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“A imaginagdo € mais importante que a ciéncia,
porque a ciéncia é limitada, ao passo que a
imaginacdo abrange o mundo inteiro.”

Albert Einstein



RESUMO

O Muscimol é um composto izoxazol psicoativo extraido de cogumelos do género
Amanita muscaria tem sido estudado como inibidor GABA por possuir efeitos
comportamentais, ja que sua formula estrutural se assemelha aos neurotransmissores
dos mamiferos GABA e o &cido glutdmico. Por sua alta seletividade e potente
propriedade de inibir atividade neural possui capacidade de atuar como farmaco, ja que
possui maior afinidade com o receptor GABAA que o GABA, podendo agir no
metabolismo da serotonina, assim como 0 GABA. Desde a década de 80 ha estudos que
sugerem que o GABA e o muscimol estdo relacionados com a concentragcdo de
serotonina, onde se houver aumento na concentracdo de GABA ou injecdo de muscimol,
h& aumento da concentracdo de serotonina e diminuicao de seu produto inativo apds sua
oxidacdo, 5-HIAA. Por esta razdo este trabalho objetivou planejar e desenvolver
derivados do muscimol como alternativa para 0 aumento de serotonina através da
atividade antioxidante. Para isso, foi-se utilizado o método de planejamento de farmacos
conhecido como bioisosterismo, o0 qual € caracterizado por ser compostos ou
subunidades de substancias bioativas com caracteristicas estruturais semelhantes, além
de propriedades fisicas e quimicas semelhantes com a capacidade de apresentar
propriedades biologicas analogas, podendo ser agonistas ou antagonistas.
Primeiramente foi feito um estudo dos grupos que sdo responsaveis pela atividade
bioldgica através do farmacoforo do muscimol, onde os grupos que fazem interacdo
com o receptor GABAA sdo o0 grupamentos -NH>, o anel isoxazol, bem como o oxigénio
presente a carbonila. Depois foi-se feito modelagem molecular, a qual foi realizada
usando a mecanica molecular através do método de PM3 para otimizagdo das estruturas,
0 método DFT/B3LYP/6-311G (2d,2p) para verificacdo dos valores de HOMO, LUMO,
GAP, potencial de ionizacdo tedrico, energia de dissociacdo de ligacdo, energia de
transferéncia de hidrogénio e energia de transferéncia de elétrons, onde verificou-se que
0 derivado S1 apresentou valores iguais a -7.61 eV, -1.36 eV, -6.25 eV, 205.87.85
kcal/mol, 80.81 kcal/mol, -15.45 kcal/mol e 6.99 kcal/mol, respectivamente. Ja o
derivado S2 apresentou valores de -6.80 eV, -1.08 eV, 5.72 eV, 198.41 kcal/mol, 77.73
kcal/mol, -18.53 kcal/mol e -0.47 kcal/mol, respectivamente. Ao serem comparados
com o0 GABA, verificou-se que 0s mesmos sao reativos, entre 0s quais o derivado S2 é
mais reativo, apresentando menor valor de GAP, se comparado com o S1, e com 0s
valores de PI, verificou-se que o derivado S1 apresenta menor capacidade doadora de
elétrons que o derivado S2, onde a melhor via é pelo mecanismo de doacdo de
hidrogénio. Depois foi realizado a sintese dos derivados regioisdmeros com um
rendimento para S1 e S2 de 74,08% e 60,42%, respectivamente, além de passarem por
caracterizacdo através do ponto de fuséo, onde o derivado S1 apresentou ponto de fusdo
igual a 114,5°C — 115°C e 0 S2, 182,5°C, mostrando que as moléculas sintetizadas estao
puras, ja que foram comparados com os dados na literatura. Com esses dados é possivel
dizer que os derivados do muscimol possuem boa atividade antioxidante por
transferéncia de hidrogénio.

PALAVRAS-CHAVE: muscimol; receptor GABAA; atividade antioxidante



ABSTRACT

Muscimole is a psychoactive izoxazole compound extracted from mushrooms of the
genus Amanita muscaria has been studied as a GABA inhibitor due to behavioral genes,
since its structural structure is based on mammalian neurotransmitters GABA and
glutamic acid. Due to its high selectivity and its own potential for neural activity, it is
able to act as a drug, since it has a higher affinity for the GABAA receptor than GABA.
Since the 1980s studies suggesting that GABA and muscimol are related to serotonin
concentration, where increased GABA concentration or muscimol injection increases
serotonin concentration and decreases inactive product after serotonin. oxidation, 5-
HIAA. For this reason, this work aimed to plan and develop muscimol derivatives as an
alternative for increase the serotonin using antioxidant activity. For this reason, this
work aimed to plan and develop muscimole derivatives as an alternative for the
treatment of anxiety and depression. For this, was used the drug planning method
known as bioisosterism, which is characterized by being compounds or subunits of
bioactive substances with similar structural characteristics, as well as similar physical
and chemical properties with the ability to present analogous biological properties, can
be agonists or antagonists. Firstly, a study was made of the groups that are responsible
for the biological activity through the muscimole pharmacophores, where the groups
that interact with the GABAA receptor are the -NH groupings, the isoxazole ring, as
well as the oxygen present in the carbonyl. Then molecular modeling was performed,
which was performed using the DFT B3LYP 6-311G (2d, 2p) method to verify the
values of HOMO, LUMO, GAP, ionization potential (IP), bond energy dissociation,
hydrogen atom transfer and single electron transfer, where it was found that the
derivative S1 presented values equal -7.61 eV, -1.36 eV, -6.25 eV, 205.87.85 kcal/mol,
80.81 kcal/mol, -15.45 kcal/mol e -6.99 kcal/mol, respectively. The derivative S2
presented values of -6.80 eV, -1.08 eV, 5.72 eV, 198.41 kcal/mol, 77.73 kcal/mol, -
18.53 kcal/mol e -0.47 kcal/mol, respectively. When compared with GABA, it was
found that they are reactive, among which derivative S2 is more reactive, presenting
lower GAP value compared to S1, and with PI values, it was found that derivative S1
has a lower electron donor capacity than derivative S2, highlighting that the best route is
through the hydrogen donation mechanism. Then, the regioisomers derivatives were
synthesized with a yield for S1 and S2 of 74,08% and 60,42%, respectively, as well as
characterization through the melting point, where the derivative S1 had equal melting
point. at 114,5° C - 115 ° C and S2, 182,5 ° C, showing that the synthesized molecules
are pure, since they were compared with the data in the literature. With these data it is
possible to say that muscimol derivatives have high antioxidant activity.

KEYWORDS: muscimole; GABAA receptor; antioxidant activity
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INTRODUCAO

GABAA é um receptor presente no sistema nervoso central de mamiferos o qual
media a neurotransmissdo (JOHNSTON, 2005), € o principal aminoacido inibitorio no
sistema nervoso central (SNC) é o &cido y- aminobutirico (GABA), podendo abrir 0s
canais K* ou os de CI" para efluxo ou influxo dos mesmos no SNC dos mamiferos
(FORMAN et al, 2009). Ainda segundo o autor, pelo fato dos receptores de GABAA
estarem presentes nos mamiferos, estes influenciam em muitas funcGes neurais,
possibilitando a interacdo com farmacos reguladores de receptores GABA, 0s quais
atuam no tratamento de doencas como ansiedade, auxiliam na melhora da qualidade do
sono, memoria, atengdo e tdnus muscular.

O GABAA pode ser ativado na presenca do GABA (1) ou na presenca de
analogos do GABA, como, por exemplo, o muscimol (2) e um de seus derivados,
Gaboxadol, também conhecido como THIP (3) (MACDONALD, OLSEN, 1994), como
mostra a Figura 1.

o OH OH
N N
HoN A~ | N | N
OH  H,N o HN o}
1 2 3

Figura 1: Estrutura quimica do GABA, muscimol e THIP. Fonte: Autor.

O é&cido gama-aminobutirico (GABA) é um aminoacido produzido pela
descarboxilacdo do 4&cido L-glutdmico que catalisada pela enzima glutamato
descarboxilase. E um neurotransmissor inibitorio no sistema simpatico sistema nervoso
e € amplamente distribuido na natureza, fornecendo muitos efeitos benéficos para salde,
como diminuicdo da pressdo arterial, controle do estresse, efeito diurético, efeito
tranquilizante, tendo um efeito sobre a ansiedade e depressdo (TIANSAWANG et al,
2016).

Além do GABA, outra substancia que pode se ligar com o receptor GABAA é
conhecido como muscimol, o qual é uma substancia extraida do cogumelo Amanita
muscaria, representada na figura 1 (HEISS et al, 2018). Ainda segundo o autor, esta
substancia é similar estruturalmente ao GABA, possibilitando o muscimol de se ligar ao

receptor, possuindo maior interacdo com o receptor, se comparado ao GABA.
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A serotonina, também conhecida como 5-HT, é um neurotransmissor excitatorio
derivado do triptofano, sendo sintetizada no cérebro dos mamiferos e em outros tecidos
como no figado. Ela é encontrada em frutos como abacate, banana, berinjela, maracuja,
tomate, abacaxi, e em animais como o veneno de vespas e escorpides (WINTER, 2007).
Ainda segundo o autor, quando seus niveis estdo baixos ha alteracdes no
comportamento. A serotonina passa por um processo de desaminagdo oxidativa por
peroxido de hidrogénio que € produzido pela enzima monoamina oxidase, MAO
(RIDD, CHEN, SHIH, 1999).

Alguns antidepressivos se utilizam da inibicdo da MAO para tratar a ansiedade e
depressdo, outros trabalham com a recaptacdo da serotonina antes de serem oxidadas
pela MAO, no entanto, mesmo eficazes, possuem altos efeitos colaterais (PESARICO,
2014). Uma das alternativas é a utilizacdo de farmacos que atuem no sistema
GABAérgico, ja que o GABA atua no relaxamento, podendo melhorar os sintomas de
depressdo, aléem de aumentar os niveis de serotonina através de um processo de
atividade antioxidante, podendo aumentar sua quantidade no corpo. A atividade
antioxidante é importante por sequestrar os radicais livres, MAO, que atuam na
degradacdo da serotonina, onde esta via pode ser menos danosa para o individuo ja que
€ um processo natural do corpo e ha melhoria da qualidade de vida, prevenindo ou
adiando doengas (GOLDBERG, BELL JR, POLLARD, 2014; OLIVEIRA, 2015).

Ha evidencias de que o GABA e o muscimol tenham influéncia sobre a
modulagdo de via da serotonina, onde se houver aumento da concentragdo de GABA ou
injecdo de muscimol ocorre 0 aumento na concentragdo de serotonina nas regides
cerebrais e a diminuicdo de seu produto apdés a oxidacdo (BERSIN et al, 1970;
FORCHETTI, MEEK, 1981).

Por esta razéo, este trabalho propGe outra rota para a recaptagdo de serotonina
através do planejamento de derivados do muscimol que se liguem ao receptor GABAA
com capacidade antioxidante capaz de sequestrar os radicais livres que atuam na
oxidacdo da serotonina, sendo mais potentes que o GABA. Para aumentar a
disponibilidade das substancias no corpo, desenvolveu-se os derivados na ideia de um
pro-farmaco, dessa forma sendo metabolizada no corpo, aumentando sua distribuicéo,
onde o derivado 1, chamado de S1, é adicionado um grupo carbonil e o grupo -
CH2>CH20H, para aumentar sua interacdo intermolecular do tipo ligacdo de hidrogénio,

dessa forma aumentando sua lipossolubilidade, permitindo-o ser biotransformado no
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organismo, possibilitando que a parte da estrutura responséavel pela interacdo com o
GABAA chegue a ser ligado no receptor. Para o derivado 2, chamado de S2, o anel
proposto € equivalente ao do derivado S1, adicionando o grupo carbonil, grupo -
CH>CH20H, além de haver a troca de um oxigénio do anel por um nitrogénio, ja que
estes dois elementos possuem semelhancas eletrdnicas por conta do par de elétrons

desemparelhados presentes nestes (Figura 2).

OH OH
OH
HsC HsC
[N =0 | 0
H,N /
2 o) N-g N-N
S1 H g2

J

Figura 2: Estrutura quimica do Muscimol e seus derivados regioisémeros. Fonte: Autor
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REVISAO DA BIBLIOGRAFIA
1. SISTEMA GABAERGICO

O GABA, com o nome oficial segundo a IUPAC de acido 4-hidroxi-
aminobutandico (também é conhecido por &cido y-aminobutirico) de formula molecular
igual a C4HgNO>, é conhecido por possuir um grupo amina na extremidade da cadeia,
atua como principal neurotransmissor inibitorio no sistema nervoso central dos
mamiferos. O GABA ¢ sintetizado e mediada pela descarboxilacdo do &cido glutamico,
GAD, (Figura 3) nas terminacdes nervosas GABAérgicas, dessa forma a quantidade de
GABA presente no tecido cerebral correlaciona-se com a quantidade de GAD funcional.
GAD necessita de fosfato de piridoxal (vitamina B6) como co-fator (FORMAN et al,
2009; GAJCY, LOCHYNSKI, LIBROWSKI, 2010).

O GABA é acondicionado em vesiculas pré-sinapticas por um transportador
(VGAT), quando necessério, ocorre a liberacdo de GABA na fenda sinéptica por fuséo
das vesiculas contendo GABA com a membrana pré-sinaptica. O término da acdo do
GABA na fenda sinaptica depende de sua remocdo do espaco extracelular, onde o acido
é captado pelos neurdnios e pela glia através e transportadores de GABA, chamados de
GAT, especificos. No interior das células a enzima GABA — transaminase (GABA-T)
catalisa a conversdao de GABA em semi-aldeido succinio (SSA), que é oxidado a acido
succinio pela SSA desidrogenase, entrando em seguida no ciclo de Krebs, onde €
transformado em a-cetoglutarato (FORMAN et al, 2009). O GABAA regula a
excitabilidade neural sobre a ligagdo de especificas membranas de proteinas, abrindo o
canal ibnico, entrando ion cloro hiperpolarizando a célula, como consequéncia,
transmite 0s impulsos nervosos para outras células (GAJCY, LOCHYNSKI,
LIBROWSKI, 2010).
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Figura 3: Formacgdo do GABA no ciclo de Krebs. Fonte: Autor

Os efeitos neurofisiolégicos do GABA sdo feitos atraves de sua ligacdo com 0s
receptores do mesmo, os quais sdo divididos em receptores ionotropicos e
metabotropicos. Os receptores metabotrépicos (GABARB) sdo receptores heterodiméricos
acoplados a proteina G que afeta as correntes ibnicas neuronais atraves de segundos
mensageiros, ja os receptores ionotropicos (GABAa e GABACc) consistem em proteinas
de membrana de multiplos subunidades que se ligam ao GABA e abrem o canal i6nico
de cloreto (GAJCY, LOCHYNSKI, LIBROWSKI, 2010).

Receptores ionotropicos sdo canais para ions ativados por ligantes, onde as
transmembranas dos canais idnicos se abrem, permitindo a passagem de ions através da
membrana em resposta a acoplacdo de um mensageiro quimico (ligante) com um
neurotransmissor (OLIVEIRA, 2015). Ainda segundo a autora, 0s receptores
metabotrépicos que ndo sdo canais i6nicos, a ligacdo do neurotransmissor ativa uma via
de sinalizagéo, que pode, indiretamente, abrir ou fechar os canais.

Uma classe de receptor ionotropico é o GABAA (Figura 4), em especial, é 0

receptor mais abundante do SNC, membros da supefamilia de canais idnicos regulados
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na neurotransmissores rapidos, incluindo receptores nicoinicos periféricos e neuronais
de acetilcolina (nAchR), os receptores de serotonina tipo 3A/B (5-HT 3aB) € 0S
receptores de glicina (FORMAN et al, 2009).

Figura 4: Estrutura do receptor GABAa. Fonte: JACOB, MOSS, JURD, 2008.

O GABAsg (Figura 5) é um receptor metabotropico que, ao ser ativado,
desencadeia reagOes intercelulares que ativam o0s canais i0nicos, sendo ligado a uma
proteina G (JACOB, MOSS, JURD, 2008). Os receptores GABAg sdo heterodimeros
compostos por duas subunidades GABAg: e GABAg2, antigamente chamado de
GABAg1a € GABABgw, mostrando uma sequencia homologa com o0s receptores
metabotrdpicos do glutamato (GAJCY, LOCHNSKI, LIBROWSKI, 2010).

Figura 5: Estrutura do receptor GABAg. Fonte: JACOB, MOSS, JURD, 2008.
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O GABAC (Figura 6) é um receptor ionotropico, ou seja, canal iénico controlado
por ligantes, que é formado por 3 subunidades, formando um eixo sinaptico (JACOB,
MQOSS, JURD, 2008).

Extracelular Sitios de modulacio

Intracelular GABAc
Figura 6: Estrutura do receptor GABAc. Fonte: JACOB, MOSS, JURD, 2008.

O GABAA pode ser ativado pelo GABA ou por agonistas, como o0 muscimol, o
qual ativa os receptores GABAA através de sua ligacdo direta ao sitio de ligacdo do
GABA, ja que possui em sua estrutura os grupos amina e hidroxila em um arranjo
espacial quase idéntico ao do GABA, permitindo o reconhecimento do muscimol no
local de ligacdo GABAA (PUSCHER, 2018).

2. SISTEMA SEROTONINERGICO

A serotonina, também conhecida como 5-HT, possui nome oficial pela IJUPAC
de 5-hidroxitriptamina, com férmula molecular igual a C10H12N20, é um dos principais
neurotransmissores do ndcleo quiasmatico hipotalamo-periférico, sendo classificado
como uma indolamina resultado da hidroxilagdo e carbonilagdo do aminoacido
triptofano, o qual desempenha fungdes importantes no sistema nervoso, tais como:
liberacdo de alguns hormonios, regulacdo do sono, apetite, humor, atividade motora e
funcdes cognitivas (FEIJO, BRTOLUCI, REIS, 2011). Ainda segundo os autores, este
neurotransmissor € produzido nos nucleos da rafe e é levada para todo o cérebro, o qual
conduz a transmissdo de uma célula nervosa para outro, sendo excretada por neurénios
serotoninergicos e age em receptores de neurdnios pos-sindpticos.

A serotonina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano, o qual contribui

para o crescimento normal e sintese proteica, além de regular importantes mecanismos
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fisiologicos, sendo o percussor da serotonina, vitamina B3, aléem de estimular o
funcionamento do sistema GABAérgico (ROSSI, TIRAPEGUI, 2004).

A serotonina possui 15 subtipos de receptores distribuidos em 7 classes, onde o
5-HT3 é um canal i6nico controlado por ligantes e os outros sdo receptores acoplados a
proteina G (RANG; DALE, 2007). O 5-HT1 é um receptor de serotonina possuindo
maior afinidade para serotonina especifica para antagonistas, 5-HT1a é um receptor pre-
sinaptico, o qual estd presente no cortex e hipocampo e que possui efeito ansiolitico. O
5-HT1g € um receptor pré-sinaptico que atua na liberagdo e sintese de 5-HT, 0 5-HTc é
um receptor pds-sindptico onde ha acdo de alguns antipsicoticos atipicos, tendo efeito
na ansiogénese. O 5-HT1p é um receptor pré-sinptico, atuando na liberagéo e sintese de
5-HT, 5-HTie € um receptor pos-sindptico de transicdo entre o 5-HT; e 5-HT>
(GONGALVES, 2017).

O 5-HT2 é um receptor pds-sinaptico presente no cértex , plaquetas, musculo
liso, com baixa afinidade para agonistas 5-HT inespecificos e alta afinidade para
antagonistas antipsicoéticos, o 5-HTs é um receptor pos-sinépticos presente no musculo
liso, o qual atua através do mecanismo de canal i6nico, intervindo no mecanismo de
nausea e sensopercepcdo e 0 5-HT4 é um receptor pds-sindptico presente no musculo
liso ndo vascular, atuando através do mecanismo da proteina G (GONCALVES, 2017;
RANG; DALE, 2007).

O 5-HTse esta presente apenas no SNC, no hipocampo, cortex e sistema libico, o
qual é um possivel alvo pra farmacos que tratam sintomas de esquizofrenia e podem
melhorar a cognicdo (RANG; DALE, 2007). Ainda segundo os autores, o 5-HT,
encontrado no hipocampo, cortex, tdlamo, hipotalamo, vasos sanguineos e regulacdo
enddcrina, tem uma possivel relacdo com as alteracdes de humor, sono e funcgédo
cognitiva.

O triptofano é captado pelos neurdnios por um transportador na membrana
plasmatica e hidroxilado em uma reacdo catalisada pela enzima triptofano 5 —
hidroxilase (TPH), depois, é carregada para as vesiculas sinapticas pelo TVMA e
transportado pelo transportador especifico de serotonina, como mostra a Figura 7
(TSER) (PURVES et al, 2005; BRUNTON, L.; CHABNER, B.; KNOLLMAN, 2010).
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Figura 7: Formacéo da serotonina. Fonte: Autor

A principal via de metabolismo da serotonina é a desaminacdo oxidativa,
catalisada pela monoamina oxidase, MAO, formando o acido 5 — hidroxiindolacético,
sendo excretado pela urina, como mostra a Figura 8 (BRUNTON, L.; CHABNER, B.;
KNOLLMAN, 2010).
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Figura 8: Oxidacéo da serotonina. Fonte: Autor

Sua oxidacdo ocorre através da enzima mitocondrial presente em quase todos 0s
tecidos, a monoamina oxidase (MAO), a qual possui dois tipos: MAO do tipo A e MAO
do tipo B. MAO-A pode possuir maior afinidade pelos substratos 5-HT e MAO-B
possui preferéncia para a feniletilamina (PESARICO, 2014), onde pode-se afirmar
através de estudos que a enzima MAO-A apresenta envolvimento em condigdes
psiquiatricas e depressdo, enquanto que a MAO-B apresenta envolvimento em doencas
neurodegenerativas (HERRAIZ, GUILLEN, 2018). A MAO age liberando radicais
livres, principalmente o peréxido de hidrogénio (H.02), o qual age oxidando a
serotonina. Quando ha menor atividade da MAO ha maior concentracdo de serotonina
no SNC (MORENO, MORENO, SOARES, 1999).

3. RELACAO ENTRE OS SISTEMAS SEROTONINERGICOS E
GABAERGICOS.

Desde a década de 80, estudos sugerem a hipotese de que o GABA pode atuar

como transmissor inibitério no ndcleo da rafe do mesencefalo, onde quando ha

deficiéncia de GABA podem contribuir na depressdo é uma hipdtese proposta a um
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tempo, onde tem-se feito uma relagdo com ele e a liberagdo das monoaminas nos
modelos animais; a espectroscopia de ressonancia magnética produz imagens cerebrais,
principalmente do osso occipital frontal (osso da nuca) e cortex cingulado anterior
(CCA=parte frontal cingulado) d&o suporte para esta relagcdo, onde com o aumento da
concentracdo de GABA podem diminuir a depressdo; em pesquisas com modelos
animais notou-se que com a utilizacdo de inibidores da MAO, como fenelzina, ha
aumento da concentracdo de GABA (GOLDBERG, BELL JR, POLLARD, 2014).

Estudos mostram a acdo da MAO, a qual se liga, geralmente a substratos
lipofilicos (como grupos aromaéticos, por exemplo), aminas alifaticas de cadeia linear;
além de haver catalisacdo da desaminacdo do GABA pelo GABA-T, a MAO pode
catalisar a desaminacdo do mesmo, ja que € uma molécula lipofilica, além de catalisar a
desaminacdo de monoaminas, onde ha fortes indicios desse fato, ja que pode explicar o
porqué dos medicamentos IMAO podem ser mais eficazes no tratamento de ansiedade e
depressdo, em comparagdo aos outros tratamentos, como 0s antidepressivos triciclicos
(GOLDBERG, BELL JR, POLLARD, 2014).

No estudo feito por Forchetti e Meek, mostra que as evidéncias farmacoldgicas
que apoiam essa hipétese dizem que ao colocar-se antagonistas do GABA, aumenta-se a
renovacdo de serotonina e/ou mantem-se o nivel de 5-HIAA constante no hipocampo
dos ratos, e se colocar-se agonistas do GABA, a concentracdo do 5-HIAA diminui
(FORCHETTI, MEEK, 1981).

Ainda neste estudo de Forchetti e Meek (1981), ao adicionar-se
benzoadizepinicos (principal classe de medicamentos que tratam a ansiedade), notou-se
que houve uma acdo inibitéria do GABA aumentando as concentracbes de 5-HT, sendo
explicada pelo fato dos benzoadizepinicos aumentam a poténcia do GABA na sua
ligagdo com o seu receptor, aumentando a quantidade de serotonina. Ainda neste estudo,
ao adicionar-se 0 muscimol no nacleo da rafe, percebeu-se que houve diminui¢do na
concentracdo nos niveis de 5-HIAA.

Esta relacdo do GABA com a serotonina pode ser explicada pelo fato de que ha
altos niveis de glutamato descarboxilase no nacleo da rafe, assegurando a evidéncia de
que o GABA atua no controle dos neurénios da serotonina (FORCHETTI, MEEK,
1981).

Ainda segundo os autores descritos acima, uma das formas da MAO desaminar 0

GABA é o fato de que, em modelos in vivo, 0 ponto isoelétrico (Pl) do GABA ¢
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proximo do pH do liquido espinhal cerebral humana (LCR), onde, se ocorrer, as
especies lipofilicas ndo carregadas podem ser um substrato adequado para a acdo da
MAO. Ha evidencias de que o0 GABA modula atividades de varios neurotransmissores,
dentre eles a serotonina, quanto maior for a afinidade do GABA com o0 seu receptor
GABAA, melhor a atividade da serotonina no cérebro (MACHADO-VILIO et al,
2005).

4. ANALOGOS DO GABA
Por conta do efeito sobre ansiedade e depressdo, estudos foram feitos para
sintese de analogos de GABA encontrados na literatura: baclofeno, pregabalina,
gabapentina, vigabatrin, fenibut e gama-hidroxibutirato (GHB) (RODRIGUEZ-
LOZADA et al, 2018).

41 Baclofeno

O baclofeno (Figura 9, estrutura 4), acido 4-amino-3-(4-clorofenil)butanoico
(D’OCA, et al, 2015), ¢ um analogo p-clorofenol do GABA, agonista com atividade
especifica no GABAAa, tendo uma meia vida de 2 a 6 horas, possuindo um efeito
inibitério no cérebro e na medula espinhal, resultando em relaxamento muscular. E
utilizado em pacientes com convuls@es, paralisia cerebral e esclerose maltipla (HEARD,

etal, 2011).
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Figura 9: Estrutura quimica do baclofeno. Fonte: Autor.

O grupo clorofenil da lipossolubilidade contribuindo na atuacdo de inibicdo das
vias aferentes polissinépticas dos receptores GABAg acoplados aos canais de calcio e
potassio a nivel pré-sinaptico, hiperpolarizando a membrana bloqueando o influxo de
calcio, reduzindo a liberacdo de neurotransmissdo nas vias espinhais excitatorias, e pos

sinaptico, se ligando as terminagOes aferentes aumentando a passagem de potassio,
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hiperpolarizando as membranas, promovendo a inibicdo sinaptica (VEIROS,
MARTINS, MARTINS, 2006).

42 Pregabalina

A pregabalina (Figura 10, estrutura 5) é um analogo lipofilico de GABA,
utilizado no tratamento de epilepsia, convulsdes, neuropatica por ser anticonvulsivo,
ndo sendo ainda conhecido seu mecanismo de a¢do, assim como o baclofeno (D’OCA,
et al, 2015). E formado por uma molécula de GABA com o isobuteno, (FLYNN, BABI,
2017). Ela é conhecida por seu nome acido (S)-3-(aminometil)-5-metilhexandico, foi
desenvolvido em 2004 e aprovado para tratamento de fibriologia pela Food and Drug

administration em 2007 (JARVIS, 2017).
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Figura 10: Estrutura quimica do pregabalina. Fonte: Autor.

4.3 Gabapentina

Gabapentina (Figura 11, estrutura 6) € um composto analogo estrutural ao
GABA utilizado no tratamento de convulsdes parciais e epilepsia (JOHANNESSEN,
2004). Seu mecanismo de acdo é desconhecido, mas ha a possibilidade de estar
relacionado a eventos de modulagdo através da insercdo com a proteina transportadora
de aminodcidos do sistema L, além de aumentar as concentracdes de GABA por entrar
na barreira hematoencefélica, ao contrario do GABA (RAMSON, RICHERSON, 2009;
JOHANNESSEN, 2004).

Conhecido como 2-[1-(aminometil)ciclopentil] acido acético, se liga as
subunidades de canais de calcio e, dependendo da voltagem regula algumas fases de

neurotransmissdes excitatorias (JARVIS, DAVIS, 2017).
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Figura 11: Estrutura quimica do gabapentina. Fonte: Autor.
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44 Vigabatrina

A vigabatrina (Figura 12, estrutura 7) € uma droga antiepilética que trabalha
indiretamente nos transportadores de GABA, (JOHANNESSEN, 2004). E um inibidor
irreversivel da maior degradacdo enzimatica para GABA, GABA transaminase,
aumentando a concentracdo de GABA no cérebro, aumentando a atividade inibitoria

mediada por GABA, favorecendo seus efeitos antiepiléticos no paciente (FLYNN,

BABI, 2017).

NH,
.

Figura 12: Estrutura quimica do vigabatrina. Fonte: Autor.

45 Fenibut

Fenibut, acido B-fenil-y-aminobutirico, acido 4-amino-3-fenilbutarico-cloridrato
ou B-fenil-GABA (Figura 13, estrutura 8) é um agonista do GABA desenvolvido na
Unido Soviética em 1960 e é utilizado como um ansiolitico, reduzindo os niveis de
estresse e ansiedade (LAPIM, 2001; SAMOKHVALOV et al, 2013). O grupo fenil
permite-o0 passar através da barreira hematoencefalica de maneira mais eficaz em
comparagdo ao GABA, atuando no GABAA e em algumas subunidades deste receptor
(SAMOKHVALOV et al, 2013). Ainda segundo os autores, esse analogo € utilizado
para aliviar tens@es, ansiedade e medo, melhora o sono, fadiga, alcoolismo, batimentos
cardiacos irregulares, depressdo e transtorno de estresse pés-traumatico, além de

melhorar a memoria e o aprendizado.
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Figura 13: Estrutura quimica do fenibut. Fonte: Autor.

46  Gama-hidroxibutirato

Gama-hidroxibutirato, também conhecido como GHB, &cido 4-hidroxibutandico,
acido y-hidroxibutirico (Figura 14, estrutura 9) (GARCIA, PEDRAZA, NAVARRO,
2006), € um neuropeptidio inibitério do sistema nervoso central (SNC) utilizado no
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tratamento de fibrimiologia, insénia, melhora o sono e dor muscular (ALOE,
AZEVEDO, HASAN, 2005).
O

HO)]\/\/OH

9

Figura 14: Estrutura quimica do gama-hidroxibutirato. Fonte: Autor.

O GHB aumenta a transmissdo GABAérgica inibindo a transmissédo
dopaminérgica. Em pessoas normais causa aumento de sono devido a sua afinidade com
os receptores GABAA e GABAg (ALOE, AZEVEDO, HASAN, 2005).

5. MUSCIMOL
O Muscimol, do latim Morseimolyres psycodemadyos, € um composto izoxazol
psicoativo extraido de cogumelos do género Amanita muscaria (Figura 15) tem sido
estudado como inibidor GABA por possuir efeitos comportamentais, ja que sua formula
estrutural se assemelha aos neurotransmissores dos mamiferos GABA e o0 &cido
glutdmico (GUIDO, ANDREICOPULO, OLIVA, 2010).
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Figura 15: Amanita muscaria. Fonte: https://www.wisegeek.com/what-is-muscimol.htm

Este composto pode ser resultado (estrutura 10), de forma natural, pela
descarboxilacdo ou secagem do acido iboténico (estrutura 11), outro composto presente
no fungo (MICHELOT, MELENDEZ-HO WELL, 2003), como mostra a Figura 16.
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Figura 16: Descarboxilagéo do &cido iboténico. Fonte: Autor
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O muscimol compete com 0 GABA na ligagdo com o receptor GABAA, nédo
sendo degradado pelas transaminases do mesmo (HEISS et al, 2018). Segundo o autor,
por sua alta seletividade e potente propriedade de inibir atividade neural possui
capacidade de atuar como farmaco, ja que possui maior afinidade com o receptor
GABAA que 0 GABA.

Na literatura sdo conhecidos os derivados do muscimol: Gaboxadol (THIP),

isomuscimol, dihidromuscimol, homomuscimol e tiomuscimol.

5.1 THIP

THIP ou Gaboxadol (Figura 17, estrutura 12), como nome oficial pela IUPAC 4,
5, 6, 7 — tetra-hidroisoxazol (5,4 — c) — pentadi — 3- ol, é um derivado do muscimol
sintetizado pela primeira vez pelo quimico dinamarqués Povl Krogsgaard-Larsen em
1977, o qual possui alta afinidade com o GABAa que o muscimol (WAFFORD,
EBERT, 2006). Ainda segundo os autores, este composto foi inicialmente desenvolvido
para o tratamento de epilepsia, doenca de Huntington, esquizofrenia, dor aguda e
ansiedade, onde em estudos clinicos realizados nos anos 80 com doses orais de 60 mg e
duas vezes ao dia houveram efeitos colaterais como tonturas, vomitos, sonoléncia, no
entanto houve melhora significativa nessas doencas, ja que o seu efeito como agonista

no GABAA no sistema nervoso central foi eficaz, agindo com grande poténcia.
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Figura 17: Estrutura quimica do THIP. Fonte: Autor

Além do THIP também ha derivados descritos na literatura: isomuscimol,
dihidromuscimol, homomuscimol e tiomuscimol (KROGSGAARD-LORSEN et al,
1979).

5.2 Isomuscimol
O isomuscimol, 3-aminometil-5-isoxazolol-monohidratado, sintetizado como
parte de uma investigacdo de estrutura-atividade de compostos estruturalmente
semelhantes a0 GABA e ao muscimol (HONORE, BREHM, 1978). Ainda segundo o
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autor, este composto ndo inibiu o metabolismo das enzimas GAD e GABA-T e o

sistema de absorcdo dos receptores de GABA, como mostra a Figura 18 (estrutura 13).
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Figura 18: Estrutura quimica do isomuscimol. Fonte: Autor

5.3 Dihidromuscimol
O dihidromuscimol (Figura 19, estrutura 14), (R,S)-4,5-dihidromuscimol,
também conhecido como DSH, como mostra a imagem abaixo, é mais potente que o
GABA e equipotente ao muscimol como agonista do receptor GABAA
(KROGSGAARD-LORSEN et al, 1979).
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Figura 19: Estrutura quimica do dihidromuscimol. Fonte: Autor

5.4 Homomuscimol
O homomuscimol, 3-hidroxi-5(2-aminoetil) isoxazol (Figura 20, estrutura 15)
abaixo, é uma estrutura andloga ao muscimol e ao acido valérico com atividade

psicolégica similar a0 GABA (BHREM, KROGSGAARD-LARSEN, HIEDS, 1974).
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Figura 20: Estrutura quimica do homomuscimol. Fonte: Autor

5.5 Tiomuscimol
O tiomuscimol, 5-aminometil-3-isotiazolol, ¢ um analogo do muscimol mais
potente que 0 GABA e equipotente a0 muscimol como agonista no receptor de GABAA
(NIELSEN, et al, 1995). Ainda segundo os autores, € um analogo potente e que
apresenta caracteristicas fisico-quimicas diferentes do muscimol devido, em grande
parte, a substituicdo do oxigénio do anel isoxazol, pelo enxofre, como mostra a (Figura
21, estrutura 16).
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Figura 21: Estrutura quimica do tiomuscimol. Fonte: Autor

Por conta do muscimol e seus derivados possuem interacdo maior que o GABA,
este trabalho tem o objetivo de sintetizar um analogo do muscimol para aumentar a

interacdo com 0 GABAA.

6. RELACAO ENTRE O SISTEMA SEROTONINERGICO E MUSCIMOL

Da mesma forma em que h& uma relacéo entre 0 GABA e serotonina, também ha
descricdo de uma relacdo entre a serotonina e o muscimol, ja que o muscimol possui
semelhanca estrutural com 0 GABA, além de se ligar ao receptor GABAA (HEISS et al,
2018).

Em estudos in vivo realizados por Bersin et al (1970), ao se injetar muscimol,
houve aumento da concentracdo de serotonina e diminui¢do dos niveis de 5-HIAA nas
regides cerebrais, 0 que indica que o muscimol esta relacionado com o metabolismo da
serotonina. Desta forma, derivados do muscimol podem ter efeito modulatorio na via

serotoninérgica através da ligacdo dele com o receptor GABAA.

7. PLANEJAMENTO DE FARMACOS
7.1. Estratégias e Aplicacdes

O planejamento e desenvolvimento de novos farmacos € uma &rea da quimica
medicinal, compreendendo trabalhos de inovacdo, descoberta de novos farmacos,
sintese e modificacdo molecular, extracdo, isolamento e identificacdo de moléculas
bioativas, relacionado sua estrutura quimica com a atividade biologica (CERA,
PANCOTE, 2003). Com o avango da compreensdao quimica, bioldgica e vias
bioquimicas, alvos moleculares e mecanismos de reacdo levam ao desenvolvimento de
farmacos para o tratamento de doencas, através do desenvolvimento e inovacgdo
tecnoldgica (GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2010).

Para o planejamento e desenvolvimento de farmacos, é necessaria uma pesquisa
basica, onde ha a identificagio e otimizacdo de moléculas com potencial biologico, além
do desenvolvimento dos mesmos. Estas moléculas bioativas, também chamadas de

ligantes, sdo identificadas através de triagens reais, como vias bioldgicas e bioquimicas,
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ou podem ser virtuais, como nos pacotes computacionais. Estes ligantes podem ser
encontrados em produtos naturais, sintéticos, combinacdes ou planejamento racional,
onde deve ser feito a otimizacdo destas com o objetivo de obter-se a conformacéo
molecular mais estavel, ou seja, de baixa energia. Para aumentar a capacidade de
atuacdo, minimizando a toxicidade e efeitos adversos, sdo feitas modificacdes
moleculares, como simplificacdo molecular, modificacdo nas fun¢des quimicas e/ou
modificacdo nos sistemas anelares homogéneos e heterogéneos (CERA, PANCOTE,
2003).

7.2. Bioisosterismo de aneis

Sd0 compostos bioisosteros ou subunidades de substéncias bioativas com
caracteristicas estruturais semelhantes, além de propriedades fisicas e quimicas
semelhantes com a capacidade de apresentar propriedades bioldgicas analogas, podendo
ser agonistas ou antagonistas (VITAL, 2013). E uma técnica que se baseia nos
grupamentos isostéros, os quais sdo classificados como grupamentos que exibem
semelhangas nas suas propriedades quimica e/ou fisicas, como as interacdes
intermoleculares, por exemplo, dessa forma ha a interacdo com o receptor bioldgico,
podendo ser descrito como a aplicacdo do conceito de isosterismo em moléculas com
estruturas que apresentavam propriedades biolégicos semelhantes (SOUZA, 2012).
Ainda segundo o autor, o bioisosterismo pode ser classificado como um método de
modificacdo molecular utilizado no planejamento de novas moléculas bioativas.

O bioisosterismo pode ser classificado como bioisosterismo classico e ndo
classico. O bioisosterismo classico seguem a regra de Grimm, onde ha a adicdo de um
atomo de hidrogénio com um par de elétrons (chamado de hidreto) a outro atomo
confere a esta estrutura as propriedades fisicas daqueles &tomos presentes na coluna
imediatamente posterior da tabela periddica (VITAL, 2013; SOUZA, 2012). Ainda
segundo os autores, 0 bioisosterismo nédo classico sdo os que ndo atendem as regras dos
bioisosteros classicos, porém com efeitos terapéuticos semelhantes. Dessa forma, o
regioisomerismo, por exemplo é uma técnica nao classica, onde se houver analise deste
com a molécula que lhe deu origem, pode-se notar um composto com configuracao
eletronica apresenta pequenas ou grandes variacdes no arranjo estereoquimico que
ocorrem, geralmente, através do aumento da distancia entre os grupos funcionais, com

mudangas nas propriedades de solubilidade, por exemplo, no entanto mantém



34

similaridade com relacdo a reatividade quimica ao composto proposto, 0s quais podem
ou nao apresentar 0 mesmo ndmero de atomos e as mesmas caracteristicas
estereoquimicas e eletronicas dos isdsteros classicos, porém produzem atividades
bioldgicas similares (FILHO, 2014).

8. MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular é caracterizada por apresentar uma serie de técnicas
utilizadas como ferramenta para o planejamento de compostos de bioativos, onde sdo
feitos a partir de uma hipo6tese com relagdo ao mecanismo de acdo desses compostos.
Este tipo de modelo computacional permite a compreensdo da interacdo da substancia
com seu receptor, a nivel molecular (LEWARS, 2011; SANT’ANNA, 2009). Existem
varios tipos de célculos computacionais, onde possuem diferentes métodos, niveis de
teoria e formas de serem implementados, os quais podem ser classificados em semi -
empirico, Ab initio e DFT, também chamada de teoria do funcional da densidade
(O’BOYLE, TENOLENHOLT, LANGNER, 2008).

O método ab initio inclui aproximac@es e possui um conjunto de base minima,
contendo um ndmero de fungBes necessérias para acomodar todos os elétrons de um
atomo. A desvantagem de se ter um conjunto de base minima é de ndo poder expandir
ou contrair 0s orbitais para se ajustarem ao ambiente molecular (SANT’ANNA, 2009).
Em contrapartida, a vantagem é que possui maior flexibilidade na descri¢do dos elétrons
¢ feita por conjuntos de base de valéncia dividida, onde os elétrons de valéncia
representados por fungdes sdo divididos em dois componentes: um compacto e mais
interno e um difuso mais externo. Calculos com funcbes de nimero quantico, funcdes
do tipo p para atomos de hidrogénio e tipo d para outros elementos sdo possiveis,
permitindo pequenos deslocamentos do centro de carga eletronica em relacéo a posicoes
nucleares (SANT’ANNA, 2009). Ainda segundo o autor, os conjuntos de base contendo
funcGes difusas representam sistemas aniénicos e excitados, 0s quais sdo obtidos a partir
da adicdo de orbitais s e p muito difusos, melhorando a descri¢do de pares de elétrons
com maior energia.

A mecéanica molecular utiliza a ideia de que os atomos estdo conectados, onde a
energia esta em funcdo da distancia da ligacdo. O método semi-empirico caracteriza-se
por economizar o tempo de calculo, utilizando-se de aproximagdes de um grande

numero de integrais da equacdo de Schrédinger (SANT’ANNA, 2009). Este método
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resolve a equacgdo de onda Schrodinger e adiciona-se hipdteses (THIEL, 2007). Dentre
0s métodos mais utilizados estio o AM1 e PM3 (SANT’ANNA, 2009). O AML inclui
funcbes gaussianas esféricos nas integrais de repulsdo, j& o método PM3 realiza
caracterizacdo eletronica e estrutural, apresenta resultados mais préximos aos obtidos
experimentalmente por célculos ab initio, com relacdo & estrutura das ligagbes de
hidrogénio, além de predizer a barreira de rotagio de anéis, por exemplo (GALVAO et
al, 1993). O PM3 utiliza bases sp sem os orbitais d em sua implementacdo original,
dessa forma ndo podem ser aplicados a maioria dos metais de transi¢éo (THIEL, 2007).

O método teoria do funcional da densidade é uma ferramenta mais utilizada na
quimica para soluc@es de problemas nos ultimos 20 anos (BURKE, 2012), onde possui
grandes vantagens com relacdo aos outros métodos, pois esta relacionado ao ganho em
velocidade computacional e espaco de memoéria (MORGAN, CUSTODIO, 1995). Por
conta dos erros relacionados a natureza aproximada de energia de troca e correlacao,
muitos esquemas tém sido desenvolvidos para obterem-se formas aproximadas do
funcional para esta energia. Ainda ha estudos em busca de funcionais mais precisos,
como por exemplo, o funcional LDA (local density approximation), GGA (generalized
gradiente approximation), B3LYP, PBE1, PBE, dentre outros (PEDROZA, 2016;
ATKINS, FRIEDMAN, 2005).

Entre os funcionais citados o mais utilizado na literatura é o funcional hibrido
B3LYP, o qual possui os funcionais GGA de troca e correlacdo e do método HF
(Hartree — Fock), o qual é caracterizado por ser um método aproximativo para
determinar a funcdo de onda e a energia de um problema de corpos em estado
estacionario (ORTOLAN, 2014). Desenvolvido por Beck, a sigla B e LYP por Lee,
Yang e Parr, possui qualidade nos resultados em moléculas organicas, principalmente
(SANT’ANNA, 2009), além de possuir trés parametros empiricos que otimizam sua
performance, indicado pelo nimero 3 (PEREIRA, 2008).

No método DFT séo utilizados um conjunto de bases para representar a funcéo
onda, transformando as equacdes diferenciais parciais do modelo em equacdes
algébricas adequadas para o célculo eficiente feito pelo computador (TELLO, 2016).
Também se utiliza as fungGes Gaussianas, contraidas para melhorara descricdo dos
orbitais atdmicos externos (AZZOLINE, 2016). Ainda segundo o autor, a precisdo dos
calculos da estrutura eletronica estd intimamente relacionada ao conjunto de fungdes de

base para descrever os orbitais moleculares, onde quanto mais completo o conjunto d
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funcbes base, melhor os resultados obtidos. Essa contracdo tende a elevar a energia
orbital, j& que reduz o numero de coeficiente de expansdo a serem otimizados, menor
tempo gasto computacional (AZZOLINE, 2016).

Com relagdo ao conjunto de bases empregadas nos célculos eletronicos da
estrutura eletronica, existem a base minima e estendida. As bases minimas séo conjunto
de bases mais simples, conhecidos como single zeta (SZ), onde uma funcéo de base para
descrever em cada orbital atbmico ocupado, sendo util para analises qualitativas das
estruturas eletronicas moleculares, exigindo menor esforgo computacional (POPLE,
FRISCH, BINKLEY, 1984). Ainda segundo os autores, as bases estendidas sdo
chamadas de dupla zeta (DZ), a qual permite que as distribuicdes eletrnicas em
diferentes direcbes, onde contém duas funcGes para cada orbital de valéncia e para os
orbitais internos, aumentando o numero de func@es, obtendo-se os conjuntos de base de
valéncia com qualidade tripla zeta (TZ), quadrupla zeta (QZ), etc.

Para essas fungdes pode-se adicionar funcGes de polarizacdo, para elevar a
descricdo orbitais moleculares levando em conta seus efeitos, o qual pode ser feito de
trés formas: adicdo da letra P ao conjunto de base de valéncia, separado com a qualidade
zeta, pode ser feito com a adicéo entre parénteses e ap6s a letra G, do nimero e tipo de
funcdo de polarizacdo, onde ha separacdo dos atomos pesados de hidrogénio por uma
virgula, como 6-31G, 6-311G, onde os numeros indicam a quantidade de funcdes
primitivas para cada funcdo, o termo antes do traco refere-se ao orbital interno e os
posteriores aos orbitais de valéncia ou por adicdo de um asteristico ap0s a letra G, onde
0 primeiro asteristico indica a funcdo polarizacdo para o &tomo diferente de hidrogénio
e 0 segundo, para adi¢do de funcdo “p” para o hidrogénio, como por exemplo 6-31%*,
onde é importante ressaltar que a notacdo 6-311G (d,p) é sin6bnima de 6-311G**
(AZZOLINE, 2016). Nas funcbes, € comum colocar-se as letras d e p, onde “d”
corresponde a funcBes polarizadas em atomos pesados e “p” corresponde a fungdes
polarizadas de atomos de hidrogénio (MARINGOLO, 2014; TELLO, 2016).

Também pode-se adicionar fungdes difusas, onde confere a capacidade de
descrever os orbitais por distancias maiores do nucleo, sendo utilizados para retratar
anions, estados excitados, atomos metalicos e propriedades moleculares dependentes da
distribuicdo de carga em regibes afastadas do nucleo, podendo ser incluidas de trés
formas: adigdo do prefixo “aug” ao nome dos conjuntos de base, pode também adicionar

a letra “A”em conjuntos de base de valéncia separados pela qualidade x-zeta com
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polarizacao, ou pode se adicionar o sinal “+” antes da letra G, onde o primeiro indica a
adicdo de funcdes difusas e se houver um segundo, para o hidrogénio (AZZOLINE,
2016).

Para o calculo, se faz necesséario de pacotes computacionais, onde 0s mais
conhecidos sdo o Hyperchem e o pacote Gaussview. O Hyperchem é um ambiente de
modelagem molecular simples e com flexibilidade, utilizado para desenho de moléculas,
visualizacdo em 3D e calculos quanticos, mecanica e dinAmica molecular. Para o
desenho das moléculas, se escolhe o elemento da tabela periddica e adiciona-se na
estrutura molecular, podendo substituir os hidrogénios e é possivel ver as ligagdes entre
atomos e a estereoquimica da mesma (HYPERCHEM).

No Gaussview, a molécula € salva em um arquivo com extensao gif, chamado de
input, onde contém todas as informacdes sobre o composto, futuros calculos a serem
realizados, ja que pode ser aberto em um programa de editor de texto, como o bloco de
notas por exemplo, colocando os parametros para o calculo computacional, o qual é
feito no programa Gaussian. O tempo de célculo depende da molécula, método e bases
das funcdes escolhidas. E neste programa que os célculos de propriedades eletrdnicas
como o orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO), orbital molecular
desocupado de menor energia (LUMO), potencial de ionizacéo (P1) séo feitos e ao final

do calculo o programa salva as informacdes da molécula (FORESMAN, FRICH, 1996).

9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para aumentar-se a concentracdo de serotonina no cérebro, foram planejados
farmacos que atuassem na recaptacdo da mesma, dentre os quais os de maior efeito
farmacoldgico foram os de inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina e 0s
inibidores de monoamina oxidase, porém estas duas classes produzem efeitos colaterais
elevados (PESARICO, 2014; MORENO, MORENO, SOARES, 1999), desta forma
necessita-se outra via de atuacdo para aumentar a serotonina no cérebro produzindo
menor efeito colateral possivel. Neste sentido, levando-se em consideracdo que a
serotonina é degradada por espécies reativas de oxigénio, substancias com atividade
antioxidante podem agir a fim de atingir este objetivo.

A oxidacdo consiste na transferéncia de elétrons entre moléculas com um agente
oxidante, gerando fragmentos de moléculas que contém um ou mais elétrons

desemparelhados, possuindo alta reatividade. Estes fragmentos sdo chamados de
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radicais livres, os quais, geralmente, sdo espécies reativas de oxigénio (ROS)
(MARTIM, 2008). Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocondrias ou por proteinas, enzimas, lipideos, por exemplo (VASCONCELOS, et al,
2014). Quanto maior a concentracdo de radicais livres, maior o estresse oxidativo, maior
dano celular (MARTIM, 2008).

Para evitar 0 estresse oxidativo é necessario substancias que inativem os radicais
livres e sua acdo, pra isso ha presenca de mecanismos de defesa capazes de diminuir
estes danos celulares, os quais sdo chamados de antioxidantes (VASCONCELQS, et al,
2014).

A atividade antioxidante € importante por estar presente nos sistemas biologicos,
onde tem a capacidade de proteger o organismo dos danos produzidos pelos radicais
livres, podendo prevenir, adiar e tratar doencas neurodegenerativas, cardiovasculares,
por exemplo (OLIVEIRA, 2015). O sistema de defesa contra radicais livres €
classificado em enzimatico (contém proteinas e enzimas que detoxificam os radicais
livres) e antioxidantes de baixo peso molecular ou ABPM (substancias ndo enzimaticas
que captam os radicais livres, prevenindo danos oxidativos), onde os ABPM mais
conhecidos sdo vitamina C, carotenoides, por exemplo (HIDRATA, SATO, SANTOS,
2004). Além disso, espécies reativas do oxigénio podem ser facilmente destruidas por
substancias antioxidantes formando espécies estaveis, como por exemplo o peroxido de
oxigénio (VI1ZZOTTO, 2017).

A atividade antioxidante possui relagdo com o grupo hidroxila (OH) pois podem
eliminar os radicais livres que sdo produzidos nos seres vivos. Estudos experimentais
apontam que as moléculas que possuem OH passa por um processo de substituicdo da
hidroxila ou o hidrogénio da hidroxila, apenas, pelo grupo metila, dessa forma, pode-se
dizer que esta relacionada a capacidade da molécula de doar elétrons. A etapa de
transferéncia do hidrogénio é importante, porém a atividade antioxidante ndo depende
apenas da forca de energia da ligacdo O - H, a estabilizacdo das espécies cation-
radicalar formadas também devem ser consideradas (WRIGHT, JOHNSON, DILABIO,
2001; QUEIROZ et al, 2009).

Para essa reacdo pode-se fazer um calculo teodrico para definir a capacidade
antioxidante das moléculas através da utilizacdo de parametros termodindmicos como a
entalpia de formacdo, podendo utilizar os principais mecanismos em que ocorre a

atividade antioxidante, sendo conhecidos como transferéncia de atomo de hidrogénio
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(HAT) e transferéncia de elétron (SET), os quais sdo classificados como uma
transformacdo quimica que se concentra em duas particulas elementares (proton e
elétrons), j& que possui aplicacdo em varias reagbes quimicas, como combustdo de
hidrocarbonetos, além de destruir espécies oxidativas do oxigénio- ROS (CAPALDO,
RAVELLLI, 2017). O mecanismo HAT ¢é caracterizado pelo fato de que o radical livre se
liga a um hidrogénio da molécula com a capacidade antioxidante e o0 mecanismo SET é
caracterizado pelo fato de que o radical livre recebe elétron, se estabilizando
(McMILLEN; GOLDEN, 1982; QUEIROZ et al, 2009).

O mecanismo HAT é descrito através do mecanismo EDL ou BDE, o qual
determina a influéncia do grupo hidroxila na estrutura molecular, no entanto ndo e pode
determinar o grupo farmacoforo (grupo que produz a atividade molecular), sendo
necessario utilizar outro método. Para descrever a capacidade antioxidante dos
derivados do muscimol em comparacdo ao GABA e muscimol, utilizou-se 0 método
DFT, j& que descreve melhor a energia e propriedades da geometria, transferéncia de
prétons e reacdes ion-molécula (QUEIROZ et al, 2009).

10. SUBSTANCIAS COM PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES

O fitoterdpico kava-kava, cujo nome cientifico Piper methysticum, tem sido
utilizado em estudos clinicos controlados, mostrando a eficacia no tratamento dos
sintomas de ansiedade, porém possui restricdes metodologicas que ocorrem em VArios
fitoterapicos (ANDREATINI, LACERDA, ZAZETTO, 2001). Este fitoterapico é
formado por vérias substancias como taminos, acido benzoico, &cido cinamico,
acucares, barnil-cinamato, estigmosterol, flavocainas, mucilagens, pironas,
tetrahidroiangoninas e alguns sais minerais, principalmente o potassio (BARBOSA,
2013). Para o autor, o a-pironas, também chamadas de cavalactonas ou cavapironas, sdo
apontados como os responsaveis pela atividade farmacol6gica, como é mostrada na
Figura 22 (estrutura 17). Seu efeito ansiolitico ocorre pela acdo facilitadora da inibicao
GABAérgica, a qual inibe atividade excitatoria glutamatérgica, inibidora da atividade
dopaminérgica, redutora da concentracdo de serotonina ou blogueadora nos canais de
sodio-voltagem dependentes (ANDREATINI, LACERDA, ZAZETTO, 2001).

Além da kava-kava, outro fitoterapico é utilizado no estudo da depresséao, o qual
é conhecido como erva de Sao Jodo, também conhecido como Hypericum perforatum, é

uma erva de flores amarelas de origem luso asiatica que floresce no dia 24 de junho,
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sendo utilizada por gregos e romanos para afastar espiritos malignos (CHIOVATTO et
al, 2011). Mesmo sendo utilizada como fitoterapico, ndo ha como explicar seu
mecanismo de acdo de forma efetiva, porém existe um consenso que a hipericina seria a
substancia mais importante para o tratamento da depressao, possuindo eficacia curativa
equivalente a medicamentos sintéticos, porém seu uso indiscriminado pode causar efeito
hepatotdxico (ARNCKEN, 2000). Ainda segundo o autor, sua interacdo molecular
ocorre na interacao da erva com o sistema nervoso central, porém ainda néo elucidados.

Sua estrutura esta representada na Figura 22 (estrutura 18).

OH O OH

OH O OH

Figura 22: Estruturas quimicas da cavalactona e hipericina, respectivamente. Fonte: Autor

Existem 18 cavalactonas foram isoladas e identificadas de estratos de kava-kava,
onde seis deles sdo as mais promissoras: Kavaina (5a), 7,8-dihidrokavaina (5b),
metisticina (5c¢), 7,8-dihidrometisticina (5d), desmetoxi-yangonina (5e) e yangonina (5f)
(TANG et al, 2011), sendo apresentadas na Figura 23.
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N | N N
0" Yo o Yo <O 0" Yo
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Figura 23: Estruturas quimicas das cavalactona. Fonte: Autor
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Os primeiros relatos sobre a toxicidade de cavalactonas foi em 2002, onde houve
trés casos na Alemanha e Suica por hepatite colestatica, danos irreversiveis no figado,
por exemplo. S&o previstos dois mecanismos de hepatotoxicidade para a metabolizacdo
das cavalactonas: direta e indireta. O mecanismo direto proposto para a toxicidade das
substancias € por cascatas inflamatorias produzidas pela ativacdo macréfago hepatica,
contribuindo para a reacdo idiossincraticas, permitindo anos oxidativos no figado, além
dos substratos de cavalactonas podem aumentar a toxicidade por se ligar ao DNA e
proteinas celulares (TANG et al, 2011). O mecanismo indireto prop8e que ocorre a
inibicdo da enzima metabdlica e do sistema protetor, como a isoenzima do citocromo
P450, causando lesdo hepatica.

A edaravona (figura 24), também conhecida como resveratrol (nome oficial
segundo a IUPAC: 3,5,4’-trihidroxi-droxiestilbeno) é um composto fenolico encontrado
em uvas, frutas vermelhas, amendoim e vinho tinto, possui propriedades farmacoldgicas
por apresentar caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatérias, cardioprotetoras, anti-
diabetes, anti-cancer, quimiopreventivas e neuroprotetoras (ALBERTONI, SCHOE,
2015).

Figura 24: Estrutura quimica da edaravona. Fonte: Autor

E descrito na literatura e comprovado em procedimentos experimentais como
um potente antioxidante, podendo atuar como quelante de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e de ferro, tornando-o0 uma substancia padréo para comparagdes com outras que
possam ter atividade antioxidante (ALBERTONI, SCHOE, 2015).

Diante das técnicas apresentadas, este trabalho teve por finalidade desenvolver
derivados do muscimol, que tenha afinidade com o receptor GABAAa € que apresentem
capacidade antioxidante capaz de sequestrar os radicais livres que atuam na oxidacgéo da
serotonina, apresentando bons valores tedricos para atividade antioxidante, baseando-se
na comparacdo de valores descritos na literatura e em comparacdo com o GABA e com

as substancias kava-kava, hipericina e edaravona.
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OBJETIVOS
1. Obijetivo Geral
Planejar, sintetizar e desenvolver derivados regioisdmeros do muscimol capazes
de se ligar no receptor GABAA que podem agir como sequestrantes de radicais livres

que oxidam a serotonina através do mecanismo antioxidante.

2. Obijetivos Especificos:

e Identificar o farmacoforo do muscimol e GABA;

e Planejar e sintetizar derivados regioisdmeros do muscimol,

e Realizar e analisar os resultados obtidos da modelagem molecular;

e Comparar as propriedades antioxidantes dos derivados do muscimol com o
GABA, muscimol.

e Analisar os valores tedricos de propriedade antioxidante dos derivados do
muscimol e compara-los a substancias com esta propriedade, como a hipericina,

cavalactonas e edaravona.

METODOLOGIA
11. FARMACOFORO

E o estudo de um conjunto de carateristicas eletrénicas de um ou mais grupos da
estrutura quimica que é responsavel pela atividade bioldgica de interesse (MODESTIA,
2014). Para a construcdo de um farmacoforo € a sobreposicdo da estrutura compostas
com o mesmo mecanismo de acdo e alvo na macromolécula e derivados deste
composto, onde ocorre a definicdo das regides que interagem e contribuem para a acédo
do farmaco ou possivel farmaco no corpo dos seres vivos, sendo importantes para a
definicdo das atividades e poténcia farmacolégicas (NEQUIMED, 2012).

Para atestar os grupos da estrutura quimica do muscimol e GABA responsavel
pelas suas interagdes com 0 GABAA, utilizou-se a estrutura cristalografica do muscimol
e 0 desenho dos derivados ja conhecidos no Chemdrawn, colocados no programa
Discovery studio 2019 para alinhamento das moléculas, depois no Pharmagist para
gerar 0 arquivo que gera scores. Depois foi-se escolhido o arquivo com maior score,
gerando um arquivo que foi colocado no programa Pharmit, onde, ao final do processo,

gerou uma imagem 3D com 0s grupos que interagem com 0 GABAAa. Também se fez
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um estudo com o farmacoforo da serotonina dos grupos que sdo importantes para seu

efeito.

12. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO MUSCIMOL COMPARADO COM
O GABA
O GABA (Figura 25, estrutura 1) pode se rearranjar alternando a ligacdo do
hidrogénio com o oxigénio do grupamento hidroxil com a carbonila. Comparado ao
muscimol, por possuir um anel isoxazol, possui um atomo de azoto na posicdo 2 e na
posicdo 1, um oxigénio do tipo furano, além do grupo hidroxila na posicéo 3 (Figura 24,
estrutura 2a), este apresenta capacidade de rearranjar o hidrogénio, fazendo ligacdo com
0 nitrogénio, provocando a formacao de um grupamento carboxila na posi¢do 3 do anel
heterociclico, onde sua formacdo é favorecida pelo fato de apresentar grupamento
carbonico na posicao 4, como mostra a estrutura 2b, abaixo:

HZN/\/YO

H
1 @)

2a 2b
\ D S
N NH
H,N | o HZN\/Ef'

Figura 25: Capacidade antioxidante do muscimol e do GABA. Fonte: Autor

Com o mecanismo de agdo antioxidante, o muscimol apresenta capacidade de
sequestrar os radicais livres que oxidam a serotonina, evitando a desaminacdo da

mesma, assim aumentando o nivel de serotonina no SNC.

13. PLANEJAMENTO DE DERIVADOS DO MUSCIMOL

13.1. Derivados anédlogos do muscimol
Derivados analogos sdo estratégias para o planejamento de farmacos que
possuem baixo risco de insucessos, ja que a estrutura do farmaco e seu derivado sao
semelhantes. Estes derivados sdo classificados em trés tipos: analogos estruturais,
analogos farmacoldégicos e analogos estruturais e farmacologicos. Os analogos
estruturais e farmacoldgicos possuem estrutura quimica e atividade farmacologica
semelhantes. Os anélogos estruturais possuem estrutura quimica semelhante, porém

atividade farmacoldgica diferente, ja os analogos farmacoldgicos apresentam estrutura
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quimica e atividade farmacolégica diferentes (SILVA, 2013). A Figura 26 abaixo
mostra os andlogos do muscimol planejados, onde foi-se feito mudancas nas estruturas
quimicas, objetivando acdo mais eficiente em comparacdo ao muscimol, além dos
mecanismos de acdo antioxidante.

Nos derivados analogos planejados mostrados acima, foi feito modificagcdes no
anel isoxazol, onde o derivado 3a foi modificado o anel heterociclico para pirrol, onde
por ressonancia forma-se 1H-pyrrol-2(5H)-one (estrutura 3b). No derivado 4a foi
modificado o anel para piridazina, que por ressondncia formar o anel heterociclico
piridazina (estrutura 4b). No derivado 5a foi modificado o anel para hidroxipiridina, que
por ressonancia formar um anel piridona (estrutura 5b). Foram calculadas as energias de
HOMO, LUMO, GAP, PI, EDL de transferéncia de hidrogénio ou grupo amina nos trés

derivados analogos, a fim de se analisar suas atividades antioxidantes.

OH OH
3a OH 4a Q 5a Q
—
NH [N PN
HoN ~ H,N / HoN _N
o 0O 0O

3b 4b 5b
NH | NH | ll\lH
H2N \ H2N F H2N /N

Figura 26: Estrutura quimica dos derivados analogos do muscimol Fonte: Autor.

13.2. Derivados Regiolsémeros do Muscimol
Regioisoméros ou congéneres sao classificadas como técnicas para planejamento
de derivados, onde sdo produzidos a partir de modificacdes moleculares em farmacos
que sdo classificados como isémeros posicionais, ja que possuem 0S Mesmos grupos
funcionais, alterando a interacdo com o receptor (BORGES, 2017). Na Figura 27 abaixo

mostra os quatro regioisémeros do muscimol planejados para a sintese:

( )

OH OH
OH
HsC HsC
N | |
H N / O O
2 0 N-g N~
S1 H g2

Figura 27: Regioisdmeros do muscimol. Fonte: Autor
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Para o derivado S1, foi feito bioisosterismo de anéis, onde se modificou o anel
para isoxazolona, adicionando um radical -CH>CH>OH e um radical metil, e para o
segundo derivado, mudou-se o anel para pirazolona, adicionando um radical
CH2CH20H e um radical metil, a fim de aumentar a interagdo com o receptor GABAA.
A substituicdo do 4&tomo de oxigénio pelo nitrogénio no derivado S2 é explicada pelo
fato dos dois atomos apresentarem propriedades eletronicas semelhantes (VITAL,
2013).

14. PRO-FARMACOS

Na modificacdo molecular existe um processo em que ha acdo no corpo para a
producdo do farmaco com atividade farmacoldgica, o qual é chamado de latenciacao.
Na latenciacdo utiliza-se a ideia de um pré-farmaco. O pré-farmaco pode ser definido
como farmaco inativo farmacologicamente que, ao ser absorvido pelo corpo, ocorre a
biotransformacdo  enzimatica ou quimica, formando o farmaco ativo
farmacologicamente com a capacidade de se ligar a seus sitios farmacologicos (AVER,
KREUTZ, SUYENAGA, 2015).

Os pro-farmacos foram classificados em quatro tipos por Wermuth, em 1984,
em: classicos, bioprecussores, mistos e farmacos dirigidos. Os pro-farmacos classicos
sd0 os inativos que ao entrar no corpo, sofrem o processo de biotransformacao,
formando um farmaco ativo (AVER, KREUTZ, SUYENAGA, 2015). Ainda segundo
0s autores, o farmaco bioprecussor ocorre a recuperagdo da molécula ativa e ha
atividade farmacologica de seus produtos apos a biotransformacdo. O farmaco misto
possui caracteristicas dos pré-farmacos classicos e dos bioprecussores. J& 0s pro-
farmacos dirigidos possuem macromoléculas transportadoras que possui a funcdo de
transporta-los aos seus sitios especificos.

Por conta disso, os derivados planejados foram feitos no formato de pro-
farmacos para que os derivados sofressem reacao dentro do corpo, sendo formados seus

compostos bioativos, aumentando sua biodisponibilidade no corpo.

15. MODELAGEM MOLECULAR
Para este trabalho utilizou-se os softwares Hyperchem, Gaussview e Gaussian
para os calculos. Para a otimizagdo das moléculas utilizou-se a mecanica molecular

através do método semi-empirico PM3, para caracterizacdo eletronica e estrutural das
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substancias (TIRADO-RIVES, JORGENSEN, 2008). A modelagem molecular foi
realizada usando os métodos DFT/B3LYP/6-31G (p,d) para os céalculos eletrénicos
teodricos dos tautdbmeros do muscimol e DFT/B3LYP/6-311G (2p,2d) pra os derivados
regioisomeros do muscimol propostos a fim de estabelecer a relagdo entre a estrutura
quimica e as propriedades eletrénicas tedricas relacionadas a atividade antioxidante,
onde o método DFT foi utilizado para se ter valores de calculo mais precisos permitindo
o detalhamento das propriedades moleculares (LIMA et al, 2018), o funcional B3LYP
foi utilizado para otimizacdo da geometria e calculo de frequéncias vibracionais
harmonicas usando os conjuntos 6-31G e 6-311G (XUE et al, 2014; TIRADO-RIVES,
JORGENSEN, 2008).

Foi feito os célculos de HOMO e LUMO, GAP, potencial de ionizacdo (PI),
energia de dissociagdo de ligagcdo (BDExw), energia de transferéncia de atomo de
hidrogénio (AHAT) e energia de transferéncia de elétron (ASET). ApOs isso, 0S

derivados do muscimol foram sintetizados e caracterizados estruturalmente.

16. ENERGIA DOS ORBITAIS MOLECULARES DE FRONTEIRA

A atividade antioxidante esta relacionada as propriedades eletrénicas das
substancias: energia dos orbitais moleculares de fronteira (HOMO, LUMO, GAP)
(LOBATO et al, 2012).

O orbital molecular ocupado de maior energia, HOMO, mede o carater elétron-
doador de um composto e o orbital molecular desocupado de menor energia, LUMO,
mede o carater elétron-receptor. Quanto maior a energia de HOMO maior serd a
capacidade de doar elétrons, quanto menor a energia de LUMO menor sera a resisténcia
para aceitar elétrons. As energias do HOMO e LUMO sdo utilizadas como indices de
reatividade quimica e estdo relacionadas com a afinidade eletronica e o potencial de
ionizacdo (LOBATO et al, 2012). A diferenga matemaética entre 0o HOMO e LUMO ¢
chamada de GAP, o qual é um indicador de estabilidade molecular, quanto maior o
valor de gap, mais estavel a molécula é, quanto menor, mais reativa, possibilitando agir
como antioxidante, os quais s@o medidos pela unidade de eléetron-volt, eV (ZHANG;
MUSGRAVE, 2007), o qual pode ser encontrado através da equacédo 1 abaixo:

GAP = LUMO - HOMO (Eq. 1)
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17. CALCULO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO MUSCIMOL

Para os célculos de capacidade antioxidante e estabilidade quimica do cation e
anion radicalar utlizou-se os mecanismo de HAT (energia de transferéncia de atomo de
hidrogénio) e SET (energia de transferéncia de elétron), onde se fez necessario a
realizacdo de célculos tedricos dos valores de potencial de ionizacdo (IP), energia de
dissociagéo de ligagdo da hidroxila (EDLon), onde se utiliza 0s métodos AHAT e ASET
(BORGES et al, 2015; MILENKOVIC et al, 2018).

O potencial de ionizagdo € a energia necessaria para se retirar um elétron da
camada de valéncia, dessa forma ionizando o a&tomo ou molécula em estudo, o qual é
medido na unidade kcal/mol. Para seu calculo computacional é necessario ter a energia
do dltimo orbital (cation) presente nos calculos Gaussian subtraida da energia do Gltimo
orbital da molécula neutra (CUSTODIO, 2017), como mostra a equacio 2:

IP = Ecation - Eneutro  (EQ. 2)

A energia de dissociacdo de ligacdo (EDL), também conhecida como bond
dissociation energy (BDE), € a energia necessaria para remover um hidrogénio radicalar
da estrutura molecular a qual é medido na unidade kcal/mol. Para seu calculo utiliza-se
a energia da semiquinona somada a energia do hidrogénio radical, subtraida pela
energia de sua respectiva molécula neutra (McMILLEN; GOLDEN, 1982), como
mostra a equagao 3:

BDExH = (Esemiquinona * Enidrogénio) - Eneutro  (EQ. 3)

A energia de estabilizacao do radical formado a partir da energia de transferéncia
de 4tomo de hidrogénio (que chamaremos de AHAT) € um parametro importante para
predizer a estabilidade da semiquiona apds a transferéncia de um atomo de hidrogénio,
sendo utilizada a unidade kcal/mol, onde seu calculo é feito a partir dos valores de
BDExn dos derivados e da substancia padréo que estd sendo analisada (BORGES et al,
2012) conforme a equacéo 4 abaixo:

AHAT = Esemiquinona derivado = Esemiquinona padrdo (EQ- 4)

A energia de estabilizacdo do radical formado a partir da energia de transferéncia
de elétron (que chamaremos de ASET) é um parametro importante para predizer a

estabilidade da estrutura apds a doacédo de elétrons, sendo utilizada a unidade kcal/mol,
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onde seu célculo estd baseado nos valores de PI, onde subtrai-se o valor de Pl dos
derivados com o da substancia padrdao (LUO et al, 2017; BORGES et al, 2012) que
neste caso € 0o GABA, como mostra a equacéo 5 abaixo:

ASET = Epi derivado - Epipadrio  (EQ. 5)

18. SINTESE DE DERIVADOS DO MUSCIMOL

Para a sintese derivados do muscimol (Figura 28), foi feito a sintese do derivado
S1 baseado no trabalho de Wamhoff e Korte (1966), onde utilizou-se 13 mL de a-
acetilbutirolactona (estrutura R1), 15 mL de etanol, 8g de cloridrato de hidroxilamina e
9,5g de acetado de sddio. Inicialmente foi-se colocado, em um baldo de fundo redondo,
o cloridrato de hidroxilamina, o acetato de sodio e o etanol e depois adicionando-se a a-
acetilbutirolactona e agitou-se por 1 hora com o auxilio do agitador magnético. Apds
esse processo, aqueceu-se a 100°C, com o auxilio de um agitador magnético com
aquecimento, e foi colocado em refluxo por 1 hora. O derivado S1 foi colocado em uma

placa de Petri para reduzir e depois foi filtrado, pesado e retirado o ponto de fuséo.

OH OH
Ox-0O
HsC NH,OH Hst‘b N;H,  HsC
| o) | o)
N-g EtOH 5 EtOH Ny
S1 R1 H S2

Figura 28: Sintese dos derivados régioisdmeros do muscimol. Fonte: Autor

Para sintese do derivado 2, baseou-se nos trabalhos de Wamhoff e Korte (1966),
onde utilizou-se 13 mL de a-acetilbutirolactona (estrutura R1), 11g de cloridrato de
hidrazina, 11g de carbonato de sodio, 30 mL de etanol e 10 mL de agua destilada.
Inicialmente adicionou-se, em um bal&do de fundo redondo, o cloridrato de hidrazina,
carbonato de sodio e agua, solubilizando-os, depois adicionou-se o etanol ¢ o-
acetilbutirolactona. Apds esse processo, aqueceu-se a 100°C, com o auxilio de um
agitador magnético com aquecimento, e foi colocado em refluxo por 4 horas. O
derivado S2 foi colocado em uma placa de Petri para reduzir e depois foi filtrado,

pesado e retirado o ponto de fuséo (reacdo esté descrita na figura 27).
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19. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS DO MUSCIMOL

19.1. Determinagéo do ponto de fusdo

E uma das técnicas mais antigas de determinacdo da pureza de substincias
organicas. O ponto de fusdo de uma substancia é definido como a temperatura em que
esta passa do estado solido para o estado liquido (SZPOGANICZ, DEBACHER,
STADLER, 2001). Ainda segundo os autores, a determinacdo do ponto de fusdo é um
método simples e rapido usado nas diversas areas da Quimica para obter-se uma
primeira impressdo da pureza de uma dada substancia, isto porque mesmo pequenas
quantidades de impurezas influenciam o ponto de fusédo ou, pelo menos, aumentam o
intervalo de valores do ponto de fuséo.

O ponto de fuséo das substancias varia de acordo com a pureza do composto, ou
seja, a presenca de impurezas interfere com a malha cristalina, tornando-se mais facil a
quebra das forcas de interacdo entre moléculas (GURGEL, 2016). De acordo com o
autor, como € necessario menos calor para quebrar essas interacfes entre
intermoleculares, o ponto de fusdo da mistura é inferior ao da substancia quando pura,
além disso, o intervalo de valores é também expandido pois diferentes regies do sélido
possuem diferentes quantidades de impurezas. Pode-se dizer que uma substancia pura
funde a uma temperatura bem definida, sendo essa uma caracteristica de qualquer
substancia cristalina que é apenas dependente da pressdo (embora esta dependéncia da
pressdo e geralmente considerada insignificante).

Um composto solido de alto grau de pureza funde-se a uma temperatura bem
definida, onde o intervalo de fusdo ndo passa de 0,5 a I,0 °C, enquanto que se houver a
presenca de pequenas quantidades de impurezas, misciveis ou parcialmente misciveis,
ha a producdo de um aumento consideravel na faixa de fusdo, provocando o inicio da
fusdo a uma temperatura inferior & de fusdo da amostra pura, variando de 2 a 5°C. Se o
material for uma mistura, a diferenca entre as duas temperaturas é superior a 5°C
(GURGEL, 2016).

Neste processo de ponto de fuséo é feita quando uma substancia sélida pura é
aquecida, o calor fornecido é convertido em energia cinética e a medida que o
movimento das moléculas vai aumentando, as forgas atrativas intermoleculares sdo
superadas, perdendo-se progressivamente o estado ordenado das moléculas em estrutura
cristalina (GURGEL, 2016; SZPOGANICZ, DEBACHER, STADLER, 2001). Segundo

0s autores, as moléculas passam entdo para um estado de maior liberdade de
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movimento, transitando a substancia do estado sélido para o estado liquido. Durante o
processo de fusdo, toda a energia fornecida é consumida, pelo que a temperatura
permanece constante, onde o valor do ponto de fusdo da amostra pode ser comparado

com o valor do ponto de fusdo encontrado na literatura.
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RESULTADOS E DISCUSSOES
20. TAUTOMERISMO
O muscimol (estrutura 2a) apresenta uma capacidade de tautomerismo devido a
possibilidade do anel hidroxi-isoxazolico aromético funcionar também como uma

isoxazolona (estrutura 2b). Estas estruturas tautoméricas estdo mostradas na Figura 29.

HO @)
/
2a O 2b O

Figura 29: Tautomerismo ceto-endlico do muscimol. Fonte: Autor

As estruturas otimizadas dos tautbmeros usando o meétodo DFT/B3LYP/6-
31G(d,p) estdo representadas na Figura 30. O valor da barreira de energia entre as duas
formas tautoméricas do muscimol € de 2,00 kcal/mol, mais favordvel para a forma

hidroxilica (2a) comparada com a forma carbonila (2b).

,®

2a

Figura 30: Estruturas otimizadas de tautdmeros do muscimol (OH, 2a e C=0, 2b). Fonte: Autor

Os célculos das propriedades eletrbnicas para os tautbmeros do muscimol
(Tabela 1), mostrou que 0s compostos apresentam baixo potencial antioxidante, embora
eles tenham apresentados altos valores de HOMO de -6,65 e -6,45 eV para 0s

tautbmeros 2a e 2b, respectivamente, demonstrando um alto valor de nucleofilicidade.

Tabela 1. Propriedades eletrdnicas teéricos dos tautdmeros do muscimol.

o HOMO LUMO GAP IP BDExH
Derivatives
(eV) (eV) eV) (kcal/mol) (kcal/mol)
2a -6.65 -0.03 6.62 193.09 94.12

2b -6.45 -0.60 5.84 195.68 92.11
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No entanto, os altos valores da energia de transicio HOMO para LUMO (Gap)
de 6,62 e 5,84 eV, assim como para o potencial de ionizacdo (PI) de 193,09 e 195,68
kcal/mol mostram a baixa capacidade antioxidante por transferéncia de elétrons
(CUSTODIO, 2017). Do mesmo modo, os altos valores de energia de dissociacdo de
ligacdo do grupo hidroxila ou amida de 94,12 e 92,11 kcal/mol indicam também um
baixo potencial antioxidante por transferéncia de hidrogénio.

As diferencas entre as energias de transferéncia por elétron ou hidrogénio é de 2
kcal/mol. Na Figura 31, podemos observar que os grupos estdo contribuindo para a
nucleofilicidade.

Figura 31: HOMO (Abaixo) e LUMO (Acima) para os tautdmeros do muscimol. Fonte: Autor

21. DERIVADOS ANALOGOS DO MUSCIMOL
Pelo fato de que ndo houve melhora nos valores de atividade antioxidante nos
tautbmeros, planejou-se derivados andlogos do muscimol (Figura 32), fez-se os célculos

tedricos dos mesmos, 0s quais sdo mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2. Propriedades eletrénicas teoricos dos derivados andlogos do muscimol.

Derivatives HOMO LUMO GAP IP ASET
(eV) (eV) (eV) (kcal/mol)  (kcal/mol)
muscimol -7.07 -0.54 6.53 219.85 0
3a -5.36 -0.37 4.99 163.90 -55.95
3b -6.14 -0.68 5.46 181.57 -38.28
4a -6.72 -1.65 5.07 190.23 -29.62
4b -6.82 -2.01 4.81 200.09 19.76
oa -6.66 -1.00 5.66 192.77 -27.08
5b -6.17 -1.39 4.78 184.48 -35.37

Para os derivados do muscimol (Figura 32), os célculos tedricos, demonstrados
na tabela 2, mostrou que os compostos apresentam baixo potencial antioxidante, por
apresentarem altos valores de PI, embora eles tenham apresentados altos valores de
HOMO de -5.36 eV, -6.14 eV, -6.72 eV, -6.82 eV, -6.66 eV e -6.17 eV para 0s andlogos
3a, 3b, 4a, 4b, 5a e 5b, respectivamente, demonstrando um alto valor de
nucleofilicidade. Altos valores de PI significam que é necessario alta quantidade de
energia para se retirar um elétron da molécula em questdo, ndo favorecendo a atividade
antioxidante.
HZN\JwNH H,N | - H,N | /N

| i |
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Figura 32: Estrutura quimica dos derivados analogos do muscimol Fonte: Autor.

=

Pode-se perceber que o derivado analogo 3a possuiu melhores valores em
comparagdo aos outros derivados e muscimol, demonstrando que o anel heterociclico
que favorece a agédo antioxidante e o que possui 5 membros, dessa forma a atividade

antioxidante néo foi favorecida com a formacdo de um anel heterociclico de 6 membros,
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por esses derivados ndo foram utilizados para este trabalho, sendo necessario a selecdo
de outros derivados que possuam anel heterociclico com 5 membros, ja que estes

apresentaram melhores valores para atividade antioxidante.

22. SELECAO DE DERIVADOS
Para o planejamento dos derivados do muscimol com propriedades
antioxidantes, fez-se um estudo tedrico das propriedades eletrénicas para a escolha dos
anéis heterociclicos semelhantes ao anel heterociclico isoxazol a fim de serem utilizados

como anel heterociclico para os derivados (Figura 33).

3a H 3b H 3c H 3d e H

Figura 33: Selecdo de anéis para formacao de derivados. Fonte: Autor

O método utilizado foi o DFT/B3LYP 6-31G (d,p), onde os valores das
propriedades eletrénicas tedricas obtidos estao representados na Tabela 3. Com os dados
obtidos, pode-se dizer que os anéis heterociclicos 3c, 3d e 3e sdo aqueles que possuem
melhores valores de energia de dissociacdo por possuirem menores valores de EDL,
tendo maior carater doador, podendo agir como antioxidantes (XUE et al, 2014). No
entanto, pelo fato de que o anel heterociclico 3c ser mais instavel, em comparacao aos
anéis 3d e 3e, ja que € classificado como um intermediario para a formacdo de
pirrolidinas por sofrerem facilmente adi¢do de hidrogénios em suas estruturas (ALVES,
2007), por isso utilizou-se como anéis heterociclicos para os derivados do muscimol os
anéis 3d e 3e.

Tabela 3. Propriedades eletronicas teoricos para selecdo de anéis para os derivados.

o HOMO LUMO GAP IP BDExH AHAT
Derivatives
eV) eV) (eV) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
3a -6.71 -0.85 5.86 208.16 92.69 0
3b -6.12 -0.98 5.14 193.11 92.46 -0.23
3c -5.90 -0.06 5.83 185.79 79.02 -13.67
3d -6.64 -0.96 5.67 198.99 85.51 -7.17

3e -6.11 -0.51  5.60 184.20 81.11 -11.09
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Ao se analisar os valores de AHAT, percebeu-se que 0s anéis mais promissores
foram os anéis 3c, 3d e 3e por conta dos seus baixos valores, ja que baixos valores de
energia de transferéncia de atomo de hidrogénio, melhor a sua capacidade antioxidante
(MILENKOVIC et al, 2018), porém o anel 3c é caracterizado por possuir uma reacao
em condicdes especificas, inviabilizando sua sintese neste momento (ALVES, 2007),
dessa forma o AHAT reforcou o que EDL j& havia mostrado, o que, por esta razao,

optou-se pelos anéis 3d e 3e para o planejamento dos derivados do muscimol.

23. PLANEJAMENTO E SINTESE

Para a sintese dos derivados, planejou-se a formacdo dos mesmos com 0s anéis
oxazolona e pirazolona (Figura 34).

O anel utilizado para planejamento do derivado S1 é de um analogo do
muscimol que possui o anel oxazolona (4a), onde verificou-se bons resultados por
transferéncia de hidrogénio na tabela 2, onde adicionou-se 0s grupos metil. Para
continuar este planejamento, utilizou-se o etil retirado da estrutura do gama-
hidroxibutirato, o qual apresenta similaridade estrutural com o GABA e alta afinidade
com o receptor GABAAa, formando o derivado S1. Para o derivado S2, houve apenas a
substituiu-se o anel heterociclico oxazolona pela pirazolona (4b), j& que este apresentou
melhor valor para transferéncia de hidrogénio, vista na tabela 2, conservando a estrutura

ja formada, originando o derivado S2.

OH O
| \N 4a 4b
N ﬂ /

2 OH OH

H.C H.C

i | i |
0 o)

N\O N\N

S1 H s2

Figura 34: Planejamento dos derivados regioisdmeros do muscimol. Fonte: Autor
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O radical metil foi colocado nos derivados regioisdmeros do muscimol par lhes
conferir caracteristica lipofilica, a qual é importante para um farmaco ja que facilita sua
absorcéo, distribuicdo, poténcia e eliminacdo do organismo (BARREIRO, FRAGA,
2015).

Com a etapa de planejamento dos derivados concluida, partiu-se para a sintese

dos derivados (Figura 35).
OH OH
OO
H,5C NH.OH  H.c N,H,  HsC
'\I'\o © EtOH 5 EtOH |\||\N ©
S1 R1 H s2

Figura 35: Reacéo de sintese dos derivados regioisdmeros do muscimol. Fonte: Autor

Para a sintese dos derivados, baseou-se nos trabalhos de Wanhoff e Korte (1966)
utilizou-se o a-acetilbutirolactona, visto que era necessario um composto quimico com
semelhanca estrutural e que apresente uma facilidade sintética. Na descri¢do da reacéo
acima, os autores utilizaram hidroxilamina e hidrazina como fonte de oxigénio e
nitrogénio para a formacao dos anéis, sendo facilitada por adi¢ao de etanol e agua, onde
este ultimo foi colocado na apenas na reacdo do derivado S2. Para se fazer a reacao,
além e se utilizar os reagentes ja citados, utilizou-se acetato de sodio na reacdo de
sintese do derivado S1 e carbonato de sédio na reacdo de sintese do derivado S2. Estes
reagentes foram utilizados para neutralizar a hidrazina e a hidroxilamina, pois estes

foram utilizados na forma de cloreto.

24. FARMACOFORO
Na realizacdo do farmacoforo do GABA e muscimol, verificou-se 0s grupos
responsaveis pela interacdo com seus receptores, bem como a acdo de cada grupo
durante a interacdo. Ao se analisar o farmacdforo do GABA, observa-se que 0s grupos
responsaveis por fazer a ligacdo com o0 GABAA sdo o grupo carboxil e o grupo amina
(Figura 36).
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Figura 36: Farmaco6foro do GABA. Fonte: Autor

Percebeu-se que no GABA hé atividade aceptora de elétrons (cor amarela) nos
oxigénios presentes na estrutura. O grupo -NH2 possui caracteristica de doadora de
elétrons e o carbono presente no grupo carboxil (cor vermelha) corresponde a ion
negativo (ganha elétrons durante a reacdo) da estrutura.

A partir desta informacdo, as substancias que possuirem semelhante estrutura ao
GABA poderdo se ligar ao seu receptor, podendo ter os mesmos ligantes ou ligantes que
sejam similares poderdo ter acdo sobre o0 mesmo. Além disso percebe-se que o0 GABA
possui atividade antioxidante, j& que possui caracteristica doadora de elétrons com o
grupo amina.

Para os derivados do muscimol serem eficazes quanto a ligagdo com o0s
receptores, € necessario que haja similaridade estrutural com o GABA, por isso 0
farmacéforo do muscimol foi gerado para se averiguar uma possivel ligacdo com o

receptor GABAAa, como esté representado na (Figura 37).
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Figura 37: Farmacdforo do muscimol. Fonte: Autor

Os grupos que fazem interagdo com o receptor GABAAa sdo 0 grupamentos -
NHa, o anel isoxazol, bem como o oxigénio presente a carbonila e o anel heterociclico,

0s quais asseguram a semelhanca estrutural com o GABA, onde as duas estruturas
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apresentam alinhamento semelhante entre seus atomos, comprovando que ha uma
relacdo estereoquimica de bioisostero analogo entre o muscimol e GABA, permitem que
tenham afinidade similar para os receptores GABAAa (HEISS et al, 2018).

O grupo -NH: possui caracteristica doadora de elétrons (cor branca) e aceptora
de hidrogénio (cor amarela), o oxigénio do anel e da carbonila possui carater aceitador
de hidrogénio (cor amarela) e o anel heterociclico € um anel aromatico (cor lilas).

Com a imagem dos grupos responsaveis pela farmacologia do GABA, o0s
derivados propostos apresentam semelhanca estrutural com o mesmo, onde o receptor
GABAA pode reconhecer o radical -CH,CH2OH como o grupo amina, além de
apresentar o anel heterociclico do muscimol é reconhecido pelo receptor GABAA, onde
os derivados, por terem semelhanca com o GABA e muscimol, podem se ligar a este
receptor, além disso o muscimol apresenta capacidade doadora de elétrons, o que nos
permite afirmar que possui atividade antioxidante.

Com a imagem dos grupos responsaveis pela farmacologia do muscimol, o
bioisosterismo de anéis, propostos neste trabalho, podem ser eficazes para aumentar a
interacdo dos derivados do muscimol com o receptor GABAAa, jd& que 0s dois
apresentam o oxigénio da carbonila, anel heterociclico, onde no derivado S1 ha a
presenca do nitrogénio e oxigénio, formando um anel heterociclico isoxazolona e no
derivado S2 dois nitrogénios, formando um anel heterociclico pirozolona, havendo
equivaléncia nos anéis, além da presenca de uma hidroxila, a qual é equivalente ao
grupamento NH>, permitindo que o receptor GABAA reconheca a estrutura dos mesmos,
ja que possuem semelhanca com o GABA, aumentando capacidade antioxidante dos

derivados tornando-os potentes substancias antioxidantes.

25. SINTESE

Na sintese do derivado S1 (Figura 38), conhecido como 4-(2-hydroxyethyl)-3-
methyl-5(4H)-isoxazolone, de formula molecular e peso igual CeHgNO3 e 143,14 g/mol,
respectivamente (WAMHOFF; KORTE, 1966). O rendimento da reacdo de sintese foi
de 74,08% (rendimento da literatura: 70%). Os cristais formados possuem cristas com
faces imperfeitas de cor amarelo claro, com ponto de fusdo igual a 114,5°C — 115°C. Na
comparacdo do valor do ponto de fusdo da literatura, o qual é igual a 113 -114°C
(WAMHOFF; KORTE, 1966), com dos cristais sintetizados, percebe-se que estes
possuem cerca de 0,5 a 1°C de diferenca, pode-se afirmar que a molécula esta pura.
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Figura 38: Reacdo de sintese dos derivados regioisdmeros do muscimol. Fonte: Autor

Para o derivado S2 (Figura 38), também chamado de 2,4-dihydro-4-(2-
hydroxyethyl)-5-methyl-3H-pyrazol-3-one, de férmula molecular e peso igual
CeH1oN202 e 142,16g/mol, respectivamente (WAMHOFF; KORTE, 1966). O
rendimento da reacdo de sintese foi de 60,42% (rendimento da literatura: 60%). Os
cristais formados possuem cristais de faces imperfeitas de cor amarelo claro (tom pastel)
com ponto de fusdo igual a 182,5°C. Na comparacdo do valor do ponto de fusdo da
literatura, o qual ¢ igual a 182°C (WAMHOFF; KORTE, 1966), percebe-se que estes

possuem cerca de 0,5°C de diferenca, pode-se afirmar que a molécula esta pura.

26.AVALIAQAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS DERIVADOS
DO MUSCIMOL EM COMPARACAO AO GABA

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante dos derivados do muscimol em

comparacao ao GABA (Figura 39), os célculos de HOMO, LUMO, GAP, IP, BDExw,

ASET e AHAT foram feitos para definir a capacidade antioxidante dos derivados

propostos e comparando-os com 0 GABA (Tabela 4).

Tabela 4. Propriedades tedricas do GABA, muscimol e dos derivados S1 e S2. Fonte:
Autor

Compounds HOMO LUMO GAP IP ASET BDExH AHAT
(eV) (eV) (eV) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
GABA -6.80 -0.27 -6.53  198.88 0 96.26 0
Muscimol -7.07 -0.54 -6.53  219.85 20.97 95.18 -1.08
Derivado S1  -7.61 -1.36  -6.25  205.87 6.99 80.81 -15.45

Derivado S2  -6.80 -1.08 -5.72 198.41 -0.47 77.73 -18.53
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Figura 39: Estrutura quimica do GABA, Muscimol e seus derivados regioisdmero, respectivamente.

Fonte: Autor

O HOMO é um importante parametro eletronico da estrutura molecular, seus
altos valores demonstram alta capacidade doadora de elétrons (ARROIO, HONORIO,
SILVA, 2010), onde é evidenciado no derivado S2, o qual possui HOMO igual a -6.80
eV, bem como o GABA, e o derivado S1 apresenta valor igual a -7.61 eV, sendo o
derivado S2 mais nucleofilico, ou seja, com alta capacidade doadora de elétrons. Com
este dado é possivel afirmar que a substituicdo do anel isoxazol pelo anel oxazolona
diminuiu a capacidade doadora de elétrons no derivado S1 e que a substituicdo do anel
isoxazol pelo anel pirozolona aumentou a capacidade doadora de elétrons no derivado
S2, favorecendo o derivado S2, ja que aumentou sua capacidade nucleofilica, a qual é
maior que a do GABA.

O valor de LUMO esté relacionado a capacidade receptora de elétrons, quanto
menor seu valor, menor a resisténcia de aceitar elétrons, sendo mais eletrofilico
(ARROIO, HONORIO, SILVA, 2010), assim, o derivado S1 apresenta LUMO igual a -
1.36 eV, o qual é menor que o derivado S2 (-1.08 eV) e o0 GABA (-0.27 eV),
evidenciando que este derivado é o mais eletrofilico que o S2. Também ¢é possivel dizer
que o derivado S2 é mais reativo que o0 GABA e muscimol.

O valor de GAP é um parametro importante para definicdo de estabilidade e
reatividade das moléculas, onde altos valores de GAP indicam maior estabilidade e
baixa reatividade em reacbes (LOBATO et al, 2012). Neste aspecto, o derivado S2
apresenta menor valor de GAP (5.72 eV) se comparado com o derivado S1 (6.25 eV),
demonstrando que o derivado S2 é mais reativo que o derivado S1. Ambos os derivados
apresentam menores valores de GAP se comparados ao GABA e muscimol, ambos com
valores iguais a 6.53 eV, demonstrando serem mais reativos que estas substancias.

O PI é uma propriedade relacionada com as energias de orbital molecular de
fronteira, a qual esta relacionada com a energia necessaria para se retirar ou doar um

elétron, onde altos valores de Pl indicam baixa capacidade antioxidante (ARROIO,
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HONORIO, SILVA, 2010). Através da Tabela 4 acima, é possivel dizer que o derivado
S1 apresenta maior valor de IP, 205.87 kcal/mol, se comparado com o derivado S2
(198.41 kcal/mol) e GABA (198.88 kcal/mol), o que pode-se afirmar que o derivado S1
apresenta menor capacidade doadora de elétrons que o derivado S2. Com estes valores,
podemos afirmar que 0 mecanismo de doacédo de elétrons ndo é vidvel para os derivados
SleS2.

O ASET é um parametro importante para a capacidade antioxidante por avaliar a
capacidade de transferéncia de elétrons através dos valores de PIl, onde mede a
estabilidade da substancia apds a doacédo de elétrons (LUO et al, 2017; BORGES et al,
2012). O derivado S1 apresentou valor de 6.99 kcal/mol e o derivado S2 o de -0.47
kcal/mol, indicando que o mecanismo por transferéncia de elétrons ndo seja mais
adequado para o derivado S1, quando comparado ao GABA, comprovando o que ja
havia sido evidenciado nos valores de PI.

Com os valores de BDE € possivel dizer teoricamente se os derivados sdo mais
promissores que 0s compostos que sdo comparados. Altos valores de BDE mostram
baixa capacidade antioxidante (SZYMUSIAK, ZIELINSKI, 2003), como no caso do
muscimol, o qual apresenta valor igual a 95.18 kcal/mol. J& os derivados S1 (80.81
kcal/mol) e S2 (77.3 kcal/mol) apresentam boa capacidade de doacéo de hidrogénio em
comparagdo ao GABA (96.26 kcal/mol). O muscimol também apresentou bons valores
tedricos para capacidade antioxidante, porém por ter valores de Pl altos ha uma barreira
energética, dificultando a doacédo de hidrogénio.

O AHAT indica os melhores compostos, teoricamente, para a avaliagdo
antioxidante, onde mede a capacidade de estabilizacdo da semiquinona apos a doacdo de
hidrogénio. Os baixos valores indicam boa capacidade antioxidante por transferéncia de
hidrogénio (BORGES et al, 2012; MILENKOVIC et al, 2018), onde o derivado S1 (-
15.45 kcal/mol) e derivado S2 (-18.53 kcal/mol) apresentam baixos valores,
apresentando boa estabilizacdo ap0s a abstracdo de hidrogénio.

O HOMO (acima) e LUMO (abaixo) dos derivados estdo apresentados na Figura
40, onde a cor azul mostra as regides ricas em elétrons (regido negativa) e a cor bege

mostra as regides deficientes de elétrons (regido positiva)
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Figura 40: HOMO (acima) e LUMO (abaixo) dos derivados S1 e S2, respectivamente. Fonte: Autor

A disposicdo do HOMO nas moléculas indica qualitativamente os grupos
nucleofilicos através da reacdo de doacdo a de elétrons (PEREIRA et al, 2016), onde
utiliza-se as representacdes graficas dos coeficientes dos orbitais moleculares do
HOMO (Figura 40). Os valores de HOMO para os derivados S1 e S2 s&o diferentes,
logo as contribuicdes apresentadas na figura acima sdo diferentes, onde o valor do
derivado S1 é menor que o S2, demonstrando que o anel heterociclico oxazolona tem
menor efeito indutivo que o anel heterociclico pirozolona, dessa forma a carga parcial
negativa € maior no derivado S2 ja que este apresenta dois nitrogénios no anel
heterociclico sendo evidenciado pela nuvem eletronica dispostas nos graficos dos
coeficientes dos orbitais moleculares do HOMO na Figura 40.

Com relagéo aos valores de LUMO, tanto o derivado S1 e S2 possuem grupos
em suas estruturas que contribuem com a eletrofilicidade (PEREIRA et al, 2016), onde
0 derivado S1 possui menor valor de LUMO que o derivado S2 como mostra a figura
40.



27. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
Para avaliacdo da capacidade antioxidante dos derivados S1 e S2, comparou-se
as suas propriedades eletronicas tedricas com as do GABA (estrutura 1), muscimol
(estrutura 2) e de algumas substancias j& descritas que possuem atividade antioxidante,
tais como: Kavaina (estrutura 5a), 7,8-dihidrokavaina (estrutura 5b), metisticina
(estrutura 5c¢), 7,8-dihidrometisticina (estrutura 5d), desmetoxi-yangonina (estrutura 5e),
yangonina (estrutura 5f), hipericina (estrutura 5g) e edaravona (estrutura 5h), como

mostra a Figura 41.
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Figura 41: Estrutura quimica do GABA, muscimol, derivado S1, derivado S2, cavalactonas,

hipericina e edaravona. Fonte: Autor

As cavalactonas sdo caracterizadas por terem efeito sobre a ansiedade, onde
possui seis exemplos mais importantes de cavalactonas como Kavaina, 7,8-

dihidrokavaina, metisticina, 7,8-dihidrometisticina, desmetoxi-yangonina e yangonina
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sendo rapidamente absorvido pelos organismos, 0s quais possuem, no entanto, possuem
participacdo hepatotoxica quando ocorre sua degradacdo pela lactona hidroxilase , uma
das hipoteses € gue seus substratos possuem relagdo com citocromo P450 (WANG et al,
2015; TESCHKE, LEBOT, 2011). A hipericina (estrutura 5g) € descrita como uma
substancia com propriedades de acdo sobre a ansiedade e depressdo muito utilizada, no
entanto altas doses podem intoxicar nos organismos, gerando hepatotoxidade
(ARNCKEN, 2000). J& a edaravona (estrutura 5h) é utilizada como antioxidante para
reduzir os efeitos de estresse oxidativo, atuando na remocgdo dos radicais livres em
doencas como o acidente vascular cerebral pos-isquémico, sendo rapidamente
metabolizado pelo citocromo P450 (MINELLI et al, 2019).

As estruturas mencionadas acima sdo descritas na literatura como boa
capacidade antioxidantes, onde fez-se o calculo das propriedades tedricas com o0 método
DFT/B3LYP 6-311G (2p, 2d) dos derivados, GABA, muscimol e das outras
substancias, onde seus valores estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5. Propriedades eletronicas teoricos dos derivados, cavalactonas, hipericina e

edaravona.
Derivatives HOMO LUMO GAP IP BDExH
(eV) (eV) (eV) (kcal/mol) (kcal/mol)

1 -6.80 -0.27 6.53 198.88 96.26
2 -7.07 -0.54 6.53 219.85 95.18
S1 -7.61 -1.36 6.25 205.87 80.77
S2 -6.80 -1.08 5.72 198.41 77.73
S5a -6.25 -1.36 5.89 195.68 -
5b -6.25 -1.36 4.89 183.38 -
5C -5.98 -0.81 5.17 175.08 -
5d -7.07 -0.81 6.26 195.68 -
5e -5.98 -2.17 3.81 170.58 -
5f -5.71 -2.17 3.54 161.48 -
59 -5.71 -2.99 2.72 157.32 120.18

5h -6.25 -1.08 5.17 175.03 81.9
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Os resultados das propriedades tedricas de HOMO, LUMO e GAP dos derivados
S1 e S2 em comparacdo as cavalactonas mencionadas mostram que ndo ha grandes
variacdes entre eles. Ao se comparar aos valores tedricos da estrutura 5g, observa-se
que possuem bons valores tedricos, onde podem ter uma resposta melhor no organismo
em comparagdo a hipericina, ja que a mesma apresenta hepatotoxicidade, além da
mesma apresentar valores de BDE muito altos, indicando que ndo possuem boa
capacidade antioxidante por meio da doacdo de hidrogénio, o que ja& é descrita na
literatura (ARNCKEN, 2000). Os valores de BDE para as cavalactonas (5a, 5b, 5c, 5d,
5e, 5f) ndo foram realizados pois as suas estruturas ndo possuem hidrogénio para ser
transferido, dessa forma ndo possuindo valor teérico para capacidade antioxidante por
transferéncia de hidrogénio.

A estrutura 5h, edaravona, € um importante parametro por se tratar de uma
substancia com excelente capacidade antioxidante, tanto por transferéncia de elétron
(kcal/mol) quanto por transferéncia de hidrogénio (kcal/mol). Neste sentido, pode-se
dizer que os derivados propostos apresentam valores proximos a edaravona, sendo

substancias, teoricamente, com boa capacidade antioxidante.

CONCLUSAO

O planejamento de farmacos é fundamental para o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de doencas, onde se utiliza a quimica medicinal para
planejar moléculas bioativas que sdo modificadas para diminuir a toxicidade e aumentar
seu efeito terapéutico. Neste trabalho utilizou-se o muscimol, composto izoxazol
psicoativo extraido de cogumelos do género Amanita muscaria, como inibidor GABA
por possuir efeitos comportamentais, além de apresenta formula estrutural semelhante
aos neurotransmissores dos mamiferos GABA, o qual possui alta seletividade e potente
propriedade de inibir atividade neural, podendo ser utilizado como farmaco, ja que
possui maior afinidade com o receptor GABAA que 0 GABA.

Pelo fato do GABA apresentar relacdo com a concentracdo de serotonina, onde
estudos apontam que se houver aumento na concentracdo de GABA ha aumento na
concentracdo serotonina, 0 que ocorre com o0 muscimol, j& que em estudos mostram que
este composto aumenta a concentracdo de serotonina, sendo evidenciada por haver
diminuicdo do &cido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), o qual ndo possui a atividade

sobre a ansiedade e depressdo. Por conta disso planejou-se derivados do muscimol para
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aumentar a concentracdo da serotonina, onde utilizou-se 0 método antioxidante. Ao se
analisar as estruturas com tautomerismo, estas apresentaram baixa capacidade
antioxidante, por isso para desenvolver os derivados do muscimol utilizou-se o método
de bioisosterismo, onde planejou-se compostos ou subunidades de substancias bioativas
com caracteristicas estruturais semelhantes, além disso, com o estudo dos grupos que
sdo responsaveis pela atividade biologica através do farmacdéforo do muscimol,
verificou-se que o grupamentos -NHa, o anel isoxazol, bem como o oxigénio presente a
carbonila sdo 0s grupos responsaveis por isso.

Na modelagem molecular, com o método DFT/B3LYP/6-311G (2p,2d),
verificou-se que os valores de HOMO, LUMO, GAP, potencial de ionizacao, energia de
dissociacdo de ligacdo, energia de transferéncia de hidrogénio e energia de transferéncia
de elétron para o derivado S1 apresentou valores iguais a -7.61 eV, -1.36 eV, -6.25 eV,
205.87 kcal/mol, 80.81 kcal/mol, -15.45 kcal/mol e 6.99 kcal/mol, respectivamente e o
derivado S2 apresentou valores de -6.80 eV, -1.08 eV, -5.2 eV, 198.41 kcal/mol, 77.73
kcal/mol, -18.53 kcal/mol e -0.47 kcal/mol, respectivamente e que ao serem comparados
com o GABA, verificou-se que 0s mesmos possuem boa capacidade doadora de
hidrogénio, onde o derivado S2 ¢é nucleofilico, o derivado S1 apresenta menor valor de
GAP, se comparado com o derivado S2, sendo mais reativo. No entanto, o derivado S1
apresenta baixa capacidade antioxidante por transferéncia de elétrons por seu alto valor
de potencial de ionizacéo.

Na sintese dos derivados regioisdmeros do muscimol, estes possuiram
rendimento para S1 de 74,08% e para S2 60,42% e que a0 passarem por caracterizacao
através do ponto de fusdo, o derivado S1 apresentou ponto de fusdo igual a 114,5°C —
115°C e 0 S2, 182,5°C e ao serem comparados com a literatura, verificou-se que o
derivado S1 possui ponto de fusdo igual a 114°C e o derivado S2 igual a 181-182°C,
podendo afirmar que as moléculas estdo puras, ja que os pontos de fusdo dos derivados
estdo bem préximos da literatura.

Com estes dados, pode-se afirmar que os derivados regioisdomeros do muscimol
propostos se tornam promissores, uma vez que ainda apresentam semelhanca estrutural
com o GABA, além dos baixos valores de energia de dissociacdo de ligacéo, baixos
valores de GAP e LUMO e altos valores de HOMO, onde esses valores sdo pouco
variaveis, demonstrando que ambos sao reativos e de valores tedricos aproximados ao

GABA, permitindo-os ter boa interacdo com o GABAa, podendo atuarem como
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sequestrantes de espécies oxidativas de oxigénio que promovem a oxiacdo da

serotonina.

PERSPECTIVAS
Para projetos futuros serdo propostos derivados regioisbmeros do muscimol,

onde a representacdo da reacdo futura estd demonstrada na Figura 42.

OCH,

OCH O OCH

H3C | ® NH,OH . OCH, NHpH;  HsC | 8
N- O EtOH 5 0 EtOH N O
H s5 R2 H se

Figura 42: Sintese de novos derivados regioismeros do muscimol. Fonte: Autor

Para estes derivados, se utilizard o dimetil-acetilsuccinato (estrutura R2) que, em
contato com hidroxilamina na presenca de etanol formara o derivado S5, e em contato
com a hidrazina na presenca de etanol formard o derivado S6. Pelo fato do anel
pirazolona ser mais promissor, os derivados S5 e S6 o0 apresente na sua estrutura, onde
se tem o radical metil para facilitar a absorcao, distribuicdo destes nos organismos pelo
fato de lhes conferir lipofilicidade.

Também é proposto a utilizacdo da ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN) para melhor caracterizacdo dos derivados, além dos testes in vivo em ratos e
peixes para analisar se os efeitos terapéuticos comprovem os dados teodricos

apresentados neste trabalho.

SINTESE DE PRO-FARMACOS

Os derivados propostos neste trabalho sdo classificados como pro-farmacos
classicos, ja que apresentam atividade farmacoldgica inativa, porém ao entrar em
contato com o organismo in vivo, havera o processo de biotransformacéo enzimatica ou
quimica, transformando-os em farmacos farmacologicamente ativos.

No organismo in vivo havera biotransformacédo (figura 43), onde os derivados
vao sofrer oxidacdo enzimatica, formando um grupo aldeido e, posteriormente,
formando o composto farmacologicamente ativo com o grupo é&cido carboxilico
dispostos no carbono da posicdo 10 nos dois derivados (carbono em vermelho, Figura

42), dessa forma aumentando a sua biodisponibilidade no organismo, podendo agir
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como um antioxidante capaz de sequestrar as espécies oxidativas de oxigénio que

oxidam a serotonina.

OH o) o)
HaC HaC H HsC OH
| 0 g | o) | 0
N~g N~g N~g
s1 Sla Sib
OH o) o)
HsC HC H HsC OH
| o) - | 0O | 0
N~p N~ N~p
H s2 H s2a H s2b

Figura 43: Sintese de pré-farmacos dos derivados S1 e S2, respectivamente. Fonte: Autor
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