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RESUMO

SCALERCIO, S. R. R. A. Estudo Teodrico do mecanismo Redox de Derivados
Quinolinicos na Atividade Antimalarica. 2010. 68f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Para, Belém, 2010.

A maldria é um sério problema de saude publica mundial, acarretando perdas
socioeconémicas e contribuindo para o subdesenvolvimento dos paises afetados.
Neste contexto, faz-se necessario estudar a relacdo entre as propriedades
eletrdnicas e a capacidade antioxidante de derivados quinolinicos na atividade
antimaldarica, o que servira de subsidio para propor protétipos eficazes na
terapéutica da doenca. Nesta dissertacdo, foram utilizadas técnicas de modelagem
molecular, no estudo da relacdo estrutura e atividade antioxidante correlacionada
com a atividade antimaléarica, no processo de selecdo de grupamentos e parametros
eletrdnicos e conformacionais que permitam aperfeicoar a atividade farmacologica e
reduzir a toxicidade dos derivados. A analise dos valores de HOMO e Pl indicou que
o tautdmero imino-quinolina é, provavelmente, melhor antioxidante que o tautémero
amino-quinolina. Também se observou que o equilibrio dos tautbmeros é mais
deslocalizado para a estrutura amino-quinolina na fase gasosa, e em agua e
cloroférmio no método PCM, apresentando valores de barreiras de energia da faixa
de 10,78 Kcal/mol, 21,65 Kcal/mol e 22,04 Kcal/mol, respectivamente. Assim pdde-
se observar que nos derivados analogos de quinolina, os grupos elétrons-doadores
mostraram destaque na reducgédo do potencial de ionizacdo, como 0s grupos amina
na posicao 8 substituido por um grupo alquilamina. Nos derivados da associacédo de
4- e 8-amino-quinolina notou-se que a presenca de um segundo nitrogénio no grupo
quinolina diminui seu potencial antioxidante, com excecdo da posicdo 5,
representando o grupo de maior destaque na reducdo do potencial de ionizacéo e

consequente provavel elevada atividade antioxidante.

Palavras-chave: Atividade antimalarica. Derivados quinolinicos. DFT. Propriedades
eletrénicas. Capacidade antioxidante.



ABSTRACT

SCALERCIO, S. R. R. A. Theoretical Study of Quinolines Derivatives’ Redox
Mechanism in the Antimalarial Activity. 2010. 68f. Dissertation (Master’s) —
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Para, Belém, 2010.

Malaria is a serious public health problem worldwide, causing socioeconomic deficits
and contributing to subdevelopment in affected countries. In this context is important
to study electronic properties, quinoline derivatives antioxidant potential and
antimalarial activity relationship to design effective antimalariais prototypes. In this
dissertation are used molecular modeling methods to study antioxidant and
antimalarial structure-activity relationships selecting moieties and eletronic and
conformacional parameters to improve farmacological activity and decrease
derivatives toxicity. The HOMO and PI values analysis indicates that imino-tautomer
is, probably, better antioxidant than amino-tautomer. It also observed that tautomers
equilibrium is favored to amino-quinoline in the gas phase, and in water and
chloroform using PCM method, with energy barriers values to 10.78 Kcal/mol, 21.65
Kcal/mol and 22.04 Kcal/mol, respectively. Then, may be noted that in quinoline
analogues derivatives the electron-donor groups decrease the ionization potential, as
exemple of the amino group at 8-position replaced by an alkylamine group. In 4- 8-
amino-quinoline derivatives association observed that presence of quinoline moiety
second nitrogen decrease its antioxidant activity, except in the 5-position,
representing the most prominent group in the reduction of ionization potential and
probably high antioxidant activity.

Keywords: Antimalarial Activity. Quinoline Derivatives. DFT. Eletronic’s Properties.
Antioxidante Potential.
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1 INTRODUCAO

A malaria € um sério problema de saude publica mundial, com grande impacto
social e econdmico, afetando mais de 90 paises. Apesar do declinio, 0 niamero
absoluto de casos no ano de 2008 foi superior a 300.000 pacientes em todo o pais,
destes 99,9% foram transmitidos nos Estados da Amazbnia Legal, sendo o
Plasmodium vivax a espécie causadora de quase 90% dos casos, apesar da maléaria
provocada pelo Plasmodium falciparum ser responsavel pela forma grave e letal da
doenca, contudo tem apresentado reducao importante nos ultimos anos (MS, 2010).

O tratamento da malaria visa atingir pontos chaves do ciclo evolutivo do
parasito (MS, 2010). Casos de resisténcia do P. falciparum, reagdes adversas
resultantes da toxicidade as células do hospedeiro sdo algumas das realidades na
terapéutica da doenca, além da re-infeccdo dos pacientes residentes nas areas
endémicas (BECKER et al., 2004).

Os farmacos antimalaricos sao derivados geralmente de produtos naturais ou
compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40. Os principais
antimalaricos compéem dois grandes grupos: as chinchonas, aminoquinolinas e
acridinas, e as pirimidinas e biguanidas (FRANCA et al., 2008). Atuam em diferentes
etapas do ciclo do parasita. A maioria dos antimalaricos exerce sua agdo por
mecanismos envolvidos na detoxificacdo do grupo heme ou inibindo a sintese de
acido folico (CUNICO et al., 2008).

O planejamento e aplicagédo de novos compostos heterociclicos antimalaricos
contendo nitrogénio, que possuem carater basico sdo de extrema importancia para a
quimica farmacéutica e medicinal, quando comparados aos demais heterociclicos.
As aminoquinolinas presentes em numerosos compostos farmacéuticos se destacam
pela simplicidade molecular, atividade biolégica, elevada estabilidade quimica, além
de baixo custo de desenvolvimento e facil obtengédo por rotas sintéticas tradicionais
(FRANGCA et al, 2008).

Estruturas analogas da cloroquina e da primaquina vem despertando
interesse pela comunidade cientifica e industrias farmacéuticas para o planejamento
e desenvolvimento de novos antimalaricos quinolinicos, de forma a potencializar a
atividade farmacologica, otimizar as propriedades farmacocinéticas e reduzir a
toxicidade, garantindo compostos mais seguros, eficazes e com poucas reacdes
adversas (BITONTI et al. ,1988; KYLE et al., 1993).
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Adicionalmente, a descoberta da atividade antimaldrica dos estilbenos,
desperta o interesse, pela diminuicdo dos processos oxidativos associado ao uso de
antimalaricos (PARK et al., 2008; BOOLANKSIRI et al., 2000).

Autores propdem a participacdo do estresse oxidativo no mecanismo de acéo
da cloroquina. No entanto, sdo poucos os estudos relacionados com as
propriedades eletrénicas deste composto, uma vez que deve ser elucidada a relagao
entre tautomerismo e mecanismo antioxidante desta estrutura, avaliando a relacéo
estrutura-atividade e os mecanismos pro-oxidantes e antioxidantes tanto no efeito
antimalarico, quanto na citoxicidade (GRAVES et al., 2002).

Neste contexto, a quimica medicinal utiliza programas computacionais de
quimica e bancos de dados como ferramentas para o planejamento de novos
farmacos ou derivados, na investigacao de interacdes quimicas ligante-receptor e na
exploracdo dos fatores estruturais relacionados ao efeito bioldégico, como a
elucidacao do farmacéforo, que é a parte estrutural responsavel pela agao biolégica.
A modelagem molecular permite o estudo e planejamento de novos farmacos e o
entendimento da relagao estrutura-atividade (REA) a fim de elucidar mecanismos de
acao, utilizando graficos computacionais tridimensionais e valores numéricos
(CARVALHO et al., 2003).

Neste sentido, o interesse pela realizacdo deste estudo baseia-se na
aplicacao de métodos tedricos para compreensao das propriedades fisico-quimicas
e de reatividade de novos derivados analogos de quinolinas propostos e que
possam ser interessantes para 0 mecanismo de agcado antimaléarico, isolamento do
farmacoforo ou toxicéforo, selecdo dos parametros fisico-quimicos fundamentais
para o planejamento racional de novos derivados e de novos candidatos a farmacos,

com maior atividade antimalarica e reduzida toxicidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Malaria

Os agentes etiol6gicos da malaria sao protozoarios da ordem Haemosporidia,
familia Plasmodiidae e género Plasmodium, onde as espécies P. falciparum, P. vivax,
P. malariae, e P. ovale, sdo conhecidas por causarem a doenca. A malaria é
transmitida pela picada da fémea do mosquito Anopheles, por transfusdo de sangue,
compartilhamento de agulhas e seringas infectadas, ou da gestante para o bebé
antes ou durante o parto. Os sinais clinicos sao principalmente febre alta, calafrio,
sudorese e cefaléia (MS, 2008a).

Anualmente, sobretudo no continente africano, entre 500 e 300 milhdes de
pessoas sao infectados, dos quais cerca de um milhdo morrem em conseqiéncia da
doenca (FERREIRA, 2006). E um problema mundial de satde publica, afetando
principalmente paises de clima tropical e subtropical, onde as condicbes ambientais
favorecem a manutencao e desenvolvimento dos vetores da doenca (LOTROWSK et
al., 2006). Do total de registros, 99,9% dos casos notificados no Pais estao
concentrados na Amazénia Legal, que apresenta a malaria como uma das doencgas

de maior importancia epidemiolégica (SESPA, 2006).

2.1.1 CICLO BIOLOGICO DO PLASMODIO

Formas esporozoitas sao inoculadas pelo mosquito atingindo a circulacao
sanguinea do homem. Ao chegar ao figado, invadem os hepatécitos e se
diferenciam em esquizontes, 0s quais por reproducdo assexuada (esquizogonia
tecidual) e ao final do ciclo tecidual os merozoitas liberados invadem os eritrécitos
diferenciando-se em trofozoitas que se multiplicam por divisdo nuclear, esquizogonia
sanguinea, formando esquizontes que liberam o0s merozoitas na circulacédo
sanguinea. Alguns merozoitas se diferenciam para as formas sexuadas (CUNICO et
al., 2008).

A reproducdo sexuada (esporogbnica) ocorre no estbmago do mosquito
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(Anopheles), apbés a diferenciacdo dos gametdcitos (em macrogametas e
microgametas) e a sua fusao, com formagédo do ovo (zigoto), se transforma em uma
forma movel (oocineto) que migra até a parede do intestino médio do inseto,
formando o oocisto, no interior do qual se desenvolverdao os esporozoitos. O tempo
requerido para que se complete o ciclo esporogdnico nos insetos varia com a
espécie de Plasmédio. Os esporozoitos formados nos oocistos sdo liberados na
hemolinfa do inseto e migram até as glandulas salivares, de onde sao transferidos
para o sangue do hospedeiro humano durante o repasto sangulineo (Figura 1) (MS,
2008b).
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Figura 1 - Ciclo biol6gico do Plasmodium sp. Fonte: Adaptado CDC (2006).

2.1.2 VACUOLO DIGESTIVO DO PARASITO

No vacuolo digestivo do plasmédio esta presente, uma organela tipo
lisossomo acido, onde ocorrem processos chaves para sobrevivéncia, incluindo o
metabolismo da hemoglobina e a detoxificacdo do heme, os quais representam alvos
quimioterapéuticos potenciais para o tratamento da malaria. Os parasitas degradam
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a hemoglobina como principal fonte de aminoacido para a sintese protéica durante
seu desenvolvimento. E um processo complexo que envolve varias proteases,
originando aminoacidos livres e heme (MARTINS, 2008; OLLIARO & GOLDBERG,
1995), sendo essencial para a sobrevivéncia do parasita, em contraste com outros
caminhos metabdlicos, pois este parece ter dificuldade em utilizar processos
alternativos para metabolizar a hemoglobina e fazer a detoxificagdo do grupo heme.

2.2 Possiveis Alvos De Acao Dos Quimioterapicos

Os alvos de agao dos quimioterapicos utilizados na malarica sao classificados
de acordo com o local de atuacéo, como descritos por Olliaro (1994) e detalhado nos
topicos a seguir (Figura 2).

sinalizagao
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Estresse Oxidativo Metabolismo fosfolipideo

transporte
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos principais alvos quimioterapéuticos da malaria. Fonte:
Modificado de Olliaro (1994).
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2.2.1 METABOLISMO DA HEMOGLOBINA E PROTEINASES

No vacuolo digestivo a hemoglobina é catabolizada. Os parasitas necessitam
de nutrientes externos e por terem capacidade limitada de sintetizar aminoacidos e
fontes destes, suprem suas necessidades metabdlicas pela digestdo da
hemoglobina da célula hospedeira. O processo origina aminoacidos livres
indispensaveis a sua sobrevivéncia.

A degradacgédo da hemoglobina é atribuida pela acdo de duas proteinases: a
aspartica (analogo da catepsina D) e a cisteina (analogo ao catepsina L) (GLUZMAN
et al. 1994; WESTLING et al., 1997). A primeira proteinase aspartica (plasmepsina |)
faz uma Unica clivagem na regido mével da hemoglobina e a segunda proteinase
aspartica (plasmepsina Il) tem a atividade preferencial na globina &cida-desnaturada
(ROSENTHAL & NELSON, 1992; DOMINGUEZ et al., 1997). A proteinase de
cisteina atua no processo por ndao reconhecer a hemoglobina nativa, somente a
porcao globina (apoproteina). As proteinases vacuolares podem ser validadas como
alvos terapéuticos, para o desenvolvimento de novos protétipos de farmacos
antimalaricos (KAMCHONWONGPAISAN et al., 1997).

2.2.2 POLIMERIZAGAO DO HEME

O produto heme resultante do metabolismo da Hb quando nao detoxificado
pode acarreta danos as membranas e enzimas biolégicas dos parasitas dos
eritrocitos (GLUZMAN et al., 1994). O residuo livre heme ou ferriprotoporfirina 1X
(Fe(llhPPIX) é polimerizado a um composto inerte, insolivel e nao tdxico ao
parasita, o pigmento malarico denominado hemozoina (Figura 3) (SILVA, 2005), que
€ considerado o alvo dos antimalaricos quinolinicos (GOLDBERG et al., 1990; EGAN
et al., 1994; RAYNES et al., 1996).



21

Vacuolo
Digestivo

Hemozoina
Y /. A

Merozoito

Figura 3 - Metabolismo da hemoglobina no vacuolo do parasita (adaptado de Silva, 2005).

2.2.3 GLICOLISE

O desenvolvimento do Plasmodio depende primeiramente da glicolise para a
geracao de energia (SHERMAN, 1979). Ao contrario, das células dos mamiferos e
da maioria de organismos aerébicos, o piruvato nao é incorporado ao ciclo de Krebs
no Plasmddio, portanto, o lactato € o produto final da via glicolitica. A lactato
dehidrogenase (LDH) catalisa a reducéo do piruvato a lactato (Figura 4), permitindo
a producao rapida de energia necessaria para o crescimento do parasita, produzindo
grande quantidade de lactato, que pode contribuir para a acidose lactica observada
frequentemente na malaria severa (KRISHNA et al., 1996). Tal caracteristica é

relevante como potencial alvo terapéutico.

NADH +H NAD®

O O
H 3C \”)1\ Oe Y H 3 C \‘)J\ OG
0O lactato desidrogenase OH

piruvato lactato

Figura 4 - Reacao de reducao do acido pirtvico. Fonte: Lehninger (2002).
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2.2.4 METABOLISMO DOS ACIDOS NUCLEICOS

Os nucleotideos além de serem precursores do acido desoxirribonucleico
(DNA) e acido ribonucleico (RNA), sado intermediarios em diversas reacbes de
biossintese e processos bioquimicos. O parasita depende das purinas do
hospedeiro, para a sintese do acido nucléico e para a producao de energia, podendo
esta via ser explorada para o ataque quimioterapéutico (OLLIARO & GOLDBERG,
1995).

2.2.4.1 Via das Purinas e Pirimidinas

Evidéncias sugerem que a hipoxantina formada durante o catabolismo do ATP
e fonte preliminar das purinas para o P falciparum. As enzimas especificas
parasitarias utilizadas sdo as fosforibosiltransferase da hipoxantina-guanina
(HGPRT), a inosina dehidrogenase e a adenilsuccinato sintase. A reacao de catalise
da HGPRT é exemplificada na figura 5 (HASSAN & COOMBS, 1988)."
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Figura 5 - Reagao da hipoxantina e fosforibosil-pirofosfato e formagéo do &acido Inosinico.
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2.2.4.2 Sintese do Folato

O Tetrahidrofolato € um transportador e participa como coenzima chave no
metabolismo dos aminoacidos e nucleotideos. A rota metabdlica do folato esté ligado
a captacdo de purina através da guanosina trifosfato (GTP), na qual a GTP
ciclohidrolase atua como primeira enzima da via biosintética (KRUNGKRAI et al.,
1989; ASAWAMAHASAKDA & YUTHAVONG, 1993).

Quatro enzimas deste caminho biossintético sdo alvos antimalaricos
tradicionais: a dihidropteroato sintase (DHPS), a 2-amino-4-pirofosfoquinase (PPPK),
a hidroxi-6-metil-dihidropteridina (DHFR) e a timidilato sintase (TS). As sulfonamidas
e sulfonas impedem a formacao do dihidropteroato, sendo combinados geralmente
com a pirimetamina ou biguanidinas (inibidores de DHFR) (OLLIARO, 2001).
Entretanto, o papel destas drogas na quimioterapia e na prevencdo da malaria é

limitado pelo rapido aparecimento de resisténcia (WANG et al., 1997).

2.2.4.3 Sintese do DNA e RNA

Sao0 processos vitais e altamente complexos 0os que envolvem a replicacao e
reparo do DNA e pode ser dificil alcancgar seletividade de agédo. Entretanto, algumas
diferencas foram relatadas entre o parasita e as células humanas que podem
oferecer novas vias para a pesquisa. No entanto ndo ha nenhuma evidéncia de uma
DNA polimerase como alvo, embora diversas polimerases ja tenham sido descritas
no P. falciparum (WHITE et al., 1993).

2.2.4.4 Fungbes Mitocondriais

No estagio sanguineo assexuado as fungdes mitocondriais sdo pouco
desenvolvidas, no que diz respeito as cristas da membrana interna mitocondrial, e a
maioria do ATP é obtida pela glicélise (LANG-UNNASCH, 1992). O transporte de
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elétron mitocondrial € fundamental para a sobrevivéncia, sendo um alvo potencial na
quimioterapia da maléria (ITTARAT et al., 1994; SEYMOUR et al., 1994). Enzimas
mitocondriais ligadas a cadeia de transporte de elétrons, como a dihidro-orotato
dehidrogenase (DHODase), pode ser um alvo da inibicdo de determinadas drogas
antimalaricas, tais como a atovaquona, embora seu alvo preliminar seja o bloqueio
da sintese de pirimidina, pela inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial (HUDSON,
1993).

2.2.5 BIOSSINTESE DE MEMBRANA

6.2.5.1 Metabolismo dos Fosfolipidios

Os parasitas da malaria necessitam de grande quantidade de fosfolipidio para
crescimento e divisdo, conseqlientemente os teores de lipideos dos eritrocitos
infectados sao significativamente mais elevados, quando comparados aos normais.
No plasmédio, a fosfatidilcolina (PC) é o fosfolipidio principal do parasita. A colina
penetra nas hemacias através de um transportador constitutivo da membrana, cuja
natureza ainda nao foi esclarecida (OLLIARO & YUTHAVONG, 1999).

6.2.6  TRANSPORTE VACUOLAR

Os parasitas intra-eritrocitarios acarretam profundas alteragdes na membrana
dos eritrocitos infectados, permitindo aumento na permeabilidade dos nutrientes
provenientes do ambiente extracelular, dentre outros processos (OLLIARO, 1994).
Teoricamente, é possivel usar tal sistema de transporte para facilitar a entrada
seletiva de antimalaricos nos eritrocitos infectados ou impedir que nutrientes-chaves
sejam interiorizados (GINSBURG, 1994). Assim, moléculas presentes no citoplasma
eritrocitico podem ser introduzidas e armazenadas pelo parasita, incluindo
primeiramente a hemoglobina e as enzimas necessarias para digerir-las (OLLIARO
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& GOLDBERG, 1995).

2.2.7 ESTRESSE OXIDATIVO

2.2.7.1 Eritrécitos e Radicais Livres

A acao de radicais livres sobre as células sé@o relacionadas a citotoxicidade,
desencadeando lesdes celulares, transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo
ibnico e de outras substancias, perda da seletividade para a entrada ou saida de
nutrientes, acumulo de compostos toxicos resultantes do metabolismo celular,
alteracbes do DNA, oxidacdao da fracdo de acidos graxos poliinsaturados e
degradacao das substancias que compdéem a matriz citoplasmatica (VACA et al.,
1988; BABER et al., 1994).

O estresse oxidativo € um importante mecanismo para a destruicdo das
formas intra-eritrocitica do plasmddio (SCHIRMER et al., 1995). Os parasitas no
estagio intra-eritrocitario e hepatico contém espécies reativas de oxigénio (ERQO’s)
produzidas pelos antimalaricos, pela degradacdo de Hb ou por fagécitos, onde o
parasita se apropria das enzimas do hospedeiro e produz suas proprias enzimas,
como defesa antioxidante contra as ERO’s, evitando assim danos oxidativos
(GOLENSER et al., 1991).

O eritrocito possui uma defesa antioxidante potente para neutralizar
constantemente os ERO’s produzidos pela oxidacdo da hemoglobina (Fe?") a
metahemoglobina (Fe®). Na hemécia, o peréxido de hidrogénio (H»0») produzido
pela superéxido dismutase (SOD) com a dismutacdo do anion do superoxido, €
reduzido pela catalase e glutationa peroxidase (GPx). O ultimo processo envolve a
oxidacao concomitante de glutationa reduzida (GSH) para glutationa oxidada
(GSSG). A GSSG é reduzida para formar a GSH pela glutationa redutase
consumindo NADPH (GINSBURG & ATAMNA, 1994).

O parasita utiliza a via da pentose-fosfato (fosfogliconato ou Shunt das
hexose-monofosfato) incluindo a glicose-6-Fosfato desidrogenase (G6PD), para
formacao do NADPH (LUZZATTO, 1995) (Figura 6).
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Figura 6 - Defesa antioxidante em eritrécitos infectados por plasmaédio (Becker et al., 2004).

Todas as trés enzimas da defesa antioxidante, como SOD, GPx e catalase,
estdo presentes em quantidades variada (FAIRFIELD et al., 1983). Ha duas familias
conhecidas dos SOD’s: Cu/Zn-SODs e Fe/Mn-SODs. As células do hospedeiro
contém uma Cu/Zn-SOD, que sdo adotadas pelo parasita, que comeca a utiliza-las
no seu metabolismo (FAIRFIELD et al., 1988).

Diversos antimaléricos utilizados atualmente tém propriedades pré-oxidantes,
e seus mecanismos de acao ocorrem por estresse oxidativo nos eritrocitos
parasitados. Teoricamente, o parasita pode sofre agdo, aumentando o estresse e/ou
reduzindo seu sistema de defesa antioxidante (VENNERSTROM & EATON, 1988). A
cloroquina inibe a detoxificacao da Fe (llIPPIX) e sua atividade antimalarica pode ser
aumentada pela deplecdo de GSH. A artemisinina reage com moléculas de heme
formando radicais citotdéxicos. Novas drogas atuam no metabolismo redox dos

parasitas, sendo conhecidos como antimalaricos peroxidicos, agindo por alquilagao
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do heme ou proteinas, ou como inibidores das enzimas antioxidantes como a
glutationa redutase e glutationa S-transferase (BECKER et al., 2004).

Segundo Correa (2007), a interacdo entre o heme e a primaquina pode
exercer um efeito pré-oxidante (Figura 7). A interacdo farmaco e radical Fe®*
porfirinico (1) é reduzida por sistemas doadores de elétrons. O Fe** recebe um Oy,
formando o complexo Fe-peroxil (ll), que é reduzido novamente por sistemas
doadores de elétrons ou pelo farmaco (lll) tornando-se instavel, liberando O
(Superoéxido) e cation radical como formas pré-oxidantes (1V).
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Figura 7 - Mecanismo de pré-oxidagéo induzido pela primaquina.

2.3 Antimalaricos

Os farmacos antimalaricos sdo planejados para interferir em etapas
especificas do ciclo de vida do Plasmédio. A reducao da eficacia dos antimalaricos é
um fenébmeno cada dia mais evidente, 0os casos de resisténcia as drogas nas regides
nas quais a doenca € endémica e as reacoes téxicas sao freqientes (WHITE, 1998).
Cloroquina, mefloquina, e outras drogas de primeira linha para o tratamento malaria,
estdo cada vez mais ineficazes (VROMAN et al.,, 1999; BHATTACHARJEE &
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KARLE, 1999). Portanto, esforcos sado necessarios para a descoberta e
desenvolvimento de novas drogas antimalaricas menos toxicas e mais ativas.

Tradicionalmente, estagios sanguineos assexuados sao alvos terapéuticos,
particularmente nas infecgcdes pelo P. falciparum, na qual os parasitas maduros nos
estagios trofozoita e esquizonte invadem os capilares sistema nervoso central (SNC)
e de outros 6rgaos, conduzindo as complicacbes severas da malaria. Também
merecem atencdo, drogas para o estagio hepatico, principalmente recidiva da
doenca. Ja os tratamentos associando drogas que impedem a formagdo do
gametdcito sdo utilizados para impedir a transmissao (MS, 2009).

2.3.1 CLASSIFICACAO

O tratamento dos pacientes com malaria deve levar em conta fatores como: o
grau da infecgdo; gestantes; a idade; a espécie de Plasmaodio e a gravidade do caso.
Os antimalaricos distribuidos atualmente pelo Ministério da Saude para uso rotineiro
sdo: cloroquina, primaquina, mefloquina, quinina, doxiciclina, artemeter, artesunato,
lumefantrina, clindamicina (MS, 2010).

As drogas antimalaricas atuam sobre formas evolutivas especificas, sendo
classificadas em:
a) Esquizonticidas teciduais: Aquelas que atuam sobre o ciclo esquizogdnico

hepatico, destruindo os parasitos durante o ciclo pré-eritrocitico,
interrompendo a fase sanguinea e, portanto, as manifestacdes clinicas da
doenca. Sao aplicados na fase pré-latente da infeccao natural pelo P.vivax.
Impedem as recaidas e sao chamados anti-recidivas. Exemplo: primaquina,
doxiciclina (no P.falciparum).

b) Esquizonticidas sanguineos: Exercem acao sobre os parasitas durante o ciclo
esquizogbnico eritrocitico, promovendo a cura clinica da doenca. Exemplo:
cloroquina, doxiciclina e derivados de artemisinina.

c) Gametocitocidas: Sua acdo se da pela destruicio dos macro e

microgametdcitos na circulacdo sanguinea. Os esquizonticidas sanguineos
eliminam também os gametdcitos de P. vivax e P. malariae, mas nao do P.

falciparum, a exemplo da cloroquina e primaquina (para todas as espécies).
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d) Acédo esporonticida: Drogas que atuam sobre os gametdcitos sem destrui-los,

mas impedindo que possam evoluir a esporozoitos no estémago do mosquito.
2.3.2 DERIVADOS QUINOLINICOS

O potencial dos derivados quinolinicos esta diretamente relacionado a
habilidade das drogas de inibir a polimerizagdo do heme, uma vez que grande
quantidade deste grupo séo liberados pela digestdo da hemoglobina. O heme livre
pode lisar as membranas pela formacao de intermediarios reativos de oxigénio,
inibindo diversos processos e, por ser téxico, deve ser detoxificado no vacuolo
digestivo através do processo de biocristalizacdo no qual é seqlestrado em grandes
cristais insoluveis denominados hemozoina (RAYNES et al., 1996).

A quinina é um derivado das quinolinas, isolada pela primeira vez da casca da
arvore tropical Cinchona ledgeriana em 1820. E um alcaléide precursor das 4- e 8-
aminoquinolinas e dos élcoois quinolinicos (FRANGA et al., 2008).

Das 4-amino-quinolinas, a cloroquina 7-cloro-4(4-dietilamino-1-
metilbutilamino)-quinolina (CQ) é um quimioterapico importante, (Figura 8) por ser
um potente esquizonticida sanguineo, gametocitocida (contra P. vivax) e eficaz
contra as formas eritrociticas de todas as espécies de Plasmédio, somando-se a sua
acao antipirética e antiflamatéria. No entanto, ndo é ativa contra esporozoitos ou
hipnozoitos hepaticos. (O' NEILL et al., 1998; SULLIVAN et al., 2002).
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Figura 8 - Estrutura e numeracéao cloroquina e 4-amino-quinolina.

O mecanismo de acdo das 4-aminoquinolina tem sido extensivamente

investigado. O Plasmaodio ingere o citosol eritrocitico por endocitose e o trasfere para
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o vacuolo alimentar via vesiculas de transporte de Hb. A digestao da hemoglobina no
vacuolo libera a FP IX, ao qual é detoxificada por incorporagao nos cristais inertes de
hemozoina (EGAN et al., 2002). A cloroquina (CQ) se concentra no vacuolo
alimentar e se acredita que dimerize com FP IX, inibindo a formagédo da hemozoina e
na acumulacao letal do complexo toxico FP-CQ ou FP na membrana vacuolar do
parasita (SULLIVAN, 2002).

O mecanismo exato pelo qual a CQ inibe a formacdo da hemozoina nao é
conhecido, mas sabe-se que pode reter o heme e impedir sua incorporagdo ao
cristal de hemozoina. (DAWSON et al., 1993). Graves et al. (2002), acreditam em
um possivel papel do estresse oxidativo como parte do mecanismo de acao da CQ.

A amodiaquina distingue-se estruturalmente da CQ por possuir o grupo 4-
hidroxianilino ligado ao anel quinolinico. No entanto, ambas apresentam geometria
global similar, com espacamento de quatro carbonos entre 0s grupos amino
secundario e terciario. Recentemente, a amodiaquina foi reclassificada como pré-
farmaco, pois é extensamente metabolizada a desetilamodiaquina, biologicamnete
ativa, por perda do grupo N-etilo, e ao metabdlito secundario 2-hidroxi-amodiaquina,
ambos eliminados por excrecao renal (FLETCHER,1988).

As 8-aminoquinolinas representam os classicos agentes esquizonticidas
teciduais, em contraposicdo com os esquizonticidas sanguineos, sendo a primaquina
o0 membro mais importante da familia, por sua potente atividade contra as formas
teciduais primarias e secundarias do Plasmodio. Recentemente, modificagcbes
moleculares da primaquina (PQ) conduziram a novas estruturas derivadas das 8-
aminoquinolinas que apresentam atividade esquizonticida sanguinea, abrindo novos
horizontes para a quimioterapia da malaria (VANGAPANDU et. al, 2003).

Outras quinolinas também inibem a formagdo de hemozoina in vitro, com
concentracdes inibitérias para o parasita, fornecendo forte argumento que
compartilham o mecanismo de agédo da CQ, associado a geragédo de niveis toxicos
de FP, a partir da interrupgdo da formagdo da hemozoina (HAWLEY et al., 1998;
CHOU & FITCH, 1993; GINSBURG & DEMEL,1984).
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2.3.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA DOS FARMACOS ANTIMALARICOS

Nas ultimas duas décadas, a mortalidade e a morbidade pela malaria tém
aumentado, em funcdo da resisténcia aos farmacos antimalaricos comumente
utilizados, tais como quinolinicos, preferidos até o surgimento da resisténcia,
detectada pela primeira vez em 1959 na Asia, impulsionando assim a busca de
novos quimioterapicos (BLOLAND, 2001; FRANCA et al., 2008).

A resisténcia pode ocorrer pelo decréscimo da concentracdo de droga no
vacuolo digestivo, por mecanismos de extrusdo na membrana vacuolar, ou mutagéo
no sitio de ligacao da droga com a proteina alvo (FOOTE & COWMAN, 1994). Logo,
a diminuicdo do pH intracelular e aumento do pH vacuolar € um fator relevante
(BRAY et al., 1992).

O gene pfmdr1 o qual confere resisténcia a multiplas drogas foi descrito como
um transportador responsavel pela resisténcia a CQ (VOLKMAN & WIRTH, 1998;
POVOA et al., 1998), apresentando um polimorfismo resultante da substituicdo do
aminod&cido asparagina para um tirosina no P. falciparum (HOLMGREN et al., 2006).

2.4 Planejamento E Desenvolvimento De Antimalaricos

Para a descoberta e o desenvolvimento de moléculas antimalaricas com
melhor atividade, é necessario compreender a estrutura quimica molecular, e
identificar as caracteristicas dos grupos funcionais da molécula. E fundamental a
determinacao de parametros moleculares e propriedades fisico-quimicos, além do
estudo quimico-computacional teérico das propriedades estéreo-eletrbnicas de
moléculas e receptores pertencentes a esta classe de compostos, em especial os
que atuam sobre o processo de detoxificacdo do heme (ACHARYA, et al., 2008).

Segundo Thomas (2003), a atividade biolégica ocorre pelas interacoes
quimicas entre o ligante e seu receptor, € 0s grupamentos quimicos contribuem para
a formacao do complexo farmaco-receptor, portanto, & possivel combinar os grupos
funcionais responsaveis pela agao biolégica e retirar os fragmentos responsaveis

pela toxidade.
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O planejamento de compostos biologicamente ativos por métodos teéricos de
modelagem molecular, através de programas computacionais de quimica, técnicas
de visualizacao grafica, representacao tridimensional e bancos de dados, auxiliam
na investigacdo das interacdes ligante-receptor, na selecdo de grupamentos,
parametros eletrbnicos, conformacionais e de solubilidade, para elucidagdo dos
fatores estruturais relacionados ao efeito biolégico. Como consequéncia, o0s
mecanismos de acdo molecular dos farmacos podem ser compreendidos pela
integracdo dos conhecimentos fundamentais de quimica organica, bioquimica,
biologia molecular e farmacologia (WERMUTH, 1996; CARVALHO et al., 2003).

O desenvolvimento de novos farmacos busca estruturas com atividade e
aplicacao definidas, reduzindo a toxicidade, tempo e custos financeiros. Os métodos
computacionais sao ferramentas que tem por objetivo entender e prever o
comportamento dos sistemas reais, usados para desenhar, descrever e prever
estruturas moleculares, propriedades do estado de transicao e equilibrio de reacdes,
propriedades termodinamicas, eletrénicas, conformacionais e de solubilidade. Estes
métodos abrangem estudos de minimizacdo de energia, analise conformacional,
extracdo das propriedades geométricas e estruturais, de reatividade e simulacdes de
dindmica molecular, cujos parametros podem ser aperfeicoados por métodos
estatisticos (BORGES, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o possivel envolvimento do mecanismo redox de derivados

quinolinicos na atividade antimalarial.

3.2 Objetivos Especificos

o Realizar estudo tedrico do tautomerismo da cloroquina;

o Planejar novos derivados de 4-amino-quinolina;

o Estudar a correlagédo entre estrutura quimica e atividade antioxidante tetrica e
correlacionar com a atividade antimalarica e toxicidade de 4- e 8-amino-

quinolina;

o Isolar o grupo farmacoférico e toxicoforico de 4- e 8-amino-quinolina utilizando
métodos tedricos;
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4 METODOS COMPUTACIONAIS

4.1 Modelagem Molecular

Atualmente, os métodos tedricos tém sido aplicados com sucesso na
mensuracdo da capacidade antioxidante, na determinacdo da relacdo estrutura e
atividade farmacoldgica e no estudo de farmacoforos (QUEIROZ et al., 2008).

Neste estudo utilizou-se o método TFD (Teoria do Funcional da Densidade), o
funcional hibrido B3LYP (BECKE et al., 1993; LEE et al., 1998) e os conjuntos de
bases 6-31G(d) e 6-311++G(2d,2p) (HEHRE, 1986), com objetivo de avaliar a
capacidade dos derivados de doar elétrons correlacionando com os diferentes
mecanismos de sequestro de radicais livres.

As estruturas otimizadas foram confirmadas para reais por calculo de
frequéncia (freqiéncia ndo imaginaria). Estruturas com mais de uma conformagéo
tiveram todas as conformacdes investigadas, sendo somente a conformacédo de
menor energia eletrdnica utilizada neste trabalho.

O método semi-empirico PM3 (Terceira Parametrizagéo) (STEWART, 1989) foi
empregado para pré-otimizagdo das geometrias e obtencao de parametros teoricos.
Os programas utilizados para esses calculos encontram-se nos pacotes de quimica
computacional Hyperchem 7.5 (2002) e ChemOffice (2005).

Os descritores de reatividade molecular calculados foram: potencial de
ionizacdo (Pl) das moléculas, energia de dissociacdo da ligacdo XH (EDLx) e
densidades de spin. Nesta etapa, os célculos foram realizados utilizando o programa
computacional Gaussian 2003 (FRISCH et al., 2004).

Um detalhado estudo tedrico da CQ foi realizado utilizando o método TFD
usando conjunto de base 6-31G(d) e 6-311++G(2d,2p), com o objetivo de esclarecer
0 mecanismo antimalarico e a influéncia do tautomerismo dos grupos amino-
quinolina e imino-quinolina. Nessa etapa todos os calculos foram realizados em fase
gasosa com o objetivo de obter as propriedades intrinsecas do tautémeros
estudados, estando livre de qualquer interacdo. O efeito do solvente foi investigado e
calculado posteriormente, usando o método do Meio Continuo Polarizado (MPC),
simulando presenga de agua ou solvente (cloroférmio) em um modelo simples,

implementado no pacote Gaussian 2003. Os resultados encontrados foram
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comparados com a fase gasosa para CQ (COSSI & BARONE, 1998).

4.1.1 ENERGIA DOS ORBITAIS DE FRONTEIRA (HOMO E LUMO)

Os valores de HOMO (orbital molecular ocupado de mais alta energia)
mostram a facilidade do farmaco atuar como um doador de elétron ou nucledfilo. A
maior ou menor nucleofilicidade esta relacionada com o menor ou maior valor em
méddulo, respectivamente. Enquanto que os valores e graficos do LUMO (orbital
molecular desocupado de mais baixa energia) mostram a facilidade do farmaco atuar
como um aceptor de elétron ou eletréfilo. A maior ou menor eletrofilicidade esta
relacionada com o maior ou menor valor em médulo, respectivamente. Valores de
HOMO e LUMO serao expressos em elétron-volt (eV) (KUBINYI, 1979).

Estes parametros estdo relacionados com as regibes em que a estrutura
quimica do farmaco pode ser atraida por pontos especificos do receptor bioldgico
como regides ricas ou deficientes em elétrons, representando um importante
parametro que contribui para uma maior compreensao das caracteristicas quimicas
e biolégicas de um farmaco (KUBINYI, 2002).

As propriedades eletrénicas foram calculadas para determinar na estrutura
quimica quais as possiveis regides e conformacdes para reacdo com os radicais
livres, e os fatores que podem afetar as propriedades doadoras e aceptoras de
elétrons dos derivados quinolinicos.

4.1.2 POTENCIAL DE IONIZAGAO (PI)

O potencial de ionizagao foi calculado a partir das energias de retirada de um
elétron. O célculo do potencial de ionizagdo foi realizado pela diferenga entre a
molécula neutra e o respectivo cation radical (Equagéo 1).

IP = ECQ™-ECQ (Eq. 1)
Os valores de energia foram correlacionados com as densidades de spin dos
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radicais livres, podendo desta forma localizar grupos que estdo contribuindo para a
estabilizacdo do elétron desemparelhado.

4.1.3 DISTRIBUICAO DE DENSIDADE DE SPIN

Os métodos de analise populacional, como andlise populacional de Mulliken,
fazem a “particao” da densidade eletrbnica entre os atomos de um sistema. A
distribuicdo de densidade de spin tenta predizer a localizagdo dos elétrons em
determinada molécula e definir qual a fracdo dos elétrons que permanecem nos
atomos apos o estabelecimento das ligacbes quimicas da estrutura molecular
(AYUEL, 2002; SANT’ANNA, 2009).

4.1.4 MAPA DE POTENCIAL ELETROSTATICO (MEP)

Mapas de potencial eletrostatico sdo utilizados em estudos de relacao
estrutura e atividade tridimensional (3D-SAR) para interpretagées qualitativas de
reacoes eletrofilicas e nucleofilicas, calculos de cargas atdmicas e para comparar ou
estimar a semelhancga entre um conjunto de moléculas (TASI, 1993).

O potencial eletrostatico é propriedade de uma molécula que surge da
interacdo entre uma onda carregada, tal como uma carga pontual unitaria positiva
representando um préton, e a molécula-alvo. Pode ser definido como o trabalho para
trazer uma carga unitaria positiva do infinito até um determinado ponto do espago.
Mapas tridimensionais que representam a distribuicdo do potencial eletrostatico na
superficie molecular através de diferencas de cores é um recurso comum em
pacotes de programas de modelagem molecular. Entdo, define-se uma grade de
pontos ao redor da molécula situada a uma distancia adequada, que pode ser na
superficie de Van de Waals. O potencial eletrostatico é entdo calculado,
determinando-se a distribuicdo e energia de interagcdo de uma carga pontual positiva
com cada ponto de grade associado com a superficie molecular (SANT'ANNA,
2009).
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4.1.5 TEOREMA DE KOOPMAN

Na Teoria do Funcional da Densidade (TDF), o teorema de Koopman para um
extenso sistema molecular pode ser analisado da seguinte forma: A energia de
ionizacao do sistema equivale ao negativo da energia do orbital ocupado de mais
alta energia (HOMO) mais a energia eletrostatica de Coulomb da retirada de um
elétron do sistema, ou equivalentemente, a energia de ionizagédo de um elétron N do
sistema € o negativo da média aritmética da energia de HOMO do sistema e da
energia do orbital desocupado de mais baixa energia (LUMO) do elétron N-1
(KOOPMAN, 1934; LUO et al., 2006).

I (N) = E (N)—E (N-1) = -y (Eq. 2)

Onde,
| = Energia de lonizacéo; N = Eletrons totais presentes na molécula e —€n = Energia

do Teorema de Koopman.

4.1.6 ESTRUTURA QUIMICA VERSUS ATIVIDADE ANTIMALARICA

O estudo da relacdo entre estrutura quimica e a atividade antioxidante,
antimalarica e toxicidade dos compostos avaliados foi realizado através do método
de simplificacdo molecular (QUEIROZ et al., 2009), visando determinar a importancia

de cada grupo funcional nas propriedades eletronicas e conformacionais calculadas.

4.2 Conjunto de Compostos Estudados

As moléculas estudadas foram selecionadas de trabalhos anteriores
disponiveis na literatura (ACHARYA et al., 2007; 2008), além dos derivados
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planejados, recebendo numeracao de 1 a 45, onde a molécula de numero 24 e 25
sao representada pela CQ e PQ, respectivamente (Figura 9).

NH, NH, NH, NH,
= = = =
< < < <
N cl N N~ Cl N~ ~CHs
S1 S2 S3 S4
NH. NH, NH, NH,
SN SN NH SN N SNT R,
OH e} Cl
S5 S6 S7 s8
NH» NH. NH» NH.»
= = = =
< | < | < < |
N Ry N~ Ry N~ R4 N~ R4
CH =N
® s9 HO s10 HN" O 511 o* "o s12
NH,
G
cl
S13 S14 S15 s16
NH»
=] [ > Hscom S
SN cl NT NZ NT
s17 s18 s19 s20
NH
~ § H3CO ~
L L L _
N cl N N
NH> NH2
s21 S22 s23
CHg ~CHa HsCO ~
HN)\/\/N\/CHS lN/
cl N S24 CHg s25
NH> NH> NH, NH,
| ~ =N = i ~ = | ~
N N/) SNT N N< N=
s26 s27 s2s8 S29
NH» NH, NH»
NT TS /Nl < Clw__N S _N__~OCHg
=~ N/ S N/ ~ N/ =~ N/
NH»
Ss30 S31 s32 S33
CH
)\3/\/NH HaCO_=N =
NHy H3zCO_N | ~ HN 2 ~ _
N N N
/\ oS =~ N /\ | \/ HoN ™~~~ NH
= 2
Cl N NHz ¢ CHg
S34 S35 s36 s37

Figura 9 - Conjunto de compostos estudados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Tautomerismo de 4-amino-quinolinas

5.1.1 ESTUDO DAS PROPRIEDADES ELETRONICAS

A propriedade antioxidante dos tautdmeros da cloroquina (CQ e CQl) e as
suas estruturas simplificadas (4AQ e 4AQl) foram avaliadas teoricamente, usando
valores de HOMO, LUMO e Pl. Os valores de energia de HOMO e Pl séao
importantes parametros para analisar a reatividade como nucledfilo das estruturas
guimicas, no qual os maiores valores de HOMO e os menores valores de LUMO e PI
representam facilidade para doar elétrons. Inversamente, menores valores de
HOMO e maiores valores de Pl implicam que a molécula ndo apresenta boa
tendéncia a doar elétrons (ANTONCZAK, 2008), desta maneira os valores de HOMO
e Pl das moléculas podem indicar qual tautbmero sera mais eficaz nos sitios ativos,
atuando como sequestradores de radicais livres, em decorréncia da reacao de
abstracao-H, apds a transferéncia de elétron. Os valores de HOMO, LUMO e Pl sao
mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades eletrénicas da cloroquina (S24) e 4-amino-quinolina (S20) e seus
tautomeros, usando o método DFT/B3LYP/6-31G(d).

Tautémeros HOMO LUMO PI
S20 -5,68 -1,08 174,14
S20 -5,25 -0,77 163,75
S24 -5,64 -1,15 160,22
S24 -5,28 -1,04 145,75

As moléculas apresentaram o valor de energias HOMO de -5,68 eV para 4AQ e
-5,64 eV para CQ. Os tautdmeros apresentaram valores de energias HOMO de -5,25

eV para 4IQ e -5,28 eV para CQIl. Os resultados de LUMO apresentam a mesma
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tendéncia. Portanto, os calculos mostram que os tautdmeros imino-quinolina séao
mais nucleofilicos que os tautbmeros amino-quinolina.

O orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) é um importante
parametro de estrutura molecular eletronica. A molécula ao qual apresenta o mais
baixo HOMO tem fraca habilidade doadora de elétrons. Ao contrario, altos valores de
HOMO implicam em moléculas boas doadoras de elétrons (QUEIROZ et al., 2009).
O valor de HOMO da molécula pode indicar seu sitio ativo de seqiestro de radicais
livres, em decorréncia a transferéncia de elétrons.

Como visualizado na figura 10, sao identificada algumas estruturas com
ressonancias no sistema HOMO. Os resultados de HOMO, obtidos no presente
trabalho indicam que o anel quinolina é essencial para a formagéao do sistema = de
elétrons. Logo, a contribuicdo do N,N-dietil-pentano pode ser negligenciada. Além
disso, tanto CQ quato 4-AQ tem uma notavel simetria de HOMO. As mesmas
propriedades foram observadas para os tautomeros. Desta maneira, o sistema 4-
amino-quinolina é essencial e suficiente para descrever o comportamento eletrénico

de derivados quinolinicos, tais como a cloroquina.

caQl

AQ

Figura 10 - HOMO da cloroquina (CQ) e 4-amino-quinolina (4AQ) e seus tautémeros.
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5.1.2 TEOREMA DE KOOPMAN

Tabela 2 — Energia do Teorema de Koopman.

Tautomeros HOMO LUMO PI —EN
S20 -5,68 -1,08 174,14 -4,6
S20 -5,25 -0,77 163,75 -4,48
S24 -5,64 -1,15 160,22 -4,49
S24 -5,28 -1,04 145,75 -4,24

O teorema de Koopman mostra que o Pl é um simples demonstrativo do valor
energético do HOMO, tendo em vista que a energia do teorema de koopman possui
valor préximo ao de HOMO, e tomando como base que o valor de HOMO ¢é utilizado
para calcular o PIl. Entdo a diferenca entre a energia do teorema de koopman e o
valor de HOMO calculado nos forneceria o valor do erro de calculo computacional
(Tabela 2).

5.1.3 MAPAS DO POTENCIAL ELETROSTATICO

As mesmas caracteristicas foram observadas para os mapas do potencial
eletrostatico 3D (MPE’s), com uma simetria estrutural para a cloroquina e o sistema
4-amino-quinolina e seus tautémeros. De fato, os MPE’s tanto de CQ quanto de 4AQ
com seus respectivos tautbmeros, mostrados na figura 11, mostram regides
vermelhas onde altas cargas negativas sao esperadas, ao qual representam melhor
probabilidade de ataque eletrofilico. A regidao azul, pelo contrario, representa a area a
qual a carga positiva é predita de ocorrer maior probabilidade de ataque nucleofilico.
Isso indica que os grupamentos amina e imina sao responsaveis pela deslocalizagao
de elétrons, envolvendo essencialmente o anel quinolina, com mudancas das

regides nucleofilicas e eletrofilicas.
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Figura 11 - MPE’s da cloroquina (CQ) e 4-amino-quinolina (4AQ) e seus tautbmeros.

Essas informagbes sdo importantes, sendo diretamente relacionadas com a
mudanga das formas de interacdo entre o quinolinico e o receptor biolégico. A
interacdo entre o farmaco e o receptor ndo é estatica, talvez a tautomerizacao seja
responsavel pela melhor interagdo e as regides eletrofilicas podem ser atacadas por
hidrogénios protonados.

5.1.4 ABSTRACAO DE ELETRONS

Trabalhos anteriores tém demonstrado boa tendéncia entre HOMO e PI
(QUEIROZ, 2009). Desta maneira, esperam-se resultados similares. As moléculas
mostraram valores de energias para Pl de 174,14 kcal/mol em 4AQ e 160,22
Kcal/mol para CQ. Os tautbmeros apresentaram valores de Pl equivalente a 163,75
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Kcal/mol para 4I1Q e 145,75 Kcal/mol para CQIl. Com isso, pode-se sugerir que, a
doacdo de elétrons é mais favorecida no tautdmero imino-quinolina, quando
comparado ao tautdmero amino-quinolina.

Nesse caso, a transferéncia eletrbnica é estabilizada pela conjugacédo de
elétrons entre os grupamentos amina e imina. A distribuicdo da densidade de spin
mostrou contribuicées caracteristicas do tautdbmero amino-quinolina, apresentando
maior contribuicdo nas posicdes: carbono Cs; (0,32) e nitrogénio amina (0,21),
podendo ser visualizado na figura 12. Enquanto que a contribuicdo da amino-
quinolina esta localizada principalmente nos carbonos Cs (0,32), Cs (0,17) e no
nitrogénio iminico (0,49). Outras posigbes mostram as mesmas contribuicbes em
ambos os tautémeros. Entretanto, a distribuicdo das densidades de spin quando
calculada utilizando o conjunto de base 311++G (2d,2p) ndo mostraram diferencas

significativas, quando comparados com a base 31G(d).

AQ 0.21 1Q 0,49

Figura 12 - Estrutura de contribuicdo da densidade de spin de 4-amina e 4-imino-quinolina.

Conseqguentemente, estes resultados mostraram que a ressonancia Ni-H e
N4-H podem ser responsaveis pela propriedade antioxidante do tautdémero imino-
quinolina, por mecanismo de abstracdo ou doacao de elétrons. Um dos fatores que

podem interferir neste processo é a energia de conversao dos tautdmeros.

5.1.5 BARREIRAS RELATIVAS DE ENERGIA

As barreiras relativas de energia do tautomerismo amino-quinolina foram
calculadas apo6s a transferéncia de prétons, como mostradas na figura 15.
Concentragdes biologicamente ativas de cloroquina aumentam o pH da vesiculas
acidas do parasita dentro de 3-5 minutos em parasitas sensiveis a cloroquina, no

entanto em parasitas resistentes isso nao ocorre. A cloroquina aumenta o pH acido
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das vesiculas de 700 para 800 vezes, e pode ser representada por esta propriedade
como uma base fraca, sendo também um agente lissosomotropico, significando que
este se acumula preferencialmente nos lisossomos das células do corpo. O pKa para
o nitrogénio quinolina da cloroquina € 8,5, significando que este é protonado ~90%
em pH fisiolégico como calculado pela equacdo de Henderson-Hasselbalch. Este
aumenta para ~98% em um pH lisossomal de 4,6. Acredita-se que a caracteristica
lissosomotropica da cloroquina seja responsavel pela sua atividade antimalarica; a
droga se concentra no vacuolo digestivo acido do parasita e interfere nos processos
essenciais (FOLEY & TILLEY, 1998; OLLIARO, 2001).

NH, 4@ (NH, He NH

:
1
g

Figura 13 - Tautomerismo de 4-amino-quinolina por transferéncia de proéton.

s

Tem-se demonstrado que imino-quinolina € importante para um melhor
sequestro de radicais livres pela cloroquina na atividade antimalarica. Entretanto, a
barreira relativa de energia entre os tautdbmeros amino-quinolina e imino-quinolina é
10,34 kcal/mol na cloroquina e 10,78 kcal/mol no modelo simplificado. Em ambos os
compostos, o tautdbmero amino-quinolina é mais estavel. Além disso, o efeito do
solvente usando o método PCM aumenta a barreira relativa de energia na
tautomerizagcdo amino-quinolina e imino-quinolina no modelo simplificado para 21,65
e 22,04 Kcal/mol na agua e cloroférmio, respectivamente, como observados na
figura 14.

Estes valores estdo de acordo com os resultados de calculos eletrénicos que
mostram que o tautébmero amino-quinolina tem melhor estrutura de ressonancia por
causa da deslocacao pelo sistema n de elétrons. De fato, o tautbmero amino-
quinolina apresenta uma estrutura simétrica ap6s a abstragao do elétron, enquanto o

tautoméro imino-quinolina apresenta uma estrutura assimétrica apds a abstracao de
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elétrons, principalmente pela maior contribuicAo dos nitrogénios enaminicos e

iminicos.
cHy, M cHy,  CHs
NS~ N CHs NS~ N CHg
B 10,34 m
P -
cl N cQ cl N~ cal
-1326,034092 -1326,017601
NH, NH
- 10,78
. 21,65 |
N ; N
AQ 5504 H 1Q
-457,2872756 -457,2700915
-457,3268123 -457,2922965
-457,3199483 -457,2848233

Figura 14 - Estrutura da cloroquina (CQ) e 4-amino-quinolina (4AQ) e seus tautdmeros.

Estes resultados estdo em oposicdo aos valores encontrados para o
tautomerismo da edaravona. Neste estudo, a barreira relativa entre C-H e N-H ou O-
H nos tautémeros é 7,83 e 10,33 kcal/mol. O efeito do solvente usando método PCM
diminui a barreira energia na tautomerizacdo em N-H ou O-H para 2,75 ou 6,01
kcal/mol na agua e 3,04 ou 6,25 kcal/mol no metanol, respectivamente (QUEIROZ et
al., 2010).

Como resultado deste estudo, o sistema imina-enamina do tautbmero de 4-
amino-quinolina pode ser responsavel pelas formas quindides, formadas pela
acepcao ou doagao de elétrons com enzimas antioxidantes do tipo quinona redutase
(VELLA et al., 2005; KWIEK, 2004). Na verdade, tem sido demonstrado que a
quinona redutase 2 (QR2) esta presente em RBC humana e que as quinonas podem
inibir a atividade QR2.

As quinonas sao substratos fisiolégicos da QR2 e contribuem para o estresse
oxidativo na RBC por no minimo trés mecanismos: deplecdo da glutationa por
oxidacao direta (GANT et al., 1986), geracao de metahemoglobina por oxidacao
direta da oxihemoglobina (MUNDAY et al., 1994) e formacao de semiquinonas que
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se auto-oxidam e formam espécies reativas de oxigénio como o superdxido
(O’BRIEN, 1991). Além disso, devido a falta de QR1 na RBC, QR2 ¢ a unica enzima
presente em RBC, que pode converter quinonas diretamente em hidroquinonas
(BENATII, 1987). Portanto, foi postulado que QR2 impede o estresse oxidativo em
RBC por reduzir a concentracdo intracelular de quinonas e diminuir a concentragao
de semiquinonas e subsequtientemente, contribuem para a geracado de ERO’s.

A inibicao quinolina de QR2 pode afetar o estagio redox nos eritrdcitos através
da combinacdo dos seguintes mecanismos: inibicdo de QR2, causando acumulo e
prejudicando a habilidade do RBC em lidar com o estresse oxidativo, durante a
colonizagao do eritrocito pelo parasita (HUNT, 1990).

Logo, os resultados mostraram que equilibrio do tautomerismo amino-
quinolina e imno-quinolina é mais deslocalizado para amino-quinolina na fase
gasosa, agua e cloroférmio. Com os resultados dos estudos termodindmicos o
tautomerismo amino-quinolina e imino-quinolina da cloroquina pode ser importante
para a atividade antimalarica. Além disso, a influéncia enzimatica ou condi¢des
acido-base podem ser responsaveis pelo efeito antioxidante do tautébmero na
oxidacao e polimerizacao do grupo heme.

5.2 Derivados Do Tautomerismo Da 4-Amino-Quinolina

Os estudos de tautomerismo prosseguem, buscando derivados que possua
menores valores de barreira de energia, favorecendo desta forma a formacédo de
imina. Neste sentido, foram realizados os calculos teéricos usando os métodos PM3
e B3LYP de doze derivados de quinolina mostrados na figura 15. As substituicoes
ocorreram em pontos especificos do anel quinolinico visando reduzir ou alterar a
barreira relativa de energia, com substituicbes nas posicées 2, 7 e 8 do anel

quinolinico.
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Figura 15 - Estrutura dos derivados tautomerismo da 4-amino-quinolina.

A tabela 3 mostra os valores da barreira relativa para a tautomerizacao de
doze derivados de quinolina, usando o método B3LYP/6-31G(d).

Os resultados mostram que, a substituicao do hidrogénio Rs por halogénio na
posicao 7, a molécula 7-cloro-4-amino-quinolina (S2) apresenta pouca alteracao no
valor da barreira de energia relativa de 10,78 para 10,82 kcal/mol, para S1 e S2,
respectivamente.

As substituicées do hidrogénio Ry da posicéo 2, para as moléculas 2-cloro-4-
amino-quinolina (S3), 2-metil-4-amino-quinolina (S4),  2-hidroximetil-4-amino-
quinolina (S5), 2-carboxamida-4-amino-quinolina (S6) e 2-nitro-4-amino-quinolina
(S7) mostraram os maiores valores de barreira de energia relativa, apresentando
uma variacao de 14,79 a 11,59 kcal/mol. A substituicdo pelo halogénio (S3) mostrou
um valor de 14,79 kcal/mol. No entanto, houve pequena diferenca entre os grupos
metil (S4) e hidrometil (S5) de 10.4 e 13,73 kcal/mol, respectivamente. Todavia, o0s
grupos carboxamida (S6) e nitro (S7) mostraram os menores valores de 17.97 e
11,59 kcal/mol, respectivamente.
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Tabela 3 - Propriedades eletrénicas dos derivados do tautomerismo da 4-amino-quinolina.

NH, NH
Z -
] == |
Rs N~ "Ry Rs N~ "Ry
R, R, M
Substituintes AE
Compostos
R, R, R; (kcal/mol)
S1 H H H 10,78
S2 H H Cl 10,82
S3 Cl H H 14,79
S4 CH3 H H 10,40
S5 CH,OH H H 13,73
S6 CONH. H H 17,97
S7 NO, H H 11,59
S8 H Cl H 8,25
S9 H CH; H 11,60
S10 H CH-OH H 12,91
S11 H CONH. H 9,23
S12 H NO, H 0,56

Surpreendentemente, as substituicdes do hidrogénio R, da posicao 8, para as
moléculas 8-cloro-4-amino-quinolina (S8), 8-metil-4-amino-quinolina (S9), 8-
hidroximetil-4-amino-quinolina (S10), 8-carboxamida-4-amino-quinolina (S11) e 8-
nitro-4-amino-quinolina (S12) mostraram os menores valores de barreira de energia
relativa, apresentando uma variacao de 12,91 a 0,56 kcal/mol. A substituicdo pelo
halogénio (S8) mostrou um valor de 8,25 kcal/mol. No entanto, houve diferenca entre
os grupos metil (S9) e hidrometil (S10) de 11,60 e 12,91 kcal/mol, respectivamente.
Todavia, os grupos carboxamida (S11) e nitro (S12) mostraram os menores valores
de 9.23 e 0,56 kcal/mol, respectivamente.

Essas diferencas se devem a possivel formacao de ponte de hidrogénio, tanto
com o halogénio, quanto com o oxigénio do grupo carbonila e nitro, comparados aos
grupos metil e hidrometil que sofrem maior repulsdo de van der Walls (figura18). Os
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resultados demonstram que as pontes de hidrogénio entre 0 grupo enamina com
grupos presentes na posicao 8 sdo mais efetivas do que as formadas com os grupos
na posicao 2, como mostrados na figura 18, fator este responsavel pelo aumento da

estabilidade dos tautomeros.

NH
NL/C|3 N N .N
’ H--- H---O
S3 S7
NH NH NH
| | |
s 2 NG N 351 2 Ny
Cl;~-H _N: _H
HN" o 0,0
S8 2 S11 * Y s12

Figura 16 - Ponte de hidrogénio formada pela interagdo com halogénio, oxigénio do grupo carbonila

ou nitro.

Estes resultados demonstram também a maior efetividade nas pontes de
hidrogénio formadas em uma relacao [1,5] conferem maior estabilidade para a forma
imina, comparada a forma amina, do que pontes de hidrogénio formadas em uma
relacao [1,4] e [1,3].

Nossos resultados mostram que podemos obter compostos com menores
barreiras relativas de energia para o tautdmero imina pela substituicdo de grupos
ricos em elétrons na posicdo 8 do anel quinolinico, servindo de base para o

planejamento de novos derivados antimalaricos do grupo quinolinico.

5.3 Estudo Do Farmacoéforo Antioxidante De Quinolinas

Apo6s o estudo do tautomerismo amino-imina de derivados quinolinico, foi
realizado um estudo da estrutura farmacoférica antioxidante de quinolinas, de
acordo com a metodologia descrita por Queiroz et al, 2009. O estudo da relagao

entre estrutura quimica e capacidade antioxidante foi realizado usando as
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propriedades eletrénicas mais importantes, tais como orbital molecular ocupado de
maior energia (HOMO), orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO) e
potencial de ionizacao (PI).

Os estudos visam identificar a contribuicdo de cada grupamento funcional
sobre o efeito elétron doador, bem como estabelecer as diferengas eletronicas
basicas entre 4-amino e 8-amino-quinoleinas. Os compostos utilizados neste estudo

sdo mostrados na figura 19 e seus valores encontram-se na tabela 4.

2

NH
Cl
S13 S14 S15 S1

6
NH,

SN cl N Nig N

S17 S18 S19 S20

2

NH
o0 O
N7 cl N N

21 S22

Nz g N2 sos
CHs (CHS HsCO N
N~ N CH L7
| N HZN/\/\rNH
Cl N” CHs
S24 S25

Figura 17 - Estrutura dos derivados analogos de quinolina.

O estudo da relacédo estrutura atividade de derivados quinolinicos, mostrou
que a introducdo de grupamento elétron-retirador, como o cloro ao naftaleno,
diminuiu o potencial antioxidante pela elevacao do Pl de 177,27 (S13) para 180,99
kcal/mol (S14). Ao contrario, alteragcbes com grupos elétron-doadores, tais como
metoxila (S15) e amina (S16), reduzem os valores de Pl para 170,06 ¢ 161,18
kcal/mol, levando a melhor atividade antioxidante.

A substituicao de CH por N no anel naftaleno aumenta os valores de PI,
reduzindo o potencial antioxidante. O composto S17 apresentou uma variagao
surpreendente, com Pl de 189,89 kcal/mol, comparado com o naftaleno (S13), com
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Pl de 177,27 kcal/mol e S16, com Pl de 161,18 kcal/mol. A mesma tendéncia obtida
para os derivados do naftaleno foram observadas para os derivados de quinolinicos,
onde o composto 7-cloro-quinolina, ndo elevou o potencial antioxidante devido o
valor do Pl de 189,89 (S17) para 189,90 kcal/mol (S18). Do mesmo modo, grupos
elétron-doadores, tais como metoxila (S19) e amina (S20), reduziram os valores de
Pl para 171,34 e 174,14 kcal/mol, melhorando o potencial antioxidante.

Tabela 4 - Propriedades eletrénicas dos derivados analogos de quinolina.

Compostos HOMO LUMO Pl
(eV) (eV) (kcal/mol)
S13 -5,78 -0,96 177,27
S14 -6,03 -1,27 180,99
S15 -5,56 -0,89 170,06
S16 -5,13 -0,73 161,18
S17 -5,78 -0,95 189,89
S18 -6,29 -1,38 189,90
S19 -5.78 -1,15 171,34
S20 -5,68 -1,01 174,14
S21 -5,17 -1,13 163,32
S22 -5,77 -1,19 174,65
S23 -5,02 -1,04 157,20
S24 -5,66 -1,16 160,22
S25 -4,79 -0,95 147,99

A diferenga entre 4-amino-quinolina (S20) e 8-amino-quinolina (S21)
apresentou uma variacdo significativa, com Pl de 174,14 e 163,32 kcal/mol,
respectivamente. Seguindo a mesma tendéncia, os grupos elétrons-retiradores (S22)
e doadores (S23) mostrando um Pl de 174,65 e 157,20 kcal/mol, respectivamente.
De igual modo, quando consideramos os grupos alquilas ligados aos nitrogénios, os
resultados foram impressionantes, onde (S24) e mostrou um Pl de 160,22 kcal/mol e
(S25) de 147,99 kcal/mol.
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Através dos resultados obtidos, podemos observar que 0s grupos com maior
destaque na reducéo do potencial de ionizacao sao grupos elétron-doadores, grupo
amina na posicao 8 substituido por um grupo alquilamina.

Nao obstante, compostos com altos valores de HOMO e baixos valores de P,
como a primaquina (S25) apresentam elevada citotoxidade, tanto como pela
formacao da meta-hemoglobina quando por efeito hemolitico (VENNERSTROM &
EATON, 1988). Logo, nosso desafio é planejar moléculas quinolinicas com potencial

antioxidante com valores intermediarios entre a primaquina e cloroquina.

5.4 Derivados Da Associacao 4- E 8-Amino-Quinolina

Os parametros eletrbnicos, tais como orbital molecular ocupado de maior
energia (HOMO), orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO) e
potencial de ionizacdo (PI) foram utilizados no planejamento de derivados da
associacao de 4- e 8-amino-quinolinas, de acordo com a metodologia descrita por
Borges, 2007. Os compostos utilizados neste estudo sdo mostrados na figura 20 e
seus valores descritos na tabela 5.

2 NH2 NH2
=z X =z X
) \N |N/ Na |N/
827 S28 S29

NH, NH, NH,
S30 NH, g33
HsCO._N

m A

j\fj j\fj HZNWNH
CHs,
S37

Figura 18 - Estrutura dos derivados da associacdo de 4- e 8-amino-quinolina.

A analise dos valores de Pl obtidos para a CQ (S24) e PQ (S25) de 160,22 e
147,99 kcal/mol, respectivamente, procedeu-se um desenho de moléculas com
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valores de Pl acima do valor médio de S24 e S25 que é de 154.10 kcal/mol e abaixo
do valor da cloroquina de e 160,22 kcal/mol.

Através da analise dos valores de Pl obtidos podemos observar que
compostos com um segundo nitrogénio inserido no anel quinolina nas posicdes 2
(S26), 3 (S27), 8 (S28), 7 (S29), 6 (S30), 5 (S31), mostraram os maiores valores de
Pl, variando entre 176,30—-184,28 kcal/mol.

Como o composto S31 apresentou o menor valor de Pl de 176,30 kcal/mol, foi
avaliada a influencia de grupos elétron-doadores e retiradores, os quais
demonstraram igual resultado aos encontrados anteriormente, isto €, maiores
valores de 182,91 kcal/mol para S32 e 182,27 kcal/mol para S34, e menores valores
de 175,75 kcal/mol para S33 e 177,25 kcal/mol para S35.

Tabela 5- Propriedades eletrénicas dos derivados da associagdo de 4- e 8-amino-quinolina.

HOMO LUMO PI
Compostos
(eV) (eV) (kcal/mol)
S24 566  -1,16 160,22
S25 -4.79 -0,95 147,99
S26 5,94  -1,57 183,25
S27 -6,07  -1,28 183,97
S28 -6,06  -1,44 184,28
S29 -6,00 -1,51 182,85
S30 6,05  -1,49 183,74
S31 -5,71 1,29 176,30
S32 -6,04 -1,87 182,91
S33 -5,80 -1,63 175,75
S34 -6,03 -1,65 182,27
S35 -4,46 -0,78 177,25
S36 5,72 -1,53 160,22
S37 -5,41 -1,07 162,50

Ao consideramos a influéncia dos grupos alquilas ligados aos nitrogénios, os
resultados foram melhores, onde (S36) e mostrou um Pl de 160,22 kcal/mol e (S37)
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de 162,50 kcal/mol, sendo estes dois compostos 0s mais promissores desta série.
N&ao obstante, outras moléculas podem ser desenhadas e reavaliadas.

Portanto, através dos resultados obtidos, podemos observar que a presenca
de um segundo nitrogénio no grupo quinolina diminui seu potencial antioxidante,
exceto na posicao 5, sendo este, o grupo de maior destaque na redugao do
potencial de ionizagao.
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6 CONCLUSAO

Os valores de energia de HOMO e potencial de ionizacao indicaram que o
tautbmero imino-quinolina é provavelmente melhor antioxidante que o tautémero
amino-quinolina, fator importante para atividade antimalarica nas células humanas e
que exercem sua atividade através do mecanismo de estresse oxidativo no parasita.
O equilibrio do tautomerismo amino-quinolina e imino-quinolina é mais deslocado
para amino-quinolina tanto na fase gasosa, quanto em agua e cloroférmio usando o
método PCM.

Os resultados mostraram que a substituicdo por grupos ricos em elétrons na
posicao 8 do anel quinolinico favorece a formacao de baixos valores de barreiras de
energia relativa para o tautdmero imina servindo de base para o planejamento de
novos derivados antimalaricos do grupo quinolinico.

A influéncia dos grupos presentes nas 4- e 8-amino-quinolinas e as alteragdes
de suas posi¢cdes, mostram que grupos com maior destaque na reducéo do potencial
de ionizagdo sdo grupos elétron-doadores, tais como amina e metoxila, e que o
grupo amina na posi¢ao 8 substituido por um grupo alquilamina tem maior influencia
em relacdo a amina na posicao 4 substituido pelo grupo alquilamina.

Nos derivados da associagdo 4- e 8-amino-quinolina, a presenga de um
segundo nitrogénio no grupo quinolina diminui seu potencial antioxidante, com
excecao da substituicdo na posicao 5, representando o derivado de maior destaque
na reducao do potencial de ionizagao.
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