Capitulo 01




1.1 - Objetivos

Determinar as estruturas cristalinas e moleculares de compostos
derivados da 1,4-benzoquinona, utilizando a difragdo de raios X. Utilizar os

dados estruturais para a realizagdo de calculos de “docking”.
1.2 - Quimica e Cristalografia

A difracdo de raios X por cristais foi descoberta no comeco do século
XX e logo se tornou evidente que seria fundamental para o estudo da estrutura
da matéria em nivel de resolucdo atdmica. As aplica¢des da difracdo de raios X
foram se ampliando de forma a fazer possivel, num primeiro instante, obter o
conhecimento detalhado da distribuicdo atémica de substancias orgéanicas e
inorganicas, relativamente simples, até no presente em que a estrutura de
proteinas com milhares de atomos sédo possiveis de serem determinadas.

Com os experimentos de difracdo de raios X € possivel obter
informagdes tais como as distancias e angulos entre atomos. Por exemplo, foi
determinado que as distancias carbono—carbono sdo tipicamente 1,54 A para
uma ligagdo simples, 1,39 A para compostos aromaticos, e 1,33 e 1,20 A para
ligagbes duplas e ftriplas, respectivamente; de forma que uma variagao de
apenas 0,34 A cobre uma gama fantastica de propriedades e reatividades.

Se bem que inicialmente, a principal caracteristica desta ciéncia
interdisciplinar foi a de possibilitar que fosse possivel conhecer as estruturas
dos mais diversos compostos, hoje, espera-se muito mais desta ciéncia e do
cristalografo, que dada a sua formagdo, deve ndo apenas determinar a
estrutura de um composto, mas tentar elucidar como o composto se comporta,
de onde vem suas propriedades e como suas caracteristicas podem ser Uteis,
nos mais diversos campos como o0s da quimica, bioquimica, fisica, biologia,
ciéncia dos materiais, etc.

O numero de estrutura obtidas por difracdo de raio X tem crescido
exponencialmente nas ultimas décadas. Os fatores que determinaram uma
evolucdo rapida no campo sao, cientificos com o desenvolvimento de novas

metodologias para a determinagdo e refinamento das estruturas; tecnolégicos



como o aperfeicoamento dos difratdmetros e aumento da capacidade e
velocidade computacionais.

Os efeitos produzidos na quimica por esta extraordinéria profusdo de
informacéo estrutural tém sido enormes, de tal forma que uma nova area
surgiu, a quimica estrutural. Nesta area sédo a natureza molecular dos cristais e
suas propriedades, como os tipos de interacdes entre atomos e moléculas, por
exemplo, forcas de atracdo e de repulsdo, London, dipolo, ligagbes de
hidrogénio, transferéncia de cargas e empacotamento cristalino. Esses
resultados permitiram que fosse possivel estudar polimorfismos, fazer
predicbes sobre estruturas cristalinas, estudar o efeito das forcas cristalinas
sobre a geometria molecular, e predizer configuragdes e conformagbes das

moléculas.

1.3 — Tema Central

Varios farmacos antiparasitarios, entre eles os principais usados contra
Tripanosoma cruzi, produzem radicais livres. Estes radicais sao importantes por
sua toxicidade, tanto para o parasita como para o homem. Compostos como o
Nifurtimox® e o Benznidazol® tém sido usados em pacientes chagasicos.
Ambos estdo longe do ideal para o tratamento da enfermidade de Chagas, ja
que nao atingem os mais importantes requerimentos, que Ssao: cura
parasitologica dos casos agudos e cronicos, efetividade por via oral em doses
pequenas, ser acessivel a pacientes e livre de efeitos secundarios
significativos, ndo requerer hospitalizagdo e finalmente, ndo causar resisténcia
parasitaria.

Muito esforco estda sendo feito, no sentido de encontrar um farmaco
ideal ou pelo menos, com menos efeitos secundarios. Isto tem levado a tentar
varios tipos de compostos diferentes, como os nitrofuranos (Vega-Teijido,
2003). Pretende-se aqui, abrir uma nova linha de estudos, voltada para as
quinonas e seus derivados, no sentido de tentar entender a sua capacidade de

interagir com sistemas enzimaticos como a tripanotiona redutase (TR). Os



compostos estudados neste trabalho foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.
Claudio Di Vitta.

1.4 - O Problema

Os tripanossomos sao 0s agentes parasitarios causadores de diversas
doengas tropicais, como a enfermidade do sono Africana (Trypanosoma
gambiense e Trypanosoma rhodiense) e a doenga de Chagas (Trypanosoma
cruzii em humanos, e nagana (Trypanosoma congolense e Trypanosoma
brucei) em gado. Estes parasitas possuem a enzima Tripanotiona redutase
(TR) que catalisa a reducéo do substrato, NADPH-dependente, a tripanotiona
ou (N',N2-bis(glutationil)spermidina T(S)s.
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Figura 1.1 Tripanotiona (adaptado de Voet & Voet, 1995)

Esta enzima possui fungdes similares as da glutationa redutase (GR), o
que inclui a protecdo contra o stresse oxidativo resultante de um aumento na
concentracao de radicais livres e outras formas reduzidas reativas do oxigénio.

O sistema de defesa redox nos mamiferos, baseado na GSSG e a
glutationa redutase (GR), é substituido nos tripanossomos, por um sistema
analogo, mas diferente, baseado na tripanotiona e a tripanotiona redutase (TR).
A GR, uma flavoenzima NADPH dependente, catalisa a regeneragdo da
glutationa reduzida (GSH) a partir da glutationa oxidada (GSSG), como
mostrado na figura 1.2; a TR, o equivalente no tripanossomo, converte a
tripanotiona (TSST) no ditiol, ou seja, na forma reduzida: (HS)TT(SH) [adaptado
de Vega-Teijido, 2003]:
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Figura 1.2 Reacéao de regeneracgao

Em 1991 Walsh e colaboradores sugeriram que os tripanossomos sao
mais sensiveis ao stress oxidativo que os seus hospedeiros e portanto a
inibicao seletiva da TR poderia ser um método de combater o parasita. Nesse
sentido tem sido reportado (Henderson et al., 1988; Jockers-Scherubl et al.
1989, Cenas et al., 1991; Bironaite et al., 1991; Cenas et al. 1994) que as
quinonas e os nitrofuranos atuam como inibidores da tripanotiona redutase. As
quinonas sao reduzidas pela enzima e em seguida as quinonas reduzidas
reagem com oxigénio molecular para formar espécies reativas. Elas atuam
como "substratos subversivos" da enzima antioxidante convertendo a fungéao de
protecdo da enzima numa funcdo de intoxicagdo. O mecanismo de redugao
destes compostos, em especial a formacdo da suas formas reduzidas
unieletrbnicas ainda é objeto de discussédo na literatura (Kuriyan et al. 1991;
Anusevicius & Cenas, 1993, Cenas et al. 1994).

Sao mostrados a seguir alguns dos mecanismos propostos para o

processo de reducdo (adaptado de Cenas et al. 1994):



a) reducao via ditiol
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1.5 — As quinonas
1.5.1 - Introducao
A partir de alguns estudos o homem descobriu que hd em alguns

vegetais compostos com atividades terapéuticas, sejam em estado natural ou

apos sofrer transformagdes quimicas.



O estudo cientifico da composicdo de algumas plantas e a elucidacao
das estruturas dos principios ativos abriu novos campos de pesquisa. Tanto os
compostos extraidos das plantas, bem como, seus analogos sintéticos,
fabricados seguindo seu modelo, constituem uma grande oportunidade para o
combate as mais diferentes doengas, através de novas moléculas que irdo, no
minimo, fornecer novas informagcdes para outras pesquisas tanto na éarea
quimica como na farmacéutica.

Como fonte de matéria-prima, a flora brasileira € muito rica no que diz
respeito a diversidade de plantas, mas ainda que muitas destas ndo possuam
atividade bioldgica, podem conter substancias que poderédo ser usadas para a
sintese de derivados farmacologicamente ativos.

Atualmente muito esforco vem sendo devotado ao entendimento, e
possivel explicacdo, para a acdao de compostos quimicos sobre sistemas
biol6égicos a nivel molecular, o que implica na necessidade de se ter
conhecimento das estruturas dos compostos que poderdo vir a serem
experimentados.

1.5.2 — Classificacao das Quinonas

As quinonas formam um grupo de compostos com dois grupamentos
carbonila, adjacentes ou separados, geralmente em um anel de seis membros
com insaturacdo maxima (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Esqueleto basico das quinonas



As quinonas sao classificadas em 5 grandes grupos: (Solomons, 1995)

a - Benzoquinonas

Muitas destas ocorrem em fungos, insetos e em raizes e frutas. As
benzoquinonas ubiquinonas (coenzima Q) e a plastoquinona, estdo presentes

em diversos seres vivos. (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Estruturas (a) ubiquinona (n = 6-10); (b) plastiquinona (n = 9)

b - Naftoquinonas

Sao quinonas derivadas do naftaleno pela condensacdo de dois anéis
benzénicos. Estdo presentes em diversas partes de vegetais superiores. Entre
as naftoquinonas de importancia fisiolégica estdo as vitaminas K (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Estrutura da Vitamina Kj



c - Antraquinonas
Formam um dos grupos mais extensos de quinonas, ocorrendo

largamente nas plantas. Dois exemplos de antraquinonas s&o mostrados na

Figura 1.6.
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Figura 1.6. Estrutura (a) tectoquinona; (b) alizarina
d - Quinonas estendidas

Este tipo de quinonas é encontrado em algumas bactérias e fungos. A

Figura 1.7 mostra a hipericina, uma quinona do tipo estendida.

Figura 1.7. Estrutura da hipericina



e - Antraciclinonas

Este tipo de quinonas € encontrado em algumas plantas. A Figura 1.8

mostra a Adriamicina, uma quinona que pertence ao tipo das antraciclinonas.

Figura 1.8. Estrutura da Adriamicina

1.5.3 — Reacoes Tipicas das Quinonas

A reacdo tipica das quinonas é a reducdo a compostos diidroxi
aromaticos. Como exemplo, na Figura 1.9 é mostrada a redugcdao da

ubiquinona, que é a reacdo fundamental no processo de respiracao

mitocondrial.
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Figura 1.9 — Reacéao de reducéao da Ubiquinona
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Entretanto, o aspecto mais importante deste sistema redox é o fato dele
ser eletroquimicamente reversivel, como mostra a semi-reacédo de redugao da
Figura 1.10.
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Figura 1.10 — Semi-reacao de reducao de uma quinona

O potencial elétrico desta cela € dado pela equagdo de Nernst. Quanto
mais positivo o valor do potencial mais facilmente sera reduzida a quinona. Na
Tabela 1.1 encontram-se o0s potenciais padrao de reducao para algumas
quinonas. Varios processos fisioldégicos do tipo redox sdo fundamentados na

oxidagao-reducao dos derivados das quinonas e hidroquinonas (Malta, 2000).

Tabela 1.1 — Potenciais padrao de reducao para algumas quinonas

Quinonas Potencial padrao de reducao (V)
1,4 — benzoquinona 0,70
1,2 — benzoquinona 0,78
1,4 — naftoquinona 0,47
1,2 — naftoquinona 0,56
9,10 — antraquinona 0,13
9,10 — fenantraquinona 0,44
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1.6 — Quinonas e sua atividade biologica

As quinonas tém sido alvo de extensos estudos, pois, de forma geral,
estdo presentes em um grande numero de sistemas biol6gicos. A atividade
tripanossomicida das quinonas tem sido atribuida a formagcdo de radicais
oxigénio e consequentemente a um forte estresse oxidativo. Também acredita-
se que a insercao de halogénios, cloro ou bromo, por, exemplo, contribui
significativamente para um aumento da atividade biol6gica das quinonas, bem
como a presencga de atomos de oxigénio e nitrogénio na molécula é outro fator
de grande importancia. (Tapia, 2004). Na literatura sdo encontradas muitas
referéncias que abordam as mais variadas atividades biolégicas dos derivados
quinodides, como por exemplo, atividade antitumoral (Lee, 2004; Song, 2000),
antimicrobacteriana (Tran, 2004), antimalarico (dos Santos, 2004). A
incorporacdo de atomos de enxofre, por exemplo, nos derivados da 1,4
naftoquinona resulta em atividade antifungicida, antibacterial, antiviral e
anticancerigena. (Tandon, 2005). Os derivados das quinonas sdo comuns em
um grande numero de produtos naturais e a eles sdo associados, em muitos
casos, a habilidade de aceitar um e/ou dois elétrons, para formar as
correspondentes espécies radicalares, anion ou didnion, bem como, as
propriedades acido-base dos compostos (Silva, 2005). A capacidade variavel
das quinonas para aceitar elétrons é devida a atracdo eletrénica (ou doacao)
dos substituintes das quinonas que modulam as propriedades redox

responsaveis pelo estresse oxidativo (Chemin, 2001).
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Capitulo 02




Doenca de Chagas

2.1 - Historico

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana foi descoberta pelo
médico sanitarista Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas - Carlos Chagas - em
1909. Este brasileiro descobriu a doenca e descreveu praticamente todos os
seus aspectos. Quando Carlos Chagas realizava uma campanha contra a
malaria que atingia operarios na construgdo de um trecho da Estrada de Ferro
Central do Brasil, ao norte de Minas Gerais, ao fazer exames de uma menina
doente, encontrou tripanossomos em seu sangue. Ao examinar posteriormente
as fezes de insetos existentes na regido e o sangue de mamiferos, constatou
também a presenca dos mesmos parasitas. Desta forma, Carlos Chagas pode
descrever o agente causador, o transmissor e 0 modo de transmissdo da
doengca, como também comprovar a existéncia de vertebrados que sao
reservatorios silvestres e domésticos do parasita, esclarecendo assim o0s

aspectos basicos da epidemiologia da doencga (Rocha e Silva, 1998).

2.2 - Definicao da doenca

A doenga de Chagas é uma infecgdo transmissivel causada por um
parasita que circula no sangue e ataca o coragdo, bem como 6rgaos do
aparelho digestivo (eséfago e intestino).

Sua transmissdo exige a participacdo de um vetor, o triatomineo
conhecido pelo nome de barbeiro, fincdo, chupanga, entre outros, dependendo
da regido. E uma doenca do continente americano (sul dos Estados Unidos até

a Argentina).
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2.3 - Transmissores

Os principais insetos transmissores sao artropodes da classe Insecta,
ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. Sugam sangue
(hematofagos) em todas as fases de seu ciclo evolutivo (Barreto, 1979;
Marsden, 1983).

Fonte: Foto cedida pelo Insetario da Sucen, Mogi-Guagu

A

ninfa de primeiro estigio, B = ninfa de segundo estdgio;
C =  ninfa de terceiro estdgioo D =  ninfa de quarto estigio;

E =ninfa de quinto estagio

2.4 - Forma da Infeccao

A existéncia de um ciclo do Trypanosoma cruzi no hospedeiro
invertebrado ("barbeiro"), ja& havia sido descrita anteriormente por Carlos
Chagas.

Os “tripomastigotas”, forma do tripanossomo no sangue, sao ingeridos
pelo inseto e se transformam, rapidamente no estémago do inseto, em
organismos arredondados ou "amastigotas" que apresentam uma tendéncia a

se parear ou formar massas de parasitas. Também existe a peculiar forma
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evolutiva "esferomastigota”, organismo arredondado com flagelo circundando o
Corpo.

No intestino médio processa-se a multiplicagdo do parasita sob a forma

de "epimastigota", sendo essa fase do ciclo aparentemente a responsavel pela
manutengéao da infecgao no vetor.
Na parte terminal de seu intestino (reto) ocorre a diferenciagdo de formas
“epimastigota” em "tripomastigotas metaciclicas", que se acumulam na ampola
retal e sdo eliminadas nas fezes juntamente com as formas epimastigotas nao
transformadas. As "tripomastigotas metaciclicas" sdo as formas infectantes
(Chagas Filho, 1993).

2.5 - Mecanismos de transmissao

2.5.1 - Transmissao pelo vetor

Desde a descoberta da doenca de Chagas, a via vetorial - penetragéo,
no organismo suscetivel, de Trypanosoma cruzi presente nas fezes e na urina
de triatomineos vetores - tem sido descrita como o modo mais importante de
sua transmissao.

As formas evolutivas de T. cruzi que passam para o tubo digestivo dos
triatomineos, quando estes se alimentam com sangue de pessoas ou animais
infectados, multiplicam-se ai, produzindo formas infectantes. Ao alimentar-se,
os triatomineos injetam saliva sob a pele do individuo que lhes fornece o
alimento, o que reduz a sensacao de dor, porém tende a provocar prurido. O
ato de cocar torna-se entdo um meio eficiente de levar fezes e urina do inseto,
eliminadas durante o repasto, para o local da picada. Este é o principal
mecanismo de transmissao de T. cruzi quando nao ha controle das populacdes
de vetores.

Devido ao controle de populagbes de triatomineos, a infeccao por este
mecanismo € atualmente um evento de dificil ocorréncia, dependente de
fatores relacionados com densidade populacional, domiciliagcdo, niveis de
infecgdo, numero de repastos realizados, tempo decorridos entre a picada e a
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dejecao desses insetos, etc.

E aceito, que a transmiss&o vetorial da doenca de Chagas é muito pouco
provavel em localidades nas quais menos de 5% dos domicilios estejam
infestados por triatomineos. Entretanto, esse ndo era o quadro existente no
Estado de Sao Paulo nos anos 50 do século XX, quando a doenca de Chagas
atingiu o apice de transmisséo, e houve uma distribuicdo generalizada de seu
principal vetor, Triatoma infestans, na maior parte de seu territério rural.

Apds o controle, outras formas de transmissdo que também coexistiam
com a via vetorial, ganharam destaque, estabelecendo-se como mecanismos
de perpetuacdo de T. cruzi na populagdo humana, a transfusdo sangtinea, a
via congénita e outras (Neves, 2000).

2.5.2 - Transfusao sangiiinea

A transfusao de sangue total, de plasma ou de concentrado de hemacias
contaminados por T. cruzi constitui-se na segunda via de transmissdao em
importancia. Esta via cresce em importancia nas grandes cidades com alta
prevaléncia da infeccdo chagasica (Neves, 2000). Oferece um risco estimado
entre 12,5 a 25,0% para uma unica transfusdo padrao de 500 mL de sangue
total. Esse risco varia com a prevaléncia da doenca na regido em que a
transfusao é feita, podendo assim chegar a niveis bem mais elevados. Com a
intensa migracéo de populagcbes de areas rurais, em que a doenga era mais
freqlente, para as urbanas, cresceu o risco dessa modalidade de transmisséo,
devido ao fato de que o controle sorolégico dos doadores nao era
adequadamente realizado (Rocha e Silva, 1998).

Entretanto varia entre 2,0 e 4,0%, na América Latina em geral.
Ocasionalmente esses numeros podem elevar-se, dependendo da regido em
foco, como é o caso de algumas areas bolivianas, em que essa prevaléncia
chega a niveis acima de 60,0%. No Brasil o valor médio € de 0,7%, sendo o
limite superior verificado no Estado de Goias, préximo a 5,0%. Portarias do
Ministério da Saude regulamentam a triagem sorolégica de doadores de
sangue, sendo exigido a execuc¢dao, com o0 material de cada doador, de pelo
menos dois testes sorolégicos, baseados em diferentes principios. A
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obediéncia a essas condicées contribui para o controle da transmissdo via

transfusdo (Rocha e Silva, 1998).

2.5.3 — Outros tipos de transmissao

A terceira modalidade de transmissdo, em importancia, € a congénita,
isto é, das maes aos seus filhos e até mesmo em segunda geracgéo, de avoés
para maes e destas, para os filhos, através da placenta. As formas clinicas
observadas nesses casos variam desde assintomatica até grave, como nas
infeccdes por outros meios. Outras formas de transmissdo descritas na
literatura s&o: a oral, através da ingestdao de alimentos contaminados por T.
cruzi, como por exemplo, carnes de caga cruas ou mal cozidas contaminadas,
€ mesmo outros alimentos que durante seu preparo possa ter ocorrido a
contaminacao com material dos préprios vetores infectados.

O aleitamento materno também € citado como via de transmisséo,
quando a méae se apresenta na fase aguda da doencga e, principalmente, se ha
fissuras nos mamilos (Wendel, 1992).

Em transplante de 6rgaos, como na transfusdo sangulinea, pode ocorrer
a transmissdo quando se desconhece a condicao de infectado chagasico do
doador, por falta do indispensavel diagnéstico prévio. Ha também a via
acidental em laboratério, de pessoal que manipula o agente etiolégico desta
doenga.

Ha outras vias, consideradas raras, como regurgitamento de material
contaminado no local da picada, por insetos sugadores de sangue, via sexual e
quaisquer outras que promovam o contato de sangue de um individuo
contaminado com mucosa ou pele de outro suscetivel, desde que, neste ultimo

caso, haja lesdes na pele (Rocha e Silva, 1998).

2.6 - Formas da doenca e sintomas

Descrevem-se na literatura trés fases da doenca de Chagas: aguda,
indeterminada e crénica.

A fase aguda € a inicial, caracterizada por febre, linfadenopatia e
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hépato-esplenomegalia. Quando a porta de entrada dos tripanossomos € a
conjuntiva ocular, a palpebra pode desenvolver um inchago conhecido como
sinal de Romana.

Quando o parasita penetra por outros locais da superficie corporal, a
lesdo produzida recebe o nome de "chagoma de inoculagao". Com freqiéncia,
a fase aguda passa despercebida, pois seus sintomas podem confundir-se com
os de diversas outras infecg¢oes.

As fases subseqlentes, conhecidas como de laténcia ou
indeterminadas, ndo apresentam sintomatologia importante do ponto de vista
clinico e podem durar varios anos. Um paciente nessa fase pode desconhecer
sua condicdo de portador assintomatico da doenca de Chagas e transmitir
involuntariamente a infeccdo por mecanismos diversos. E aceita a idéia de que
a maior parte dos chagasicos persiste nessa fase pelo resto de suas vidas.

Do conjunto dos infectados, uma proporcdo pequena de individuos
evolui para a fase denominada crbnica, durante a qual sdo identificaveis
sintomas de comprometimento cardiaco (miocardite grave), com aumento do
volume do coracgdo (cardiomegalia) ou digestivo, com aumento do didametro de
regioes do trato digestivo, os "megas": megaesbdfago, megacolo, etc. Ha, nesta
fase, gradativa reducao da qualidade de vida e da capacidade de trabalho dos

doentes, que passam a necessitar de atencdo médica constante.

2.7 - Controle da doenca

Quando a fase cronica é atingida a doenca é essencialmente incuravel e
a quimioterapia usual contra a doenga de Chagas é ainda inadequada. As duas
Unicas drogas em uso na fase aguda inicial, como pode ser visto figura 2.1,

sao:

- Nifurtimox®, cujo mecanismo de acdo envolve a producdo de anion

superdxido, que é altamente tdxico ao parasita.

- Benznidazol®, que atua no sistema respiratério do parasita e também inibe

a sintese do DNA.
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CHgy ~ 0
Nifurtimox® Benznidazol®

Figura 2.1 — Estrutura dos compostos usados no tratamento da fase aguda da doenga de

Chagas.

Ambas as drogas tém efeitos colaterais indesejaveis e sdo ainda
ineficientes no tratamento da Doenca de Chagas, que pode ser encarada,
até o presente momento, como uma doenga sem cura.

Para desenvolver novas drogas contra esta infeccao parasitaria, a
pesquisa tem sido frequentemente dirigida as diferengas-chave entre o
metabolismo do hospedeiro e do parasita. Neste sentido, a enzima
tripanotiona redutase (TR) tem sido encarada como alvo especifico nos
tripanossomatideos (Fairlamb, 1990) e mais tarde validada como alvo
quimioterapico contra as tripanossomiases (Dumas et al., 1997).

Tripanossomas e Leishmanias diferem dos hospedeiros mamiferos em
um ponto importante. Os parasitas ndo possuem a proteina glutationa
redutase (GR), ao invés disso, usam a tripanotiona redutase (TR) na
protecdo contra o estresse oxidativo, nome dado aos problemas de
citotoxicidade que geram os radicais livres derivados da respiragao celular
e outras vias. GR e TR possuem substratos especificos, enquanto, GR
catalisa a reducéo da glutationa, TR catalisa a redugéo da tripanotiona (vide
Capitulo 1). Isto abre a possibilidade de estudar drogas antiparasitarias
seletivas, em outras palavras, que atuem inibindo s6 a TR (Vega-Teijido,
20083).
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2.8 — As enzimas
2.8.1 - Glutationa redutase (GR)

A glutationa reduzida (GSH) tem uma estrutura quimica formada por
uma cadeia de trés aminoacidos: Gly — Cys - y-Glu. O nome refere-se a ligacao
peptidica que é feita através da carboxila na posicdo y e ndo o, como é
normalmente visto nas proteinas. Quando a glutationa esta na forma oxidada
(GSSH), as duas cisteinas centrais estdo unidas por uma ligacao dissulfeto,
adotando assim uma forma similar a letra H. A passagem da GSSH para a
GSH, dependente da NADPH, é catalisada pela flavoenzima glutationa
redutase (GR) [Figura 2.2 (adaptado de Vega-Teijido, 2003)].

0 0
I I ;
H3N+—$H—CH2— CH,-C-NH-CH-C— NH-CH,-COO
COO" H2$'
?
S
|
COO’ CH,

| | )
H3N*—CH- CH,~CH,-C—NH-CH-C— NH-CH,-COO
0 0
(GSSG)

NADPH + H*
GR

NADP*

0
I I .
H3N+—$H—CH2— CH,~-C-NH-CH-C— NH-CH,-COO
COO" H,C

I
SH

Figura 2.2 — Reduc¢ao da GSSG a GSH
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A GR contém um grupo prostético, a flavina adenina dinucleotideo (FAD)
(Figura 2.3). O nucleotideo que contém o anel triplo de isoaloxazina é chamado
de flavina. O FAD se encontra ligado de forma permanente a enzima na regiao
intermediaria entre o sitio catalitico e o sitio de ligagdo do NADPH, participando
da transferéncia de elétrons do NADPH ao sitio catalitico através da

isoaloxazina.

R
H;C N NYO
I :[ | N
H;C N ~H
H 0O

Figura 2.3 — FAD mostrando o anel do grupo Flavina.

De forma resumida, podemos dizer que a GR catalisa a reagdo em dois

estagios:

1° estagio ES-SE + NADPH « (ES . ES’) + NADP*

2° estagio (ES . ES) + GSSG + H* <> ES-SE + 2 GSH

onde a flavoenzima GR contém uma ligacdo dissulfeto "redox-ativa” na qual
ES-SE aceita um par de elétrons através da clivagem da ligacao para formar
um ditiol. Finalmente, esse par de elétrons, junto com dois proétons, sao
transferidos para formar duas unidades de glutationa reduzida, GSH.
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Nas células mamiferas a GR participa em varios ciclos metabdlicos que
utiizam GSH (Krauth-Siegel, 1999): na detoxificacdo de hidroperoxidos
organicos, na producao de deoxiribonucleotideos, na sintese de DNA e na
reacdo de reducao de moléculas da forma geral YSSY para formar 2YSH. A
GSH também estd envolvida na eliminacdo de varias substancias citotoxicas
(X) através da catalise da glutationa S-tranferase para fornecer espécies

quimicas do tipo GS-X.

2.8.2 - Tripanotiona redutase (TR)

Os agentes causadores de muitas enfermidades tropicais tais como
doencga do sono, doenga de Chagas, leishmaniose sdo protozoarios parasitas
da ordem dos Cinetoplastideos. Estes protozodrios nao possuem a enzima
glutationa redutase, como quase todos os eucariotos e procariotos, mas
possuem a tripanotiona redutase.

Se comparada com a GR, a TR cumpre a mesma funcédo, além de
possuir propriedades fisicas e quimicas similares, exceto a sua especificidade
pelo substrato. Enquanto o substrato da GR € a GSSG, o substrato da TR € a
TS,.

O substrato da TR, tripanotiona oxidada (TS,), € muito similar ao
substrato da GR, mas apresentam pequenas diferencas que sdo fundamentais
na seletividade que cada um tem com a sua enzima.

Devido a grande sensibilidade do protozoario ao estresse oxidativo faz
desta enzima, TR, um excelente alvo no estudo de novos farmacos.

O conhecimento das semelhancgas e diferencas entre a GR e a TR, bem
como o entendimento de como a substancias se ligam a eles, é algo de grande
relevancia para que se possa, quem sabe, chegar a um farmaco ideal no
tratamento da doencga de Chagas.
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2.8.3 - Inibidores

Diversos trabalhos experimentais tém revelado a existéncia de
compostos que atuam como inibidores da TR. Nenhum destes € realmente uma
droga antiparasitaria efetiva, pois, seu poder de inibicdo in vivo ndo é
suficientemente alto para que sejam toéxicos ao parasita, mas estdo sendo
usados como base para o estudo de modelagem molecular, com o intuito de
melhorar os niveis de inibicao e sua seletividade (Krauth-Siegel, 1999).

Um outro tipo de composto, cuja inibicdo esta ligada a sua capacidade
de gerar radicais livres, € constituido pelos derivados de nitrofuranos e de
naftoquinonas. Estes podem atuar como substratos subversivos ligando-se ao
complexo NADPH-enzima. Sob a sua agéo, onde séo transferidos elétrons a
uma molécula de oxigénio, sdo gerados dois radicais superdxidos, sendo
disparada uma série de reagdes em cadeia dentro da célula, o j& mencionado
estresse oxidativo (Vega-Teijido, 2003).

Desta forma, por acao dos substratos subversivos a TR passa de uma
atividade antioxidante para uma pro-oxidante, sendo essa a razdo do nome

substrato subversivo.
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Capitulo 03




3.1 - Parte experimental
3.1.1 - Obtencao dos monocristais

Primeiramente colocou-se uma pequena quantidade do composto em
um tubo de ensaio, e em seguida adicionou-se solvente até a solubilizacdo do
material.

Os monocristais foram obtidos por evaporacdo lenta de solugdes de

etanol ou acetona, a temperatura ambiente.

3.1.2 - Coleta e reducao dos dados experimentais

Como o trabalho de coleta e redugédo dos dados experimentais € igual
para todas as estruturas descritas nesta Tese, o procedimento somente sera
detalhado nesta secao. As particularidades de cada caso estdo nas tabelas
correspondentes. Uma introducao detalhada aos métodos utilizados pode ser

encontrada na Dissertacao de Mestrado (Trindade, 2000).

Utilizando 25 reflexdes obteve-se o sistema cristalino, as dimensdes da
cela unitaria e a matriz de orientacao necesséria para a coleta das intensidades
dos feixes difratados. As intensidades dos feixes difratados foram medidas
usando-se a técnica de varredura 6-20, com radiacao Ko do molibdénio (A =
0,71073 A) monocromatizada por cristal de grafite. As intensidades de trés
reflexdes, foram medidas a cada 30 minutos, permanecendo constantes ao

longo das medidas.

Os mobdulos dos fatores de estrutura foram obtidos a partir das
intensidades observadas e corrigidas pelos fatores de Lorentz-polarizacao.
Estes calculos foram feitos utilizando o conjunto de programas MolEN (Fair,
1990).

26



Todas as estruturas foram refinadas por minimos quadrados com matriz
completa utilizando F2.

Os célculos de refinamento foram feitos utilizando SHELXL97 (Sheldrick,
1997) e os desenhos das moléculas e empacotamentos foram feitos com o
programa ZORTEP (Zsolnai, 1995). O célculo das interacdes, geometrias
moleculares e a preparacao do material foi feito utilizando PARST95 (Nardelli,
1995) e WinGX (Farugia, 1999).
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