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RESUMO

O mecanismo de acao de qualquer farmaco € de suma importancia para o
desenvolvimento do mesmo e de novas drogas similares. Assim, o objetivo deste
trabalho foi estudar teoricamente mecanismos de acdo da artemisinina, a qual
possui atividade antimalarica contra Plasmodium falciparum.

Primeiramente foram feitos estudos computacionais das estruturas da
artemisinina e de alguns provaveis intermediarios do mecanismo de agédo desta
droga. O método ab initio HF/6-31G** foi utilizado para a otimizacdo das
geometrias destas estruturas e posteriormente foram calculadas as Energias
Livres de Gibbs destas espécies quimicas com o intuito de verificar a
espontaneidade de quatro rotas de reagbes propostas. Entre os radicais
calculados ao longo do caminho de decomposi¢cédo redutiva da artemisinina, a
diferenca de energia livre entre o radical centrado no atomo de oxigénio 1/2 e o
radical secundario 3 é de —12,06 kcal mol™ e entre o radical primario 6 € de —15,92
kcal mol™. Isto indica que a cisdo homolitica da ligagdo Cs-C4 € preferencial do
ponto de vista energético, o que concorda com resultados da literatura. Observou-
se, através da analise das energias eletrbnicas e energias livres, que o
intermediario 20 € o mais estavel. Através da analise de ambas as energias
(eletronicas e livres) destas quatro rotas de estudo chega-se a conclusao de que a
formagao do intermediario 20 (rota B) é preferencial.

A segunda parte deste trabalho constou de alguns estudos sobre a
interacao existente entre a artemisinina e o receptor heme. Através de calculos
semi-empiricos usando o método PM3 estudou-se a barreira de energia de
rotacdo da artemisinina sobre o heme. Na interagdo de menor energia entre o
heme e a artemisinina observou-se varias interagcdes C-H...n entre atomos de H
da artemisinina e os orbitais 1 do heme. Estas interagbes sao importantes, pois

conferem estabilidade ao complexo formado.
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ABSTRACT

Elucidating the mechanism of action of any drug is very important for new
drugs development. Thus, the purpose of this work is to study theoretically the
probable mechanisms of action of artemisinin, which is essential for the
antimalarial activity against Plasmodium falciparum.

Firstly, the computational studies of artemisinin structure and some
intermediates of the mechanism of action of this drug were performed. The HF/6-
31G** ab initio method was used to optimize the geometries of these structures
and after that the electronic and free energies of the chemical species were
calculated to verify the spontaneity of some proposed routes of reactions. Among
the radicals calculated along the pathway for reductive decomposition of
artemisinin, the free energy difference between the O-centered radical 1/2 and the
secondary radical 3 is of —12,06 kcal mol” and between the primary radical 6 is of
-15,92 kcal mol™". This indicates that the Cs-C4 bond cleavage process is
preferential from an energetic viewpoint, which it is in accord with the literature. By
analysis of the electronic energies and free energies, the intermediate 20 is the
most stable. Through the analysis of both energies (electronic and free) of these
routes we concluded that the formation of intermediate 20 (route B) is preferential.

The second part of this work was focused in the study of the interaction
between the artemisinin and the heme receptor. Through semi-empirical
calculations using the PM3 method, we studied the rotational energy barrier of
artemisinin complexed to heme. At the smaller energy interaction between the
heme and the artemisinin it was observed several C-H...x interactions between the
hidrogen atoms from artemisinin and the = orbitals of heme. These interactions are

important because they give stability to the complexe.

XV



XVi



iNDICE GERAL
1] [0d ST = .Y I
INDICE DE FIGURAS.........coceemreeireeeenssesssesessssesssssssssssssssesssssssssssssssssanes
iNDICE DE TABELAS

CAPITULO I. INTRODUGAO / OBJETIVOS
L1-INTRODUGAO.......ccciiiectirece s e sse s sesss s s sse s s s s e s sssssesssssens

1.1.1-MALARIA: A DOENGA.........cootetrrrecerterseserereessse e sesessseseseesssnans
1.1.1.1. Evolugao dos PlasmOdios.............ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnns
1.1.1.2. Morfologia dos Plasmodios............cccccevvvvviiiisissssnsssscsssssns
1.1.1.3. Fisiologia dos Plasmddios

1.1.1.4. Alteragbes Patoldgicas

1.1.1.5. Drogas AntimalariCas............cccceeeeeeeeeeeeesessessssssssssssssssssssssenes

1.1.2-INTERMEDIARIOS RADICALARES E NEUTROS DA
ARTEMISININA..... .
1.1.2.1. Resultados de Estudos Experimentais..................ccccceeeu....
1.1.2.1.1. Reacées de AlqQuilagao............coeeeeeeeeeeevririinreenciiisnnnnns
1.1.2.1.2. Reagbes com Radicais de Oxigénio Derivados do
Hidroperoxido (Formado pela Abertura do Anel da
ArtemiSiNiNG.........coooeeeeeeciiiieeeeeecccie e r s

1.1.2.2. Resultados de EStUdOS TEOVICOS.........ueeeeeeeemeemeeenemirmcencenas

1.1.3-INTERAGAO EXISTENTE ENTRE O HEME E A
ARTEMISININA......ceiite et

1.1.3.1. Resultados de EStUdOS TEOVICOS.........ueeeeeeeeemermceenemsrmiencnnas

1.1.3.1.1. Calculos de Interacao Feitos para a Artemisinina e

A D L= Y 4 AV Lo [0 XS

Xvil

15
15
15

18
19

22
23



1.1.3.1.2. Interagées entre a Artemisinina e Varios Tipos do

R C=Tod=T o T o Tl o L= 11 L= T 24
1.1.3.1.3. Interagdo entre 23 Analogos da Artemisinina e o

JRq=Tet=T o1 Lo ) gl o (=7 1 1= 25
1.1.3.1.4. Interagdo entre a Artemisinina e 4 Analogos com o

R C=Tod=T o T oY gl o L= 11 L= TN 27

LL.2-OBJETIVOS.........ooeeeeeeeeeeeeeeeenennnnnnnnssnnnnsnnsnnssssnnneseeessssssssssnnnnssensssssnssnes 29

CAPITULO Il. METODOS DE CALCULOS /
METODOS COMPUTACIONAIS

I.1-METODOS DE CALCULODS......coieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeessnessnsssnssenesennens 33
1.1.1-METODOS QUANTICOS.....ccmiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseneseneseessnssennens 33
1.1.1.1. A Teoria Hartr@@-FOCK.........uumeeeeeeeeeeeeeemeeeeeeeemssmsnmanensnnnes 33
11.1.1.1.1. Efeitos do Conjunto de Base............cccccerrrrrmmmmrmrereennnns 35
11.1.1.2. O Método de Roothaan-Hall..................coeuemeeecemermirirnsenenns 36
11.1.1.3. Teoria do Funcional de Densidade..............coueeemeeeeeemvrnnnn. 37

1 I /(= (o Yo [0 XSR02Y o 3N [ 4 11 { [ 38
11.11.1.5. Métodos Semi-EMPIriCOS............eeuueeeeerremmmmmnennssssssssnsnnnnnnes 38
11.11.2-METODOS QUIMIOMETRICOS.......ooiteeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseessssesssssenes 40
11.2-METODOS COMPUTACIONAIS ... coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeressseesssssessssssesssns 42

Xviil



CAPITULO lll. RESULTADOS E DISCUSSOES /
CONCLUSOES

lI.L1-RESULTADOS E DISCUSSOES..........ccovierrrrrererecenssesese e e sesaenes 51

ll1.1. Efeito da Estrutura da Artemisinina e de Alguns

INtermMediarios........ccooo i —————— 51

lll.1.2. Rotas de Reagao da Artemisinina.............ccoimmmimemecciinininnnnn: 58

ll.1.3. Andlise das Energias Livres de Gibbs da Artemisinina e de

Alguns Intermediarios (25°C).......cccvcvveerrrreerrrseerssneesssnnesessnsesssnsesesnnes 69

lll.1.4. Anadlise da Energia da Barreira de Rotagao entre o Heme e

a Artemisinina.........coooiiiiiec 73
HL.2-CONCLUSOES........cceceeeeeeeereerae e eessesaessesessessessessessesssessessssesnsnnns 81

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cccormrureercrerasseeeeresasesesesesasaens 87

XiX



Figura I.1.
Figura |.2.
Figura I.3.
Figura 1.4.
Figura I.5.
Figura 1.6.
Figura I.7.
Figura I.8.
Figura 1.9.

Figura 1.10.
Figura 1.11.
Figura 1.12.

Figura 1.13.

Figura 1.14.

Figura 1.15.

Figura 1.16.

INDICE DE FIGURAS

CAPITULO I. INTRODUGAO / OBJETIVOS

Areas de incidéncia da malaria............ccccevueeernereernseensseseennsens
Visdo microscépica do Plasmodium falciparum...................
Mosquito de género Anopheles............cccommmmencceiiiiiiinnnennnnsnn,
Ciclo do Plasmodium falciparum em humanos...........cceec.....
ESPOrozoitos.......ccoieeeeeciiiiiirirrrcmecss s s s
Merozoito saindo de esquizonte exo-eritrocitico...................
Gametocito imaturo...........cimieeecccc s
Hemoglobina.........ceeuuiiiiiii e
Modelo da cadeia beta globina onde o grupo heme esta
€M VErmelho........ .o
Estruturas da artemisinina............cccoimmmmicccciinnrnen
Planta Artemisia annua, conhecida como ginghao...............
Reatividade geral da artemisinina depois da ativacao
redutiva da funcdo endoperdéxido (reagdoes também
observadas com trioxanos sintéticos)............cccceeiiiiiiiiiiinnn,
Mecanismo de formacao de um aduto covalente ativado
POF MN'TPP....eeeee it s s s e
Proposta de abertura da ligagao peréxido para gerar
hidroperéxidos e subsequentes caminhos de
(o [=YeToT 1 4T o Yo = [ o Lo T
[3,2,2]

nonano e os correspondentes radicais de oxigénio e

Estruturas da artemisinina, 6,7,8-trioxibiciclo

L= 5 0 Yo 1 Lo T

Rotas de reatividade da artemisinina.........cccceeeeiemiimcrmcecenennes

XX1

10
12
13

16

17

18



Figura 1.17.

Figura 1.18.
Figura 1.19.

Figura I1.1.

Figura Il.2.

Figura I1.3.
Figura I1.4.

Figura IL.5.

Figura Ill.1.
Figura lll.2.
Figura I11.3.

Interagao entre a artemisinina e o heme (os atomos de
hidrogénio nio estio representados). Atomos de carbono

— cinza, atomos de oxigénio — vermelho, atomos de

nitrogénio — roxo e atomo de ferro — verde.........cccccceeeaun..ee. 22
Estrutura do heme............iii s 26
Quatro analogos da artemisinina..........cccccciiiiiicieennnninne. 27

CAPITULO II. METODOS DE CALCULOS /
METODOS COMPUTACIONAIS

Valores plotados em um sistema de duas medidas, com
os eixos das duas primeiras componentes principais
representados em Negrito........cccccovimrmeriiiirrmcssiirresss e 41
Mecanismos de acao da artemisinina propostos por
Posner (rota A), por Jefford (rota B, levando ao
intermediario 7) e por Wu (rota B, levando aos
intermediarios 18 € 20)......cceeueeciiiiiiiiirece e 43
Intermediario 1/2.......... s 45
Disposicao trigonal entre a artemisinina e o heme (os
atomos de hidrogénio foram omitidos)...........ccccecvviiiiiiiiiinnn, 46
Interagdao entre a artemisinina e o heme (somente um
atomo de hidrogénio esta representado; os atomos

congelados sdo aqueles marcados com a cor rosa)............. 47

CAPITULO lil. RESULTADOS E DISCUSSOES /

CONCLUSOES
Dendrograma: Conexao simples..........ccccnrmnnnninnnnnnn. 53
Visualizagao 3D do resultado da PCA...........ccceiiiiirrirreennnnnnnnn, 54
Visualizagao 2D do resultado da PCA. “Scores” de PC1 X
PO ... s 55

xxii



Figura lll.4.

Figura lIL.5.

Figura lll.6.

Figura IlIl.7.

Figura lIl.8.
Figura I11.9.

Figura Il.10.

Figura I11.11.

Figura lll.12.

Figura Ill.13.

Figura I1.14.

Figura Ill.15.

Figura 111.16.

Comprimentos de ligagcao da artemisinina (QHS) e do
intermediario 1/2...........
Angulos de ligagdo ao redor do atomo radicalar C4 dos
intermediarios 3 € 6.........cceviiiiiiiiiiis e ———
do

(101 (=1 0 1= L= o T

Conversao intermediario epdéxido 4 para o
Rota B: oxidacdo do radical 6 transformando-se no
INterMediario 7.
Caminhos de reagcdaodarotaB......cc..ccccooiiiimirreecciiiiinereeeecenns
Diagrama de energia de Gibbs correspondente as quatro
rotas em estudo...........cciiimmiieecrn e ———————
Interagao entre a artemisinina e o heme (angulo diedro:

marcado em amarelo; atomos congelados: marcados em

Barreira rotacional calculada para a interagcdao entre a
artemisinina e o heme, partindo da estrutura anterior..........
Barreira rotacional calculada para a interagao entre a
artemisinina e o heme, partindo da estrutura inicial.............
Barreira rotacional calculada para o intervalo de menor

energia de interacao existente entre o complexo QHS-

Interagcdo de menor energia existente entre a artemisinina
@O hEME......ee e
Representagao do potencial eletrostatico para a interagao
de menor energia existente entre a artemisinina e o heme..
Potencial eletrostatico para a interagcao de menor energia
existente entre a artemisinina e o heme. Esquerda:
potencial eletrostatico obtido por nosso grupo de
pesquisa [20]. Direita: potencial eletrostatico obtido por

Y=Y =3 =3 10 o [ T

XX1il

59

62

63

65
66

7

74

75

75

76

77

78



Tabela lll.1.

Tabela lll.2.

Tabela Ill.3.

Tabela lll.4.

Tabela lll.5.

Tabela Ill.6.

Tabela lll.7.

Tabela Ill.8.

Tabela Ill.9.

Tabela ll1.10.
Tabela lll.11.

INDICE DE TABELAS

CAPITULO lil. RESULTADOS E DISCUSSOES /
CONCLUSOES

Geometrias da artemisinina otimizada com métodos semi-
empiricos e ab initio. Comparagao com os resultados
experimentais. Comprimento de ligagdo (R) em A, angulos de
ligacao (A) e diedros (D) em graus..........cccceiiinninnnnnnnnnsnnssssssssssssnnnns
Diferenga de energia entre os intermediarios 1/2 e 3. (Calculos
BT 1 1o 1 L8 o o1 41 ot T
Diferenca de energia entre os intermediarios 1/2 e 3...........ccc......
Parametros estruturais mais importantes para a artemisinina
(HF/6-31G**) e o radical 1a/1b (HF/6-31+G**). Comprimento de
ligacdo (R) em A, angulos de ligagio (A) e diedros (D) em graus.
Cargas atdmicas derivadas do Potencial Eletrostatico (método
CHELPG) e de Mulliken (entre paréntese) calculadas pelo
método HF/6-31G** (unidades atdmicas)...........ccccvrrreemmnnccceiiieenennes
Densidades de spin (HF/6-31G**) nos atomos selecionados
calculados para os anions radicalares..........cccceccevirreeciiireeenceseeeenns
Diferenca de energia (kcal mol™”) entre as estruturas em questio
calculada pelo método HF/6-31G*...........cccooiimimirmmmcrccee e
Energias (hartrees) da artemisinina e dos intermediarios em
estudo usando o método HF/6-31G*...........ccccciiiriiiiiinee e eeeeeeeeen,
Energia Livre de Gibbs (hartrees) da artemisinina e dos
intermediarios em estudo usando o método HF/6-31G**...............
Diferenga de energia livre entre as estruturas........c....cccccevvrrrrneeeee.

Diferencga de energia livre total de cada rota em estudo................

XXV

52

56

57

60

61

61

64

67



CAPITULO |

INTRODUCAO / OBJETIVOS




Capitulo I: Introdugao

1.1-INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, hoje em dia, a malaria é
de longe a doenga tropical e parasitaria que mais causa problemas sociais e
econdmicos no mundo e s6 € superada em numero de mortes pela AIDS. A
malaria ainda € uma das doengas que mais crescem no mundo. Plasmodium
falciparum, responsavel pela malaria mais grave, afeta severamente a populagéo
mundial, causando de 1-1,5 milhdes de mortes a cada ano. Cerca de 1 milhdo de
pessoas morrem de malaria na Africa por ano, sendo a maioria criancas de até 5
anos de idade [1]. A malaria ocorre principalmente na Africa, Asia e América
Latina (Figura 1.1). Os problemas de controle da malaria nestes paises s&o
agravados por inadequadas estruturas na area da saude e baixas condigbes
socioecon6micas. Cerca de 90% das mortes causadas pela malaria ocorre na
Africa porque a infecgdo majoritaria nesta regido é causada pelo Plasmodium
falciparum, o mais perigoso dos quatro parasitas que causam malaria em
humanos.

Na década de 40, ocorriam cerca de 6 milhdes de casos de malaria ao ano
no Brasil, numero que foi reduzido a 52 mil casos em 1970, gracas a campanhas
federais e estaduais de combate a doenca. Mas o aumento de obras e da
presengca humana na Amazénia, em cidades, assentamentos e garimpos, fizeram
com que a malaria voltasse a crescer na regidao. Em 1980, houve 169 mil casos e
em 1999 a doenga atingiu um pico de 637 mil casos, dos quais mais de 99% na
regido amazonica, o que levou o Ministério da Saude a implantar o Plano de
Intensificacdo das A¢des de Controle da Malaria na Amazodnia Legal (PIACM). O
numero estabilizou-se em 615.245 casos, em 2000 e caiu, em 2001, para 388.807
casos. Os dados da Fundacao Nacional de Saude (Funasa) do ano de 2002, até
abril, indicam que o numero de casos de malaria caiu 14% em relagdo ao mesmo
periodo de 2001. Desde 1999, as a¢des de controle e o combate a doenca estao
sendo municipalizados, com repasse de verbas e treinamento dos agentes de

saude [Fonte: Ministério da Saude/Funasa/Cenepi] [2].
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Figura I.1: Areas de incidéncia da malaria [1].

1.1.1-MALARIA: A DOENGA

1.1.1.1. EVOLUCAO DOS PLASMODIOS

Existem quatro membros do género Plasmodium: Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium falciparum (Figura
[.2), os quais afetam os seres humanos. A malaria é transmitida através da picada
do mosquito fémea do género Anopheles (Figura |.3) infectado [3]. E de grande
importancia lembrar que, ao nascer, estes mosquitos fémeas s&o incapazes de
transmitir qualquer doenga. Esta transmissdo somente ocorrera apos alguns dias,
quando ao alimentar-se do sangue de algum animal ou ser humano infectado,
estes mosquitos fémeas ingerirem formas viaveis do parasita, ou seja, ingerirem
gametécitos. O ciclo parasitario inicia-se quando o anofelino infectado, ao picar
uma pessoa para chupar-lhe o sangue, inocula diretamente na circulagdo, com

sua saliva, as formas infectantes do Plasmodium que se haviam acumulado nas

Dissertagao de Mestrado 4
Mirian da Silva Costa



Capitulo I: Introdugao

glandulas salivares do inseto [4]. Antes de decorrida uma hora, essas formas, que
sao esporozoitos, ndo se encontram mais no sangue, pois ja alcangaram o figado
e invadiram as células hepaticas. Os esporozoitos transformam-se, entdo, em
estruturas arredondadas, denominadas criptozoitos, pois € com dificuldade que
podem ser descobertos nessa fase. Além de crescer, os criptozoitos iniciam um
ciclo de reprodugcdo assexuada, conhecido como ciclo preé-eritrocitico ou
esquizogonia pré-eritrocitica, em vista de preceder obrigatoriamente a fase de
parasitismo sanguineo. Assim que comegam as divisdes nucleares, os parasitas
passam a ser chamados de esquizontes e, no fim da esquizogonia, dao lugar a

formagao de milhares de elementos-filhos, os merozoitos [4].

¥
oo ©
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Figura 1.2: Visdo microscépica do Plasmodium falciparum [5].

Figura 1.3: Mosquito do género Anopheles [6].
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A esquizogonia pré-eritrocitica dura de 6 a 16 dias, segundo a espécie de
Plasmodium. A célula hepatica parasitada, muito distendida e degenerada, acaba
por romper-se, liberando os merozoitos. Estes invadem as hemacias, ou
eritrocitos, e dao inicio ao segundo ciclo de reprodugdo assexuada dos
plasmddios, o ciclo esquizogdnico hematico ou ciclo eritrocitico [4]. Neste estagio
0s merozoitos desenvolvem-se tornando-se trofozoitos maduros (forma anelar) e
em seguida tornam-se esquizontes. Apds alguns dias, as células vermelhas
infectadas arrebentam-se e o0s merozoitos s&o liberados, causando febres
periddicas da malaria. Cada esquizonte libera de 8-24 merozoitos e estes infectam
novos eritrécitos, dando sequéncia a um ciclo [7] (Figura |.4).

Depois de algum tempo de evolugédo da infecgdo malarica, aparecem no
interior das hemacias algumas formas que ja ndo se dividem, conhecidos como
gametdcitos. Estes também crescem no sangue, porém mais lentamente que os
trofozoitos, e logo aparecem na circulagdo geral. Possuem morfologia
caracteristica e devem assegurar a continuidade da espécie quando os parasitas
forem retirados da circulagdo sanguinea por outro anofelino que venha alimentar-
se sobre o paciente. O parasita da malaria se reproduz assexuadamente no
organismo do homem, ja dentro do mosquito esta reprodugcédo ocorre de forma

sexuada [4].
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MEROZOITO NG ERITROCITO
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Figura 1.4: Ciclo do Plasmodium falciparum em humanos [8].

1.1.1.2. MORFOLOGIA DOS PLASMODIOS

Os esporozoitos (Figura 1.5) sao organismos alongados e com
extremidades afiladas, que medem 11um de comprimento por 1 um de didmetro,
em média. Nas glandulas salivares do inseto, onde se concentram em grande
numero, 0S esporozoitos podem permanecer por quase dois meses, até que

sejam inoculados pelo mosquito na circulagdo de um paciente [4].

Figura 1.5: Esporozoitos [9].
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Os criptozoitos, que sao formas infectantes presentes no interior de células
do figado, sofrem profundas transformacgdes morfolégicas para dar lugar a fase
esquizogobnica de crescimento e multiplicagdo dos plasmddios. As modificagbes
compreendem uma grande simplificacdo estrutural, tornando-se agora em formas
arredondadas. No interior da célula hospedeira o parasita cresce rapidamente e
logo se produzem numerosas divisdes nucleares, passando a constituir um
esquizonte. Em dois ou trés dias, centenas de nucleos-filho podem ser contadas,
bem como outras tantas mitocéndrias. No fim da esquizogonia, os nucleos e
respectivas mitocondrias migram para expansdes digitiformes (em forma de
dedos) que se formam na superficie do parasita e, desprendendo-se do corpo
desse esquizonte, tornam-se merozoitos (Figura [.6). O ciclo esquizogbnico
caracteriza-se por um duplo processo de desdiferenciacdo e nova diferenciagao
celular, com uma fase de multiplicacdo nuclear intercalada. Reproducdo e
diferenciagao celular alternam-se no tempo, ja que o destino dos merozoitos é

invadir novas células do hospedeiro, as hemacias, e repetir o mesmo fendbmeno

[4].

Figura 1.6: Merozoito saindo de esquizonte exo-eritrocitico [9].

Tanto os merozoitos que sao produzidos na fase pré-eritrocitica, como os
resultantes das esquizogonias sanguineas, sao similares e ndo podem invadir
sendao hemacias. Os do ciclo pré-eritrocitico distinguem-se, porém, por terem
dimensdes um pouco maiores que os sanguineos. Estruturalmente, parecem-se

com 0s esporozoitos, sendo entretanto muito mais curtos e grossos. No interior
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das hemacias observa-se 0 mesmo processo de desdiferenciagcdo do merozoito,
conduzindo a producéao de trofozoitos [4].

A formac&o dos gametdcitos (Figura 1.7) tem inicio a partir dos trofozoitos
sanguineos. Os gametécitos jovens gastam o dobro do tempo de um trofozoito
para amadurecer completamente, mas alcangam tamanhos maiores e vivem no

sangue por tempo consideravelmente mais longo [4].

Figura I.7: Gametdcito imaturo [9].

1.1.1.3. FISIOLOGIA DOS PLASMODIOS

Os trofozoitos e esquizontes sanguineos alimentam-se basicamente da
hemoglobina (Figura 1.8), contida nas hemacias parasitadas, que vai sendo
ingerida pouco a pouco. Em humanos, os parasitas da malaria digerem mais de
70% da hemoglobina dentro das células vermelhas infectadas do sangue [10],
formando como produtos uma por¢ado protéica chamada globina (Figura 1.8 e
Figura 1.9) e um complexo de ferro-porfirina chamado heme (Figura |.8 e Figura
[.9), onde o atomo de Fe da unidade heme esta no estado de oxidagdo +2. A
globina é hidrolisada dando aminoacidos, os quais sao usados pelo parasita para
sintetizar proteinas. O heme formado é toxico e simultaneamente sofre processo
de detoxificacdo pelo parasita da malaria através de um mecanismo especifico de
polimerizagdo do heme, onde a enzima heme polimerase do parasita € usada
neste processo de polimerizacdo [11]. Comumente, refere-se ao heme

polimerizado como hemozoina ou “pigmento da malaria”. Sdo ainda poucas as
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vacuolos digestivos residuais [4].
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Figura 1.8: Hemoglobina [12].

Figura 1.9: Modelo da cadeia beta globina onde

o grupo heme esta em vermelho [12].
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digestao da hemoglobina pelo parasita, o heme é separado e depois transformado
em hemozoina. Esta acumula-se no préprio citoplasma sob a forma de um

insoluvel e de coloragdo marrom escuro, no interior dos
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1.1.1.4. ALTERACOES PATOLOGICAS

Observou-se em alguns pacientes que adquiriram a malaria mais grave que
o figado, bago e cérebro destes individuos apresentavam uma coloragdo marrom
escuro, sendo esta coloracdo causada pela substancia cristalina chamada
hemozoina [13]. Durante a fase aguda, o figado apresenta-se congesto,
ligeiramente aumentado de tamanho, porém mole e liso. Encontra-se no cérebro
congestdo, que é a afluéncia anormal do sangue aos vasos do cérebro; edema,
sendo o acumulo anormal de liquido; fenbmenos de andxia, que é falta de
oxigénio; e por fim encontram-se tromboses capilares [4].

Em consequéncia das infecgdes agudas, o bago torna-se dilatado,
congesto e de tonalidade escura. A capsula fica tensa, sujeita a ruptura
traumatica. Ndo ha alteragdes histoldgicas especificas, mas os capilares e seios
venosos estdo cheios de hemacias parasitadas, com os parasitas em todas as
fases evolutivas. Apds os surtos agudos, o bacgo volta ao tamanho e condigbes
normais [4].

Mesmo nas infecgdes benignas, o numero de globulos vermelhos
destruidos é consideravel e tende a levar, caso a doenga se prolongue, a certo
grau de anemia. Ja nas infecgdes mais graves, a anemia instala-se rapidamente.
Com a diminuigdo do numero de eritrécitos surgem fenémenos de anodxia, que € a
falta de oxigénio decorrente da destruicéo intra e extravascular de elevado numero

de hemacias parasitadas ou nao [4].

1.1.1.5. DROGAS ANTIMALARICAS

Os parasitas estao se tornando resistentes contra as drogas ja existentes,
como por exemplo, a cloroquina, a quinina e a mefloquina [14,15]. A artemisinina
(Figura 1.10), também conhecida como Qinghaosu (QHS), proveniente da
Artemisia annua (Figura 1.11), é um potente agente antimalarico contra
Plasmodium falciparum e foi isolada pela primeira vez em 1972 por

pesquisadores chineses [16]. A artemisinina € um sesquiterpeno que possui uma
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funcdo endoperdxido, a qual tem se demonstrado essencial para a atividade
antimalarica [17]. Esta droga € um composto com uma estrutura quimica peculiar,
alta estabilidade térmica [16], baixa toxicidade e alta eficiéncia contra
Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina. Ao contrario de drogas
antimalaricas atuais, as quais tém um sistema anelar heterociclico contendo
nitrogénio, a artemisinina é uma lactona sesquiterpénica com uma ligagao
endoperoxido. Esta tem se mostrado uma potente droga na fase esquizonte do
plasmaodio, tanto nos testes realizados in vitro quanto in vivo. No entanto, nenhum
efeito pratico foi detectado contra a fase exo-eritrocitica, os esporozoitos e os
gametécitos [16].

Desde entao, varios derivados da artemisinina tém sido sintetizados e suas
atividades biolégicas tém sido testadas. Como exemplo tem-se os derivados
artemether, o qual é soluvel em lipidios, e artesunato, hidrossoluvel, os quais
apresentam maior atividade que o composto original. Também, estudos
computacionais e quantitativos que correlacionam estrutura-atividade de algumas
destas drogas tem apontado para os mecanismos de agédo e tem dado diretrizes

para a sintese de novos derivados mais eficientes [18-24].

Figura 1.10: Estruturas da artemisinina.
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dra g

Figura 1.11: Planta Artemisia annua, conhecida como ginghao [25].

Estudos recentes tém mostrado a importancia do grupo endoperoxido para
a atividade biologica e esta evidéncia € clara quando se realizam estudos com
analogos da desoxiartemisinina, compostos nos quais falta a fungédo endoperdxido
e nao possuem atividade biolégica. Provavelmente o mecanismo de agao envolve
a reducao da funcao endoperoxido, levando a formagao de radicais de oxigénio
responsaveis por um stress oxidativo [26] dentro dos eritrocitos infectados ou
radicais de carbono derivados da artemisinina, agindo como agentes alquilantes
de proteinas especificas dos parasitas da malaria [27,28].

Acredita-se que a ligagdo endoperéxido da artemisinina e de seus
derivados é a chave para o modo de acdo destas drogas. O ion ferro (Fe?")
catalisa a quebra desta ligagdo, formando radicais livres altamente reativos [29].
Assim, a teoria para o mecanismo de agdo destas drogas tem sido que estes
radicais livres formados modificam quimicamente uma variedade de moléculas do
parasita, resultando na morte do mesmo [29,30]. Uma rica fonte de Fe?
intracelular € proveniente do heme, um componente essencial da hemoglobina.
Suspeita-se que este ion ferro é responsavel por ativar a artemisinina/derivados
dentro do parasita. Para sustentar esta idéia, estudos experimentais mostraram
que o ion Fe** do heme ativa a artemisinina/derivados durante testes in vitro e que

complexos heme-artemisinina sao formados [30-33]. Esta teoria atraiu a atencao
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dos malariologistas porque pareceu explicar a especificidade da droga dentro do
contexto de um unico aspecto do metabolismo do parasita.

Durante o crescimento e replicagdo dentro das células vermelhas do
sangue, os parasitas digerem e degradam a hemoglobina, como dito
anteriormente, em um compartimento celular chamado vacuolo digestivo [10].
Assim, ocorre a liberacdo do complexo heme-Fe?*, o qual é oxidado para hematin-
Fe* e entdo, agrega-se dentro do vaclolo digestivo formando o pigmento
cristalino hemozoina, ja citado. Desenvolveu-se uma teoria de que o efeito
antimalarico especifico da artemisinina foi devido este farmaco entrar dentro do
vacuolo digestivo do parasita e sua interagdo com o complexo heme-Fe?*. Com
isso, radicais livres seriam formados, inibindo varios componentes essenciais do
parasita e eventualmente resultando na morte deste [29,30].

Esta teoria tem sido mudada apds alguns estudos. Eckstein-Ludwig e
colaboradores [34] realizaram alguns experimentos com um derivado da
artemisinina fluorescente e observaram que esta droga ndao se acumula no
vacuolo digestivo e, ao invés disso, o derivado se espalha ao redor do parasita.
Estes cientistas mostraram também que alguns inibidores da degradagédo da
hemoglobina, e consequente liberagdo do heme, nado interfere na agdo da
artemisinina e de seus derivados. Eles concluiram, apoiados também por outros
autores [35], que a atividade da artemisinina/derivados ndo requer a presenga do
heme.

Foi feita uma extensa pesquisa bibliografica com o objetivo de investigar o
que se sabe sobre o mecanismo de agao da artemisinina. A literatura sugere
varias hipéteses do mecanismo de ac¢ao desta droga. Segue-se abaixo algumas

destas hipoteses:
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1.1.2-INTERMEDIARIOS RADICALARES E NEUTROS DA
ARTEMISININA

1.1.2.1-RESULTADOS DE ESTUDOS EXPERIMENTAIS

1.1.2.1.1. Reagébes de Alquilagao

Posner e colaboradores (1995) [36] propuseram que o ferro do heme ataca
a ligagao endoperoxido da artemisinina na posicao O2 enquanto que Jefford e
colaboradores (1996) [27] propuseram que o ataque ocorra na posi¢gao O1 (Figura
[.12). Quando o ferro do heme ataca a artemisinina ou seus derivados na posi¢cao
02 (rota A), ocorre a produgado de um radical na posi¢cédo O1 (intermediario 1). Em
seguida ocorre um rearranjo para formar o radical livre na posicao C4
(intermediario 3). Entretanto, quando o ataque ocorre na posi¢cao O1 (rota B)
forma-se radical livre na posigdo O2 (intermediario 2) e subsequentemente ocorre
a quebra da ligagdo C3-C4 dando um carbono radical na posicdo C4
(intermediario 6). Assim, foi sugerido que o radical livre em C4, proveniente de
ambos 0s mecanismos propostos, € de suma importancia na atividade

antimalarica [37].
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Figura 1.12: Reatividade geral da artemisinina depois da ativacao redutiva da

ciclizagéo

nao isolado
até o momento

funcdo endoperoxido (reagdes também observadas com trioxanos sintéticos).
Ref. [31]. "Ref. [38].

Dando sequéncia a estas rotas de reacéo da Figura .12, a perda de Fe' do
radical 3 produz o intermediario 4 3,4-epdoxido primeiramente postulado por
Posner et al. (1995) [36] e mais tarde isolado por Wu e colaboradores (1998) [39].
O ataque intramolecular da hidroxila do composto 4 no carbono C3 induz a
abertura do anel epdxido, dando o 5 3a-hidroxi-desoxiartemisinina. A
desoxiartemisinina 8 deve ser produzida a partir do radical 3 pela abstracdo de um
atomo de hidrogénio e perda de Fe""OH. De acordo com Jefford e colaboradores
(1995) [40] e Robert e colaboradores (1998) [41], este composto, produzido
durante o metabolismo da artemisinina [42], é provavelmente o resultado de uma

desoxigenacdo enzimatica n&o relatada para a atividade antimalarica. A rota B,
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chamada de evolugéo do radical alquil 6, deve ser interpretada como a perda de
M" (M=Fe ou Mn), gerando o derivado tetrahidrofurano 7. No entanto, o radical 6
também exibe propriedades alquilantes, as quais tem sido evidenciadas pelo
isolamento de adutos covalentes com metaloporfirinas sintéticas usadas como
modelos de heme [43,44], com heme [30-33], ou com cisteina ou glutationa [38]
via uma ligacao tioéter.

Segundo Cazelles e colaboradores (2002) [33], o aduto 14 (Figura 1.13) foi o
resultado da ligagao covalente entre o ciclo porfirina e um fragmento derivado da
artemisinina. Investigou-se a possibilidade de formagdo de um aduto covalente
entre alguns trioxanos sintéticos e o heme, com o objetivo de encontrar uma
possivel correlagao entre a capacidade alquilante e a atividade antimalarica. Este
estudo de Cazelles et al. consistiu na ativagdo da ligacdo perdxido do trioxano 9
(derivado da artemisinina) por um complexo manganés (ll)-porfirina (modelo de

heme) e a partir dai a alquilagdo do macrociclo porfirina.

g Mn'TPP .G, .

—_— ",

transferéncia
. intramolecular /\
—_—

* de elétron

‘Cd?, H*

i ONARES o,
3 ¢ OCH,H

Figura 1.13: Mecanismo de formac&o de um aduto covalente ativado por Mn'"TPP.

O passo inicial é a ativagao redutiva da ligagao perdxido da droga 9 através
de uma transferéncia de elétron do complexo Mn(ll)—porfirina. A subsequente
quebra da ligagao O-O é seguida por uma rapida clivagem homolitica da ligagéao
C3-C4 adjacente, formando o radical alquil 10. A partir dai existem dois

mecanismos competitivos. Primeiramente este radical 10 pode gerar o composto
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11 através da liberagdo de Mn"TPP para o meio ou este alquil radical alquila a
posicao C2° (B-pirrdlica) gerando um radical no carbono adjacente (C3") 12. Apds
a transferéncia intramolecular de elétron do C3" para o Mn(lll), o cation 13 reage

com a mistura reacional presente (BH,, Cd **, H *) gerando o composto 14.

1.1.2.1.2. Reagées com Radicais de Oxigénio Derivados do

Hidroperoxido (Formado pela Abertura do Anel da Artemisinina)

White (1997) [45] sugeriu que a ligagdo O-O do perdéxido das drogas
antimalaricas sofre abertura via protonagdo (H*), ou formagdo de um complexo
com o metal ferro (Fe®*), e quebra da ligagdo C-O (02-C3) para gerar um
hidroperdxido aberto ou um peréxido metalico, o qual converte-se em um radical
peroxido ou transfere oxigénio para substratos oxidaveis (Figura 1.14). O cation
gerado apdés a abertura do anel deve sofrer neutralizagdo intermolecular por
espécies nucleofilicas (como agua, tidis e aminas) ou intramolecular pela perda de
um proton do carbono C4. Estas espécies podem hidroxilar biomoléculas ou

abstrair atomos de hidrogénio.

Autooxidagao %
do radical ) (k
R

H \ H
Hidroxilag&o de i) Fe! &
biomoléculas 7& =
R RS :
Hidroxilagao, R=residuo _:.
oxidagao artemisinil

de biomoléculas
Figura 1.14: Proposta de abertura da ligagao peroxido para gerar hidroperéxidos e
subsequentes caminhos de decomposicao.
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1.1.2.2-RESULTADOS DE ESTUDOS TEORICOS

A primeira investigacdo teodrica do mecanismo de decomposicdo de
trioxanos foi feita por Gu e colaboradores (1999) [46], os quais estudaram o
rearranjo de apenas uma parte da artemisinina, o 6,7,8-trioxibiciclo[3,2,2] nonano,
usando a teoria do funcional de densidade (DFT) a nivel B3LYP/6-31G (d,p)
(Figura 1.15).

1::,,,0/01,,'
7 5
8 9
Artemisinina 6,7,8-trioxibiciclo[3,2,2]Jnonano
HO, HO, / ‘o, :
" O, \ HO,, “{ HO., /ﬁ\@
o
ao ac bo bc

Figura 1.15: Estruturas da artemisinina, 6,7,8-trioxibiciclo[3,2,2Jnonano e os

correspondentes radicais de oxigénio e carbono.

A justificativa para a simplificagdo da molécula de artemisinina esta
baseada em resultados de estudos anteriores da correlagéo entre a estrutura e a
atividade de varios trioxanos ftriciclicos, os quais revelam que certos anéis na
artemisinina e seus derivados sédo redundantes e que suas atividades podem ser
representadas por trioxanos biciclicos [47,48]. A confiabilidade deste modelo
simples também pode ser justificada pela boa concordancia entre os parametros
geométricos e comportamentos vibracionais para o 6,7,8-trioxibiciclo[3,2,2] nonano
e a artemisinina [46,49,50]. Estes calculos mostraram que as energias livres de

ativacao para o deslocamento intramolecular do atomo de H de C2 para O6, bem

Dissertagao de Mestrado 19
Mirian da Silva Costa



Capitulo I: Introdugao

como para a quebra homolitica da ligagao C1-C2 (Figura 1.15) sao relativamente
baixas, revelando assim um importante detalhe estrutural para este processo.
Taranto e colaboradores (2002) [51] estudaram teoricamente 0 mecanismo
de decomposicao redutiva da artemisinina usando os métodos semi-empiricos
AM1 e PM3. Os autores calcularam e caracterizaram alguns anions radicalares e
espécies neutras, os quais foram propostos por Posner et al. [36], por Jefford et al.
[27] e por Wu et al. [39]. Mais especificamente calculou-se as energias relativas
dos intermediarios (1-7, 15-17) e os estados de transigdo (TS1 e TS2) ao longo

dos caminhos A e B mostrados na Figura |.16 abaixo.

Dissertagao de Mestrado 20
Mirian da Silva Costa



Capitulo I: Introdugao

QHS

Figura 1.16: Rotas de reatividade da artemisinina.

Os autores concluiram, pelos resultados obtidos através dos métodos AM1
e PM3, que a decomposicao redutiva da artemisinina pelo ion Fe (Il) € altamente
exotérmica, levando a espécies que sdo muito mais estaveis que os materiais de
partida. Observa-se neste estudo tedrico de Taranto et al. que os compostos 1-7
(Figura 1.16) correspondem aos compostos representados na Figura 1.12 (exceto
que na Figura .12 o atomo de Fe esta representado enquanto que na Figura 1.16
esta representado apenas o elétron doado pelo Fe), os quais foram estudados
experimentalmente e alguns foram caracterizados [27,36].
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1.1.3-INTERAGAO EXISTENTE ENTRE O HEME E A ARTEMISININA

No desenvolvimento e descobrimento de uma droga é de suma importancia
conhecer seu mecanismo de acao, pois auxilia no desenvolvimento de novas
drogas mais efetivas. Normalmente a droga tem seu efeito mediado por um alvo
especifico, um receptor. Caso a estrutura do complexo droga—receptor (Figura
1.17) seja conhecida, as interagdes entre a droga, que no estudo em questéo € a

artemisinina, e o receptor (heme) podem ser investigadas com mais detalhes.

Figura 1.17: Interac&o entre a artemisinina e o heme (os atomos de hidrogénio
n&o estdo representados). Atomos de carbono — cinza, atomos de oxigénio —

vermelho, atomos de nitrogénio — roxo e atomo de ferro — verde.

Foi feita uma pesquisa bibliografica com o intuito de investigar alguns

estudos sobre a interac&o existente entre a artemisinina e o heme (Figura 1.17).
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1.1.3.1-RESULTADOS DE ESTUDOS TEORICOS

1.1.3.1.1. Calculos de Interagdo Feitos para a Artemisinina e 29

Derivados

Tonmunphean e colaboradores (2000) [21] estudaram teoricamente a
interacao entre a artemisinina e 29 derivados e o heme. Os calculos de interagao
foram feitos usando o programa AutoDock 2.4. Calculos mecanico-quanticos
foram usados para determinar a geometria da artemisinina e destes 29 derivados.
Estes derivados sao estruturas neutras, semelhantes a geometria da artemisinina,
diferenciando-se um do outro apenas em alguns grupos substituintes. A geometria
da artemisinina foi otimizada usando varios métodos, tanto ab initio quanto semi-
empiricos, e os valores de comprimentos de ligagdo, angulos e diedros foram
comparados com a estrutura cristalografica de raio-X. O método HF/3-21G foi o
que forneceu melhor resultado e assim ele foi utilizado para otimizar a geometria
de todos os derivados da artemisinina em estudo.

A molécula receptora (heme) foi retirada da estrutura de raio-X modificada do
clorohemin do Banco de Dados Cristalograficos. O hemin é o heme com o atomo
de Fe no estado de oxidacao +3. O clorohemin tem uma estrutura piramidal com
o Fe no topo.

As interagbes entre a artemisinina e os derivados em questdo com o heme
mostraram que estes se aproximam do heme preferencialmente através do
oxigénio O1 da ligagao endoperoéxido (Figura 1.10) em diregcao ao atomo de Fe do
receptor heme. Este resultado difere do proposto por Shukla e colaboradores [52],
0s quais sugeriram que o heme se liga a artemisinina na posi¢ao O2. Quase todas
as interagcdes entre o heme e os derivados da artemisinina mostraram que o
atomo de Fe do heme aproxima-se da ligacdo endoperdoxido da droga, com
distancias de 1,93 a 2,73 A entre O1-Fe e de 2,41 a 3,76 A entre O2-Fe. Isto
mostra a importancia da interagdo entre o Fe do heme e o grupo endoperoxido de
derivados da artemisinina. As distancias obtidas entre O1-Fe foram comparadas

com o comprimento de ligacdo experimental entre o ferro do heme e um atomo de
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oxigénio na oxihemoglobina A (1,86 A), retirada do Banco de Dados

Cristalograficos.

1.1.3.1.2. Interagdo entre a Artemisinina e Varios Tipos do Receptor

Heme

Tonmunphean e colaboradores (2001) [18] realizaram estudos de interagao
entre a artemisinina (Figura 1.10) e cinco tipos diferentes de estruturas do heme
retirados da literatura, isto €, heme-pdb, modelo-heme, heme-hemin, desoxi-
heme e oxi-heme. Estas estruturas sao todas diferentes devido a fonte do heme
e o estado de oxidacado do ferro. Utilizou-se o programa AutoDock 2.4 para os
calculos de interacdo entre a droga e o receptor. Para investigar o efeito das
cargas atbmicas tanto da artemisinina quanto do heme durante a interagdo, estas
foram obtidas usando varios niveis de teoria, desde métodos semi-empiricos até
ab initio.

Com excegao das cargas calculadas pelo método ZINDO/S, todos os outros
calculos de interagdo mostraram que a artemisinina aproxima-se do heme no
sentido de interagir o atomo O1 da ligagao endoperdoxido com o atomo de Fe do
heme, onde este mecanismo de aproximacao & controlado por efeito estérico. As
interacbes entre a droga e o receptor, baseado nas cargas calculadas pelos
métodos ab initio (HF/3-21G, HF/D95, HF/6-31G* e HF/6-311**), deram resultados
semelhantes. Ja os resultados das interagdes obtidas através dos métodos semi-
empiricos AM1 e PM3 deram distancias maiores entre os oxigénios da ligacao
endoperoxido da artemisinina e o atomo de Fe do heme (O-Fe).

Embora ndo seja observada semelhangas nas distancias O-Fe, todos os
célculos de interagdo com diferentes estruturas de heme sugeriram que a
artemisinina prefere se ligar ao atomo de Fe do heme através dos oxigénios da
ligacdo endoperdxido (O1 e O2) que com os demais atomos de oxigénio da droga.
Para o desoxi-heme, que possui uma estrutura diferente das demais estruturas
do heme, a interagdo com a ligacdo endoperdxido da artemisinina € menos

favoravel e uma maior atragcado ocorre entre o atomo de Fe do desoxi-heme e o
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atomo de oxigénio O1 da QHS (Figura 1.10). As distancias entre os oxigénios da
ligacdo endoperdxido da artemisinina e o atomo de Fe do heme-hemin sédo as
que apresentaram menores valores que as interagdes com os outros tipos de
heme. No caso do heme-hemin as distancias entre O1-Fe e O2-Fe apresentaram
valores de 2,00 A e 2,65 A respectivamente, com energia de ligacdo de —33,13
kcal mol”, sendo este o menor valor de energia para todas as interagdes
realizadas. A distancia de O1-Fe de 2,00 A foi semelhante ao comprimento de
ligacdo experimental entre o ferro do heme e o atomo de oxigénio na
oxihemoglobina A (1,86 A) [53].

Os resultados das interacbes entre as cinco estruturas do heme e a
artemisinina forneceram resultados semelhantes, onde o ferro do heme aproxima-
se preferencialmente da posicdo O1 que da posigdo O2 da ligagdo endoperoxido
da artemisinina. As interagdes dependem das estruturas e das cargas atdbmicas de
ambos, tanto da artemisinina quanto do heme. A interagées de configuragdes
foram significantemente afetadas pelas cargas atbmicas do heme e em menor
extensdo, pelas cargas atbmicas da artemisinina. A alta qualidade das cargas
atbmicas calculadas pelo método HF/6-311G** sdo recomendadas para o
potencial eletrostatico do heme. As estruturas do heme que possuem nenhum ou
pouco efeito estérico na posicdo do Fe facilita a ligacdo entre o heme e os

oxigénios da ligagao endoperdoxido como no heme-pdb, heme-hemin e oxi-heme.

1.1.3.1.3. Interagao entre 23 Analogos da Artemisinina e o Receptor

Heme

Estudos tedricos realizados por Cheng e colaboradores (2002) [22] para
analisar a interacao existente entre o heme e 23 analogos da artemisinina foram
feitos usando o programa FlexiDock no SYBYL 6.5. As cargas atébmicas foram
calculadas usando o protocolo Gasteiger-Huckel. A maior regido de carga negativa
da artemisinina e seus analogos localiza-se ao redor da metade da ligagéao
endoperoxido e a maior regido de carga positiva do heme localiza-se ao redor do

ion Fe**. A intuigdo quimica indica que estas duas partes devem interagir quando
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a artemisinina ou seus analogos se ligam ao heme. Isto esta de acordo com
relatos experimentais para a atividade antimalarica da artemisinina, a qual mostra
uma seérie de radicais centrados nos atomos de oxigénio e carbono, os quais s&o
produzidos através da transferéncia de elétron do fon Fe®** para a ligacao
endoperoxido quando a artemisinina reage com o heme [39]. A distancia inicial
entre o ponto médio da ligacdo endoperdxido (M) e o 4tomo de Fe foi de 3 A.
Durante os calculos de interagédo entre a droga e o receptor, o angulo de
torsdo de O1-M-Fe-N1 (Figura 1.18) variou de 0 a 359°, com variagdo de 10°, para
encontrar a configuragdo mais estavel do complexo. Como o programa SYBYL 6.5
nao esta completamente parametrizado para o ion Fe, este entdo foi substituido
pelo fon Ca*" nos calculos de interagdo. Shukla e colaboradores (1995) [52]
provaram que o jon Fe?*, durante rotinas de interacdes do SYBYL, pode ser
substituido por outros atomos similares durante a interacdo molecular e isto tem

apenas uma pequena influéncia na estrutura do heme.

CO,H

CO,H

Figura 1.18: Estrutura do heme.

Configuragcbes do minimo de energia global dos complexos entre os
analogos da artemisinina e o heme indicam que a ligagdo endoperoxido aponta

em direcdo ao ion Fe, o que esta de acordo com hipoteses derivadas de estudos
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experimentais [54]. A distancia otimizada M----Fe variou de 2,6 a 2,7 A e o angulo
de torsdo O1-M-Fe-N1 variou de 114 a 124°.

1.1.3.1.4. Interagdo entre a Artemisinina e 4 Analogos com o Receptor

Heme

Pinheiro e colaboradores (2003) [20], pertencentes ao nosso grupo de
pesquisa, analisaram a interagcao existente entre a artemisinina e quatro analogos
da mesma (Figura 1.19) com o heme, usando o programa Titan. Estas interagbes
foram baseadas na orientagdo preferencial para os ligantes observados em
estudos conformacionais usando MMFF94. Todos os compostos foram modelados
usando o programa GaussView e as geometrias foram completamente otimizadas
utilizando o método ab initio HF/6-31G**. As cargas atbmicas foram calculadas

usando a palavra-chave CHELPG através do potencial eletrostatico.

A4 O\@/R—C(H)CgHsoz

Figura 1.19: Quatro andlogos da artemisinina.
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As conformacbes ao redor da ligagdo Fe-O para os quatro complexos
heme-ligante (ligantes = 4 analogos — A1, A2, A3, A4) revelaram praticamente a
mesma geometria de coordenagcdo do atomo de Fe. Diferengas significativas
foram observadas na conformacéo do ligante e na sua orientagdo com relagéo ao
heme e na conformagdo das cadeias livres do heme. A artemisinina possui seis
atomos de hidrogénio que podem interagir efetivamente com o anel porfirinico do
heme através de interagbes C-H...n. A cadeias laterais livres do heme (as quais
nao foram congeladas durante os calculos) dirigiram-se em direcdo aos

substituintes ligados em C9 e C10 da QHS (Figura 1.10) via interagdes polar-polar.
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.2-OBJETIVOS

A malaria, doenga causada pelo parasita do género Plasmodium, ainda é
uma das doengas tropicais e parasitarias que mais se desenvolvem no mundo. O
namero de mortes causadas por esta doenga s6 é superado pela AIDS. Existem
quatro membros do género Plasmodium, onde o Plasmodium falciparum é o
responsavel pela malaria mais grave.

Um dos graves problemas no combate a malaria € que os parasitas estao
se tornando resistentes contra as drogas utilizadas. A artemisinina, também
conhecida como Qinghaosu (QHS), é um agente antimalarico eficiente contra o
parasita Plasmodium falciparum, o qual é responsavel pela malaria mais grave.
A artemisinina tem se mostrado essencial para a atividade antimalarica [17] e,
desde entédo, varios derivados desta droga tém sido sintetizados e suas atividades
biolégicas tém sido testadas.

A literatura sugere varias hipéteses do mecanismo de agao da artemisinina
como (1) reagdes de alquilagao [27,30,32,33,36-44], (2) reagbes com radicais de
oxigénio derivados do hidroperdxido (formado pela abertura do anel da
artemisinina) [45], dentre outros. Também se encontram na literatura varios
estudos realizados teoricamente [46,49-51] com o intuito de investigar o
mecanismo de agcao da QHS e de varios derivados da mesma.

Ainda no desenvolvimento de uma droga, é de grande importancia
conhecer com detalhes o seu mecanismo de agao para auxiliar no descobrimento
de novas drogas mais efetivas. Geralmente a droga tem um alvo especifico, um
receptor. Caso se conhega a estrutura do aduto droga—receptor, as interagdes
entre ambos podem ser investigadas com mais detalhes. Neste estudo em
questao a droga € a artemisinina e o receptor € o heme. Na literatura encontram-
se alguns estudos sobre a interacdo existente entre a artemisinina e o heme
[18,20-22,52]. Grande parte destes estudos mostra que a interacdo preferencial
ocorre entre o atomo de Fe do heme e a ligacdo endoperdxido da QHS, com a

ocorréncia de algumas outras interagdes importantes.
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A primeira parte deste trabalho consistiu em estudar teoricamente algumas
rotas de reagao da artemisinina (Figura 1l.2), segundo os mecanismos propostos
por Posner e colaboradores [36], Jefford e colaboradores [27] e por Wu e
colaboradores [39]. O objetivo € encontrar, através da analise das energias livres
de Gibbs da artemisinina e de seus intermediarios, qual € a rota preferencial do
ponto de vista energético, pois ainda ndo se sabe realmente qual € a rota
preferencial seguida pela droga em questao.

A segunda etapa deste estudo foi investigar teoricamente a interagao
existente entre a artemisinina e o heme. O objetivo de estudar esta interagdo é
investigar com mais detalhes como a droga interage com o receptor de maneira
mais intensa. Teve-se o intuito de confirmar se ha algum novo tipo de interagao
droga-receptor que ainda nao foi descoberta. Varios estudos presentes na
literatura mostraram que a interagao mais efetiva ocorre entre o atomo de Fe do
heme e a ligagdo endoperdxido da QHS, além de outras interagdes dos atomos de
H da QHS com o anel porfirinico do heme. Este tipo de estudo de interagao pode
auxiliar na descoberta de novas drogas mais eficientes contra a malaria, ja que
para a descoberta de novas drogas torna-se necessario saber como estas

interagem com os respectivos receptores.
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Capitulo II: Métodos de Calculos

I1.1-METODOS DE CALCULOS

11.1.1-METODOS QUANTICOS

11.1.1.1. A TEORIA HARTREE-FOCK

Para estudar quanticamente um sistema qualquer, a equacdo de
Schrédinger [56] deve ser resolvida para todas as particulas do sistema, sendo a

Equacao 1 sua forma independente do tempo:
A
HY=EY (1)

onde ﬁ € o0 operador hamiltoniano, e consiste na forma dos operadores de energia
cinética e potencial relativo a todas as particulas do sistema e as interagdes entre
elas.

Os métodos ab initio [55-58] usam orbitais de base do tipo gaussianas (ou
melhor, combinacédo linear de gaussianas “primitivas”) e calculam explicitamente
todas as integrais necessarias. Um calculo ab initio caracteriza-se assim pelo
método (RHF,UHF ou ROHF) e pela base usada. A dificuldade de calculo dos
métodos Hartree-Fock (HF) é de calcular as integrais. A idéia deste método é
reduzir o problema de N elétrons para um problema de um elétron, que interage
com os nucleos e a nuvem eletrbnica dos demais elétrons. A interacao elétron-
elétron é introduzida de uma forma média e nesta aproximacao, a fungcao de onda
€ representada por um unico determinante de Slater. Esta forma de representacao
satisfaz o principio de anti-simetria e de indistinguibilidade (principio da exclusédo
de Pauli) em relagdo a permutagao eletrébnica. De acordo com o modelo de
Hartree, a movimentagdo de cada elétron em um campo efetivo dos outros N-1
elétrons é governada pela equacado de Schréodinger de uma particula sujeita a
esse campo; ou seja, a autoconsisténcia da distribuicdo de carga no campo

produz uma série de equagdes acopladas (Equagdes de Hartree) para N fungdes
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de onda de uma particula. Assim, a equacao de Schrodinger para N particulas é
substituida pelo método autoconsistente. Desta forma, precisa-se resolver as N
equagdes até que a distribuigdo de carga n&o varie significativamente; quando
isso ocorre, diz-se que o campo atingiu a autoconsisténcia SCF (Self-Consistent
Field) [55-58].

Ja nos calculos semi-empiricos [55-58] o problema de calculo das integrais
de repulsdes eletrbnicas é simplificado. Estudam-se s6 os elétrons da camada
externa dos atomos (elétrons de valéncia). Essas aproximagdes fortes sao
compensadas pela estimacdo empirica das integrais e das repulsdes
internucleares. Todos os métodos semi-empiricos dependem assim de um
conjunto de parametros atdbmicos que foram otimizados para reproduzir bem um
certo conjunto de propriedades de moléculas testes. A base de fun¢des usada é
parte integrante do método (ou deveria ser). Os calculos semi-empiricos sdo bem
mais rapidos que os calculos ab initio e podem-se estudar moléculas maiores.

Um dos principais problemas do método Hartree-Fock é negligenciar efeitos

de correlagao eletrénica. Assim, a energia de correlagao pode ser expressa como:

Eexata = EnrF — Ecorrelac;éo (2)

Este problema é causado pela troca da equacéo para N particulas por N
equacdes de uma particula. Com essa aproximacdo, cada elétron s6 sente um
campo meédio causado pelos outros N — 1 elétrons, ndo sendo possivel escrever
interacgdes instantadneas. Uma funcao Hartree-Fock pode ser responsavel por 99%
da energia total; no entanto, o 1% restante é importante para descrever
fendmenos quimicos. Para ilustrar esta importancia, veja a seguir o exemplo do
atomo de carbono. A energia total do atomo de carbono é aproximadamente 1000
eV, onde 0,5% deste valor equivale a 5 eV. O valor de uma ligagéo simples € 5 eV
por molécula, de modo que, sem a energia de correlagdo nao se pode calcular

energias de ligagao corretamente.
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11.1.1.1.1. Efeitos do Conjunto de Base

Um conjunto de base € uma descricdo matematica dos orbitais do sistema.
Dentro do quadro da mecanica quantica, os elétrons possuem uma probabilidade
finita de existir em qualquer regido do espago. Este limite corresponde a expansao
de um conjunto de base infinito. Os conjuntos de base para calculos de estrutura
eletrbnica usam combinacgado de fungbes gaussianas para formar os orbitais [55-
58].

Os conjuntos de base sdo nomeados conforme o numero de fungdes de
base para cada orbital atbmico. Uma base com apenas uma fung¢ao para cada
orbital atdmico € denominada de base minima. Uma base com duas fung¢des para
cada orbital atbmico é denominada double zeta, uma base com trés funcdes é
denominada triple zeta.

Em um ambiente molecular, a nuvem eletrénica dos atomos apresenta uma
deformacao. Para que esta deformacéao seja bem descrita, sao introduzidas bases
com um momento angular mais alto do que as ja existentes. Por exemplo, o
conjunto de base 6-31G(d) ou 6-31G* indica que uma fungdo do tipo d sera
acrescida ao conjunto 6-31G nos atomos pesados. A base 6-31G(d,p) ou 6-31G**
indica que sera acrescentada uma funcao do tipo p nos atomos de hidrogénio e
funcdes d nos atomos pesados.

Quando os atomos sdo carregados negativamente, eles aumentam o
volume atémico. Para descrever adequadamente estes sistemas, introduzem-se
fungdes primitivas do tipo s para o atomo de hidrogénio e do tipo sp para os
demais atomos. Estes tipos de funcbes sdo denominados de difusas. Como
exemplo tem-se que: o conjunto de base 6-31+G indica que uma fung¢ao difusa
sera adicionada aos atomos pesados e a base 6-31++G indica que serdo
adicionadas funcdes difusas tanto ao atomo de hidrogénio quanto aos demais
atomos.

O conjunto de bases 6-31G* (definida para os atomos de H ao Ar) € um
conjunto de valéncias “divididas” (split-valence) com algumas fung¢des de

polarizacdo adicionadas. Assim, usa-se uma combinagao linear de seis fungdes
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primitivas em cada camada fechada de orbitais atdbmicos e adiciona um conjunto
simples de seis fungdes de polarizacdo Gaussianas do tipo d para cada atomo,
exceto o hidrogénio. O conjunto de bases 6-31G** adiciona na série 6-31G* uma
série de funcdes de polarizagao Gaussianas do tipo p em cada atomo de H. Os
expoentes orbitais das fungdes de polarizacdo nestes dois conjuntos de bases
foram determinados como a média dos valores 6timos encontrados em calculos de
moléculas pequenas [55-58].

Algumas simplificagdes, com pequena perda de precisdo, sdo possiveis
através da limitacdo do tratamento dos elétrons para o sistema eletrbnico de
valéncia. Este tratamento se da pela introdugdo de um Potencial do Nucleo Efetivo
(ECP — Effective Core Potential) para representar todos os elétrons do nucleo [56].
Estes elétrons do nucleo sdo modelados por uma fungcédo apropriada e somente os
elétrons de valéncia sao tratados explicitamente. Assim, como os elétrons internos
sdo substituidos, consequentemente ndo sao necessarias fungdes gaussianas
para representar a distribuicdo eletrbnica nesta regido. Em muitos casos este
método fornece bons resultados a um custo bem menor de um calculo envolvendo
todos os elétrons. Parte dos efeitos relativisticos sdo deixados de lado,
principalmente os efeitos escalares, ndo levando em consideragao todos os efeitos

relativisticos durante o calculo.

1.1.1.2. O METODO DE ROOTHAAN-HALL

Com o método Hartree-Fock, os calculos de orbitais moleculares tornaram-

se equivalentes ao problema de resolver a equagéo:

F()w1) = ev (1) @)

a qual € uma equacdo de autovalor-autovetor, a exemplo da equagao de
Schrodinger (Equagéo 1), s6 que trocando o operador Hamiltoniano pelo operador
Fock. Ela pode ser interpretada como a equagao de Schrodinger de uma particula

submetida a um campo efetivo.
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Uma maneira de resolver a equagao de Fock é através do método proposto
por C. C. J. Roothaan em 1951 [59]. Neste método, os orbitais ¥; sdo escritos
como uma combinagédo linear de um conjunto de fungbes atbmicas ¢. Este
procedimento é comumente conhecido como o0 método da combinacéo linear dos
orbitais atébmicos (LCAO).

b
V= % Cridk (4)

Substituindo (4) em (3), multiplicando posteriormente por ¢* e integrando

tém-se:
b b 5
zk: FikCxi = €; 22 SikCxi (%)
k

A equacao (5) é conhecida como equacado de Roothaan-Hall, a qual é a
forma matricial, com base na expansao em orbitais atdbmicos, da equacgao de
Hartree-Fock. As grandes vantagens desta formulagdo sdo a maior facilidade na

resolucao por técnicas matriciais e na implementagao computacional.

11.1.1.3. TEORIA DO FUNCIONAL DE DENSIDADE

Os métodos baseados na Teoria do Funcional de Densidade (DFT -
Density Functional Theory) [56] tém grande vantagem sobre os métodos baseados
nas equagdes de Hartree-Fock, devido ao menor custo computacional. Como n&o
utiizam parametros, além de constantes universais da fisica, ele pode ser
considerado um método do tipo ab initio. Os métodos HF empregam o operador
Hamiltoniano exato e faz aproximagdes para a fungao de onda, enquanto que os
métodos baseados na DFT fazem aproximacgdes no operador Hamiltoniano. Para
melhorar a descricdo da fungcdo de onda tem-se que as aproximacdes para esta

funcdo envolvem calculos mais simples, isto €, com menor tempo computacional,
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que adicionar corregdes para o operador. Assim, os resultados provenientes
destes calculos convergem em dire¢cdo a um valor certo na medida que a série de
bases é implementada, mas a teoria ndo permite uma avaliacdo dos erros
inerentes neste limite.

Os modelos baseados na Teoria de Funcional Densidade (DFT) fornecem
uma aproximacao alternativa para o tratamento da correlagdo eletrénica. O
conceito de funcdo de onda é substituido pelo de densidade eletronica. Desta
forma, os termos de energia do sistema sdo todos expressos como um funcional

unico (uma funcédo de uma fungéo) da densidade eletronica.

11.1.1.4. METODOS AB INITIO

Os métodos ab initio resolvem a equagao de Schrodinger sem a incluséo de
dados experimentais. Os calculos ab initio mais comuns sido os calculos Hartree-
Fock (HF), cuja fungdo de onda é descrita por fungdes matematicas que sao
conhecidas exatamente para poucos sistemas monoeletronicos. As fungdes sao
geralmente combinagdes lineares de orbitais do tipo Slater ou do tipo gaussiana,
abreviadas como STO e GTO, respectivamente. Logo, a fungdo de onda é
formada por uma combinagao linear de orbitais atdbmicos. Uma vantagem dos
métodos ab initio é que eles usualmente convergem para uma solugdo exata,
geralmente obtendo bons resultados para determinadas propriedades. Uma
desvantagem destes métodos € que eles sdo muito caros. Estes métodos
geralmente necessitam de grande tempo de cpu, grande quantidade de memdria e

de espaco em disco [55-58].

1.1.1.5. METODOS SEMI-EMPIRICOS

Métodos de estrutura eletrénica sdo classificados como ab initio ou semi-
empiricos. Métodos semi-empiricos usam um Hamiltoniano simples ao invés do
Hamiltoniano molecular correto e usam parametros cujos valores sao ajustados de

modo a se aproximarem de valores experimentais ou de resultados provenientes
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de calculos ab initio. Os calculos semi-empiricos apresentam a mesma estrutura
do calculo HF, com algumas modificagdes, tais como as integrais de dois elétrons
que s&o aproximadas ou completamente desprezadas. Para corrigir os erros
introduzidos por esta omissdo, o método € parametrizado para reproduzir da

melhor forma os resultados experimentais [55-58].
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11.1.2-METODOS QUIMIOMETRICOS

Ainda para este trabalho, foram utilizadas as técnicas quimiométricas de
Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA — Hierarchical Clustering Analysis)
[60,61] e Analise de Componentes Principais (PCA — Principal Component
Analysis) [60-63].

A Anadlise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) €& uma técnica nao
supervisionada que examina a distancia pontual entre todos os objetos e
representa esta informacdo na forma de um diagrama bidimensional conhecido
como dendrograma. Estes dendrogramas apresentam os resultados de uma forma
que facilita o uso das habilidades humanas de reconhecimento-padrdo. Para gerar
o dendrograma trata-se inicialmente cada amostra como um agrupamento e entao
une-se 0s agrupamentos baseado na proximidade entre os mesmos, no espago
das variaveis. Este processo é repetido até restar somente um unico grupo. As
variagdes de HCA usam diferentes aproximacdes para medir a distancia entre os
agrupamentos. Como exemplo de formas de agrupamento tem-se conexao
simples versus conexao por meio de centrdides. No caso de distancia tem-se
distancia Euclidiana versus distancia de Mahalanobis, dentre outros [61]. A medida
mais comum de distancia € a Euclidiana: (para dois pontos) que normalmente &
utilizada sobre dados padronizados, ja que ela é sensivel as escalas de medidas
utilizadas pelo analista. A distancia de Mahalanobis € uma medida euclidiana
padronizada que leva em conta a variancia-covariancia das variaveis, sendo
bastante eficiente e recomendada.

A Anadlise de Componentes Principais (PCA) é uma manipulagao
matematica de uma matriz de dados onde a meta é representar a variagédo
presente em muitas variaveis usando o menor numero de “fatores” [61,62]. Pode
ser melhor entendida usando um exemplo de duas variaveis, de acordo com a
Figura 1.1. A matriz original € representada por novas variaveis, chamadas de
“‘componentes principais” (PC) ou “fatores”. Uma componente principal é uma
combinacao linear das variaveis originais V1 e V,. A primeira componente principal

de um conjunto de dados, PC4, tem a diregdo que explica a maxima quantidade de
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variagbes possiveis dos dados. Esta € a direcdo que descreve o maior
espalhamento dos objetos. Além disso, a quantidade de informagao descrita por

uma componente principal pode ser precisamente calculada.

v1

PC2 o

(®)

v2

Figura Il.1: Valores plotados em um sistema de duas medidas, com os eixos das

duas primeiras componentes principais representados em negrito.

A segunda componente principal e todas as subsequentes sao definidas em
funcdo da maxima variancia dos dados ainda ndo quantificados pela componente
principal anterior. Todas as componentes principais sdo ortogonais entre si. As
distancias entre as amostras s&o usadas para definir similaridades e diferengas. E
também util conhecer quais as variaveis contribuem mais para cada componente
principal. As coordenadas das amostras em relacdo as componentes principais
sdo os escores, enquanto que as contribuicdes de cada variavel para as

componentes principais sdo 0s pesos [64].
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1.2-METODOS COMPUTACIONAIS

Inicialmente utilizou-se a estrutura da artemisinina disponivel no banco de
dados CSD [65] por ser uma estrutura que possui a geometria precisa, ja que a
mesma foi obtida através de dados cristalograficos. A seguir otimizou-se a
geometria da artemisinina primeiramente com o método semi-empirico e depois
com o método ab initio a nivel Hartree-Fock (HF) [55-58]. Fez-se uma analise
conformacional e obteve-se a estrutura otimizada da artemisinina com o método
HF/6-31G**.

Calculos mecanico-quanticos empregando os programas Gaussian 98 [66],
SPARTAN [67] e TITAN [68] foram usados para determinar a geometria da
artemisinina e de todos os seus intermediarios de reagao presentes na Figura I1.2.
Para estes calculos utilizou-se um computador Pentium IV 1500 MHz e
computadores localizados no ambiente CENAPAD (Centro Nacional de
Processamento de Alto Desempenho em S&o Paulo). Assim, as geometrias
otimizadas da artemisinina foram obtidas através de varios métodos, desde semi-
empirico AM1 [69] e PM3 [70] até ab initio HF/CEP-31G, HF/CEP-31G**, HF/CEP-
31++G** e HF/6-31G** [55-58]. Estes resultados foram comparados com a
estrutura experimental determinada por cristalografia de raio-X [65], com fator
cristalografico R=5,72% (Tabela 111.1). O fator cristalografico R (fator-R) é a medida
do nivel de desordem entre os fatores da estrutura observada (Fqps), isto €,
estrutura experimental, e os fatores da estrutura calculada (Fca). O tradicional fator

cristalografico R é definido como:

) IF(obs) - F(calc)I
R= (6)
) F(obs)

Este fator-R é geralmente descrito em %, isto €, um fator-R de 0,05, por
exemplo, €& apresentado como 5%. Os autores geralmente atribuem pesos ao
fator-R onde, quanto menor o valor de R melhor sera a resolugéo da estrutura [71].

Um guia aproximado para qualificar as estruturas cristalograficas é: 0,01 — 0,03
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(muito excelente); 0,03 — 0,04 (excelente); 0,04 - 0,05 (muito bom); 0,05 - 0,07
(bom); 0,07 — 0,09 (médio); 0,09 — 0,10 (razoavel); 0,10 — 0,15 (pobre); > 0,15
(ruim). Para esta estrutura cristalografica da artemisinina a média de variagao da
ligacdo sigma C-C é de 0,001 A a 0,005 A.

“on rotaB |

transferéncia
do H de C4
para O1

outros produtos

Figura I1.2: Mecanismos de agao da artemisinina propostos por Posner et al. [36]
(rota A), por Jefford et al. [27] (rota B, levando ao intermediario 7) e por Wu et al.

[39] (rota B, levando aos intermediarios 18 e 20).

Apo6s a comparagao dos resultados tedricos com o experimental, observou-
se que os calculos ab initio foram os que apresentaram menores desvios com
relacdo a geometria da molécula, o que pode ser observado pela Analise de
Agrupamentos Hierarquicos (HCA - Hierarchical Cluster Analysis) [60,61]
conduzida pelo programa PIROUETTE [72]. O método HF/CEP-31G forneceu
melhor resultado e para comprovar isto utilizou-se a técnica de Analise de
Componentes Principais (PCA — Principal Component Analysis) [60-62] com o
auxilio do programa PIROUETTE.

Para realizar os calculos das propriedades de interesse, como energias

eletrénicas e energias de Gibbs, consideraram-se inicialmente aspectos teoricos

Dissertagao de Mestrado 43
Mirian da Silva Costa



Capitulo II: Métodos Computacionais

envolvendo pseudopotenciais (CEP — Compact Effective Potentials). Uma
avaliacao tedrica das propriedades de interesse inicia-se pela definicdo da
metodologia de calculo apropriada. Esta escolha € norteada pelos recursos
computacionais disponiveis e pela qualidade das propriedades a serem
calculadas. Assim, foi proposta a utilizacdo de calculos usando pseudopotenciais
para produzir conjuntos de base a fim de serem utilizados nos calculos de
energias eletrénicas e livres empregando a Teoria do Funcional de Densidade
(DFT). Neste sentido, fizeram-se a principio calculos de otimizagdo de geometria
da artemisinina envolvendo métodos HF e pseudopotenciais. Para estes calculos
gastou-se menor tempo computacional que para a otimizagdo com o método HF/6-
31G**, exceto para a otimizagdo usando o método HF/CEP-31++G**. Ja para a
otimizagcado de geometria do radical 1/2 (Figura 11.3) o0 mesmo n&o ocorreu, isto €&,
os calculos de otimizagdo usando pseudopotencial gastaram maior tempo
computacional. Assim, tomando como referéncia o radical 1/2, decidiu-se nao
otimizar as geometrias dos demais radicais em estudo usando CEP, devido ao alto
tempo computacional. Caso estes calculos de otimizagdo de geometria do radical
1/2 usando pseudopotencial fossem rapidos entdo, as geometrias dos demais
intermediarios seriam otimizadas utilizando calculos que levam em consideracao a
correlacdo eletrobnica e somente os elétrons de valéncia como, por exemplo,
B3LYP/CEP-31G** [56,72-74]. Tinha-se o interesse de realizar este tipo de
calculo, levando em consideracéo a correlacio eletronica e apenas os elétrons de
valéncia, pois assim, os calculos de otimizagdo de geometria dos intermediarios
em estudo seriam realizados com um método mais preciso, no caso B3LYP, mas
ao mesmo tempo com um menor tempo computacional, ao levar em consideragao
apenas os elétrons de valéncia.

A fim de verificar se existem efeitos de correlagao eletrénica nas estruturas
em estudo, foram feitos calculos em um unico ponto (“single point”) utilizando os
métodos HF/6-31G** e B3LYP/6-31G**. Estes calculos “single point” foram
realizados para os intermediarios 1/2 e 3 e em seguida calculou-se a diferenga de

energia entre ambos os anions radicalares. Obtiveram-se valores préximos para a

Dissertagao de Mestrado 44
Mirian da Silva Costa



Capitulo II: Métodos Computacionais

variagao de energia eletrbnica em ambos os métodos, e, portanto, observa-se que
0s mesmos resultados sao reproduzidos nos diferentes tipos de calculos.

Assim, como foi observado que o efeito de correlagao eletrénica ndo afeta
significativamente os calculos em questédo, selecionou-se o método HF/6-31G**
para a otimizagdo dos intermediarios. Com o intuito de verificar o efeito da
inclusdo de fungdes difusas nos calculos de otimizacdo de geometria dos
intermediarios anibnicos, fez-se um teste qualitativo. Durante este teste foram
feitos calculos “single point” para os &nions 1/2 e 3 usando os métodos HF/6-
31G** e HF/6-31+G**. Calculou-se a diferenga de energia de ambos os anions
para os dois métodos e observou-se praticamente o mesmo valor nos dois casos.
Assim, os calculos de otimizagao para todos os intermediarios foram executados
usando o método HF/6-31G**, sem a inclusao de fung¢des difusa. Como a reducéao
da artemisinina leva a anions radicalares com um elétron desemparelhado,
empregou-se o método UHF para a otimizagdo das geometrias destes anions. As
cargas atbmicas usadas neste trabalho foram obtidas com a palavra-chave
CHELPG através do potencial eletrostatico [76] e através das cargas de Mulliken
[77].

Figura I1.3: Intermediario 1/2.
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A segunda etapa deste estudo foi a investigacdo tedrica da interagao
existente entre a artemisinina e o heme, estudando a barreira de rotagdo entre
ambos. Durante esta etapa utilizou-se os programas SPARTAN [67] e TITAN [68]
com o método semi-empirico PM3 [70] para fazer os calculos da energia da
barreira rotacional entre a droga (QHS) e o receptor (heme). A estrutura do heme
(1THB) foi retirada do Banco de Dados Cristalograficos [53]. A estrutura da
artemisinina disponivel no banco de dados CSD [65] foi utilizada para estes
calculos de barreira rotacional.

A molécula de oxigénio coordenada ao atomo de ferro do heme,
proveniente da estrutura experimental da oxi-hemoglobina [53] (PDB: 1THB,
resolucdo 1,50 A, R=19,6%), foi usada para construir o complexo heme-
artemisinina (Figura 11.4). A molécula de oxigénio serviu para ligar o heme a
artemisinina. O heme e a artemisinina foram orientados, isto &, colocados no
mesmo eixo com o auxilio do programa MATLAB [78]. Para cada angulo de
rotacdo otimizava-se as geometrias do heme e da artemisinina, isto €, a interagao

existente entre ambos.

Figura I1.4: Disposicao trigonal entre a artemisinina e o heme

(os atomos de hidrogénio foram omitidos).
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A distancia O1-Fe foi fixada em 2,7 A (Figura 11.4), a qual ja foi encontrada
em outros estudos tedricos realizados por Tonmunphean e colaboradores [18,21]
e por Cheng e colaboradores [22]. Porém, apos fixar esta distancia, verificou-se
que a molécula de artemisinina ndo estava em boa posicdo, uma vez que as
distancias de alguns atomos da regido hidrofilica da artemisinina estavam muito
proximos dos atomos do heme. Sendo assim, fez-se uma corre¢cao na orientagao
da artemisinina, fixando o angulo O2-O1-Fe que era de aproximadamente 130°,
em 115°. Este angulo de 115° foi escolhido com base no angulo Fe-O1-C12a que
era desta ordem de grandeza e, assim, a molécula de artemisinina ficou numa
posicado mais horizontal, onde a ligagdo do atomo de ferro com a molécula de
artemisinina € aproximadamente trigonal (Figura 11.4).

Durante os calculos alguns atomos tanto da artemisinina quanto do heme
estavam fixados (congelados), conforme a Figura 11.5. Da molécula de heme
foram fixados o atomo de ferro, o anel da porfirina, quatro carbonos metilénicos,
dois carbonos etilénicos, trés carbonos de cada grupo propionato e o atomo de
hidrogénio do carbono que esta entre os grupos propionatos. Da artemisinina
foram fixados somente quatro atomos: O1, O2 e dois carbonos adjacentes a estes
atomos. Para o inicio das rotagdes foi escolhido o seguinte angulo diedro: C-Fe-
01-02 (Figura 11.5), onde C é o atomo de carbono do grupo heme, que esta entre

os dois grupos propionatos.
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Figura I1.5: Interacao entre a artemisinina e o heme (somente um atomo de
hidrogénio esta representado; os atomos congelados sdo aqueles marcados com
a cor rosa).
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Os angulos de rotacédo entre a artemisinina e o heme foram realizados de
10 em 10° entre os atomos C-Fe-O1-O2 (Figura I1.5) com o intuito de investigar
qual a posicao favoravel para ambas as estruturas se interagirem. Antes de iniciar
a otimizagdo da interagcdo entre a droga e o receptor realizou-se um calculo de
mecanica-molecular, baseado no campo de forca MMFF94 [55-58] para haver
uma melhor acomodacao dos atomos livres tanto de uma estrutura quanto da
outra.

Primeiramente realizaram-se as rotagcbes com intervalos de 10° partindo
sempre da estrutura anterior e fazendo célculo de mecanica-molecular antes da
minimizagdo com o método semi-empirico PM3. A segunda etapa foi realizada
girando de 10 em 10° os angulos de rotagéo entre a artemisinina e o heme, porém
utilizando sempre a estrutura inicial, otimizando primeiramente com mecanica-

molecular e posteriormente com o método PM3.
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lI1.1-RESULTADOS E DISCUSSOES

lll.1.1-EFEITO DA ESTRUTURA DA ARTEMISININA E DE ALGUNS
INTERMEDIARIOS

Os parametros geométricos da artemisinina otimizada com o método ab
initio HF/6-31G** bem como os resultados experimentais estao listados para efeito
de comparacgao, onde se observa que existe boa concordancia entre ambos. No
entanto, percebe-se claramente ao analisar a Tabela Ill.1, que as distancias da
ligacao perdxido e das ligagdes C-O a nivel HF sdo um pouco menores quando
comparadas com os valores experimentais. Estas mesmas ligagdes menores ja
foram relatadas em estudos recentes da artemisinina [49,50,79,80]. Assim, os
menores valores previstos para os comprimentos de ligagcdo C-O e O-O séao
justificados pelo fato de que o método HF superestima a for¢ca de ligagcao do

oxigénio.
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Tabela lll.1: Geometrias da artemisinina otimizada com métodos semi-empiricos e
ab initio. Comparagao com os resultados experimentais. Comprimento de ligagao

(R) em A, angulos de ligagéo (A) e diedros (D) em graus.

Geometria Exper.? PM3 AM1 HF/ HF/CEP- HF/CEP- HF/
CEP-31G 31G** 31++G**  6-31G**
R
01-02 1,469(2) 1,544 1,289 1,439 1,395 1,395 1,390
02-C3 1,416(3) 1,403 1,447 1,447 1,405 1,405 1,396
C3-013 1,445(2) 1,428 1,427 1,449 1,418 1,417 1,409
013-C12 1,379(2) 1,403 1,416 1,413 1,384 1,384" 1,376
C12-C12a 1,523(2) 1,555 1,637 1,549 1,542 1,541 1,532
C12a-01 1,461(2) 1,426 1,468 1,479 1,438 1,438 1,430
A
01-02-C3 108,1(1) 110,34 112,54  109,39" 109,47 109,40 109,45

02-C3-013 106,6(2) 104,81 103,60 106,77" 107,97 107,88 107,82
C3-013-C12 114,2(2) 116,01 115,48 116,78 114,82 115,00 115,31
013-C12-C12a 114,5(2) 115,21 113,51 112,45 112,49 112,50 112,26
C12-C12a-01 110,7(2) 113,18 111,06 110,58 110,54 110,65" 110,55
C12a-01-02 111,2(2) 112,30 113,73 113,39 112,51 112,53 112,70

D
01-02-C3-013  -75,5(2) -73,31 -77,80 -71,97 -73,80 -73,86" -73,39
02-C3-013-C12  36,0(2) 52,75 42,05 32,93" 31,12 31,31 31,08
C3-013-C12-C12a 25,3(2) 2,74 11,43 25,46" 27,43 27,08 27,38
013-C12-C12a-01 -51,3(2) -40,47 -41,79 -49,72 -50,30" -49,81 -50,13
C12-C12a-01-02 12,7(2) 19,95 12,05 12,72* 10,77 10,43 10,91
C12a-01-02-C3  47,8(2) 35,60 47,05 46,61 48,85 49,09 48,68

® Ref. [65]. "Melhores resultados. Obs: Numeragdo entre paréntese é o desvio padrdo

experimental.

Com o objetivo de verificar quais os métodos de otimizagdo de geometria
da artemisinina se aproximam mais dos resultados experimentais, foi feita uma
Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) [60,61]. Esta analise foi conduzida
através da matriz de dados que contém 7 linhas e 18 colunas. As amostras sdo as
linhas, as quais sao representadas pelos seis métodos utilizados na otimizagao da
QHS e pelo método experimental. As colunas sdo as variaveis, isto €, sdo os
valores correspondentes aos comprimentos de ligagdo, angulos de ligagcéo e
diedros. Foram feitas quatro Analises de Agrupamentos Hierarquicos, utilizando-se
para isso quatro diferentes métodos de conexdo. Os métodos incremental,
simples, centréide e completo forneceram o mesmo resultado de agrupamento e
praticamente o mesmo indice de similaridade. As unidades do indice de

similaridade variam de 0 a 1, onde agrupamentos idénticos tem este valor igual a
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1. Assim, selecionou-se o método de conexado simples para demonstrar a HCA.
Através da analise do dendrograma (Figura 1ll.1) chegou-se a conclusao de que os
meétodos ab initio forneceram os melhores resultados quando comparados com os
valores experimentais. Os valores de comprimentos de ligagdo, angulos e diedros
da geometria da artemisinina otimizada com os métodos ab initio aproximaram-se
mais dos resultados experimentais que os valores fornecidos pelos métodos semi-
empiricos. Isto pode ser observado ao analisar a Figura abaixo, onde a conexao
entre os resultados dos métodos ab initio e o resultado experimental fornecem alto

indice de similaridade, no valor de 0,68.

10 08 068 06 04 02 00
631G = i

CEP-31G™ 1

CEP31++G™ |~

Figura lll.1: Dendrograma: Conex&o simples.

Ainda analisando o dendrograma acima se percebe que os métodos de
otimizacdo que mais se assemelham entre si sdo os métodos HF/6-31G**,
HF/CEP-31G** e HF/CEP-31++G**, possuindo indice de similaridade préximo a 1.
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Ainda com o objetivo de extrair o maximo de informag¢des da matriz de
dados 7X18, ja citada anteriormente, fez-se a Analise de Componentes Principais
(PCA) [60-62] e este resultado esta apresentado na Figura 11.2. Esta analise foi
realizada com nenhum preprocessamento e 4 numeros maximos de fatores.
Através da Analise de Componentes Principais observou-se que o método ab initio
CEP-31G foi o método que forneceu melhor resultado de comprimentos de
ligacdo, angulos e diedros para a geometria da artemisinina. Através de uma visao
tridimensional dos escores (amostras) observa-se que o método CEP-31G é o que

esta mais préximo do resultado experimental (Figura 111.2).

Factorz2

Factors Factor1
AT

EEPE“E er,

GO

Figura Ill.2: Visualizagao 3D do resultado da PCA.

A Figura 1ll.3 apresenta a Andlise de Componentes Principais dos dados
correspondentes a matriz. Ha aproximadamente 99% de informagdo acumulada
nas duas primeiras componentes principais. A primeira componente principal
(Fator 1 ou PC1) ndo separa nenhuma classe enquanto que a segunda
componente principal (Fator 2 ou PC2) separa os métodos ab initio dos semi-
empiricos. Na PC2 observa-se que os resultados semi-empiricos estao localizados
na parte superior do diagrama. Encontra-se na parte inferior do mesmo diagrama

os resultados dos métodos ab initio e o experimental. Apés a analise da Figura
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1.3 chega-se a conclusdo que realmente os métodos ab initio fornecem
resultados mais proximos do experimental, como ja observado pela Analise de
Agrupamentos Hierarquicos (HCA). Além do mais, percebe-se que método
HF/CEP-31G é o que mais se assemelha aos resultados experimentais, conforme

a proximidade observada entre ambos.

a0’

AN

Factor2

. "Exper.
CEF-31

T ¥ T T T
835 2840 2845

Figura Il1.3: Visualizagao 2D do resultado da PCA. Escores de PC1 X PC2.

Apos esta analise utilizando técnicas quimiométricas observou-se que o
melhor método computacional para a otimizagcdo da geometria da artemisinina
seria 0 HF/CEP-31G. Com o intuito de verificar se o mesmo € valido para a
otimizagdo dos intermediarios em estudo (Figura [1.2) fizeram-se alguns calculos.
Primeiramente otimizou-se a geometria do radical 1/2 usando os métodos HF/6-
31G** e HF/CEP-31G**. Observou-se, em ambos os calculos de otimiza¢ao, que o
tempo computacional gasto pelo método HF/CEP-31G** foi ligeiramente menor

que o do método HF/6-31G**. Sendo assim, optou-se por nao utilizar métodos
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usando pseudopotencial para a otimizagdo das geometrias dos intermediarios ja
que nao houve ganho consideravel no tempo de calculo.

Para verificar o efeito da correlacédo eletrénica nos calculos de otimizagao
de geometria dos intermediarios em estudo, fez-se um teste qualitativo com
célculos “single point” para os intermediarios 1/2 e 3. A Tabela Ill.2 mostra os
resultados obtidos para o calculo “single point” realizado com os métodos HF/6-
31G** e B3LYP/6-31G**. Observa-se que os resultados da variagao de energia
eletrénica usando ambos os métodos sao semelhantes, com diferenca de apenas
1,47 kcal mol™. Isto indica que o efeito de correlacdo eletronica é praticamente

nulo e, portanto, pode ser desprezado.

Tabela Ill.2: Diferenca de energia entre os intermediarios 1/2 e 3. (Calculo “single

point”).
Método AE, | kcal mol™
HF/6-31G** 11,15
B3LYP/6-31G** 12,62

AE¢=variagao de energia eletrbnica

Na otimizagdo de geometria dos intermediarios aniodnicos fez-se também
alguns calculos para verificar o efeito da inclusdo de fungdes difusas, as quais
descrevem adequadamente sistemas carregados negativamente. Calculos de
otimizagcdo de geometria para os anions 1/2 e 3 foram feitos usando os métodos
HF/6-31G** e HF/6-31+G**. Calculou-se a diferenca de energia de ambos os
anions para estes métodos (Tabela 11l.3) e observou-se praticamente o mesmo
valor nos dois casos. Assim, conclui-se que a inclusdo de fungdes difusas na
otimizagcado de geometria n&do afeta significativamente o valor da energia eletrdnica

dos anions em estudo.
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Tabela lll.3: Diferenca de energia entre os intermediarios 1/2 e 3.

Método AE. | kcal mol™
HF/6-31G** 11,11
HF/6-31+G** 11,51

AE¢=variagao de energia eletrbnica

ApoOs estes testes realizados, usando como referéncia os anions 1/2 e 3,
observou-se que para a otimizagao dos intermediarios da Figura Il.2 ndo seréo
necessarios a inclusdo de correlagédo eletrénica e nem de fungdes difusas. Com
isso, os calculos de otimizagdo de geometria de todas as estruturas em estudo
serao executados usando o método HF/6-31G**.

Como a reducio da artemisinina leva a anions radicalares com um elétron
desemparelhado, empregou-se o método UHF para a otimizagdo das geometrias
destes anions. O estado dublete dos radicais calculados foi confirmado pelo valor
esperado para o operador S% onde para um estado dublete verdadeiro o valor
esperado de S? é exatamente 0,75. Todos os anions radicalares calculados com o
método HF/6-31G** mostraram valores de S? entre 0,758 e 0,763, caracterizando

o estado dublete para estas estruturas.
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I1.1.2-ROTAS DE REAGAO DA ARTEMISININA

Conforme sugerido por Posner e colaboradores [36] e por Jefford e
colaboradores [27], a reagdo entre a artemisinina e o ion Fe(ll) comega com a
transferéncia de um unico elétron do ion para a ligagao peréxido da artemisinina.
Em seguida, sdo formados dois possiveis anions radicais de oxigénio (1 e 2)
(Figura 11.2), onde cada um segue rotas diferentes dando diferentes produtos
finais. O primeiro radical tem o elétron desemparelhado em O1 (1, rota A) e o
segundo radical tem o elétron desemparelhado em O2 (2, rota B). 1 e 2 diferem
somente na localizacdo do elétron desemparelhado e da carga negativa formal,
assim, somente uma estrutura pode ser calculada para estas espécies, com o
elétron desemparelhado e a carga negativa distribuida entre os dois atomos de
oxigénio, como calculado por Taranto et al [51].

A geometria otimizada para o radical 1/2 pelo método HF/6-31G** mostra a
grande separagao entre os atomos O1 e O2 em 2,603 A (Figura .25 e Tabela 1.4).
Na QHS esta mesma distancia é de 1,390 A (Figura 1.25 e Tabela 1.4), havendo ai
um afastamento entre estes atomos de 1,213 A. Ainda analisando o radical 1/2,
observa-se varias alteracbes na geometria da molécula quando a artemisinina
passa de sua forma neutra para as formas radicalares 1/2. As ligagdes C-O1 e C-
02 sado respectivamente 0,101 A e 0,026 A menores. Alongamentos de
comprimentos de ligagdes sao visivelmente percebidos para as ligagdes C3-C4 e
C12-C12a, com aumento de 0,013 A e 0,010 A respectivamente (Figura Ill.4 e
Tabela 111.4). Mudangas nos angulos durante a passagem da artemisinina para as
formas 1/2 também sao observadas. Grandes mudangas nos angulos de torsao
mostram o rearranjo da geometria da molécula como um todo apds a quebra da
ligacao O1-02.
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Figura lll.4: Comprimentos de ligacdo da artemisinina (QHS) e

do intermediario 1/2.

Seguindo a rota A, o comprimento da ligacdo C12a-O1 do radical 1 é de
1,329 A (Figura 1ll.4 e Tabela 111.4) e a0 mesmo tempo a distancia interatémica
entre O1 e o hidrogénio o ligado em C4 é de 2,256 A (Figura lIl.4). Isto indica que
0 passo seguinte €& o rearranjo sofrido por 1, através do deslocamento
intramolecular do atomo de H de C4 para O1, dando o radical secundario 3
centrado no atomo de carbono. A distancia interatébmica entre O2 e este mesmo
hidrogénio é de 2,413 A (Figura 1Il.4), sendo portanto desfavoravel para um
provavel deslocamento intramolecular. A densidade de spin em C4 neste radical
secundario € 1,241 (Tabela I11.6), indicando que o elétron desemparelhado esta

essencialmente localizado neste atomo de carbono.
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Tabela Ill.4: Parametros estruturais mais importantes para a artemisinina (HF/6-
31G**) e o radical 1/2 (HF/6-31G**). Comprimento de ligacdo (R) em A, angulos

de ligagao (A) e diedros (D) em graus.

Geometria QHS 1/2
R (A)
01-02 1,390 2,603
02-C3 1,396 1,370
C3-013 1,409 1,406
C12-C12a 1,532 1,542
C12a-01 1,430 1,329
C3-C4 1,537 1,550
A (graus)
01-02-C3 109,45 81,62
02-C3-013 107,82 113,42
C3-013-C12 115,31 124,40
013-C12-C12a 112,26 115,85
C12-C12a-01 110,55 111,71
C12a-01-02 112,70 107,92
D (graus)
01-02-C3-013 -73,39  -60,00
02-C3-013-C12 31,08 61,88

C3-013-C12-C12a 27,38 27,27
013-C12-C12a-01 -50,13  -58,54
C12-C12a-01-02 10,91 23,98
C12a-01-02-C3 48,68 34,96

Ao analisar as cargas (Tabela 111.5) e densidades de spin (Tabela 111.6) do
radical 1/2 observa-se que a carga negativa esta preferencialmente localizada no
atomo O1 e o elétron radicalar esta principalmente sobre o atomo O2, o que pode
ser confirmado por estudos experimentais de Posner e Oh [81], os quais
comprovaram que a quebra da ligagdo peroxido em trioxanos induzida por Fe(ll)

leva aos radicais livres 1 e 2 na propor¢ao de 1:2.
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Tabela Ill.5: Cargas atbmicas derivadas do Potencial Eletrostatico (método
CHELPG) [76] e de Mulliken (entre paréntese) [77] calculadas pelo método HF/6-

31G** (em unidades atbmicas).

Atomo 1/2 3 6 18

01  -0,795(-0,911) -0,856 (-0,781) -0,905 (-0,917) -0,410 (-0,398)
02  -0,467 (-0,354) -0,978 (-0,876) -0,666 (-0,588) -0,617 (-0,548)
011  -0,597 (-0,667) -0,517 (-0,653) -0,615(-0,686) -0,787 (-0,765)
013  -0,746 (-0,736) -0,684 (-0,755) -0,643 (-0,669) -0,585 (-0,562)
014  -0,664 (-0,616) -0,645 (-0,604) -0,642 (-0,603) -0,776 (-0,728)
C4  -0,529(-0,238) -0,479 (-0,152) -0,422 (-0,350) -0,334 (-0,291)

Tabela I1ll.6: Densidades de spin (HF/6-31G**) nos atomos selecionados

calculados para os anions radicalares.

Atomo  1/2 3 6 18
o1 0,019 0,003 0,000 1,012
02 1,010 0,021 0,001 0,000
Oo11 0,000 0,000 0,000 0,000
013 0,000 0,006 0,000 -0,011
014 0,000 0,000 0,000 0,000
C4 0,033 1,241 1,254 0,005

Seguindo a rota B, um possivel passo é a quebra da ligagdo C3-C4 levando
ao radical primario 6, com o elétron desemparelhado localizado em C4, cuja
densidade de spin é 1,254 (Tabela 1ll.6), comprovando assim a presenca do
elétron neste atomo. Em ambos os radicais 3 e 6, radicais secundario e primario
respectivamente, o radical livre centrado no atomo de carbono C esta quase no
plano formado pelos trés atomos diretamente vizinhos, sugerindo que C4 radicalar
esteja no estado de hibridizagao sp?. Isto é comprovado pelos valores dos trés
angulos de ligagéo ao redor do atomo de carbono radicalar em 3 (122,26°, 119,11°
e 115,09°) e em 6 (118,73° 118,21° e 118,75°) conforme a Figura I11.5.
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L 119.11°

Figura I11.5: Angulos de ligacdo ao redor do atomo radicalar C4

dos intermediarios 3 e 6.

O comprimento de 1,8 A é considerado uma ligagéo hidrogénio forte e isto
pode ser percebido no radical secundario 3, onde a distancia entre o hidrogénio
ligado a O1 e o 4tomo O2 é de 1,469 A de comprimento a nivel HF. Considerando
que o atomo de H ligado a C4, do radical 1, é transferido de C4 para O1 através
do processo de deslocamento intramolecular do atomo de H, acredita-se que o
atomo O2 tenha importante papel durante este processo. A ligagdo hidrogénio
entre o atomo de H ligado a C4 e O2 é fragil no radical primario 6, com base na
distancia obtida, pois tem comprimento de ligagéo de 3,446 A.

Continuando a rota A, o intermediario epoxido 4 foi proposto por Posner e
colaboradores [36,82] como responsavel pela atividade parasiticida da
artemisinina, devido sua acentuada propriedade de agente alquilante. O anel
epdxido do intermediario 4 (Figura 111.6) mostra distancias (HF/6-31G**) de 1,438 A
e 1,386 A para as ligagdes C-O, concordando com resultados experimentais onde
ligacbes simples C-O sdo da ordem de 1,43 A [83]. O comprimento de ligacdo C3-
C4 é reduzido quando ocorre a passagem do intermediario 3 para o intermediario
4, com distancias de 1,532 A e 1,453 A respectivamente. O ion Fe, que foi oxidado

na primeira etapa do processo, recebe o elétron proveniente do intermediario 3 e é
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regenerado neste passo. Este intermediario 4 é formado apdés a oxidagdo do
radical secundario 3, o qual perde um elétron. A diferenca de energia entre o
intermediario radicalar 3 e o intermediario epoxido 4 é de +3,76 kcal mol™ (Tabela
[11.7). Assim, devido a alta energia, esta espécie 4 provavelmente tem estabilidade
intrinseca baixa, o que deve impedir sua participacdo como um intermediario
chave, visto que o epoxido 4 se converte rapidamente para produtos secundarios,
como por exemplo o intermediario 5 (Figura 111.6), através de rearranjos

catalisados por acido.

Figura I11.6: Conversao do intermediario epoxido 4 para o intermediario 5.

O intermediario 5, ultima estrutura da rota A, é formado pela quebra da
ligacao O2-C3 do intermediario 4 (Figura 111.6), seguida pelo ataque do O1 [39]. O
epoxido 4 provavelmente deve ter menor tempo de vida que o intermediario 5, o
que pode ser observado claramente pela analise da Tabela IIl.7, onde percebe-se
que a passagem de 4 para 5 libera —40,20 kcal mol™, sendo energeticamente
favoravel. Avery e colaboradores [84] realizaram uma série de experimentos na
tentativa de estabilizar especificamente a forma epdxido, no entanto, ndo se
obteve nenhuma evidéncia da formacdo do epoxido durante o processo de
rearranjo. Além disso, um epdxido sintético semelhante a estrutura da artemisinina

foi encontrado como sendo completamente desprovido de atividade antimalarica,
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concluindo assim que compostos sintéticos semelhantes a artemisinina expressam

seu efeito antimalarico via os intermediarios radicalares de carbono.

Tabela III.7: Diferenca de energia (kcal mol™") entre as estruturas em questdo
calculada pelo método HF/6-31G**.

Estrutura Diferenca de energia
QHS -1/2 -22,76

1-3 -11,11
3-4 +3,76
4-5 -40,20
2-6 +11,49
6-7 -55,67
2-7

2-18

2-20

44,18
-26,93
-49,42

Continuando a rota B, conforme a Figura 1ll.7, o radical 6, por oxidacao,
pode rearranjar-se ao intermediario 7, o qual possui um anel de tetrahidrofurano,
regenerando assim o ion Fe (Il). Esta passagem parece ser favoravel devido a
baixa energia de 7 quando comparada com o intermediario de origem 6, onde a
diferenca de energia entre ambos é de -55,67 kcal mol™ (Tabela 111.7). Ainda na
rota B, conforme a Figura IIl.8, outra possibilidade para o rearranjo de 2 é a
quebra da ligagdo C3-O13 levando ao anion radicalar 15, como proposto por Wu
et al. [39]. No entanto, apds uma série de tentativas para otimizar a geometria do
intermediario 15, primeiramente com o método semi-empirico AM1, este sempre
convergia para a forma aberta 19 (Figura Il1.8). Resultado semelhante foi obtido
por Taranto et al. [51], onde a carga negativa (-0,585) e o elétron radicalar estéo
preferencialmente localizados em O1 e C12a (densidade de spin no valor de

0,777), respectivamente.
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Figura Il.7: Rota B: oxidacgao do radical 6 transformando-se no intermediario 7.

Este intermediario 15 foi otimizado diretamente com o método HF/6-31G**
onde se observou algo diferente, pois foi convertido para a forma 18 com carga
negativa de —0,776 e —0,725 sobre os atomos O11 e O14, respectivamente; ja o
elétron radicalar esta preferencialmente localizado sobre O1, com densidade de
spin de 1,030. Sendo assim, a formagao do intermediario 20 (Figura 111.8) ocorre
diretamente de 2 pela quebra sincronizada da ligagdo C3-O13 e C12-C12a.
Observa-se uma diferenca de energia entre o radical 2 e o intermediario neutro 20
de —49,42 kcal mol™, apresentando ser uma passagem energeticamente favoravel.
Ja outra possibilidade de rearranjo € a conversdo do intermediario 15 para 18, o
qual é formado pela quebra da ligagao O11-C12.

A diferenca de energia entre 2 e o intermediario 18 é de —26,93 kcal mol'1,
sendo menos favoravel energeticamente que durante a formagéo do intermediario
20, ja citado anteriormente. O intermediario 18 ndo tem as distribuicbes de carga e
densidade de spin como proposto previamente por Wu e colaboradores [39]. De
fato, a carga (Tabela Ill.5) e densidades de spin (Tabela I1l.6) estdo localizadas
preferencialmente em O11 (O14) e O1, respectivamente, como proposto por
Taranto e colaboradores [51]. Neste intermediario 18 observa-se uma

deslocalizagdo da carga negativa entre os atomos O11 e O14, pois a carga
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atbmica negativa é respectivamente de —0,787 e —0,776 (Tabela 111.5), observando
assim que ha uma distribuicdo de carga negativa entre estes dois atomos. Além
disto, os comprimentos das ligagdes C-O11 e C-O14 sdo 1,242 A e 1,226 A
respectivamente, onde ambas as ligagdes possuem comprimentos intermediarios
entre uma ligagdo dupla (cerca de 1,180 A) e uma ligacéo simples (cerca de 1,430
A), sendo esta uma caracteristica de deslocalizacdo de carga entre atomos. A
ordem de ligacao entre C-O11 e C-O14 ¢é de +0,283 e +0,446 respectivamente,
sendo estes valores positivos um indicativo de que estes atomos estao realmente

ligados entre si.

Figura I11.8: Caminhos de reagao da rota B.
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As geometrias dos intermediarios neutros e aniénicos foram completamente
otimizadas com o método HF/6-31G** e suas energias estdo listadas na Tabela
[11.8. A diferenga de energia entre os intermediarios 1 e 3 € de -11,11 kcal mol’
(Tabela 111.7) e a diferenca entre 2 e 6 é de +11,49 kcal mol™ (Tabela 1.7). Isto
indica que a transferéncia intramolecular do atomo de H da posi¢gdo C4 para O1 é

preferencial do ponto de vista energético.

Tabela 1l.8: Energias (hartrees) da artemisinina e dos intermediarios em estudo
usando o método HF/6-31G**.

Estrutura Energia

QHS -955,1028068
1/2 -955,1390839

3 -955,1567920

4 -955,1508010

5 -955,2148682

6 -955,1207691

7 -955,2094819

18 -955,1820043

20 -055,2178437

Entre os anions radicalares calculados, o intermediario 3 € o mais estavel,
seguido dos intermediarios 1/2 e 6. A formacéo do intermediario 3 se deu pela
transferéncia intramolecular do atomo de H ligado a C4 para o atomo O1, no
intermediario 1. Ha algumas questdes sobre o papel do radical 3 no mecanismo da
artemisinina e esta transferéncia intramolecular do atomo de hidrogénio [39]. Os
principais argumentos foram em relagao a distancia entre o hidrogénio ligado a C4
e o0 atomo de oxigénio O1 e a conformagdo do radical 1/2 [39]. A distancia
interatbmica entre o H ligado a C4 e O1 (Figura 111.4), usando o conjunto de base
6-31G** a nivel HF, é relativamente grande (2,256 A), 0,156 A maior que o valor
critico de 2,1 A sugerido por Jefford e colaboradores [47]. No entanto, a orientagéo
deste atomo de hidrogénio em C4 é favoravel para a transferéncia intramolecular
do atomo de H ligado a C4 para o atomo O1 visto que os sete atomos do anel de

1/2 podem assumir a conformagdo barco. O papel desta transferéncia

Dissertagao de Mestrado 67
Mirian da Silva Costa



Capitulo lll: Resultados e Discussodes

intramolecular foi fortalecido por Cumming e colaboradores, os quais mostraram
que esta substituicdo em C4 modula a atividade antimalarica in vitro dos analogos
da artemisinina [85]. Grupos alquil substituidos em C4p, os quais proporcionam a
formagdo do radical em C4, aumentam a atividade antimalarica quando
comparado com trioxanos nao substituidos em C4, enquanto que substituicdes em
C4a, as quais impedem a formagao do radical em C4, diminuem a eficacia relativa
da atividade antimalarica.

A energia do radical secundario 3 € menor que a do radical primario 6, onde
a diferenca de energia entre ambos os radicais é de 22,60 kcal mol™” a nivel HF/6-
31G**. Esta diferenca implica dizer que 3 é mais estavel e libera mais energia que
6 durante o processo de formagao dos radicais centrados no atomo de carbono.
Estudos realizados por Gu e colaboradores [46,86] mostraram que a barreira da
energia de ativagao para a transferéncia do atomo de H ligado a C4 para o atomo
O1, no intermediario 1, € menor que o processo de quebra da ligacdo C-C; no
entanto, o radical 6 € mais estavel que o 3. Assim, a velocidade de produgao do
radical resultante da quebra da ligagéo C-C deve ser menor.

Quando se analisa as diferencas de energia entre o intermediario 2 e o
radical 6 (+11,49 kcal mol”), observa-se que o radical centrado no atomo de
oxigénio 2 €& mais estavel que o radical centrado no atomo de carbono 6. Assim,
provavelmente ocorre um rearranjo sincronizado do intermediario 2 para o 7, ja
que a diferenca entre ambos os intermediarios é de —44,18 kcal mol™”, sendo

portanto uma passagem favoravel.
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lI.1.3-ANALISE DAS ENERGIAS LIVRES DE GIBBS DA
ARTEMISININA E DE ALGUNS INTERMEDIARIOS (25°C)

Na Tabela IIl.9 estdo representadas as energias livres da QHS e dos
intermediarios em estudo (Figura 11.2). Como pode ser observado pelos resultados
apresentados na Tabela |.10, seguindo a rota A, observa-se que a energia livre cai
bruscamente da artemisinina para o intermediario 1/2 (-27,32 kcal mol™") e de 1
para o radical secundario centrado no atomo de carbono (-12,06 kcal mol™). Em
seguida a energia sobe até o intermediario 4 e, por ultimo, cai novamente para o
intermediario 5. O valor total de energia livre para a rota A (Tabela 111.11) mostra
que esta passagem é extremamente favoravel no sentido de formagdo do

intermediario 5, ja que foi obtido um valor de —70,59 kcal mol ™,

Tabela 111.9: Energia Livre de Gibbs (hartrees) da artemisinina e dos

intermediarios em estudo usando o método HF/6-31G**.

Estrutura Energia

QHS -954,756814
1/2 -954,800358

3 -954,819570

4 -954,805431

5 -954,869302

6 -954,825726

7 -954,867501

18 -954,855017

20 -954, 887872
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Tabela 111.10: Diferenga de energia livre entre as estruturas.

Estruturas  AG/kcal mol™

QHS -1/2 -27,32
1-3 -12,06
3-4 +8,87
4-5 -40,08
2-6 -15,92
6-7 -26,21
2-18 -34,30
2-20 -54,92

Analisando a energia livre da rota B para a formagao do intermediario 7
observa-se trés decaimentos de energia consecutivos, sendo o primeiro da
artemisinina para o intermediario 1/2, como ja foi dito anteriormente, o segundo
decréscimo de energia ocorre de 2 para o radical primario 6 (-15,92 kcal mol™) e
por ultimo a energia cai novamente para o intermediario 7, totalizando para esta

rota B um valor de energia livre de —69,45 kcal mol™ (Tabela 111.11).

Tabela lll.11: Diferenca de energia livre total de cada rota em estudo.

Rotas AG Total/kcal mol™
Rota A -70,59
RotaB — 7 -69,45
Rota B — 18 -61,62
Rota B — 20 -82,24

Ainda seguindo a rota B no sentido de formacédo do intermediario 18,
observa-se que esta rota € extremamente favoravel com energia livre total de
—61,62 kcal mol™ (Tabela I1l.11). A passagem da artemisinina para o intermediario
20 é extremamente favoravel, ja que o valor obtido para a energia livre foi de
—82,24 kcal mol™, onde a energia livre cai de QHS para 1/2 e novamente cai
bruscamente de 2 para 20. Nossos resultados, através da analise do diagrama da

energia de Gibbs das quatro rotas em estudo (Figura Il1.9), mostra que as quatro
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rotas sdo termodinamicamente favoraveis, sendo que a rota B que leva ao

intermediario 20 é a que possui maior estabilidade.

AG/kcal mol™

40 3 >4
30 - ’ ‘
20 153

e
10 | ,—

0 QS22 . 67
: T 218 Rota B .
-10 ~ RotaB L 45
' Rota A

-20 -

220
-30 Rota B
-40

Figura I11.9: Diagrama de energia de Gibbs correspondente

as quatro rotas em estudo.

Ao analisar as variagoes de energias livres entre os intermediarios 1/2 e 3 e
entre 1/2 e 6, observa-se que a formagao do radical primario 6 é preferencial do
ponto de vista energético (Tabela 111.10). Isto indica que a quebra da ligagdo C3-
C4 no radical 1/2 (Figura lll.4) € mais favoravel que a transferéncia intramolecular
do atomo de hidrogénio de C4 para O1.

Todos os radicais descritos neste trabalho apresentam estabilidades
relativas. Uma ou mais destas espécies devem ser responsaveis pela inibicdo da
degradagdo da hemoglobina e/ou polimerizacdo do heme [87]. Ainda neste
trabalho, ndo se levou em consideragao o efeito do ion Fe(ll), embora este possa
ocupar um papel importante uma vez que tem-se sugerido que no ultimo passo da

fragmentagdo da artemisinina é possivel formar espécies de alta valéncia como
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O=Fe(1V) [36,88]. Isto tem atraido muita a atengdo como uma possivel base para a

acao parasiticida [28,29,85].
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l.1.4-ANALISE DA ENERGIA DA BARREIRA DE ROTAGAO
ENTRE O HEME E A ARTEMISININA

A maior regido de carga negativa da artemisinina e seus analogos localiza-
se ao redor da ligagdo peroxido e a maior regido de carga positiva do heme
localiza-se ao redor do fon Fe?". A intuicdo quimica indica que estas duas partes
devem interagir quando a artemisinina e derivados se ligam ao heme. Isto esta de
acordo com experimentos relacionados a agao antimalarica da artemisinina, o que
revelou que uma série de radicais de oxigénio e carbono foram produzidos através
da transferéncia de elétrons de Fe®" para a ligacao peroxido quando a artemisinina
interage com o heme [39]. Estudos realizados por Tonmunphean e colaboradores
[18] mostraram que a interagado existente entre a artemisinina e o heme ocorre no
sentido de interagir o atomo O1 da ligagao endoperoxido com o atomo de Fe do
heme, onde este mecanismo de aproximacéao é controlado por efeito estérico.

Estudou-se teoricamente a barreira de rotacdo existente entre a
artemisinina e o heme. No presente estudo a ligacédo peroxido da artemisinina foi
colocada sobre o atomo de ferro do heme. Empregou-se o método semi-empirico
PM3 [70], com o auxilio do programa SPARTAN [67], para fazer os calculos da
energia da barreira rotacional entre a droga (QHS) e o receptor (heme) (Figura
[11.10). A molécula de oxigénio serviu para ligar o heme a artemisinina, a qual foi
retirada do banco de dados cristalograficos [88] (QNGHSUOQ3). Para cada angulo
de rotagdo otimizava-se as geometrias do heme e da artemisinina, isto é, a

interacao existente entre ambos.
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Figura I11.10: Interagc&o entre a artemisinina e o heme

(dngulo diedro: marcado em amarelo; atomos congelados: marcados em rosa).

Durante os calculos alguns atomos tanto da artemisinina quanto do heme
estavam fixados (congelados), conforme a Figura 111.10. Para o inicio das rotagbes
foi escolhido o seguinte angulo diedro: C-Fe-O1-02, onde C é o atomo de carbono
do grupo heme, que esta entre os dois grupos propionatos.

Os angulos de rotagédo entre a artemisinina e o heme foram realizados de
10 em 10° entre os atomos C-Fe-O1-O2 (Figura I11.10) com o intuito de investigar
qual a posigcdo favoravel para ambas as estruturas interagirem. Primeiramente
realizaram-se as rotagdes com intervalos de 10° partindo sempre da estrutura
anterior e fazendo calculo de mecanica-molecular antes da minimizagdo com o

método semi-empirico PM3 (Figura I11.11).
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Figura Ill.11: Barreira rotacional calculada para a interagao entre

a artemisinina e o heme, partindo da estrutura anterior.

A segunda etapa foi realizada girando de 10 em 10° os angulos de rotagédo
entre a artemisinina e o heme, porém utilizando sempre a estrutura inicial,
otimizando primeiramente com mecanica-molecular e posteriormente com o
método PM3 (Figura [11.12).

N,/
N
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Variagao do angulo de rotagao

Calor de Formacgao (kcal/mol)

Figura 111.12: Barreira rotacional calculada para a interagao entre

a artemisinina e o heme, partindo da estrutura inicial.
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Ao comparar ambos os resultados obtidos (Figuras Ill.11 e [ll.12) para os
diferentes tipos de calculos observa-se que os mesmos apresentaram resultados
semelhantes. Ambas as rotagdes totalizaram um valor de 36 calculos para cada,
onde todos convergiram normalmente. Entretanto, ao analisar detalhadamente,
percebe-se que os resultados do calculo da barreira rotacional partindo sempre da
estrutura inicial (Figura 111.12) forneceu menores calor de formagao. Esta regido de
menor energia compreende os angulos de rotagao entre 20,00 a 80,59°. Sendo
assim, o segundo procedimento foi adotado para realizar o refinamento da barreira
rotacional neste intervalo de rotagdo, com incrementos em torno de 2,50° (Figura
[11.13).
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Figura ll1.13: Barreira rotacional calculada para o intervalo de menor energia de

interac&o existente entre o complexo QHS-heme.

Ao analisar os resultados do calor de formacao da Figura 1ll.13 observa-se
que a interacdo de menor energia (AHf = -100,86 kcal mol”) existente no

complexo QHS-heme (Figura I11.14) corresponde ao angulo de rotagao de 51,90°.
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Figura lll.14: Interagdo de menor energia existente entre a artemisinina e o heme.

Para que as interagdes entre um atomo de H de uma ligagado C-H e orbitais
n sejam efetivas, a distdncia C-H...n tem que ser no méaximo de 3,1 A [89]. Isto
porque uma ligagdo C-H esta em torno de 1,1 A a 1,2 A e os raios de van der
Walls do atomo de carbono medem aproximadamente de 1,7 A a1,8A. Com isso,
a distancia destas interacbes C-H..n deve ser bem proxima da soma do
comprimento de ligagdo C-H com este raio do atomo de C, ficando entre 2,8 A a
3,0 A, com erros de + 0,1 A [89]. Estes tipos de interacdes s&o importantes em
sinteses organicas, empacotamentos cristalinos e eventos de carater biologico,
especialmente na hemoglobina onde ocorrem interagdes entre os aminoacidos e o
heme. A importdncia destas interagdes esta relacionada com a estabilidade
conferida a hemoglobina.

Na interacdo de menor energia entre o heme e a artemisinina (Figura I11.14)
observada no estudo em questéo, a qual forneceu calor de formacédo de —100,86
kcal mol™", encontram-se algumas interagdes C-H...n que estdo de acordo com os
valores permitidos de 2,0 A a 3,0 A (erros de + 0,1 A). Foram identificadas 22
interagcbes efetivas entre atomos de H da artemisinina e o anel porfirinico do
heme. Estas interagbes ocorreram principalmente entre o atomos de H ligados
aos atomos de carbono C9, C8a, C5a, C4 e C7 da QHS, além de hidrogénios
pertencentes aos grupos metila ligados a C3 e C6 (Figura 1ll.14). Estas intera¢des

variam de 2,126 A a 2,931 A sendo, portanto, interacdes efetivas. A interacdo mais
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efetiva ocorre entre o atomo de H ligado ao 4tomo de carbono C4 da artemisinina
(Figura 111.14) e um atomo de carbono do anel porfirinico do heme, com distancia
de 2,126 A. Outra interagédo mais efetiva ocorre entre o atomo de H da QHS ligado
a Cha (Figura 111.14) com o anel porfirinico, a uma distancia de 2,205 A. Dados
semelhantes foram encontrados em estudos anteriores realizados por nosso grupo
de pesquisa [20], onde se observou que seis atomos de H da artemisinina
interagiram com a estrutura planar do heme através de interagbes C-H...x.
Analisando o potencial eletrostatico da interagcdo mais estavel existente no
complexo QHS-heme (Figura 111.15) da para se ter uma idéia da distribuicdo das
regides polares (em vermelho), a qual encontra-se ao redor da ligagdo peréxido.
Esta regido, onde possui maior densidade eletrbnica (carga negativa parcial ou
total), exerce um importante papel na atividade bioldgica. Isto indica a importancia
da carga negativa associada com o peréxido para a atividade da arteminisinina e
analogos, onde o mesmo foi observado em estudos realizados por Woolfrey e
colaboradores [90]. Esta regido polar na artemisinina € de extrema importancia no
mecanismo de acdo da droga: um impedimento estérico da ligacdo peroxido

influenciaria negativamente a atividade biolégica deste farmaco [36,37,81].

Figura I11.15: Representacao do potencial eletrostatico para a interacdo de menor

energia existente entre a artemisinina e o heme.
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Os dois grupos propionatos do heme sao perpendiculares ao anel
porfirinico, onde um grupo posicionou-se para cima enquanto que o outro
posicionou-se para baixo (Figura 1ll.14). Este resultado difere do estudo feito por
Cheng e colaboradores [22], os quais consideraram a flexibilidade destes grupos,
onde ambos o0s grupos se posicionaram para cima. Entretanto, Shukla e
colaboradores [52] ndo consideraram a flexibilidade das cadeias laterais do heme
durante a simulagao da interagdo QHS-heme, semelhante ao estudo em questao.

Ainda neste trabalho de estudo da interagdo QHS-heme considerou-se a
flexibilidade das cadeias de éster e éter da artemisinina, o que favorece melhor
interacao entre a droga e o receptor heme. A orientagdo da artemisinina com
relacio ao heme exibe boa regularidade quando observada no estudo
conformacional usando o método semi-empirico PM3: as partes polares e
hidrofobicas (grupos metil) da droga estdo respectivamente direcionadas para as
partes polares (area central Fe-N) e hidrofébicas (grupos metil e etil) do receptor
heme (Figura 111.16). Os resultados obtidos por este estudo em questado
forneceram resultados confiaveis devido, durante os calculos de otimizagcdo de
geometria, somente alguns atomos tanto da artemisinina quanto do heme estarem
fixados (congelados), conforme a Figura 11.5. Basicamente somente o anel da
porfirina e quatro atomos da artemisinina foram fixados.

Estudos da interacdo heme-QHS realizados por nosso grupo de pesquisa
[20] forneceram resultados diferentes, isto €, a regido polar da artemisinina
(ligagao peroxido) interage com um dos grupos propionatos do heme (parte polar)
(Figura 111.16). Esta diferenca de resultados esta relacionada com a diferenga dos
métodos de calculos, onde o anel porfirinico do heme permaneceu fixo; os grupos
metil e vinil, um dos grupos propionato do heme, bem como a artemisinina,
permaneceram livres durante a otimizagdo de geometria utilizando mecéanica

molecular.
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ﬂ

Figura 111.16: Potencial eletrostatico para a interagdo de menor energia existente
entre a artemisinina e o heme. Esquerda: potencial eletrostatico obtido por nosso

grupo de pesquisa [20]. Direita: potencial eletrostatico obtido por este estudo.

Devido os grupos propionatos do heme estarem fixados durante os
calculos em questdo, ndo se observou interacbes efetivas entre os atomos de
oxigénio destes grupos com os atomos de hidrogénio da artemisinina. Este
resultado € semelhante ao obtido por Shukla e colaboradores [52], os quais
também nao consideraram a flexibilidade dos grupos laterais do heme. Estes
resultados diferiram daqueles observados por Cheng e colaboradores [22], os
quais levaram em consideragao a flexibilidade das cadeias laterais do heme.
Cheng et al. [22] obtiveram interagdo hidrogénio entre o atomo de H ligado a C4

da QHS e um atomo de oxigénio do heme.
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111.2-CONCLUSOES

Baseado nas energias eletrénicas dos intermediarios da artemisinina
observa-se que a transferéncia do atomo de hidrogénio de C4 para o oxigénio O1
no radical 1 para produzir o intermediario 3 € mais favoravel que aquele produzido
pela quebra da ligagao C3-C4 para produzir o radical primario 6, conforme estudos
feitos por Gu e colaboradores [86]. Estes estudos realizados por Gu et al foram
feitos utilizando o método B3LYP/6-31G** e o 6,7,8-trioxibiciclo[3,2,2]nonano, que
€ um modelo parcial dos intermediarios radicalares da artemisinina. Os calculos
deste trabalho em questado foram conduzidos utilizando o método HF/6-31G**. Isto
mostra que, mesmo nao usando correlagéo eletrénica neste trabalho, os célculos
foram eficientes para prever estas rotas de reacdo da artemisinina, quando
comparados com aqueles apresentados por Gu et al [86], os quais usaram
correlacao eletrénica.

Ainda analisando a decomposi¢do da QHS observa-se que a formagéo do
radical secundario centrado no atomo de carbono libera —11,11 kcal mol™” (Tabela
[11.7), enquanto que ocorre absor¢do de +11,49 kcal mol™ para a formacdo do
radical primario 6. Quando analisa-se a Energia Livre de Gibbs dos intermediarios
observa-se o contrario, onde a quebra da ligacdo C3-C4 para a formagao do
radical primario 6 é preferencial energeticamente, com liberacdo de —15,92 kcal
mol™ (Tabela 111.10). J4 a transferéncia intramolecular do atomo de H de C4 para
O1, para a formacao do radical secundario 3, ocorre com a liberacdo de —12,06
kcal mol™ (Tabela 111.10).

Fazendo uma analise da estabilidade energética dos intermediarios das
quatro rotas em estudo observa-se, através da analise das energias eletrénicas e
livres, que os intermediarios finais de cada rota sdo os mais estaveis. Analisando
ambas as energias, eletronicas (Tabela 111.8) e livres (Tabela 111.9), tem-se que o
intermediario 20 é o mais estavel, seguido dos intermediarios 5, 7 e 18
respectivamente.

Através da analise das energias eletrbnicas observa-se que o saldo

energético final da rota A é de —70,31 kcal mol”, pois nesta rota ocorre a
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passagem de QHS para 1, liberando —22,76 kcal mol™ (Tabela 111.7), deste para 3,
liberando —11,11 kcal mol'1, do intermediario 3 para o 4 ocorre absorgao de +3,76
kcal mol” e na ultima etapa desta rota, com a transformagdo do intermediario 4
para o 5, ocorre liberagdo de —40,20 kcal mol”, totalizando —70,31 kcal mol™.
Analisando a rota B, o saldo energético final para a formagao do intermediario 7 €
de —66,94 kcal mol™, pois de QHS para 2 libera —22,76 kcal mol™’ (Tabela 111.7),
de 2 para 6 ocorre absorcdo de +11,49 kcal mol™ e durante a passagem de 6 para
7 tem-se uma etapa energeticamente favoravel, com a liberacdo de —55,67 kcal
mol™. A formagao do intermediario 18 libera —49,69 kcal mol™, pois tem liberacéo
de —22,76 kcal mol™ durante a passagem de QHS para 2, e deste para o 18 libera
mais —26,93 kcal mol'1, totalizando —49,69 kcal mol™'. O Ultimo caminho da rota B é
a formagéo do intermediario 20, onde o saldo energético final para a formagéo
deste é de —72,18 kcal mol™, levando em consideragso a passagem de QHS para
2 e deste para 0 20. Assim, apds a analise energética destas rotas, conclui-se que
a rota que leva a formagao do intermediario 20 é a preferencial do ponto de vista
energético, com a liberagdo de —72,18 kcal mol”, além de gerar o intermediario
mais estavel.

Analisando a energia livre total de todas as rotas observa-se que esta
energia cai bruscamente principalmente na rota B, para a formacdo do
intermediario 20, com AGt de -82,24 kcal mol™ (Tabela Il1l.11). Assim, através da
analise das energias livres conclui-se que a formagao do intermediario 20 também
€ 0 mais energeticamente favoravel, como observado na analise das energias
eletrbnicas. Isto leva-nos a concluir que a decomposicao redutiva da artemisinina
segue preferencialmente, do ponto de vista energético, a rota B — 20. Nao ha na
literatura estudos dando énfase a esta rota reacional, porém com certeza € um
importante caminho a ser seguido pela QHS. A clara elucidagdo da decomposi¢éao
da artemisinina facilitara a descoberta de novas drogas antimalaricas similares
mais eficientes.

A segunda etapa deste estudo foi investigar a interagdo entre a droga
(artemisinina) e o receptor(heme). Apds o estudo tedrico da interagcao existente

entre a artemisinina e o heme, usando o método semi-empirico PM3, chegou-se a
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conclusao de que as interagdes mais efetivas entre atomos de H da artemisinina e
o anel porfirinico do heme ocorrem entre o atomos de H ligados aos atomos de
carbono C9, C8a, C5a, C4 e C7 da QHS (Figura 1ll.14). Estas interagdes variam
de 2,126 A a 2,931 A sendo, portanto, interacdes efetivas. Dados semelhantes
foram encontrados em estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa
[20], onde se observou que seis atomos de H da artemisinina interagiram com a
estrutura planar do heme através de interacbes C-H...n. Esta interacbes sao
importantes, especialmente no heme onde ocorre interagbes aminoacidos na
hemoglobina, pois esta relacionada com a estabilidade conferida aos complexos.
Assim, todas estas interagdes existentes estabilizam a estrutura do complexo
droga—receptor (Figura I11.10) fazendo com que a atividade da droga seja mais
efetiva durante sua acdo no meio biolégico.

A parte polar da artemisinina, que compreende a regido na qual se
encontram os atomos de oxigénio da mesma, estd do lado oposto do grupo
propionato do heme, o que esta de acordo com os conhecimentos quimicos. O
mesmo foi encontrado em estudos realizados por Cheng e colaboradores [22],

onde ambos os grupos carregados eletronegativamente ficaram em lados opostos.
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