
enzimas com centros de [4Fe-4S] [47], provocando a libertacdo de Fe’" em ambos os casos,
situagdes particularmente relevantes em condi¢des de stress oxidativo. Além disso, a lesdo
proteica na hemoglobina induzida por H,0, e outros perdxidos [48] pode igualmente
aumentar os niveis de ferro catalitico em meio fisioldgico.

A oxidacdo do centro heme da ferritina (por exemplo) pelo radical anido O, pode
ser escrita genericamente pela reaccdo (2.2):

0, +Fe** — > Fe™+ 0, (2.2)
A soma desta reaccdo com a de Fenton é designada pela conhecida reac¢do de
Haber-Weiss (equacao (2.3)):

0, +H,0, —— 0, + HO™ + HO® (2.3)

Esta reaccdo é muito lenta (k = 0,5 Mis? [49]) e por si s6 ndo tem expressdo na
producdo de radical HO®, mas é acelerada na presenca de ides metdlicos, assumindo um
papel importante em condicdes de stress oxidativo [22].

No entanto, a reducdo de Fe** (equacdo (2.2)) também pode ser efectuada por
outros redutores presentes in vivo em maiores concentragoes, tais como o ascorbato [50].

O radical HO® por ser gerado igualmente por outras vias , tais como por oxida¢do do
radical anido O," pelo &cido hipocloroso (HOCI) produzido pelos neutrdfilos, numa reacg¢do
andloga a de Haber-Weiss mas muito mais rapida (k = 7,5x10° M™s™, [51]) (equacdo (2.4)),

ou ainda por reaccao deste com ides metalicos, numa reacc¢do andloga a de Fenton (equacao

(2.5)) [52]:
0,"” + HOCl ——» 0, + CI" + HO' (2.4)
Fe?* + HOCl —— Fe*" + CI" + HO® (2.5)

As espécies reactivas de oxigénio, em particular o radical anido 0,"” e o H,0,, s3o
subprodutos inevitdveis do metabolismo aerébio que possuem um papel benéfico quando
presentes em concentra¢des baixas ou moderadas, como por exemplo na defesa contra

agentes infecciosos e em diversos processos de sinalizacdo celular. Contudo, a sua
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sobreproducdo em condi¢Oes de stress oxidativo conduz a danos estruturais nas células e
seus constituintes, incluindo lipidos e membranas, proteinas e ADN. Entre essas espécies, o
radical HO® é de particular importancia por ser extremamente reactivo (ver 2.3) e pouco
selectivo para as moléculas alvo com que reage, e pelo facto do organismo ndo possuir
nenhum mecanismo de defesa enzimatico que o elimine [53]. Existem ainda outras fontes

(exdgenas) responsdveis pela producio do radical HO® in vivo, apresentadas a seguir.

2.2.2. Radiag¢ao ionizante

A principal via exdgena de formagdo do radical hidroxilo resulta do efeito indirecto
da radia¢do ionizante sobre os tecidos vivos, ou seja, da deposicdo e absorcao da energia da
radiacdo pela agua, constituinte maioritario das células. Este processo (radidlise) conduz a
excitacdo e ionizacdo das moléculas de agua com formacdo, entre outras, das espécies
radicalares electrdo solvatado, &tomo de hidrogénio (H"), radical anido superdxido (0,7) e
radical hidroxilo (HO®), como se explica adiante com mais detalhe (ver 2.4.1).

A maior fonte de radiacdo ionizante provém da radiacdo cdsmica, de elementos
radioactivos presentes no solo que entram na cadeia alimentar e do raddo. Outras fontes
incluem métodos de diagndstico e tratamento em medicina, tais como raios X, tomografia

por emissdo de positroes e radioterapia.

2.2.3. Radiagao ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) de comprimento de onda inferior a 185 nm leva a
decomposicdo da dgua por cisbes homoliticas e ionizacdes de que resultam produtos
comuns aos da radidlise, nomeadamente o radical HO®. O rendimento quantico deste radical
aumenta a medida que o comprimento de onda da radiacdo diminui até ser unitario a
124 nm [54]. Contudo, contrariamente a radidlise, em que a penetracao da radia¢do na agua
é uniforme numa escala linear de alguns milimetros, a fotdlise € mais ineficiente devido ao
coeficiente de extingdo molar da dgua (e = 100 M*cm™ a 172 nm), pelo que terd pouca
relevancia em meio bioldgico.

No entanto, a gama de radiacdo UV a que o ser humano esta exposto (290-380 nm)
é suficiente para produzir oxigénio singleto através de fotossensibilizadores enddégenos [55]

ou de farmacos fotorreactivos [56], que se converte facilmente em radical anido superéxido
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[57]. Como se referiu atrds, este radical participa na producdo de radical hidroxilo através da

reaccao de Haber-Weiss catalisada por ides metalicos.

2.2.4. Ozono

O ozono é um gas localizado na estratosfera que protege os organismos da radiagao
UV. No entanto, a sua formacdo ao nivel da superficie terrestre é altamente prejudicial pois
da sua inalagao pode resultar a oxidagdao de acidos gordos insaturados com formagao de
aldeidos e perdxido de hidrogénio, destruindo membranas celulares do sistema respiratério
[58, 59]. O ozono pode reagir por um outro mecanismo que envolve espécies redutoras
(como por exemplo o glutationo) com formacado do radical anido 03"~ que se decompde em
meio acido em O, e radical HO® [60]. Descobriu-se ainda recentemente que os anticorpos

produzem ozono in vivo [61].

2.3. Propriedades e reactividade do radical hidroxilo

O radical hidroxilo é uma espécie com uma duragao de vida extremamente curta.
Estima-se que o seu tempo de meia vida in vivo seja de aproximadamente 107 s [62, 63],
embora os dados obtidos a esse respeito sejam poucos e ainda algo controversos.

A ligacdo entre os atomos de hidrogénio e oxigénio tem um comprimento d(O-H) de
0,97 A e um momento dipolar de 2,2 D [64]. A energia de dissociacdo D,gs(0O-H) é de
429,9 kimol™, um pouco mais fraca que na dgua (Dy9g(HO-H) = 497,1 kimol™) [65].

O radical hidroxilo € um electréfilo que possui uma configuragdo electronica com
um electrdo desemparelhado localizado numa das orbitais 2m, ou 2m,. A absor¢do do radical
hidroxilo em solugcdo aquosa é fraca no UV, apresentando o seu espectro um maximo a
230 nm com € = 665 Mcm™ [66], o que torna dificil a sua deteccdo por este método
espectroscoépico.

O radical hidroxilo apresenta um forte caracter oxidante monoelectrénico, como se
verifica pelos valores dos potenciais de reducdao em meio acido (equacdo (2.6)) e neutro

(equacdo (2.7)).

HO"+H'+e” — H,0 E%nn = +2,72 V [67] (2.6)
HO® +e” —— HO~ Enn = +1,91 V [68] (2.7)
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A sua acidez é fraca (pK, = 11,90 [69], 11,54 [70]), sendo a base conjugada, o radical
anido 0", uma espécie nucleofilica com menor potencial oxidante (EOENH(O"/OZ") =+1,1V

[71]).

Estima-se que ocorram aproximadamente 1,5><105 ataques oxidativos por dia numa
célula humana pelo radical hidroxilo e outras ROS [72], facto que justifica os inumeros
estudos sobre a reactividade deste radical com diversos compostos de interesse bioldgico,
tais como aminodacidos, hidratos de carbono, lipidos e em particular o ADN e seus
constituintes.

O radical hidroxilo € uma espécie extremamente lesiva a nivel biolégico, capaz de
provocar modificagdes diversas em qualquer constituinte celular. Esta caracteristica deve-se
ao facto de reagir com a maior parte dos compostos organicos a velocidades entre 10% e
10" M [73], proximas do limite de difusdo na dgua. No caso do ADN, reage com todos os
seus constituintes, provocando modificagdes nas bases purinicas e pirimidinicas assim como
no esqueleto fosfato-desoxirribose [23, 74], quebras de cadeia (simples ou duplas) e
formacao de ligagdes cruzadas. Estas modificagdes, quando permanentes, podem constituir
0 primeiro passo para fendmenos de mutagénese. Contudo, existem diversos mecanismos
de reparacdo das bases modificadas do ADN por enzimas especificos [74] cuja expressao é
muitas vezes regulada pela presenca de ROS gerada em condi¢cdes de stress oxidativo.
Comparado com a do ADN nuclear, a capacidade de reparacao do ADN mitocondrial parece
ser inferior [75], dada a sua exposicdo a niveis mais elevados de oxigénio, o precursor das
ROS, o que conduz a disfuncdes neste organelo e pode provocar doencas degenerativas.

O radical hidroxilo reage praticamente no local onde é formado, pois em solugao
aquosa difunde-se no maximo para uma distancia equivalente a cerca de cinco vezes o seu
didametro [62]. Como se referiu atras, para além da radiacdo ionizante, a principal fonte de
producdo de radical HO® resulta da reducdo de H,0O, pelo ido ferroso "livre". Apesar da
aparente inacessibilidade do ADN, o facto do Fe*" se ligar eficazmente a locais especificos da
sua cadeia [76] e do H,0, ser uma espécie que se difunde e atravessa membranas com
relativa facilidade permite que haja formac3o de radical HO® junto dos constituintes do ADN.

O radical hidroxilo reage por trés tipos de mecanismos: adicdo a ligaces duplas C=C
e C=N de sistemas insaturados, abstrac¢ao de um atomo de hidrogénio, e oxidagao por

transferéncia de electrio.
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A adicdo do radical HO" a uma ligacdo dupla de um composto organico insaturado
ou aromatico, apesar de ocorrer a velocidades préximas da difusdo, é regiosselectiva devido
a sua natureza electrofilica [77]. Por exemplo, no caso de derivados de benzeno, a adicao
dar-se-a preferencialmente nas posices orto e para na presenga de substituintes
electrodoadores, enquanto que se verifica uma apreciavel adigdo na posicdo meta quando
os substituintes sdo electroatractores, como se observa para os casos do fenol [78] e do

acido benzéico [79], respectivamente (reacgdes (2.8)).

X=OH X=COOH
X
OH
48% 28%
X X X
HO" -H°
. Q OH H @\ 3% 38% (2.8)
OH
X
@ 36% 20%
OH

A substituicdo ipso, na presenca de um substituinte volumoso, é desfavorecida. No
entanto, representa cerca de 8% da adicdo do radical hidroxilo ao fenol [78]. Estudos
tedricos conduzidos sobre esta reaccdo com o fenol vieram a demonstrar que, apesar de ter
um estado de transicdo de energia mais elevada, o complexo intermediario formado ipso é
mais estavel do que nos casos da adicdo nas posicoes meta e para [80]. No caso da tirosina,
a substituicdo ipso nas duas posicdes possiveis representa cerca de 10% dos produtos finais
de oxidacao [81].

Em compostos heterociclicos, o radical HO® adiciona rapidamente a ligacdes duplas
em posi¢oes especificas, como acontece no sistema purinico. No caso da adenosina (Ado),
verifica-se que ocorre predominantemente nos atomos C(4) e C(8) com formacdo de dois
aductos isoméricos, Ado-4-OH" e Ado-8-OH" [82] (reaccdes (2.9)).

Os dois aductos radicalares sofrem transformag¢des unimoleculares de natureza
diferente. O radical Ado-4-OH" desidrata dando origem a um outro radical neutro, mais

oxidante, que ao reduzir-se regenera a adenosina. Por outro lado, o Ado-8-OH" sofre
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abertura do anel de imidazole em condi¢Ges redutoras ou, num meio oxidante, da origem a
um produto final estavel de oxidacdo por eliminacdo formal de um atomo de hidrogénio, a
8-hidroxiadenosina. Esta ultima reac¢do é comum a outras purinas, como por exemplo as
xantinas, cujos principais produtos finais estaveis de oxidacdo, os acidos uricos, resultam de

uma hidroxilagcdo em C(8).

NH, NH NH,
= ® N N/ N ° N/ N
N \> -HO _ L)I\> _+H |\ ‘ \>
L\\\ A~ Sy N (red) Ny N
N | N\ N \ N \
’T‘HZ OH p R R
NZ N\ HO® Ado-4-OH® (50%) Ado
Ly (2.9)
\N/\N '
\
R NH, NH,
Ado .
NZ N),\(H -H. NZ N\
k | ><OH (oxid) k | ’ or
X OXI N
N N N N
\ \
R R
Ado-8-OH® (37%) 8-hidroxiadenosina

A abstraccdo de um atomo de hidrogénio pelo radical hidroxilo € uma reacgdo
termodinamicamente favoravel, se se comparar a energia de dissociagdo HO-H da agua
(497,1 kimol™) com as energias de dissociagio C-H de compostos saturados, mais fracas
(D2ss((CH3)3C-H) = 404 kimol™; Daeg(H3C-H) = 439 kimol™) [83]. No caso de compostos com
atomos de hidrogénio vinilicos ou aromaticos, a ligacdo C-H é mais forte e a adicdo a ligacOes
duplas é sempre favorecida.

No entanto, quando um substrato possui &tomos de hidrogénio disponiveis ligados
a dtomos de carbono saturados e ligacdes duplas, geralmente a adicdo de HO® ocorre com
muito maior probabilidade e constitui a via reaccional mais importante. O tolueno, onde a
abstraccdo de hidrogénio do grupo metilo pelo radical hidroxilo tem um rendimento de
apenas 6% [84], apesar da energia de dissociacdo consideravelmente baixa (D,9s((CeHs)CH»-
H) = 375 kimol™ [83]), ¢ um bom exemplo desta situac3o.

Apesar de termodinamicamente favoravel, a abstrac¢ao de atomos de hidrogénio
pelo radical hidroxilo é bastante selectiva. A probabilidade de abstraccdo de atomos de
hidrogénio ligados a 4&tomos de carbono primarios € menor do que em atomos de carbono

secunddrios, como se verifica para o caso do isopropanol [85], ilustrado na reacg¢do (2.10).
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O
ch—?—éHz 13,3%
H
OH . O
_Ho H;C—C—CHjy 85,5% (2.10)
-Hzo .
o
H3C+CH3 1,2%
H

A formacdo de radicais alcooxilo tem um baixo rendimento, uma vez que a energia
de dissociacdo da ligacdo O-H é superior a da ligacdo C-H (por exemplo, D,95(CH30-H) =
437,6 kimol™ e D,9g(H-CH,OH) = 402,1 kJmol™ [83]). Além disso, estes convertem-se

rapidamente nos respectivos radicais a-hidroxialquilo [86].

O radical hidroxilo reage com catides metalicos com menor potencial redox
levando-os a estados de oxidacdo mais elevados. No entanto, apesar deste elevado
potencial, raramente se observam reacc¢des por transferéncia directa de electrdo com
compostos organicos. Um exemplo em que tal mecanismo ocorre é o caso da oxidagao da
glicina (H,NCH,CO;"), da qual resultam como espécies primarias dois produtos de oxidacdo
do grupo amino: um radical catido centrado no dtomo de azoto (H,N**-CH,CO,") e um radical
neutro (HN°-CH,CO,") com rendimentos de 63% e 37% respectivamente (ao referir-se a
radicais catido e neutro, ndo se esta a considerar a carga negativa do grupo carboxilato).
Relativamente ao radical catido formado, ndo é claro se o mecanismo se da por
transferéncia directa de um dos electrées do par ndo partilhado do dtomo de azoto ao
radical hidroxilo ou se ha formacdo de um aducto (de tempo de vida muito curto) seguido de
eliminacdo de ido hidroxido [87].

Contudo, a formacao de um radical catido de um composto orgéanico insaturado por
reaccdo com o radical hidroxilo é possivel por um mecanismo de adicdo seguido de
eliminacdo de ido hidréxido. Estudos efectuados por radidlise pulsada sobre a reaccdo do
radical hidroxilo com aminas aromaticas permitiram observar a formacdao dos respectivos
radicais catides através desse mecanismo [88, 89]. Alids, este mecanismo, que corresponde
formalmente a uma oxidacdo monoelectrdnica, ocorre com frequéncia em moléculas de

interesse bioldgico. Por exemplo, em aductos anadlogos ao Ado-4-OH" acima referido mas
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sem hidrogénios acidos, como no caso da N6,N6,9—trimetiladenina, observa-se a perda de ido

hidroxido com formacdo de um radical catido [90] (reaccdo (2.11)).

\‘N’/ \‘N'/ \\ﬁ//
|
NZ N\ HO® NZ O N\ N/lj.iN\ .
ENI'? _Ho KN N> — MN/ N> ooy (211)
\ OH \ \

2.4. Geragao in vitro do radical hidroxilo

Das diversas formas de gerar o radical hidroxilo in vitro apenas se referem as que

sdo utilizadas nas experiéncias realizadas neste trabalho.

2.4.1. Métodos radioliticos

Entende-se por radidlise o conjunto de transformacdes quimicas provocadas pela
absorcdo de radiacdo de alta energia pela matéria. Esta absor¢cdo da origem a ionizacdo da
matéria que a absorve ou provoca quebras de ligacdo entre atomos de uma molécula, pelo
que se designa por radiagdo ionizante [91-94].

A radiacdo ionizante é constituida por particulas carregadas de alta velocidade
como electrdes, protdes, deuterdes e outras particulas mais pesadas, particulas neutras
como neutrdes, e ainda por radiacdo electromagnética de elevada frequéncia - fotdes de
alta energia como os raios X e os raios gama (de energias superiores a cerca de 50 eV).

Os protbes e outros iGes pesados transferem energia através de electroes
secunddrios formados no meio absorvente, enquanto que os fotdes de alta energia — raios X
e y— interactuam com a matéria essencialmente através dos electrdes rapidos a que dao
origem pelos efeitos fotoeléctrico, de Compton e de formacgdo de pares. Para energias de
fotdes compreendidas entre 0,1 e 100 MeV (caso dos fotdes y de ®Co - 1,25 MeV -
utilizados neste trabalho) predomina largamente o efeito de Compton [95], em que o fotdo
colide com um electrdo ao qual cede parte da sua energia, absorvendo este uma energia
igual a sua energia de ligacdo e sendo ejectado com a energia cinética residual. Este
processo vai-se repetindo até a perda total de capacidade de ionizacdo, no chamado
processo de transferéncia linear de energia (LET), originando as heterogeneidades

radioliticas onde ocorrem as transformac6es quimicas da matéria irradiada.
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Deste modo, o efeito provocado pela radia¢do ionizante é sempre essencialmente o
resultante da interaccdo dos electroes formados ou absorvidos com a matéria. A dose de
radiacdo absorvida num meio material é sempre devida a desacelera¢do dos electrdes nesse
meio. Assim, do ponto de vista radiolitico, ndo ha qualquer diferenca essencial entre o efeito
de uma irradiacdo por um feixe de electrdes, por outras particulas carregadas ou por
radiacdo electromagnética de alta frequéncia.

A agua tem sido o solvente (meio material absorvente de energia) mais utilizado em
Quimica sob Radiacdo, quer pela larga gama de possibilidades de estudar, em solucdo
aquosa, reaccdes induzidas por radiacdo ionizante em numerosos solutos organicos e
inorganicos, quer pelo facto de ser o constituinte maioritario nos sistemas bioldgicos, onde
0s compostos de interesse bioldgico se comportam como solutos de uma solucdo aquosa
diluida.

Um dos aspectos mais importantes da Quimica sob Radiacdo em solucdo aquosa
diluida é que a absor¢dao da energia da radiagao ionizante é feita essencialmente pelas
moléculas do solvente, isto é, o efeito directo da radiagdo sobre o(s) soluto(s) é desprezavel.
A radidlise de solugdes aquosas consiste pois num efeito indirecto, pelo qual as particulas
reactivas (radicais e electrdoes) formadas pela absorcdo da energia pela agua se difundem no
seio da solucdo reagindo ai com as moléculas dos compostos dissolvidos.

Estd hoje em dia claramente estabelecido que da radidlise da dgua liquida resulta a
sua decomposi¢do em espécies radicalares H*, HO® e e ,,, moleculares H,0;, e H; e idnicas
H30", que se processa em vdrias etapas como indicado na Figura 2.1 [96].

Na etapa primaria a absorcdo de energia por uma molécula de dgua pode resultar
na sua ionizagdo com emissao de um electrdo com determinada energia cinética (equagdo
(2.12)) ou, no caso da transferéncia de energia ser inferior ao potencial de ionizacdo da
molécula, na excitacdo desta (equacdo (2.13)). Embora a contribuicdo destes dois processos
para a decomposicdo da dgua ndo seja ainda completamente conhecida, sabe-se que a

ionizagao é largamente preponderante [93, 96].

H,0 ——rnr— H,0™ + € (2.12)

H,0 - H,0* (2.13)
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Evento Tempo (s)

Etapa primaria

10-16

e
l l ,0 % Etapa pré-difusionai
e

. . . + - S12
H™ + HO HO® + H30 aq 10
|
Formacgdo de produtos moleculares Etapa difusional
Difusdo de radicais ("spurs")
- . . + -7
€ , H, HO' Hz' Hzoz, H;0 10

Etapa homogénea

Figura 2.1 — Representagao esquematica da radidlise da agua.

Na etapa de pré-difusdo as espécies H,0™" e H,0* transformam-se em espécies
energeticamente mais estdveis (equacdes (2.14) e (2.15)) sem que ocorram contudo
reacgdes, quer entre si, quer com outras espécies presentes em solugdo. Os electrdes
ejectados no processo de ionizagdo inicial, e, perdem sucessivamente a sua energia até se
solvatarem, e, (equag¢do (2.16)). Em resumo, no final desta etapa obtém-se as espécies

HO., H., H30+ e e_aq.

H,0* — H' + HO® (2.14)
H,0** + H,0 —— HO' + H3;0" (2.15)
e —> e, —> e —> €, (2.16)

Na fase de difusdo a concentracdo das espécies radioliticas acima indicadas diminui
nas zonas de heterogeneidade onde foram produzidas, primeiro por reaccbes de
combinacdo favorecidas pela ainda elevada concentracdo local, depois por difusdo até

homogeneizacdo no meio irradiado. As reac¢des de recombinacdo (indicadas na Tabela 2.1)
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conduzem a regeneracdo da agua na forma de H,O ou OH e a formacdo dos produtos

moleculares H,0, e H,.

Tabela 2.1 — Constantes de velocidade das reaccdes de recombinacdo das espécies radioliticas da

agua [96].
- - 2 H,0 - 9 pM-1e-1
e * €q ———= H, + 2HO k=54x10°M's
e;; + HO® ———> HO k=3,0x10°M"s
eq + H0T ——— H® + H,0 k=2,23x10%M"s"
- . H,0 9 M1e-1
eq t H ———> H, + HO" k=25x10"M"'s
H* + H —— H, k=1,3x10°M"s™
HO* + HO® —— = H,0, k=53x10°M"s"
HO* + H® ———— H,0 k=32x10°M's™"
H;0" + HOO ——— 2H,0 k=1,4x10°Ms™

O resultado final das trés etapas anteriores é o aparecimento de espécies
radicalares e moleculares (equacdo (2.17)) distribuidas de forma homogénea no meio
irradiado — fase homogénea — alguns nanossegundos apds a interaccdo com a radiacao

jonizante.

Hzo —— e_aq, H., HO., Hz, HzOz, H30+ (217)

Sdo estas espécies radioliticas que irdo reagir com o soluto ou solutos presentes em
solucdo, conduzindo aos produtos finais de radidlise. A Tabela 2.2 quantifica a formacao
destas espécies por cada 100 eV de energia absorvida (rendimento radiolitico, G) [96, 97].

Pelos valores abaixo indicados pode concluir-se facilmente que na radiélise da dgua
se formam aproximadamente iguais quantidades de radicais oxidantes e redutores,
altamente reactivos com muitos compostos organicos e inorganicos em solucdo. Para fins
praticos, € muitas vezes conveniente ou mesmo indispensavel trabalhar em condig¢des
exclusivamente oxidantes ou redutoras ou, mais especificamente ainda, investigar a reacg¢ao

de uma espécie radiolitica particular com um determinado substrato. Através da utilizacdo

22



2. Introducao

de solutos captores é possivel desactivar certas espécies radioliticas ou tirar partido da sua
transformacdo em espécies diferentes, conseguindo-se assim condicdes experimentais

particulares adequadas a um determinado objectivo especifico.

Tabela 2.2 — Rendimentos radioliticos dos produtos primarios radicalares e dos produtos moleculares
da radidlise da dgua a pH 7.

Espécie G (100 eV)*
e 2,65
H° 0,55
HO* 2,70
H, 0,45
H,0, 0,70

Um caso tipico é o estabelecimento de condi¢Ges oxidantes efectuando a radidlise
de solugBes aquosas saturadas em N,O. Nestas condigBes 0 e ,4 € convertido no radical HO®
(equacgdo (2.18)) com um rendimento radiolitico global de 5,6 [98]. Dado que o d4tomo de
hidrogénio reage muito mais lentamente com N,O do que o electrdo solvatado, numa
solugdo saturada em N,O ter-se-do disponiveis, como espécies radicalares, cerca de 90% de

HO® e 10% de H®, a um valor de pH compreendido entre 3 e 11.

€ ag+ N;O — Ny + HO® + HO™ (2.18)

Para trabalhar em condicOes redutoras o método mais frequentemente empregue
consiste em adicionar um soluto orgdnico como um 4&lcool para captar o radical HO'

(equacgdo (2.19)).

HO"+RH — R'+H,0 (2.19)

O radical R" obtido por abstrac¢do de hidrogénio de um alcool é um radical
fracamente redutor, menos reactivo do que e ,q € H", podendo assim utilizar-se o alcool
como soluto em solugcdes em que se pretende estudar as reaccdes com as espécies
radioliticas redutoras. O mais frequentemente utilizado é o terc-butanol, cujo radical

*CH,(CH3),COH tem uma reactividade particularmente baixa.
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Caso se pretenda estudar uma reacc¢dao isoladamente com o electrdao solvatado
pode utilizar-se o ido formato como captor dos radicais HO® e H® (equacgdes (2.20) e (2.21)),

uma vez que o radical anido CO,"~ obtido é um redutor mais fraco e muito menos reactivo.

HO® + HCOO®T ——» H,0 +CO,"" (2.20)
H®+HCOO  — H,+CO," (2.21)

Finalmente, as reacc¢des exclusivamente com o atomo de hidrogénio podem ser
estudadas numa solucdo contendo terc-butanol como captor de HO® (equac¢do (2.19)) e

transformando o e, em H" a pH < 3 (equagdo (2.22)).

€ aq+ H30" —— H"+H,0 (2.22)

Para além das espécies primdrias existem outras, cuja importancia no caso de
radiagdes de baixo LET (como a radiacdo y) é muito reduzida. No entanto, em certos meios,
formam-se espécies secunddrias com efeito significativo. E o caso do radical anido
superdxido (0,7) e do seu acido conjugado radical hidroperoxilo (HO,"), que se formam
exclusivamente em solugdes aquosas oxigenadas, e que é importante ter em conta na
radidlise de sistemas bioldgicos.

Os radicais superoxido e hidroperoxilo — par acido-base conjugada (equacao (2.25));
pKa = 4,4 [91] — formam-se por reaccdo das espécies redutoras primdarias com o oxigénio
molecular (equagdes (2.23) e (2.24)), num processo de inversdo redox em que espécies

redutoras sdo convertidas em espécies fracamente oxidantes [91, 96].

e_aq+oz e Oz._ (2.23)
H +0, — HO,’ (2.24)
HOS == 0," + (2.25)

O radical anido superoxido também pode ser obtido em solugdo aquosa de formato
saturada com oxigénio [99]. O radical anido CO,"” formado por captura de HO® e H® pelo
formato (equacdes (2.20) e (2.21)) reduz o oxigénio molecular a 0,"~ (com formac3o de CO,),
ao passo que o electrdo solvatado remanescente é convertido em 0,"” pelo O, (equacdo

(2.23)).
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2.4.2. Processos fotoliticos
2.4.2.1. Fotodlise de peréxido de hidrogénio

Os perdxidos absorvem na gama do UV e decompdem-se rapidamente apds
fotoexcitacdo, gerando dois radicais centrados em oxigénio. O radical hidroxilo forma-se por
fotolise de perdxido de hidrogénio, um composto estavel a temperatura ambiente e com

uma energia de dissociacdo HO-OH de 210+2,5 kimol™ [100] (equac3o (2.26)).

H,0;, + hv ——= 2 HO® (2.26)

Apesar do estado excitado ser dissociativo, o rendimento radicalar da formacao de
HO*® é apenas 1,0 [101], ou seja, a eficiéncia é apenas 0,5 devido a reaccdes de recombinacao
dos radicais hidroxilo formados (k = 4,7x10° M™s™, [102]). Além disso, ha ainda a considerar
a reacgdo secundaria dos radicais HO® formados com o peréxido de hidrogénio (equagdo
(2.27)), embora seja pouco competitiva em relacdo a reaccdo do radical HO®* com o soluto

(k = 10° M*s™, como referido anteriormente).

HO®+ H,0, — H,0 + HO," k =4,5x10" M*s™ [103] (2.27)

Dado que o peréxido de hidrogénio possui um coeficiente de extingdo muito baixo
(e(H202)254nm = 18,6 M’lcm'l, [104]) é necessario utiliza-lo em concentracdes mais elevadas
relativamente a outros substratos presentes em solucdao de forma a que possa competir de

modo eficiente pelos fotdes incidentes no meio aquoso.

2.4.2.2. Fotodlise de N-6xido de 4-mercaptopiridina

A fotdlise de N-6xido de 4-mercaptopiridina (4-SPyNO) em solucdo aquosa provoca
a homdlise da ligacdo N-O originando um radical HO®* e um radical centrado em enxofre
(Esquema 2.1) [105].

Este método fotolitico € uma via limpa para estudar as reac¢des do radical hidroxilo.
O radical centrado em enxofre, além de ser muito menos reactivo do que o radical HO®, nao
interferindo nas suas reaccOes subsequentes, sofre acoplamento bimolecular que leva a

formacao de compostos estaveis dissulfureto.
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Esquema 2.1 — Producdo de radical hidroxilo por fotdlise de N-6xido de 4-mercaptopiridina

A fotodlise de 4-SPyNO como método de producdo de radical HO® apresenta varias
vantagens em relagao a outros métodos nao radioliticos. Comparado com a fotdlise de H,0,,
o 4-SPyNO é fotolisado muito mais eficazmente permitindo usa-lo em mais baixas
concentracGes. Nas mesmas condicdes fotoliticas é fotolisado quantitativamente, enquanto
que a fotdlise de H,0, é de apenas 10% [106], o que permite tempos de irradiagdo mais
curtos e, deste modo, evitar ou minimizar a degradacao fotoquimica dos substratos. Outra
vantagem deste método é que o precursor do radical HO® ndo é uma espécie oxidante como
0 H,0, ou redutora como o Fe"EDTA usado no sistema no Fenton, reduzindo a ocorréncia de
reaccdes redox indesejadas com o intermedidrio a estudar.

A estabilidade do 4-SPyNO a valores de pH elevados permite trabalhar em meio
fortemente basico, o que n3do é possivel quando se usa H;0, devido a sua
desproporcionac¢do catalisada por base [107]. O meio basico permite estudar reac¢des com o
radical anido O°7, a base conjugada do radical HO® (pK, = 11,9, [69]), um oxidante mais fraco

do que o radical HO® que reage por abstrac¢do de hidrogénio em vez de por adicdo [98].

2.4.3. Reacgdo de Fenton

Embora as solugbes aquosas de perdxido de hidrogénio sejam relativamente
estaveis a temperatura e luz ambientes, na presenca de catides metdlicos, em particular de
metais de transicdo, o H,O, decompde-se observando-se a formagao de produtos de
oxidacdo de substratos organicos presentes. Esta observacdo constitui a base do método
mais antigo conhecido para a geragdo do radical hidroxilo, a reaccdao de Fenton [108]

(equacdo 2.28)).

Fe?* + H,0, — Fe*" + HO" + HO™ k=64 M's?[109] (2.28)
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Existe alguma controvérsia em relacdo ao mecanismo da reac¢do de Fenton no que
respeita ao modo como se da a transferéncia electrénica entre o catido metalico e o H,0,
[110]. Embora se aceite que haja uma coordenacdo inicial entre estes, admite-se que o
radical HO® se difunde para a solucdo [111] ou permanece coordenado ao catido metalico na

forma de ido ferrilo ([Fe=0]*") (equacdo 2.29)) [112, 113].

Fe’" + H,0, —» [Fe?*---H,0,] — [Fe**---HO"] + HO” — [Fe=0]*" + H,0 (2.29)

A velocidade da reaccdo de Fenton é significativamente acelerada quando se usa o
Fe? complexado com um agente quelante como por exemplo o EDTA (equac¢do 2.30)). Este
efeito pode atribuir-se tanto a maior estabilizacio do Fe®* pelo EDTA [114] como a
diminui¢cdo do potencial redox do par Fe*'/Fe®* de +0,77 V (ndo complexado) para +0,12 V

(complexado) [115].

Fe"EDTA + H,0, — Fe"EDTA + HO" + HO™  k=3,2x10° M's™ [116] (2.30)

Além deste efeito catalitico na producio de radical HO®, a utilizaco de Fe'EDTA
permite evitar a formacdo de hidroxidos de Fe®* em ensaios efectuados a pH fisiolégico, bem
como a complexacdo dos ides metalicos pelos substratos presentes na amostra.

Uma forma de aumentar o rendimento da produc3o de radical HO" pelo sistema de

Fenton consiste em regenerar o Fe"EDTA por reducao do Fe EDTA com um redutor externo,

"EDTA n3o tem qualquer actividade catalitica na decomposicdo do H,0, e

uma vez que o Fe
que a producdo de radical HO® com participac¢do do radical anido 0, (formado por oxida¢3o
do H,0, pelo radical HO®, equac¢do (2.31)) pela reaccdo de Haber-Weiss (equacdes (2.32) e

(2.33)) é pouco eficiente.

H,0, + HO" —— H30" + 0, (2.31)
0,"” + Fe"EDTA — Fe'EDTA + 0, (2.32)
Fe'EDTA + H,0, —— Fe""EDTA + HO® + HO™ (2.33)

Um redutor externo particularmente eficaz na regeneracgdo de Fe'EDTA é o anido
ascorbato (AscH) (equacdo (2.34)). O radical anido ascorbilo (Asc’”) dismuta rapidamente a

anido ascorbato e a acido desidroascérbico (DHA) (equacdo (2.35)).
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AscH™ + Fe"EDTA —— Fe'EDTA+ Asc” +H'  k=10°M7s? [117] (2.34)
2 Asc’” + H" —— AscH™ + DHA k=1,4x10> M*s? [117] (2.35)

Neste sistema, devem utilizar-se concentracbes de substrato superiores as de
Fe'EDTA e de acido ascdrbico uma vez que o radical hidroxilo reage muito rapidamente com
estas espécies (equacgdes (2.36) e (2.37)). Além disso, é conveniente que a concentracdo de
acido ascdrbico seja baixa para que actue como pré-oxidante (producdo de radical HO®) e

ndo como antioxidante (reducdo do substrato oxidado).

HO' + Fe"EDTA —— Fe"EDTA + HO™ k=5x10° Ms? [118] (2.36)
HO®+ Asc®™ —— DHA + HO" k=1,1x10" Mm's* [117] (2.37)

A utilizacdo do sistema de Fenton para a geragao de radical hidroxilo, em
comparacao com métodos fotoliticos, tem a grande vantagem de poder ser empregue em
misturas reaccionais de substratos fotodegraddveis. No entanto, é um sistema mais
complexo, uma vez que alguns dos seus componentes podem ter interferéncia na reaccao
que se pretende estudar, nomeadamente ao reagirem com intermediarios nela formados.

Os métodos quimicos e fotoliticos, habitualmente designados em conjunto como
métodos radiomiméticos, sdo utilizados, na maior parte dos casos, quando o método
radiolitico ndo esta acessivel. Este constitui, de facto, a técnica mais limpa de producdo de
radicais. O seu Unico inconveniente é, caso se utilizem solu¢gdes muito concentradas, o efeito
directo da radia¢do ionizante sobre o soluto, o que raramente acontece quando se efectua

radidlise pulsada ou estacionaria para estudos mecanisticos.

2.5. Métodos de detecgao do radical hidroxilo

A deteccdo directa do radical hidroxilo é muito dificil devido a sua elevada
reactividade, associada a um tempo de vida extremamente curto, o que leva a
concentracGes no estado estacionario na maior parte dos casos abaixo dos limites de
deteccdo disponiveis.

A deteccdo por métodos espectroscopicos é também muito pouco fidvel pelo facto
de este radical ter um coeficiente de absor¢do muito baixo no UV (ver 2.3), pelo que a sua

deteccdo se faz normalmente pela identificacdo de um ou mais dos seus produtos com uma
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molécula alvo conhecida. De entre estas, referem-se como exemplos o acido salicilico [119],
que por reac¢do com o radical HO® d& origem maioritariamente aos &acidos 2,3- e 2,5-di-
hidroxibenzdico; o acido tereftalico [120], cujo Unico produto de reacgdo é o acido
hidroxitereftdlico; e a cumarina [121], cujos produtos sdo facilmente detectaveis por
espectroscopia de fluorescéncia.

A deteccdo por espectroscopia de RPE também ndo é viavel directamente devido as
concentracdes extremamente baixas em estado estacionario. No entanto, utilizando
captores de spin como por exemplo DMPO (N-6xido de 5,5-dimetil-1-pirrolina), é possivel
registar o espectro do respectivo aducto hidroxilico [1], devendo contudo excluir-se a
hipétese de formacdo do radical anido superéxido cujo aducto hidroxilico pode decair para o

que se obtém com o radical HO® obtendo-se 0 mesmo espectro de RPE [115].

2.6. Radical aniao sulfato
2.6.1. Propriedades

O radical anido sulfato (SO4°"), apesar de ndo ter qualquer relevancia bioldgica, é
uma espécie radicalar muito util para o estudo mecanistico de reac¢des de oxidacdo
monoelectrénica, pois mimetiza o efeito directo da radiacdo ionizante, como no caso da
formacdo de radicais catides de purinas e pirimidinas do ADN [122-129]. Além disso, o seu
elevado poder oxidante tem suscitado grande interesse na investigacdo e aplicacdo de
métodos alternativos para a degradacgao de poluentes [130-132].

O radical anido SO,*~ é uma espécie extremamente oxidante (E%nu(SO4 /5042 =

+2,43 V) [133], que absorve fracamente com Anax = 450 nm (€ = 1100 M'lcm'l) [134].

2.6.2. Reactividade

A reactividade do radical anido SO,°~ caracteriza-se sobretudo pela transferéncia
directa de electrdo em compostos insaturados ou aromaticos [135, 136] ou através de um
mecanismo de adicdo a uma ligacdo dupla seguido de eliminacao de sulfato [137]. Em ambos
0s €asos, a reac¢ao com o radical anido SO4°~ conduz a formacdo de um radical catido como
espécie primadria oxidada [138]. Embora as constantes de velocidade das reacc¢des do radical

anidao SO4°~ com compostos aromaticos sejam da mesma ordem de grandeza das das

reaccoes do radical HO®, a sua dependéncia da natureza de grupos substituintes em
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compostos derivados do benzeno reflecte bem o seu caracter electrofilico mais selectivo,
comparado com o do radical HO® [135].

O radical anido SO,4"~ pode ainda reagir por abstrac¢do de hidrogénio [139], embora
a velocidade de reaccdo por essa via seja inferior [140], facto pelo qual também é

considerado uma espécie oxidante mais selectiva do que o radical HO".

2.6.3. Métodos de geragdao

A geracdo do radical anido SO4° faz-se a partir de persulfato (S,05%7), seja qual for o
método utilizado. A estrutura do ido persulfato consiste em duas unidades tetraédricas, com
centro ocupado pelo atomo de enxofre, ligadas entre si por uma ligacdo homopolar entre
dois 4tomos de oxigénio cuja energia de dissociacio é de 120411 kimol™ [100]. Esta ligac3o,
mais fraca que a de H,0,, cinde homoliticamente por aquecimento [141] ou sob irradiacdo

UV, conduzindo a formacao de dois radicais anides SO4°~ [142] (equacdo (2.38)).

52082_ +hvy — 250, CD(SO4._) =2 (238)

A eficiéncia da decomposicao fotoquimica do ido persulfato é unitaria, qualquer que
seja o pH do meio [143, 144], pelo que se admite que a formacgao do radical anido SO;"” tem
um rendimento quéntico de 2 [145]. Dado que o persulfato possui um coeficiente de
absorcdo muito baixo (€(5208% )2540m = 50 M™cm™, [115]), é necessario utiliza-lo em
concentracGes mais elevadas relativamente a outros substratos presentes em solucdo de

forma a que possa competir de modo eficiente com os fotdes incidentes no meio aquoso.

O radical anido SO;* pode igualmente ser gerado por radidlise pela adicdo de
persulfato a solucdo aquosa que contém o soluto a estudar. Neste caso, a reac¢do do
electrdo solvatado com o persulfato transforma-o no radical SO,* (k = 1,2x10° Mms?, [115])

(equacdo (2.39)).

€ aq + 52052 —— SO,” + S0, (2.39)

Nessas condi¢cles, convém evitar a reaccdo directa de qualquer das espécies

primarias com o soluto. Para isso, a radidlise efectua-se em solu¢do aquosa saturada em
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argon (para evitar a captura do electrdo solvatado pelo oxigénio do ar), contendo terc-
butanol como captor do radical hidroxilo (k = 6,2x10® M™s, [146]). A reac¢do deste &lcool
terciario com o radical anido SO4*~ é desprezavel (k = 9,1x10° M s, [134]), o que reflecte a
grande diferenca de selectividade deste radical comparado com a do radical HO".

No caso de haver competicdo cinética entre o electrdo solvatado e o radical anido
SO,4°~ pelo substrato em estudo, basta usar uma concentracdo de 5,02 cerca de 10 vezes
superior a do soluto para garantir que 90% do electrdo solvatado se transforme no radical
anido SO4°~ antes de reagir directamente com o soluto. Nestas condi¢des, pode-se desprezar
a contribuicdo da reaccdo directa do electrdo solvatado com o soluto.

O 4tomo de hidrogénio (outra espécie primdria da radidlise), cujo rendimento
radiolitico é substancialmente inferior ao do electrdo solvatado, também reage com S,0g%"
para dar origem ao radical anido SO4*~, embora mais lentamente (k = 1,4x10° Mt [115]).
Da mesma forma, ao usar um excesso de S,05%" relativamente ao substrato, garante-se que

a reaccdo deste com o H® é desprezavel.

O radical anido SO4°" pode ser gerado igualmente por via quimica (equacdo (2.40),

através de uma reaccdo andloga a de Fenton, descrita anteriormente (equacgdo (2.28)).

Fe?" +5,08° — Fe* +50," +50,* k=27 M7t [147] (2.40)

No estudo da oxidacdo de substratos pelo radical anido SO,"~ formado por esta via,

a concentragdo de Fe?* deve ser bastante inferior a do substrato para que a oxidagao a Fe®*

pelo radical anido SO, formado (equacdo (2.41)) n3o compita com a oxidacdo do substrato.
Fe’* + 50, — Fe** +50,° k=9,9x10® M's™* [148]  (2.41)
De um modo geral, pode utilizar-se qualquer ido metalico oxidavel pelo persulfato
para a producdo do radical anido SO, por este método. Um exemplo é a utilizagdo de TiCls

e K5S,03 (equacdo (2.42)).

Ti*" +5,05° — Ti*" + 50, + S0,* (2.42)
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No presente trabalho utilizou-se este radical anido como oxidante na geragao de
radicais catides de xantinas em misturas aquosas bindrias para avaliar a sua capacidade
antioxidante relativa (Capitulo 4), e para estudar o mecanismo de reac¢do por

descarboxilacdo de acidos cindamicos (Capitulo 6).

2.7. Antioxidantes

A exposicao dos organismos vivos a condi¢gdes que provocam a sua lesdao oxidativa
levou a que tivessem desenvolvido mecanismos de defesa que limitam a producdo das
espécies oxidantes ou que reparam as lesdes por estas provocadas. Nestes mecanismos
participam espécies designadas como antioxidantes, entendendo-se como tal, segundo a
definicdo de Halliwell e Gutteridge [1], "qualquer substancia que, quando presente em
baixas concentracbes comparadas com a do substrato oxidavel, retarda ou inibe
significativamente a oxidagdo desse substrato".

Considerando que os principais agentes do stress oxidativo sdo espécies radicalares,
a principal ac¢ao de uma molécula antioxidante sera diminuir o potencial oxidante daquelas,
0 que podera acontecer por destruicdo do seu caracter radicalar (caso dos antioxidantes
enzimaticos) ou por conversao numa outra espécie radicalar menos oxidante do ponto de
visto quimico e menos lesiva do ponto de vista bioldgico (antioxidantes ndo enzimaticos),
guer como captora do radical oxidante primario quer como reparadora do alvo bioldgico
oxidado. De facto, a reac¢ao de um radical com uma espécie ndo radicalar da origem a uma
nova espécie radicalar, resultando o efeito antioxidante da menor reactividade desta ultima.

Os antioxidantes podem classificar-se em dois grandes grupos, os antioxidantes

proteicos e moléculas de menor massa molecular.

2.7.1. Antioxidantes proteicos

No meio celular existem varias proteinas que exercem a sua actividade antioxidante
de forma preventiva ao quelatar ides metalicos, em particular de ferro, diminuindo a sua
participacdo catalitica na formacdo de radicais [1]. No entanto, as proteinas com maior
efeito antioxidante sdo enzimas cujo modo de ac¢do consiste na remocgao catalitica das
espécies reactivas de oxigénio, como é o caso das superdxido dismutases, das catalases e

das peroxidases.
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Os enzimas do tipo superéxido dismutase actuam na etapa inicial de defesa celular
contra o stress oxidativo pela conversdo do radical anido superdxido O,"~ em produtos
menos téxicos, nomeadamente H,0, e O, [40]. O perdxido de hidrogénio é eliminado sob a
forma de 4gua e de oxigénio molecular pela ac¢do das catalases [149]. As peroxidases
reduzem o peréxido de hidrogénio a dgua com auxilio de uma espécie doadora de electrao.
O exemplo mais importante é a glutationo peroxidase que utiliza o glutationo como espécie

doadora de electrdo [150].

2.7.2. Antioxidantes de baixa massa molecular

Os antioxidantes ndao enzimaticos sao moléculas de baixa massa molecular,
maioritariamente de origem exdgena, como por exemplo as vitaminas C (acido ascérbico) e
E (a-tocoferol), os carotendides e os polifendis, ou biossintetizados como por exemplo o
acido urico, o ubiquinol-10 e o glutationo (Figura 2.2). Os antioxidantes hidrossoliveis
encontram-se no citosol e nos liquidos extracelulares e os lipossolUveis nas membranas
celulares e associados a lipoproteinas.

O modo de actuacdo destes antioxidantes na proteccdo do organismo contra os
agentes do stress oxidativo tem sido alvo de numerosos estudos e encontra-se largamente
documentado na literatura [151-159]. Na Tabela 2.3 indicam-se os potenciais de reducdo de
alguns pares redox de relevancia bioldgica.

Para além da accdo por efeito de captura de espécies radicalares, em particular o
radical hidroxilo, ou por reparagao de alvos de relevancia bioldgica, os antioxidantes podem
ter uma acgdo sinérgica participando em cadeias redox de acordo com o seu potencial de
reducdo. Por exemplo, o a-tocoferol pode reparar um radical peroxilo (ROO®), sendo o
radical a-tocoferilo (a-TO") resultante reparado pelo ascorbato (AscH™), havendo portanto
uma transferéncia de caracter radicalar para espécies sucessivamente menos oxidantes
(Esquema 2.2) [160]. O baixo potencial de reducdo do par Asc”/AscH™ n3o permite que o
radical ascorbilo (Asc™") seja capaz de oxidar alvos bioldgicos relevantes e é posteriormente

regenerado in vivo a ascorbato de forma enzimatica [161].
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Figura 2.2 — Antioxidantes de baixa massa molecular.

Tabela 2.3 — Potenciais de reducdo de pares redox de relevancia biolégica [67,162-168].

Par redox EC (V)

HO', H*/H,0 +2,72

ROO’, H'/ROOH +1,00

0,",2H"/H,0, +0,94

GS®, H'/GSH +0,92

U, H*/UH" +0,59

aTO®, H'/aTOH +0,48

uQ', 2H*/UQH, +0,36

H,0,, H*/H,0, HO® +0,32

Asc”, H'/AscH™ +0,28
ROO® oTOH Asc®”
ROOH aTo® AscH™

Esquema 2.2 — Transferéncia de caracter radicalar por ac¢do sinérgica de dois antioxidantes.
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2.7.3. Métodos padrao de avaliagdo da capacidade antioxidante

O crescente interesse na possivel accdo protectora dos antioxidantes sobre
processos patofisiolégicos induzidos por espécies oxidantes levou a que se tivessem
desenvolvido metodologias analiticas in vitro, simples e expeditas, para a determinacdo da
capacidade antioxidante de compostos puros ou de matrizes complexas, tais como
alimentos e extractos vegetais.

Estes métodos, muito diversos na sua natureza e modo de emprego, tém contudo
em comum o objectivo de avaliarem a capacidade de um potencial antioxidante captar
radicais ou outras espécies oxidantes ou monitorizar o resultado de um sistema
oxidante/alvo conhecido, na auséncia e na presenca do candidato a antioxidante. Em caso
algum estes métodos fornecem informacdo sobre a modificacdo quimica que o composto
em estudo sofre ao ser oxidado. Deste modo, o estudo dos mecanismos quimicos de
oxidacdo do antioxidante, que constituem o modo de abordagem deste trabalho —
caracterizagdo dos intermediarios envolvidos e identificagdao dos produtos finais — ndo pode
ser feito utilizando os métodos padrdo de avaliacdo da capacidade antioxidante, pelo que
destes se fara apenas uma breve referéncia.

O teste colorimétrico DPPH (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) € um método
directo que mede a capacidade de um composto captar radicais livres [169]. O radical
estdvel DPPH" apresenta uma forte absor¢3o no visivel (517 nm), o que permite avaliar a
capacidade antioxidante pela diminuicdo da absorvancia registada em estado estacionario a
este comprimento de onda na presenca da substancia a testar. A quantificacdo faz-se pela
quantidade de substincia necessaria para inibir a 50% a absorvancia do radical DPPH". Em
alternativa, a quantificacdo pode ser feita por espectroscopia de RPE [170] medindo a
diminuicdo da intensidade da risca principal do espectro em funcdo da concentracdo de
antioxidante apds reac¢ao completa.

O método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) [171] baseia-se na
capacidade de um composto captar o radical catido ABTS", gerado por reac¢do do ABTS
(acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) com a ferrilmioglobina, por comparacao
com a do Trolox (um analogo hidrossollvel da vitamina E). A quantificacdo dessa capacidade
é feita pela medic3o da absorvancia do ABTS™ a 734 nm. O valor de TEAC é a raz3o entre as
concentracdes de Trolox e do antioxidante para uma absorvancia equivalente. Este método

constitui um exemplo de avaliagao da capacidade antioxidante por transferéncia de electrao.
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O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) [172] baseia-se na
capacidade de um composto captar radicais peroxilo produzidos por reaccdo de oxigénio
molecular com radicais alquilo resultantes da decomposicdo térmica de um composto azo
(AAPH, o di-cloridrato de 2,2'-azobis(2-amidino-propano)), por comparac¢do com a do Trolox.
A quantificagdo dessa capacidade é feita pela inibigdo ou atenuagdo do decaimento da
fluorescéncia intrinseca da proteina beta-ficoeritrina induzida pelo radical peroxilo. O valor
de ORAC é a razdo entre a drea sob a curva de fluorescéncia na presenga do antioxidante
(subtraida do valor do ensaio em branco) e a area sob a curva de fluorescéncia na presenca
do Trolox (subtraida do valor do ensaio em branco). Este método constitui um exemplo de

avaliacdo da capacidade antioxidante por transferéncia de hidrogénio.

2.8. Tipos de antioxidantes estudados

Devido a importancia do efeito dos radicais oxidantes, em particular em meio
bioldgico, varias questbes se colocaram desde o inicio aos investigadores que se
interessaram por este assunto, como a necessidade de compreender os mecanismos das
reaccdes em que intervém, de avaliar a sua diferente reactividade, de detectar a sua
presenca (com o desenvolvimento dos meios necessarios para tal fim) e, finalmente, de
encontrar e desenvolver moléculas (antioxidantes) capazes de proteger as células vivas do
seu efeito lesivo. Este uUltimo desafio esteve na origem de uma larga drea de investigacao,
actualmente ainda em expansdo — a pesquisa de novos antioxidantes eficazes para a
prevencado e reparacdo dos efeitos do stress oxidativo.

De entre os tipos de antioxidantes acima referidos, estudaram-se no ambito da
estratégia adoptada para este trabalho (Capitulo 1) duas classes de compostos: xantinas e
acidos hidroxicinamicos. Um terceiro grupo de compostos alvo deste estudo é constituido
por derivados da antipirina, compostos tradicionalmente usados em terapia como anti-

inflamatdrios cuja capacidade antioxidante ndo estd ainda suficientemente avaliada.

2.8.1. Xantinas e acidos hidroxicinamicos

A xantina e seus derivados, sdo desde ha muito conhecidos como antioxidantes
encontrando-se na literatura referéncia a trabalhos respeitantes a sua avaliagdo como tal
[173-175]. No entanto, apesar da grande informagdo ja disponivel sobre a capacidade

antioxidante relativa destes compostos, quer entre si, quer comparada com a de outros
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antioxidantes, ndo estao ainda completamente esclarecidos os mecanismos das reacgdes de
oxidagdao em que estes compostos intervém.

Neste trabalho avalia-se a capacidade antioxidante relativa de varios derivados da
xantina, através do estudo do efeito do tipo de substituinte e da sua posicdo na estrutura
purinica, e identificam-se as vias reaccionais da degradacdo oxidativa da teofilina, uma
xantina dimetilada presente na dieta humana.

A capacidade antioxidante do acido cafeico, como de outros polifendis, tem sido
também alvo de grande interesse de investigacdo [176-178]. No presente trabalho, dedica-
se particular atencdo ao dacido cindmico e seus derivados mono-hidroxilados no anel
benzénico (acidos cumaricos), para avaliar o seu eventual envolvimento como precursores
do préprio acido cafeico em condicoes de stress oxidativo, identificar os respectivos

produtos finais estaveis e propor mecanismos gerais de oxidacgao.

2.8.2. Derivados de antipirina

Os derivados da antipirina (2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona) sdao compostos
anti-inflamatdrios ndo esterdides (AINE) que possuem uma acc¢do terapéutica que resulta da
inibicdo da sintese de prostaglandinas, mediadores importantes nos processos de
inflamacdo, dor e febre [179]. O enzima responsdvel por esta sintese, a prostaglandina
sintetase, possui um grupo heme e dois locais activos com actividades cataliticas distintas
mas interligadas: a ciclooxigenase, onde o acido araquiddénico (substrato precursor da
prostaglandina) é convertido a prostaglandina G2 (endoperéxido com grupo hidroperoxilo),
e a peroxidase, onde se forma a prostaglandina H2 por reducdo (endoperdxido com grupo
hidroxilo) [180]. Esta difunde-se e é transformada em diversas prostaglandinas por
isomerases especificas [181]. O mecanismo de inibicdo dos AINE consiste no bloqueio da
actividade enzimatica da ciclooxigenase por competicdo com o substrato acido araquiddnico
[182, 183].

A antipirina foi o primeiro derivado de pirazolona a ser utilizado no tratamento da
dor e da inflamagdo, ainda nos finais do século XIX. Mais tarde, as suas propriedades
terapéuticas foram potenciadas com a introducio de um grupo N*-dimetilamino na sua
estrutura, obtendo-se a aminopirina. Dada a fraca solubilidade desta em agua, foi
sintetizado e comercializado em 1922 o andlogo N*-metil, N*-metanossulfonato de sédio, a

dipirona. No entanto, na década de 1970 estes farmacos foram retirados do mercado em
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diversos paises dado que a sua utilizacao foi associada a manifestacao de efeitos secunddrios
graves, nomeadamente a agranulocitose [184]. Mais tarde, e apds varios estudos estatisticos
efectuados em populagdes em cujos paises a dipirona continua no mercado, concluiu-se que
a incidéncia de agranulocitose e de outros efeitos secundarios € marginal e que, por isso,
este AINE ndo constitui um risco para a saude publica quando administrado em doses
terapéuticas e por curtos periodos de tempo [185, 186].

Na realidade, a dipirona é um pré-farmaco ja que, apdés administracdo, é
rapidamente hidrolisada a 4-(N-metil)-aminoantipirina, o composto farmacologicamente
activo. Um estudo recente [187], associou a acc¢do farmacoldgica deste com a sua
capacidade de bloquear a actividade da prostaglandina sintetase por reducao da forma
oxidada do grupo heme (Fe*, forma activada), regenerando o enzima & sua forma
desactivada (Fe*'). De facto, é a forma oxidada do grupo heme, um complexo intermediario
de oxoferrilo com um radical localizado na porfirina que, apds transferéncia de electrdo de
um residuo de tirosilo a porfirina oxidada [188, 189], inicia o processo de sintese da
prostaglandina H2. Esta forma de actuacdo, semelhante a verificada noutros inibidores de
ciclooxigenase [190, 191], veio contrariar o mecanismo classico por competicao com o acido
araquidonico e levou a que se destacasse a importancia do poder redutor da dipirona, isto é,
da sua capacidade antioxidante.

E sabido que nos processos de inflamag&o existe um acréscimo de producdo de ROS
que estdo implicadas na sua patofisiologia [192, 193], pelo que tem havido um interesse
crescente na possibilidade dos efeitos terapéuticos dos AINE poderem estar associados a
uma potencial actividade antioxidante. Num trabalho recente [194], demonstrou-se que a
dipirona e a aminopirina sao captores muito eficazes de ROS, nomeadamente do radical
hidroxilo. Contudo, é necessario identificar os varios produtos finais de oxidacdo dos AINE e,
posteriormente, avaliar se podem eles préprios provocar ou ndo danos biolégicos no meio
fisiologico.

Tendo este objectivo em vista, neste trabalho estuda-se a reac¢ao da aminopirina e
de dois metabolitos [195], a 4-(N-metil)-aminoantipirina (o substrato activo da dipirona) e a
4-aminoantipirina, com o radical hidroxilo em meio neutro e identificam-se os principais

produtos finais estaveis de oxidacdo.
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3. Parte experimental

3.1. Reagentes

A maior parte dos compostos utilizados neste trabalho (excepto os sintetizados, ver

3.2) encontram-se disponiveis no mercado em elevado grau de pureza, pelo que foram

utilizados sem posterior purificagdo.

Tabela 3.1 — Reagentes utilizados

Reagente Pureza Marca
Xantinas
Xantina 99% Sigma
1-Metilxantina Sigma
3-Metilxantina Sigma
7-Metilxantina Fluka
9-Metilxantina > 98% Fluka
Xantosina >99% Sigma
Teofilina (1,3-dimetilxantina) >99% Sigma
Paraxantina (1,7-dimetilxantina) 98% Sigma
1,9-Dimetilxantina Fluka
Teobromina (3,7-dimetilxantina) >99% Sigma
3,9-Dimetilxantina Fluka
Antipirinas
Antipirina Sigma
4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina Sigma
4-(N,N-di(trideuterometil))-aminoantipirina (sintetizada)
4-(N-metil)-aminoantipirina (sintetizada)
4-aminoantipirina 98% Aldrich
Acido cinémico e derivados
Acido cindmico >99% Fluka
Acido o-cumarico (acido 2-hidroxicindmico) >97% Fluka
Acido m-cumarico (4cido 3-hidroxicindmico) > 98% Fluka
Acido p-cumarico (4cido 4-hidroxicinamico) >98% Fluka
Acido cafeico (4cido 3,4-di-hidroxicinamico) > 98% Fluka
Acido 2,4-di-hidroxicinamico 97% Aldrich
Acido 3-fenil-lactico >97% Fluka
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3. Parte experimental

Tabela 3.1 — Reagentes utilizados (continuacdo)

Outros padrdes

Fenilacetaldeido >90% Aldrich
Benzaldeido >99% Fluka

Geradores de radicais

Persulfato de potassio +99% Aldrich
Peréxido de hidrogénio 30% (p/v) Panreac
N-6xido de 4-mercaptopiridina (sintetizado)

Outros reagentes (eluente)

Metanol (HPLC gradiente) 99,9% Panreac
Acetonitrilo (HPLC gradiente) 99,9% Panreac
Fosfato diacido de potdssio +99% Aldrich
Fosfato dibasico de sédio +99% Aldrich
Acido férmico 98% Panreac
Acetato de amodnio 98% Sigma

Sistema de Fenton

Na,EDTA (di-hidrato) 99% Riedel-de-Haén
Sulfato de Ferro (ll) (hepta-hidrato) 99,5% Pronalys
Cloreto de Titanio () (solugdo em 20-30% HCI) > 10% Aldrich

Acido ascérbico >99%  Fluka

Sintese de N-oxido de 4-mercaptopiridina

N-6xido de 4-nitropiridina 97% Aldrich
Tioureia >99% Fluka
Cloreto de acetilo 98% Panreac

Pentacloreto de fésforo
N,N-Dimetilanilina

Etanol 99,5% Panreac

Sintese de 4-(N-metil)-aminoantipirina

Anidrido ftlalico >98% Merck
Sulfato dimetilico >99% Merck
lodeto de metilo 99.5% Sigma

lodeto de metilo — ds 99.5% Aldrich

Agentes de derivatiza¢do para GC-MS

N-Metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida Fluka
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3.2. Sinteses
3.2.1. N-6xido de 4-mercaptopiridina

Preparou-se o N-oxido de 4-cloropiridina (rendimento 66%, ponto de fusdo 164-
166°C com decomposi¢do) por reaccdo de N-oxido de 4-nitropiridina com cloreto de acetilo
previamente seco [1]. De seguida, fez-se reagir o composto obtido com tioureia em etanol
seco [2]. Ao sal de isotuirénio resultante adicionou-se uma solucdao aquosa de Na,CO3 e
Na,S, e, apos hidrélise acida, obteve-se o N-6xido de 4-mercaptopiridina. Recristalizou-se o
composto de uma mistura etanol/agua (rendimento global 22%, ponto de fusdo 144-146 °C

com decomposicao).

3.2.2. 4-(N-metil)-aminoantipirina

Adaptou-se uma metodologia previamente publicada [3] para a sintese da 4-(N-
metil)-aminoantipirina, que envolve a formacgao inicial de 4-ftalimidoantipirina, seguida de
semi-hidrélise com hidréxido de sddio e subsequente metilacdo do sal de sédio da 4-(N-
ftalil)-aminoantipirina com sulfato dimetilico. Apds hidrélise acida da 4-(N-metil-N-ftalil)-
aminoantipirina, obteve-se a 4-(N-metil)-aminoantipirina sob a forma de um éleo amarelo
com um rendimento global de 4%. Caracterizou-se o produto por espectrometria de massa e
RMN de 'H e °C. A atribuicdo de todos os sinais baseou-se nas correlagdes observadas nos
espectros de HMQC e HMBC (ver Apéndice A).

IV: vmsx (NaCl)/cm™ 1651 (C=0).

'H RMN: §(CDCl5) 7.38-7.32 (4 H, m, Aromitico), 7.15 (1L H, t, J 6.9, 4’-H), 2.77 (3 H,
s, N(1)-CHs), 2.73 (3 H, s, N*-CH3), 2.16 (3 H, s, C(5)-CH3);

3¢ RMN: §(CDCl3) 162.7 (C3), 140.2 (C5), 135.7 (C1’), 129.5 (C3'+C5’), 124.4 (C4’),
123.4 (C2’+C6’), 38.1 (N(1)-CH3), 35.1 (N*-CHs), 11.3 (C(5)-CHs).

GC-MS: m/z (EI) 217 (M*, 7%), 202 (M - CHs, 0,5), 98 (M - CsHsNCO, 4), 83 (M -
CeHsNCO- CHs, 28), 77 (CgHs, 7), 56 (CH3CN CHs, 100).

Dado o fraco rendimento em 4-(N-metil)-aminoantipirina através da técnica acima
descrita, preparou-se também este composto por metilacgdo da 4-aminoantipirina com
iodeto de metilo em tetra-hidrofurano seco. Controlou-se a reac¢do por cromatografia em

camada fina e interrompeu-se quando a quantidade de produto dimetilado comecou a
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exceder a do pretendido. Apds concentracdo da mistura das trés antipirinas, isolou-se a
4-(N-metil)-aminoantipirina por HPLC semi-preparativa em fase reversa (ver 3.5.2). Embora
esta reac¢do e respectivo tratamento sejam mais simples do que o procedimento anterior,
tem a desvantagem de ser necessario despender mais tempo para isolar o produto final.
Sintetizou-se o analogo da 4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina deuterado nos grupos
metilo em N* — 4-(N,N-di(trideuterometil))-aminoantipirina — através da técnica acima

descrita com iodeto de metilo deuterado.

3.3. Preparacao de solugdes

As solucdes aquosas dos compostos a estudar foram preparadas com agua ultra-
pura (resistividade 18 MQ cm) obtida com um sistema Millipore Milli-Q 50.

A tamponizacdo das solugdes em meio neutro foi feita por adicdo de uma mistura
equimolar de KH,PO,4 e de Na,HPQ,, tipicamente 5 mM cada. Sempre que necessdrio, fez-se
o ajuste do valor de pH pretendido com solucdes de NaOH ou HCIO,.

De um modo geral, as solugdes foram preparadas imediatamente antes da sua
utilizacdo nas respectivas experiéncias. Nos casos em que houve necessidade de conserva-
las por periodos longos (superiores a 24 horas), foram guardadas protegidas da luz e a 4°C, e
testou-se a sua composicdo antes de nova utilizacdo.

Sempre que necessario desarejaram-se as solugbes, para remover o oxigénio
atmosférico, fazendo borbulhar previamente e durante a utilizacgdo uma corrente de azoto
ou de argon. As solucdes a submeter a radidlise gama foram desarejadas com argon (reaccao
com o radical anido sulfato) ou desarejadas e saturadas com N,O (reac¢do com o radical

hidroxilo).

3.4. Geragao de radicais

3.4.1. Fotolise UV

A geracdo de radicais por via fotolitica foi efectuada por exposicdo das solucdes
contendo os respectivos precursores a radiacdo UV emitida por uma lampada de mercurio
de alta pressdo Hanau de 150 W. O radical HO® é obtido por fotdlise quer de H,0, em
solugGes com pH abaixo de 8, quer de N-6xido de 4-mercaptopiridina. Este ultimo utilizou-se

em solucdes muito bdsicas (pH superior a 12) sempre que se pretendeu obter o radical anido
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0", a base conjugada do radical HO®. O radical anido SO,;"~ é produzido por fotdlise de
persulfato de potdssio seja qual for o pH do meio.

As amostras colocaram-se numa célula de quartzo de 1 cm de percurso éptico e
3 mL de volume. A extensdo da oxidacdo radicalar dos compostos em estudo foi analisada
variando a distancia da célula ao centro da lampada (Figura 3.1) através de um suporte

reguldvel e o tempo de exposicdo a radiacdo UV.

Agua de refrigeragio da limpada

M

Ampola de vapor de mercirio

Suporte

Distancia variavel

Figura 3.1 — Montagem para fotélise UV de solugGes aquosas. A distancia minima permitida ao centro
da ldampada é de 2,5 cm.

Nas experiéncias em que se pretendeu um meio isento de oxigénio, desarejaram-se
as amostras com argon directamente na célula de quartzo durante 5 minutos imediatamente
antes da irradiacdo. Utilizou-se um procedimento andlogo para a saturacao de solugdes com
oxigénio, tendo-se mantido a corrente de gas durante a irradiacao.

As irradiagOes efectuadas para isolamento e caracterizagao dos produtos de reacgao
foram conduzidas num reactor cilindrico de 800 mL no qual é colocada no centro a mesma
lampada UV acima descrita. A mistura reaccional é continuamente agitada durante o tempo

de fotdlise de modo a garantir a sua homogeneidade.

3.4.2. Reacgdo de Fenton

O estudo da oxidacdo radicalar de substratos com elevada fotodegradacdo levou a
que se tivesse optado por gerar os radicais oxidantes por via quimica através do sistema de
Fenton. Adicionaram-se a solugdo aquosa contendo o substrato, por esta ordem, pequenas

quantidades de solugdes concentradas do agente precursor do radical oxidante, do ido
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metdlico (complexado ou ndo) e de acido ascérbico (apenas para a reac¢do com radical
hidroxilo a pH 7), de forma a que a variacdo do volume inicial fosse desprezavel.

Utilizou-se H,0, e K;S,0g como agentes precursores do radical hidroxilo e do radical
anido sulfato, respectivamente. Nas reac¢bes a pH 7, utilizou-se uma solugdo aquosa
concentrada (0,1 M) de ido Fe** complexado com EDTA, previamente preparada por adi¢3o
estequiométrica de Fe'SO, a uma solucdo alcalina de EDTA dissédico. Nas reaccdes
efectuadas em meio acido utilizou-se simplesmente o i3o Fe®* na forma de sulfato. Nalguns
casos, na reaccio do substrato com o radical anido sulfato utilizou-se o i5o Ti** como redutor
de persulfato.

O tempo de reac¢ao das misturas reaccionais controlou-se pelo instante da injec¢ao
da amostra no sistema cromatografico, uma vez que a concentracdo de metanol presente no
eluente é suficientemente elevada para captar os radicais HO® e SO;"~ mais rapidamente do

gue qualquer soluto da mistura reaccional.

3.4.3. Irradiagao gama

As amostras foram irradiadas numa fonte de cobalto 60 instalada na Unidade de
Tecnologias de Radiacdo do Instituto Tecnolégico Nuclear. Esta unidade industrial esta
preparada para a irradiacdo de produtos para fins tdo diversos como o alimentar, médico,
laboratorial, conservacdo e restauro, que, depois de devidamente acondicionados em
embalagens padrdo, sdo conduzidos até ao centro da camara onde se encontra a fonte
radioactiva. No caso das amostras em estudo, estas colocaram-se simplesmente a uma
distancia da fonte previamente definida cujo valor de débito de dose é conhecido. No
entanto, e uma vez que a fonte vai perdendo actividade ao longo do tempo, utilizaram-se
dosimetros do tipo Perspex (Harwell Gammachrome YR®) para calcular o valor do débito de
dose nas posicdes onde as amostras foram irradiadas. Estes dosimetros sdo materiais
poliméricos (polimetilmetacrilato) transparentes que escurecem quando expostos a
radiagdo. A variagdao da densidade éptica, medida directamente num espectrofotémetro, é
funcdo da dose de radiacdo absorvida. Em todas as irradia¢des efectuadas, o débito de dose
foi de 45 Gymin™.

As amostras a irradiar prepararam-se por dissolu¢cdo do substrato (10 mM e 2 mM
para os derivados da antipirina e do acido cindmico, respectivamente) em 3 mL de 4gua

MilliQ. O pH do meio foi acertado com tampao fosfato 5 mM (pH 7) ou com KH,PO, 5 mM
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(pH 2, ajuste com &acido perclérico). Para a reac¢do com o radical HO®, as amostras
saturaram-se previamente em N,O durante cerca de 15 minutos. No caso da reac¢do com o
radical anido SO,", adicionou-se 40,5 mg persulfato de potéssio (50 mM) e 28 uL de terc-
butanol destilado (100 mM), e saturou-se com argon durante cerca de 15 minutos.

As amostras foram irradiadas durante 60 min, o que equivale a uma dose absorvida
de 2,7 kGy. Dado que se conhece o rendimento radiolitico global do radical HO® em soluc¢des
aquosas saturadas em N,O (ver Capitulo 2, G(HO") = 5,6 (100 eV)) consegue-se estimar a
quantidade de radicais HO® formados durante o tempo de irradiacdo em cada amostra. Para
um volume de 3 mL, formam-se cerca de 4,70 umol de radicais HO®, o que, caso tivessem

sido gerados no instante inicial, corresponderia a uma concentragao total de 1,57 mM.

3.5. Sistemas cromatograficos
3.5.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica

A analise das misturas reaccionais por HPLC fez-se por detecg¢do dptica com matriz
de fotodiodos, nalguns casos acoplada a espectroscopia de massa. Os solventes utilizados na
eluicdo das amostras foram previamente destilados e filtrados. Nos sistemas desprovidos de
desgaseificador, o eluente foi previamente desarejado com hélio.

A concentragdo de cada um dos solutos determinou-se por integracdo da drea dos
respectivos picos observados nos cromatogramas obtidos por deteccdo 6ptica, depois de se
ter verificado uma relagdao de linearidade dentro das gamas de concentragdo utilizadas

(tipicamente 0 - 1 mM).

3.5.1.1. Sistema Shimadzu

Utilizou-se este sistema na andlise das misturas reaccionais da xantina e seus
derivados metilados (Capitulo 4). As solu¢Ges aquosas contendo os dois substratos (0,5 mM
cada), K,5,05 20 mM e tampao fosfato 5 mM foram previamente desarejadas com argon. As
amostras, colocadas em células de quartzo a 6 cm de distancia ao centro da lampada de UV,
foram irradiadas entre 0 e 20 minutos.

A analise quantitativa da evolugdo dos substratos destas misturas em fun¢do do
tempo de irradiagdo fez-se por HPLC recorrendo a um sistema composto por uma bomba

para eluentes Shimadzu LC-10AS, um injector Reodhyne 7125 com um volume de injec¢ao
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de 20 pL, uma coluna de fase reversa de octadecilsilano Merck Purospher® STAR RP18e
(comprimento 25 cm e diametro 4 mm) e um detector 6ptico de matriz de fotodiodos
Shimadzu SPD-M10A. A aquisi¢do foi feita na gama entre 200 e 360 nm.

A eluicdo das amostras fez-se em modo isocrdtico. A composicdao do eluente e o
caudal utilizado foram ajustados consoante o par de xantinas de cada mistura reaccional, de
forma a optimizar a sua separacdo e, consequentemente, obter maior precisdo na analise
quantitativa. Tipicamente, utilizaram-se solugdes aquosas contendo 0-20% (v/v) de metanol
ou 0-10% (v/v) de acetonitrilo, eluidas entre 0,6 e 1,2 mLmin™. Cada eluente foi
tamponizado a pH abaixo de 4 (com KH,PO,4) de modo a garantir a eluicdo dos substratos na
sua forma nao dissociada.

No caso particular da andlise dos produtos de desmetilacdo da teofilina (ver 4.7),
utilizou-se um eluente composto por uma solugdo aquosa de KH,PO4 5 mM (pH 4) com 20%

de metanol a 0,8 mLmin™.

3.5.1.2. Sistema Thermo Finnigan

A detecgao e identificagao dos produtos das misturas reaccionais de derivados de
4-aminoantipirina foram efectuadas por HPLC de fase reversa com deteccdo Optica entre
200 e 600 nm (matriz de fotodiodos) acoplada a espectrometria de massa (Capitulo 5). As
misturas reaccionais foram preparadas em simultaneo e analisadas sequencialmente, pelo
qgue os tempos de reaccdo sdo diferentes. No entanto, essa diferenca, para as condicoes
experimentais utilizadas, tem uma interferéncia muito reduzida nos respectivos perfis
cromatograficos em termos qualitativos e quantitativos.

O sistema cromatografico consiste no modelo Thermo Finnigan Surveyor composto
por uma bomba, um injector automatico, uma unidade de desgaseificacdo de eluente e um
detector de fotodiodos. As amostras (volume de injec¢do 20 uL) foram eluidas em modo
isocratico a 1 mLmin™ numa coluna de fase reversa RP18 (LiChrospher®, 250-4 mm, 5 um,
Merck) com uma solugdo aquosa de metanol a 20% (v/v) tamponizada com acetato de
amonio 50 mM (pH 7).

A deteccdo massica foi efectuada com um espectrometro de massa Thermo
Finnigan LCQ Deca XP com analisador do tipo armadilha de ides e com fonte de ionizacao
por electrospray em modo positivo (ESI+). Fez-se a aquisicdo na gama espectral 50-1000 Da.

Os dados foram registados e tratados com o software Xcalibur (versdo 1.3).
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3.5.1.3. Sistema Waters

Este sistema HPLC é composto por uma bomba gradiente quaterndria para eluentes
Waters 600, um sistema de desgaseificagdo por vacuo, um amostrador automatico 717 com
volume de injecc¢do varidvel até 200 pL e um detector UV-Vis de matriz de fotodiodos Waters
996. Utilizou-se uma coluna de fase reversa octadecilsilano Merck Purospher® STAR RP18e
(comprimento 250 mm e diametro 4 mm, didmetro das particulas de enchimento 5 um). A
aquisicao foi feita na gama entre 200 e 400 nm.

Para uma melhor caracterizacdo de algumas amostras, utilizou-se este
cromatégrafo acoplado a um espectrémetro de massa VG Platform (Micromass, UK Ltd) com
um analisador do tipo quadrupolo e fonte de ionizagcdo por electrospray. Tipicamente,
trabalhou-se em modo de ionizacdo positivo, com uma voltagem de cone varidvel entre 20 e
50 V, uma tensao aplicada no capilar de 3,5 kV, a temperatura da fonte entre 100 e 140°C e
fez-se a aquisicdo na gama de m/z 50-500 Da. Utilizou-se o azoto como gas de nebulizacédo
com um caudal de 10 Lh™.

Tipicamente, nas eluicbes feitas em meio acido (pH 3) utilizou-se acido féormico
0,1 % enquanto que em meio neutro se utilizou acetato de amdnio 50 mM, uma vez que
estes tampdes sao compativeis com a analise por espectrometria de massa.

A automatizacdo e controlo do sistema HPLC-MS e o tratamento de dados fizeram-

se a partir do software MassLynx™.

3.5.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-preparativa

O sistema Shimadzu acima descrito utilizou-se igualmente para isolar compostos
obtidos por sintese (4-(N-metil)-aminoantipirina, Capitulo 5) ou produtos finais estaveis de
misturas reaccionais para posterior identificacdo e caracterizacgao.

Utilizou-se uma coluna semi-preparativa de fase reversa de octadecilsilano Merck
Purospher® STAR RP18e (comprimento 250 mm e didmetro 10 mm) de caracteristicas
idénticas a utilizada para a cromatografia analitica, um injector Reodhyne 7125 com um
volume de injeccdo de 500 pL e um caudal de eluicio entre 2,5 mLmin™ e 3 mLmin™,
conforme a composicdo do eluente e produtos a separar.

Apos identificacdo do respectivo pico de absorcdo, cada produto foi recolhido a
saida do detector de matriz de fotodiodos Shimadzu SPD-M10A. As amostras recolhidas

evaporaram-se a secura e os respectivos produtos analisados e caracterizados. No caso da
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analise por GC das fracgdes secas, ndo se removeu previamente o tampao do eluente
utilizado na separacdo por HPLC semi-preparativa. No entanto, fez-se essa remocdo (por

extraccdo liquido-liquido) nas amostras para identificacdo por RMN.

3.5.3. Cromatografia gasosa com detec¢dao massica
3.5.3.1. Preparagao das amostras

Para garantir a integridade da coluna de GC e um aumento da volatilidade dos
compostos a analisar, as amostras contendo padrdes ou produtos de reac¢do com atomos
de hidrogénio labeis foram evaporadas e previamente derivatizadas com a introducdo de
grupos trimetilsililo por adicdo de 50 pL de N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida

(MSTFA) com aquecimento a cerca de 50 a 70°C durante 30 a 60 min.

3.5.3.2. Sistema Agilent

A andlise qualitativa de padrdes e de produtos de reacgao de xantinas e acidos
cindmicos previamente derivatizados efectuou-se com um cromatégrafo gasoso Agilent
6850 acoplado a um espectrémetro de massa Agilent 5975C VL MSD. A separagao realizou-
se com auxilio de uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (5% fenilmetilsiloxano,
modelo HP 19091S-433E, comprimento 30 m, didmetro interno 0,25 mm com espessura de
filme 0,25 um, Agilent Technologies Inc.). Utilizaram-se as seguintes condi¢cGes
experimentais: caudal de gas de arrastamento (hélio) 1 mLmin, temperatura do injector
250°C, temperatura do detector 280°C, modo splitless, volume da injeccdao 1,0 uL, pressao
do gés de arrastamento 10,47 psi, caudal de purga 20 mLmin™, velocidade média 37 cms™.
Os espectros de massa foram obtidos por ionizacdo por impacto electrénico (El) com uma
energia de fonte idnica de 70 eV, adquiridos com recurso ao software MSD ChemStation
(Agilent) e comparados com a base de dados NISTO5.

Na analise dos produtos de oxidacdo da teofilina (ver 4.7) programou-se o forno de
GC com uma temperatura inicial de 100°C durante 3 min, seguido de uma rampa de 6°Cmin™

até aos 250°C e uma isotérmica a esta temperatura durante 3 min.
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3.5.3.3. Sistema Carlo Erba

A separacdo e deteccdo de derivados da aminopirina previamente derivatizados foi
efectuada com um cromatégrafo gasoso Carlo Erba Vega Series 2 acoplado a um
espectrometro de massa Carlo Erba QMD1000. Utilizou-se uma coluna capilar de silica
fundida DB-5MS (5% fenil-95% dimetilpolisiloxano, comprimento 30 m, didmetro interno
0,32 mm com espessura de filme 0,25 um, Agilent — J&W Scientific). Utilizaram-se as
seguintes condicBes experimentais: caudal de gas de arrastamento (hélio) 1,5 mLmin™,
temperatura da fonte idnica 150°C, temperatura da linha de transferéncia 220°C, volume da
injeccdo 1,0 plL, pressdo do gas de arrastamento 12,33 psi. Os espectros de massa foram
obtidos por ionizagcdo por impacto electrénico (ElI) com uma energia de fonte idnica de 70 eV
e adquiridos com recurso ao software MassLab™ (Micromass).

A 4-(N-metil)-aminoantipirina  caracterizou-se sem  derivatizacdo prévia
programando o forno com uma temperatura inicial de 200°C durante 3 min, seguido de uma
rampa de 3°Cmin™ até aos 250°C. Fez-se a aquisicdo na gama de m/z entre 50 e 350 Da.

As solucbes aquosas de acido cindmico e seus derivados irradiadas na fonte de *°Co
analisaram-se, apds evaporagao do solvente e derivatizagdo, com o forno de GC programado
da seguinte forma: na reac¢ao com o radical hidroxilo utilizou-se uma isotérmica inicial de
60°C durante 3 min, seguido de uma primeira rampa de 10°Cmin™* até aos 250°C e outra de
20°Cmin™ até aos 310°C e uma isotérmica a esta temperatura durante 13 min; na reacgao
com o radical anido sulfato utilizou-se uma isotérmica inicial de 40°C durante 3 min, seguido
de uma primeira rampa de 15°Cmin™" até aos 250°C e outra de 20°Cmin™ até aos 310°C e
uma isotérmica a esta temperatura durante 10 min. Em ambos os casos fez-se a aquisi¢do na

gama de m/z entre 50 e 450 Da.

3.6. Espectrometria de massa por injec¢ao directa

As amostras analisadas directamente por espectrometria de massa foram
dissolvidas em metanol e conduzidas ao espectrémetro de massa VG Platform (Micromass,
UK Ltd) com um analisador do tipo quadrupolo através de uma bomba de infusdo (Harvard
Apparatus) com um débito de 0,6 mLmin™’. Utilizou-se uma fonte de ionizacdo por
electrospray em modo negativo (ESI-). Manteve-se a temperatura do capilar entre 100 e

120°C e aplicou-se uma voltagem ao cone e ao capilar de 140 V e 3,5 kV, respectivamente.
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Utilizou-se azoto como gas de nebulizagdo com um caudal de 10 Lh™'. Fez-se a aquisicdo na
gama de 150 a 300 Da.

Os produtos de orto e meta hidroxilagdo da 4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina foram
analisados por injeccdo directa num espectrometro de massa com analisador TOF
(Micromass, UK Ltd) e sonda de temperatura. Utilizou-se o modo de ioniza¢do por impacto

electrdnico (El).

3.7. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H e de 13C foram obtidos num espectrometro Bruker ARX
400, a operar a 400 e 100,62 MHz respectivamente. Os desvios quimicos (8) em relacdo ao

tetrametilsilano estdo expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

3.8. Espectroscopia de Infravermelho

O espectro de infravermelho da 4-(N-metil)-aminoantipirina foi registado num

espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier Perkin Elmer 683 FT-IR.

3.9. Voltametria ciclica

No estudo da capacidade antioxidante relativa da xantina e derivados (Capitulo 4),
realizaram-se medicGes do potencial de reducdo por voltametria ciclica para cada composto
individualmente.

Prepararam-se solugdes aquosas para cada derivado de xantina numa concentragao
de 1 mM, as quais se adicionou 0,1 M de KCl como electrélito suporte e 20 mM de tampdo
fosfato. As amostras foram colocadas numa célula de vidro na qual foram mergulhados um
eléctrodo saturado de calomelanos (eléctrodo de referéncia), um eléctrodo de carbono
vitreo (eléctrodo de trabalho) e um fio de platina (contra-eléctrodo). Antes de cada medicao,
as amostras foram previamente desarejadas com um fluxo continuo de argon durante 30
minutos.

A determinacdo do potencial de reducdo foi realizada a temperatura ambiente e
com auxilio de um potenciostato Autolab. Nesta técnica aplica-se um potencial que varia
entre dois valores extremos na forma E; — E; — E; (E; < E;) com uma determinada

velocidade de varrimento, neste caso 40 mVs™. No primeiro varrimento (E; — E,) observa-
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se a oxidacado do substrato a superficie do eléctrodo de trabalho pelo aumento da corrente
(pico anddico). No entanto, no varrimento catédico (E; — E;) ndo se observa nenhum pico
para os compostos em estudo. Isto significa que o processo de oxidacdo ndo é reversivel.
Além disso, o substrato oxidado no primeiro varrimento fica adsorvido na superficie do
eléctrodo de carbono vitreo, pelo que a geometria (area disponivel) é alterada de uma
medi¢ao para outra. Assim, foi necessario renovar a superficie do eléctrodo entre cada

medicdo (limpeza abrasiva com alumina) para que os resultados fossem reprodutiveis.

3.10. Espectroscopia de ressonancia paramagnética electrdnica

No estudo da capacidade antioxidante relativa da xantina e derivados (Capitulo 4),
caracterizaram-se alguns radicais destes compostos por reac¢do com o radical anido SO; ",
através da técnica de espectroscopia de ressonancia paramagnética electrdnica (RPE).

As solugdes aquosas dos compostos estudados, preparadas por dissolucdo em agua
MilliQ do derivado da xantina (2 mM), persulfato de potassio (25 mM) e tampao fosfato,
foram colocadas num recipiente que permite a passagem continua de uma corrente de
argon através de uma placa de vidro sinterizado. Desta forma, garante-se a auséncia de
oxigénio no seio da solucao aquosa.

A solucdo desarejada passa em fluxo continuo numa célula de quartzo plana
colocada na cavidade do espectrémetro. O radical anido SO,"~ é produzido in situ por fotdlise
do persulfato de potdssio com auxilio de uma lampada UV de Hg-Xe de 1000 W focada para
o centro da cavidade. Assim, e mantendo constante o fluxo da solucdo a analisar, o ataque
do radical anido SO;"~ ao substrato e consequente formacdo do respectivo radical que se
pretende caracterizar é constante ao longo da experiéncia, isto é, trata-se de uma fotdlise
UV estaciondria.

Entre o recipiente que alimenta a cavidade e o espectrémetro, a solugdo passa por
uma bomba peristdltica que permite regular o respectivo caudal. Este parametro é
particularmente importante pois permite compensar os diferentes tempos de vida dos
radicais. Por exemplo, para um radical com um tempo de vida demasiado curto para se
conseguir um bom sinal de aquisicdo, é possivel melhorar o resultado com um aumento do
caudal.

No estudo da reacgdo de derivados da antipirina com o radical hidroxilo gerado por

via quimica (Capitulo 5) ndo se utilizou a técnica de fluxo continuo. Preparou-se cada mistura
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reaccional por adicdo sucessiva dos reagentes do sistema de Fenton e preencheu-se de
imediato a célula de quartzo plana que se colocou na cavidade do espectrémetro. Como se
discute nesse capitulo, e em particular para um dos derivados da antipirina, o tempo de vida
do radical catido formado é suficientemente longo para se obter um espectro de RPE.

Em ambos os estudos, os espectros foram obtidos com um espectrémetro de banda
X (frequéncia de microondas da ordem de 10 GHz) Briiker, com os seguintes componentes:
aquisi¢cao de sinal ER023M, gerador de campo ER082, ponte de microondas ERO41MR e
controlo por computador ESP3220, com software ESP300E, com uma modulacdo de
amplitude de 0,1 G, constante de tempo de 82 ms e um varrimento de tempo total de 22
minutos. Nalguns casos aplicou-se um smooth do espectro obtido (disponivel no

espectrometro Briker).

3.11. Calculos teoricos

Efectuaram-se cdlculos de DFT (Density Functional Theory) com o pacote de
software GAUSSIAN 03 [4] para determinar a estabilidade relativa dos diversos tipos de
tautémeros da xantina e seus derivados metilados envolvidos nos equilibrios de reparacao
radicalar em meio aquoso. Utilizou-se o funcional hibrido sem restricao de spin (UB3LYP)
com a base 6-31+g(2d,p) e recorreu-se ao modelo de polarizacdo continua para descrever o
efeito do solvente. Usou-se a auséncia de frequéncias imagindrias como critério para
assegurar que as estruturas optimizadas representam um minimo na superficie de energia
potencial.

Efectuaram-se cdlculos semelhantes com a base 6-31+g(2d,p) do pacote de
software GAUSSIAN 98 [5] para a determinacdo das constantes de acoplamento hiperfino
dos radicais anides de xantinas. As densidades de spin foram calculadas pela andlise da
populacdao de Mulliken.

No estudo da reaccdo de desmetilacdo da teofilina, todas as espécies foram pré-
optimizadas através de mecanica molecular com campo de forca Dreiding [6], implementada
nos softwares Marvin e Calculator Plugins [7]. Efectuaram-se os calculos utilizando o método
paramétrico 6 (PM®6) [8], tal como implementado em MOPAC2009 [9], dentro do formalismo
do método de Hartree-Fock restrito e recorrendo ao método COSMO (Conductor-like
Screening Model) para uma aproximacdo ao efeito de solvente (dgua). Em todos os casos, a

geometria das espécies considerou-se optimizada para gradientes abaixo de 0,01.
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4. Estrutura e propriedades redox dos radicais derivados da oxida¢do de xantinas

4.1. Introducao

A xantina e seus derivados sdo metabolizados in vivo por diversas vias sendo a
etapa final desse processo a formacdo dos respectivos acidos Uricos [1, 2]. Estes sdo
conhecidos pela sua elevada capacidade antioxidante, protegendo as células e as moléculas
biolégicas do stress oxidativo [3-7]. No entanto, é sabido que as proprias xantinas possuem
um efeito antioxidante significativo e, por conseguinte, sdo capazes de proteger alvos
bioldgicos de danos provocados por espécies reactivas de oxigénio [8-12].

Neste capitulo estuda-se o efeito antioxidante da xantina, do seu ribdsido, e de
varios derivados metilados (Tabela 4.1) em solu¢do aquosa. A capacidade de uma xantina
reparar a forma oxidada de outra regenerando a forma original desta, em condi¢cGes de
equilibrio, permite estabelecer uma escala qualitativa de capacidade antioxidante dos
compostos estudados. Para tal fizeram-se reagir misturas bindrias de xantinas com o radical

anido sulfato (SO,”") e seguiu-se a concentragdo de ambos os compostos por HPLC em

funcdo do tempo de reaccdo.

Discute-se de que forma o pH do meio e os grupos substituintes da xantina
influenciam o posicionamento de cada composto nessa escala, isto é, o seu potencial de
reducdo. Esta grandeza foi quantificada individualmente para cada xantina por voltametria
ciclica, de modo a confirmar a ordem estabelecida.

Efectuaram-se cdlculos de DFT para avaliar a estabilidade relativa dos tautémeros
dos radicais dos compostos e compararam-se os resultados obtidos com os dados
experimentais.

Obtiveram-se espectros de RPE de radicais anides de alguns dos derivados da
xantina em meio basico (pH > 9), e fez-se a atribuicdo das constantes de acoplamento
hiperfino.

Por ser de maior relevancia bioldgica, estudou-se ainda a reac¢do de oxidacao de
uma xantina usual na dieta humana (teofilina) com o radical hidroxilo (HO®) em meio
fisioldgico. Para além da esperada formacdo do respectivo acido urico [13], verificou-se a

ocorréncia de uma reacgao de desmetilagdo, até agora ndao descrita na literatura.
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4.2. Caracterizagao das xantinas

4.2.1. Propriedades acido-base e tautomerismo

A xantina (3,7-di-hidropurina-2,6-diona) e seus derivados sdo compostos purinicos
cuja estrutura genérica se apresenta na Tabela 4.1. Todos os compostos estudados possuem
pelo menos um atomo de hidrogénio ligado a atomos de azoto, pelo que tém pelo menos
uma posicdo possivel de desprotonacdo. Na mesma Tabela apresentam-se igualmente os

respectivos valores de pK.

Tabela 4.1 — Estrutura da xantina, sistema de numeracdo e derivados. Valores de pK, para a formacdo
do monoanido e respectiva posicdo de desprotonacdo. ® [14, 15], b [16], © [17]; relativamente a
3,9-DiMeX, outros autores sugerem pK, = 8,6 [18] ou pK, =9,5 [19].

/R7
Riw R
1 N > 7N 1\N N\
){ s 2 R4 )\ | >
07 N7 N 07 N7
Rs Ry Ro
Composto Abreviatura pKa Ry Rs3 R, Rgq
Xantina Xan 7,74% (N3), 20°C H H H —
1-Metilxantina 1-MeX 7,70 (N3), 25°C CHs H H -
3-Metilxantina 3-MeX 8,10° (N7), 25°C H CH, H -
7-Metilxantina 7-MeX 8,307 (N3), 25°C H H CH; -
9-Metilxantina 9-MeX 6,25 (N3), 25°C H H - CHs
Xantosina Xao 5,67° (N3), 20°C H H - Ribosilo
Teofilina 1,3-DiMeX 8,60° (N7), 18°C CH; CH; H -
Paraxantina 1,7-DiMeX 8,507 (N3), 18°C CH; H CH; -
1,9-Dimetilxantina 1,9-DiMeX 6,30% (N3), 18°C CHs H - CHs
Teobromina 3,7-DiMeX 9,90° (N1), 18°C H CH; CH; -
3,9-Dimetilxantina 3,9-DiMeX 10,5° (N1), 25°C H CHs _ CHs

Se se considerarem todos os equilibrios tautoméricos devidos a possibilidade de

ligacdo de um adtomo de hidrogénio a diferentes dtomos de azoto (forma lactama) ou
oxigénio (forma lactima), existem 14 tautdmeros possiveis para a xantina (Figura 4.1). As
formas lactima est3o destabilizadas em cerca de 40 kimol™ relativamente as formas lactama

[20]. Assim, apenas os tautdmeros Xan(1H3H7H) e Xan(1H3H9H), as formas di-lactama 1 e 2
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da Figura 4.1, sdo considerados em solucdo aquosa, sendo o primeiro 2,5 kimol’ mais

estavel [21].

0 0 OH OH 0
H H H
HN | > HN | N\> N7 | N> NZ | N\> HN | >
/ / /
oéI\N N OéI\N N O)\N N O)\N N HO)\\N N
H H H H H H
1 2 3 4 5
o} OH OH OH OH
H H
HN N\ NZ SN Nét"‘\ HNT XN HNT SN
Ho):r\i ﬁ> HO)\\N | N/> HO)\\N | H> oéI\N/ N/> O)\N/ N>
6 7 8 9 10
0 o OH OH
H
N N N N HN XN N XN
S s TS I o
Ho)\u N HO)\” N HO/L\N \N> HO)\H N

11 12 13 14

Figura 4.1 — Tautémeros possiveis para a xantina.

Para além da xantina, apenas a 1-MeX, a 3-MeX e a 1,3-DiMeX podem apresentar
este tipo de tautomerismo. Enquanto que no caso da 1-MeX, a diferenca de energias entre
os tautdomeros N(7)H e N(9)H é muito semelhante a da Xan, a presenca de um grupo metilo
em N(3) nos outros dois compostos parece ser determinante para que os respectivos
tautomeros N(9)H sejam desprezaveis.

Estudos feitos por 'H RMN [22] também confirmaram a maior contribuicdo do
tautomero N(7)H da Xan. Os desvios quimicos dos protdes N(1)H, N(3)H e C(8)H da Xan sdo
muito semelhantes aos da 7-MeX, mas diferentes dos da 9-MeX. Por outro lado, no caso da
3-MeX, o desvio quimico do protdo C(8)H é semelhante ao da Xan mas muito diferente do da
9-MeX.

Em meio fisiolégico, apenas algumas xantinas estdo totalmente (Xao) ou
parcialmente desprotonadas (Xan, 1-MeX, 9-MeX, 1,9-DiMeX) (Tabela 4.1). No caso da Xan, a
desprotonacgdo sé pode ocorrer de N(3) ou de N(7). A acidez intrinseca do protdao em N(1) é a
mais baixa [23], de tal forma que é indiferente a existéncia de um grupo metilo nessa

posicdo. Por esse motivo, o valor de pK, da 1-MeX é praticamente idéntico ao da Xan.
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Estudos feitos por 'H RMN em estado sélido [24] e em fase aquosa [25] indicam que o anidao
mais estdvel da Xan corresponde ao tautémero N(9)H que se forma por desprotonacdo de
N(3). Esta conclusdo foi confirmada por calculos DFT [20]: as espécies Xan(1H9H) e
Xan(1H7H)", correspondentes aos anides formados por desprotonacdo de N(3), existem em
solugdao aquosa numa percentagem de 78 e 10%, respectivamente, ao passo que 0 aniao

Xan(1H3H)", formado por desprotonacdo de N(7), existe numa percentagem de 12%.

4.2.2. Espectros electrénicos

Os espectros UV das xantinas em solucdo aquosa apresentam, de um modo geral,
uma banda de absorcdo a cerca de 270 nm. Nos compostos com substituintes em N(9) (com
grupo metilo ou ribosilo), observa-se uma banda adicional para comprimentos de onda a
cerca de 240 nm [26]. Na Figura 4.2, apresentam-se os espectros obtidos nas condi¢des de
eluicdo descritas anteriormente (ver 3.5.1.1) a pH 3, ou seja, trata-se, em todos os casos, dos
compostos neutros.

Analisando os comprimentos de onda maximos de absor¢do dos compostos em
solugdo aquosa é possivel retirar algumas conclusdes. Em primeiro lugar, ao comparar as
xantinas cuja Unica diferenca estrutural é a substituicdo do atomo de hidrogénio pelo grupo
metilo em N(1) verifica-se que ndo existe variacdo no maximo de absorcdo. Isto significa que
nao ha tautomerizacao significativa em N(1).

Por outro lado, a substituicdo do grupo metilo por H em N(3) envolve um desvio
hipsocrémico de 4 nm (para os pares 3-MeX/Xan, 1,3-DiMeX/1-MeX e 3,7-DiMeX/7-MeX) e
6 nm (para os pares 9-MeX/3,9-DiMeX e Xao/3,9-DiMeX), o que sugere a hipdtese de haver
enolizagdo do grupo carbonilo de C(2) ou C(6) (tautomerismo lactama-lactima; tautémeros 3
e 5 da Figura 4.1) [17].

Por ultimo, se se atender ao facto de que o Az de absorcdo do grupo de xantinas
substituidas em N(9) (9-MeX, 1,9-DiMeX e Xao) e do grupo de xantinas substituidas em N(7)
(7-MeX e 1,7-DiMeX) é de 265 e 271 nm respectivamente, pode concluir-se que o0 Ayix de
269 nm para a Xan e a 1-MeX resulta do facto destes dois compostos existirem sob a forma
tautomérica N(7)H, mas com uma contribuicdo apreciavel do tautémero N(9)H.

Os espectros das espécies anidnicas tém deslocamentos do Ayi diferentes
consoante a posicao do grupo metilo na estrutura purinica [26]. No caso da 3,7-DiMex e

3,9-DiMeX, a variacdo de Ansx correspondente a desprotonacdo de N(1) é muito pequena
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(1-2 nm). Para os compostos que podem desprotonar de N(3) (1,7-DiMeX, 7-MeX,

1,9-DiMeX, 9-MeX, Xao), AAnix € muito elevado (13-19 nm), enquanto que os que

desprotonam de N(7) (3-MeX e 1,3-DiMeX) é pequeno (3 nm). Assim, a variagao intermédia

de 9 nm que se verifica para a Xan e 1-MeX é indicativa de que a desprotonacgdo ocorre quer

de N(3) como de N(7) para estes dois compostos.
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Figura 4.2 — Espectros UV da xantina e seus derivados metilados, em solu¢do aquosa a pH 3, obtidos

por HPLC com detector de fotodiodos.
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4.3. Estudo da capacidade antioxidante relativa de xantinas

A avaliagao da capacidade antioxidante relativa do grupo de xantinas em estudo
efectuou-se por irradiacdo UV de diversas misturas bindrias equimolares destes compostos
em solugdo aquosa com persulfato de potassio. Nesta secgdo discutem-se primeiro os
resultados obtidos para as misturas irradiadas a pH 3, ou seja, num meio em que todos os
substratos estdo na sua forma nao dissociada. Em cada uma dessas misturas, o radical anido

sulfato (SO,"") gerado oxida as duas xantinas diferentes (adiante designadas como X, e X,)

por transferéncia de electrdo dando origem a radicais catides que, excepto para o caso de
xantinas trimetiladas, em que ocorre hidrélise com formacao do respectivo acido urico [27],

desprotonam imediatamente conduzindo aos respectivos radicais neutros X;* e X,".

A perda de um electrdo aumenta drasticamente a acidez de um composto
insaturado. Como exemplo, na oxidacdo monoelectrdnica do fenol (pK; = 10) observa-se um
aumento de acidez de 12 ordens de grandeza devido a diminui¢do da densidade electrdnica
do sistema m do radical catido do fenol (pK, =-2) [28] .

Nos compostos purinicos com pelo menos um protdo dcido na sua estrutura, o valor
de pK, dos respectivos radicais catiGes também diminui substancialmente. Por exemplo, o
pK, da 2'-desoxiguanosina em solucdo aquosa e a temperatura ambiente é de 9,6 enquanto
qgue o valor do respectivo radical catido é de 3,9 [29]. No entanto, no caso da
2'-desoxiadenosina (pK; > 13,75), a acidez aumenta em mais de 13 ordens de grandeza pois
o respectivo radical catido, centrado na base adenina, possui um valor de pK; inferior a 1
[30]. Estudos mais recentes com recurso a calculos tedricos confirmam igualmente esta
diminuicdo de acidez [31, 32].

Os valores de pK, das xantinas aqui estudadas situam-se entre cerca de 6 e 11, pelo
que, por analogia, é razoavel considerar que a acidez dos respectivos radicais catides é
também substancialmente mais elevada e que, consequentemente, estes desprotonam ao
valor de pH a que as misturas foram irradiadas. Além disso, a desprotonacgao, por ocorrer a
velocidades proximas do limite de difusdo [33], sera mais rapida do que qualquer outra
reaccao possivel do radical catido.

No Esquema 4.1 exemplifica-se o processo de oxidacdo monoelectrénica para o

caso da xantina.
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Esquema 4.1 — Oxidagdo monoelectrénica da xantina, com formagao do respectivo radical catido
seguido de desprotonacdo de N(7) (um dos possiveis tautomeros formados; ver 4.4)

Dado que todas as xantinas em estudo reagem com o radical anido SO;  com
constantes de velocidade muito semelhantes (a ordem de grandeza é de 10° M1s?, obtidas
por radidlise pulsada; [Vieira A.J.S.C. e Steenken S., resultados ndo publicados]), na gama de
3-5x10° Ms?, [34] admite-se que, em cada mistura, ambos os substratos sejam oxidados a

mesma velocidade (equacgdes (4.1) e (4.2)).

X1+S0, " — X;" + H" +50,* (4.1)
Xy + S0, — X"+ H + S0,% (4.2)

O controlo de pH das misturas reaccionais fez-se por adicdo de uma mistura de
fosfatos. Assim, para além das duas xantinas presentes, o radical anido sulfato pode reagir
ndo s com o solvente (103 - 10* s [35]) mas também com o tamp3o utilizado (k(HPO,*) =
1,2x10° M1s?, k(H,PO;) < 7x10°M7s! [36]) que se encontra em largo excesso
relativamente aos substratos. No entanto, estas reac¢des sao substancialmente mais lentas
guando comparadas com a oxidacdo das xantinas, pelo que ndo sdo consideradas.

Durante a exposi¢ao da mistura a luz UV, estao presentes no meio as duas xantinas
(em concentragdes proximas das iniciais) e os respectivos radicais neutros que, como se
referiu, se formam a velocidades semelhantes. Caso os potenciais de reducdo dos pares
X.'/X. sejam muito préximos, ambas as xantinas tenderdo a ser degradadas nos respectivos
produtos finais estdveis de oxidagao até ndao haver mais substrato oxidavel no seio da

amostra irradiada. No entanto, se esses potenciais forem diferentes, os radicais X;" e X,’

reagem com os substratos que lhe deram origem de acordo com o equilibrio (4.5).

X;"+e +H — X, E,° (4.3)
X, +e +H —— X, E,° (44)
X, + X, == X"+ X, AEO=E0-E 0 (4.5)
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No caso do radical X," ser mais oxidante que o radical X,* (E,° > E,°), a reacgdo
directa do equilibrio (4.5) é termodinamicamente favordvel (AE° > 0) e a xantina X, é

reparada. Nos instantes iniciais da irradiacdo UV, estardo presentes no meio aquoso a

xantina reparada (X,) numa concentragdao muito préxima da inicial, a xantina reparadora (X;)
numa concentragdo inferior a inicial, e o produto (ou produtos) de oxidagdo de X;. A
extensdo dessa reparacao sera tanto mais pronunciada quanto maior for a diferenca entre
os potenciais de redugdo E,° e E,°. Por outro lado, a partir do momento em que a
concentragdo de X; ndo for suficiente para reparar X,, observar-se-a um decaimento desta
dltima resultante da degradagdo de X, em produtos estaveis de oxidagdo.

E importante referir que o equilibrio apresentado é vélido sobretudo enquanto os
produtos de oxidacdo nao interferirem no sistema, pois eles préprios podem ser oxidados
pelo radical anido SO,"~ e dar origem a outros radicais que competem com as xantinas,
dependendo do respectivo potencial de reducdo. Por outras palavras, o equilibrio aplica-se
sobretudo para tempos de irradia¢do curtos.

As quantidades relativas das duas xantinas presentes na solucdo aquosa apds um
determinado periodo de irradiacdo UV representam uma medida da posicdo do equilibrio

(4.5), desde que a degradagdo de ambos os radicais X;" e X,” se dé a velocidades

semelhantes e, idealmente, mais baixas do que as das reac¢des de abstraccao de hidrogénio
representadas nesse equilibrio. Deste modo, irradiou-se previamente cada uma das xantinas
com persulfato de potdssio e verificou-se que a sua degradacdo com o radical anido SO;"~ ao
longo do tempo é semelhante, o que garante a validade do equilibrio (4.5).

Verificou-se igualmente que a concentragao de cada xantina sofre uma diminuigdo
inferior a 0,1% do seu valor inicial ao fim do tempo maximo de irradiagdo UV utilizado, pelo
gue a degradacdo fotoquimica destes compostos se considerou desprezavel.

Na Figura 4.3 apresenta-se, como exemplo, um conjunto de cromatogramas de
HPLC com deteccdo dptica (ver 3.5.1.1) correspondentes a varios tempos de irradiacdo UV
de uma solugdo de 7-MeX e 9-MeX a pH3. De forma a facilitar a visualizagcdo da evolugao da
concentracdo das xantinas irradiadas em cada mistura, os resultados obtidos serdo
apresentados tal como na Figura 4.4. A concentragao de cada substrato determinou-se por
integracdo da area dos picos respectivos, dada a relacdo linear entre estas duas grandezas

para a gama de concentragdes utilizadas.
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Figura 4.3 — Cromatogramas de HPLC (sistema Shimadzu) a 265 nm obtidos apds vérios tempos de
irradiacdo UV de uma solucdo aquosa de 7-MeX e 9-MeX 0,5 mM cada com K,S,05 20 mM a pH3.
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Figura 4.4 — Representacdo grafica da evolugdo das concentracGes de 7-MeX e de 9-MeX 0,5 mM
cada, numa solucdo aquosa a pH 3 com K,S,05 20mM e sujeita a diferentes tempos de irradiacdo UV.

4.3.1. Tautdmeros dos radicais formados

A desprotonacdo dos radicais catides das xantinas formados por oxidagdo com SO,;"”

pode ocorrer em trés posicoes distintas, de onde resultam radicais neutros com
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estabilidades diferentes. Nos Esquemas 4.2 a 4.4 apresentam-se todos os radicais neutros

possiveis para os compostos em estudo, divididos por trés tipos diferentes (A, B e C).
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Esquema 4.2 — Estruturas de ressonancia dos

substituintes em N(7) e N(9), respectivamente.

radicais neutros de tipo Al e A2 que resultam da
desprotonacdo em N(1) de radicais catides de xantinas que apresentem tautomerismo ou grupos
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Esquema 4.3 — Estruturas de ressonancia dos

radicais neutros de tipo B1 e B2 que resultam da

desprotonacdo em N(3) de radicais catides de xantinas que apresentem tautomerismo ou grupos

substituintes em N(7) e N(9), respectivamente.
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Esquema 4.4 — Estruturas de ressonancia dos radicais neutros de tipo C que resultam da
desprotonacdo em N(7) ou N(9) dos radicais catiGes de xantinas que formam tautémeros N(7) e N(9).

Numa primeira analise aos trés tipos de radicais neutros possiveis, facilmente se
conclui que os de tipo A serdo os mais oxidantes dado que possuem uma densidade de spin
centrada em trés heterodtomos. Sera pois de esperar, a partida, que as xantinas que s6
possam desprotonar de N(1) sejam reparadas por todas as outras, de acordo com o
equilibrio (4.5) acima referido.

Relativamente aos radicais de tipo B, os isomeros com substituintes em N(9)
possuem um contributor de ressonancia a mais em que o electrdo desemparelhado est3
centrado em C(8), o que os torna menos oxidantes (radicais do tipo B2).

Os radicais de tipo C sdo os que tém o electrdao desemparelhado mais deslocalizado.
Contudo, apenas os dois contributores de ressonancia que possuem o electrdo centrado nos
atomos de azoto, sdo de facto mais importantes visto que mantém a aromaticidade no anel
de imidazole.

Na secgdo seguinte, tentar-se-a interpretar os resultados experimentais com base
no tipo de radicais neutros que cada xantina pode formar apds reac¢do com o radical anido

SO4
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4.3.2. Efeito do grupo metilo na posicao N(1)

As xantinas das misturas bindrias apresentadas na Figura 4.5 tém como Unica
diferenca estrutural a presenca ou auséncia de um grupo metilo na posi¢cao N(1). Em todos
os casos verifica-se que o composto metilado em N(1) exerce um ligeiro efeito reparador
sobre o composto andlogo desmetilado nessa posicdo. Interpretando este resultado
segundo o equilibrio (4.5) isto significa que o radical neutro do composto metilado em N(1) é
ligeiramente mais redutor, devido ao efeito indutivo electrodoador exercido pelo grupo
metilo.

Note-se, no entanto, que os radicais catides dos compostos que sao reparados nao
desprotonam de N(1). Se assim fosse, formar-se-iam radicais neutros de tipo A que, por
serem muito mais oxidantes, aumentariam de forma aprecidvel o grau de reparacdo. Deste
modo, o tipo de radicais neutros formados em cada uma das misturas tem uma estrutura
muito semelhante, e o grupo metilo em N(1) provoca apenas um ligeiro aumento da
capacidade antioxidante do composto.

No caso da mistura de 9-MeX e 1,9-DiMeX, os potenciais de reducdo dos
respectivos radicais neutros deverdo ser praticamente idénticos, uma vez que, para tempos
de irradiacdo curtos, ndo se verifica qualquer reparacdo de uma xantina sobre a outra. A
partir dos 6 minutos de irradiacdo, hd uma inversao nas curvas de decaimento, parecendo
que a 1,9-DiMeX passa a ser reparada pela 9-MeX. Este efeito pode ser resultado da
presenca de produtos de oxidacdo dos substratos iniciais no meio irradiado e da sua
interferéncia no equilibrio acima proposto. Este resultado reforca, uma vez mais, a
importancia da observacdo do comportamento das xantinas para tempos de irradiacdo

curtos, onde o sistema se aproxima mais das condigdes ideais.

4.3.3. Efeito da posi¢cdao do grupo metilo nos derivados monometilados

Estudou-se a influéncia da posicdo do grupo metilo na actividade antioxidante das
xantinas monometiladas. Na Figura 4.6 apresentam-se os resultados da reac¢ao de misturas
binarias destes derivados com o radical anido SO,"".

Das quatro xantinas estudadas, a 9-MeX é a que consegue reparar todas as outras, e
esse efeito € mais intenso na mistura composta por 9-MeX e 7-MeX. De acordo com este
resultado (ver também Figura 4.4), o radical neutro da 9-MeX serd mais estavel (e menos

oxidante) que o andlogo da 7-MeX. Partindo do pressuposto que os radicais catides
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respectivos ndo desprotonam de N(1), os radicais neutros formados serdo 9-MeX(1H)" e
7-MeX(1H)", isto é, do tipo B2 e B1. Como se referiu, a diferenca entre eles esta na existéncia
de um contributor de ressonancia com o electrdao desemparelhado centrado em C(8), o que
torna o radical 9-MeX(1H)" mais redutor.

A 3-MeX e a 7-MeX tém um comportamento muito semelhante, ou seja, ambas sdo
degradadas pelo radical SO~ sem que haja reparacdo de uma a custa da outra.
Desprezando, uma vez mais, a desprotonacdo em N(1), conclui-se que os dois tipos de
radicais neutros formados, respectivamente C e B1, possuem um potencial de reducdo

muito semelhante.
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Figura 4.5 — Fotdlise de misturas bindrias de xantinas 0,5 mM cada e K;S,05 20 mM a pH 3. Efeito do
grupo metilo em N(1).

O radical catido da 1-MeX pode desprotonar de N(3) ou N(7), dando origem a

radicais de tipo B1 ou C. Assim, seria de esperar que, na mistura com a 7-MeX, ndo houvesse
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nenhum efeito de reparagao, tal como nao havia na mistura 7-MeX com 3-MeX. No entanto,
verifica-se que o radical neutro da 1-MeX é de facto mais redutor que o da 7-MeX pois esta
xantina é reparada. O mesmo resultado verificar-se-ia na mistura 1-MeX com 3-MeX. Este
comportamento sé é explicavel se se admitir que o radical neutro pode ter uma contribuicdo
apreciavel do tautémero 1-MeX(9H)".

Desta forma, a ordem de capacidade antioxidante é a seguinte: 9-MeX > 1-MeX >
7-MeX = 3-MeX. Verificou-se, na sec¢do anterior, a mesma ordem de reparac¢do (1,9-DiMeX
> Xan > 1,7-DiMeX = 1,3-DiMeX), o que estd perfeitamente de acordo com o fraco efeito que

a metilacao em N(1) exerce no aumento do efeito reparador.
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Figura 4.6 — Fotdlise de misturas bindrias de xantinas 0,5 mM cada e K,5,03 20 mM a pH 3. Efeito da
posicdao do grupo metilo nos derivados monometilados.
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4.3.4. Efeito indutivo do substituinte em N(9)

Na mistura bindria 9-MeX com Xao da Figura 4.7 ilustra-se o resultado de dois
grupos substituintes em N(9) com efeito indutivo oposto. A 9-MeX repara a oxidacdo da Xao
apesar de ambos os radicais 9-MeX(1H)" e Xao(1H)® possuirem estruturas semelhantes
(radicais de tipo B2). O efeito electrodoador do grupo metilo na 9-MeX diminui o caracter
oxidante do respectivo radical neutro, enquanto que o efeito electroatractor do grupo
ribosilo na Xao aumenta esse mesmo caracter em Xao(1H)". Segundo este raciocinio, seria de
esperar que Xan possuisse um comportamento intermédio, isto é, que fosse reparada pela
9-MeX, mas que reparasse a Xao. No entanto, e atendendo ao resultado da mistura 9-MeX
com Xan (Figura 4.7), verifica-se que a primeira exerce um efeito reparador superior
relativamente a Xan do que a Xao. Logo, a Xan é a mais oxidante destas trés. Este resultado
deve-se ao facto do radical neutro da Xan consistir num equilibrio entre os tautémeros
Xan(1H9H)" (radical de tipo B2) e Xan(1H3H)" (radical de tipo C, mais oxidante que o de tipo

B2), tal como no caso da 1-MeX discutido anteriormente.
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Figura 4.7 — Fotdlise de misturas binarias de xantinas 0,5 mM cada e K,5,05 20 mM a pH 3. Efeito
indutivo do substituinte em N(9).

4.3.5. Teobromina e 3,9-dimetilxantina

A teobromina (3,7-DiMeX) e a 3,9-dimetilxantina possuem um comportamento
muito semelhante, como se verifica na respectiva mistura binaria apresentada na Figura 4.8.
Os radicais catides destas duas xantinas s6 podem desprotonar de N(1), dado origem aos

radicais neutros 3,7-DiMeX’ e 3,9-DiMeX’. Tal como se explicou anteriormente, estes
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radicais, de tipo A, sdo os mais oxidantes por terem a densidade de spin centrada
exclusivamente em trés heteroatomos. Na outra mistura apresentada na Figura 4.8, verifica-
se que a teofilina (1,3-DiMeX) consegue reparar com alguma eficicia a 3,9-DiMeX, e, por
isso, possui um caracter antioxidante superior. Numa experiéncia semelhante [9] provou-se
igualmente o efeito antioxidante que a teofilina exerce sobre a teobromina, devido ao
respectivo radical neutro desprotonado de N(7).

Assim, e segundo o conjunto de resultados apresentados anteriormente, conclui-se
gue as duas xantinas estudadas nesta seccdo sao reparadas por todas as outras, ou seja,

terdo os valores de potencial de reducdo mais elevados.
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Figura 4.8 — Fotdlise de misturas binarias de xantinas 0,5 mM cada e K,S5,0g3 20 mM a pH 3.
Teobromina e 3,9-dimetilxantina.

4.3.6. Efeito do pH

O efeito reparador mutuo das xantinas é alterado conforme o pH das misturas
binarias irradiadas. A escolha de um meio acido para um primeiro conjunto de irradiagoes
teve duas razées. A primeira prende-se com os valores de pK, dos compostos em estudo (ver
Tabela 4.1) de modo a garantir que ndo estejam desprotonados em solugdo aquosa. A outra
teve como base o pressuposto de que um meio a pH 3 seria suficientemente acido para que
os préprios radicais neutros da xantina e derivados monossubstituidos formados apds
oxidacdo pelo radical anido SO, ™ nd3o desprotonassem, como se explica mais abaixo. Desta
forma, considerou-se que nas irradiacdes em meio acido apenas estdo envolvidas espécies

neutras no equilibrio (4.5).
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Demonstrou-se por RPE [8] que o radical neutro da xantina (Xan") possui um valor
de pK; de 5,0 (obtido a 280 K). Desta forma, é de prever que a introducdo de um grupo
metilo na estrutura purinica diminua ligeiramente a acidez do radical neutro, pelo que os
valores de pK, dos radicais neutros das metilxantinas deverdo ser superiores a 4,7 (valor
acima referido corrigido para 298 K, temperatura de referéncia das irradiagGes realizadas).

Como ja foi referido anteriormente (ver 4.2.1), o protdo de N(1) é o menos acido de
todos, pelo que a formac3o de Xan'  dar-se-d4 por desprotonacdo de N(3) ou N(7) do
respectivo radical neutro. O mesmo se passa no caso de 1-MeX"", sendo expectdvel que o
valor de pK, de 1-MeX" seja apenas ligeiramente superior ao de Xan'. No entanto, nos casos
dos radicais 3-MeX®, 7-MeX' e 9-MeX", a desprotonacdo sé pode dar-se de N(1). Por
conseguinte, os respectivos valores de pK, deverdo ser superiores aos de 1-MeX". A espécie
3-MeX"™ é um radical anido com cardacter do tipo C (ver Esquema 4.4), em que a carga
negativa estd deslocalizada por toda a estrutura purinica excepto em N(3). O mesmo ja ndo
acontece com 7-MeX"™ e 9-MeX"", pois sdo radicais anides com caracter do tipo B1 e B2,
respectivamente, onde a deslocalizacdo da carga negativa € menor. Sendo assim, é de
esperar que a ordem crescente de valores de pK, dos radicais neutros das metilxantinas siga
aordem Xan® (pK, = 4,70 a 298 K) < 1-MeX" < 3-MeX" < 9-MeX" < 7-MeX".

No caso do radical Xao®, que também sé pode desprotonar de N(1), a presenca do
grupo ribosilo exerce um efeito indutivo de estabilizacdo na sua base conjugada, ao
contrdario do grupo metilo de 9-MeX"". A diferenca dos valores de pK, dos substratos 9-MeX
e Xao é de 0,68 (valores a 25°C, a partir da Tabela 5.1), resultante dos efeitos indutivos
opostos dos grupos substituintes em N(9). Se se assumir uma diferenca semelhante para os
valores de pK, dos respectivos radicais neutros, é de esperar que a pH 3 também ndo haja
desprotonacdo de Xao".

Os resultados apresentados nesta seccdo dizem respeito a uma série de fotélises UV
de varias misturas binarias a pH 7, de forma a avaliar a capacidade antioxidante relativa das
xantinas em meio fisioldgico. No Esquema 4.5 faz-se a comparacado dessa capacidade para os
dois meios estudados (pH 3 e pH 7). Apresentam-se igualmente os valores do potencial de

reducdo para cada composto obtidos por voltametria ciclica (ver 4.5).
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Esquema 4.5 — Capacidade antioxidante relativa da xantina e seus derivados a pH 3 e pH 7,
determinada por irradiacdo de misturas binarias de xantinas com persulfato de potdassio. Para cada
composto apresenta-se igualmente o valor do potencial de redugdo (E, V vs ESC) obtido por

voltametria ciclica.
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Os resultados obtidos a pH 3 e a pH 7 permitiram agrupar os compostos em cinco
conjuntos que se distinguem por haver uma diferenca de capacidade antioxidante apreciavel
de uns para os outros. Comparando esses resultados, verifica-se que a diferenca mais
significativa esta nos compostos substituidos em N(9) (9-MeX, 1,9-DiMeX e Xao), cujo
potencial de reducdo a pH 7 é deslocado para valores mais elevados (acima dos de 1-MeX e
de Xan). Consequentemente, a 1-MeX passa a ser a xantina com maior capacidade
antioxidante em meio fisiolégico.

Dado que a pH 7 algumas xantinas existem em solucdo aquosa sob forma das
respectivas bases conjugadas, esta alteracdo na ordem de capacidade antioxidante relativa
poder-se-ia justificar pela diferenca de reactividade entre o radical anido SO, ~ e uma espécie
neutra ou anidnica. Contudo, as respectivas velocidades de reaccdo sdo aproximadamente
iguais. Por exemplo, a constante de velocidade do radical anido SO;"~ com a 9-MeX varia
apenas entre 1,0x10° M's? (pH 3,5) e 1,2x10° M's? (pH 11,0) [valores obtidos por radidlise
pulsada; Vieira A.J.S.C. e Steenken S., resultados ndo publicados].

Assim, a diferenca de resultados a pH 7 prende-se exclusivamente com a existéncia
de substratos e de radicais na forma anidnica (em diferentes proporg¢des, consoante a sua
natureza e respectivos valores de pK;) nos equilibrios, que irdo afectar de forma diferente a
capacidade de reparacdao de uma xantina sobre a outra. No entanto, a interpretacdo dos
resultados em meio fisioldgico apresentados nesta seccdo fez-se sobretudo a partir da
avaliacdo do maior ou menor caracter oxidante dos radicais anides que participam no
equilibrio (4.5) (a excepcdo do caso das dimetilxantinas). Este pressuposto ndo é
necessariamente correcto, sobretudo para os radicais neutros das xantinas monometiladas
com valores de pK; mais elevados, que, por isso, terdo um peso importante no equilibrio.

Seguido o mesmo raciocinio adoptado na interpretacdo dos resultados anteriores, a
pH 7 a deslocalizacdo da densidade de spin pela estrutura purinica nos radicais anides é
maior do que nos radicais neutros. Consequentemente, aqueles ndo serdo exclusivamente
de um so tipo (Esquemas 4.2 a 4.4) como se verifica na Figura 4.9.

Tendo em conta a ordem crescente do caracter oxidante B2 < B1 = C < Al ja
discutida anteriormente, facilmente se conclui que, dos quatro radicais anides apresentados
na Figura 4.9, 1-MeX'™ serd o menos oxidante e, portanto, a 1-MeX serd a xantina mais
reparadoraa pH 7.

Na mistura bindria de 1-MeX e Xan a pH 7 (Figura 4.10), a ordem de reparagao nao é

alterada. Os radicais anides sdo do mesmo tipo e o efeito indutivo electrodoador do grupo
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4. Estrutura e propriedades redox dos radicais derivados da oxida¢do de xantinas

metilo em N(1) é que confere a 1-MeX uma capacidade antioxidante ligeiramente superior,
tal como acontece a pH 3. De facto, dado que a extensdo da desprotonacdo é praticamente a
mesma para os dois substratos (cerca de 20% de base conjugada), a Unica diferenca acaba
por ser a substituicdo em N(1). Estes dois compostos constituem o conjunto com menor

potencial de reducdo a pH 7 (ver Esquema 4.5).
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Figura 4.9 — Contributores de ressonancia dos radicais anides das xantinas monometiladas que
melhor ilustram a que tipo de radical correspondem. Os radicais aniGes da xantina e da xantosina,

Xan(1H)"™ e Xao™, sdo do mesmo tipo de 1-MeX"™ e 9-MeX" respectivamente, pelo que foram
omitidos.
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Figura 4.10 — Fotdlise UV da mistura binaria de 1-MeX e Xan 0,5 mM cada com K,S5,05 20 mM a pH 7.

No grupo seguinte do Esquema 4.5, o facto da 9-MeX perder parte da sua

capacidade reparadora a pH 7 deve-se a algum caracter de radical tipo Al de 9-MeX"", que o
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torna mais oxidante do que 1-MeX'™ (e Xan""). Assim, a 1-MeX e a Xan reparam quer a

9-MeX quer a Xao (Figura 4.11).
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Figura 4.11 — Fotdlise UV de misturas bindrias de xantinas 0,5 mM cada com K,S,05 20 mM a pH 7.
Efeito reparador da 1-MeX sobre xantinas N(9)-substituidas.

Dentro do grupo das trés xantinas substituidas em N(9), a ordem crescente de
potencial de redugdo a pH 7 (1,9-DiMeX < 9-MeX < Xao) mantém-se mas o efeito de
reparacao entre cada par destas xantinas é ligeiramente mais pronunciado do que a pH 3, tal
como se verifica pela andlise da Figura 4.12, por compara¢do com o caonjunto de resultados

apresentados anteriormente em meio acido.

0.5 ~405
/EE\ 0.4 9-Metilxantina Xantosina 0,4
@ 03 - 0,3
On
® L i
S 02} - 0.2
o
S - L
O o1} T - N 0,1

1,9-Dimetilxantina 9-Metilxantina
0,0 P N T IR B N T 0.0

0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20
Tempo de irradiagédo (min) Tempo de irradiagéo (min)

Figura 4.12 — Fotdlise UV de misturas bindrias de xantinas 0,5 mM cada com K;S,05 20 mM a pH 7.
Ordem de capacidade antioxidante das xantinas N(9)-substituidas.
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Este resultado deve-se ao facto dos radicais anides 9-MeX'™ e Xao"~ serem do tipo
B2 com uma contribuicdo do tipo A2 (a pH 3, os respectivos radicais neutros sdo apenas de
tipo B2), o que os torna, comparativamente a 1,9-DiMeX’ (mantém-se sempre do tipo B2),
mais oxidantes a pH 7. No caso da mistura Xao e 9-MeX, o efeito indutivo discutido
anteriormente (ver 4.3.4) continua a ser mais importante e a determinar a ordem dos
potenciais de reducdo. Devido ao efeito reparador significativo que a 1,9-DiMeX e a 9-MeX

exercem sobre a Xao, agruparam-se as duas primeiras num conjunto distinto da ultima.

Dos resultados apresentados até aqui nesta sec¢do, também se conclui que a 1-MeX
exerce algum efeito reparador sobre a 1,9-DiMeX. A interpretacdo desse resultado,
verificado experimentalmente (ver Figura 4.13), é mais complexa do que a dos casos
discutidos anteriormente. De facto, comparando os dois radicais envolvidos 1,9-DiMeX” (tipo
B2) e 1-MeX" (tipos B2 e C), verifica-se que o primeiro é menos oxidante, pelo que seria de
esperar um efeito de reparacdo inverso. A equacdo (4.6) representa o sentido do
deslocamento do equilibrio. A pH 7, a 1-MeX (espécie reparadora) e a 1,9-DiMeX estdo cerca
de 20 e 80% sob as respectivas formas desprotonadas, respectivamente. Deste modo, e
atendendo a repulsdo pelo efeito de Coulomb, a reparagao de um radical neutro

(1,9-DiMeX’) por uma espécie parcialmente desprotonada é mais favoravel.

1,9-DiMeX’ + {1-MeX + 1-MeX } — {1,9-DiMeX + 1,9-DiMeX} + 1-MeX"~  (4.6)

Nalguns casos, como por exemplo na mistura binaria 9-MeX e 1,9-DiMeX acima
referida, a reaccdo de reparacdo envolve precisamente duas espécies parcialmente
desprotonadas, o que contraria, em certa medida, a explicagao dada acima. No entanto, é
razoavel admitir que o efeito de repulsdo de Coulomb sé prevalece nos casos em que o
caracter oxidante dos radicais (neutros ou anies) envolvidos é muito semelhante, tal como
para os radicais 1,9-DiMeX’ e 1-MeX"".

Por outro lado, enquanto que a pH 3 o tipo de mecanismo envolvido na reparacao
de uma xantina sobre a outra é idéntico em todos os casos aqui analisados, a pH 7 ndo é
claro se ha preferéncia pela abstraccdo de hidrogénio ou pela transferéncia de electrdo
seguida de desprotonacdo. Estes dois mecanismos s3ao formalmente equivalentes mas
dificeis de distinguir pois originam os mesmos produtos [37]. A velocidade da reac¢do por

transferéncia de atomo de hidrogénio de uma dada espécie esta directamente relacionada
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com a energia de ligacdo desse datomo, enquanto que a reac¢do por transferéncia de
electrdo depende do potencial de ionizacdo da espécie. Assim, é natural que este
mecanismo seja fortemente dependente do solvente devido a estabilizacdo das espécies
carregadas formadas apds a transferéncia de electrdo [38]. Embora ndo se discuta aqui em
que medida é que a possivel competicdo entre estes dois mecanismos afecta o sentido da
reparacao de uma xantina a custa de outra nas misturas irradiadas a pH 7, é razoavel admitir
que possa ser, pelo menos nalguns casos, um factor importante para determinar o sentido

em que o equilibrio se desloca.
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Figura 4.13 — Fotdlise UV da mistura binaria de 1-MeX e 1,9-DiMeX 0,5 mM cada com K;S,05 20 mM a
pH 7.

O conjunto seguinte é composto pela 3-MeX, 7-MeX, 1,3-DiMeX e 1,7DiMeX, e, tal
como a pH 3, ndo existe nenhum efeito reparador de umas sobre as outras (ver Figura 4.14),
sobretudo para as trés primeiras xantinas.

Este resultado justifica-se pelo facto dos radicais anides dos dois compostos
monometilados, 3-MeX'™ e 7-MeX"", terem um cardcter de radical do tipo Al que os torna
suficientemente mais oxidantes para serem reparados aos compostos de origem por todas
as outras xantinas dos conjuntos com menor potencial de redugao. Por outro lado, seria de
esperar que a 1,3-DiMeX e a 1,7DiMeX conseguissem ter algum efeito reparador sobre os
compostos andlogos monometilados, uma vez que os radicais neutros 1,3-DiMeX’ e
1,7-DiMeX" (de tipo C e B1, respectivamente) n3o tém uma contribuicdo de radical de tipo
Al. Verifica-se que esse efeito existe de facto para a 1,7-DiMeX (embora muito ténue), mas

é inexistente para a 1,3-DiMeX.
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Figura 4.14 — Fotodlise UV de misturas bindrias de xantinas 0,5 mM cada com K,S,05 20 mM a pH 7.
Comparacdo entre xantinas N(3) e N(7)-substituidas.
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Figura 4.15 — Fotdlise de misturas binarias de xantinas 0,5 mM cada e K;5,05 20 mM a pH 7.
Teobromina e 3,9-dimetilxantina.
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Finalmente, e como seria de esperar, a 3,9-DiMeX e a 3,7-DiMeX continuam a ser as
xantinas com menor capacidade antioxidante a pH 7. Na Figura 4.15 verifica-se que, para
além destas ndo terem qualquer efeito reparador de uma sobra a outra, sdo reparadas pela
1,3-DiMeX e, segundo os resultados apresentados acima, por todas as outras xantinas

estudadas.

4.4. Métodos computacionais

Utilizaram-se métodos computacionais para determinar a ordem de capacidade
antioxidante relativa das xantinas em estudo. Para tal, calcularam-se as energias das
espécies envolvidas nos equilibrios de reparacdo de xantinas em meio 4cido e meio neutro, e
compararam-se os resultados obtidos com os dados experimentais.

Deste modo, realizaram-se calculos de DFT utilizando o funcional hibrido sem
restricdo de spin (UB3LYP) com a base 6-31+G(2d,p) e o modelo de polarizacdo continua
para descrever o efeito do solvente. Do conjunto de compostos estudados, apenas ndo se

efectuaram calculos para a Xao.

4.4.1. Equilibrios em meio acido

Como foi referido atras, ndo ha desprotonacdo das espécies envolvidas nos
equilibrios de reparacdo de xantinas a pH 3. Assim, apenas se calcularam as energias das
espécies neutras (radicalares ou nao) para avaliar para que sentido estaria deslocado o
equilibrio de reparacdo para cada mistura binaria em meio acido.

Ha casos em que a estrutura de uma determinada espécie ndo é ambigua, tal como
a de um radical neutro de uma dimetilxantina, cuja formacdo resulta da dissocia¢do do Unico
protdo acido do radical catido precursor. No entanto, noutros casos, ha que contar com a
possivel existéncia de diversos tautémeros em equilibrio para cada espécie (radicalar ou
ndo) em solucdo aquosa. A energia destas espécies calculou-se como sendo a soma
ponderada das energias de cada um dos seus tautdmeros, cuja populacdo é determinada

pela distribuicao de Boltzmann (equagdo 4.7),

_ o AE/RT AE = E-E; (kJmol™) (4.7)

Pz
-
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em que N; corresponde a fraccdo do tautdmero de energia E;, R é a constante dos gases
perfeitos e T a temperatura absoluta. Para cada espécie, tomou-se E; = 0 kimol™* como
referéncia para o tautdmero mais estavel, pelo que a fraccdo de cada tautémero é calculada

directamente pela expressao (4.8).

—E /RT
e 1
N.

i~ ZefEi/RT (4.8)

Calcularam-se as energias dos varios tautdmeros de cada espécie pelo método DFT
acima referido. Na Tabela 4.2 apresentam-se as energias relativas e respectivas frac¢des dos
tautémeros de cada espécie envolvida nos equilibrios de xantinas a pH 3.

Provou-se que os radicais neutros das xantinas monometiladas 3-MeX, 7-MeX e
9-MeX existem apenas sob a forma de tautémeros N(1)H, uma vez que os que resultam da
desprotonagdo em N(1) sdo menos estaveis em cerca de 44 a 74 kimol™. Embora n3o se
apresentem calculos semelhantes para a Xao, admite-se que o mesmo seja valido para este
composto. No caso dos radicais neutros da Xan e da 1-MeX, os tautémeros N(9)H, de tipo
B2, sdo largamente predominantes, o que estd de acordo com o que foi discutido
anteriormente. Relativamente aos substratos ndo radicalares, verifica-se a existéncia de uma
pequena frac¢do dos respectivos tautdmeros N(9).

Como foi referido atras, calculou-se a energia de cada espécie (substratos e radicais
neutros) envolvida nos equilibrios apresentados na sec¢do 4.3 a partir da soma ponderada
de cada tautdmero. Na Tabela 4.3 apresentam-se os valores das energias livres de Gibbs
calculados pela expressao (4.9) e correspondentes a cada reacc¢ao de reparacdo da xantina
X, a custa da xantina X1, ou seja, a reaccao directa do equilibrio (4.5). Estas varia¢Oes de
energia resultam essencialmente de variacdes de entalpia uma vez que se admite que a
contribuicdo da entropia é desprezavel [21]. Deste modo, quando refere genericamente uma

variagao de energia esta a considerar-se uma variagao de entalpia.

AG? ={AG2, (X})+ AGS (X)) —{AGS (X3) + AGS, (X, )] (4.9)

reac¢do,aq prod reag
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Tabela 4.2 — Energias relativas e respectivas fraccdes dos tautdmeros de cada espécie envolvida nos
equilibrios de xantinas a pH 3 e a temperatura ambiente (298 K).

Espécie neutra Tautémero Energia (kimol™) Fraccdo (%)
Xan(1H3H7H) 0,00 98,9
Xan

Xan(1H3H9H) 11,07 1,1
Xan(1H3H)" 12,77 0,6
Xan(1H7H)® 9,82 1,8
Xan® Xan(1H9H)" 0,00 97,6
Xan(3H7H)" 60,91 0,0
Xan(3H9H)" 69,75 0,0
1-MeX(3H7H) 0,00 99,2

1-MeX
1-MeX(3H9H) 11,83 0,8
1-MeX(3H)" 12,46 0,6
1-MeX’ 1-MeX(7H)* 8,81 2,8
1-MeX(9H)" 0,00 96,6
3-MeX(1H7H) 0,00 99,4

3-MeX
3-MeX(1H9H) 12,76 0,6
3-MeX(1H)" 0,00 100,0
3-MeX" 3-MeX(7H)" 44,42 0,0
3-MeX(9H)" 58,13 0,0
. 7-MeX(1H)" 0,00 100,0

7-MeX
7-MeX(3H)" 51,37 0,0
. 9-MeX(1H)" 0,00 100,0

9-MeX
9-MeX(3H)" 74,35 0,0
1,3-DiMeX(7H) 0,00 99,7

1,3-DiMeX

1,3-DiMeX(9H) 14,20 0,3

Os valores apresentados na Tabela 4.3 sdo perfeitamente compativeis com os
resultados experimentais das misturas binarias irradiadas a pH 3. As reac¢Ges do primeiro
conjunto possuem um valor de AG° muito baixo mas negativo, o que mostra que as xantinas
com um grupo metilo em N(1) exercem um efeito reparador muito ligeiro sobre as xantinas

analogas sem o grupo substituinte nessa posicdo, tal como se verificou na seccao 4.3.2. No
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segundo conjunto de resultados, os valores de AG° superiores a cerca de -15 kimol™ (em
valor absoluto) confirmam a elevada capacidade antioxidante da 9-MeX sobre as outras
xantinas monometiladas verificada na sec¢ao 4.3.3, enquanto que a 1-MeX consegue reparar
com alguma eficacia a 3-MeX e a 7-MeX (AG = -8 kimol™). O valor de AG® praticamente nulo
obtido na reaccdo de reparacdo da 3-MeX pela 7-MeX (ou vice-versa) comprova que a
capacidade antioxidante destas xantinas é idéntica. Tal como nas irradiacdes da mistura
binaria apresentada na sec¢ao 4.3.4, os cdlculos tedricos confirmam a reparac¢do da Xao pela
9-MeX (AG® = -17,44 kImol™?), fruto da influéncia do efeito indutivo do grupo substituinte
em N(9). Finalmente, a elevada capacidade reparadora da 1,3-DiMeX sobre a 3,7-DiMeX e a
3,9-DiMeX (AG° = -43 kimol™) coloca estas duas xantinas no grupo com menor poder

antioxidante, tal como verificado experimentalmente e discutido na seccdo 4.3.5.

Tabela 4.3 — Energias livres de Gibbs das reac¢des de reparacdo da xantina X, a custa da xantina X;
correspondentes as misturas binarias irradiadas a pH 3.

Xl XZ —> Xl

XZ AGoreacg;zio,aq (kJmoI’l)

Efeito do grupo metilo na posicdo N(1)

1-MeX Xan® . 1-MeX® Xan -1,19
1,3-DiMeX 3-MeX’ _ s 1,3-DiMeX’ 3-MeX -1,45
1,7-DiMeX 7-MeX’ — s 1,7-DiMeX’ 7-MeX -3,03
1,9-DiMeX 9-MeX’ — » 1,9-DiMeX’ 9-MeX -1,77

Efeito da posigcdo do grupo metilo nos derivados monometilados

9-MeX 1-MeX’ —— 9-MeX 1-MeX -16,25
1-MeX 7-MeX’ . 1-MeX’ 7-MeX -7,69
7-MeX 3-MeX’ S 7-MeX’ 3-MeX 0,03
9-MeX 7-MeX’ — 9-MeX’ 7-MeX -23,94

Efeito indutivo do substituinte em N(9)

9-MeX Xao® . 9-MeX’ Xao -17,44

Teobromina e 3,9-dimetilxantina
3,9-DiMeX  3,7-DiMeX’ __,  3,9-DiMeX’ 3,7-DiMeX -0,88
1,3-DiMeX  3,9-DiMeX’ __,  1,3-DiMeX’ 3,9-DiMeX -42,71
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4.4.2. Calculo dos valores de pK, de radicais neutros

O calculo das energias das espécies envolvidas nos equilibrios de reparacdo de uma
xantina sobre outra em meio fisioldgico implica saber a extensao da sua desprotonacao dado
qgue a esse valor de pH pode haver a participacdo das respectivas formas anidnicas. Os
valores de pK, dos substratos sdo conhecidos (ver Tabela 4.1) e demonstrou-se [8] que o
radical neutro da xantina possui um valor de pK, de 5,0 (obtido a 280 K). No entanto, e tanto
guanto se sabe, ndo existe na literatura qualquer referéncia a valores de pK, para os radicais
neutros das xantinas monometiladas. Nesta seccdo utilizou-se uma metodologia simples
para estimar esses valores a partir das energias das espécies envolvidas em cada equilibrio
acido-base.

O valor absoluto de pK,; de um acido HA pode calcular-se directamente a partir da
respectiva energia livre de desprotonag¢dao em solug¢dao aquosa [39-41] (equacgdo 4.10).

_ AGieqprot,ag

K = —_cesprotag 4.10
PP 2,303RT (4.10)

O método mais comum para o cdlculo da energia livre de desprotonacdo de um
acido em solucdo aquosa consiste na aplicacdo de ciclos termodinamicos que combinam os
valores de energia livre de Gibbs em fase gasosa de cada espécie envolvida no equilibrio
acido-base com as respectivas energias livres de solvatacao (AGOaq = AGOg + AG’y). Na
Figura 4.16 representa-se o ciclo termodinamico mais simples e mais utilizado para esse

proposito [42].

AGO
HA (g) AL Afg) + H'(g)
AG 1 (HA) AG o (A) AG%qi(H")
AGO
HA (aq) deSPIOL2 e A(aq) + H'(aq)

Figura 4.16 — Ciclo termodinamico para o calculo do valor da energia livre de Gibbs de desprotonacao
de um acido HA em solugdo aquosa.

Assim, calcula-se a energia de desprotonacdo de cada substrato a partir dos valores
das energias das espécies HA, A" e H' em solugdo aquosa obtidas através dos célculos DFT

referidos anteriormente (equacdo 4.11). Dos diversos estudos existentes na literatura para a
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estimativa da energia livre do protdo em solugao aquosa [43], considerou-se um dos que

possui um menor erro associado [44], cujo valor é AGoaq(H+) =-1104,5 kimol™.
AGsprot aq = AGog (A7) + AG, (H) - AG), (HA) (4.12)

Tal como anteriormente (ver 4.4.1), determinou-se a populacdo dos tautomeros de
cada espécie desprotonada (Tabela 4.4) para o calculo das respectivas energias. Como
esperado, os tautomeros que resultam da desprotonagdo de N(1) sdo muito menos estaveis
e a sua contribuicdo para as energias dos respectivos anides é desprezavel. Obtiveram-se
resultados muito semelhantes para o caso do acido urico e derivados metilados [4].

Testou-se primeiro este método de célculo de valores de pK; para as xantinas em
estudo (excepto a Xao), cujos resultados se apresentam na Tabela 4.5. Por aplicacdo das
equagdes (4.10) e (4.11) obtiveram-se valores de pK,cic com um desvio elevado mas
aproximadamente constante relativamente aos valores experimentais. Este desvio
sistematico pode ter origem no método de cdlculo DFT ou no facto de se ter optado por
utilizar um valor estimado de AGan(H+) obtido por um método diferente. Corrigiram-se os
resultados obtidos para cada xantina (pK,,cic(Xi)) tomando como referéncia o valor de pK, da

Xan segundo a expressao (4.12).

pKa,caIc (XI)

pKacorr Xi :pKacorr Xan AR
’ ( ) | ( )pKa,caIc(Xan)

pKa,corr (Xa n) = pKa,exp (Xan) (412)

Apds esta correccdo, verifica-se que a diferenca entre os valores de pK;
experimentais e calculados (pKa corr(Xi)) € inferior a 0,35 para a todas as xantinas a excepg¢ao
das N(9) substituidas, onde o desvio é um pouco maior (Tabela 4.5). Dado que os resultados
desta metodologia sdo satisfatorios, fez-se o mesmo para calcular os valores de pK, dos
radicais neutros das xantinas monometiladas (Tabela 4.6).

Aplicaram-se as expressoes (4.10) e (4.11) para as espécies envolvidas nos
equilibrios acido-base dos radicais neutros, e corrigiram-se os valores obtidos de pK, (pK,calc)
de forma analoga tendo como referéncia pK, exp(Xan®) = 4,70 (25°C) [8].

Dos resultados da Tabela 4.6, verifica-se que, a excep¢do do radical 9-MeX®, os
valores de pK; dos radicais neutros seguem exactamente a mesma ordem prevista e

discutida anteriormente na sec¢do 4.3.6.
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Tabela 4.4 — Energias relativas e respectivas frac¢des dos tautémeros das espécies anidnicas
envolvidas nos equilibrios de xantinas a pH 7 e a temperatura ambiente (298 K).

Espécie anidnica Tautémero Energia (kimol™) Fraccdo (%)
Xan(1H3H)" 0,00 63,8
Xan(1H7H) 7,85 2,7
Xan~ Xan(1H9H)” 1,60 33,5
Xan(3H7H) 22,78 0,0
Xan(3H9H)" 36,71 0,0
Xan(1H)*" 0,00 100,0
. Xan(3H)™ 37,87 0,0
Xan

Xan(7H)"™ 51,12 0,0
Xan(9H)™" 48,36 0,0
1-MeX(3H)" 0,00 73,2
1-MeX™ 1-MeX(7H)" 7,87 3,0
1-MeX(9H)" 2,79 23,8
3-MeX(1H)" 0,00 100,0
3-MeX 3-MeX(7H) 23,79 0,0
3-MeX(9H)~ 39,07 0,0
7-MeX(1H)" 0,00 100,0

7-MeX™
7-MeX(3H)" 16,34 0,0
9-MeX(1H)" 0,00 100,0

9-MeX™
9-MeX(3H)~ 37,18 0,0
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Tabela 4.5 — Valores de pK, (25°C) da xantina e seus derivados metilados determinados a partir das
energias de cada espécie do equilibrio acido-base obtidas por calculos DFT (pK, ). Comparagao
entre valores calculados ap6s correccdo (pK, corr) € valores experimentais (ApK, = pKa corr - PKa exp)-

Composto (AIS::QST_?; PKa cale PKa corr PKaexp (25°C) ApK,
Xan 127,27 22,29 7,61 7,61 -
1-MeX 133,61 23,40 7,99 7,70 0,29
3-MeX 130,36 22,84 7,79 8,10 -0,31
7-MeX 138,82 24,32 8,30 8,30 0,00
9-MeX 117,42 20,57 7,02 6,25 0,77
13-DiMeX 136,69 23,94 8,17 8,40 -0,23
17-DiMeX 144,42 25,30 8,64 8,30 0,34
19-DiMeX 123,49 21,63 7,38 6,15 1,23
37-DiMeX 159,83 28,00 9,56 9,67 -0,11
39-DiMeX 159,35 27,91 9,53 9,50 0,03

Tabela 4.6 — Valores de pK, (25°C) dos radicais da xantina e seus derivados monometilados
determinados a partir das energias de cada espécie do equilibrio acido-base obtidas por calculos DFT
(PKa calc) € respectiva correcgdo (pKa corr) tendo como referéncia pKj exp(Xan®) = 4,70.

Radical AG gesprot (KImol ™) PKa,calc PKa,corr
Xan® 94,35 16,53 4,70
1-MeX® 99,40 17,41 4,95
3-MeX’ 124,46 21,80 6,20
7-MeX’ 142,08 24,89 7,08
9-MeX" 146,86 25,72 7,31

4.4.3. Equilibrios em meio fisiolégico (pH 7)

Nas misturas bindrias irradiadas a pH 7 ha que considerar a possivel participacdo de
espécies aniodnicas nos equilibrios de reparagdo de uma xantina (X;) a custa de outra (Xy),

pelo que a sua forma genérica é dada agora pela equacdo (4.13).
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(@, X; +b X7 )+(c, X5 +d, X5 ) =———=

(c,X] +d,X77)+(a,X, +b,X;)+H (a; +b, —c, —d,) (4.13)

Os coeficientes de cada espécie do equilibrio dizem respeito as frac¢des das formas
neutra e desprotonada dos substratos (a; e b;) e dos respectivos radicais neutros (c; e d;),
pelo que cada um dos quatro primeiros termos representa uma concentragdo total (ou

energia, para efeitos de célculos DFT) (equacdes (4.14) e (4.15)).

X, =aX,+bX;  a+b =1 (4.14)

X =cXT+dX”  ¢+d =1 (4.15)

A energia livre de Gibbs correspondente a reaccdo directa do equilibrio (4.13) é

dada pela expressdo (4.16), onde & = a;+b,—c;-d,.

AG? = {AG2 (X5 )+ AGS, (X, J+ & AGS, (HT )}prod ~ {62, (%3 )+ aG% (x, )} (4.16)

reac¢do,aq

Tabela 4.7 — FraccGes das espécies envolvidas nos equilibrios de reparacdo de xantinas em meio
fisiolégico e a 25°C. Os valores de ¢; e d; das xantinas monometiladas foram obtidos a partir dos
respectivos pK, estimados por célculos DFT.

Composto a; (X)) bi (Xi7) ¢ (Xi°) di (Xi")
Xan 0,803 0,197 0,005 0,995
1-MeX 0,834 0,166 0,009 0,991
3-MeX 0,926 0,074 0,136 0,864
7-MeX 0,952 0,048 0,543 0,457
9-MeX 0,151 0,849 0,673 0,327
1,3-DiMeX 0,962 0,038 1,000 -
1,7-DiMeX 0,952 0,048 1,000 ---
1,9-DiMeX 0,124 0,876 1,000 -
3,7-DiMeX 0,998 0,002 1,000 ---
3,9-DiMeX 1,000 0,000 1,000 -
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Na Tabela 4.7 apresentam-se os coeficientes a;, b;, ¢; e d; de cada espécie, obtidos a
partir dos valores de pK, experimentais (Tabela 4.5) e estimados (Tabela 4.6). Como é
evidente, no caso das dimetilxantinas n3ao pode haver desprotonacdao dos respectivos
radicais neutros pelo que ¢; = 1.

Como anteriormente, e sempre que aplicavel, as energias das espécies envolvidas
no equilibrio (4.13) calcularam-se como sendo a média ponderada das energias dos
respectivos tautomeros (Tabela 4.2 e Tabela 4.4).

Na Tabela 4.8 (Caso |) apresentam-se os resultados das energias livres de Gibbs
obtidos através da aplicacdo da reaccao directa do equilibrio (4.13) com os respectivos
coeficientes da Tabela 4.7, ou seja, admite-se a participacdo de todas as espécies (neutras e
anidnicas) no equilibrio. Como se pode verificar, na maioria dos equilibrios os valores de AG®
obtidos ndo traduzem os resultados experimentais. Uma das razGes tem a ver com o préprio
valor de AGoaq(H+), cujas estimativas na literatura variam em cerca de 20 kimol™® [45]. Este
desvio em relagdo ao valor escolhido é suficientemente elevado para, por exemplo, baixar o
valor de pK; calculado (pK;,cor, Tabela 4.6) do radical neutro da 9-MeX em 0,5 unidades.
Além disso, o termo GAGan(H+) é da mesma ordem de grandeza que ZAGan(X;)pmd -
ZAGan(Xi)reag, pelo que um desvio de AGan(H+) tal como referido acima pode alterar o valor
de AGOreacggo,aq até cerca de 50 kimol™ (em valor absoluto). Outra razao que pode justificar as
discrepancias entre os resultados experimentais e tedricos (Caso |) é o facto de se ter
considerado a participagdo de H* quer no célculo dos pK, dos radicais neutros como no
equilibrio (4.13), em vez do par H,O/H;O". Finalmente, o mecanismo reaccional entre a
espécie reparadora e a espécie radicalar reparada pode ser distinto consoante estas estejam
na forma neutra e/ou anidnica, ou seja, pode tratar-se de uma reparag¢do por abstraccdo de
um atomo de hidrogénio ou apenas por transferéncia directa de electrdao. Ao calcular
AGOreac;go,aq segundo a expressdo (4.16) ndo se estd a fazer a distincdo entre esses
mecanismos.

Na Tabela 4.8 (Caso IlI) apresentam-se igualmente valores AGOreacgg,o,aq obtidos
através da aplicacdo da reaccdo directa do equilibrio (4.13), mas admitindo apenas o
mecanismo de reparagdo por abstraccdo de um atomo de hidrogénio. Além disso,
considerou-se ainda que a espécie reparadora (redutora) é anidnica, excepto para o caso das
dimetilxantinas em que tem que ser neutra, caso contrdrio a reacgdo ocorreria por
transferéncia de electrdo. Em qualquer destas situacdes, os coeficientes das espécies

participantes no equilibrio da reacgdo de reparagdo sdo unitarios, ou seja, admite-se que a

105



4. Estrutura e propriedades redox dos radicais derivados da oxidacdo de xantinas

medida que a reac¢do decorre, os respectivos equilibrios acido-base dos reagentes se
deslocam no sentido da formacdo das espécies participantes na reaccdao de reparacao.
Assim, 6=0 e, portanto, deixa de haver a contribuicdo do termo 6AG°aq(H+) no calculo da

energia da reaccdo de reparacgao (equacdes (4.17) a (4.20)).

X;+X5 =—= X! +X;  a1=¢;=0; b,=d,=1 (4.17)
X;+X; =—= X +X,  a1=(;=0; b,=d,=0 (X, =DiMeX) (4.18)
X, +X; =—= X}+X;  a=¢;=1; b,=d,=1 (X, =DiMeX) (4.19)
X, +X; =——= X! +X, a1=¢;=1; by=d,=0  (X,,X, =DiMeX) (4.20)

Os valores obtidos no Caso Il reproduzem, de uma forma geral, os resultados
experimentais a pH 7, sobretudo para as misturas onde houve um efeito reparador mais
evidente.

Verifica-se claramente que a 1-MeX é a xantina mais reparadora de todas. A energia
de reparacao desta sobre a Xan é de apenas -2,48 kimol™, fruto do efeito do grupo metilo
em N(1) ja discutido, enquanto que a energia de reparacdo sobre a xantina mais oxidante
(3,7-DiMeX) é de -84,01 kimol™. Verifica-se igualmente a clara diferenca de capacidade
antioxidante entre o grupo formado pela 1-MeX e Xan e as xantinas N(9) substituidas.
Nestas, a 1,9-DiMeX exerce um efeito reparador consideravel sobre a 9-MeX, como alids se
previu dado o caracter mais oxidante de 9-MeX™™ relativamente a 1,9-DiMeX’, para além do
efeito do grupo metilo em N(1). Entre a 9-MeX e a 7-MeX, o resultado indica uma fraca
reparagao desta sobre a primeira. No entanto, e tal como para os resultados do grupo
composto pelas xantinas 3-MeX, 7-MeX, 1,3-DiMeX e 1,7-DiMeX, os valores de AGOreacggo,aq
calculados para as condigdes implicitas neste Caso Il ndo sdo suficientemente elevados (em
termos absolutos) para retirar conclusbes inequivocas sobre a reparacdo (ou a sua
inexisténcia) de uma xantina sobre a outra. Finalmente, as xantinas 3,7-DiMeX e 3,9-DiMeX
continuam a formar o conjunto de menor capacidade antioxidante, tal como previsto na
sec¢ao 4.3.6.

Apesar dos resultados do Caso Il traduzirem com mais fidelidade o que se verificou
experimentalmente a pH 7, é possivel que haja alguma participacdo de espécies que nao
foram consideradas nas expressées (4.17) a (4.20). Seria necessdrio conhecer, para cada

caso, as constantes de velocidade entre a espécie reparadora e a espécie radicalar reparada
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(neutras e anidnicas). Por outro lado, as energias obtidas para os equilibrios a pH 3 (seccdo
4.4.1) sdao mais realistas, uma vez que nado ha duvidas quanto as espécies participantes e, por

isso, 0 mecanismo reaccional é igual em todos os casos.

Tabela 4.8 — Energias livres de Gibbs das reac¢Ges de reparacdo da xantina X, a custa da xantina X;
correspondentes as misturas binarias irradiadas a pH 7, a partir dos Casos | e Il.

X_1+E—>E+Z+§ HY AG’ caccio,aq (kImol™)

X1 X3 Caso | Caso ll
1-MeX Xan 6,30 -2,48
1-MeX 1,9-DiMeX 202,52 -16,20
1-MeX 9-MeX 144,18 -47,40
1,9-DiMeX 9-MeX -58,27 -31,20
1,9-DiMeX 7-MeX -192,14 -28,97

9-MeX 7-MeX -133,87 2,24
1,7-DiMeX 7-MeX -68,21 -6,29
1,7-DiMeX 1,3-DiMeX -3,18 -1,55

7-MeX 3-MeX -39,59 9,19
1,3-DiMeX 3-MeX -104,63 4,44
1,3-DiMeX 3,9-DiMeX -47,47 -42,72
3,9-DiMeX 3,7-DiMeX -1,04 -0,88

1-MeX 3,7-DiMeX 26,84 -84,01

4.5. Determinagao dos potenciais de redugao por voltametria ciclica

Os resultados obtidos por irradiacio UV de misturas binarias de xantinas com
persulfato de potassio permitiram ordena-las segundo uma escala relativa de capacidade
antioxidante. Nesta seccdo, determinou-se o potencial de reducdo de cada xantina por
voltametria ciclica de forma a estabelecer um paralelo entre esta propriedade intrinseca e o
respectivo efeito reparador. Na Figura 4.17 apresenta-se um exemplo tipico de uma curva de

corrente-potencial obtida para estes compostos.
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w
o
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_10 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

Potencial (V vs SCE)

Figura 4.17 — Voltamograma ciclico de uma solucdo aquosa de Xan 1 mM a pH 7 obtido com uma

velocidade de varrimento de 40 mVs™.

O varrimento no sentido do aumento do potencial aplicado apresenta um pico de
oxidagdo (pico anddico), enquanto que no varrimento inverso nao se observa nenhum pico
de reducdo. Isto significa que todas as oxidacdes a superficie do eléctrodo sdo irreversiveis.
A decomposi¢ao bimolecular dos radicais das xantinas por dismutagao da-se mais
rapidamente que o varrimento de potencial aplicado. Os valores de potencial dos picos de
oxidacdo para cada composto apresentam-se no Esquema 4.5.

Os valores de potencial de redu¢dao que se encontram na literatura para algumas
das xantinas [18, 46] seguem a mesma ordem obtida neste conjunto de experiéncias (por
exemplo, 0,683 V para a Xan, 0,936 V para a 1,3-DiMeX e 1,246 V para a 3,7-DiMeX a pH 7).

A ordem crescente dos valores de potencial de reducdo obtidos por voltametria
ciclica é bastante concordante com os resultados obtidos por fotdlise, apesar destes ultimos
corresponderem a reacgOes reversiveis em equilibrio. Os cinco conjuntos de xantinas
considerados para ambos os valores de pH possuem, de uma forma geral, uma diferenca de
valores de potenciais de redugdo aprecidveis (E, > 30 mV aproximadamente). Por outro lado,
as diferencas de potencial de reducdo dentro de cada conjunto sdo muito ténues, excep¢ao
feita para a 1,7-DiMeX. No entanto, e sobretudo a pH 7, também se verifica algum efeito
reparador desta xantina sobre todas as outras do seu conjunto nas respectivas misturas

bindrias irradiadas (ver Figura 4.14).
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4.6. Espectroscopia de ressonancia paramagnética electrdnica

A espectroscopia de ressonancia paramagnética electrénica (RPE) é uma técnica
fundamental para o estudo e caracterizacdo de radicais instaveis derivados de xantinas
substituidas em solugdo aquosa [4, 8, 27].

Obtiveram-se espectros de RPE por fotdlise in situ de solugdes aquosas de 1-MeX ou
de 3-MeX contendo persulfato de potdssio, a valores de pH entre 9 e 13 (Figura 4.18), que
foram atribuidos aos respectivos radicais anides (Figura 4.19). Nao foi possivel interpretar os
espectros de RPE obtidos com a 7-MeX e 9-MeX por serem demasiado fracos e complexos.
N3do se detectou nenhum espectro para qualquer dos compostos estudados a valores mais
baixos de pH. Nessas condicGes, as espécies radicalares sdo neutras e é de esperar que
decaiam mais rapidamente por reac¢des bimoleculares, pelo que os respectivos tempos de
vida sao muito mais curtos.

Os cdlculos DFT sao consistentes com as constantes de acoplamento hiperfino de
radicais de pirimidinas e purinas e a estabilidade relativa dos respectivos tautémeros [4, 47,
48]. Assim, efectuaram-se calculos tedricos para a atribuigdao das constantes de acoplamento
hiperfino de espectros de RPE obtidos a valores elevados de pH. As constantes calculadas
estdo de acordo com as obtidas experimentalmente (Figura 4.19).

A oxidacdo da Xao, o nucledsido natural da xantina, a pH 10, deu origem a um
espectro que foi atribuido ao respectivo radical anido (Figura 4.18). O espectro foi
interpretado como tendo constantes de acoplamento para os quatro dtomos de N e H(6)
purinicos, e o &tomo H(2’) do grupo ribosilo (Figura 4.19). A estrutura do radical anido Xao"~
em fase gasosa obtida por cdlculos DFT apresenta uma ligacdo de hidrogénio intramolecular
entre N(3) purinico e o grupo hidroxilo em C(5’). Dado que o N(3) possui uma densidade de
spin considerdvel, como se verifica pelo valor da constante de acoplamento experimental de
4,5 G (o valor calculado é de 5,1 G), a ligacdo de hidrogénio induz uma pequena densidade
de spin nos atomos de hidrogénio do grupo OH e de C(5’), com constantes calculadas de
-0,3 G e de 0,2 G, respectivamente. Além disso, na estrutura optimizada, o atomo H(2’) esta
praticamente no mesmo plano da purina, e, consequentemente, perpendicular aos orbitais
1t conjugados. Esta conformacgdo produz uma pequena constante de acoplamento calculada

de apenas 0,2 G.
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Figura 4.18 — Espectros de RPE experimentais (lado esquerdo) e respectivas simulac¢des (lado direito)
dos radicais anides (a) 1-MeX"", (b) 3-MeX" e (c) Xao™™ .

0,3(-0,3) O 1,0(1,2)
H3C\ N ﬁ
1,0 (-1,0) | />—H 6,0 (-4,8)
\ ©
© N O
0] N 1,1 (-1,5)
3332  07(0N 0,4 (-0,5) N
N v
. | \>—H 74(76)
1-MeX N
O N 0,1(-0,4)
45 (5,1)
o@ 0,0 (-0,3) HO
0 0.4 (02) Hu
00(04)N/ N 00(0.2) H H 1,902
%\ | />—H 8,6 (-8,8) H
N N HO OH
35(5,1) | 1,5(-1,2)
CH,
42(57) o-
Xao
3-MeX ™

Figura 4.19 — Constantes de acoplamento hiperfino experimentais (e calculadas) dos radicais anides
dos derivados da xantina, obtidas por espectroscopia de RPE (valores em Gauss).
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Em solucdo aquosa, a ligacdo de hidrogénio do solvente provoca a disrupcdo da
ligacdo intramolecular O(5’)H-N(3). Deste modo, ndo se detectam constantes de
acoplamento para o grupo C(5’)H,0H, e o valor experimental da constante de acoplamento
de H(2’) é consideravelmente superior ao calculado, o que indica que o radical deve estar
numa conformacdo em que o atomo de hidrogénio estd numa posicdo mais perto da

perpendicularidade relativamente a estrutura purinica.

4.7. Desmetilagao da teofilina a 1-metilxantina

Como se mostra no Esquema 4.5, nenhuma das xantinas naturais usualmente
presentes na dieta humana (teofilina, teobromina e cafeina) é potencialmente um bom
antioxidante. Contudo, durante o seu metabolismo, se a teofilina (a mais antioxidante das
trés) sofrer desmetilacdo de N(3) dara origem a 1-MeX, a mais antioxidante das xantinas

aqui estudadas a pH fisioldgico.

4.7.1. Oxidagao da teofilina pelo radical hidroxilo

Com o objectivo de avaliar a possibilidade do mecanismo de desmetilagao,
efectuou-se a reaccdo da teofilina com o radical HO® gerado por fotélise UV de peréxido de
hidrogénio, tal como descrito na Parte Experimental (ver 3.4.1).

Detectaram-se produtos de reac¢do apds tempos de reaccdo curtos. A Figura 4.20
mostra um cromatograma obtido apods irradiagdo UV de uma solugdao aquosa contendo
teofilina e H,0,. Para além do reagente inicial ndo transformado (pico principal; tempo de
retengdo de aproximadamente 15 min), detectaram-se dois produtos maioritarios, o acido
urico da teofilina (acido 1,3-dimetilurico) e a 1-MeX. Para tempos de irradiacdo mais longos,
a concentracdo destes produtos diminui pois também reagem com o radical HO".

O &cido 1,3-dimetildrico é um produto esperado, uma vez que é conhecido que as
xantinas e seus derivados sdo oxidados pelo radical hidroxilo aos respectivos acidos Uricos,
por adicdo do HO" & posicdo C(8) seguida de oxidacdo do radical redutor resultante [49].
Contudo, a 1-MeX é um produto novo, que normalmente n3do é referido como produto de
oxidacdo da teofilina. A formacao deste composto e de uma quantidade mais pequena de
3-MeX foi confirmada por comparacdo dos tempos de retencdo e dos espectros de UV

respectivos com os de amostras padrao, bem como por espectrometria de massa.
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Figura 4.20 — Cromatograma HPLC (sistema Shimadzu) apds 4 min de irradiacdo UV de uma solugdo
aquosa de teofilina 1 mM, H,0, 20 mM e tamp3o fosfatos 5 mM (reac¢do com o radical HO®, pH 7).

Repetiu-se a mesma reacc¢do da teofilina com o radical HO® a pH 7 em larga escala
para identificacdo e caracterizacdo dos produtos de desmetilacdo, tal como descrito na Parte
Experimental (ver 3.4.1). Controlou-se a formacdo dos produtos de oxida¢do da teofilina por
HPLC e, apds se obter um rendimento maximo dos produtos de desmetilacdo (atingido ao
fim de 18 min de irradiacdo UV), concentrou-se a amostra, extraiu-se com acetato de etilo,
evaporou-se o solvente e derivatizou-se o residuo seco com MSTFA. O cromatograma de
GC-MS da amostra derivatizada mostrou dois picos com tempos de retencdo de 10,7 min e
11,4 min idénticos aos obtidos com os padrdes (derivatizados da mesma forma) de 3-MeX e
1-MeX, respectivamente. Os espectros de massa (compativeis com os dos padrdes
derivatizados) apresentam um pico correspondente ao ido molecular com m/z = 310 e um
pico base a m/z = 295 correspondente a um fragmento obtido por perda de um grupo metilo
(Figura 4.21). Ambos os espectros apresentam um pico muito intenso com m/z = 73 que
corresponde ao ido trimetilsililo proveniente da derivatizacdo com MSTFA. Estes resultados
mostram que os dois novos produtos, formados por oxidacdo da teofilina pelo radical HO®,
possuem duas posi¢des de derivatizagdo, o que demonstra a perda de um grupo metilo da

teofilina.
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Figura 4.21 — Espectros de massa (sistema Agilent) dos produtos de desmetilacdo derivatizados
obtidos apds reacc¢do de teofilina como radical HO® (condi¢des descritas na Figura 4.20)

No cromatograma de GC-MS da mistura reaccional derivatizada identificaram-se
ainda outros picos, alguns dos quais atribuidos a oxidagcGes radicalares sucessivas de
xantinas por comparacdo com a base de dados de espectros, tal como por exemplo o acido
dimetilparabanico, a dimetilureia e a dimetilalantoina.

O possivel mecanismo reaccional para a formacgao de 1-MeX é proposto e discutido
mais abaixo. E sabido que o radical HO® reage com compostos heterociclicos aromaticos
principalmente por adigdo a uma ligagcdo dupla, e, em menor extensdo, por abstracgao de
um atomo de hidrogénio [33, 50]. Enquanto que a formacdo do acido urico resulta da adicdo
habitual de HO" a ligacdo dupla em C(8), a formacdo do produto de desmetilacdo (1-MeX)
implica a perda de um atomo de carbono, consistente com o segundo mecanismo acima
referido (ver Esquema 4.6). Detectou-se igualmente o outro produto de desmetilacdo, a
3-MeX, mas em muito menor quantidade (ver Figura 4.20).

Estes produtos de desmetilacdo foram sempre observados em concentracdes baixas
(comparadas com a da teofilina) mesmo para tempos de irradiagao longos, o que sugere que
eles préprios sao consumidos pelo radical oxidante. Este comportamento foi confirmado
com mais detalhe na reac¢do com o radical anido O' (ver 4.7.2). Assim, os produtos
resultantes de nova oxidacdo de 1-MeX e 3-MeX (xantina e acidos 1-metil e 3-metiluricos)
formar-se-do com rendimentos abaixo dos limites de deteccdo dos sistemas de analise
utilizados (HPLC e GC-MS).

Em condicdes fisioldgicas (pH 7), a reaccao de desmetilacdo da teofilina a 1-MeX é
importante jd& que ambos os compostos desempenham um papel relevante como

antioxidantes na proteccdo de alvos biolégicos contra o stress oxidativo. Por exemplo, no
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caso da adenina, ambos os compostos exercem um efeito importante na proteccao desta

base contra a sua oxidac¢3o pelo radical HO®, tal como se mostra na Figura 4.22.
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Figura 4.22 — Dependéncia da concentracdo em funcdo do tempo de irradiacdo seguida por HPLC

(sistema Shimadzu) na fotdlise UV de misturas bindrias de substratos 0,5 mM cada (adenina e
antioxidante), H,0, 20 mM e tampao de fosfatos 5 mM (pH 7).

Demonstrou-se anteriormente (ver 4.3.6) que a 1-MeX é um antioxidante mais forte
gue a teofilina. Deste modo, os resultados aqui apresentados sugerem que a conversao
parcial de teofilina a 1-MeX pode ter um efeito sinérgico, em que a reac¢ao de desmetilagao

desempenha um papel importante como primeiro passo de uma cascata antioxidante.

4.7.2. Oxidag¢do da teofilina em meio fortemente basico (radical anido 0")

Para confirmar o mecanismo reaccional por abstrac¢cdo de um dtomo de hidrogénio,
fez-se reagir a teofilina em meio fortemente basico, em que os produtos formados resultam
da oxidacdo pela base conjugada do radical hidroxilo (0"), conhecido por ser um melhor
abstractor de hidrogénio do que o radical HO® [51].

A Figura 4.23 mostra um cromatograma obtido apés irradiacdao UV de uma solucdo
aquosa contendo teofilina e N-6xido de 4-mercaptopiridina, um bom precursor do radical
HO® que se pode fotolisar a valores elevados de pH, permitindo a obtencdo de produtos
resultantes da oxidac3o pelo radical anido O [52]. Os picos do cromatograma com tempo
de retencdo inferior ao da 3-MeX correspondem a compostos dissulfureto conhecidos por

serem produtos de degradacdo do N-6xido de 4-mercaptopiridina [52].
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Figura 4.23 — Cromatograma HPLC (sistema Shimadzu) apds 25 min de irradiagdo UV de uma solugdo
aquosa de teofilina 2 mM, N-6xido de 4-mercaptopiridina 0,5 mM e tampao fosfatos 5 mM (reac¢do

com o radical anido O"7, pH = 13)

Os tempos de reac¢dao apresentados nas Figura 4.21 e Figura 4.23 correspondem
aos rendimentos maximos obtidos para os produtos de desmetilagdo. No caso da reacgdo
com o radical anido 0", o maior tempo de reac¢do (25 min) reflecte a sua menor
reactividade com um dado substrato comparada com a do radical HO® [53].

A pH aproximadamente 13 (em que radical anido O°" é a espécie radicalar
predominante; pK,(HO®) = 11,9 [54]) n3o se detectou a presenca do acido 1,3-dimetiltrico
no meio reaccional, tal como esperado, mas a formacao de 1-MeX foi notdria. Este resultado
é compativel com a capacidade do radical anido O° para reagir por abstraccdo de
hidrogénio. Para além deste produto, observou-se a formacdo, em maior quantidade, do
outro produto de desmetilacdo (3-MeX). Este resultado permite concluir que na oxidacao
pelo radical anido O ocorre apenas reaccdo de desmetilacdo, quer de N(3) quer de N(1),
conduzindo a formagao de 1-MeX e 3-MeX, respectivamente.

Outro resultado interessante é que a desmetilacdo de N(1) a pH 13 se observou em
maior extensdo para todos os tempos de irradiacdo UV (0 a 25 min), conduzindo a uma
maior predominancia de 3-MeX em solucdo relativamente a 1-MeX. Isto pode significar uma
maior reactividade desta Ultima para com o radical anido O°". Para confirmar esta hipdtese,

gerou-se o radical anido 0" em solu¢cdes 1 mM de 1-MeX e 3-MeX e quantificou-se a
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diminuicdo das suas concentra¢Oes para tempos de irradiagdao curtos. Representado o In da
concentracdo do substrato em funcdo do tempo de irradiacdo, determinaram-se as
constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem de 9,0x10™ s™ e 1,6x10° s para a
3-MeX e a 1-MeX, respectivamente, o que mostra que a 1-MeX é consumida mais
rapidamente do que a 3-MeX apés a sua formacgado nas condicdes reaccionais.

No Esquema 4.6 propde-se o possivel mecanismo reaccional para a reaccdo de
desmetilacdo da teofilina (exemplificado para a desmetilacdo de N(3) com formacdo da

1-MeX).
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Esquema 4.6 — Mecanismo reaccional de desmetilagdo da teofilina a 1-metilxantina.

Esta via reaccional, que conduz a perda de um grupo metilo ligado a um dtomo de
azoto, parece ser comum, tal como indicam estudos de oxida¢do radicalar da cafeina [55] ou

de metabolismo enzimatico de xantinas [56] e degradacdo oxidativa de aminopirinas [57-59].

4.7.3. Efeito do oxigénio molecular

Os resultados acima descritos foram obtidos em solugdes aquosas preparadas em
condicOes atmosféricas normais (saturadas em ar). De modo a elucidar o possivel efeito do
oxigénio molecular, efectuaram-se 0os mesmos ensaios (reac¢do com os radicais HO® e 0"")
em solucdes desarejadas com dargon, mantendo todos os outros parametros constantes.
Obtiveram-se, para ambos os casos, resultados semelhantes.

No caso da reac¢do com o radical HO, o rendimento de 1-MeX formada apds 4 min

de irradiacdo de uma solugcdo contendo H,0, foi o mesmo com ou sem oxigénio, apesar da
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quantidade de acido 1,3-dimetilurico ter sido maior na presenca de oxigénio. Este resultado
é expectavel de acordo com o que tem sido observado com varios sistemas purinicos (por
exemplo, adenina [60, 61], guanosina [62, 63] e xantinas [49]). De facto, nestes casos,
verificou-se que a formac¢do de um produto de hidroxilacdo em C(8), tal como no caso do
acido urico, é favorecida na presenca de oxigénio molecular (ou outro oxidante externo),
devido a necessaria oxidacdo do radical precursor, o aducto C(8)-OH.

No caso da reac¢do com o radical anido O, observou-se também a formac3o de
1-MeX e 3-MeX na auséncia de oxigénio, sem diferencas significativas dos resultados obtidos
em solugdes arejadas. Estes resultados mostram que o oxigénio molecular ndo tem um
efeito significativo na reac¢cdo de desmetilagdo, o que sugere que o oxigénio molecular ndo é

responsavel pelo segundo passo de oxidacdo proposto no Esquema 4.6.

4.7.4. Calculos tedricos

Efectuaram-se calculos tedricos com o modelo PM6 para confirmar a posicao
preferencial de desmetilacdo da teofilina pelo radical HO®. Considerou-se apenas o
tautémero N(7)H, uma vez que, segundo este método, é 6,13 kimol™ mais estivel do que
N(9)H em solucdo aquosa, correspondendo a mais de 92% no equilibrio. Na Tabela 4.9
apresentam-se as cargas parciais dos atomos envolvidos em ambas as reaccdes de
desmetilacdo, calculadas a partir da superficie de potencial electrostatico da teofilina. De
acordo com estes valores, as cargas globais dos grupos N(1)-CHs e N(3)-CHs sdo -0,1184 e
-0,1645 (unidade electrostatica — esu) respectivamente, o que mostra que a abstrac¢do do
atomo de hidrogénio de N(3)-CHs é mais favoravel. Esta previsdo estd de acordo com os
resultados experimentais obtidos a pH 7 acima referidos.

Usou-se o mesmo modelo para calcular as energias de activacdo (Ea) para as duas
reaccdes de desmetilagdo. Como se vé na Figura 4.24, a energia do estado de transigao da
reaccdo de desmetilagdo a partir de N(1) (ETw()) € superior em 78 kimol™ a do ETwn)- Uma
vez que a variagdo de entropia é muito semelhante para as duas reacgdes, as variagdes de
energia reflectem essencialmente varia¢des de entalpia. Os perfis reaccionais da Figura 4.24

sugerem que a desmetilacdo é controlada cineticamente.
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Tabela 4.9 — Cargas parciais calculadas para o tautdmero mais estavel da teofilina (N(7)H).

Posicdo Atomo Carga parcial (esu)
2 N(1) -0,7296
o 4 N(3) -1,2106
AR 13 c(1) -0,7897
o T)ﬁ/’;‘ - 14 c(3) 0,2638
2 4 /
LP N 15 H(3) 0,0300
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Figura 4.24 — Perfis reaccionais para a abstrac¢do de hidrogénio da teofilina a partir dos grupos

metilo em N(1) e N(3), por reac¢do com o radical HO".

4.8. Conclusoes

Os resultados apresentados mostram que as xantinas mais oxidantes sdo aquelas
cujos radicais catides formados por oxidacdo monoelectrénica apenas podem desprotonar
de N(1) (teobromina e 3,9-dimetilxantina).

Na auséncia de espécies anidnicas em solucdo (meio acido), a presenca de um

grupo substituinte em N(9) (9-metilxantina, 1,9-dimetilxantina e xantosina) ou a forte
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contribuicdo do tautdmero N(9)H (1-metilxantina e xantina) aumentam a capacidade
antioxidante destes compostos. Em meio fisiolégico, onde a contribuicdo de espécies
anidnicas é relevante, a 1-metilxantina revelou possuir o melhor efeito de reparagao sobre
todas as outras xantinas.

Nenhuma das xantinas presentes na dieta humana (teobromina, teofilina e cafeina)
satisfaz os requisitos acima referidos necessarios para serem candidatas a um bom
antioxidante. No entanto, a oxidacdo da teofilina pelo radical HO" em meio fisioldgico
conduz a formacdo de produtos de desmetilacdo, em particular a 1-metilxantina, para além
da esperada formagao de dacido 1,3-dimetildrico. Além disso, a prépria 1l-metilxantina
formada pode reagir também com o radical oxidante desmetilando a xantina.

Dado que a 1-metilxantina possui um caracter mais antioxidante que o seu
precursor (assim como a xantina), a reac¢do de desmetilacdo pode desempenhar um papel

biolégico importante como primeiro passo de uma cascata antioxidante.
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5.1. Introducao

A antipirina e os seus 4-aminoderivados (Figura 5.1) sdo pirazolonas
N-fenilsubstituidas habitualmente incluidas no grupo dos farmacos anti-inflamatdrios nao

esterodides (AINE).

R4
/
CH, RN CHs
0 N—cH, 0 N—cH
N N 3
Antipirina (1) R1=Ry=H 4-Aminoantipirina (2)

Rq=H, R;=CH3; 4-(N-Metil)-aminoantipirina (3)
R4=R;=CH3 4-(N,N-Dimetil)-aminoantipirina (4)

Figura 5.1 — Estrutura da antipirina e seus derivados 4-aminossubstituidos.

Os derivados de pirazolona antipirina (1) e 4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina
(aminopirina; 4) tém sido usados como farmacos analgésicos, antipiréticos e anti-
inflamatérios desde finais do século XIX [1]. Estes compostos sdo inibidores potentes de
isoenzimas da ciclooxigenase e da sintese de tromboxano de plaquetas e de prostandides
[1]. A actividade bioldgica destes compostos tem sido também atribuida a sua actividade
captora de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS), bem como a inibicdo da
explosdo oxidativa pelos neutrdfilos. De facto, a aminopirina e a dipirona (forma hidrolisada
da 4-(N-metil)-aminoantipirina) demonstraram ser captores altamente eficazes das ROS
radical hidroxilo (HO®) [1], &cido hipocloroso (HOCI) [1-3], radical peroxilo (ROO°) [1] e
oxigénio singleto (*0,) [4] e das RNS 6xido nitrico ("NO) e peroxinitrito (ONOO?) [5], bem
como impedir eficazmente a explosdo oxidativa pelos neutréfilos induzida por forbol-12-
miristato-13-acetato [1]. Estas duas pirazolonas foram ineficazes na captura de H,0, e do
radical anido O,"” [1]. Por outro lado, a antipirina mostrou ter uma eficiéncia residual ou
inexistente na captura das ROS e RNS acima mencionadas [1, 4, 5].

Apesar dos seus beneficios terapéuticos reconhecidos, a utilizacdo de pirazolonas
tem estado associada a potenciais efeitos adversos caracterizados como leucopenia, mais

frequentemente de neutrdfilos, originando neutropenia no sangue (agranulocitose) [6]. E de
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salientar que foi ja referida a oxidacdo da aminopirina por HOCI gerado por neutrdfilos,
levando a formagao de um radical catidao azul ao qual tem sido atribuida a toxicidade da
medula dssea potencialmente fatal que conduz a agranulocitose [2, 3]. A partir dos estudos
até agora efectuados, tem sido proposto que a oxidacdo por HOC| da aminopirina a um
radical catido, envolve uma N-cloracdo seguida pela perda de um radical cloro [3]. Um outro
mecanismo possivel é a formacdo de um dicatido pela perda de ido cloreto da
N-cloroaminopirina [6]. Tendo em conta a elevada reactividade da aminopirina com outras
ROS para além do HOCI, bem como com RNS, pode admitir-se que intermedidrios reactivos
potencialmente lesivos possam também resultar da accdo de captura da aminopirina.
Contudo, os mecanismos reaccionais de pirazolonas com outras ROS e RNS continuam por
esclarecer. Além disso, a eficacia relativa das vdrias pirazolonas no que respeita as suas

reaccdes com ROS e RNS é também, até agora, desconhecida.

O objectivo do trabalho apresentado neste capitulo é avaliar a hipdtese de que a
maior actividade antioxidante de 4 comparada com a de 1 pode ser atribuida a capacidade
do primeiro sofrer oxidacao seguida por desmetilacdo na reaccdo com radicais livres, dando
origem a 4-(N-metil)-aminoantipirina (3), que por sua vez desmetila a 4-aminoantipirina (2)

(Esquema 5.1).

C6H§ o CGH5\ 0 CsHs\ 0]
. N . ..
N (oxid.) ) (oxid.) N Produtos finais
_N — N = N — o
Z T/ TH NH, de oxidagao
4 3 2

Esquema 5.1 — Desmetilacdo oxidativa da 4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina.

Com este objectivo, estudaram-se as reac¢des da 4-aminoantipirina e seus
derivados metilados com o radical HO®, como modelo da capacidade antioxidante contra
espécies reactivas de oxigénio (ROS), através da analise dos produtos reaccionais. Neste
contexto, sintetizou-se a 4-(N-metil)-aminoantipirina (3) utilizada como padrdo (ver 3.2.2),
uma vez que nao se encontra disponivel comercialmente.

Dada a elevada fotossensibilidade desta familia de compostos, o radical HO® n3o
pode ser gerado fotoliticamente, quer a partir de H,O, quer a partir de N-Oxido de

4-mercaptopiridina. Por esta razdo, optou-se por gerd-lo em solucdo aquosa através da
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reaccao de Fenton ou por via radiolitica (irradiacdo gama de solugdes aquosas saturadas em

N,O numa fonte de °Co).

5.2. Oxidagao dos derivados da aminoantipirina pelo radical hidroxilo

As reacgoes de 4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina (4), 4-(N-metil)-aminoantipirina (3) e
4-aminoantipirina (2) com o radical HO® efectuaram-se em solucdo aquosa a diferentes
valores de pH.

Apesar da elevada fotodegradacdo destes compostos sob radiacdo UV, testou-se a
reac¢do de 4 com o radical HO® produzido por fotélise de N-dxido de 4-mercaptopiridina
(4-SPyNO) para tempos curtos de irradiacdo. Mantendo constantes a distancia a lampada de
UV e o tempo de irradiacdo, a producdo de radicais HO® com este composto é cerca de 90
vezes superior quando comparada com a fotélise de H,0,, pelo que a sua utilizagcdo constitui
uma grande vantagem na irradiacdo de solugdes com substratos fotodegradaveis. Assim,
irradiou-se uma solucdo tamponizada a pH 7 do composto 4 1 mM com 4-SPyNO 0,1 mM
durante 1 minuto e a 2,5 cm da lampada de UV (distancia minima permitida). Nesta
experiéncia utilizou-se 4-SPyNO numa concentracdo 10 vezes inferior a de 4 de forma a
minimizar a probabilidade da reaccdo directa do radical HO® com o seu préprio precursor.
No entanto, mesmo nestas condig¢des, ndo foi possivel observar nenhum produto de reac¢do
de 4 com o radical HO'. Apenas foram detectados os respectivos produtos de
fotodegradagcao de 4 e de 4-SPyNO. Face a impossibilidade de estudar a reacg¢ao dos
derivados da aminoantipirina com o radical HO® por métodos fotoliticos, recorreu-se a
reaccdo de Fenton. Trata-se de um processo quimico que, embora evite o problema das
reaccOes fotoquimicas dos substratos, tem o inconveniente de ser mais bastante mais

complexo, quer nas varias reac¢des envolvidas como nas varidveis experimentais a controlar.

As misturas reaccionais analisaram-se por HPLC-MS com detec¢do UV-Vis (matriz de
fotodiodos). Nalguns casos, isolaram-se produtos de reac¢ao por HPLC semi-preparativa, o
gue permitiu a sua caracterizacdo por espectrometria de massa e espectroscopia de RMN.
Na Figura 5.2 apresentam-se os cromatogramas de HPLC das misturas reaccionais dos

compostos 4,3 e2apH7.
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Figura 5.2 — Cromatogramas HPLC (sistema Thermo Finnigan) com detec¢do éptica das misturas
reaccionais de 4 (a), 3 (b) e 2 (c) com o radical HO" a pH 7; condi¢cBes experimentais: substrato
10 mM, H,0, 10 mM, Fe"EDTA 2 mM, acido ascérbico 1 mM (tamp3o fostatos 5 mM); tempos de
reacgao 12h, 9h e 6h respectivamente.

No caso da oxidacdo do composto 4 (Figura 5.2a), observou-se que a alteracdo do
valor de pH de 1 para 7 na mistura reaccional ndo alterou significativamente o perfil
cromatografico (Figura 5.3). A diferenca mais notdria é que a pH 1 (solucdo aquosa 0,1 N em
HCI) os produtos 2 e 3 se formaram apds um tempo de reac¢do mais longo do que a pH 7.
Este resultado pode explicar-se com base no grau de protonacdo da molécula: a pH 1, o
grupo amino exociclico encontra-se protonado (pKa = 5,0) [7], o que dificultard a ocorréncia
de oxidacdo nesta parte da molécula.

Os compostos 2 e 3 foram identificados como 4-aminoantipirina e 4-(N-metil)-
aminoantipirina, respectivamente, com base nos espectros de UV, indistinguiveis dos
obtidos com os respectivos padrées, bem como pelos tempos de retencao idénticos aos dos
padroes, comercialmente disponiveis ou sintetizados, registados nas mesmas condicdes.
Devido a ma resolugcdo cromatografica do pico correspondente ao composto 2 e a

instabilidade do composto 3, ndo foi possivel isolar estes compostos para posterior
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identificacdo por *H RMN e MS. Contudo, foi possivel confirmar as suas estruturas por HPLC-

MS (Figura 5.4).
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Figura 5.3 — Cromatogramas HPLC (sistema Waters) com deteccdo dptica das misturas reaccionais de
4 com o radical HO®, condi¢cdes experimentais: (a) substrato 10 mM, H,0, 10 mM, Fe'EDTA 2 mM,
acido ascorbico 1 mM, pH 7 (tampao fostatos 5 mM), tempo de reacgao 4h30, (b) substrato 10 mM,
H,0, 10 mM, FeSO, 2 mM, pH 1 (meio HCI 0,1 M), tempo de reaccdo 7h30.

5.2.1. Caracteriza¢dao dos produtos mono-hidroxilados da aminoantipirina

Como se pode observar na Figura 5.2a, para além dos produtos de desmetilacdo
formam-se trés outros produtos principais na reac¢io de 4 com o radical HO® (A, B e C). Os
seus espectros de massa (Figura 5.4) apresentam o mesmo ido molecular compativel com a
existéncia de mais um grupo hidroxilo. A separacdo desta mistura reaccional por HPLC semi-
preparativa permitiu o isolamento destes produtos e a sua analise posterior por métodos
espectrométricos (Tabela 5.1). Os compostos B e C apresentam um ido molecular a m/z =
247 no espectro de TOF-MS(El) e o composto A um ido pseudo-molecular a m/z = 246
quando analisado por MS(ESI-) (ver espectros, Apéndice B). Estes resultados sdo
inteiramente compativeis com a formacdo de derivados que resultam da insercao por

substituicdo de um grupo hidroxilo no anel benzénico na molécula de 4.
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Figura 5.4 — Espectros de massa (ESI+) dos produtos de desmetilacdo (2, 3) e de hidroxilagdo (A, B, C)

obtidos na reac¢do de 4 com o radical hidroxilo a pH 7 (perfil de HPLC da Figura 5.2a).

A posico de hidroxilacdo foi estabelecida com base nos espectros de *H RMN, nos

guais os trés compostos apresentam perfis espectroscépicos muito semelhantes na regido

correspondente aos protdes alifaticos, mas sinais muito distintos na regido dos protdes

aromaticos. Os espectros de 'H RMN destes trés produtos (Figura 5.5 e Tabela 5.1)

apresentam trés singletos (de 3,5 a 2,0 ppm) compativeis com a presenca de doze protdes

dos quatro grupos metilo, indicando que nao ocorreu qualquer modificacao nesta parte da

molécula.

132



5. Degradacdo radicalar de derivados da antipirina

9 |
N\
N
/
A
) .
0 |
N\
Q]
N
oH /
B
a e Mok
T T T T
9 |
N\
QN\ |
N
HO /
C

Figura 5.5 — Espectros de *H RMN dos produtos de hidroxilacdo (A, B, C) obtidos na reac¢do de 4 com
o radical hidroxilo a pH 7 (perfil de HPLC da Figura 5.2a).

133



5. Degradacdo radicalar de derivados da antipirina

Tabela 5.1 — Identificagdo espectroscdpica dos produtos de hidroxilagdio da 4-(N,N-dimetil)-

aminoantipirina.

Composto HRMN MS
Solvente | &y (ppm) Atribuicdo Modo m/z

6,93 2H, d, J 8,6 Hz, Aromatico
6,65 2H, d, J 8,6 Hz, Aromético 246 (M - HY)

A CDCls 3,26 |6H,s, N*-(CHs), ESI-
314 |3H,s, 1-CH, 278 (M — H* + CH;0H)
2,75  |3H,s, 5-CH;
731  |1H,t,J7,1Hz, 4-H
7,17  |1H,d,J 7,7 Hz, 6’-H 247,130 (M")

B cp,op | 0ZE9> |2Hm, 3-HeSH TOF-MS 1 191,081 (M-CHsCNCHS)
3,11 3H, s, 1-CH; (EI)
2,75  |6H, s, N*-(CHs), 56,048 (100, HsCNCH3)
2,25  |3H,s, 5-CH;
7,29  |1H,t,J8,4Hz, 4-H

6,80-6,78 |3H, m, Aromatico +

C CD;0D 3,06 [3H,s, 1-CH; TO(FE'I')V'S Az )
274 |6H, s, N*-(CHs), 56,048 (100, HsCNCH3)
2,25  |3H,s, 5-CH;

Deste modo, as estruturas destes trés produtos foram discriminadas com base no
padrio de sinais de 'H RMN dos protdes aromaticos. O produto A apresenta no seu espectro
de 'H RMN dois dubletos (a 6,93 e 6,65 ppm), integrando cada um deles para dois protdes, o
que evidencia uma substituicdo para na parte aromatica do composto 4. O espectro de ‘H
RMN do produto B apresenta um tripleto a 7,32 ppm (4’-H), um dubleto a 7,17 ppm (6’-H) e
um multipleto a 7,02-6,94 ppm (integrando para dois protdes), que se simplificou num
singleto e num dubleto irradiando selectivamente o tripleto a 7,32 ppm. Em conjunto, estes
resultados evidenciam a ocorréncia de uma substituicdo na posicao orto do anel aromatico.
Assim, o composto C, que apresenta apenas dois sinais de 'H RMN a campo baixo, a 7,29
ppm (tripleto) e a 6,80-6,78 ppm (um multipleto correspondente a trés protdes), resulta da

hidroxilacdo na posicdo meta.
Os resultados atras discutidos sdo analogos aos obtidos quando se produz o radical

hidroxilo por radidlise da agua, quer no que respeita a ocorréncia de desmetilacdo quer a

formacdo de produtos de hidroxilagdo (na Figura 5.6 apresenta-se o caso do composto 4
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como exemplo). A formacdo de derivados fendlicos foi também observada quando se

submeteram solucdes aquosas de antipirina a irradiacdo com *°Co [8].
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Figura 5.6 — Cromatogramas HPLC (sistema Waters) com deteccdo dptica das misturas reaccionais de
4 com o radical HO®, condi¢cdes experimentais: (a) substrato 10 mM, H,0, 10 mM, Fe'EDTA 2 mM,
acido ascorbico 1 mM, pH 7 (tampao fostatos 5 mM), tempo de reacgao 4h30, (b) substrato 10 mM,
pH 7 (tamp3o fostatos 5 mM), solugdo saturada em N,O irradiada numa fonte de ®°Co (dose 2,7 kGy).

Em resumo, estes resultados indicam que a reaccdo mais favoravel entre 4 e o
radical HO® é a hidroxilacdo no anel aromatico. E também evidente que 4 sofre desmetilacdo
para dar 3, que é posteriormente desmetilado originando 2. O facto de 2 ser detectado por
HPLC/UV-Vis (com matriz de fotodiodos, Figura 5.2b) e por MS (Figura 5.4), quando se faz
reagir 3 com o radical HO®, comprova o processo de desmetilacdo sucessiva. A reac¢do de
hidroxilacdo no anel aromatico também ocorre nos compostos 2 e 3 (produtos A", B", C" e

A', B', C', respectivamente, Figura 5.2), como se discute a seguir.

Uma outra possibilidade de reac¢do com o radical HO® é a adic3o a ligacdo dupla do
anel heterociclico, conduzindo a um produto de oxidagdo com um aumento de massa de 18
unidades relativamente ao substrato inicial. Embora ndo tenha sido detectado qualquer
produto de mono-hidroxilacdo deste tipo (o que reforga a hidroxilacdo preferencial no anel
aromatico), hd evidéncia de que possa ocorrer apds hidroxilacdo no anel aromatico, como se

demonstra pela detecgao de produtos de di-hidroxilagao discutidos a seguir.
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5.2.2. Outros produtos de hidroxilagao

Apesar de se terem isolado e caracterizado apenas os produtos principais de
hidroxilacdo do composto 4, esta via reaccional é comum aos préprios produtos de
desmetilacdo 2 e 3. Assim, é possivel a partir do reagente inicial a ocorréncia cumulativa de
reaccdes de desmetilagdo e hidroxilagdo. Nos cromatogramas da Figura 5.2, alguns picos
podem ser atribuidos a hidroxilacdo dos respectivos produtos de desmetilagdo. Na Figura 5.7
apresentam-se os cromatogramas das misturas reaccionais com detecgdao especifica de
massa ([M+H]") correspondente aos produtos de hidroxilagdo no anel benzénico dos
substratos 2 (m/z = 220, Figura 5.7a) e 3 (m/z = 234, Figura 5.7c).

Como se pode observar, apds a reac¢do de 4 com o radical HO®, detecta-se a
formacdo de A', B' e C', o que demonstra a ocorréncia cumulativa de hidroxilacdo no anel
aromatico e de desmetilacdo (Figura 5.7e) e a formacdo de A", B" e C", correspondente a
ocorréncia de hidroxilagdo no anel aromatico e de dupla desmetilagdo (Figura 5.7d). De
modo anélogo, da reac¢ido do substrato 3 com o radical HO® também se formam os produtos
A", B" e C", resultantes de desmetilacdo e hidroxilacdo (Figura 5.7b).

Enguanto que os produtos de hidroxilagio de 4 (compostos A, B, C) foram
identificados e caracterizados (ver 5.2.1), tal ndo aconteceu para os produtos analogos de 2
e 3, pelo que a sua ordem nos cromatogramas € arbitraria. No entanto, é claro que em cada
caso se formam os trés isémeros. A identificacdo destes produtos, a excepgao da posicdo de

hidroxilacdo, foi feita com base nos respectivos espectros de massa (Figura 5.8).

Além disso, é também possivel a ocorréncia de poli-hidroxilacdo. Na Figura 5.9
apresenta-se a identificagao de alguns produtos de di-hidroxilagdao das antipirinas estudadas.
Esta identificacdo foi feita com base num aumento de massa de 34 unidades em relagdo ao
substrato de partida, compativel com uma hidroxilagao no anel aromatico e outra por adi¢ao
a ligacdo dupla do anel heterociclico. Este resultado é comum aos trés compostos
estudados. Para além da proposta decorrente das estruturas apresentadas na Figura 5.9,
existe uma outra possibilidade de aumento de 34 unidades de massa que é uma hidroxilacao
por adig¢do a ligagao dupla do anel heterociclico e uma hidroxilagdo num grupo metilo. Esta
ultima reaccdo devera envolver a abstraccdo pelo radical hidroxilo de um atomo de

hidrogénio de um grupo metilo.
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Figura 5.7 — Cromatogramas HPLC (sistema Thermo Finnigan) com a deteccdo massica indicada das

misturas reaccionais de 2 (a), 3 (b, ¢) e 4 (d, e) com o radical HO® a pH 7; condi¢Bes experimentais:
substrato 10 mM, H,0, 10 mM, Fe"EDTA 2 mM, acido ascérbico 1 mM (tamp3o fostatos 5 mM).
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Uma outra situagdao de di-hidroxilagao
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de mono-hidroxilacdo no anel aromatico de 3

leva a ocorréncia de produtos com um

aumento de 32 unidades de massa em relacdo ao composto de partida. Na Figura 5.10

ilustra-se este tipo de resultado para o caso do

composto 4. Como sugerido na estrutura

inserida nesta Figura, a di-hidroxilacdo pode ocorrer no anel aromatico. No entanto, o

aumento de 32 unidades de massa é também compativel com uma hidroxilagdo no anel

benzénico e outra num grupo metilo, a semelhangca do aumento de 34 unidades de massa

discutido acima.
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Figura 5.9 — Cromatogramas HPLC (sistema Thermo Finnigan) com detec¢do mdssica das misturas
reaccionais de 2 (a, canal m/z = 238), 3 (b, canal m/z = 252) e 4 (c, canal m/z = 266) com o radical HO®
a pH 7; condicBes experimentais: substrato 10 mM, H,0, 10 mM, Fe"EDTA 2 mM, &cido ascérbico
1 mM (tampao fostatos 5 mM). Os espectros de massa (ESI+) e respectivas estruturas de produtos de
di-hidroxilagdo inseridos correspondem aos picos assinalados (/).

Os dois tipos de reacgdo acima referidos — desmetilagao e hidroxilagdo — podem
ocorrer cumulativamente como ja discutido. Também no caso de alguns produtos de di-
hidroxilagao foi possivel identificar a sua formagdo a partir de substratos iniciais diferentes, o
que implica a ocorréncia cumulativa de pelo menos uma reacg¢ao de desmetilacdo. De um
modo geral, pode pois concluir-se que estes dois tipos de reaccdo ocorrem

independentemente. Como é evidente, o rendimento final dos produtos serd tanto menor
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quanto maior o numero destas reac¢des sucessivas necessarias para a sua formacgao, o que

em muitos casos torna praticamente impossivel a sua deteccao.
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Figura 5.10 — Cromatogramas HPLC (sistema Thermo Finnigan) com deteccdo massica da mistura
reaccional de 4 (canal m/z = 264) com o radical HO® a pH 7; condi¢cdes experimentais: substrato
10 mM, H,0, 10 mM, Fe"EDTA 2 mM, &cido ascérbico 1 mM (tampao fostatos 5 mM). O espectro de
massa (ESI+) e respectiva estrutura do produto de di-hidroxilacdo inseridos correspondem aos picos
assinalados ().

5.2.3. Produtos de hidroxilagdo com abertura do anel heterociclico

Nas reac¢des dos compostos 3 e 2 com o radical HO® identificou-se igualmente um
produto com aumento de massa de 32 unidades (ver Figura 5.11). No entanto, ao contrario
da reaccdo com o composto 4, este produto tem um tempo de retencdo semelhante aos
produtos de mono-hidroxilagdo no anel benzénico (A', B', C' e A", B", C", respectivamente),
pelo que ndo deve possuir dois grupos hidroxilo nesse anel.

No Esquema 5.2 propde-se um mecanismo de abertura do anel heterociclico que
conduz a formacdo de um composto 1,2-dicarbonilico. Num estudo recente com degradacao
de compostos analogos através de processos de oxidacdo avangados [9] identificou-se o
mesmo tipo de produto final estavel.

Além disso, o produto derivado do composto 3 observou-se também quando se
oxidou o composto 4 com o radical HO® (ver Figura 5.11c). Este resultado vem reforcar a
ocorréncia de reaccdes de oxidacdo cumulativas neste sistema. Neste caso particular, o
composto 4 desmetila de N* em primeiro lugar, uma vez que o mecanismo de abertura de
anel heterociclico necessita da participacdao de um dtomo de hidrogénio ligado ao dtomo de

azoto do grupo 4-amino.
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Figura 5.11 — Cromatogramas HPLC (sistema Thermo Finnigan) com detec¢do madssica das misturas
reaccionais de 2 (a, canal m/z = 236), 3 (b, canal m/z = 250) e 4 (c, canal m/z = 250) com o radical HO®
a pH 7; condicBes experimentais: substrato 10 mM, H,0, 10 mM, Fe"EDTA 2 mM, &cido ascérbico
1 mM (tampao fostatos 5 mM). Os espectros de massa (ESI+) e respectivas estruturas de produtos de
di-hidroxilacdo com abertura do anel heterociclico inseridos correspondem aos picos maioritarios.
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Esquema 5.2 — Mecanismo reaccional para a dupla adicdo de radical HO® com abertura do anel
heterociclico de 3. O mecanismo é idéntico para o composto 2.

5.2.4. Oxidacdo da antipirina pelo radical hidroxilo

Estudou-se igualmente a reac¢do da antipirina (1) com o radical HO®, por ser o
composto com a estrutura base dos substratos até aqui referidos. Identificaram-se quatro
produtos com aumento de massa de 16 unidades, correspondentes a uma hidroxilagao no
anel benzénico ou na ligacdo dupla do anel heterociclico (ver Figura 5.12). Em termos de
tempo de reacgao, a formacdo de produtos de oxidagdao do composto 1 pelo radical hidroxilo
foi muito mais lenta que os seus 4-amino derivados, o que estd de acordo com a maior
actividade antioxidante destes [1].

O mecanismo proposto no Esquema 5.3 s6 é possivel para a antipirina (ndo
substituida em C(4)). De facto, ndo se observou a formagdo de um produto andlogo a partir
dos substratos 4-aminossubstituidos (2, 3 e 4).

Identificaram-se igualmente dois produtos (P) comuns as misturas reaccionais dos
derivados da antipirina com o radical hidroxilo, por comparacdao de tempos de retengao e
espectros de UV. Isto significa que, nesses compostos, para além das varias reaccbes de
hidroxilacdo e desmetilacdo atras discutidas, também ocorre a saida do grupo 4-amino. No
entanto, ndo foi possivel identificar com clareza o ido pseudo-molecular desses produtos por

espectrometria de massa.
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Figura 5.12 — Cromatogramas HPLC (sistema Waters) com deteccdo dptica das misturas reaccionais
de 1 com o radical HO®, condi¢cdes experimentais: (a) substrato 10 mM, pH 7 (tampdo fostatos
5 mM), solucdo saturada em N,O irradiada numa fonte de *°Co (dose 2,7 kGy) (b) substrato 10 mM,
H,0, 10 mM, Fe"EDTA 2 mM, 4cido ascérbico 1 mM, pH 7 (tampao fostatos 5 mM), tempo de reacgdo
2h. O espectro de massa (ESI+) e respectivas estruturas possiveis dos produtos de hidroxilagdo
inseridos correspondem aos picos assinalados (/). Os produtos P foram igualmente detectados nas
reac¢des de 2, 3 e 4 com o radical HO".

CHs Hoi(cm HO, CHs
— 5 _
OI/(N\CH3 Hoo O /N\CHs H. OI/(N\CH3
—

N

Esquema 5.3 — Mecanismo reaccional para a adicdo de radical HO® na ligacdo dupla do anel
heterociclico de 1.
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5.2.5. Mecanismos de hidroxilagdo e de desmetilagao

Um mecanismo possivel para a formacdo dos produtos desmetilados é a oxidacdo
monoelectrénica dos compostos iniciais, levando a formagao dos respectivos radicais catides
(Esquema 5.4). A desmetilacdo deste tipo de intermedidrios, com formacdo de um radical
aminometilo seguida por posterior oxidagao, leva a formagao do derivado desmetilado com
perda de formaldeido, um processo ja observado para este tipo de compostos em condi¢des

de oxidacao enzimatica, na presenca de perdxido de hidrogénio [10-12].

1CH3 CHj CH,

/
Hic—N CHs

3
by by by by
o=\, . N~cH, HO" o=\, . N~cH, H o~ N—cH, e o= . N~cH,
N N N hd N

4
H,0| - H*
/ /
H—N CHa Hic—N CHs CHOH
y I( Hic—N CHj

0=\~ CH, HO' 0=\ CHs =

-~ + CHO =— N
(6] N~ CHj;
2 3

Esquema 5.4 — Mecanismo reaccional para a desmetilacdo sucessiva de 4.

A hidroxilacdo no anel benzénico (Esquema 5.5) é um mecanismo conhecido que
envolve a adicdo do radical hidroxilo com formacdo de um radical di-hidroxiciclo-
hexadienilo, que apds oxidacdo conduz a obtencdo de produtos fendlicos [13, 14]. Esta
reaccdo ocorre de modo andlogo em anéis aromdticos heterociclicos, nomeadamente de

compostos de relevancia biolégica [15-18].
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Esquema 5.5 — Mecanismo reaccional de adi¢3o de radical HO® ao anel benzénico de 4 com formacao
dos respectivos derivados hidroxilados.

5.2.6. Espectroscopia de ressonancia paramagnética electronica

A oxidacdo monoelectronica do substrato inicial proposta no mecanismo acima
descrito foi confirmada por espectroscopia de ressonancia paramagnética electrénica (RPE).

Obteve-se um espectro de RPE por reac¢do do composto 4 com o radical hidroxilo
(sistema de Fenton) em solucdo aquosa, que se apresenta na Figura 5.13. A espécie
detectada ¢ atribuida ao radical catido centrado no 4tomo de azoto do grupo 4-dimetilamino
[10, 11, 19]. Este espectro é idéntico ao que se obtém quando se efectua a reac¢do com
outras espécies oxidantes (52032', S0;", I). O tempo de vida deste radical catido (varios
minutos) é suficientemente longo para que possa ser detectado introduzindo uma aliquota
da mistura reaccional numa célula de quartzo plana colocada no centro da cavidade do

espectrémetro.
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10G

pa——"

Figura 5.13 — Espectro de RPE do radical catido da 4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina, obtido por
reaccdo de Fenton (4 30mM, H,0, 30 mM, FeSO, 0,5 mM, pH 1)

10G

Figura 5.14 — Espectro de RPE do radical catido da 4-(N,N-di(trideuterometil))-aminoantipirina, obtido
por reac¢do de Fenton (substrato deuterado 30mM, H,0, 30 mM, FeSO, 0,5 mM, pH 1).
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No entanto, dada a sua complexidade, ndo foi possivel fazer a atribuicdo das
constantes de acoplamento hiperfino. Com o objectivo de interpretar o espectro, sintetizou-
se o0 analogo do composto 4 selectivamente deuterado nos grupos metilo do grupo 4-amino
de forma a obter um espectro simplificado (Figura 5.14).

A substituicdo de atomos de hidrogénio (I = 1/2, g4 = 5,5857) por deutério (I=1, gp =
0,8574) resulta em constantes de acoplamento que sdo cerca de 85% inferiores. Embora o
numero de riscas tedricas aumente (os dubletos de H sdo substituidos por tripletos de D), o
espectro pode simplificar-se se as constantes de acoplamento forem indetectaveis por
serem inferiores a largura de risca.

Mesmo assim, nao foi possivel fazer a atribuicdo das constantes de acoplamento
para o espectro do radical catido da Figura 5.14, uma vez que a espécie possui ainda trés
atomos de azoto nao equivalentes, dois grupos metilo e os hidrogénios benzénicos. Apesar
do espectro ser substancialmente mais pequeno, em resultado da simplificacdo esperada, a
sua estrutura hiperfina é demasiado complexa para ser possivel fazer uma atribuicao
inequivoca de todas as constantes de acoplamento.

Tentou-se igualmente obter um espectro de RPE dos radicais catides dos compostos
3 e 2, nas mesmas condi¢Oes acima descritas para o composto 4. No entanto, nestes casos o
tempo de vida das espécies radicalares é substancialmente mais curto, uma vez que a pH 7
desprotonam do grupo 4-amino dando origem a radicais neutros. Assim, ndo foi possivel a

deteccdo de radicais com a técnica utilizada para este tipo de compostos.

A complexidade do espectro de RPE do composto 4 pode ser atribuida a
coexisténcia de dois radicais catides no meio reaccional. De facto, e apesar de até agora se
ter referido apenas a formacdo do radical catido centrado em N* (ver Esquema 5.4), também
é possivel a formacdo de um outro radical catido, centrado em N(1), como se apresenta no
Esquema 5.6. O contributor de ressondncia mais relevante deste radical é aquele que possui
o electrdao desemparelhado no atomo de oxigénio pois torna o anel heterociclico aromatico.
Este trata-se de um radical oxidante que rapidamente conduz a formacdo do substrato
inicial, pelo que ndo ocorre desmetilagdo por esta via. Alids, para além do produto 3, n3do foi
detectado nenhum outro produto de desmetilagdao na reac¢ao do composto 4 com o radical
hidroxilo. No caso do composto 3, apesar de ser teoricamente possivel a desmetilacdo de

N(1), também nao foi detectado nenhum outro produto para além de 2.

147



5. Degradacdo radicalar de derivados da antipirina

Os radicais catides de 4 centrados em N* e N(1) s3o espécies distintas que possuem
constantes de acoplamento diferentes, o que pode justificar a complexidade do espectro de

RPE obtido.

o o o
e N N CHs N CHs
h— L ]
N \N® / \N®
o NZcH, 0 N=ch, 0 N~cH,
N - N - N

CHs OHs CHs
Hyc—N CH; Hac—N CHj, H.c—N CHs
H \ @ / \
_ N _ N NZ
0=\ /l‘l\CH3 CHY 0=\ /N\CH3 HO—\.. .~ CH3
N L. N N

Esquema 5.6 — Estrutura do radical catido de 4 centrado em N(1) e mecanismo reaccional para a sua
reducdo com regeneragdo ao composto inicial.

5.3. Oxidagao pelo radical anido sulfato

Como se referiu acima, a formacdo do radical catido de 4 também ocorre por
oxidacdo com o radical anido SO, ", pelo que houve interesse em verificar se os produtos
finais de oxidac3o seriam idénticos aos obtidos na reac¢do com o radical HO".

Dos produtos identificados na Figura 5.15, verifica-se que ocorre desmetilacdo de
N* com formacdo dos produtos 2 e 3, o que pressupde a formacdo de um radical catido
como proposto no Esquema 5.4. O facto de ndo se observar a formacdo de produtos de
hidroxilagao no anel benzénico mostra que a oxidagdo monoelectrdnica pelo radical anido
S04’ ndo ocorre nesta parte da molécula.

Para além dos produtos de desmetilacdo, identificou-se um novo produto com um
aumento de 16 unidades de massa, mas que nao pode corresponder a nenhuma hidroxilagao
no anel benzénico. O ido pseudo-molecular do respectivo espectro de massa (ver Figura
5.15) é compativel com a estrutura do produto formado segundo o mecanismo apresentado

no Esquema 5.7.
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Figura 5.15 — Cromatograma HPLC (sistema Waters) com deteccdo éptica da mistura reaccional de 4
com o radical anido SO,"". Condi¢cdes experimentais: substrato 10 mM, K,S,05 50 mM, Fe'EDTA
2 mM, 4cido ascdrbico 1 mM, pH 7 (tampao fostatos 5 mM), tempo de reacgdo 5 min. O espectro de
massa (ESI+) e respectiva estrutura possivel do produto de oxidagdo inseridos correspondem ao pico
assinalado (/). Os produtos P foram igualmente detectados nas reac¢ées de 1, 2, 3 e 4 com o radical
HO".
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Esquema 5.7 — Mecanismo reaccional para a formagdo do novo produto identificado por reacgdo de
4 com o radical anido SO,

No caso da reac¢cdo do composto 1 com o radical anido SO, ~, observou-se apenas a
formacao do produto de adi¢cdo na ligacao dupla do anel heterociclico proposto no Esquema
5.8. Apesar de ter um tempo de retencdo idéntico a um dos produtos de hidroxilacao (ver

Figura 5.16), possui espectros de UV e de massa distintos. O aumento de 96 unidades de
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massa é compativel com a introdu¢do de um grupo sulfato. A adicdo em C(4) parece ser mais
favordvel dado o menor impedimento estereoquimico. No caso do composto 4, a posicao de
adicdo mais favoravel é C(5), pela mesma razao (Esquema 5.7). O factor estereoquimico é
particularmente relevante no caso de uma reacg¢do que envolve uma espécie volumosa com
o radical anido SO,"".

A formacdo do produto final do Esquema 5.8 envolve a oxidacdo do radical aducto
de sulfato pelo oxigénio molecular com eliminagdo de radical superéxido, uma situagao

comum em oxidagdes radicalares em solucdo aquosa arejada [20].
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Figura 5.16 — Cromatogramas HPLC (sistema Waters) com detec¢do 6ptica das misturas reaccionais
de 1 com os radicais HO® e SO, . CondicBes experimentais: (a) substrato 10 mM, H,0, 10 mM,
Fe'EDTA 2 mM, acido ascérbico 1 mM, pH 7 (tamp3o fostatos 5 mM), tempo de reacgdo 2h (b)
substrato 10 mM, K,S,0¢s 50 mM, Fe"EDTA 2 mM, &4cido ascérbico 1 mM, pH 7 (tampédo fostatos
5 mM), tempo de reaccdo 2h. O espectro de massa (ESI+) e respectiva estrutura possivel do produto
de adicdo de sulfato inseridos correspondem ao pico assinalado ({ ).
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Esquema 5.8 — Mecanismo reaccional para a formacgdo do aducto sulfato do composto 1.

5.4. Conclusoes

Os resultados obtidos permitem concluir que uma das vias possiveis para a reac¢ao
entre a 4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina (4) e o radical HO" é a hidroxilagdo no anel
aromatico. Esta reaccdo, comum aos compostos 2, 3 e 4, tem sido observada em sistemas
aromaticos iso- e hetero-ciclicos, nomeadamente em compostos de relevancia bioldgica [16-
18]. Ha também evidéncia de que o composto 4 sofre uma nova reac¢do — uma desmetilacdo
— que leva a formacdo de 4-(N-metil)-aminoantipirina (3), que sofre nova desmetilacdo a
4-aminoantipirina (2). Esta reaccdo ocorre também quando se utiliza como oxidante o
radical anido SO, .

A importancia patofisioldgica dos produtos reaccionais formados e seus possiveis
intermedidrios reactivos ndo foi até agora discutida e avaliada, embora estes resultados
possam trazer uma mais valia a informacdo sobre a eventual reactividade in vivo das
pirazolonas estudadas com o radical HO®. Assim, na ocorréncia de processos inflamatdrios
relacionados com stress oxidativo, em que esteja envolvido o radical HO®, a terapia com
AINE do tipo pirazolona envolverd a hidroxilagdao do anel aromatico bem como reacgdes de
desmetilacdo. Estes metabolitos devem ser considerados, quer pela sua eventual toxicidade,
qguer pela sua contribuicdo para o efeito terapéutico. As reaccdes de desmetilacdo poderdo
provavelmente desempenhar um efeito bioldgico relevante, comparado com o da reacgao
de hidroxilagcdo, uma vez que a sua ocorréncia sequencial poderd configurar uma cascata
antioxidante em que os compostos 4, 3 e 2 se comportam, cada um deles, como

antioxidantes.
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6.1. Introducao

Os derivados hidroxilados do acido cindmico sdo compostos conhecidos pelas suas
propriedades antioxidantes que podem prevenir ou retardar processos oxidativos in vitro
e/ou in vivo, em particular doencas cardiacas corondrias, cancro e inflamacdo [1]. A
actividade antioxidante dos dacidos hidroxicinamicos tem sido relacionada com a sua
capacidade doadora de electrdo ou de hidrogénio, e respectiva estabilizacdo do radical
fenoxilo resultante [2]. Essa actividade é potenciada para compostos com uma estrutura
catecolica, como no caso do acido cafeico (acido 3,4-di-hidroxicinamico) [3-5]. O papel da
cadeia etilénica na actividade captora de radicais tem levantado alguma controvérsia. Alguns
estudos atribuem-lhe importancia pelo facto de contribuir para a estabilizacdo do radical
fenoxilo [6, 7], enquanto que outros ndo a relacionam com a eficdcia antioxidante [8-10].

Embora existam muitos resultados de estudos da actividade antioxidante destes
compostos, em particular no que respeita ao teste da sua capacidade captora de radicais por
métodos tradicionalmente utilizados para este fim (ver 2.7.3) [11-15], ndo estdo ainda
completamente esclarecidos os mecanismos reaccionais de oxidac¢do radicalar dos préprios
antioxidantes, em particular a caracterizagdao dos radicais transientes e a identificacdo dos
produtos finais estaveis.

Neste trabalho, estudaram-se algumas reac¢bes de dacido cinamico e derivados
hidroxilados (Figura 6.1) com radicais oxidantes com o objectivo de propor os respectivos
mecanismos com base na identificagao da estrutura dos produtos finais.

Complementou-se este estudo com a avaliacdo do efeito protector relativo de trés
destes compostos em relacdo a degradacdo oxidativa de um composto de relevancia
bioldgica.

O 4cido cinamico e seus derivados (adiante designados genericamente por acidos
cindmicos) sdo compostos com uma estrutura de vinilbenzeno de configuracdo E. Contudo,
sob a accdo de luz ou em meio acido, existem em equilibrio quantidades detectdveis dos
respectivos isomeros Z. Desta forma, optou-se por gerar os radicais oxidantes por via

guimica através da reaccao de Fenton e por via radiolitica.
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R3
Rz R4 R,=R;=R,=H Acido cinamico (1)
R,=OH, R3=R,=H Acido o-cumarico (2)
R;=0H, Ry=R,4=H Acido m-cumarico (3)
HO R4=OH, R,=R;=H Acido p-cumarico (4)

R;=R,=OH, R,=H Acido cafeico (5)
(0]

Figura 6.1 — Estrutura do acido cindmico e seus derivados.

6.2. Oxidacao pelo radical hidroxilo

As reaccOes de acidos cinamicos com o radical hidroxilo efectuaram-se por radidlise
de solugbes aquosas saturadas em N,O, como descrito no Capitulo 3. Na Figura 6.2
apresentam-se os cromatogramas HPLC das solu¢Ges aquosas a pH 7 irradiadas numa fonte
de ®Co. A este valor de pH os substratos encontram-se completamente desprotonados (pK,
entre 4 e 5 [16]).

Utilizando como substrato o acido cinamico (composto 1, Figura 6.2a), observa-se a
formacao dos produtos 2, 3 e 4 identificados como 4acidos orto-, meta- e para-cumaricos,
respectivamente. Esta identificacdo baseou-se na comparacdo dos tempos de retencdo e
espectros de UV de padrdes. A formagdao de 2 e 4 com um rendimento superior ao de 3
reflecte o efeito orto/para director da cadeia vinilica exociclica em relagdo a uma reacgdo
com uma espécie electrofilica como o radical hidroxilo.

De modo andlogo, verificou-se a ocorréncia de hidroxilacgdo quando se usaram
como substratos os acidos cumaricos, com formagao de compostos di-hidroxilados no anel
benzénico. No caso do composto 2, identificou-se a formacdo do 4acido 2,4-di-
hidroxicindmico (composto 6), e de um outro produto (composto 7) cujo tempo de retencao
e espectro de UV sdo compativeis com uma estrutura di-hidroxilada no anel benzénico, ndo
tendo contudo sido possivel identificar a posicdo de hidroxilacdo pela inexisténcia de
padrdo. A reac¢ao do composto 3 conduziu a formacgao de acido cafeico (composto 5) e do
produto 7. Este produto, tendo-se formado a partir quer do acido orto- quer do acido meta-
cumarico, serd necessariamente o dacido 2,3- ou 2,5-di-hidroxicinamico. Finalmente, por
reaccdao do composto 4 com o radical hidroxilo obteve-se também o acido cafeico e o
composto 6. No Esquema 6.1 propde-se um mecanismo para estas reac¢oes de hidroxilacao.

Para uma melhor caracterizacdo dos produtos formados na reaccdo dos acidos

cindmicos com o radical hidroxilo, fizeram-se andlises por GC-MS das mesmas solucdes
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irradiadas apds evaporacao do solvente e derivatizagdo com MSTFA, tal como descrito na
Parte Experimental (ver 3.5.3.1). Nas Figuras 6.3 a 6.7 apresentam-se os cromatogramas GC

obtidos apds derivatizacdo de solugées irradiadas de acido cinamico (1) e derivados (2-5).
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Figura 6.2 — Cromatogramas HPLC (sistema Waters) com detecc¢do dptica de solugbes aquosas de
1(a), 2(b), 3(c) e 4(d) (2 mM, pH 7) saturadas em N,O e irradiadas numa fonte de *°Co (dose 2,7 kGy).

T (OH), T (OH),

Esquema 6.1 — Mecanismo de hidroxilacdo no anel benzénico de dcidos cinamicos.
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6. Reacc¢do de derivados do acido cinamico com radicais oxidantes

Para além dos trés produtos de hidroxilacdo no anel (2, 3 e 4) do acido cinamico
(Figura 6.3), identificaram-se dois produtos principais (A1 e B1l) compativeis com
hidroxilagdo em C(2) e C(3) da cadeia lateral. Esta reaccdao é comum a todos os derivados do
acido cindmico utilizados como substratos (produtos A2 a A5 e B2 a B5, identificados nas
Figuras 6.4 a 6.7, respectivamente). No Esquema 6.2 propde-se o mecanismo de adicdo do

radical hidroxilo a ligacdo dupla C=C exociclica que conduz a formacdo destes produtos.

AN AN
| - (oH), | (OH),
. R G HO =
HO
— % + % .
OH
(6] (6]
red. red.
AN | AN
—|(OH ——(OH),
| P (OH), o P (OH)
% + 9
OH
(e} (6]
A B

Esquema 6.2 — Mecanismo geral de hidroxilacdo por adicdo a ligacdo C=C exociclica de acidos
cinamicos com formacdo dos produtos A e B.

Nas solucOes irradiadas dos acidos cumaricos e cafeico identificaram-se produtos
compativeis com hidroxilagdo exociclica e perda de um atomo de carbono (produtos C2 a
C5). No Esquema 6.3 propGe-se um mecanismo para a formacdo destes compostos
(derivados do fenilacetaldeido, hidroxilados no anel benzénico). Estes compostos foram
identificados pela forma derivatizada das respectivas formas endlicas. Embora o enol ndo
predomine no equilibrio tautomérico do acetaldeido, a reac¢ao de derivatizagao desloca-o

nesse sentido.

165



6. Reaccdo de derivados do acido cinamico com radicais oxidantes

| 7 | |
0 0

l-co2

X X
| (oH), | (oH),
G — G
|
OH \O

c

Esquema 6.3 — Mecanismo geral de hidroxilacdo por adicdo a ligacdo C=C exociclica de acidos
cinamicos seguida de descarboxilagdo com formagao dos produtos C.

Nas mesmas misturas reaccionais observou-se também a formagdao de poli-
hidroxibenzenos (compostos D). No Esquema 6.4 propde-se a formacdo destes compostos
por substituicdo ipso nos derivados do acido 3-fenil-lactico (compostos A2 a A5), reac¢do em
que se forma também acido lactico como produto final, o que se verifica em todas as
misturas reaccionais analisadas (Figuras 6.3 a 6.7). O dtomo de carbono onde se d3 esta
substituicao é mais nucleofilico no caso do acido 3-fenil-lactico, em que a cadeia exociclica
se liga ao anel aromético através de um &tomo de carbono sp?, do que no caso dos acidos
cindmicos em que o dtomo de carbono de ligacdo é sp’. Se uma reacgdo idéntica ocorresse
num 4dacido cinamico, formar-se-ia acido acrilico em vez de 4cido lactico, o que nao se

verificou experimentalmente.

/
\

| - (OH), HO (OH),
HO® C | S

©0 ———> © 10 e - (OH)q +

OH OH HO F

\

o

0 CH,
o; :OH
‘H‘

o CH,
o; :OH
Esquema 6.4 — Mecanismo geral de substituicdo ipso nos derivados hidroxilados do acido 3-fenil-

l[actico com formacao dos produtos D.
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6. Reacc¢do de derivados do acido cinamico com radicais oxidantes

Nalguns casos (Figura 6.6 e Figura 6.7) verificou-se também a formacdo de
hidroxibenzaldeidos (compostos E). No Esquema 6.5 propde-se um mecanismo que envolve
a hidroxilacdo em C(3) da cadeia lateral, com formacdo do aducto precursor do composto B

descrito no Esquema 6.2, que em vez de sofrer reducdo é oxidado e hidrolisado.

X X X
| (oH), ~—(OH), | T (©OH),
= HO = HO =
HO" e
°0 ‘ — ©o . — 99 ®
(0] (0] (6]
|
H,0
[ Yo
o HOY -
O OH X
>+ o | —om —— ¢
O X OH
o)
E

Esquema 6.5 — Mecanismo geral de hidroxilacdo por adicdo a ligacdo C=C exociclica de acidos
cindmicos com formacado dos produtos E.

6.3. Oxidagao pelo radical aniao sulfato

A formacdo de produtos com menos um dtomo de carbono que o substrato inicial
na oxidacdo dos acidos cinamicos pelo radical hidroxilo (formacdo de derivados do
fenilacetaldeido, produtos C, Esquema 6.3) levou a admitir uma reacc¢do de descarboxilacdo
de um intermedidrio radicalar. Este tipo de mecanismo é frequente apds oxidacao
monoelectrénica por transferéncia directa de electrdo em diversos acidos carboxilicos [17-
20], pelo que se efectuou a oxidacdo do 4cido cinamico pelo radical anido sulfato gerado por
via radiolitica (ver 3.4.3).

O cromatograma da Figura 6.8 mostra, de facto, a formacao de fenilacetaldeido,

cujo mecanismo reaccional se apresenta no Esquema 6.6.
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Figura 6.8 — Cromatograma GC-MS (sistema Carlo Erba) de uma amostra derivatizada da mistura
reaccional de 1 com o radical anido SO,"” (gerado por radidlise).
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Esquema 6.6 — Mecanismo de oxidagdo com descarboxilagdo do acido cinamico (1) a fenilacetaldeido
(c1).

Na reaccdo de acidos cinamicos com o radical hidroxilo (ver 6.2) observou-se a
formacao de derivados de fenilacetaldeido, tendo-se proposto para tal um mecanismo de
oxidacdo do respectivo radical precursor (Esquema 6.3). Este, por reducdo, da origem ao
acido 3-fenil-lactico e seus derivados hidroxilados. Assim, é de admitir que a oxidacdo do
acido 3-fenil-lactico pelo radical anido sulfato, da qual resulta o0 mesmo radical precursor
acima referido, possa conduzir a formacdo de fenilacetaldeido. Este resultado confirmou-se,

tal como apresentado na Figura 6.9a. Neste caso, o radical anido sulfato foi gerado por via
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quimica (sistema de Fenton com TiCls em meio acido), pelo que se apresenta também a

reaccao do acido cinamico nas mesmas condicdes (Figura 6.9b).

"
9.0x10' | A i ) a
- P EW
o |
% 6,0x10° 4 oH OH (\ OH
S C
g J Y
E_ 3,0x10° A
2
0,0 ___J
9,0x10° 1 b
S C
2 "
s 6.0x10° |
(3} OH
& /
E 3,0x10°
8
< S\ ]
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T T T T 1
0 5 10 15 20 25
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Figura 6.9 — Cromatogramas HPLC (sistema Waters) com deteccdo dptica das misturas reaccionais
com o radical anido SO, a pH 2: (a) 4cido 3-fenil-lactico 6 mM, K,S,03 60 mM, TiCl; 5 mM, tempo de
reacgao 5 min, (b) acido cindmico 1 mM, K,S,05 40 mM, TiCl; 0,5 mM, tempo de reacgdo 5 min.

No Esquema 6.7 apresenta-se o mecanismo da descarboxilagao oxidativa do acido

3-fenil-lactico a fenilacetaldeido pelo radical anido sulfato em meio acido. A abstrac¢do de

hidrogénio pode dar-se a partir de C(3)-H, C(2)-OH ou do grupo carboxilo.

HO
OH

Esquema 6.7

802"

N
Q

J
olr\(
H

Mecanismo de oxidacdo com descarboxilagio do acido 3-fenil-lactico a

fenilacetaldeido pelo radical anido sulfato em meio acido.
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Do mesmo modo, é de esperar que o acido 3-fenil-lactico (ele préprio um produto
de reaccdo do acido cindmico com o radical hidroxilo) origine fenilacetaldeido por oxidacdo
com o radical hidroxilo. Os resultados apresentados na Figura 6.10 comprovam que, para
além de produtos de hidroxilacdo no anel (identificados no caso do acido cindmico), se
forma fenilcetaldeido por reaccdo do radical hidroxilo tanto com o acido cinamico (Figura

6.10b), como com o acido 3-fenil-lactico (Figura 6.10a).

9,0x10* A c a
E | n on | |
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Figura 6.10 — Cromatogramas HPLC (sistema Waters) com detec¢do 6ptica das misturas reaccionais
com o radical HO® a pH 2: (a) 4cido 3-fenil-lactico 6 mM, H,0, 40 mM, FeSO, 1 mM, tempo de
reaccdo 5 min, (b) acido cindmico 1 mM, H,0, 20 mM, FeSO, 1 mM, tempo de reac¢do 5 min.

O mecanismo de formacao de fenilacetaldeido por reac¢ao do acido 3-fenil-lactico
com o radical hidroxilo é idéntico ao apresentado para a reac¢do com o radical anido SO,
apresentado no Esquema 6.7. Neste caso, e ao contrdrio dos mecanismos propostos
anteriormente (ver 6.2), o radical HO® reage com o substrato por abstraccdo de hidrogénio.
Além deste mecanismo, haverd igualmente adi¢3o do radical HO® ao anel benzénico do acido
3-fenil-lactico com formacao dos respectivos produtos de hidroxilacdo, que corresponderdo
a picos de muito baixo tempo de retengao no cromatograma da Figura 6.10a.

A formacao de acido 3-fenil-lactico a partir do acido cinamico observa-se apenas
por reaccdo com o radical hidroxilo gerado por via radiolitica. Em todos os outros sistemas,
reaccdo de Fenton ou geracdo radiolitica de radical anido sulfato, o meio é demasiado

oxidante para permitir a reducdo do aducto em C(2) precursor do acido 3-fenil-lactico.
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Em conclusao, o fenilacetaldeido é um produto comum de oxida¢do tanto do acido
cindmico como do 4acido 3-fenil-lactico, quer pelo radical hidroxilo quer pelo radical anido

sulfato (Esquema 6.8).

‘ HO® HO'
HO - HO T
OH SO, o
o) o)
‘ HO'
SO,

Esquema 6.8 — Formacao de fenilacetaldeido.

Os espectros de massa dos principais produtos de oxidacdo dos acidos cindmicos

encontram-se no Apéndice C.

6.4. Efeito protector sobre a degradagao oxidativa da adenina

Uma vez que o acido cinamico e seus derivados, e em particular o acido cafeico, sdo
conhecidos pela suas propriedades antioxidantes, testou-se o seu efeito sobre a proteccao
da adenina contra o stress oxidativo, utilizando como modelo a reaccdo desta com o radical
hidroxilo, cujos mecanismos se encontram bem documentados na literatura [21-24].

Na Figura 6.11 mostra-se a degradacdo da adenina e dos antioxidantes 1, 4 e 5 por
reaccdo com o radical hidroxilo produzido pelo sistema de Fenton a pH 7. Para tempos de
reaccao curtos, verifica-se que os quatro substratos se degradam a velocidades semelhantes,
0 que é compativel com as respectivas constantes de velocidade da mesma ordem de
grandeza obtidas por radidlise pulsada apresentadas na Tabela 6.1.

Os resultados apresentados na Figura 6.11 mostram que ao fim de 20 min de
reac¢do a adenina se consumiu em cerca de 90%. Afim de avaliar o eventual efeito protector
dos acidos cindmicos sobre a degradacado da adenina pelo radical hidroxilo, submeteram-se a
reaccdo de Fenton misturas bindrias equimolares de adenina e de cada um dos trés
antioxidantes e seguiu-se a evolucdo da concentracdo de cada um dos componentes das

misturas ao longo do tempo. A Figura 6.12 mostra os resultados obtidos.
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Tabela 6.1 — Constantes de velocidade de reacg¢dao de acidos cinamicos e da adenina com o radical
HO"apH 7.

Substrato k(M*s™)
Adenina 4,3 x 10° [25]
Acido cinamico 8,1x 10° [26, 27]
Acido p-cumdrico 8,2 x 10° [28]
Acido cafeico 3,24 x 10° [29]

5,5 x 10° [30]
7,4 x 10 [31]

------ 2 Ac. cinamico
1,0 & --&- Ac. p-cumarico
- 0 Ac. cafeico
-\ —— Adenina
\X

0,8 |
s N
£
S 06
1D
On
® N
|5
o 04
c
o
O L

0,2

0,0

0 4 8 12 16 20

Tempo de reacgéo (min)

Figura 6.11 — Dependéncia da concentracdo da adenina e de trés acidos cinamicos em funcado do
tempo de reac¢do com o radical HO®, seguida por HPLC (sistema Waters). Condi¢cdes reaccionais:
substrato 1 mM, H,0, 200 mM, Fe"EDTA 1 mM, acido ascérbico 0,2 mM e tamp3o de fosfatos 5 mM
(pH 7).

Em qualquer das misturas verifica-se uma forte proteccdo da adenina por qualquer
dos antioxidantes. Enquanto que na auséncia de antioxidante a adenina se degrada ao fim
de 20 min de reac¢do em cerca de 90%, na presenca do antioxidante o consumo de adenina

inicial € da ordem de 10 a 15%.
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Figura 6.12 — Efeito reparador dos acidos cinamico (Cin), p-cumarico (pCum) e cafeico (Caf) sobre a
degradacdo oxidativa da adenina (Ade) pelo radical HO®, seguido por HPLC (sistema Waters).
Condicbes reaccionais: Ade e antioxidante 0,5 mM cada, H,0, 100 mM, Fe'EDTA 0,5 mM, &cido
ascorbico 0,1 mM e tampdo de fosfatos 5 mM (pH 7).

Considerando que as constantes de velocidade de qualquer destes compostos com
o radical hidroxilo sdo semelhantes, seria de esperar que, admitindo uma mera competicdo
cinética, a degradacdo da adenina fosse cerca de metade da que ocorre na auséncia de
antioxidante. O resultado obtido mostra que, para além de um efeito de captura do radical
hidroxilo, os antioxidantes tém ainda um efeito reparador sobre a(s) espécie(s) resultante(s)
da oxidacdo, conduzindo a adenina inicial. Uma possibilidade é a reparacdo por reducao
monoelectrénica dos radicais oxidantes resultantes da adi¢cdo do radical hidroxilo a adenina
seguida de desidratacdo [21]. Este tipo de efeito duplo foi também referido para a proteccao
pelo acido cafeico da degradacdo da adenosina pelo radical anido sulfato [32].

Pelo contrario, a degradacdo dos antioxidantes nas misturas bindrias é superior a
metade da que ocorre na auséncia da adenina, o que refor¢ca a observacao anterior. Este
maior consumo de antioxidantes deve-se ao facto de, para além da reac¢do directa com o
radical hidroxilo, parte do antioxidante ter sido consumido também na reparacdo dos

radicais oxidantes da adenina.
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Como é conhecido da literatura [11, 33-38], o acido cafeico tem uma capacidade
antioxidante superior aos dacidos cinamico e cumdricos. Este resultado observa-se
igualmente na Figura 6.12 para tempos de reac¢dao muito curtos, onde a quantidade de
adenina reparada é superior na presenca de acido cafeico.

No entanto, e ao fim de 20 min de reacgdo, a quantidade de adenina restante em
gualquer das misturas é aproximadamente a mesma. Esta observagdo sugere a existéncia de
uma capacidade antioxidante adicional para os casos dos compostos 1 e 4. De facto, e como
se verificou e discutiu atras (ver 6.2), da reaccdo directa destes com o radical hidroxilo
formam-se produtos de hidroxilagdo no anel benzénico, que possuem maior poder
antioxidante. Deste modo, a formacdo desses produtos justifica por um lado o acréscimo da
quantidade de adenina reparada que seria de esperar, assim como um menor consumo

destes antioxidantes quando comparado com o consumo de 5.

6.5. Conclusoes

Na reacgao de oxidagdao dos acidos cinamicos com o radical hidroxilo observa-se a
formacao de novos produtos, para além de produtos de hidroxilacdo no anel benzénico ja
referidos na literatura [27, 39]. De entre esses novos produtos, destacam-se os que resultam
da hidroxilagdo da cadeia exociclica em C(2) e C(3), os acidos 3-fenil-lacticos e 3-fenil-3-
hidroxipropidnicos respectivamente. Além destes, identifica-se um outro tipo de produtos,
os fenilacetaldeidos, que resultam da adicdo do radical hidroxilo em C(2) seguida de
descarboxilacdo. No caso do acido cinamico, o fenilacetaldeido forma-se também apds
oxidagao por transferéncia de electrao com o radical anido sulfato.

Os resultados obtidos mostram que, para além dos novos produtos caracterizados,
existem outros produtos ainda por identificar, o que justifica o interesse em continuar a
estudar estes sistemas com vista a uma melhor caracterizagdo dos mecanismos da sua
actuacdo como antioxidantes, tanto mais que eles se revelaram eficazes na proteccdo de
alvos bioldgicos (por exemplo a adenina) contra o stress oxidativo. Em particular, sera
interessante estudar o efeito da composicdo do meio reaccional no rendimento dos
produtos formados, a utilizacdo de derivados substituidos em posi¢cdes estratégicas e o
estabelecimento de condi¢cbes experimentais que permitam a deteccdo de radicais

transientes por espectroscopia de RPE.
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Apéndice A

Caracterizacdo da 4-(N-metil)-aminoantipirina
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Figura Al — Espectro "H NMR da 4-(N-metil)-aminoantipirina (composto 3) em CDCls.
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Figura A2 — Espectro **C NMR da 4-(N-metil)-aminoantipirina (composto 3) em CDCl,.
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Figura A3 — Espectro HMBC da 4-(N-metil)-aminoantipirina (composto 3) em CDCls.

| 96
e ‘ -
% & |
= ; I pr—

Figura A4 — Espectro HMQC da 4-(N-metil)-aminoantipirina (composto 3) em CDCls.
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Figura A5 — Espectro de massa da 4-(N-metil)-aminoantipirina (composto 3) obtido por GC-MS (El).
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Apéndice B
Espectros de massa dos produtos de hidroxilagdo no anel da

4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina

Cone 140 Fentan DMAAP Ac Fraccao1 ESI-

AATE1-7 41 (2,827) Sm (Mn, 440,75); Cm (5:41) Scan€s-
1007 185 / 13764
_—N
oA M~
OH
M =247

169

152 158 183
175

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ) miz
150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 265 260 265 270 275 280 285 290 285 300

Figura B1 — Espectro de massa da p-hidroxi-4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina (produto A) obtido por
injeccao directa (ESI-).
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Figura B2 — Espectro de massa da o-hidroxi-4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina (produto B) obtido por
TOE-MS (EI).
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31Jan2008 (08A35)
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Figura B3 — Espectro de massa da m-hidroxi-4-(N,N-dimetil)-aminoantipirina (produto C) obtido por
TOF-MS (El).
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Apéndice C
Espectros de massa dos principais produtos de oxidag¢ao de

e A

cidos cinamicos por via radiolitica
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Figura C1 — Espectro de massa do produto A1l (El).
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Figura C2 — Espectro de massa do produto B1 (El).
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Figura C3 — Espectro de massa do produto C1 (El).
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Figura C4 — Espectro de massa do produto 2 (El).
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Figura C5 — Espectro de massa do produto 3 (El).
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Figura C7 — Espectro de massa do produto A2 (El).
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Figura C8 — Espectro de massa do produto B2 (El).
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Figura C9 — Espectro de massa do produto C2 (El).
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Figura C10 — Espectro de massa do produto D2 (El).
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Figura C11 — Espectro de massa do produto 6 (El).
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Figura C12 — Espectro de massa dos produtos A3 ou B3 (El).
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Figura C13 — Espectro de massa do produto C3 (El).
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Figura C14 — Espectro de massa do produto D3 (El).
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Figura C15 — Espectro de massa do produto A4 (El).
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Figura C16 — Espectro de massa do produto B4 (El).
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Figura C17 — Espectro de massa do produto C4 (El).
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Figura C18 — Espectro de massa do produto D4 (El).

p -C: ‘mancooH PHT LISTFA 60:3- 10 2~ t -20-
1

Scan B
2793

E 4 OTMS

M= 194

5. 203 #0745 240 56542 2?7 5 275 J:goum,,()‘ 302307 70 393325 155 330 305 W7

A)‘r‘u 250 260 2fc | 2ts | o0 |00 310 320 38C | Bar | 8a0

Figura C19 — Espectro de massa do produto E4 (El).
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Figura C20 — Espectro de massa do produto 5 (El).
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Figura C21 — Espectro de massa dos produtos A5 ou B5 (El).
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Figura C22 — Espectro de massa do produto C5 (El).
Cafelco OH pH7 MSTFA 60:3-10-280-20-310:13
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Figura C23 — Espectro de massa do produto D5 (El).

194




Cafeico OH pH7 MSTFA 60:3.10-250-20-310:13
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Figura C24 — Espectro de massa do produto E5 (El).
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