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Resumo e Abstract 



Resumo 
 

A síntese orgânica tem se tornado uma alternativa promissora para o 
desenvolvimento de novos fármacos. As substâncias derivadas da classe das 
quinazolinonas vem apresentando diferentes ações farmacológicas. O objetivo 
deste trabalho foi investigar a toxicidade in silico e as atividades hemolíticas, 
antioxidante e antibacteriana in vitro da substância C100. Para a avaliação da 
toxicidade teórica, foram utilizados dois programas computacionais, 
Molinspiration e AdmetSAR. Para os estudos de citotoxicidade, de potencial 
oxidante e de atividade antioxidante, foram utilizados eritrócitos humanos dos 
tipos sanguíneos A, B, O e AB, e a substância foi testada nas concentrações 
de: 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 μg/mL. O potencial oxidante e antioxidante foi 
avaliado na presença da fenilhidrazina (Ph) e de Espécies Reativas de 
Oxigênio (EROs – H2O2). Por fim, foi estudada a atividade antibacteriana da 
substância C100 (nas concentrações 400, 200, 100, 50 e 25 μg/mL) frente às 
cepas Gram-negativas (E. coli ATCC 8539, E. coli 101, E. coli 2536) e Gram-
positivas (S. aureus, ATCC 25619, S. aureus ATCC 25925 e S. aureus 47). De 
acordo com os resultados obtidos, a substância C100 apresenta boa 
biodisponibilidade e baixa toxicidade teórica. Não causou hemólise até a 
concentração de 100 μg/mL, foi capaz de reduzir o estresse osmótico para o 
tipo sanguíneo O, e não apresentou poder oxidante em nenhuma das 
concentrações estudadas. Entretanto apresentou atividade antioxidante frente 
a fenilhidrazina e ao peróxido de hidrogênio (H2O2). Na avaliação 
antibacteriana não foi observada atividade para as cepas testadas. Assim, 
conclui-se que a substância C100 apresenta uma boa biodisponibilidade oral 
teórica, baixa citotoxicidade, tem ação antioxidante, foi capaz de proteger os 
eritrócitos do tipo sanguíneo O, contudo não apresentou atividade 
antibacteriana contra as bactérias testadas. Sendo assim, a substância C100 
requer maiores estudos, tendo em vista sua baixa citoxicidade, o que 
demonstra que a mesma é uma molécula farmacologicamente promissora.  
 
Palavras-Chaves: Antibacteriana; Antioxidante; Quinazolinonas; Toxicidade. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



ABSTRACT 
 

Organic synthesis has become a promising alternative for the development of 
new drugs. Substances derived from the quinazolinone class have been shown 
to have different pharmacological actions. The objective of this work was to 
investigate the in silico toxicity and the in vitro antioxidant and hemolytic 
activities of substance C100. For the theoretical toxicity evaluation, two 
computational programs, Molinspiration and AdmetSAR, were used. For the 
cytotoxicity, oxidation potential and antioxidant activity studies, human blood 
type A, B, O and AB erythrocytes were used and the substance was tested at 
concentrations of: 10, 50, 100, 250, 500 and 1000 μg / ml. The oxidative and 
antioxidant potential was evaluated in the presence of phenylhydrazine (Ph) 
and reactive oxygen species (EROs - H2O2). Finally, the antibacterial activity of 
C100 (at concentrations of 400, 200, 100, 50 and 25 μg / ml) against gram-
negative strains (E. coli ATCC 8539, E. coli 101, E. coli 2536) and Gram-
positive (S. aureus, ATCC 25619, S. aureus ATCC 25925 and S. aureus 47). 
According to the results obtained, substance C100 has good bioavailability and 
low theoretical toxicity. It did not cause hemolysis until the concentration of 100 
μg / mL, it was able to reduce the osmotic stress for type O blood, and did not 
present oxidizing power in any of the studied concentrations. However, it 
presented antioxidant activity against phenylhydrazine and hydrogen peroxide 
(H2O2). In the antibacterial evaluation no activity was observed for the strains 
tested. Thus, it is concluded that the substance C100 has a good theoretical 
oral bioavailability, low cytotoxicity, has an antioxidant action, was able to 
protect the erythrocytes type O blood, however did not present antibacterial 
activity against the bacteria tested. Therefore, the C100 substance requires 
further studies in view of its low cytotoxicity, which demonstrates that it is a 
pharmacologically promising molecule. 
Keywords: Antioxidant; Antibacterial; Quinazolinones; Toxicity; 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A síntese orgânica tem tido grande importância no desenvolvimento de 

novos fármacos, tornando-os mais seletivos aos alvos e proporcionando um 

melhor rendimento. Através de modificações moleculares é possível deixar o 

princípio ativo mais estável, e dessa forma apresentar melhor ação biológica 

(LEITE et al., 2015; MOURA et al., 2014). 

Cada classe de compostos químicos apresenta suas peculiaridades, as 

quinazolinonas são encontradas em muitos produtos naturais, e apresentam 

diferentes atividades farmacológicas. Seus derivados sintéticos possuem 

atividades antibacterianas, anticancerígenas, antifúngicas, antioxidantes, 

antiinflamatórias e analgésicas (AL-AMIERY et al., 2014; ROSTAMI et al., 

2017).  

Devido a grande variedade farmacológica das quinazolinonas, é 

crescente o interesse na síntese de novas moléculas, como foi o caso da 2- (4-

hidroxi-3,5-dimetoxifenil) -3-fenil-2,3-di-hidroquinazolin-4 (1H)-ona, que foi o 

objeto deste estudo, sendo identificada como substância C100. 

As substâncias podem apresentar potencial toxicológico, assim é 

necessário que toda molécula passe por estudos toxicológicos antes de ser 

administrada ao homem para evitar danos ao organismo. (CAMARGO et al., 

2017; DE AZEVEDO, 2010). Ensaios de toxicidade se fazem necessários, 

assim como a investigação dos mecanismos de ação da droga, da forma como 

ela age no corpo e de que maneira ela pode estar interferindo com outras 

substâncias, além de caracterizar sua atividade biológica (ANDRADE et al., 

2016; DUMONT et al., 2015).   

 Através de ensaios in silico, é possível  por meio de modelos 

moleculares computacionais,  fazer previsões da ação da molécula estudada 

(ANDRADE et al., 2016). Sendo uma ferramenta interessante para nortear o 

estudo de moléculas inéditas, como foi o caso da substância C100.  

 Já os estudos de citotoxicidade utilizando eritrócitos, permitem uma 

avaliação do potencial protetor ou não das membranas celulares quando um 

estresse osmótico é sofrido, bem como permitem uma investigação do 

potencial oxidante e antioxidante (YASMEEN, HASSNAIN 2016; ZOHRA, 
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FAWZIA, 2014). Durante a busca de novas drogas, a investigação 

antibacteriana também é relevante, uma vez que há uma grande resistência 

bacteriana a diversos fármacos, sendo importante a descoberta de novas 

moléculas com potencial bactericida ou bacteriostático (GASTALHO et al., 

2014; NEHME et al., 2018).  

 Portanto, o seguinte estudo teve como objetivo, a investigação através 

de ensaios in silico da forma como a substância C100 age no organismo, e por 

meio de ensaios in vitro avaliar as atividades oxidante, antioxidante, hemolítica 

e anti-hemolítica, como também atividade antibacteriana.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Produtos Naturais e Síntese Orgânica 

 

Desde a pré-história é comum o uso de plantas medicinais para o 

tratamento de doenças. Nesse período, o homem já conseguia distinguir quais 

plantas poderiam ser usadas como alimento, e quais tinham o poder de curar 

doenças. Entretanto, além dos benefícios trazidos, muitas destas causam 

toxicidade, o que exige um maior cuidado quanto ao seu consumo (FERREIRA, 

PINTO, 2010; MOTTA, 2016; SACHAN, GUPTA, 2015). 

Com o tempo começou-se o desenvolvimento de técnicas de extração e 

isolamento dos princípios ativos das plantas, que são os responsáveis pela 

atividade farmacológica.  Entretanto, uma das dificuldades de se usar um 

produto de origem natural como fármaco, é a obtenção em grandes 

quantidades da matéria prima, seja pelo custo ou pela escassez de fontes 

renováveis. Além do que, substâncias de origem natural muitas vezes 

apresentam problemas farmacocinéticos por sua baixa solubilidade, mesmo 

assim essa substância isolada poderá servir de modelo para síntese de novos 

candidatos aos fármacos (BRANDÃO et al., 2010; DE OLIVEIRA et al., 2010; 

FERREIRA, PINTO, 2010).  

Dessa forma a síntese de fármacos inéditos e com maior eficácia, 

ganharam bastante evidência. Com o desenvolvimento de diferentes métodos 

de síntese, houve um maior rendimento para a produção de novos princípios 

ativos, além de tornar estes mais específicos. As modificações moleculares 

possibilitam uma melhor seletividade ao seu alvo celular, além de aperfeiçoar a 

estabilidade da substância, de acordo com os parâmetros físico-químicos e 

biológicos (LEITE et al., 2015; MOURA et al., 2014). 

O conhecimento científico da síntese química de moléculas orgânicas 

associado às suas propriedades farmacológicas, propiciaram ao longo do 

século XX maior avanço na busca por medicamentos por parte da indústria 

farmacêutica (LIMA, CAVALCANTI FILHO, 2007). Um exemplo foi a planta 

Salix alba que isolaram a salicilina, que apresenta propriedades analgésicas e 
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antitérmicas, e através de modificações moleculares originou-se o ácido 

salicílico. Em 1897 Felix Hoffman sintetiza o ácido acetilsalicílico dando início a 

era dos fármacos sintéticos (CALIXTO, JÚNIOR SIQUEIRA, 2008; DOS 

SANTOS 2015).   

No Brasil, com a implantação da Lei de Patentes em 1996 e da Lei do 

Medicamento Genérico em 1999, a indústria farmacêutica brasileira passou por 

mudanças, que impulsionaram a reestruturação de estratégias tecnológicas, 

intensificando a pesquisa e desenvolvimento (P&D) no país. Uma das 

respostas a essas mudanças, foi a criação por uma empresa farmacêutica da 

primeira molécula sintética inovadora. Que deu origem ao Helleva, que é um 

medicamento para tratamento de disfunção erétil (DOS SANTOS, FERREIRA, 

2012; PINTO, BARREIRO, 2013; SANTOS, PINHO, 2012). 

  Ainda no início do século XX as drogas desenvolvidas não tinham base 

cientifica de sua eficácia e segurança toxicológica, a maioria eram derivadas de 

plantas, sendo poucas de origem sintética (ANDRADE et al., 2016). Hoje, a 

síntese orgânica é a forma mais promissora para a obtenção de novos 

medicamentos. Através da preparação de estruturas que apresentem grupos 

farmacofóricos e assim sejam biologicamente ativos, direcionando para o seu 

alvo farmacológico (BREL et al., 2015). 

 

2.2 Classe das Quinazolinonas 

 

As quinazolinonas são uma classe de compostos heterocíclicos (Figura 1), 

encontrados em muitos produtos naturais, apresentando uma grande variedade 

de compostos biologicamente e farmacologicamente ativos (ROSTAMI et al., 

2017). As substâncias da classe das quinazolinona são alcaloides e 

apresentam consideraveis atividades farmacológicas, sendo promissoras para 

o desenvolvimento de medicamentos. Derivados sintéticos dessa classe 

apresentam atividades antibacterianas, anticancerígenas, antifúngicas, 

antioxidantes, antiinflamatórias e analgésicas (AL-AMIERY et al., 2014; SINGH, 

2015; VIJAYAKUMAR et al., 2013).  

Quanto a atividade antibacteriana, estudos mostram que alguns derivados 
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de quinazolinona apresentaram boa ação especialmente contra cepas Gram-

positivas, agindo sobre a parede celular e o DNA destas (MOHAMED et al., 

2013). 

Ao se realizar algumas substituições na estrutura das quinazolinona, 

atividades antimicrobianas são melhoradas, como nas posições 2 e 3 e a 

existência de halogênios nas posições 6 e 8. Também foi observado que a  

presença de anel aromático substituído na posição 3 e os grupos metilo, amina 

ou tiol na posição 2 são importantes  para que se apresente  atividades 

antimicrobianas (JAFARI, 2016; ZAYED, HASSAN, 2014).  

                                                                              

Fonte: Jafari et al, 2016 

Figura 1: Estrutura química básica da quinazolinona 

 

Foi sintetizado uma molécula inédita pertencente a classe das 

quinazolinonas, a 2- (4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil) -3-fenil-2,3-di-hidroquinazolin-

4 (1H) –ona. Para a identificação mundial comum, as substâncias recebem a 

nomenlatura IUPAC (União Internacional de Química Pura e Aplicada), que 

facilita assim a identificação das espécies químicas através de palavras 

escritas ou pronunciadas (RODRIGUES, 2011). Mas para melhor entendimento 

no presente trabalho, ela foi denominada como C100, e sua estrutura pode ser 

observada na Figura 2. 
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Fonte: Dados da autora, 2018 

 Figura 2: Estrutura química 2- (4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil) -3-fenil-2,3-di-

hidroquinazolin-4 (1H) –ona (C100). 

 

2.3 Avaliação Toxicológica  

 

A toxicologia é a ciência voltada para a compreensão dos possíveis efeitos 

adversos causados por uma substância quando esta interage com o organismo 

vivo, ou com sistemas biológicos. É responsável por investigar as propriedades 

físico-químicas, a forma como tais substâncias agem, além de analisar sua 

concentração e sob quais condições ela poderá causar danos. Não consiste 

em uma ciência meramente descritiva e analítica, mas também experimental. 

Portanto, toda e qualquer substância, antes de ter contato com o ser humano 

deve previamente passar por um estudo toxicológico (CAMARGO et al., 2017; 

DE AZEVEDO, 2010; DOS SANTOS 2015; FUKUSHIMA, DE AZEVEDO, 

2008). 

O estudo toxicológico é crucial na avaliação do potencial lesivo que uma 

substância é capaz de causar às células (MARREIRO et al., 2014). Estudos de 

toxicidade são importantes na investigação preliminar da ação de determinada 

substância, pois além de direcionar o estudo, diminui o uso de animais na 

experimentação (OLIVEIRA et al., 2015). 

O conhecimento químico da droga e de qualquer outro xenobiótico que 

venha ser administrado ao ser humano, deve ser estudado minuciosamente. 

Justamente para evitar incidentes como o caso da Talidomida, que ficou 

mundialmente conhecido por ter causado malformação congênita ao ser 
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ingerido por grávidas no intuito de controlar sintomas de êmese, sendo este um 

marco na toxicologia moderna (CAMARGO et al., 2017). 

Portanto, é importante o conhecimento dos mecanismos de absorção, 

excreção, concentração no tecido e possíveis interações com outras 

substâncias e alimentos (ANDRADE et al., 2016; DUMONT et al., 2015).  

 

2.4 Estudo In silico 

 

A melhor compreensão das estruturas moleculares através de modelos 

computacionais, permitiu maior avanço sobre seus conhecimentos funcionais, 

tendo assim avanços na área farmacológica (VIEIRA, 2015). A construção de 

uma modelagem molecular otimizada, é baseado em um modelo teórico, sendo 

a conformação estrutural importante para o ajuste correto do ligante ao seu 

sítio correto de ligação (RIBEIRO, 2017).  

Ensaios in silico são testes realizados em computadores, no qual através de 

modelos moleculares computacionais, é possível fazer previsões da ação da 

molécula estudada em testes in vitro e in vivo. Os estudos in silico tem como 

principais vantagens o baixo custo, a velocidade de execução e a diminuição 

do número de animais usados nos testes in vivo. Sendo assim, uma boa 

alternativa para descobrir novas drogas com atividade farmacológica. Através 

dos modelos computacionais é possível fazer o estudo da estrutura atividade, 

da toxicologia e estudos de absorção, distribuição, metabolismo e excreção 

(ANDRADE et al., 2016; EKINS, 2007).  

O estudo in silico de uma molécula envolve os conceitos de relação 

Estrutura-Atividade [(Q)SAR] e sistemas inteligentes. No qual SAR refere-se a 

um modelo qualitativo que informa sobre o potencial da atividade biológica. Já 

um QSAR é um modelo quantitativo, que relaciona a resposta biológica com as 

propriedades físico-químicas e estruturais, sendo possível observar a ligação a 

um receptor e ao DNA, entre outras estruturas. Os sistemas inteligentes 

predizem a estrutura molecular e sua possível atividade biológica (BENFENATI 

et al., 2017; SANTOS, PINHO, 2012; VICTAL et al., 2014). 

Os estudos QSAR são importantes na orientação da síntese de novos 
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compostos ativos, podendo otimizar suas propriedades, prevendo sua possível 

atividade biológica e mecanismo de ação. Para o desenvolvimento de um 

modelo são utilizadas variáveis dependentes e independentes. As ditas 

dependentes, ou variável resposta, refere-se a ação biológica da molécula (por 

exemplo, IC50– que é a dose necessária para inibir um determinado processo 

biológico ou atividade enzimática em 50%). Quanto as variáveis 

independentes, ou descritores moleculares, retratam as propriedades químicas 

e estruturais dos compostos (GERTRUDES et al., 2012; RODRIGUES et al., 

2012).  

Utilizando ferramentas in silico, é possível prever a toxicidade de 

substâncias químicas. Sendo um instrumento útil para a toxicologia na 

abordagem molecular, através da avaliação das propriedades estruturais e 

físico-químicas pode-se averiguar os prováveis riscos que a substância traz 

(BENFENATI et al., 2017).  

Foi desenvolvido nos Estados Unidos um programa de pesquisa em 

toxicologia computacional intitulado de Computational Toxicology Research 

(CompTox). No qual através de bancos de dados, são avaliados os riscos de 

uma substância química, sendo possível assim diminuir o número de animais 

em testes, e reduzir os custos de estudo do potencial de toxicidade de uma 

substância (US-EPA, 2018). 

Através de programas computacionais também é possível realizar estudos 

farmacocinéticos. O admet-SAR consiste em um banco de dados no qual 

realiza uma compilação molecular entre a estrutura química e o nome comum, 

nome IUPAC ou similaridade de estrutura. Permitindo assim a avaliação das 

propriedades de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade 

(ADMET) das substâncias estudadas (CHENG et al., 2012; PARAMASHIVAM 

et al., 2015; TALUKADAR et al., 2017).  

A ferramenta Molinspiration analisa os descritores moleculares e as 

propriedades dos compostos de drogas baseado na Regra dos Cinco de 

Lipinski (2001). Na qual afirma que as moléculas que descumprirem uma das 

regras podem ter problemas com biodisponibilidade. Sendo assim, devem ter 

coeficiente de partição octanol/água calculado (cLogP) ≤ 5; peso molecular ≤ 
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500; número de aceptores de ligação de hidrogênio (nALH) ≤ 10 e número de 

grupos doadores de ligação de hidrogênio (nDLH) ≤ 5.  Através dessa 

ferramenta também é possível predizer a bioatividade para os alvos de fármaco 

mais importantes como ligantes GPCR, moduladores de canais iônicos, 

inibidores de quinase, enzimas e receptores nucleares (PARAMASHIVAM et 

al., 2015).  

 

2.5 Citotoxicidade 

 

Os eritrócitos são componentes majoritários na corrente sanguínea, sendo 

produzidos na medula óssea através do processo de eritropoiese, começando 

como células tronco e se diferenciando até chegar ao último estágio de 

maturação (OLIVEIRA, SALDANHA, 2010).  

A principal função dos eritrócitos consiste no transporte de oxigênio e 

nutrientes para as células, e na retirada de dióxido de carbono e resíduos 

provenientes de reações celulares. Para que ocorra tal ação, as células 

vermelhas dispõem de uma proteína essencial, a hemoglobina. Esta é rica em 

ferro, e além de transportar oxigênio, também é responsável pela coloração 

avermelhada do sangue. O tempo de vida médio das células vermelhas é 120 

dias, estas ao envelhecerem vão perdendo assimetria dos fosfolipídios de sua 

membrana, sofrem desidratação, aumento da densidade celular e do estresse 

oxidativo. Sendo então fagocitadas por macrófagos residentes (ROMERO, 

HERNÁNDEZ-CHINEA, 2017). 

Devido a sua fácil disponibilidade, semelhança com outros tipos celulares e 

baixa variabilidade biológica, os eritrócitos são muito utilizados para estudos de 

citotoxicidade. Estas são células anucleadas com formato discoide e estrutura 

bicôncova, permitindo assim uma maior área de contato, o que facilita as trocas 

gasosas bem como sua flexibilidade, que está relacionado com a fluidez de sua 

membrana e resistência (MONTEIRO et al., 2015; RODI et al., 2014; SMITH et 

al., 2007; VOET, VOET 2013). 

A membrana dos eritrócitos, ou células vermelhas é constituída por uma 

dupla camada de fosfolipídios, colesterol, proteínas e glicoproteínas. Servindo 
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como modelo para estudo de estabilidade, e ao sofrer lise liberam 

hemoglobina, que pode ser facilmente quantificada por espectrofotometria 

(MASCARENHAS NETTO et al., 2014; ZOHRA, FAWZIA, 2014).  

 Os lipídios que compõem a membrana eritrocitária, são sensíveis à 

oxidação e somando-se a presença de ferro e oxigênio se tem a formação de 

radicais livres (MACHADO et al., 2009). Os eritrócitos ao sofrerem lise, liberam 

a hemoglobina, e esta quando livre no plasma é prejudicial à saúde, podendo 

causar danos aos rins, fígado e coração (OLIVEIRA et al., 2015). O oxigênio 

que estava sendo carreado pela hemoglobina atua como oxidante, formando 

radicais livres como superóxido e o peróxido de hidrogênio, que ao combinar-

se com o ferro, forma o radical hidroxila e este é altamente reativo (MACHADO 

et al., 2009). 

Uma outra forma de observar os efeitos citotóxicosdos compostos, é por 

meio da avaliação da fragilidade osmótica, que consiste na sensibilidade da 

membrana eritrocitária em sofrer lise ao ser submetida a uma alteração de 

pressão osmótica. Podendo assim através da quantificação de hemoglobina 

liberada, ser avaliado a capacidade de uma substância em proteger os 

eritrócitos quando expostos a um estresse osmótico. (YASMEEN, HASSNAIN 

2016; ZOHRA, FAWZIA, 2014). Assim como existem substâncias protetoras, 

também encontra-se aquelas que possuem ação direta na formação de radicais 

livres e espécies reativas não radicalares, gerando uma ação hemolítica sendo 

assim comprometedora para o organismo, como o aumento de potássio 

extracelular, podendo levar a uma parada cardíaca (CARVALHO et al., 2007; 

MANENTE et al., 2011).  

 

2.6 Estresse oxidativo e potencial antioxidante 

O estresse oxidativo ocorre devido um desbalanço entre a produção e a 

remoção de espécies reativas de oxigênio (EROs). Estes podem ser radicais 

livres ou não como o peróxido de hidrogênio, sendo formados por substâncias 

endógenas ou exógenas (HARRISON et al., 2005; NICCO, BATTEUX, 2018). 

As espécies reativas presentam funções importantes no organismo, estando 

envolvidas em respostas mitogênicas, transdução de sinal, reconhecimento 
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intercelular e resposta imune contra infecções. Entretanto, quando em excesso 

causam ações nocivas, como aumento da peroxidação lipídica das 

membranas, aumento da carbonilação de proteínas, podendo causar danos até 

mesmo ao DNA (ruptura das fitas, ligação covalente) (HARRISON et al., 2005; 

NICCO, BATTEUX, 2018).  

O organismo dispõe naturalmente de mecanismos de defesa antioxidante 

que agem na detoxificação das EROs. Enzimas antioxidantes como a catalase 

e a glutationa peroxidase, formam sistemas de defesa das células para 

interceptar os radicais livres, diminuindo os efeitos nocivos das EROs 

(DEAVALL et al., 2012; VEGA-RODRIGUÉZ et al., 2015).  

O processo inflamatório está intimamente relacionado com o estresse 

oxidativo, já que células fagocíticas como os leucócitos são ativados e 

mobilizados para o local da inflamação, na qual ocorrerá eliminação dos 

patógenos agindo por mecanismos dependentes de oxigênio. Sendo assim, o 

aumento de oxigênio leva a produção de EROs. São formados radicais 

superóxidos (O2•-), que rapidamente são convertidos em peróxido de 

hidrogênio (H2O2) de forma espontânea ou através da enzima superóxido 

dismutase (SOD). O peróxido de hidrogênio então, ao reagir com metais de 

transição pode formar o radical hidroxila (HO•), radicais peróxido (ROO•), o 

ânion peróxido nitrito (ONOO-), óxido nítrico (NO) e ácido hipocloroso (HOCl). 

Sendo assim, o excesso de radicais livres pode ser altamente tóxico para as 

células e os tecidos (BELLÓ et al, 2015; CASCÃO et al., 2009).   

As EROs são produzidas fisiologicamente, através de processos 

metabólicos e da cadeia transportadora de elétrons. A mitocôndria é a principal 

fonte de EROs, devido possuir muitos centros redox que transferem um elétron 

da molécula de oxigênio para formar o ânion superóxido. Para contrabalancear, 

o organismo possui enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase 

(SOD), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a catalase (CAT). Na qual esta 

segunda é capaz de reduzir o H2O2 e peróxidos lipídicos a lipídios alcoolicos 

(CAMPANELLA et al., 2014; DE GROOT et al., 2012; SOARES et al., 2015).  

A SOD além de causar a dismutação do ânion superóxido, em 

associação com a CAT e GSH-Px evitam concentrações crescentes de H2O2. A 
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glutationa S-transferase (GST) e peroxidases também podem converter H2O2 

em H2O.  Além destas enzimas, a tiorredoxina através da formação de pontes 

de dissulfeto entre os resíduos de cistína de outras proteinas, facilitam a 

redução destas. Existem também outros sistemas antioxidantes, como os não-

enzimáticos de baixo peso molecular como vitaminas A, C e E, polifenóis, 

glutationa e coenzima Q10 (MAO et al., 2017; NICCO, BATTEUX, 2018). 

Os radicais livres podem agir sob ácidos graxos poli-insaturados 

presentes nas membranas e organelas celulares, causando assim a 

peroxidação lipídica (que pode induzir apoptose por permeabilização das 

membranas mitocondriais) e oxidação de proteínas modificando a sinalização 

intracelular (CAMPANELLA et al., 2014; YU et al., 2016). 

A bicamada lipídica da membrana celular ao sofrer oxidação diminui sua 

fluidez, fica incapaz de manter o gradiente iônico, além de perder sua 

seletividade, o que permite a entrada de substâncias tóxicas na célula 

(COQUEIRO et al., 2017).  

Em excesso as EROs causam danos intracelulares, como ao ácido 

ribonucleico (RNA), levando a desregulação da síntese de proteínas e 

alterações gênicas. Também podem danificar o ácido desoxirribonucleico 

(DNA) causando mutação gênica, instabilidade cromossômica e aumento 

celular (KLAUNIG et al., 2010).  

Além das espécies reativas de oxigênio, outras moléculas podem 

desencadear potentes efeitos oxidantes, como as espécies reativas de 

nitrogênio (ERN), através da reação entre o NO e O2, (NO · + O2 · - → 

ONOO). Estes apresentam importância biológica nos sistemas 

cardiovasculares e neurológicos, além de causarem fragmentação do DNA e 

oxidação de lipídios (GHOSH et al., 2012; VALKO et al., 2016). 

 

2.7 Atividade Antibacteriana 

As espécies bacterianas são dividdias em dois grandes grupos, Gram-

positivas e Gram- negativas, que podem ser diferenciados por suas 

peculiaridades na parede celular, através da coloração de Gram (MADIGAN et 

al., 2016). Em 1884, Hans Christian Gram desenvolveu uma técnica de 
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coloração na qual verifica a capacidade das células coradas resistirem à 

descoloração pelo álcool. E assim permitiu diferenciar as bactérias em Gram-

positivas (+) que se coram de roxo, e Gram-negativas (-) que ficam com 

coloração vermelha. 

A parede celular das bactérias Gram positivas é bastante espessa, porém 

simples. Sendo constituída principlamente de peptidioglicano, polímeros 

ácidos, proteínas e polissacarídeos. Já em bactérias Gram-negativas a parede 

celular é bastante complexa, e é formada por várias camadas. Sendo a maior 

parte composta por uma membrana externa, que contém polissacarídeos, 

fosfolipídios (formando uma camada lipopolissacarídica ou LPS) e proteínas 

(TORTORA et al., 2012).  

As bactérias Gram-negativas são as que mais adquirem resistência. Estas 

apresentam uma membrana externa que serve como uma barreira altamente 

impermeável, o que aumenta a dificuldade para lidar com essas espécies 

(GONZÁLEZ et al., 2018). Elas causam as infecções mais comuns: pneumonia, 

infecções do trato urinário, infecções do sítio cirúrgico e infecções de corrente 

sanguínea (ANVISA 2015).  

Antibacterianos consistem em drogas com capacidade de agir de alguma 

forma sobre as bactérias. Apresentam diferentes mecanismos de ação, que 

podem inibir o crescimento bacteriano (bacteriostático) ou até mesmo mata-las 

(bactericidas) (FRIERI  et al., 2017; GUIMARÃES et al., 2017).  

As infecções bacterianas começaram a ser combatidas por volta de 1940 

com a descoberta das Sulfonamidas. Mas foi com a descoberta da Penicilina 

por volta de 1945 que a guerra contra as bactérias alavancou. Entretanto, a 

cada novo antimicrobiano originado tem sido seguido  de resistência bacteriana 

(MOLTON et al., 2013). 

Em 1980 surgiram as cefalosporinas de amplo espectro, mas cinco anos 

depois ja foi registrado a presença de betalactamases de espectro ampliado 

(ESBL) em isolados de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. E com o 

passar do tempo, a resistência foi aumentando, iniciando principalmente nos 

hospitais (LIVERMORE, 2012). O que mostra a importância de se ter cada vez 

mais atuante nos hospitais Comissões de Controle de Infecções Hospitalares 
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(CCIH) (LINARDI et al., 2014). 

De acordo com o Ministério da Saúde, mais de 70% das bactérias que 

causam Infecções Relacionadas a Assistência a Saúde (IRAS) no Brasil, são 

resistentes no mínimo a um dos antibacterianos utilizados para o tratamento 

dos pacientes (ANVISA 2015).  

Os antibacterianos apresentam diferentes mecanismos de ação: inibindo 

a síntese de ácidos nucleicos, modificando moléculas de proteínas e ácidos 

nucleicos, além de atuar na parede celular alterando sua permeabilidade 

(HENDRA et al., 2011). 

A antibioticopterapia tem se tornado cada vez mais limitada, devido a 

crescente  resistência bacteriana, como também  pelos efeitos colaterais 

trazidos por estes medicamentos (WYPIJ et al., 2018). A resistência bacteriana 

se deve principalmente pelo uso irracional de antibióticos e falta de aderência 

ao tratamento correto. Mas um outro fator que tem chamado atenção é o uso 

excessivo de antibacterianos em animais, que conduz à resistência bacteriana. 

Podendo ser transmitido ao homem de forma indireta (GASTALHO et al., 2014; 

NEHME et al., 2018).   

Clinicamente, as cepas ditas resistentes são aquelas que conseguem 

sobreviver numa terapia antimicrobiana no qual normalmente é usada, e é 

capaz de debelar o processo infeccioso. Essa resistência pode ser ocasionada 

por mutações (de forma natural ou agentes mutagênicos), ou transferência 

horizontal dos genes (DAVIES, DAVIES 2010; PITONDO-SILVA et al., 2014).   

A resistência pode ser dita simples, quando o microorganismo é 

resitente a uma só droga; múltipla, quando apresenta resistência simultânea a 

uma ou mais drogas e resistência cruzada, quando o mecanismo bioquímico de 

resistência a uma droga é o mesmo para outras (DO NASCIMENTO, 2016). 

Existem várias linhas de pesquisa para a busca de tratamentos mais 

eficazes contra as doenças bacterianas, estas que são uma das principais 

causas de morbidades em pacientes. O que justifica a busca por novos 

tratamentos biocompatíveis e mais eficientes. Pesquisadores tem desenvolvido 

moléculas sintéticas e semi-sintéticas na busca de novos alvos bacterianos e 

que venham superar os mecanismos de resitencia das bactérias (NEHME et 
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al., 2018; WYPIJ et al., 2018).     

Um outro grande problema que tem surgido, são os biofilmes, que 

consistem em comunidades bacterianas que se aderem à superfície de 

substâncias poliméricas extracelulares  (SPE), este é composto por 

substâncias que propiciam o crescimento bacteriano (HASAN et al., 2018).  

A formação de biofilmes indicam grande risco de contaminação e 

apresentam grande resistência aos antibióticos, principalmente aquelas 

comunidades bacterianas já maduras. A junção entre a multiresistência e o 

surgimento do biofilme, resulta em infecções quase intratáveis com os 

antibióticos hoje disponíveis. O óxido nítrico (NO) é um agente antimicrobiano 

natural,  capaz de mediar a dispersão do biofilme, sendo importante para o 

estudo de anti-biofilmes (GONZÁLEZ 2018;.HASAN et al., 2018).   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral  

 

Avaliar a toxicidade in silico e as atividades citotóxicas, antioxidante e 

antibacteriana in vitro de um derivado das Quinazolinonas, o 2- (4-hidroxi-3,5-

dimetoxifenil) -3-fenil-2,3-di-hidroquinazolin-4 (1H) -ona (C100).  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Analisar as características molecular, farmacocinéticas e toxicológicas 

teóricas utilizando uma abordagem in silico.  

• Avaliar a citototoxicidade sobre eritrócitos humanos oriundos de sangue 

dos tipos A, B, O e AB utilizando os modelos de hemólise e fragilidade 

osmótica eritrocitária.  

• Investigar o perfil oxidante e antioxidante na presença de espécies 

reativas de oxigênio e do agente oxidante fenilhidrazina. 

• Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) frente às linhagens 

bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas de importância clínica.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Local da Pesquisa 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Ensaios Toxicológicos II (LABETOX 

II), da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), coordenado pelas Profª. Drª. 

Hilzeth de Luna Freire Pessôa. Profª. Drª. Margareth de Fátima Formiga Melo 

Diniz, e Profª. Drª. Caliandra Maria Bezerra Luna Lima. 

  

4.2 Materiais 

4.2.1 Substância C100 

A substância foi gentilmente cedida pelo Me. Cícero Anthonyelson 

Teixeira Dunes, aluno do Prof. Dr. Luis Cezar Rodrigues do Laboratório de 

Síntese IPeFarM.  

                                                                               

Fonte: Dados da autora, 2018 

Figura 5: Molécula C100 

• Nomenclatura IUPAC: 2- (4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil) -3-fenil-2,3-di-

hidroquinazolin-4 (1H) -ona 

• Estado físico: sólido 

• Rendimento de reação: 0,75 g (70,34%)   

• Ponto de fusão: 212°C  

• Índice de Retenção: 0,3 (em eluente de 6:4 de AcOEt/hexano) 

A solução mãe foi preparada na concentração de 10mg/mL, utilizando o 

DMSO na concentração de 5%. Apartir desta foram obtidas as concentrações 

de teste 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 μg /mL. 
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4.2.2 Eritrócitos Humanos 

Todos os eritrócitos humanos usados no presente estudo, foram 

provenientes de bolsas de descarte, obtidos na Unidade Transfusional do 

Hospital Universitário Lauro Wanderley/UFPB. Na qual continham concentrado 

de hemácias dos tipos sanguíneos A, B, O e AB. A manipulação e o descarte 

dos eritrócitos seguiram as Normas de Segurança padronizadas pela referida 

Unidade. 

Para realização deste trabalho, o projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Lauro Wanderley, da Universidade 

Federal da Paraíba, com o referido número de aprovação n° 1.658.669 

(ANEXO A). 

 

4.2.3 Espécies Bacterianas  

Foram avaliadas tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas 

oriundas da Coleção de Culturas Tropicais (CCT), American Type Culture 

Colection (ATCC) e de origem clínica, sendo elas:  

• Escherichia coli ATCC 8539  

• Escherichia coli 101  

• Escherichia coli 2536 

• Staphylococcus aureus ATCC 25619 

• Staphylococcus aureus ATCC 25925 

• Staphylococcus aureus 47 

 

4.2.4  Meio de Cultura  

As bactérias foram cultivadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) 

preparado de acordo com as instruções do fabricante e esterilizados em 

autoclave, a 121 °C por 15 minutos. Para a obtenção do meio de cultura sólido, 

adicionou-se ágar 1,5 %. 

 

4.2.5  Preparação do inóculo bacteriano  
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As bactérias foram inoculadas em meio BHI e incubados a 37 ºC durante 

24 h. Colônias foram suspensas em BHI e ajustadas de acordo com o padrão 

0,5 da escala de McFarland, contendo 1-5 x 108 UFC/mL (CLEELAND, 

SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER, 2000). 

 

4.3 Métodos 

 

4.3.1. Ensaios in silico 

 

4.3.1.1 Molinspiration  

As propriedades moleculares foram calculadas, com base em 

descritores moleculares utilizando a regra dos cinco de Lipinski, no software 

Molinspiration Online Property Calculation Toolkit (www.molinspiration.com/). A 

investigação de Lipinski e colaboradores deu origem a chamada ―regra dos 5‖, 

que traçou um perfil para moléculas de fármacos dentro de limites de massa 

molar, lipofilia que é representada pelo coeficiente de partição, log P, e 

hidrofilia, representada pelo número de doadores e receptores de ligação de 

hidrogênio. A regra dos cinco estabelece alguns parâmetros estruturais 

relevantes para a predição teórica do perfil de biodisponibilidade oral. Esta 

biodisponibilidade está associada à absorção e a permeabilidade de possíveis 

fármacos e depende de cinco parâmetros: (a) número de grupos aceptores de 

ligação hidrogênio (nALH) menor ou igual a 10; (b) número de grupos doadores 

de ligação hidrogênio (nDLH) menor ou igual a 5; (c) massa molecular (MM) 

menor ou igual a 500 g/mol; (d) coeficiente de partição octanol-água (milog P) 

menor ou igual a 5; (e) área de superfície polar (PSA) menor ou igual a 140 Å. 

Moléculas que não atendem mais do que um destes parâmetros podem ter 

problemas com a biodisponibilidade (SILVA, 2015). 

 

4.3.1.2 AdmetSAR 

Os parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos teóricos (ADMET – 

Absorção, Distribuição, Metabolização, Excreção e Toxicidade) foram 

calculados com o objetivo de analisar se a substância C100 possui as 
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características essenciais para que possa ser considerada como possível 

fármaco. Alguns parâmetros relacionados à absorção, toxicidade e 

metabolização foram avaliados pela ferramenta admetSAR 

(http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/) (SOUZA, 2015). Esses parâmetros são 

permeabilidade na barreira hematoencefálica, permeabilidade Caco-2, 

absorção no intestino, se são substratos e inibidores das enzimas do complexo 

citocromo e se são inibidores de transporte renal de cátions. Através desta 

ferramenta foi avaliada a metabolização utilizando algumas enzimas do 

complexo citrocromo P450, comparando se os compostos são substratos para 

os citocromos CYP450 2D6, CYP450 3A4, CYP450 2C9, se são inibidores dos 

citocromos CYP450 1A2, CYP450 2C9, CYP450 2D6, CYP450 2C19, CYP450 

3A4 assim como a promiscuidade de inibição dos citocromos. 

 

4.3.2 Ensaios de Citotoxicidade 

 

4.3.2.1 Avaliação do potencial hemolítico da substância C100 em 

eritrócitos humanos 

Para obtenção dos eritrócitos, inicialmente foi realizado a lavagem de 

uma amostra de sangue humano com NaCl 0,9 % e centrifugado a 2500 rpm 

durante 5 minutos, sendo este procedimento realizado três vezes. Após a 

última lavagem, foram retirados 500 μL do sedimento e ressuspenso em 100 

mL de NaCl 0,9%, resultando em uma solução a 0,5%.  Sendo em seguida 

distribuídos 2mL desta solução em eppendorfs, juntamente com a substância 

nas concentrações de 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 μg/mL. O grupo controle 

negativo consistiram em tubos contendo apenas a solução de eritrócitos (0 % 

de hemólise) e uma solução de eritrócitos acrescida de Triton X-100a 1% 

(agente hemolizante) como controle positivo (100 % de hemólise). Sendo então 

todos os grupos testes incubados por 1 hora a 25 ± 2 ºC sob agitação lenta e 

constante (100 rpm). Após esse período, realizou-se a centrifugação a 2500 

rpm durante 5 minutos, sendo em seguida feito a quantificação da hemólise 

através da leitura de uma alíquota do sobrenadante por espectrofotometria em 

comprimento de onda de 540 nm (RANGEL et al., 1997). Os experimentos 
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foram realizados em triplicata e o resultado expresso em comparação ao 

controle positivo. 

4.3.2.2 Avaliação da fragilidade osmótica de eritrócitos humanos na 

presença da substância C100 

Foram distribuídos em tubos 2 mL de uma suspensão de eritrócitos a 

0,5%, seguido da substância C100 nas concentrações de 10, 50, 100, 250, 500 

e 1000 μg/mL, e  incubado por 1hora a 25 ± 2 °C sob agitação lenta e 

constante de 100 rpm. Após esse período, as preparações foram centrifugadas 

a 2500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante, descartado. Os eritrócitos foram 

então ressuspensos em uma solução hipotônica de cloreto de sódio (0,24 %) e 

agitadas a 100 rpm, por 20 minutos a 25 ± 2 °C. Em seguida as amostras foram 

centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e a hemólise foi quantificada por 

espectrofotometria com comprimento de onda de 540 nm (DACIE, LEWUIS, 

2001).  

Como controle negativo foi utilizada uma solução de eritrócitos (0 % de 

hemólise) e uma suspensão de eritrócitos apenas com a presença da solução 

de cloreto de sódio a 0,24 % como controle positivo (100 % de hemólise). Os 

experimentos foram realizados em triplicata e o resultado expresso em 

comparação ao controle positivo. 

 

4.3.3 Ensaios de Atividade Oxidante e Antioxidante 

 

4.3.3.1 Avaliação do potencial oxidante e antioxidante da substância C100 

em eritrócitos humanos na presença de fenilhidrazina 

Para analisar o potencial oxidante foi preparada uma solução de 

eritrócitos a 30 % em PBS (11,35 g NaH2PO4.2H2O; 24,36 g Na2HPO4 e 7,18 g 

NaCl para 1 L; pH 7,4) suplementado com glicose (200 mg/dL), pH 7,6. Em 

seguida, a substância estudada nas concentrações de 10, 50, 100, 250, 500 e 

1000 μg/mL foram adicionadas a 2 mL da solução de eritrócitos e incubados 

por um período de 1 hora sob agitação lenta e constante (100 rpm) a 25 ± 2 °C. 

Após esse período, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 

minutos e a porcentagem de metahemoglobina (metHb) em relação a 
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hemoglobina (Hb) total foi quantificada por espectrofotometria em comprimento 

de onda de 630 nm e 540 nm, respectivamente  porcentagem de metHb 

formada foi comparada com os valores obtidos para a fenilhidrazina (PH), um 

comprovado agente oxidante (ARBOS et al, 2008).  

  O potencial antioxidante foi analisado após o período de incubação de 1 

hora referente à etapa descrita anteriormente, adicionou-se um 1 mmol/L do 

agente oxidante fenilhidrazina. As soluções foram aeradas e mantidas sob 

agitação lenta e constante (100 rpm) por mais 20 minutos a 25 ± 2 °C. Após 

este período, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos, 

diluídas em tampão fosfato (9 g Na2HPO4.12H2O, 5,7 g KH2PO4 para 1 L) e a 

porcentagem de metHb em relação a Hb total foi quantificada por 

espectrofotometria a 630 nm e 540 nm.  

Segundo Camargo e colaboradores (2007) valores de metHb entre 1,9 e 

2,0% são considerados normais enquanto que valores acima de 4%, elevados. 

Os experimentos foram realizados em triplicata e o resultado expresso em % 

de formação de meta-hemoglobina em função da hemoglobina - metHb (%Hb) - 

em comparação ao grupo controle positivo (Hb + Ph) (ARBOS et al, 2008). 

 

4.3.3.2 Avaliação do potencial antioxidante da substância C100, em 

eritrócitos humanos na presença de Espécies Reativas de Oxigênio 

A substância nas concentrações de 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 μg/mL 

foram distribuídas em tubos contendo 2 mL de uma suspensão de eritrócitos a 

0,5% juntamente com uma solução de peróxido de hidrogênio (40 mM), sendo 

incubados por 2h a 25 ± 2 °C.  Os grupos controle negativo (solução de 

eritrócitos - 0 % de hemólise), controle positivo (solução de eritrócitos na 

presença da solução de peróxido de hidrogênio - H2O2 40 mM - 100 % de 

hemólise) e um padrão (Hb + H2O2 + Vitamina C 1000 μg/mL).  

Após 2h horas, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 

minutos e a hemólise foi quantificada fazendo-se a leitura de uma alíquota do 

sobrenadante por espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm 

(RANGEL et al, 1997). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e 

o resultado expresso em comparação ao controle positivo (Hb + H2O2).  Este 
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experimento foi realizado de acordo com o estudo de Bilton e colaboradores 

(2012), com pequenas modificações, 

4.3.4 Atividade Antibacteriana  

4.3.4.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)  

Para a substância C100, foi realizado a técnica de microdiluição 

utilizando placas de 96 poços e fundo em ―U‖ para cada cepa estudada. 

Inicialmente distribuiu-se 100 μL do meio BHI em todos os poços, exceto os da 

1ª. linha que receberam 120 μL. Posteriormente, adicionou-se 80 μL da 

solução a 10 mg/mL de cada uma das substâncias aos poços da 1ª. linha e a 

partir daí se deu a diluição seriada a metade, obtendo-se as concentrações 

finais de 400 μg/mL até 25 μg/mL da substância C100. Por último, acrescentou-

se 10 μL da suspensão de cada inóculo bacteriano (Escherichia coli ATCC 

8539, Escherichia coli 101, Escherichia coli 2536, Staphylococcus aureus 

ATCC 25619, Staphylococcus aureus ATCC 25925, Staphylococcus aureus 47) 

nos poços, onde cada coluna da placa referiu-se a uma cepa bacteriana, 

especificamente. Foi utilizado como controles o antimicrobiano Cloranfenicol e 

o veículo DMSO.  

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para posterior leitura, 

realizada com a adição de 20μL de uma solução 0,01% (p/v) de resazurina 

sódica (SIGMA), um indicador colorimétrico de atividade metabólica.  

Foi considerada como CIM para os produtos testados a menor 

concentração que inibiu completamente o crescimento bacteriano quando 

comparado ao grupo controle, sendo verificado pela manutenção da cor azul da 

resazurina. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso 

pela média aritmética das CIM‗s obtidas nos dois ensaios (GERHARDT et 

al,1994). 

4.3.4.2 Análise Estatística 

 Os resultados obtidos nos experimentos foram analisados com o 

software GraphPad Prism 6.0®, San Diego, CA, EUA, empregando-se o teste 

ANOVA  e o teste t de Student não pareado, para análise. Seus valores foram 

expressos em média ± erro padrão da média (e.p.m.) ou desvio padrão da 

média (s.d.) e considerados significativos quando p < 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Ensaios in silico 

 

5.1.1 Molinspiration 

As propriedades moleculares da substância C100, calculadas no 

software Molinspiration, são representadas na Tabela 1.  

A substância C100 apresenta uma boa biodisponibilidade teórica por via 

oral, já que atende aos requisitos preconizados pela ― Regra dos cinco de 

Lipinski. Esta afirma que a subsância ao atender 3 dos 4 parâmetros (miLogP, 

MM, nALH e nDLH) provavelmente terá uma boa biodisponibilidade quando 

administrado por via oral. 

 
Tabela 1: Propriedades moleculares da substância C100 calculadas no 
software Molinspiration. 

SUBSTÂNCIA miLogP MM nALH nDLH TPSA nrotb 

C100 3,67 376,41 6 2 71,03 4 
Padrão ≤5 ≤500 ≤10 ≤5 ≤140 ≤10 

Fonte: Dados da autora, 2018. miLogP – coeficiente de partição octanol/água; MM- peso 
molecular nALH – número de grupos aceptores de ligação de hidrogênio; nDLH – número de 
grupos doadores de ligação de hidrogênio; TPSA – área superficial polar topológica; nrotb – 

número de bandas rotáveis. 
 

Possíveis atividades biológicas do composto C100 foram avaliadas, e 

este mostrou ser moderadamente ativo, tendo possíveis ações fisiológicas ao 

interagir com o GPCR, receptores nucleares, e inibindo quinases, proteases e 

outras enzimas, como mostrado na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Predição de bioatividades, calculadas no software Molinspiration, 

para a substância C100 

Fonte: Dados da autora, 2018 
 
 
 

SUBSTÂNCIA Ligante 
GPCR 

Modulador 
de canal de 

íon 

Inibidor 
de 

quinase 

Ligante 
de 

receptor 
nuclear 

Inibidor 
de 

proteases 

Inibidor 
de 

enzima 

C100 -0,36 -0,62 -0,41 -0,38 -0,41 -0,31 
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5.1.2 AdmetSAR 

O estudo farmacocinético da substância C100 foi realizado pelo 

programa AdmetSAR, que forneceu informações sobre seus possíveis locais 

de absorção, distribuição, metabolização, excreção e toxidade (ADMET) 

Diante dos resultados apresentados na Tabela 3, a substância C100 

provavelmente é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica, bem como 

pode sofrer absorção intestinal, e é permeável ao Caco-2. O composto C100 

também mostrou não ser substrato da glicoproteína P e nem ser inibidor da 

mesma, bem como não interfere no transporte renal de cátions orgânicos. 

Quanto a avaliação da distribuição e metabolismo, a substância C100 

apresentou ser substrato apenas da enzima CYP450 3A4, além de não inibir 

nenhuma enzima deste complexo e apresentar baixa promiscuidade inibitória 

CYP. 

No estudo da excreção e toxicidade, a C100 não apresentou toxicidade 

pelo teste de AMES, não foi classificada como carcinogênica, não é 

biodegradável e ainda está na categoria III de toxicidade oral aguda, que inclui 

compostos com DL50 superiores a 500 mol/kg e inferiores a 5000 mol/kg. 
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Tabela 3: Propriedades de classificação ADMET, calculadas no software 
admetSAR, para a substância C100. 

Modelo Substância C100 

 Absorção 

Barreira 
Hematoencefálica 

BBB+ 

Absorção intestinal 
humana 

HIA+ 

Permeabilidade ao Caco-
2 

Caco 2+ 

Substrato da 
glicoproteína P 

NS 

Inibidor da glicoproteína 
P 

NI 

Transporte renal de 
cátions orgânicos 

NI 

  

 Distribuição e Metabolismo 

Substrato CYP450 2C9  NS 

Substrato CYP450 2D6  NS 

Substrato CYP450 3A4  Substrato  
Inibidor CYP450 1A2  NI 

Inibidor CYP450 2C9  NI 

Inibidor CYP450 2D6  NI 

Inibidor CYP450 2C19  NI 

Inibidor CYP450 3A4  NI 
Promiscuidade Inibitória 

do CYP  
Baixa 

  

 Excreção e Toxicidade 

HERG IF 

Toxicidade no teste de 
AMES  

NT 

Carcinogênico NC 
Biodegradação Não é biodegradável 

Toxicidade aguda oral III 

  

 Perfil ADMET previsto --- regressão 

Solubilidade aquosa -3.2800 (LogS) 
Permeabilidade Caco-2  1.0340 (LogPapp, cm/s) 

 Toxicidade 

Toxicidade Aguda em 
Ratos 

2.4413 (DL50, mol/kg) 

Fonte: Dados da autora, 2018. NI – não inibe; NS – não substrato; S – substrato; I – inibe;IF- 
inibidor fraco; NT – não tóxico; NC – não carcinogênico; HERG- gene relacionado a éter-a-go-
go humano 
 
 
 
 
 

http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
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5.2 Ensaios de Citotoxicidade 

 

5.2.1 Avaliação do potencial hemolítico da substância C100 em 

eritrócitos humanos 

A substância C100, quando foi exposta aos eritrócitos dos tipos 

sanguíneos A, B, AB e O, apresentou nenhuma ou baixa ação hemolítica 

(Tabela 4). Quando comparados com o grupo controle negativo, observou-se 

que até a concentração de 250 μg/mL não houve hemólise significativa para os 

tipos sanguíneos A e AB (Gráficos 1 e 2), já para os tipos B e O não houve 

hemólise significativa até a concentração de 100 μg/mL (Gráficos 3 e 4). 

 

Tabela 4- Porcentagem de hemólise ocasionada pela substância C100 (µg/mL) 
em eritrócitos humanos 
 

Tipo 
Sanguíneo 

10 50 100 250 500 1000 

A 0,62% 1,09% 0,8% 1,09% 3,96% 6,25% 

B 0,27% 1,95% 2,25% 5,99% 10,61% 17,95% 
AB 0,64% 0,68% 1,71% 1,67% 3,24% 6,59% 

O 0,53% 0,57% 0,64% 1,1% 1,32% 2,79% 
Fonte: Dados da autora, 2018. 

 

Substância C100 (µg/mL) 
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Gráfico 1: Avaliação hemolítica em eritrócitos do tipo A, induzida pela C100. Os resultados 
estão expressos como média ± e.p.m. Análise por ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett, 
p< 0,05 (n=3). (Legenda: * p<0,05) 
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Gráfico 2: Avaliação hemolítica em eritrócitos do tipo AB induzida pela C 100. Os resultados 
estão expressos como média ± e.p.m. Análise por ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett, 
p< 0,05 (n=3). (Legenda: * p<0,05) 
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Gráfico 3: Avaliação hemolítica em eritrócitos do tipo B induzida pela C 100. Os resultados 
estão expressos como média ± e.p.m. Análise por ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett, 
p< 0,05 (n=3). (Legenda: * p<0,05). 
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Gráfico 4: Avaliação hemolítica em eritrócitos do tipo O, induzida pela C 100. Os resultados 
estão expressos como média ± e.p.m. Análise por ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett, 
p< 0,05 (n=3). (Legenda: * p<0,05). 
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5.2.2 Avaliação da fragilidade osmótica de eritrócitos humanos na 

presença da substância C100 

Foi avaliado a capacidade protetora da substância C100 sobre a 
membrana dos eritrócitos A, B, AB e O frente à uma solução hipotônica de 
NaCl 0,24% (Tabela 5). Observou-se que nas diferentes concentrações de 10, 
50, 100, 250, 500 e 1000 μg/mL, para o tipo sanguíneo O a substância C100 foi 
capaz de reduzir o estresse osmótico Gráfico 5. Já para os grupos sanguíneos 
A, B e AB, não houve redução da hemólise quando comparados com o grupo 
controle positivo (NaCl 0,24%), como pode ser visto nos Gráficos 6, 7 e 8. 
 
Tabela 5- Porcentagem de hemólise ocasionado pela substância C100 (µg/mL) 
em eritrócitos humanos, após tratamento com uma solução hipotônica (NaCl 
0,24%). 
 

Tipo 
Sanguíneo 

10 50 100 250 500 1000 

A 97,65% 96,28% 99,88% 100% 98,87% 96,24% 

B 99,46% 100% 100% 98,96% 98,77% 99,39% 
AB 100% 100% 100% 99,84% 99,84% 100% 

O 87,21% 87,74% 86,99% 86,14% 88,02% 84,51% 
Fonte: Dados da autora, 2018. 
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Gráfico 5. Avaliação anti-hemolítica em eritrócitos do tipo sanguíneo O induzida pela C 100, 
quando em solução hipotônica (NaCl 0,24%). Os resultados estão expressos como média ± 
e.p.m. Análise por ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett., p< 0,05 (n=3). (Legenda: * 
p<0,05). 
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Gráfico 6. Avaliação anti-hemolítica em eritrócitos do tipo sanguíneo A, induzida pela C 100, 
quando em solução hipotônica (NaCl 0,24%). Os resultados estão expressos como média ± 
e.p.m. Análise por ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett., p< 0,05 (n=3). (Legenda: * 
p<0,05). 
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Gráfico 7. Avaliação anti-hemolítica em eritrócitos do tipo sanguíneo B, induzida pela C 100, 
quando em solução hipotônica (NaCl 0,24%). Os resultados estão expressos como média ± 
e.p.m. Análise por ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett., p< 0,05 (n=3). 
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Gráfico 8. Avaliação anti-hemolítica em eritrócitos do tipo AB, induzida pela C 100, quando em 
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solução hipotônica (NaCl 0,24%). Os resultados estão expressos como média ± e.p.m. Análise 
por ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett., p< 0,05 (n=3). 
 
 

5.3 Atividades Oxidante e Antioxidante 

 

5.3.1 Avaliação do potencial oxidante e antioxidante da substância C100, 

em eritrócitos humanos na presença de fenilhidrazina 

A capacidade oxidante da substância C100 foi verificada através da 

porcentagem de meta-hemoglobina/hemoglobina formada, a partir da 

incubação com eritrócitos do tipo O. Sendo observado que, ao comparar com o 

controle negativo a substância C100 não apresentou poder oxidante em 

nenhuma das concentrações estudadas (10, 50, 100, 250, 500 e 1000 μg/mL), 

como pode ser observado no Gráfico 9. 

Já ao avaliar a capacidade antioxidante da substância C100, observou-

se que esta apresentou potencial antioxidante em todas as concentrações 

analisadas quando comparados com o controle positivo (Hb+ Ph), como 

expressa o Gráfico 10.  
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Gráfico 9: Efeito oxidante da C100 em eritrócitos humanos do tipo O. Os resultados estão 
expressos como percentual da média de formação de meta-hemoglobina (MetHb) em 
comparação ao grupo controle negativo (ensaio oxidante). Análise por ANOVA seguido por 
pós-teste de Dunnett (n=3). (Legenda: * p<0,05) 
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Gráfico 10: Efeito antioxidante da C100 em eritrócitos humanos do tipo O. Os resultados estão 
expressos como percentual da média de formação de meta-hemoglobina (MetHb) em 
comparação ao controle positivo (ensaio antioxidante). Análise por ANOVA seguido por pós-
teste de Dunnett (n=3). (Legenda: * p<0,05) 
 
 

5.3.2 Avaliação do potencial antioxidante da substância C100 em 

eritrócitos humanos na presença de Espécies Reativas de Oxigênio 

 

Ao analisar a ação da substância C100 em eritrócitos humanos dos tipos 

sanguíneos O, A, B e AB na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2), 

observou-se que para todas as concentrações testadas, (10, 50, 100, 250 e 

1000 μg/mL) houve redução da hemólise. E ao comparar com o controle 

positivo (Hb + H2O2) a substância C100 mostrou ter atividade antioxidante. 

No Gráfico 11, nota-se que as concentrações 50, 100, 250 e 500 μg/mL, 



59 
 

frente ao sangue tipo O, tiveram maior atividade antioxidante que a vitamina C, 

esta que já é conhecida por ser sequestradora de radicais livres. Já para o 

sangue tipo A, conforme o Gráfico 12 as concentrações 50, 250, 500 e 1000 

μg/mL, foram as que apresentaram atividade antioxidante melhor que a 

vitamina C. Para o sangue tipo B, apenas a concentração de 1000 μg/mL 

apresentou esse fato (Gráfico 13), e para o sangue tipo AB, todas as 

concentrações reduziram a hemólise mais que a vitamina C como mostra o 

gráfico 14. 
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Gráfico 11: Atividade antioxidante da substância C100 frente à hemólise induzida pelo 
peróxido de hidrogênio em sangue do tipo sanguíneo O. Os resultados estão expressos como 
percentual da média em comparação ao grupo controle positivo (Hb + H2O2). Análise por 
ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett.(n=3). (Legenda: * p<0,05) 
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Gráfico 12: Atividade antioxidante da substância C100 frente à hemólise induzida pelo 
peróxido de hidrogênio em sangue do tipo sanguíneo A. Os resultados estão expressos como 
percentual da média em comparação ao grupo controle positivo (Hb + H2O2). Análise por 
ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett (n=3). (Legenda: * p<0,05) 
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Gráfico 13: Atividade antioxidante da substância C100 frente à hemólise induzida pelo 
peróxido de hidrogênio em sangue do tipo sanguíneo B. Os resultados estão expressos como 
percentual da média em comparação ao grupo controle positivo (Hb + H2O2). Análise por 
ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett (n=3). (Legenda: * p<0,05) 
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Gráfico 14: Atividade antioxidante da substância C100 frente à hemólise induzida pelo 
peróxido de hidrogênio em sangue do tipo sanguíneo AB. Os resultados estão expressos como 
percentual da média em comparação ao grupo controle positivo (Hb + H2O2). Análise por 
ANOVA seguido por pós-teste de Dunnett. (n=3). (Legenda: * p<0,05)  
 
 

5.4 Atividade Antibacteriana 

5.4.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A substância C100, foi exposta a 6 diferentes cepas bacteriana para 

determinação da CIM, sendo estas: Escherichia coli ATCC 8539, Escherichia 

coli 101, Escherichia coli 2536, Staphylococcus aureus ATCC 25619, 

Staphylococcus aureus 25925, Staphylococcus aureus 47. Entretanto não foi 

observado atividade antibacteriana para a substância estudada. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O estudo  in silico é uma ferramenta que possibilita a otimização de 

tempo e custo às pesquisas de novos medicamentos, já que através de 

programas computacionais é possível avaliar a provável atividade biológica que 

uma molécula pode apresentar (MOHAMED et al., 2016 ). 

Como mostrado na Tabela 1 a substância C100 se enquadrou em todos 

os parâmetros da ―Regra dos cinco‖ de Lipinski, que preconiza: peso molecular 

inferior ou igual a 500Da, número de ligações de hidrogênio doador inferiores 

ou igual a 5 (nDLH), número de ligações de hidrogênio aceitador inferiores ou 

igual a 10 (nALH) e miLogP inferior ou igual a 5 (LIPINSKI et al., 2001; DIRAR 

et al., 2016). 

A hidrofobicidade, tamanho, flexibilidade, distribuição eletrônica e 

características de ligação de hidrogênio, são propriedades importantes a serem 

avaliadas em uma molécula, pois influenciam seu comportamento em um 

organismo vivo, bem como sua biodisponibilidade, toxicidade, propriedades de 

transporte, afinidade para proteínas, reatividade, estabilidade metabólica, entre 

outros (TARIQ et al., 2016).  

O peso molecular é um fator importante na ação farmacológica da droga, 

tendo em vista que fármacos com peso molecular < 500 Da tem maior 

facilidade para serem transportadas, difundidas e absorvidas quando 

comparadas a moléculas pesadas (SRIMAI et al, 2013; DIRAR et al, 2016).   

A lipofilicidade pode ser avaliada pelos valores de miLog P – (coeficiente 

de partição octanol/água), que sendo menor ou igual a 5, significa que a 

substância consegue ultrapassar as biomembranas. O estudo da área de 

superfície polar topológica (TPSA) também avalia a biodisponibilidade, valor 

menor ou igual a 140 Å2 indica uma boa absorção intestinal da substância e 

sua permeabilidade ao Caco-2 e penetração pela barreira hematoencefálica. 

Quanto mais lipofílica a substância, maior vai ser sua capacidade de atravessar 

as membranas celulares, tendo em vista a composição fosfolipídica destas 

(BARBOSA JÚNIOR et al, 2015; CHIEN et al, 2017).  Uma outra característica 

na avaliação da TPSA, é que este parâmetro está relacionado com o potencial 
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de ligação ao hidrogênio, já que é calculado a partir das áreas de superfície 

ocupadas por átomos de oxigênio e nitrogênio e por átomos de hidrogênio 

presos a eles (PARAMASHIVAM et al 2015; UDDIN et al 2015; TARIQ 2016; 

MABKHOT 2016). 

A flexibilidade de uma molécula pode ser avaliada pelo número de 

bandas rotáveis (nrotb), quanto maior o número de ligações simples, mais 

flexível é a molécula, portanto maior é a interação com o sítio alvo, tendo uma 

melhor biodisponibilidade (PARAMASHIVAM et al, 2015).  Uma substância com 

≤ 10 ligações rotativas (nrotb) e área de superfície polar total (TPSA)   ≤140 Å,  

tem uma boa biodisponibilidade (DIRAR et al 2016; VEBER et al 2002;). No 

estudo atual, a substância C100, com um TPSA igual a 71,03 Å e um nrotb 

igual a 4,   indica alta probabilidade de ter uma boa biodisponibilidade oral. 

Além do que  os valores de LogP calculados concordaram com a regra de 

cinco de Lipinski, bem como  TPSA, contagem total de ligações de hidrogênio e 

uma série de ligações rotativas dentro dos limites.  

O estudo da biodisponibilidade de uma droga é um parâmetro 

importante, pois, fármacos que apesentam uma baixa biodisponibilidade 

precisam de doses maiores para atingir o plasma e seu efeito farmacológico, 

podendo levar a efeitos colaterais graves (WADHWA SINGHAL, RAWAT 

2014). A polaridade da molécula propicia baixa biodisponibilidade, bem como a 

instabilidade do pH e a morte microbiana durante a passagem gastrointestinal 

(MUELLER et al., 2018). Uma solução encontrada para essas substâncias com 

baixa biodisponibilidade, é associa-las à agentes chamados de Bioenhancers. 

Estes potencializam o efeito farmacológico da droga aumentando sua 

biodisponibilidade, através do aumento da difusão passiva ou inibindo os 

transportadores de efluentes (BARVE et al., 2015).  

Assim como a substância C100, BOULEY et al (2016), também mostra 

um composto pertencente a classe das quinazolinonas que possui uma boa 

biosdisponibilidade oral, a (E)-3-(3-Carboxyphenyl)-2-(4-

ethynylstyryl)quinazolin-4(3H)-one. 

Ainda através do Molinspiration, foi possível predizer a bioatividade da 

substância C100. Na qual, tendo base que se a molécula apresentar uma 
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pontuação superior a 0,00 é capaz de possuir atividades biológicas 

consideráveis, valores de -0,50 a 0,00 deve ser moderadamente ativa e se a 

pontuação for inferior a -0,50, presume-se ser inativa (PARAMASHIVAM et al., 

2015). Sendo assim, o composto C100 mostrou ser moderadamente ativa, 

tendo possíveis ações fisiológicas ao interagir com os receptores acoplados a 

proteína G (GPCR), receptores nucleares, e inibindo quinases, proteases e 

outras enzimas. 

Os fármacos se ligam predominantemente em um dos seguintes alvos: 

receptores acoplados a proteína G (GPCRs), canais iônicos, cinases, 

receptores de hormônio nuclear ou proteases  (RASK-ANDERSEN, 

MASURAM, SCHIÖTH,  2014; HAUSER et al., 2017). Os receptores acoplados 

a proteína G (GPCRs) formam a maior família de proteínas de membrana 

humana. Estudos mostram que > de 25% dos fármacos aprovados pela FDA 

(―Food and Drug Administration‖) agem nesses receptores (BOYHUS et al., 

2018). Os GPCRs participam consideravelmente da fisiopatologia humana e de 

ações farmacológicas, sendo  os princiais alvos de drogas mais intensamente 

estudado (HAUSER et al., 2017; PÁNDY-SZEKERES et al., 2017). Todos os 

GPCRs são transmembranares, e transportam o sinal do ligante extracelular à 

proteína de sinalização intracelular (PÁNDY-SZEKERES et al., 2017). 

Os receptores nucleares são fatores de transcrição que regulam 

diversas atividades quando ativados por um ligante. Existem vários tipos de 

receptores nucleares, o típico apresenta dois domínios principais: um de 

ligação ao DNA e o outro ao ligante. Regulam o crescimento, desenvolvimento 

e reprodução celular. (CAVE et al., 2016; BODOFSKY, KOITZ, WIGHTMAN 

2017). Composto inibidores de quinases podem modificar ou até mesmo 

bloquear vias de sinalização, sendo estratégia promissora para o 

desenvolvimento de medicamentos (PARAMASHIVAM et al., 2015). 

A farmacocinética é um ponto essencial no desenvolvimento de um 

medicamento. Logo, má absorção, distribuição, metabolismo e excreção 

(ADME) bem como a toxicidade são pontos cruciais que devem ser 

considerados no início de uma pesquisa em uma molécula candidata a um 

futuro medicamento (DIRAR et al., 2016). Com o programa AdmetSAR foi 



67 
 

possível predizer algumas destas características da substância C100. 

De acordo com o programa AdmetSAR, a substância C100 é capaz de 

atingir o sistema nervoso central (SNC), atravessando a barreira 

hematoencefálica. Para que isso aconteça, características como, a molécula ter 

baixo peso molecular e ser lipofílica são essenciais (DE FALCO et al., 2016), e 

estas são encontradas na substância C100.  

Para administração de fármacos, a via oral é a mais comum, sendo 

necessário que o composto tenha uma boa solubilidade aquosa e 

permeabilidade intestinal para que se tenha o efeito terapêutico desejado. Por 

meio de modelos in vitro é possível predizer a permeabilidade dos fármacos 

através de membranas do trato gastrintestinal (TGI). As células Caco-2 são 

extraídas de adenocarcinoma de cólon humano, estas em cultura se 

diferenciam em enterócitos e podem prever a absorção oral de fármacos por 

transporte passivo (transcelular e paracelular), o que é de grande valia para a 

indústria farmacêutica no estudo farmacocinético dos fármacos (De SOUZA, 

FREITAS, STORPIRTS, 2007; OLANDER et al., 2016). 

A substância C100 mostrou ser positiva para os modelos de absorção no 

intestino humano e permeabilidade em Caco-2, caracterizando ter uma boa 

solubilidade e permeabilidade intestinal. Ainda, esta substância mostrou não 

ser substrato da glicoproteína P, o que é bom, tendo em vista que essa 

glicoproteína é uma bomba de efluxo de drogas e de vários compostos, e está 

envolvida em processos de modulação da absorção e distribuição, podendo 

provocar uma falha terapêutica e interações medicamentosas (CALADO et al., 

2014; REIS et al., 2015).  

O transporte renal de cátions é responsável pela excreção de compostos 

orgânicos incluindo fármacos, e este transporte não é inibido pela substância 

C100, não sendo prejudicial à excreção (ALBERTONI, SCHOR, 2014).  

  O sistema citocromo P450 é um conjunto de monooxigenases que estão 

ligadas a membrana do retículo endoplasmático liso do fígado e em outros 

tecidos extra-hepáticos. As enzimas do citocromo P450 (CYP-450) realizam um 

papel essencial na farmacologia das drogas e na toxicologia dos xenobióticos. 

São responsáveis pela metabolização de 75% dos fármacos atualmente 
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utilizados (GOLAN et al., 2014). Existem substâncias que são capazes de inibir 

esse conjunto de enzimas, interrompendo o metabolismo de fármacos quando 

administrados simultaneamente, o que leva ao aumento dos seus níveis 

plasmáticos podendo alcançar concentrações tóxicas e também pode prolongar 

a presença do fármaco ativo no organismo. Ainda, estas enzimas podem sofrer 

indução, aumentando o metabolismo do fármaco, assim este fica menos tempo 

no organismo, reduzindo as concentrações do fármaco abaixo de seus níveis 

terapêuticos ou aumentando a incidência de toxicidade através da produção de 

metabólitos reativos (AHMMED et al, 2016CLARIVET et al 2016; GOLAN et al., 

2014; NELSON et al 2016).  

A substância C100 como mostrado na tabela 3, não é capaz de inibir 

nenhuma enzima do complexo CYP450, mas apresentou ser substrato da 

CYP450 3A4. Esta isoenzima é responsável por metabolizar cerca de 50% de 

todos os fármacos utilizados atualmente (AHMMED et al, 2016). 

O gene humano relacionado com o éter-a-go-go- humano (hERG) é 

responsável por codificar subunidades que formam poros de canais de 

postássio de retificador retardado de ativação rápida (IKr). Esses canais são 

importantes na repolarização cardíaca, logo, ao ocorrer alguma disfunção nos 

genes hERG pode ocasionar problemas cardíacos fatais (LAMOTHE et al 

2016). A substância C100 mostrou ser um inibidor fraco desses genes, 

possivelmente não cause sérias interferências ao potencial de ação cardíaco.  

O teste de AMES ou ensaio de reversão de mutação em Salmonella 

typhimurium, é um teste de triagem realizado para identificação de substâncias 

com potencial mutagênico através da substituição de pares de bases (SOLCIA 

et al, 2016). O programa AdmetSAR prediz que a substância C100 não tem 

potencial mutagênico e nem carcinogênico. 

A substância C100 não é biodegradável, sendo que a biodegradação é 

um fator importante no tratamento de águas através da eliminação de 

compostos contaminantes, incluindo fármacos (RIBEIRO et al, 2016).  Quanto 

a classificação da toxicidade aguda oral, a categoria III significa uma DL50 na 

dose de 500-5000 mg/Kg, e foi nessa categoria que a substância C100 se 

enquadrou, com uma DL 50 de 2.4413 tendo portanto uma toxicidade regular.  

http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/predict/?smiles=COc4cc%28C2Nc1ccccc1C%28%3DO%29N2c3ccccc3%29cc%28OC%29c4O&action=A
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Diante desses resultados do in silico, sugere-se que a substância C100 

tem boa biodisponibilidade por via oral, tendo boa absorção, baixa toxicidade 

teórica, sofre metabolização pela CYP450 3A4, não é carcinogênico nem 

mutagênica. Sendo assim uma substância com grandes perspectivas para 

estudo in vitro. 

Para o desenvolvimento de novos medicamentos é necessário que 

sejam realizados estudos biológicos in vitro. Estes permitem uma avaliação 

preliminar da análise citotóxica de determinada substância, seja ela 

proveniente de plantas ou sintéticas. Favorecendo assim a diminuição do 

número de animais em experimentos posteriores, que é uma preocupação dos 

comitês de ética em uso animal (MOTTI, PORTO, ROEL, 2015; JENSEN et al, 

2017).  

Os eritrócitos são células comumente utilizadas nos ensaios de 

citotoxicidade  in vitro por apresentarem uma membrana semelhante à outras 

células, além de serem facilmente acessiveis. A hemólise causada por 

substâncias testes está relacionada com sua composição química e a forma 

como interagem com a célula (NARDID et al, 2015; SUMATHI, ANURADHA 

2016; SUGANTHY 2018).  

Os alelos gênicos  A e B codificam diferentes glicosiltransferases que 

adicionam N-acetilgalactosamina e D-galactose aos eritrócitos, que são 

convertidos em antígenos presentes nos sorotipos A e B, respectivamente. 

Ambos os antígenos estão presentes no grupo AB enquanto que o alelo O 

codifica uma enzima não funcional, assim o grupo sanguíneo O não apresenta 

nenhum dos antígenos (BATISSOCO, NOVARETTI, 2003; PAIVA 2009; 

MUÑOZ-VAHOS, GARCÍA- JIMÉNEZ, VILLA-PALACIO, 2014). 

A ruptura da membrana eritrocitária com a liberação da hemoglobina no 

plasma, leva a sérios danos em órgãos como rins, coração e fígado. Sendo 

portanto o teste hemolítico um bom método para a avaliação da citotoxicidade, 

onde por meio deste previne-se a administração de possíveis agentes 

causadores de anemia hemolítica (PEREIRA et al, 2016).  

Desta forma, verificamos que a substância C100 nas suas diferentes 

concentrações causou baixa hemólise aos eritrócitos de todos os grupos 
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sanguíneos testados, já que não provocou nem 20% de hemólise 

(PROKOF‗EVA et al., 2004).  

Na tabela 4 verificamos a porcentagem das hemólises provocadas pela 

substância C100, que foi variável. Sendo o sangue B o que sofreu maior 

hemólise, provavelmente a substância C100 tenha uma maior interação com os 

antígenos presentes na membrana dos eritrócitos tipo B.  

Fragilidade osmótica consiste na susceptibilidade de eritrócitos à 

hemólise quando se tem uma variação da pressão osmótica. A fragilidade das 

células vermelhas levando à hemólise pode ser influenciada por diversos 

fatores como: pH, temperatura, oxigenação, tamanho, idade e composição da 

membrana célular (AYRES, BIRGEL JÚNIOR, MARTINS 2014; SINKALU 

2015). Quando a membrana eritrocitária sofre alterações em sua composição, 

esta torna-se mais frágil osmoticamente, perdendo sua elasticidade e 

aumentando a rigidez, sendo mais propensa a sofrer lise (ANSARI, ALI, 

MAHMOOD, 2015; NIGRA et al, 2016). 

Os eritrócitos ao entrarem em contato com a solução hipotônica (NaCl 

0,24%), sofrem hemólise devido a perda osmótica dos eletrólitos intracelulares 

e dos componentes fluidos (SUMATHI, ANURADHA 2016). 

O produto síntético C100 pode atuar inibindo este processo, estimulando 

ou não o efluxo dos componentes celulares. Como foi observado para o 

sangue O, a molécula C100 foi capaz de proteger a membrana das hemácias 

do estresse osmótico (Gráfico 5),  o que não ocorreu para os grupos 

sanguíneos A, B e AB (Gráficos 6, 7 e 8). 

Com estes resultados, verifica-se que a substância C100 causou 

alterações  relevantes na composição da membrana eritrocitária dos grupos 

sanguíneos A, B e AB, como também observado na tabela 5. Possivelmente a 

molécula C100 interagiu com os antígenos presentes na membrana desses 

grupos sanguíneos, já que para o sorotipo O, a mesma protegeu os eritrócitos 

do estresse oxidativo sofrido. Ao avaliar a fragilidade osmótica pode-se obter 

conhecimento a respeito da interação entre as substâncias e a membrana dos 

eritrócitos, o que é interessante para o estudo da toxicidade de novas 

substâncias (DUARTE et al, 2016). 
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A oxidação é um processo normal aos organismos vivos, entretanto 

quando em excesso podem causar sérios danos às células, como peroxidação 

lipídica, oxidação de DNA e proteínas ocasionando até mesmo apoptose.  

Desordens na estrutura das células vermelhas podem levar ao estresse 

oxidativo. Sendo assim, os eritrócitos são bons modelos para avaliação da 

capacidade protetora ou tóxica de substâncias (LIU et al, 2014; REIS, 

BARBOSA, RAMOS 2017). 

Para avaliar o potencial oxidante e antioxidante da substância C100, foi 

utilizado a fenilhidrazina como agente oxidante de eritrócitos, verificando-se o 

percentual de formação da meta-hemoglobina em função da hemoblogina.  

O gráfico 9 mostra que a substância C100 não causou oxidação em 

nenhuma das concentrações testadas e apresentou ser antioxidante na 

presença de fenilhidrazina (gráfico 10). 

Os antioxidantes apresentam como principal propriedade, a capacidade 

de neutralizar ou sequestrar radicais livres. Agindo na etapa inicial ou durante o 

processo oxidativo. Os antioxidantes também agem prevenindo mutações em 

DNA humanos, como foi visto em testes in vitro com células humanas, 

reduzindo mutações causadas por estresse oxidativo (MERINO et al, 2015).   

Já que tanto os radicais livres como outros agentes oxidantes podem 

causar doenças cardiovasculares, catarata, disfunções cerebrais, declínio do 

sistema imune, câncer e diabetes melitus tipo I (MERINO et al, 2015; NUNES 

et al, 2014). O retardo da velocidade de oxidação e a manutenção do equilíbrio 

de radicais livres são importantes na prevenção de doenças, e ganham ainda 

mais força quando associados aos mecanismos de defesa antioxidante do 

organismo (MARTELLI, NUNES et al, 2014).  

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é formado em vários processos 

biológicos, mas quando em excesso pode ser prejudicial para as células e 

tecidos. Ele é altamente permeável à membrana celular sendo tóxico para as 

células, por isso é comumente utilizado como agente tóxico em modelos in vitro 

na investigação de danos causados por estresse oxidativo (LIU et al, 2014; 

SIES et al, 2017).  

Ao avaliar a atividade antioxidante da substância C100 nos eritrócitos 
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dos grupos sanguíneos A, B, AB e O na presença de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), foi observado sua capacidade de sequestrar as EROs. Em 

todas as concentrações analisadas reduzindo a hemólise induzida pelo H2O2, 

sendo portanto antioxidante.   

No gráfico 11 vemos que a substância C100 nas concentrações 50, 100, 

250 e 500 μg/mL apresentou atividade antioxidante melhor que a vitamina C, 

isso para o grupo sanguíneo O. Já para o grupo sanguíneo A, foram as 

concentrações 50, 250, 500 e 1000 μg/mL, como observado no gráfico 12. No 

gráfico 13 para o grupo sanguíneo B, mostra que apesar de em todas as 

concentrações a substância C100 ser antioxidante, nenhuma foi melhor que a 

vitamina C. Já no grupo sanguíneo AB todas as concentrações apresentaram 

atividade antioxidante melhor que a vitamina C, como visto no gráfico 14. 

Sendo assim, de uma forma geral, podemos atribuir uma boa atividade 

antioxidante a substância C100, tanto frente a fenilhidrazina como ao peróxido 

de hidrogênio. 

Várias substâncias que compõem a classe das quinazolinonas 

apresentam atividade antimicrobiana comprovada.  (EL-SAYED et al, 2017; 

MOHAMED et al, 2013; SINGH, 2015; Peng et al, 2015). Bouley et al (2016) 

demonstrou em suas pesquisas que a (E)-3-(3-Carboxyphenyl)-2-(4-

ethynylstyryl)quinazolin-4(3H)-one apresenta potente atividade contra cepas 

resistentes à meticilina (MRSA), baixa depuração e boa biodisponibilidade oral. 

Sendo um ótimo candidato a antibiótico, o que é de suma importância tendo em 

vista o avanço da resistência bacteriana aos antibacterianos existentes. 

Sabendo que muitos compostos pertencentes a classe quinazolinona 

agem contra a ação bacteriana, foi avaliado o potencial antibacteriano do 

composto: 2-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-3-phenyl-2,3-dihydroquinazolin-

4(1H)-one, (―C100‖). Entretanto, para todas as cepas avaliadas (Escherichia 

coli ATCC 8539, Escherichia coli 101, Escherichia coli 2536, Staphylococcus 

aureus ATCC 25619, Staphylococcus aureus 25925, Staphylococcus aureus 

47) a substância C100 não apresentou ação antibacteriana. 

A composição estrutural das quinazolinonas é um fator determinante na 

forma como elas agem farmacologicamente. Conforme o grupo químico que for 
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adicionado nos anéis da estrutura base dessa classe, pode ou não ter atividade 

antimicrobiana. Bouley et al (2016) em seus estudos mostrou que através de 

modificações na estrutura da substância, conseguiu identificar 77 análogos 

selecionados para atividade antibacteriana, dos quais 44 atividades exibidas 

(CIM ≤ 4 μg / mL) eram contra S. aureus. Substituintes como fluor, cloro, nitrilo, 

grupos metilo, amina ou tiol a depender da posição inserida, conferem a 

molécula uma boa atividade antimicrobiana (ZAYED, HASSAN, 2014; JAFARI 

et al., 2016).  
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7 CONCLUSÕES 

 

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que:  

No estudo in silico a substância C100 apresenta uma boa 

biodisponibilidade teórica após administração oral, baixo risco de toxicidade, 

por não ter demonstrado potencial mutagênico e carcinogênico.  

A substância C100 possui baixa citotoxicidade, uma vez que induziu 

baixa hemólise nas concentrações testadas. Entretanto a C100 não foi capaz 

de proteger os eritrócitos na presença de solução hipotônica (NaCl 0,24 %), 

com exceção do grupo sanguíneo O, sugerindo que esta substância tem 

interação com os antígenos da membrana eritrocitária, e assim interfere no 

funcionamento da mesma.  

De acordo com os testes in vitro, a substância C100 não induziu 

oxidação da hemoglobina, e apresentou bom efeito antioxidante na presença 

de fenilhidrazina, reduzindo a formação da metahemoglobina. E apresentou 

efeito antioxidante frente ao peróxido de hidrogênio, sugerindo uma ação 

sequestradora de radicais livres.  

As substâncias C100, não apresentou atividade antibacteriana, uma vez 

que não inibiu o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram- negativas 

padrão nem as de origem clínica. 

Diante dos resultados obtidos, a substância C100 apresenta baixa 

citotoxicidade, sendo uma molécula farmacologicamente promissora.  
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