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MOLECULAR MODELING: A TOOL FOR RATIONAL DRUG DESIGN IN MEDICINAL CHEM-
ISTRY. The molecular basis of modern therapeutics consists in the modulation of cell function by
the interaction of microbioactive molecules as drug with cells macromolecules structures. Molecu-
lar modeling is a computational technique developed to access the chemical structure. This meth-
odology, by means of the molecular similarity and complementary paradigm, is the basis for the
computer-assisted drug design universally employed in pharmaceutical research laboratories to
obtain more efficient, more selective, and safer drugs. In this work, we discuss some methods for
molecular modeling and some approaches to evaluate new bioactive structures in development by

our research group.
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INTRODUCAQ

Em nenhuma outra drea da Quimica, o conhecimento com-
pleto da estrutura molecular é tio essencial como na Quimica
Medicinal. Esta disciplina das Ciéncias Farmacéuticas estuda
as origens moleculares da atividade bioldgica dos farmacos,
determinando os parimetros que relacionam estrutura e ativi-
dade e aplicando estes fundamentos no planejamento racional
dos firmacos?

As teorias desenvolvidas para explicar a atividade
farmacolégica das drogas sustentam-se, numa primeira aproxi-
magdo, no paradigma da “chave-fechadura™. Neste modelo, as
“fechaduras” ou receptores celulares sdo biomacromoléculas de
extrema sensibilidade, responsaveis pelo reconhecimento
molecular de espécies endégenas e exdgenas capazes de apre-
sentar atividade bioldgica. Estes receptores interagem reversi-
velmente, em geral, com as moléculas bioativas (mediadores
celulares endégenos e farmacos), consideradas neste modelo
como as “chaves”.

Os complexos formados entre as moléculas bioativas e os
receptores provocam as respostas biolégicas e dependem de
um mecanismo de reconhecimento molecular que determina a
seletividade dos bioreceptores. O padrio de seletividade & a
expressdo do reconhecimento a nivel molecular de apenas uma
substincia dentre os imiimeros compostos estruturalmente rela-
cionados disponiveis na biofase.

A propriedade de reconhecimento molecular depende essen-
cialmente da estrutura quimica e, em Wltima andlise, determina
a atividade farmacolégica de uma substincia®. Muitas vezes,
um bioreceptor apresenta enantioespecificidade, ou seja, reco-
nhece apenas um dos enantidmeros de uma substincia quiral.
Este isomero bioativo € denominado eutémero. O outro enan-
tidmero, que niio € reconhecido pelo bioreceptor, é chamado
distémero™*. Esta situagdo é talvez o exemplo mais notivel da
especificidade das intera¢des droga-receptor e de sua depen-
déncia das relagdes estruturais™?,

A nivel experimental, o conhecimento da estrutura molecular
de uma substincia nfo é tarefa simples. Ndo sdo muitos os
métodos capazes de caracterizar completamente uma dada estru-
tura, permitindo sua descri¢do precisa em termos de distincias e
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angulos de ligacfo, além de dngulos de tor¢do (ou &ngulos
diedro) que difinem sua conformagfo. A cristalografia de rai-
0s-X&8 é, ainda, a técnica experimental mais eficiente para a
obtengdo destes dados. Limita-se, todavia, a substdncias em
fase cristalina. Além disto, ndo h4 garantia de que a conforma-
¢do no estado cristalino seja a mesma das moléculas em solu-
¢do®’, ou ainda a geometria assumida no complexo droga-re-
ceptor na biofase.

Dentro deste contexto, a modelagem da estrutura molecular
por métodos computacionais surgiu como uma alternativa, es-
pecialmente ap6s o desenvolvimento de programas capazes de
calcular a estrutura com um compromisso adequado entre ve-
locidade e precisdo, somados aos recursos da computagio gré-
fica e a crescente diminui¢do dos custos de mdaquinas de alto
desempenho capazes de operar estes programas e recursos!?,

A modelagem molecular consiste em um conjunto de ferra-
mentas para a construcdo, edigdo e visualizagdo, andlise e
armazenamento de sistemas moleculares complexos®>. Estas
ferramentas podem ser aplicadas em estratégias de modelagem
direta e indireta de novas drogas®. Na primeira aproximagio,
faz-se o ajuste da droga a uma estrutura de receptor conhecida,
por exemplo, através de dados de cristalografia de raios-X*’
ou de ressonincia magnética nuclear (RMN)'"!2, Na segunda
aproximacdo, faz-se a andlise comparativa das estruturas de
moléculas ativas e de moléculas inativas ao nivel de um deter-
minado bioreceptor, utilizando-se o conceito de complementa-
ridade para o desenvolvimento de um modelo topografico hi-
potético do sitio receptor, denominado modelo farmacoférico.

Existem muitas op¢fes quanto ao método de célculo a ser
aplicado em uma determinada estratégia de modelagem mole-
cular. Estes métodos basicamente diferem quanto A natureza
do campo de forga, ou seja, do conjunto de funcGes de energia
€ pardmetros numéricos associados. Os campos podem ser to-
talmente empiricos, como os utilizados em mecanica molecu-
lar, ou, no outro extremo, puramente teéricos (métodos ab
initio), passando pelos chamados métodos semi-empiricos. A
aplicacdo de um ou outro método € determinada pelo compro-
misso entre tempo e precisdo dos resultados e pela complexi-
dade do sistema a ser analisado®.

Neste trabalho serdo discutidos, brevemente, alguns métodos
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e metodologias empregados em modelagem molecular e alguns
exemplos de abordagens feitas pelo nosso grupo de pesquisa
para avaliar e definir novas estruturas bioativas em desenvolvi-
mento no Laboratério de Avaliagio e Sintese de Substéncias
Bioativas (LASSBio).

Métodos de célculo utilizados em Modelagem Molecular

O método da mecanica molecular'? baseia-se na visdo clds-
sica da estrutura molecular como um conjunto de esferas uni-
das por molas com constantes de for¢a caracteristicas. O cam-
po de forgas neste caso é constituido pelo somatdrio de termos
de energia relacionados as posi¢des de equilibrio do sistema
(distdncias de ligagdo, angulos de ligagdo, angulos diedros,
distancias de van der Waals, ligagdes hidrogénio, interacdes
eletrostdticas, etc.) as quais podem ser associadas penalidades
energéticas para seu afastamento, isto €, as constantes de forca
das “molas”. Em geral, estas constantes de for¢a sdo avaliadas
por meio de dados espectroscépicos. A principal vantagem da
mecinica molecular ¢ a rapidez na avaliagdo de sistemas
moleculares complexos.

Os pacotes de programas de mecanica molecular (AMBER,
CHARM, DISCOVER, MM2/MMP2, PCMODEL-MMX,
SYBIL, etc.) utilizam diferentes fun¢des de energia gotencial
para representar a energia interna de uma molécula™'*!5, O
campo de forca AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement), por exemplo, é expresso pela equagdo (1)'*:

Ewl = Ziigagao ke (r - rO)2 + meguln kg (0 - 90)2 + Ldiedro k¢/2
(1 + s.cos n §) + Zig (aj/ris'? - bi/ri® + qiqi/D.ry) + Zhigagao-n
(cifrij'? - diyfrii") M

em que os trés primeiros termos representam, respectivamente,
as energias de deformagdo dos comprimentos e dngulos de li-
gacdo e aAngulos diedro, dentro da aproximag@o harménica; o
quarto termo corresponde a energia das interagdes ndo ligantes
(London) e eletrostiticas (Coulomb); e o quinto termo repre-
senta as contribui¢des de ligagdes hidrogénio!*!16,

Outros exemplos sfo o campo de forca MM2, muito utiliza-
do para moléculas de baixo peso molecular, desenvolvido por
Allinger'* e o campo de forga MMX, contido no programa
PCMODEL, sendo derivado do campo MM2, acrescido de ro-
tinas ®-VESCF (Valence Electron Self-Consistent Field) para
cdlculos de sistemas =.

Os métodos de mecénica quantica’™’’, por outro lado, permi-
tem maior precisdo nos resultados, além de fornecerem dados
sobre a estrutura eletrdnica, que nfo € considerada na mecénica
molecular. Isto implica em um custo computacional (tempo de
computacdo e capacidade de memdria necessdria) maior.

Os pacotes de programas de métodos quénticos ab initio
(CADPAC, GAMESS, GAUSSIAN, HONDO, etc.) e semi-
empiricos (AMPAC, MOPAC, etc.) sdo baseados no formalis-
mo de orbitais moleculares com diferentes abordagens”'*!5,
Nos métodos ab initio, um modelo para uma fungio de onda
particular € selecionado e os célculos necessdrios sio realiza-
dos sem simplificacdo. Em tais abordagens o erro estd associ-
ado ao conjunto de bases selecionado e ao nivel de tratamento
da correlaggo eletronica'®.

Os métodos semi-empiricos sdo baseados no mesmo forma-
lismo dos métodos ab initio, mas parte de seus pardmetros sio
ajustados a dados experimentais. A parametrizagdo dos métodos
semi-empiricos com dados experimentais aumentou significati-
vamente a acuracidade quimica e a velocidade dos métodos de
orbitais moleculares. O sucesso desta abordagem ¢é indicado por
inimeros estudos mostrando dados energéticos que variam na
faixa de 1,0 kcal/mol dos dados experimentais'®. Os métodos
semi-empiricos mais recentes sio AM1 (Austin Model DY e
PM3 (Parametric Method 3)**?!, contidos nos pacotes AMPAC
e MOPAC. Do ponto de vista da estrutura das liga¢des hidrogé-
nio, importantes em sistemas bioldgicos, o método PM3 tem
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apresentado resultados mais proximos aos obtidos experimen-
talmente e por calculos ab initio*> %,

As diversas aproximagdes semi-empiricas permitem evitar o
célculo de um grande nimero de integrais, o que possibilita a
aplica¢@o destes métodos em sistemas com um mimero maior
de dtomos. Nestes métodos, os nicleos sdo assumidos em su-
cessivas posi¢des estaciondrias, sobre as quais a distribui¢do
espacial 6tima dos elétrons € calculada pela resoluciio da equa-
¢do de Schrodinger. O processo € repetido até que a energia
ndo mais varie dentro de um limite escolhido, ou seja, até se
alcangar um ponto estaciondrio da superficie de energia. Esta
procura por um estado estaciondrio da geometria calculada no
espaco multidimensional é o equivalente computacional da
purificagdo experimental de uma amostra antes de se avaliar
suas caracteristicas fisico-quimicas.

Em um sistema no estado fundamental, isto significa que a
geometria é tal que o calor de formagdo (AH;) é um minimo
irredutivel (na verdade um minimo irredutivel local), ou seja,
todas as suas constantes de for¢a sdo positivas; para estados de
transigdo, o sistema deve ter exatamente uma constante de for-
¢a negativa® 26, Deste modo, tem se tornado prdtica comum
nos trabalhos tedricos de qualidade, a avalia¢do de todas as
segundas derivadas (constantes de for¢a) da energia molecular
em funcdo dos parimetros moleculares, para se determinar ine-
quivocamente a natureza dos pontos estaciondrios encontrados
no processo de otimizagdo da geometria da estrutura®,

METODOLOGIAS E PARAMETROS USADOS
EM MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem de uma estrutura permite isold-la ¢ “congela-
la”. Estruturas com tempos de vida muito curtos, tais como
intermedidrios de reacdo ou estados de transigdo hipotéticos
podem ser modelados e suas propriedades “medidas” com rela-
tiva facilidade!*?’. A possibilidade do estudo das conforma-
¢des e propriedades de uma molécula isolada, simulando o
estado gasoso, ou da molécula solvatada, ainda que por um
nimero pequeno de moléculas de solvente, permite predizer as
conformagdes preferenciais em cada caso particular.

Em muitos casos, dados experimentais de espectroscopia de
microondas podem ser utilizados para comparagdo com os da-
dos calculados para a molécula isolada. Dados de difracéo de
raios-X e de difragio de néutrons podem também ser emprega-
dos, desde que se considere as for¢as de empacotamento cris-
talino. Estudos espectroscépicos de RMN e de infravermelho
(FTIR) em solugdo, podem ser também comparados com os
dados calculados para a molécula solvatada, desde que se man-
tenham certas propriedades caracteristicas do solvente, como,
por exemplo, a capacidade de formar ligacio hidrogénio e a
constante dielétrica. Exemplos nesse sentido sdo, dentre ou-
tros, os programas computacionais capazes de simular a
solvata¢io®®, ou os que fornecem bancos de dados de estrutu-
ras tridimensionais de moléculas que possuem os requerimen-
tos estruturais exigidos para que se observe uma determinada
bioatividade® .

Além de fornecer dados estruturais, os célculos tedricos sdo
usados também na computagdo de indices de interesse quimico
e farmacoldgico, tais como: calores de formagdo, energias ele-
tronicas, energias do HOMO (Highest Occupied Molecular
Orbital) e do LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital),
energias de ionizagdo, densidades eletrdnicas atdmicas, cargas
atdmicas liquidas, densidades eletronicas dos orbitais de frontei-
ra (HOMO e LUMO), ordens de ligacdo e momentos de dipolo,
entre outros>*!, Dentre estes pardmetros, as energias do HOMO
e do LUMO estdo correlacionadas as habilidades de doador e
aceptor de elétron, respectivamente. Uma maior energia do
HOMO esta correlacionada com uma maior probabilidade de
doar elétrons, enquanto que uma menor energia do LUMO est4
relacionada a uma maior facilidade em aceitar elétrons®!32.
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Expressdes como CADD (Computer Aided Drug Design,
desenho de drogas assistido computacionalmente), entre outras,
foram recentemente incorporadas a linguagem da Qufmica Me-
dicinal. Trata-se de uma metodologia que visa determinar dis-
tincias interatdmicas e densidades eletrénicas de moléculas de
interesse biolégico, estudar o equilibrio conformacional das bio-
moléculas definindo as conformagdes potencialmente bioativas,
explicar racionalmente as atividades farmacoldgicas de substan-
cias, definir, confirmar ou descartar hipdteses para o mecanismo
de acdo a nivel eletrénico e molecular de diversos firmacos e,
finalmente, identificar intera¢Ses especificas entre drogas e re-
ceptores, definindo os grupamentos farmacoféricos®>*,

E possivel definir, ainda, hip6teses topograficas para sitios
receptores de diversas classes de drogas, deduzindo tridimensi-
onalmente a interacdo molecular de uma determinada droga e
seu receptor, modelando biomacromoléculas-alvo (sitios ativos
de enzimas, de receptores e de dcidos nucleicos; ou enzimas,
receptores e dcidos nucléicos integros) e a intera¢do destas com
moléculas efetoras (substratos e agonistas naturais; firmacos
inibidores, agonistas e antagonistas)®. Deste modo, pode-se
planejar, numa base racional, novas drogas mais especificas e
potentes, capazes de emprego terapéutico mais seguro.

Pelo exposto, conclui-se que a modelagem molecular, incluin-
do a andlise conformacional e o cdlculo de propriedades e para-
metros estereoeletronicos e fisico-quimicos, auxilia a interpreta-
¢do das correlagdes entre a estrutura quimica de uma substancia e
sua atividade farmacolégica, sendo, portanto, uma importante fer-
ramenta para o planejamento racional de novos firmacos?.

APLICA’C(.')ES DE MODELAGEM MOLECULAR
EM QUIMICA MEDICINAL

Neste tépico descreve-se alguns resultados recentes do
LASSBio ilustrativos dos projetos desenvolvidos em nosso
grupo de pesquisas na aplicacdo de técnicas de modelagem
molecular em Quimica Medicinal.

Estudo de Inibidores de Cicloxigenase (COx)
e 5-Lipoxigenase (5-LO): Proposta de Novos
Inibidores Seletivos de 5-LO

O é4cido araquiddnico (4cido 5-Z,8-Z,11-Z,14-Z-icosatetrae-

néico, AA), liberado a partir de fosfoliGpldeos de membranas
celulares pela enzima fosfolipase A>*>*, desempenha um pa-
pel importante na inflamagfio. Como substrato para as enzimas
5-lipoxigenase (5-LO) e cicloxigenase (COx) - também conhe-
cida como prostaglandina endoperéxido sintase (PGHS) - o
dcido araquiddnico produz, respectivamente, o hidroperéxido
(AA-OOH) que é subsequentemente reduzido a leucotrienos
(LTs), e o PGH; que origina as prostaglandinas (PGs) (Fig. 1).
Revisdes recentemente publicadas descrevem vdrios aspectos
dos inibidores de 5-LO*7’.

O LTB, é um potente agente quimiotdctil para as células in-
flamatérias (polimorfonucleares, PMN) e pode ter um papel
importante na ultima fase da inflamagdo, comumente observada

AA
5-LO / \COx

AA-OOH PGH,
5-1L.O l l
LTs PGs

Figura 1. Esquema do metabolismo do dcido araquidonico (AA).
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em pacientes asméticos. Os LTCy4, LTD4 e LTE4, coletivamente
identificados como substincias de reagdo lenta da anafilaxia
(SRS-A), tém efeitos farmacoldgicos potentes sobre as contra-
¢Oes dos miisculos lisos, o estimulo da secreg¢do de muco bron-
quial e o aumento da permeabilidade vascular, sendo considera-
dos mediadores importantes dos processos alérgicos**!,

O emprego de técnicas de modelagem molecular permitiu
que fossem calculadas superficies de energia potencial (par-
ciais) utilizando o Hamiltoniano AM14*4% para vérios deriva-
dos de pirazolinas (1-2) e de indazolinonas (3-7), descritos
como inibidores de COx e 5-LO. Foram também estudados
alguns derivados de 5-tioaril-N-fenil-pirazéis (8a-g) sinteti-
zados no LASSBio* que, embora estruturalmente relaciona-
dos com compostos anti-edematogénicos da classe dos
S-arilamino-N-fenil-pirazdis, ndo apresentaram atividade an-
tiinflamatéria significativa. Estes estudos visaram a identifica-
¢do de propriedades estereoeletrénicas, dependentes das estru-
turas, que pudessem estar relacionadas a atividade inibitdéria. A
partir dos resultados e considerando o mecanismo molecular
de agfio correntemente aceito para este tipo de atividade
farmacoldgica, foi possivel propor novos inibidores mais sele-
tivos da enzima 5-LO**™3,

A 5-LO ¢é uma enzima ferro-ndo-heme dependente, encon-
trada primariamente em PMN e eosinéfilos. Como dito acima,
esta enzima catalisa a bioformacéo dos leucotrienos a partir do
dcido araquiddnico (Fig. 1), estando envolvida, portanto, nos
eventos inflamatérios***. O mecanismo de agfio de lipoxige-
nases proposto por Musser & Kreft*®, Chasteen er al® e
Schilstra er al.™ foi adotado em nossos estudos. Estes autores
consideram a participacdo de um ciclo redox Fe(II)/Fe(III) neste
mecanismo oxidativo.

Cucurou et al.*7 indicaram que no caso da inibigio da lipo-
xigenase-1 de soja (L-1), os inibidores BW755¢c (1) e fenidona
(2) sdo oxidados a um cétion-radical que seria a espécie ativa
na inibi¢ao da atividade enzimdtica. A etapa determinante do
processo parece ser a oxidagdo enzimdtica do dtomo de nitro-
génio heterociclico (N1), destes inibidores (1-7), pelo Fe(IID*,
A Figura 2 ilustra o mecanismo proposto. O processo de
inativagcdo de L-1 inicia-se com a oxida¢do da fenidona a um
cation-radical (F*)’!. Este cation-radical (F*) ou outras espé-
cies radicalares (F") geradas pela atividade peroxidase de L-1
parecem estar envolvidos na inativagdo irreversivel de lipoxi-
genases, entre elas a L-1 (Fig. 2).

Ensaios com agentes redutores tais como o dcido ascérbico e
derivados de tidis (glutationa=GSH; etanotiol=RSH) foram rea-
lizados*?, objetivando analisar o papel das espécies radicalares
no processo de inativagdo de L-1. Os resultados demonstraram
que ocorre reducio dos derivados radicalares (F* ou F*") 4 forma
neutra (F) (Fig. 2). Entretanto, a acfo nucleofilica do dcido
ascoérbico e dos ti6is ndo foi observada com os metabélitos
eletrofilicos da fenidona ja que estudos com fenidona[‘*C] ndo
revelaram a presenca de adutos marcados?’.

A oxidagdo posterior de F* ou F*a 1-fenil-1H-pirazol-3-ol
poderia ocorrer através de diferentes reagdes (Fig. 2). Primei-
ramente, por dismutagdo, gerando fenidona e seu derivado
desidrogenado (Fig. 2, via a) **>. Em segundo lugar, a oxidagio
pela L-1 poderia levar a desidro-fenidona via carbocdtion ou
fon iménio, F* (Fig. 2, via b). Esta espécie poderia formar
liga¢do covalente com a protefna por reacdo com um residuo
nucleofilico de um amino-dcido. Esta hipétese tem suporte
experimental na correlagio linear observada entre a formagdo
de ligagio covalente e a inativagdo da lipoxigenase®’. O papel
do oxigénio na inativacdo da L-1 sugere, finalmente, a possi-
bilidade de oxidac¢do do cétion-radical (F*") a desidro-fenidona
e 0, (via c). Esta dltima espécie (O,™) poderia ser responsd-
vel pela inativagio da L-1 por um mecanismo relacionado a
oxidac¢do da metionina (Fig. 2).

Na tabela 1 estdio descritos os dados fisico-quimicos mais
relevantes, calculados por AMI1, assim como as atividades
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Figura 2. Possivel mecanismo molecular da inativagdo da Lipoxige-
nase de soja (L-1) por 7 e 8 proposto por Cucurou et al.?

farmacoldgicas destes derivados. Os compostos 1-7 (Fig. 3,
Tabela 1) sdo inibidores®® de COx e 5-LO, sendo o derivado
ICI207968 (7)? 0 mais seletivo a nivel de 5-LO. Os compos-
tos 8a-g (Fig. 3, Tabela 1) foram sintetizados no LASSBio*
como provdveis bioisdsteros com atividade antiinflamatéria,

H,N 0, HO
i 2 N"N NN 2 N'N
@l ' 2@ o @
CF;
1 2
[

H n 5
4 s

@igﬁj@:@@;w

Z

0 o] H;C 0,
Oy, Oy ™S+
2 N 4
2o O N

H H N a=Ph  b=p-OMePh

6 1 8 ¢=p-BrPh d=p-CIPh
¢=p-NO,Ph f=2-Piridina
g=2-Pirimidina

Figura 3. Inibidores de 5-LO ¢ COx (1-7 ¢ 8a-g).

apresentando, entretanto, fraca atividade. Os dados da tabela 1
ndo evidenciaram qualquer relagdo entre os momentos de dipolo
ou os potenciais de ionizacdo e a atividade inibitéria. Entretan-
to, as densidades eletronicas (DE) sobre N1 sfio muito diferentes
para os compostos ativos e inativos. Esta diferenca sugere que
altas densidades eletrdnicas sfo desejdveis para a atividade.

As densidades eletronicas de 8a-g parecem insuficientes para
participarem do ciclo redox inibitério. Estes resultados suportam
a hipétese mecanistica mencionada anteriormente e justificam a
fraca atividade observada para os derivados sintéticos da série 8.
Os dados da tabela 1 sugerem, também, que as DEs sobre N2
também sdo muito baixas para participarem do ciclo redox. A
andlise dos dados mostra que existe inversdo de atividade atra-
vés da 5-LO e COx para os compostos 2 (DE N,=0,54) e 3 (DE
N;=0,51), o que parece sugerir que valores menores de DE (3-
7) estdo associados com maior seletividade para 5-LO.

Tabela 1. Densidade eletronica no HOMO (DEyomo), momento de dipolo (i) e potencialde ionizagdo (PI) calculados por AMI e

atividade observada para os compostos 1-8:

DExomo u PI ICsy (UM) (in vitro)®
N(1) N(Q) (D) (eV) LO COx LO/COx

1 0,60 0,20 5,0 8,5 20,00 5 4:1
2 0,58 0,12 1,9 8,4 10,00 3 3:1
2b 0,54 0,32 3,8 9,1 10,00 3 3:1
3 0,51 0,27 4,0 8,8 0,27 13 1:50
4 0,49 0,31 4,1 9,0 0,36 18 1:50
5 0,49 0,29 3,1 9,1 1,80 > 100 1:50
6 0,47 0,30 2,9 9,1 2,40 280 1:100
7 0,45 0,34 2,7 9,2 1,50 > 300 1:200
8a 0,09 0,16 7.5 8,7 - . .
8b 0,08 0,16 4,5 8,8 - - .
8c 0,05 0,07 5,5 9,0 - . .
8d 0,03 0,02 6,0 8,7 - - )
8¢ 0,04 0,07 8.9 9,2 - . .
8f 0,05 0,10 57 8,7 - - .
8g 0,06 0,12 50 8,9 - - }

“Forma enol "Forma cetona “Inibi¢io de leucotrieno By (inibigdo de 5-LO) e prostaglandina E, (inibicio de COx)* YResultados

farmacoldgicos ndo publicados
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Como uma extensdo desta hipétese, uma série de derivados
triazélicos (9a-f) com as caracteristicas estruturais minimas
necessdrias & atividade desejada foram planejados, consideran-
do o perfil farmacolégico procurado*2. Estes compostos, deri-
vados do di-hidro-1,2,3-triazol (9a-f) (Fig. 4, Tabela 2), sdo
andlogos estruturais do BW755¢ (1)* ¢ da fenidona (2) e pos-
suem um segundo anel fenila de forma a potencializar suas
propriedades hidrofébicas e, em consequéncia, aumentar a
seletividade frente 3 5-LO™.

w w X Y A
X 2 H H H OH
%....z L pOH H H OH
3NN ¢ pOH H m-CF3; OH

H Q d O-CH;-0 H H OH

e H H H H

2 i H Me H  OH

Figura 4. Inibidores propostos 9a-f para a 5-LO (derivados 1,2,3-
triazdlicos).

Tabela 2. Densidade eletr6nica do HOMO (DEyomo), momen-
to de dipolo (u) e potencial de ionizagdo (PI) calculados por
AMI para os compostos 9a-f:

DEgomo n Pl

N(D) N(2) N(@3) D) (V)
9a 0,41 0,26 0,06 2,8 8,9
9b 0,35 0,28 0,09 1,0 8,7
9¢ 0,06 0,26 0,20 1,1 8,9
9d 0,06 0,22 0,07 2,8 8,8
9e 0,43 0,27 0,13 33 8,8
9f 0,45 0,20 0,07 2,4 8,8

O padrdo de substituicio em C5 foi concebido de forma a
permitir estudos mecanfisticos. A tabela 2 descreve os resulta-
dos obtidos para estes compostos pelo método AM1. Conside-
rando a hipdtese descrita acima, que correlaciona a atividade
com a densidade eletronica, espera-se que os derivados 9a, 9e
e 9f se comportem como o composto 7, inibindo seletivamente
a enzima 5-LO. Espera-se, por outro lado, que os compostos
9¢c e 9d sejam inativos.

Foi proposto, ainda, uma segunda série de derivados
heterociclicos baseada nos mesmos critérios farmacolégicos,
os derivados 10a-h (Fig. 5, Tabela 3) 43 A tabela 3 contém
resultados obtidos pelo método AM1. Como os compostos 8a-
g (Tabela 1), as DEs sobre N1 destes derivados sdo muito bai-
xas, impedindo a participag¢do no ciclo redox Fe(I[)/Fe(Ill).
Entretanto, algumas densidades eletrdnicas sobre N2 tem os
valores desejados, o que permite antecipar que o composto 10e
deve agir como um inibidor de ambas as enzimas 5-LO e COx,
sendo seletivo frente a 5-LO. O composto 10a, no qual obser-
vou-se uma baixa densidade eletrdnica sobre N2, deve ser ati-
vo em relagdo a 5-LO mas inativo em relagdo a enzima COx.

Os resultados obtidos nestes estudos*’ antecipam a hipétese
de que a modulagdo da carga residual sobre o dtomo de nitro-
gé€nio heteroaromdtico pode determinar as propriedades
inibidoras sobre COx/5-LO, permitindo o planejamento de
inibidores seletivos de 5-LO. Outrossim, a conjugacdo de pro-
priedades hidrofébicas adequadas, determinard o perfil
farmacocinético que as novas substincias poderdo apresentar,
viabilizando sua avaliagcdo farmacolégica in vivo.
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Figura 5. Inibidores propostos 10a-h para a 5-LO (derivados
pirrdlicos e pirazolicos).

Tabela 3. Densidade eletrénica do HOMO (DEgomo), momen-
to de dipolo (i) e potencial de ionizagcdo (PI) calculados por
AMI para os compostos 10a-h:

DEnowmo " PI

N N(2) X(@3) (D) (eV)
10a 0,04 0,33 0,02 1,1 9,3
10b 0,24 0,19 0,07 2,2 9,3
10c 0,03 0,19 0,02 1,6 8.9
10d 0,05 0,17 0,02 3,2 8,9
10e 0,12 0,43 - 3,7 9,1
10f 0,13 0,02 - 1,3 8,5
10g 0,03 0,02 - 1,7 8,7
10h 0,12 0,02 - 2,2 8,5

Estudo Teérico da Tromboxana A,: Proposta
de uma Conformagao Bioativa

Como mencionado anteriormente, a cicloxigenase (COx),
também conhecida como prostaglandina endoperdxido sintase
(PGHS), ¢é responsdvel pela ciclizagdo-oxidativa do 4cido
araquidoénico (AA, 11) a endoperéxido de prostaglandina H;
(PGH,, 12), que € isomerizado pela tromboxana sintase (TXS)
A tromboxana A; (TXA,, 13), uma substincia com meia vida
de 3 minutos nas condicdes fisiolégicas e que se transforma
em tromboxana B, (TXB,, 14), um metabdlito estivel com
pertil biolégico® distinto (Fig. 6).

COH

— X
COH ©

Acido Araquiddnico (11) PGH;(12)
TXS
COH COMH
o |\))/ ..-"'\/l)/
Y, 09
O 1xB, a4 TXAz (13)

Figura 6. Bioformagdo da TXA; (13) e du TXB; (14) a partir do dcido
araquidonico (11).

A TXA; (13) é um vasoconstritor potente no sistema
cardiovascular ¢ um indutor potente da agregacdo plaquetdria
e da reacio de liberagdo plaquetdria no sistema sangiiineo,
atuando a nivel de receptores especificos. O PGH; (12) pos-
sui um perfil farmacoldgico semelhante ao da TXA; (13) com
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propriedades agonisticas no receptor de TXA,*. Nestes siste-
mas biolégicos a TXB; (14) ¢ inativa. O receptor de TXA,
(TP) é comumente referido como receptor de TXA; e PGH,,
uma vez que estes icosandides produzem efeitos biol6gicos se-
melhantes. De fato, andlogos estdveis do endoper6xido natural
PGH; (12), tais como U-46609 (15) e U-46619 (16) (Fig. 7),
mimetizam os efeitos da TXA,* (13).

COH COH
@i/:/\/\/ ailN A
N @\/\/\/\/
OH %H
U-46609 U-46619
(15) (16)

Figura 7. Estrutura dos prostandides U-46609 (15) e U-46619 (16),
andlogos estdveis de PGH, (12) e TXA, (13).

Recentemente, a seqiiéncia de aminoécidos do receptor TP
humano foi deduzida a partir da seqiiéncia de nucleotideos do
clone de cDNA que o codifica, utilizando-se tecido de placenta
humana e de um clone parcial, obtido a partir de uma cultura
de células leucémicas megacariociticas humanas™®. Acredita-se
que o receptor TP pertenga a familia de receptores acoplados a
proteina-G (GPCR) por apresentar sete dominios transmem-
brénicos, uma caracteristica dos GPCR, ¢ uma significativa
homologia sequencial com o receptor de rodopsina, um mem-
bro desta familia®"®.

Estes conhecimentos permitiram que o receptor de TXA,
fosse modelado®® por mecinica molecular, com base em sua
seqiiéncia de aminodcidos e na estrutura tridimensional da bac-
teriorodopsina, obtida por criomicroscopia eletrénica. Esta
enzima também contém sete segmentos transmembranicos, mas
como apresenta pouca homologia seqiiencial com a rodopsina®®,
o modelo gerado deve ser usado com cautela, na falta da estru-
tura cristalografica.

O sitio do receptor assim modelado apresenta dois residuos
de aminoacidos, Arg295 e Ser201, separados por uma regido
hidrofébica. A Arg295 parece interagir com a carboxila termi-
nal da TXA,* (13) De fato, o ajuste da TXA, (13) ao receptor
modelado permite identificar as interagbes entre o grupamento
4cido carboxilico terminal da TXA, (13) e o residuo de Arg295,
e entre a hidroxila alflica em C-15 e o residuo de Ser201. Estes
estudos, porém, ndo indicaram nenhuma intera¢do envolvendo
os dtomos de oxigénio do sistema bis-oxabiciclo[3.1.1]-heptano
¢ outros resfduos de aminodcido do receptor (Fig. 8).

A estrutura da TXB; (14) (Fig. 6), o metabdlito estdvel da
TXA; (13) que ndo possui propriedades agregantes plaquetdrias,
determinada por difragdo de raios-X*’, mostrou duas formas de
cristalizacdo, denominadas o e B (Fig. 9, a e b) de conforma-
¢do semelhante, exceto quanto & orientacdo das cadeias o®,
com a func¢do 4cido carboxilico terminal orientada em diregdes
opostas. Neste estudo, foi sugerido que a estrutura da TXB,
(14) pode ser comparada com a da TXA; (13) porque, apesar
da TXB, (14) ser inativa a nivel das plaquetas, a preferéncia
de ligacdo dos anéis endociclicos sdo suficientemente diferen-
tes para assegurar um reconhecimento molecular distinto entre
estes dois prostanéides’.

O estudo de diversos agonistas e antagonistas do receptor
de TXA;, (13) por FTIR em solugdo diluida de CCly, mostrou
a formacdo de ligag8o hidrogénio intramolecular em muitos
deles™%, Por exemplo, o composto U-46619 (16) (Fig. 7), um
conhecido eficiente agonista do receptor TP, apresenta 80%
das suas moléculas na conformacgdo estabilizada por ligagdo
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Sitio de interacio
por ligacdo hidrogénio

Sitio de interacéo
ndo ligante (?)

Sitio de interaco
por ligag3o ibnica

Figura 8. Representa¢do esquemdtica do sitio receptor da tromboxana
AxTXA; 13), a partir do receptor TP modelado por Yamamoto et
al.”®, demonstrando a interagdo entre o receptor TP ¢ a TXA; (13).

Figura 9. Estruturas cristalogrdficas o (¢) ¢ B (b) da TXB; (14)7.

hidrogénio intramolecular entre a carboxila e a hidroxila, for-
mando um macrociclo de quinze membros, relativamente rigi-
do®. Nestes estudos, o CCls foi usado como solvente porque
sua constante dielétrica (¢=2,23 a 25°C) é semelhante i encon-
trada no interior das protefnas. Os autores concluiram que
embora a conformagéio predominante nio deva ser a bioativa,
porque compromete a func¢@o carboxila, considerada um
farmacoforo importante para as atividades agonista e antago-
nista, esta ndo deve diferir muito daquela determinada em
CCl14°*%. Este tipo de argumento ndo considera, entretanto, que
0 microambiente em que o agonista ou o antagonista interagem
no receptor, isto €, o sitio receptor, é formado por residuos de
aminoécidos diversos, que podem inclusive atuar como doado-
res ou aceptores em ligacdes hidrogénio, alterando a confor-
magdo da molécula. Este microambiente, portanto, nio &
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perfeitamente mimetizado por um solvente apolar incapaz de
interagir com a molécula por ligagdes hidrogénio.

Pelo contrdrio, é razodvel supor que compostos contendo,
simultaneamente, grupos doadores e aceptores de hidrogénio,
diluidos em solventes apolares, formem, preferencialmente, li-
gacdes hidrogénio intramoleculares, desde que a geometria
molecular o permita, e o fator entrépico nio seja desfavordvel.
De qualquer forma, como salientado no préprio trabalho™®, o
estudo conformacional da TXA; (13) em solugdo diluida de
CCly pode ser iitil como subsidio para a modelagem da confor-
macdo através de cdlculos teéricos, usualmente realizados com
a molécula isolada, simulando o vicuo (e=1) ¥,

Ezumi e al.*' também estudaram por mecanica molecular ¢
orbitais moleculares (MNDO) a TXA; (13) e o composto U-
46619 (16) dentre outros compostos, € assumiram que a con-
formagdo bioativa ndo deve diferir muito das conformagdes
mais estdveis no estado gasoso. Estes autores propuseram duas
conformagdes bioativas para estes dois prostandides, uma en-
volvendo ligacdo hidrogénio intramolecular, semelhante a en-
contrada em CCl,, e outra, mantendo basicamente a geometria
anterior, porém, com a carboxila do dcido terminal e a hidroxila
em C-15, opostamente orientadas®!,

Recentemente, foi proposto por mecanica molecular e
orbitais moleculares um modelo espacial do sitio farmacoférico
do receptor de tromboxana A;®2, com base no estudo das con-
formagdes mais estiveis de cinco conhecidos antagonistas de
receptor de TXA;.

Nossos resultados sobre a andlise conformacional da TXA,
(13) pelo método AM 144436364 congeguiram classificar as con-
formagdes obtidas para a TXA; (13) em dois grupos distintos.
Um, representado pela conformagdo 1 (Fig. 10, a), onde ocorre
formacdo de ligagdo hidrogénio intramolecular, como no caso
do analogo U-46619 (16)°*%! e o outro, representado pela
conformacdo 2 (Fig. 10, b), na qual as cadeias o e ©** estdo
relativamente afastadas e, tanto a carboxila do 4cido terminal
como a hidroxila em C-15 estdo orientadas em dire¢des opos-
tas, porém distintas daquelas propostas por Ezumi et al.®.

Estes resultados foram obtidos a partir de um estudo de
sobreposi¢io molecular, no qual foram considerados o 4dtomo

© H

& C

®) *‘X, | o

Figura 10. Conformagdes | (a) e 2 (b) da TXA; (13) obtidas por AMI®.

306

de carbono C-1 da carboxila terminal, um dos dtomos de oxi-
génio do anel endoperéxido ligado em C-9, e o dtomo de oxi-
génio da hidroxila em C-15 da estrutura da TXA, (13) (Fig. 6),
para a sobreposi¢io dos pares de conformagdes em andlise.

As conformacdes 1 e 2 da TXA, (13), selecionadas por re-
presentarem conformacdes distintas, foram sobrepostas, entdo,
as conformagdes o e B da TXB, (14) obtidas por difragdo de
raios-X*’. As sobreposi¢bes da conformacio o da TXB, (14)
com as conformacgdes 1 e 2 da TXA, (13) apresentaram desvi-
os médios de 3,3 e 0,8 A, respectivamente, enquanto que as
sobreposi¢des da conformagdo B da TXB;, (14) com as confor-
macgdes 1 € 2 da TXA; (13) apresentaram, desvios médios de
2,7¢0,6 A, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Sobreposi¢do das conformagdes o ¢ § da TXB; (14)
(por raios-X*") com as conformacgdes 1 e 2 da TXA, (13) (por
AM1%), relacionando os desvios médios obtidos pelo
pareamento de trés dtomos de cada estrutura:

Conformagdes sobrepostas Desvio médio (A) da distancia

TXB, TXA, entre 3 pares de dtomos
a 1 33
a 2 0,8
1 2,7
b 2 0,6

Assim, as sobreposi¢es obtidas com os melhores niveis de
similaridade conformacional, ocorreram entre as conformagdes
o ou B da TXB, (14) e a conformagdo 2 da TXA, (13). Cabe
ressaltar que a TXB, (14) ndo apresenta atividade a nivel de
receptor de TXA; (13) e, portanto, a melhor sobreposicdo po-
deria ser desfavordvel para a conformagio 2 da TXA, (13).
Entretanto, observando-se melhor a estrutura da TXB,, pode-
se notar que o sistema oxaciclico apresenta duas hidroxilas,
conferindo elevada hidrofilia a esta regido da molécula, distin-
tamente ao que ocorre na TXA; (13). Como conseqiiéncia, este
autacéide ndio deve ser reconhecido pelo receptor TP, muito
provavelmente, devido a esta diferenga de cardter lipofilico ao
nivel da sub-unidade estrutural complementar ao sftio hidrofd-
bico estereo-exigente do receptor TP®? e ndo porque apresen-
taria uma conformagao inadequada.

Os resultados destes estudos indicam que a conformagio 2
pode representar a conformagéo bioativa da TXA; (13), possu-
indo como referéncia, uma conformacio similar da TXB, (14),
no estado sélido, podendo ser entdo utilizada como modelo
farmacoférico no planejamento de novos antagonistas de
rceptor TP*63,

Estudos de Nova Classe de Antagonistas do PAF
Baseados no Sistema Protétipo Biciclo[3.3.0]-2-oxaoctano,
como Iséstero Ciclico

O fator de ativagdo plaquetdria (PAF, 17) é um mediador
celular que foi inicialmente identificado como um estimulante
da agregagio plaquetdria® e como agente hipotensivo®. Poste-
riormente, foi reconhecido como ativador dos leucécitos
polimorfonucleares, mongcitos e macréfagos67 e como estimu-
lante do aumento da permeabilidade vascular®®, da broncocons-
trigdo e do choque circulatério®, Estes efeitos fisiolégicos es-
tdo relacionados a uma série de estados patolégicos, tais como
a asma, isquemias cerebral, renal e do miocdrdio, ulceragdo
géstrica, psoriase e choque endotéxico®.

O composto 17 € um fosfolipideo de estrutura geral 1-O-
alquil-2-acetil-sn-gliceril-3-fosfocolina” (Fig. 11), possuindo
predominantemente, nos neutr6filos humanos, grupamentos
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O-alquila lineares com 16 ¢ 18 4tomos de carbono’!. O (R)l-
enantidmero é consideravelmente mais ativo do que o (S)7 .
Sua bioformagio ocorre na membrana celular em consequéncia

de diversos estimulos fisicos e quimicos externos.

Ha o. ,0
P oo,
A

(CH2)0
G " \O/T\o CH,
13
OY

CHs

Figura 11. Estrutura do PAF (17), n = 15 ou 17.

Receptores especificos presentes na membrana citoplasmd-
tica de células-alvo, incluindo plaquetas, macréfagos, neutréfi-
los, leucécitos, eosinéfilos, entre outros, atuam como mediado-
res das agdes de 1772 Ap6s a clonagem e a determinagdo de
sua sequéncia primdria, o receptor do PAF (PAFr) foi identifi-
cado como membro da familia dos receptores celulares
acoplados a proteinas G™. Todavia, sua estrutura tridimensio-
nal permanece desconhecida.

Tentativas foram feitas para modelar o PAFr'™ ", mas os
modelos resultantes ainda sdo muito imprecisos para explicar
as sutis exigéncias estruturais que resultam em elevada afini-
dade de seus agonistas € antagonistas’®, Um modelo mais es-
pecifico de receptor’® foi desenvolvido usando a técnica de
Monte Carlo “Salto de Boltzmann” para explicar o binding da
classe de antagonistas heterociclicos de nitrogénio-sp.

Mais recentemente foi proposto, por Bures et al.”?, um mapa
farmacoférico (Fig. 12) para antagonistas do PAF (PAFant),
desenvolvido a partir da estrutura tridimensional de cinco an-
tagonistas potentes conhecidos de 17, de acordo com o concei-
to de Farmer de um ligante com trés sitios para uma alta afi-
nidade antagonista-receptor®,

74,75

Regiéo hidrofébica

N~ 8.8-11.2
N aromatico

Aceptor de ligagdo H

Figura 12. Mapa farmacoforico para antagonistas do PAF 77

A primeira classe desenvolvida de PAFant foi a dos antago-
nistas com nitrogénio quaterndrio, estruturalmente relaciona-
dos a 17%, representados esquematicamente na Fig. 13,

Figura 13. Representag¢do esquemdtica dos antagonistas do PAF
denitrogénio quaterndrio: X representa um isdstero de fosfato e
Y representu um isistero de éster™.

No 4mbito dos interesses de pesquisas do LASSBio, particu-
larmente a descoberta de novos compostos protétipos tteis no
tratamento de patologias trombéticas, decidimos desenvolver
uma nova classe de derivados PAFant possuindo o sistema
biciclo[3.3.0]-2-oxaoctano (18a-d) como anélogos estruturais de
17 conformacionalmente restritos (Fig. 14)7**!, Estas estruturas
foram propostas supondo-se que a interagdo antagonista-PAFr é
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Figura 14. Estruturas diasterevisoméricas dos antagonistas (18a-d)
de 17 propostos como andlogos conformacionalmente restritos, base-
ados no biciclo[3.3.0]-2-0xaoctano.

principalmente de natureza entrépica, como tem sido sugerido
para outros sistemas®®3, A reducdo da flexibilidade molecular
apresentada pelo sistema biciclico em relagdo ao esqueleto de
glicerol de 17 resultaria em uma menor penalidade entrépica
paga pelo antagonista ao se ligar ao receptor, compensando,
pelo menos em parte, uma variagdo menos favordvel na entalpia
do processo“.

Os estudos de modelagem molecular destas substancias vi-
saram definir, dentre os diastereoisoméros passiveis de sintese
a partir do biciclo[3.3.0]-2-oxaoctano (i.e. 18a-d), o isdmero
com maior similaridade estrutural com o agonista. Os célculos
foram executados com o Hamiltoniano AM1 do programa de
orbitais moleculares semi-empiricos MOPAC 6.0% em uma
estagdo de trabalho IBM RISC System/60007%7%, Como as es-
truturas descritas sdo compostas das mesmas unidades bdsicas,
empregamos como estratégia para economizar tempo de mé-
quina a subdivisdo das estruturas previamente otimizadas em 3
fragmentos (Fig. 15). Cada angulo de tor¢do do fragmento B
foi varrido isoladamente entre 0° e 360° por incrementos de
20°. As estruturas de energia minima encontradas nestas super-
ficies parciais de energia potencial (SEP) foram totalmente
caracterizadas por suas matrizes de Hess.

fragmento A fragmento B fragmento C

ATy .
Q MGE%O %)’éﬁ.@ v

OR
[

Figura 15. Representagdo esquemdtica do procedimento de modela-
gem molecular usado para definir as estruturas de energia minima.
Os dngulos diedros em destaque foram avaliados conforme descrito
no texto. A estrutura recomposta representada corresponde ao
diastereoisoméro 18c.

Os fragmentos de menor energia assim identificados foram
recompostos nas estruturas originais (18a-d) e os Angulos ao
redor das ligacdes de jungdo foram avaliados independente-
mente entre 0° e 360° por incrementos de 30°. Uma completa
relaxagcdo da geometria foi permitida nesta etapa e nio foi
observada nenhuma alteragdo significativa nos valores iniciais
dos angulos de tor¢do previamente pesquisados. As estruturas
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de menor energia assim obtidas foram completamente
reotimizadas (método BFGS**%) adotando-se uma norma de
gradiente menor do que 0.1 kcal/(A ou rad). Estas estruturas
foram inequivocamente caracterizadas como minimos de ener-
gia pela andlise de suas respectivas matrizes de Hess.

Inicialmente, examinamos os derivados metilicos dos anta-
gonistas propostos (18a-d, R=CH3). Para se avaliar as estrutu-
ras obtidas, utilizamos o mapa farmacoférico desenvolvido por
Bures et al.” para antagonistas de 17 (Fig. 12). Para compara-
¢do das estruturas 18 com o mapa da Fig. 12, escolhemos o
grupamento metila como o equivalente da “regido hidrofébica”
do sitio receptor; o dtomo de oxigénio do sistema biciclico
como o aceptor de ligagdo hidrogé€nio, e o dtomo de nitrogénio
piridinico como o N-aromético. Apesar dos dtomos de nitrogé-
nio das estruturas dos antagonistas envolvidos na geragdo do
mapa farmacoférico ndo possuirem carga positiva permanente,
como nos antagonistas que propusemos, Bures et al. sugerem
que estes dtomos podem estar na forma protonada ao interagir
com o receptor’’. Os resultados obtidos para (18a-d, R=CH3)
encontram-se resumidos na tabela 5, juntamente com os calo-
res de formacdo calculados (AHy).

Tabela 5. Dados de distancia e calor de formagdo (DHy) para
os derivados metilicos dos antagonistas propostos (18a-d,
R=Me). Para defini¢io do cédigo dos antagonistas, veja a Fig.
14. N-R representa a distdncia N aromaético-regido hidrofébica,
X-R, a distancia aceptor de ligagdo H-regido hidrofébica e N-
X, a distdncia N aromdtico-aceptor de ligagﬁo H. Os nimeros
em negrito estio de acordo com o modelo”’.

Estrutura 18a 18b 18¢ 18d
N - R (A) 11,8 9,3 7.2 7.5
X - R (A) 3,1 5,7 4,4 53
N - X (A) 93 8,1 8,9 8,4

AH; (kcal/mol)  -289,5 -287,5 290,54  -289,84

A andlise da tabela 5 indica que as quatro estruturas tém
energias semelhantes, o que sugere que estas sdo principal-
mente dependentes de interagdes de curta distancia. Pode-se
observar que nenhum dos derivados metilados dos antagonistas
propostos 18a-d encaixa-se completamente no mapa
farmacoférico. No caso dos derivados 18b e 18d, a substitui-
¢d0 da cadeia a na posi¢do 3 do sistema biciclico coloca o
dtomo de nitrogénio aromdtico muito préximo do aceptor de
ligacdo hidrogénio. Por outro lado, as dificuldades do ajuste
das estruturas 18a e 18c ao mapa localizam-se em ambas as
distncias que envolvem a “regido hidrofébica”. Como estas

distédncias podem, em principio, ser otimizadas pelo aumento
da cadeia alquflica, decidimos avaliar o efeito da presenga de
cadeias mais longas nas estruturas 18a e 18¢, buscando
maximizar seus padrdes de ajuste ao modelo farmacoférico.

As conformag¢des mais estendidas de quatro diferentes ca-
deias alquilicas (alila, propila, butila e hexila) foram substitu-
idas no fragmento C. Apés otimizagdo, estes novos fragmentos
foram ancorados aos fragmentos A e B e o &ngulo de torgdo
das liga¢des de juncdo avaliado como antes. As estruturas de
menor energia tiveram suas geometrias otimizadas e caracteri-
zadas de acordo com os critérios adotados anteriormente. Os
resultados encontram-se na tabela 6. As distincias entre o ni-
trogénio aromdtico e¢ o aceptor de ligagdo de hidrogénio,
naturalmente, permanecem de acordo com o modelo. Duas re-
feréncias diferentes podem agora ser adotadas para se avaliar
as distdncias que envolvem a cadeia alquilica: o seu limite
superior (adotando o dtomo de carbono mais distante) ou o seu
“centro de massa” (adotando a distancia média entre os dtomos
de carbono mais préximo e mais distante). Adotando-se como
referéncia o “centro de massa” da cadeia alquilica, o derivado
hexilico (18a, R=hex) se encaixa ao modelo. Nos derivados
18¢c, a configuragdo relativa cis das cadeias o e B coloca o
nitrogénio aromdtico e a regido hidrofébica préximos demais,
prejudicando seu ajuste ao modelo farmacoférico.

Quando consideramos para comparacio o limite superior da
cadeia alquilica, os derivados 18¢ também nio se ajustam ao
mapa farmacoférico, mas, agora, praticamente todos os deriva-
dos 18a se ajustam. A distincia entre o aceptor de ligagdo
hidrogénio e a regido hidrofébica do derivado alilico de 18a
estd ligeiramente abaixo do valor minimo (5,1 A correspon-
dente no mapa; no derivado hexilico, esta distincia é maior
(10,69 A) do que o valor mdximo correspondente do mapa (8,5
A), mas esta distancia reflete apenas os limite superior das
estruturas modeladas. O PAFr deve provavelmente aceitar ca-
deias alquilicas maiores, jd que a “regido hidrofébica” presente
em 17 € bastante longa.

Estes resultados subsidiaram a sintese de derivados estrutu-
ralmente relacionados com 18a, ora em andamento no
LASSBio®.

CONCLUSOES

O uso integrado de conhecimentos tedricos e experimentais,
multidisciplinares, no estudo de problemas de interesse biol6-
gico incluiu, recentemente, a modelagem molecular assistida
por computadores (CAMM “computer-assisted molecular
modeling” ou CADD “computer-aided drug design”, Fig. 16).
Metodologias tais como 3D-QSARY!, técnicas de quimica
combinatéria’>®?, esta representando fontes de novo de estrutu-
ras-protétipo de um ligante enzimético seletivo e antagonistas/

Tabela 6. Dados de distdncia e calor de formagdo (DHy) para os derivados de cadeia longa dos antagonistas propostos (18a) e
(18c¢). Para definig¢do do cédigo dos antagonistas, veja a Fig. 14. N-R representa a distdncia N aromadtico-regiio hidrofébica, X-R,
a distancia aceptor de ligagdo H-regido hidrofébica e N-X, a distdncia N aromético-aceptor de ligacdo H. CM representa centro de
massa e LS, o limite superior. Os nimeros em negrito estdao de acordo com o modelo’”.

R alila propila butila hexila
distancia 18a 18¢c 18a 18¢c 18a 18¢c 18a 18¢
N-R (CM) 12,89 7,45 12,92 7,52 13,50 7,74 14,64 8,51
N-R (LS) 13,94 7,77 13,99 7.86 15,17 8,33 17,44 9,81
X-R (CM) 3,97 5,67 4,09 5,68 4,78 6,34 5,95 7,57
X-R (LS) 4,96 6,89 5,10 6,90 6,50 8,24 8,83 10,69
N-X 9,34 8,86 9,25 8,87 9,24 8,88 9,25 8,88
AH; (kcal/mol) -269,3 2714 -301,9 -302,9 -308,7 -309,7 -322,4 -323.4
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agonistas de bioreceptores, dentre outras técnicas computacio-
nais, representam estratégias modernas, essenciais ao planeja-
mento racional de farmacos baseados na estrutura’. Estas no-
vas metodologias sdo capazes de viabilizar a descoberta racio-
nal de drogas, baseada no paradigma de similaridade e com-
plementaridade molecular, hoje empregado universalmente em
laboratérios de pesquisa das inddstrias farmacéuticas para aces-
so a novos farmacos eficientes, seletivos e de uso mais seguro.

Geragéo e otimizagéo de Protétipos
por Técnicas Computacionals em 3D

Baseada na Estrutura
Enzima / Receptor

Desenho De Novo

Desenho Automatizado

Dirigido ao Sitio Ativo
Recursos Computacionais
de Modelagem Molecular

Figura 16. Geragdo de compostos-protétipos por técnicas de modela-
gem molecular.

Baseado no Ligante
Flexibilidade Conformacional

Geﬁnicio do FarmacofortD

\&__/

Base de Dados Publicas
como Fonte &
de Idéias Pessoais

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem as bolsas de pés-graduacdo de CRR
(e-mail; rangel@aix143.iq.ufrj.br), MGA (e-mail: magaly@
aix143.iq.ufrj.br) e CMRS (e-mail: mauricio@aix143.iq.ufrj.br)
e de pesquisa de EJB (e-mail: eliezer b@unikey.com.br) e RBA
(e-mail: bicca@iq.ufrj.br) das agéncias financiadoras CNPq e
CAPES. As correspondéncias podem ser enviadas para Eliezer
J. Barreiro, Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substéncias
Bioativas (LASSBio), Faculdade de Farmdicia, UFRJ. CP:
68006, CEP: 21944-390, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Fax (021)
260-2299, (021) 280-1784, ramal: 220.

REFERENCIAS

1. Este trabalho é a contribui¢cdo nimero 15 do LASSBio,
UFRIJ.

2. Cohen, N. C,, Blaney, J. M., Humblet, C., Gund, P. &
Barry, D. C.; J. Med. Chem. 1990, 33, 883.

3. Silverman, R. B.; The organic chemistry of drug design
and drug action. Academic Press, San Diego, 1992.

4. Eliel, E. L., Wien, S. H. & Mander, L. N.; Stereochemistry
of organic compounds. Wiley-Interscience, New York,
1994.

5. Cohen, N. D., Blaney, J. M., Howard, A. E. & Kollman,
P. A.; J. Med. Chem. 1988, 31, 1669.

6. Abraham, D. J. X-ray crystallografy and drug design. In:
Perun, T. J. & Propst, C. L.; (eds) Computer-aided drug
design: methods and applications. Marcel Dekker, New
York, 1989.

7. Boyd, D. B. Compendium of software for molecular
modeling. In: Lipkowitz, K. B. & Boyd, D. B.; (eds)
Reviews in computational chemistry. VCH Pub, New
York, 1990.

QUIMICA NOVA, 20(3) (1997)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
. Hirst, D. A. A Computacional Approach to Chemistry.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

27.

28.

29.
30.

31.
32.
33.

34.

35.

36.

. Martin, Y. C., Bures, M. G. & Willett, P.; Searching

Databases of Three-Dimensional Structures. In: Lipkowitz,
K. B. & Boyd, D. B. (eds) Reviews in computational
chemistry. VCH Pub, New York, 1990.

. Propst, C. L. & Perun, T. J.; Introduction to computer-

aided drug design. In: Perun, T. J. & Propst, C. L. (eds)
Computer-aided drug design: methods and applications.
Marcel Dekker, New York, 1989.

Lipkowitz, K. B. & Boyd, D. B.; (eds) Reviews in
computational chemistry. VCH Pub, New York, 1990.
Fesik, S. W. Approaches to drug design using nuclear
magnetic resonance spectroscopy. In: Perun, T. J. &
Propst, C. L. (eds) Computer-aided drug design: methods
and applications. Marcel Dekker, New York, 1989.
Charretier, E. & Guéron, M.; Biochem. Cell. Biol. 1991,
69, 322.

Burkert, U. & Allinger, N. L.; Molecular mechanics. ACS
Monograph 177. American Chemical Society, Washing-
ton, DC, 1982.

Clark, T.; A handbook of computational chemistry: a
pratical guide to chemical structure and energy calcu-
lations. John Wiley & Sons, Friedrich, 1985.

Brewster, M. E., Pop, E., Huang, M. J. & Bodor, N,;
Heterocycles 1994, 37, 1373.

Boyd, B. D. & Lipkowitz, K. B.; J. Chem. Ed. 1982, 269.

Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1990.

Szabo, A. & Ostlind, N. S.; Modern Quantum Chemistry.
McGraw-Hill, New York, 1989.

Dewar, M. J. S., Zoebisch, E. G., Healy, E. F. & Stewart,
J.J. P J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 3902.

Stewart, J. J. P.; J. Comput. Chem. 1989, 10, 209.
Stewart, J. J. P.; J. Comput. Chem. 1989, 10, 221.
Zheng, Y. J., Merz, K. M.; J. Comp. Chem. 1992, 13,
1151.

Jurema, M. W. & Shields, G. C.; J. Comp. Chem. 1993,
14, 89.

Jurema, M. W., Kirschner, K. N. & Shields, G. C.; J.
Comp. Chem. 1993, 14, 1326.

Almeida, W. B. & O’'Malley, P. J.; J. Mol. Struct.
(Theochem) 1992, 253, 349,

Bofill, J. M. & Comajuan, M.; J. Comp.Chem. 1995, 16,
1326.

Sant’Anna, C. M. R., Alencastro, R. B., Barreiro, E. J. &
Fraga, C. A. M.; J. Mol. Struct. (Theochem) 1995, 340,
193.

Milne, G. W. Nicklaus, M. C., Hoposek, K. M.; J. Mol.
Struct. 1993, 291, 89,

Martin, Y. C. J. Med. Chem. 1992, 35, 2145.

Humblet, C. & Dunbar Ir., J. B.; Ann. Rep. Med. Chem.
1993, 28, 275.

Korolkovas, A. & Burckhalter, J. H.; Essential of medici-
nal chemistry. New York, Wiley-Interscience, 1976.
Fleming, 1. Fronticr orbitals and organic chemical
reactions. Wiley & Sons, London, 1978.

Gund, P., Barry, D. C.,, Blaney, J. M. & Cohen, C.; J.
Med. Chem. 1988, 31, 2230.

Motta Neto, J. D., Zerner, M. C. & Alencastro, R. B,;
Intern. J. Quantum Chem.: Quantum Biol. Symp. 1992,
19, 225.

Campbell, W. B. Lipid-derived autacoids: eicosanoids and
platelet-activating factor. In: Gilman, A. G, Rall, T. W,,
Nies, A. S. & Taylor, P.; (eds) Goodman & Gilman’s the
pharmacological basis of therapeutics. 8" ed. Pergamon
Press, New York, 1990.

Decker, K. Basic mechanisms of the inflammatory
response. In: Sies, H., Flohé, L. & Zimmer, G.; (eds)
Molecular aspects of inflammation. Springer-Verlag,
Berlin, 1991.

309



37.

38.

39.

40.
41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.
53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

310

Ford-Hutchison, A. W., Gressner, M. & Young, R. N
Ann. Rev. Biochem. 1994, 63, 383.

Friedman, B. & Margolskee, D. I.; Lipid Mediators Allerg.
Dis. Respir. Tract 1994, 207.

Robinson, C.; Lipid Mediators Allerg. Dis. Respir. Tract
1994, 1.

Shaw, A. & Krell, R. D.; J. Med. Chem. 1991, 34, 1236.
Kreutner, W. & Siegel, H. Ann. Rep. Med. Chem. 1984,
19, 241.

Rodrigues. C. R.; Tese de Mestrado. Instituto de Quimi-
ca, UFRJ, Brasil, 1994.

Rodrigues, C. R., Alencastro, R. B. & Barreiro, E. J.;
Resumos da 18 Reunido Anual da SBQ, SA-013, Minas
Gerais, Brasil, 1995.

Albuquerque, M. G., Rodrigues, C. R., Alencastro, R. B.
& Barreiro, E. B.; 35" Sanibel Symposium, Florida, USA,
1995.

Albuquerque, M. G., Rodrigues, C. R., Alencastro, R. B.
& Barreiro, E. B.; Int. J. Quantum Chem., Quantum Biol.
Symp. 1995, 22, 181.

Pereira, N. P.; Tese de Mestrado, Instituto de Quimica,
UFRJ, Brasil, 1994.

Cucurou, C., Battioni, J. P, Thang, D. C., Nam, N. H. &
Mansuy, D.; Biochemistry 1991, 30, 8964.

Musser, J. H. & Kreft, A. F. J. Med. Chem. 1992, 35,
2501.

Chasteen, N. D., Grady, K. J., Shorey, I. K., Neden, J. K.,
Riendeau, D. & Percival, M. D.; Biochemistry 1993, 32,
9763.

Schilstra, M. J., Veldink, G. A. & Vliegenthart, F. G
Biochemistry 1994, 33, 3974,

van der Zee, J., Eling, T. E. & Mason, R. P.; Biochemistry
1989, 28, 8363.

Bruneau, P. & Delvare, C.; J. Med. Chem. 1991, 34, 1028.
Cucurou, C., Battioni, J. P., Daniel, R. & Mansuy, D.;
Biochem. Biophys. Acta 1991, 1081, 99.

Harrold, M. W, Grajzl, B., Shin, Y., Romstedt, K. J., Feller,
D. R. & Miller, D. D.; J. Med. Chem. 1988, 31, 1506.
Hirata, M., Hayashi, Y., Ushikubi, F., Yokota, Y.,
Kageyama, R., Nakanishi, S. & Narumiya, S.; Nature
1991, 349, 617.

Yamamoto, Y., Kamiya, K. & Terao, S.; J. Med. Chem.
1993, 36, 820.

Fortier, S., Erman, M. G., Langs, D. A. & DeTitta, G. T.;
Acta. Cryst. B 1980, 36, 1099.

Nos prostanéides, a cadeia que contém a fungio 4cido
carboxilico € denominada de cadeia a e a que contém a
func¢do hidroxila, de cadeia w.

Takasuka, M., Yamakawa, M. & Watanabe, F.; J. Chem.
Soc. Perkin Trans. 11 1989, 1173.

Takasuka, M., Kishi, M. & Yamakawa, M.; J. Med. Chem.
1994, 37, 47.

Ezumi, K., Yamakawa, M. & Narisada, M.; J. Med. Chem.
1990, 33, 1117.

Jin, B. & Hopfinger, A. J.; J. Chem. Inf. Comp. Sci. 1994,
34, 1014.

Albuquerque, M. G.; Tese de Mestrado. Instituto de Qui-
mica, UFRJ, Brasil, 1994.

Albuquerque, M. G., Alencastro, R. B. & Barreiro, E. J.;
Resumos da 18% Reunido Anual da SBQ, SA-10, Minas
Gerais, Brasil, 1995.

Demoupolos, C. A., Pinckard, R. N. & Hanahan, D. J.; J.
Biol. Chem. 1979, 254, 9355.

67.

68.

69.

70.

71.

72.
73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

91.

92.

93.

94.

. Muirhead, E. E., Pitcock, J. A.; Hypertens. J. 1985, 3,

1.

Prescott, S. M., Zimmerman, G. A. & Mclntyre, T. M.; J.
Biol. Chem. 1990, 265, 17381.

McManus, L. M., Pinckard, R. N., Fitzpatrick, F. A.,
O’Rourke, R. A., Crawtord, M. H. & Hanahan, D.; J.
Lab. Invest. 1981, 45, 303.

Whittaker, M. Curr. Op. Therap. Patents. 1992, 2, 583.
Hanahan, D. J., Demoupolos, C. A., Liehr, J. & Pinckard,
R. N.; J. Biol. Chem. 1980, 255, 5514.

Godtroid, J. & Braquet, P.; Trends Pharm. Sci. 1986, 7,
368.

Chao, W. & Olson, M. S.; Biochem. J. 1993, 292, 617.
Nakamura, M., Honda, Z., lzumi, T., Sakanaka, C.,
Mutoh, H., Minami, M., Bito, H., Seyama, Y., Matsumoto,
T., Noma, M. & Shimizu, T.; J. Biol. Chem. 1991, 266,
20400.

Dubost, J. P., Langlois, M. H., Audry, E., Braquet, P.,
Coletter, J. C., Croizet, F. & Dallet, P. In: Braquet, P;
(ed) CRC Handbook of PAF and PAF antagonists. CRC
Press, Boca Raton, Florida, 1991, p261.

Godfroid, J., Dive, G., Lamotte-Brasseur, J., Batt, J. &
Heymans, F.; Lipids 1991, 26, 1162.

Hodgkin, E. E. Miller, A. & Whittaker, M.; J. Comp.-
Aided Mol. Design 1993, 7, 515.

Bures, M. G., Danaher, E., Delazzer, J. & Martin, Y. C;
J. Chem. Inf. Comput. Sci. 1994, 34, 218.

Sant’Anna, C. M. R, Alencastro, R. B., Fraga, C. A. M.,
Barreiro, E. J. & Motta Neto, J. D.; Int. J. Quantum Chem.
1996 (in press).

Sant’Anna, C. M. R, Motta Neto, J. D., Barreiro, E. J. &
Alencastro, R. B.; 35" Sanibel Symposium, Florida, USA,
1995.

Sant’Anna, C. M. R., Fraga, C. A. M., Alencastro, R. B.
& Barreiro, E. 1.; Resumos da 18¢ Reunido Anual da SBQ,
SA-019, Minas Gerais, Brasil, 1995.

Garcia, V. L. & E. J. Barreiro; Abstracts of the 10th In-
ternational Congress of Heterocyclic Chemistry, p. 8,
Waterloo, Canada, 1985.

Campbell, S. F. Quimica Nova 1991, 14, 196.

Miklave, A., Kocjan, D., Mavri, J., Koller, J. & Hadzi,
D.; Biochem. Pharm. 1990, 40, 663.

Wang, S., Milne, G. W. A_, Nicklaus, M. C., Marquez, V.
E., Lee, J. & Blumberg, P. M.; J. Med. Chem. 1994, 37,
1326.

. Stewart, J. J. P.; MOPAC version 6.00, Frank J. Seiler

Research Laboratory, United States Air Force Academy,
Colorado Springs, CO, 1990.

. Broyden, C. G.; J. Inst. Math. Its Appl. 1970, 6, 222.

. Fletcher, R.; Comp. J. 1970, 13, 317.

. Goldtarb, D.; Math. Comput. 1970, 24, 23,

. Shanno, D. F.; Math. Comput. 1970, 24, 647.

. Pecanha, E. P., Fraga, C. A. M. & Barreiro, E. J.; Resu-

mos da 18¢ Reunido Anual da SBQ, QO-014, Minas Ge-
rais, Brasil, 1995.

Kubinyi, H.; (ed) 3D QSAR in drug design: theory,
methods and applications. ESCOM, Leiden 1993,
Gallop, M. A., Barret, R. W., Dower, W. ], Fodor, S. P.
A. & Gordon, E. M.; J. Med. Chem. 1994, 37, 1233.
Martin, E. J., Blaney, J. M., Siani, M. A., Spellmeyer, D.
C., Wong, A. K. & Moos, W. H.; J. Med. Chem. 1995,
38, 1431.

Kubynyi, H.; Pharmazie 1995, 50, 647.

QUIMICA NOVA, 20(3) (1997)





