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RESUMO

Os radicais livres sio espécies altamente reativas geradas nos organismos vivos com a finalidade
de protecdo. Porém, em algumas circunstancias, estes sdao responsaveis pela ocorréncia ou o

agravo de danos teciduais. Muitos antiinflamatérios apresentam agdo direta sobre radicais livres
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e espécies reativas ndo radicalares, o que contribui para suas acdes contra a inflamacdo. O
cetoprofeno € um antiinflamatério ndo esteroidal que gera radicais livres ao sofrer fotoirradiagao
e tem com isso um efeito hemolitico importante. A complexacao de metais a diferentes farmacos
tem sido utilizada como estratégia para melhorar a acdo farmacoldgica de diferentes moléculas e
reduzir seus efeitos colaterais. Neste trabalho s@o apresentados resultados do estudo de a¢do do
cetoprofeno e seus complexos de cério e cobre sobre radicais livres e sobre eritrcitos.
Observou-se que o cério intensifica as propriedades scavenger do cetoprofeno sobre radicais
livres enquanto o cobre intensifica as acdes sobre oxidantes ndo radicalares. O cobre ainda
reduziu o efeito hemolitico apresentado pelo cetoprofeno e mantido pelo seu derivado de cério.

palavras-chave: cetoprofeno, hemdlise, dano oxidativo, radicais livres

INTRODUCAO

Atualmente, existe uma demanda global por novos medicamentos devido a diferentes
fatores, tais como a inexisténcia ou ineficacia de farmacos para a cura de algumas
enfermidades (raiva, cancer e infecgcdes) ou existéncia de reacdoes adversas que
impedem ou atrapalham a farmacoterapéutica (ex. antiinflamatoérios nao esteroidais —
AINES) [1].

Dentre as estratégias para o desenvolvimento de novos farmacos, a modificacao
molecular € uma das mais promissoras, oferecendo uma gama de possibilidades para
a construgado de novas moléculas. Tal estratégia pode incluir a hibridagao molecular ou
ainda, a formacao de complexos [1, 2, 3]. Alguns complexos de cobre (Cu), que
possuem propriedades antitumorais, sdo de grande interesse no processo inflamatorio
dada a funcdo deste metal como co-fator em processos que envolvem os tecidos
conectivos/articulares, o sistema imunologico, e seu efeito na sintese de
prostaglandinas [4]. Neste sentido, alguns autores obtiveram melhores agbes ou
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reacOes adversas mais brandas ao complexar AINES e outros farmacos com metais.
Saha et al. (2001) verificaram que a complexacao do cobre a derivados do cetoprofeno,
favorecia a acao antitumoral daquelas moléculas contra tumores responsivos a
horménios [5]. Desta forma, o estudo de complexos metalicos com potencialidade
bioldgica é alvo de grande interesse no desenvolvimento de farmacos. Os AINEs sao
os medicamentos mais prescritos para dor, febre e inflamacao. O cetoprofeno (CP; 3-
benzoyl-a-methylbenzeneacetic acid) € um analgésico antiinflamatério nao esterdide
derivado do acido propidnico, relacionado com o diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno e
o acido tiaprofénico. Este AINE inibe a atividade da enzima ciclooxigenase levando a
uma diminuicao da sintese de precursores das prostaglandinas e dos tromboxanos, a
partir do acido araquiddnico [6, 7]. Entre as reagdes adversas que podem ocorrer pelo
uso do CP cita-se a fototoxicidade, com a geragao de radicais livres por agao dos raios
ultravioleta. Neste processo, o cetoprofeno & decomposto gerando anion superoéxido
(O2 xx), radical hidroxil (OHx) e oxigénio singlete [8]. Desta forma, o CP promove danos
nas membranas dos eritrocitos, leva a lise destas células [9] e, a partir das interacbes
com a hemoglobina gera o radical nitrona [10].

Sabe-se que outros fatores, além da sintese de prostaglandinas, contribuem para a
fisiopatologia dos processos inflamatérios, como é o caso da superproducdo de
espécies reativas de nitrogénio (RNS) e de espécies reativas de oxigénio (EROS) tais

como o radical superoxido, perdoxido de hidrogénio (H202), radical hidroxil, dentre
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outros. Desta forma, o metabolismo celular produz espécies reativas que podem causar
danos celulares, tecidual, protéico, lipidico e no proprio DNA, favorecendo o estresse
oxidativo [11].

Nas ultimas décadas, inumeras pesquisas foram realizadas para esclarecer o papel
dos radicais livres em processos fisioldgicos e patoldgicos [12]. Tem sido relatado que
alguns antiinflamatérios nao esteroidais sdo capazes de agir como scavengers de
radicais livres e espécies oxidantes nao radicalares [13, 14]. Esses antiinflamatorios
também podem inibir a explosdo respiratoria de neutréfilos desencadeada por varios
agentes ativadores [6].

Considerando-se que: i) o processo inflamatério envolve a formacao de radicais livres
gue causam danos tissulares, ii) alguns AINEs apresentam agao contra radicais livres e
EROs e iii) o cetoprofeno pode gerar radicais livres e danificar membranas celulares,
torna-se interessante analisar a acao do CP em modelos experimentais antioxidantes e

como a complexacao de metais interfere nessas propriedades.

MATERIAIS E METODOS

Cetoprofeno e derivados

O cetoprofeno foi comprado da Sigma Chemical Co. Com grau de pureza >98%. Os

complexos de cobre e cério (figura 1) foram obtidos conforme descrito a seguir.
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Figura 1. Estrutura molecular dos complexos de cobre (A) e cério (B) com o cetoprofeno

Para a obtencdo do cetoprofenato de cobre [Cu(ll)], inicialmente, sintetizou-se o
carbonato de Cu (ll), fazendo-se reagir solucdo aquosa de cloreto de cobre com
solucdo aquosa de hidrogeno carbonato de sddio em excesso. Os precipitados obtidos
foram lavados com agua destilada até a eliminagao dos ions cloretos. O cetoprofenato
de Cu(ll) foi preparado fazendo-se reagir o respectivo carbonato com acido
cetoprofeno, ambos em suspensdao. O sistema foi mantido em ebulicdo até a
eliminagcao total do CO2 e a solugao tornar-se limpida. A seguir filtrou-se o sistema
utilizando papel de filtro Watman n°® 42 e a solugdo evaporada em banho Maria até
proximo a secura. Os compostos assim obtidos depois de seco foram transferidos para
um dessecador contendo cloreto de calcio anidro.

O cetoprofenato de cério [Ce(lll)] foi preparado pela adigdo estequiométrica, lenta e sob

agitacdo, de solucdes de cetoprofenato de sédio (ligante) na solucdo de cloreto de cério. O
precipitado obtido foi filtrado com papel de filtro Whatman no 42, lavado com 4gua destilada até
a eliminacdo dos fons cloretos, recolhido em frasco de vidro e mantido em dessecador contendo

cloreto de calcio.
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Agdo scavenger sobre o radical ABTS!'|]

Este ensaio foi padronizado por Pellegrini et al. (1999), sendo originalmente realizado em etanol
absoluto [15]. Nos ensaios avaliou-se a atividade seqiiestradora de radicais pelas amostras, em
tampao fosfato de s6dio 10mM (pH 7,0) por meio do decréscimo da absorbancia em 734 nm, de
acordo com Vellosa et al. (2007) [16].

Acdo scavenger sobre o radical DPPH

A avaliacdo da acdo seqiiestradora de radicais livres do extrato foi avaliada através do
decréscimo da absorbancia em 531nm da solucdo de DPPH (60 pM) em etanol, segundo Soares
etal. (1997) [17].

Acdo scavenger sobre o peroxido de hidrogénio

O estudo da acdo seqiiestradora de H202 pelas amostras foi realizado através da oxidagdo do
dcido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) em &4cido 5-5’-ditio-2-nitrobenzdico (DTNB), na presenca de
peréxido 100 [1M, com variagdo da absorbancia em 412nm [18].

Acdo scavenger sobre o dcido hipocloroso

As reacdes foram feitas de acordo com Costa et al. (2004), com algumas modificag¢des [19, 20].
A concentra¢do da solucdo de HOCI é determinada espectrofotometricamente em 295nm. As
reacOes foram realizadas em tampao fosfato de sédio SOmM, pH 7,4. Procede-se incubagdo de 10
minutos da amostra com HOCI (30 uM) e mais 5 minutos apds adicdo de TMB (2,8 mM). A
leitura das absorbancias € feita em 652nm.

Acdo scavenger sobre o dnion superoxido

Este ensaio foi realizado de acordo com Kakkar (1984) [21]. O anion superéxido reage com o
NBT para formar o croméforo (formazana) cuja intensidade de cor, medida em 560 nm, é
diretamente proporcional a concentracdo do radical.

Dano provocado pelo radical AAPH em eritrocitos

Os testes foram realizados conforme protocolo de pesquisa 08766/10 aprovado pela

Comissdo de Etica em Pesquisa da UEPG (parecer 68/2010). As hemécias utilizadas foram
colhidas de voluntarios sadios por meio de pungdo venosa do sangue periférico e separadas por
centrifugacdo e sucessivas lavagens em tampao fosfato de s6dio 10mM, pH7,4 contendo NaCl
150mM, com o qual ajustou-se a concentracio da suspensao e realizaram-se os ensaios. A acao
dos compostos sobre os eritrécitos na auséncia de radicais livres e sobre a hemdlise promovida

pelo radical AAPH 25mM, foi avaliada pela liberagdo de hemoglobina pelas células (suspensdo
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de eritrécitos 5%) ap6s 2 horas e meia de incubagdo através das leituras das absorbancias em 414

nm [22, 23].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Acgdo scavenger sobre radicais livres, H202 e HOCI

Nenhum dos compostos apresentou uma atividade pronunciada sobre o radical ABTSCO OO0, O
cetoprofeno (fig.2A) apresentou inibi¢do maxima de 10,9% (60001g/mL). O cetoprofenato de
cério (fig.2B) apresentou maior acdo, promovendo inibi¢do méixima de 21% (600][Ig/mL),

enquanto o cetoprofenato de cobre (fig.2C) alcancou 14,3% (600 [Cg/mL).
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Figura 2. Acéo scavenger sobre o radical ABTS™”
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No modelo de estudo sobre o radical DPPH, o cetoprofeno (fig. 3A) apresentou
inibicio maxima de 16,3% (20Xg/mL) enquanto o cetoprofenato de cério (fig. 3B)

alcangou 25,3% (20Xg/mL) e o cetoprofenato de cobre (fig.3C) ndo apresentou agio.
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Figura 3. Ac¢ao scavenger sobre o radical DPPH
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Como demonstrado na figura 4, as amostras nao apresentaram ag¢ao estatisticamente

significativas sobre o peroxido de hidrogénio 100 XM.
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Figura 4 — Acdo scavenger sobre o radical Peréxido de Hidrogénio
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Nos testes com o acido hipocloroso, o cetoprofeno (fig. 5A) foi o composto que
apresentou maior agao promovendo inibicdo maxima de 31,2% (20Xg/mL) enquanto o
cetoprofenato de cério (fig. 5B) e de cobre (fig. 5C) apresentaram, respectivamente,

inibicdes maximas de 3,5% (20%g/mL) e 28,2% (20 Xg/mL).
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Figura 5. Acao scavenger sobre o acido hipocloroso

Contra o radical superéxido (O2.-), o cetoprofeno ndo promoveu

inibicdo nas

concentragoes avaliadas, enquanto seus derivados de cério e de cobre alcancaram

inibicdbes maximas de 31,1% e 17,7%, respectivamente (Fig.6).
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Figura 6. A¢do scavenger sobre o anion superoxido
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Como se pode observar nos resultados apresentados, a complexagcao de metais a
estrutura do cetoprofeno alterou suas propriedades de acado frente as diferentes
espécies reativas estudadas, sejam estas radicalares ou ndo. A complexag¢ao do cério
ao cetoprofeno parece intensificar sua acao sobre radicais livres com maior eficiéncia
do que o cobre, enquanto o cobre aumentou a agcao do cetoprofeno sobre o HOCI, uma

espécie reativa nao radicalar.

Dano provocado pelo radical AAPH em eritrocitos

Nos ensaios de hemodlise na auséncia de radicais livres, o cetoprofeno (Fig.7A) e
cetoprofenato de cério (Fig.7B) apresentaram efeito hemolitico, ao contrario do
cetoprofenato de cobre (Fig.7C). Desta forma, confirmou-se a agao hemolitica do
cetoprofeno, conforme relatos em literatura cientifica [9, 10], observando-se também,

que a complexacao do cobre impede este efeito do cetoprofeno.
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Figura 7. Acao hemolitica das amostras.

Na presenca do radical AAPH, o cetoprofeno (Fig.8A) e o cetoprofenato de cério
(Fig.8B), tiveram acao hemoalitica intensificada enquanto o cetoprofenato de cobre (Fig.
8C) nao apresentou efeito sobre a acao do radical livre, 0 que também demonstra que
a complexacao do cobre ao cetoprofeno é um fator de protecdo contra a acao
hemolitica do antiinflamatario.
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Figura 8. Acdo sobre a hemolise provocada pelo AAPH.

O efeito da complexagcdo do cobre sobre cetoprofeno poderia ser explicado por
alteracbes em diferentes vias, tais como: i) alteragcdo na via de formacao de radicais
livres por fotoirradiacao; ii) alteracao do grau de ionizacdo de grupamentos da estrutura
quimica da molécula, ou ainda, iii) alteracdo no potencial de interagdo do

antiinflamatoério com diferentes moléculas de membrana dos eritréocitos.

CONCLUSAO

O cetoprofeno pode apresentar diferentes propriedades de acdo quando complexado a
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diferentes metais. Dentre as agoes afetadas esta a acao scavenger de radicais livres e
espécies reativas nao radicalares. A complexacao do cetoprofeno ao cobre parece
favorecer a captura de oxidantes nao radicalares, enquanto a complexagdo ao cério
intensifica a acao sobre radicais livres.

Pode-se perceber ainda que, o cetoprofeno, quando complexado ao cobre, ndo causa
hemolise nem intensifica aquela promovida por radicais livres, sugestionando que o
cetoprofenato de cobre pode ter uma atividade antiinflamatoria semelhante ou superior

ao cetoprofeno, mas com a vantagem de apresentar menor efeito colateral.
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EFFECT OF METAL COMPLEXATION TO ANTI-INFLAMMATORY OVER THE ACTION
AGAINST OXIDATIVE AND FREE RADICALS: KETOPROFEN ACTION

ABSTRACT:

Free radicals are highly reactive species generated in living organisms for the purpose of
protection. However, in some circumstances, they are responsible for the occurrence or
aggravation of tissue damage. Many anti-inflammatory drugs have a direct effect on free
radicals

and not radical reactive species, which contributes to its actions against inflammation.
Ketoprofen is a nonsteroidal anti-inflammatory agent that generates free radicals by photo
irradiation and has an important hemolytic effect with that. The complexation of metals to
different drugs has been used as a strategy to improve the pharmacological action of different

molecules and reduce their side effects. This paper presents the results of ketoprofen and their
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metallic complexes action on erythrocytes and free radicals. It was observed that the cerium
enhances the scavenger properties of ketoprofen on free radicals, while copper enhances its
action over non-radical oxidants. Copper also reduced the hemolytic effect presented by

ketoprofen meanwhile its cerium derivative maintained it

key words: ketoprofen, hemolysis, oxidative damage, free radical
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