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Resumo Janaina G. Soares

O presente trabalho objetiva a determinacdo estrutural de compostos
fenazinicos e derivados, que apresentam bioatividade para o tratamento da malaria,

empregando o método de difracdo de Raios X.

No capitulo 1 tem-se uma introducdo aos produtos de interesse
farmacoldgicos e a importancia da resolucdo estrutural. O capitulo 2 apresenta as
caracteristicas gerais sobre a malaria no mundo e no Brasil. O capitulo 3 baseia-se
em uma fundamentacéo teorica sobre a técnica de difracdo de Raios X, seguido, no
capitulo 4, da descricdo sobre os métodos de recristalizacdo e as etapas de
resolucdo estrutural por difracdo de Raios X. Por ultimo, o capitulo 5, traz os
resultados e discussdes obtidos na resolugéo dos quatro compostos em estudo.

Os compostos fenazinicos estudados neste trabalho foram: 5,5-Dimetil-
5,6-dihydro-7H-4b,13-diazadibenzo[a,de]antracen-8-ona (FENA), 4-(3'-metil-but-2’-
enil)-benzo[a]-fenazin-3-ona (FLA), cloro(dibenzol[a,c]fenazin-1-il-K?,C* N*%)
piridinopaladio(ll) (FENA-Pd), 8-bromo-7,7-dimetil-5,10-dioxo-7,8,9,10-

tetrahidro-5H-benzo[3,4]oxecino[5,6-b]quinoxalino-16-N-oxido (FENA-Br).

Todos o0s dados das intensidades difratadas foram obtidos num
difratdmetro automatico KappaCCD, utilizando radiacdo monocromatizada por um
cristal de grafite, de comprimento de onda igual a 0,71073 A (molibdénio).

O composto denominado como FENA, cristaliza no sistema monoclinico e
pertence ao grupo espacial P2:/a, com parametros de rede, a = 7,1442(2) A,
b = 12,5463(3) A, ¢ = 17,1835(4) A, B = 95,5200(10) A, com um volume,
V= 1533,07(7) A®. O célculo da densidade supondo Z = 4 moléculas por cela unitaria

resultou num valor de 1,242 g.cm™.

O composto denominado como FLA, cristaliza no sistema monoclinico e o
grupo espacial C2/c, com parametros de rede, a = 21,0180(1) A, b = 9,1359(3) A,
c=17,7772(9) A, B = 109,402(2)°, com um volume, V= 3219,70(24) A 3. O célculo da
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Resumo Janaina G. Soares

densidade supondo Z = 8 moléculas por cela unitaria resultou num valor de 1,297

g.cm™.

O composto denominado como FENA-Pd cristaliza no sistema cristalino
Monoclinico, pertencente ao grupo espacial P2;/a, com parametros de rede
a = 12,0413(4), b =13,4986(6), ¢ =12,3869(5) A, p = 90°, V = 1934,66(12) A®. O
calculo da densidade supondo Z = 4 moléculas por cela unitaria resultou num valor

de 1,72g.cm™ para a densidade do cristal.

O composto denominado como FENA-Br, cristaliza no sistema
ortorrdmbico sendo seu grupo espacial P 2:2:2;, com parametros de rede
a = 6,25520(10) A, b = 14,6703(3) A, ¢ = 20,506(5) A , e densidade calculada de
1,558 g.cm™, supondo Z = 4.

Palavras-chaves: difracdo de Raios X, maléria, fenazinicos, KappaCCD.
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Abstract Janaina G. Soares

This work aims the structural determination of phenazines compounds,
and derivatives that present bioactivity for the treatment of malaria, using the X-ray

diffraction method.

Chapter 1 shows an introduction to pharmacologicol products and the
importance of this structural resolution. Chapter 2 prejent the general characteristics
of malaria in Brazil. Chapter 3 theoretical fundaments on the of X-ray diffraction
technique, followed in chapter 4, by a description of the methods of crystallization
and the steps of structural resolution. Finally, chapter 5, brings the discussion and

results obtained in the structural resolution of four studed compounds.

The studied phenazines composites were: 5,5-Dimetil-5,6-dihydro-7H-
4b,13-diazadibenzo[a,de]antracen-8-ona (FENA), 4-(3-metil-but-2'-enil)-benzo[a]-
fenazin-3-ona  (FLA), cloro(dibenzo]a, c]fenazin-1-il-K2,C1, N14)
piridinopaladio(ll) (FENA-Pd), 8-bromine-7,7-dimethyl-5,10-dioxo-7,8,9,10-
tetrahydro-5H-benzo[3,4 ] oxecino[5,6-b]quinoxaline-16-N-oxidates (FENA-Br).

All the data collection had been obtained in on automatic KappaCCD
diffractometer using M.Ko. monocromatic radiation, of wave length of 0.71073 A

(molybdenum).

The compound called FENA crystallize in the monoclinic system and
belongs to space group P2i/a, with net parameters a = 7.1442(2) A, b = 12.5463(3)
A, c = 17.1835(4) A, B = 95.520(1) A, with a volume, V = 1533.07(7) A3. The
calculation of the density, assuming Z = 4 molecules for unit cell, resulted in a value
of 1.242 g.cm .

The compound called FLA, crystallize in the monoclinic system and
belongs to the space group C 2/c, with cell parameters of a = 21.0180(1)A,
b =9.1359(3) A, ¢ = 17.7772(9) A, p = 109.402(2), with a volume, V = 3219.70(24) A



Abstract Janaina G. Soares

3. The calculation of the density, assuming Z = 8 molecules for unit cell, resulted in a

value of 1.297 g.cm 3.

The compound called FENA-Pd crystallize in the Monoclinic system,
belongs to the space group P2;/a, with parameters of a = 12.0413(4),
b = 13.4986(6), c = 12.3869(5) A, B = 106.074(2), V = 1934.6(1) A3. The calculation
of the density, assuming Z = 4 molecules for unit cell, resulted in a value of

1.72/g.cm™ for the density of the crystal.

The compound called FENA-Br, crystallize in the orthorombic system and
belongs to the space group P 2; 2; 2;, with cell parameters of a = 6.2552(1) A,
b = 14.6703(3) A, c = 20.5061(5) A, calculated density 1.558 g.cm 3, assuming Z =
4.

Keywords: X ray diffraction, phenazines, malaria, KappaCCD.



Objetivos Janaina G. Soares

Geral
Familiarizar-se com as técnicas de recristalizacdo de substancias e com a
difracdo de Raios X por monocristais para a determinacdo de estruturas cristalinas e

moleculares.

Especificos

Aplicar as referidas técnicas para as substancias de interesse: FENA
[5,5-Dimetil-5,6-dihydro-7H-4b,13-diazadibenzo[a,de]antracen-8-ona], FLA [4-(3'-
metil-but-2’-enil)-benzo[a]fenazin-3-ona], FENA-Pd  [cloro(dibenzo[a,c]fenazin-1-il-
K2,C1,N14) piridinopaladio (II)] e FENA-Br [8-bromo-7,7-dimetil-5,10-dioxi-7,8,9,10-
tetrahidrox-5h-benzo[3,4]oxecano[5,6-b]quinoxalino-16-N-oxido] a fim de resolver

suas estruturas cristalinas e moleculares com objetivo de:

. Comprovar, sem ambiguidades, as estruturas moleculares acima,
com as propostas que nos foram fornecidas, e que foram obtidas

através de técnicas espectroscopicas.

. Determinar a conformacéo tridimensional das referidas moléculas e
obter informagdes relevantes como distancias e &angulos
interatbmicos, angulos de torcdo e angulos diedros, que serdo de
fundamental importancia para estudos posteriores de correlacdo
entre atividade farmacolégica e estrutura molecular e também da
investigagdo dos seus potenciais como farmacos utilizando técnicas
de planejamento de novos farmacos através de métodos de

“docking” e outros.

. Caracterizar e estudar o empacotamento cristalino a fim de identificar
as possiveis interacbes de hidrogénio e interacdes n — “stacking”,
podendo com isto verificar como as moléculas sdo mantidas
interligadas no empacotamento cristalino, como € o arranjo formado
pelas mesmas, e como estas interacdes poderado estar influenciando
na conformacao e nas propriedades das moléculas, como distancias
e angulos.

Xi



CAPITULO 1

INTRODUCAO
A IMPORTANCIA DO CONHECIMENTO ESTRUTURAL
CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS FENAZINAS
COMPLEXOS COM METAIS E ATIVIDADE BIOLOGICA

ORGANOMETALICOS NO TRATAMENTO DA MALARIA



Capitulo 1 — Introducéo Janaina G. Soares

1 - INTRODUCAO

A importancia dos produtos naturais na terapéutica é reconhecida desde a
antiguidade. O conhecimento de plantas alucinégenas pelos amerindios que as
empregavam em seus rituais, bem como das propriedades afrodisiacas de diversas
por¢cdes preparadas a partir de distintas espécies vegetais, acompanha o homem h&
muitos milénios. [BARREIRO et al, 2001]

O estudo cientifico da estrutura quimica dos constituintes das plantas
medicinais abre novos horizontes a quimioterapia. Os compostos naturais extraidos
dessas plantas e seus derivados sintéticos constituem novas armas na luta contra as
doencas. Dessa forma, podemos chegar a novas moléculas que irdo enriquecer o
catdlogo atual de medicamentos ou, no minimo, fornecer bases para novas
pesquisas quimicas e farmacéuticas. Como matéria-prima, as plantas medicinais sao
fontes importantes de substancias que, em caso de ndo possuirem acao bioldgica,
podem ser usadas para a sintese de derivados farmacologicamente ativos. Por
serem dotadas de componentes ativos estas plantas sdo também ideais para a
pesquisa farmacéutica. A substituicdo e a mutagdo artificial de moléculas naturais
tém resultado na obtencdo de novos remédios e de produtos farmacéuticos mais
especificos. [MULLER, J.M., 1964]

Nas ultimas décadas as pesquisas relacionadas as areas de farmacologia
vém crescendo substancialmente, uma vez que a humanidade perece de varias
mazelas, provocadas por uma gama muito grande de fatores, como: patdgenos,
contaminagdes provocadas pelo homem e mutacdes genéticas. Estes problemas
geram grandes desafios e a ciéncia acaba sendo movida por essa busca incessante
do éxito, sendo a curiosidade e a busca pelo bem estar os combustiveis principais
que fomentam o desenvolvimento cientifico. A pesquisa de farmacos é muito
extensa, tendo vérias linhas distintas a serem seguidas. Hoje a pesquisa em
farmacos é baseada em estudos da funcionalidade de proteinas, buscando seus
inibidores, utiliza-se do conhecimento popular para isolarem compostos que tenham
principios ativos contra algum mal, extraindo estes principios ativos de plantas e

2



Capitulo 1 — Introducéo Janaina G. Soares

animais e ainda explora toda a potencialidade na sintese de compostos com

interesse farmacoldégicos.

A grande parte dos farmacos existentes hoje no mercado, € sintetizada
em laboratério. Dentro deste universo quase infinito de farmacos e potenciais
farmacos, existem os compostos de coordenacdo com metais pesados. Estes
compostos sdo largamente utilizados e estudados para fins terapéuticos. Durante
todo o processo de “construcdo” de um farmaco, varias etapas sdo necessarias. A
caracterizagdo de um composto é uma das etapas mais relevantes nesta
“engenharia”. No processo de caracterizacao estrutural dos compostos, a técnica
mais utilizada é a difracdo de raios X e também a que oferece melhores resultados

do ponto de vista estrutural. [MULLER, J.M., 1964]

1.1 - A IMPORTANCIA DO CONHECIMENTO ESTRUTURAL

Os cristalograficos tém mantido uma intensa colaboracdo com grupos de
pesquisa que estudam compostos extraidos da nossa flora brasileira, mais
especificamente com grupos interessados no estudo de compostos organo-sintéticos
gue buscam modificagdes estruturais no intuito de tornar as substancias mais ativas.
Como varios dos produtos naturais extraidos da nossa flora, e também os
compostos sintetizados a partir destes, apresentam acdo farmacolbgica, o estudo
guimico-farmacoldégico torna-se essencial, pois além da estrutura molecular, tornam-
se conhecidas as possibilidades de intera¢des intra e intermoleculares, sejam elas
por forcas eletrostaticas, ou por interacdes fortes do tipo ligagdes de hidrogénio,
camadas hidrofobas e hidrofilas. O conhecimento das caracteristicas destas
moléculas auxilia & compreensdo do mecanismo de acdo de farmacos e a
identificacdo das forcas que permitem a sua interacdo a possiveis centros

receptores.

Os fatores estéricos, determinados pela estereoquimica, sdo uns dos

fatores que possibilitam a formacdo de um complexo e, conseqientemente, 0
aparecimento da acdo medicamentosa. A substituicdo de um grupo volumoso por
3
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um grupo pequeno e, ou a redisposi¢cdo dos grupos constituintes de uma molécula,
podem modificar profundamente a estabilidade do complexo farmaco-receptor.
Adsorcéo, solubilidade, pKa, poder oxi-redutor, reatividade quimica, forma, tamanho
e disposicdo dos grupos funcionais, ressonancia, efeitos indutivos, distribuicdo
eletrdnica, distancia entre &tomos ou grupos, planaridade, ligacdes possiveis com 0s
receptores, sao s6 alguns dos que devem ser observados para o estudo quimico-

farmacoldgico do composto.

Decorre dai que as atividades dos farmacos dependem de trés fatores

estruturais:

a) - estereoquimica da molécula;
b) - distancia entre atomos ou grupos;
c) - distribuicdo e configuracéo eletrénica.

Dessa forma, o conhecimento preciso e acurado das estruturas
moleculares € de importancia fundamental no estudo quimico-farmacol6gico. Assim
sendo, torna-se fundamental determinar-se ndo sé a conformagdo molecular, bem
como a distribuicdo eletrbnica nos farmacos conhecidos como ativos, visando,
através da compreensdo de suas atividades, obterem similares que tenham
atividades melhores ou iguais as ja conhecidas e que apresentem menores efeitos

colaterais.

O avanco atual da informatica aliado ao desenvolvimento introduzido nas
técnicas usadas em Cristalografia, principalmente no tocante a coleta de dados das
intensidades e a resolugdo estrutural, tornou esta ciéncia indispensavel. Uma das
etapas primordiais dos trabalhos de determinacdo das estruturas dos compostos de
interesse utilizando a técnica de Difracdo de raios-X € a obtencdo de monocristais
adequados pelos quimicos experimentais. Assim sendo, ela tem despertado um
grande interesse por parte de pesquisadores oriundos de diversas areas de
especializacdo. Este interesse € justificado devido ao grande volume de informacgdes
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que a Cristalografia fornece em relacdo as estruturas moleculares.
[MULLER, J.M., 1964].

1.2 — CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS FENAZINAS

As fenazinas sao de grande interesse nos estudos de novos antibiéticos.
Dentre os derivados quindnicos, as fenazinas sintéticas recebem consideravel
atencao, devido a seu largo espectro de atividades biologicas [EMOTO et al, 2000],
incluindo acdo antimalarica [MAKGATHO et al, 2000] com verificacdo de atividade

contra hepatite C e tripanosomica. [WANG et al, 2000]

As benzo[a]fenazinas sdo agentes eficientes na intercalacdo com DNA
[REWCASTLE et al, 1987]. Também s&o descritas como inibidoras da
topoisomerase | e Il. [WANG et al, 2002]

b

Figura 1 — (a) Estrutura planar do nucleo fenazinico (FENAZINA),
(b) Mapa da superficie de densidade total de carga
[Mapa CS Chem3D Ultra, CambridgeSoft.Com]
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1.3 - COMPLEXOS COM METAIS E ATIVIDADE BIOLOGICA

Os complexos metalicos utilizados na quimica inorganica tém papel
crucial em processos bioldgicos e biomédicos. Sabe-se mais que muitos compostos
organicos usados em tratamento médicos sdo ativados ou biotransformados por
metaloenzimas. [MANN, 1997]

A quimica inorganica medicinal teve origem com Paul Ehlich, com o uso
de complexos metélicos na preparacdo de drogas para o tratamento da sifilis. A
pesquisa sistematica do uso desses compostos teve inicio apds a descoberta da
cisplatina (utilizada no tratamento do céncer), pelo fisico Bernett Rosemberg em
1965 [BERALDO, 2004]. A partir de entdo, drogas contendo metal (metalodrogas)
foram, e vém sendo, desenvolvidas numa variedade de areas terapéuticas, inclusive

no tratamento de doencas parasitarias. [NAVARRO et al, 1997]

A coordenacdo com metais pode alterar substancialmente a atividade
biolégica de compostos organicos, por modificacdo de sua estereoquimica, bem
como, de propriedades quimicas. [VISNJEVAC et al, 2002]

Cabe salientar, que os principais campos de atuacdo da quimica
inorganica medicinal ndo estdo apenas na sintese de metalofarmacos, mas também
no estudo dos processos fisioldgicos, em que a presenca de ions metalicos é de
extrema importancia bioinorganicas. [GUO et al, 1999]

1.4 — ORGANOMETALICOS NO TRATAMENTO DA MALARIA

O emprego de compostos organometélicos como farmacos destaca-se
nos ultimos anos em quimica medicinal. A caracteristica tipica desses compostos é a

presenca de uma ligacéo covalente metal-carbono (M—C). [DAGANI, 2002]

Véarios sdo os trabalhos envolvendo complexos organometédlicos e

malaria. HA exemplos de drogas, como a cloroquina que € usada no combate a

6
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malaria, cujo agente etiologico é o P. falciparum. Porém, assim como as demais
drogas usadas para esse tratamento, o parasita adquiriu resisténcia as mesmas,
havendo necessidade, portanto, do desenvolvimento de novos agentes
antimalaricos. Como o parasita necessita de ferro para o desenvolvimento de suas
células sanguineas, Brocard e colaboradores adotaram a seguinte estratégia:
combinar a cloroquina com ferro, empregando um grupamento ferrocenila na mesma
molécula, produzindo um hibrido denominado ferroquina que apresenta alta
difusibilidade e, em consequéncia, maior potencial antimalarico do que o seu
predecessor cloroquina. [DELHAES et al, 2001]

Derivados de ruténio [SANCHEZ et al, 1996] e de ouro [NAVARRO et al,
1997] da cloroquina foram sintetizados, sendo esse Ultimo testado in vitro,
juntamente com o difosfato de cloroquina, frente ao crescimento de duas cepas de
P. falciparum resistentes a cloroquina, tendo este Ultimo uma resposta mas eficaz no
tratamento da malaria. [NAVARRO et al, 1997]

Um grupo de substancias investigadas por suas caracteristicas
antimalaricas refere-se as hidroxinaftoquinonas, principalmente aqguelas hidroxiladas,
que demonstraram ter maior atividade. Foram sintetizados complexos metalicos
desses ligantes e ambos foram submetidos a testes contra o P. falciparum, obtendo-

se melhores resultados antiparasitarios para o complexo. [GOKHALE et al, 2003]

No proximo capitulo serdo relatadas as consideracdes gerais sobre a
malaria, ja que as moléculas estudadas neste trabalho estdo em fase de teste contra

a maléria pelo nucleo de produtos naturais da UFRJ.





