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RESUMO

Dentro de um projeto de pesquisas que visa o planejamento racional, a sintese e
a avaliacdo farmacoldgica de novos candidatos a inibidores de metaloenzimas
dependentes de zinco, o LASSBio descreveu a sintese e avaliacdo farmacoldgica de
novos derivados N-acilhidrazonicos (1a-44) aromaticos e heteroaromaticos.

Esta série de N-acilidrazonas (NAH’s) que pode atuar como inibidor enzimdtico
de toxidez relativamente baixa, foi estudada através de métodos semiempiricos e da
Teoria do Funcional de Densidade, utilizando as bases BLYP/6-31G** e B3LYP/6-
31G**,

Neste trabalho objetivamos elucidar propriedades moleculares concernentes ao
mecanismo de interacdo de 1a-44 pelas metaloenzimas hidroliticas: enzima conversora
da angiotensina (ACE) e anidrase carbonica (CA). Para tal, as NAH’s foram submetidas
a estudos de correlagdo estruturas-propriedade (SPR) através de métodos
semiempiricos. Os resultados revelam fatores geométricos e eletronicos capazes de
modular esta interacdo e demonstram que as NHA’s sdo capazes de coordenar seletiva e
especificamente o Zn** tetraédrico do sitio enzimdtico modificando a esfera de
coordenagdo deste fon através da formacgdo de quelato.

A estrutura do derivado 2-tienilideno 3,4-metilenedioxibenzoilidrazida-
LASSBi0-294 (C;3H;0N203S) foi determinada por cristalografia de raios-x. Este
composto cristaliza em monoclinico, grupo espacial P21/a com a= 8.9564(3), b=
12.3242(4), ¢=11.0686(4) A, B =91.140(3)° e Z=4. Baseado em estudos tedricos e
nestes dados de cristalografia, para este derivado, propomos, neste trabalho um possivel

mecanismo molecular para a inibi¢do de metaloenzimas Zn-dependentes por NAH’s. O
ix



mecanismo proposto envolve quelacdo do Zn(Il) do sitio ativo enzimdtico através da
substituicio da molécula de dgua coordenada ao metal o que favorece o acesso do
inibidor ao 4tomo de Zn.

Adicionalmente, as energias de interagdo dos complexos formados foram
calculadas e corroboraram para a proposi¢do da formagdo de quelatos. Estes estudos
foram baseados na teoria de “dureza e maciez” de Pearson. Estes resultados podem
auxiliar no planejamento racional de novas moléculas que possam atuar como inibidores

de CA.



ABSTRACT

In an ongoing research program aiming at the discovery of new candidates to
Zn-dependents metalloenzymes inhibitors, the LASSBio previously described the
synthesis and the pharmacological evaluation of new aromatics and heteroaromatics N-
acylhydrazonics derivatives (1a-44).

This series of N-acylhydrazones (NAH’s) derives with might be relatively
nontoxic enzymatic inhibitors was studied with semiempirical and DFT BLYP/6-
31G**, B3LYP/6-31G** methods.

Here we report a invetigation in order to predict information’s concerning the
interaction of 1a-44, by hydrolytic enzymes: angiotensin converting enzyme (ACE) and
carbonic anhydrase (CA). The selected compounds were submitted to studies of
structure-properties relationships (SPR) using semiemprirical methods. These results
rationalize electronics and geometrics factors that modulate binding to CA and shows
that the NAH’s are able to coordinate selectively specific metal ion Zn** tetrahedral of
the enzymatic active site modifying these coordination sphere by the formation of five-
membered chelate ring of Zn?*.

The  structure of the NAH  derivative  2-thienylidene  3,4-
methylenedioxybenzoylhydrazide- LASSBio-294 (Ci3H9N2O3S) was determined by X-
ray crystallography. The compound crystallizes in the monoclinic, P21/a space group
with a= 8.9564(3), b= 12.3242(4), c=11.0686(4) A, f =91.140(3)° and Z=4. Based on
the theoretical studies and crystallographic data for this derivative, we propose, in this

work a possible mechanism for the enzyme inhibition by NAH’s, which involves the

xi



chelation of a Zn(Il) in the enzyme active site with the complete displacement of a
coordinated water to allow access of the inhibitor to the zinc atom. These studies were
based in HSAB principle. These results can aid the rational design of new molecules

that act as metalloenzymes Zn-dependents inhibitors.
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1. INTRODUCAO
1.1-A QUIMICA BIOINORGANICA MEDICINAL

A Quimica Bioinorgédnica tem como caracteristica seu carater multidisciplinar, que
conecta a quimica inorganica, a biologia, a bioquimica e a quimica medicinal (MONGE,
et al., 2000; QUE JR & BANCI, 2002). Este cardter interdisciplinar atinge disciplinas
distintas, como a farmacologia, a biologia molecular, a biologia celular, a ecologia
quimica, a quimica inorganica e a quimica ambiental (FARRELL, 2002).

Os elementos quimicos inorgdnicos desempenham papéis cruciais em processos
bioldgicos, embora se considere que muitos compostos organicos, usados na medicina
como farmacos, ndo possuem mecanismo de ag¢do puramente organico; alguns sdo
ativados ou biotransformados por fons metdlicos incluindo metaloenzimas (MEZ),
outros tém efeito direto ou indireto de ions metalicos no metabolismo (GRAY, 1983;
SADLER, 1991).

A Quimica Bioinorgénica estuda as fung¢des, metabolismo e aplicagdes de fons
inorgdnicos e seus complexos em sistemas bioldgicos, correlacionando a atividade
bioldgica apresentada por um sistema inorganico com suas caracteristicas estruturais e
eletronicas (BRODERICK, 2003). Esta focada em dois objetivos principais:

- o estudo de elementos inorganicos de ocorréncia natural em sistemas bioldgicos e
- a introdug¢do de metais(do grego “metallon” = minas, minerais) em sistemas
bioldgicos através da utilizacdo de metalofarmacos (LIPPARD & BERG, 1994;

WILLIAMS, 1990, *).

* Aspectos assessorios, porém relevantes, na Quimica Bioinorganica Medicinal incluem o estudo dos
elementos inorginicos em nutricdo e sua toxicidade, incluindo as trajetdrias pelas quais estes fons,
enquanto toxinas, superam os sistemas naturais de defesa e intervengdo farmacéutica. Estes aspectos

transcendem o escopo deste trabalho.



A Quimica Bioinorganica Medicinal se desenha como nova e importante parte da
quimica contribuindo para o desenho de novos agentes terapéuticos conforme ilustrado

na Figura 1(TAKANO et al., 2001).

Agentes para diagndsticos ex.

Elementos essenciais
Ba, I.

Sunlementos minerais /

\
QUIMICA BIOINORGANICA

Terapia de MEDICINAL: TRAJETORIA DOS Im.b ldo.res
~ : enzimaticos
—— ELEMENTOS, CONTROLE DE TOXIDEZ.
Agentes Radiofdrmacos para diagndsticos
terapéuticos
Ex. Li, Pt, Au, Bi. ex. ’Tc

Figura 1- Algumas das principais areas de atuacdo da Quimica Bioinorgénica

Medicinal.

1.2-METALO-BIOMOLECULAS: PROPRIEDADES E FUNCOES

As informagdes disponibilizadas na Figura 2 indicam que os metais essenciais
em biologia sdo relativamente mais abundantes que os outros. Surge entdo uma
pergunta: Por que a natureza selecionou alguns metais em detrimento de outros? A
atividade bioldgica de um elemento metdlico ¢ ditada por uma combinagdo de sua
abundancia relativa com sua biodisponibilidade. Isto explicaria, por exemplo, a pequena
participacdo do aluminio, que é o metal mais abundante da crosta terrestre, em
processos biolégicos notdveis. O Al, apesar de apresentar uma abundancia relativa
extremamente significativa, s se encontra disponivel na crosta terrestre, nos seus

estados de oxidagdo mais altos na forma de dxidos e hidroxidos insoliveis, no pH



fisiolégico 6-8, o que acarretard na baixa disponibilidade para ser incorporado ao

metabolismo celular (FINNEY & O’HALLORAN, 2003).
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Figura 2 — Diagrama logaritmo das concentragdes relativas (mol/L) dos elementos

quimicos em diferentes ambientes (unidades arbitrarias).Adaptado de B. Mason e C.B.

Moore. 1982. Principles of Geochemistry, 4 ed. Wiley; New York (1982).



Um outro exemplo significante de um metal muito abundante que nio apresentam
funcao bioldégica expressiva € o titanio. Sua utiliza¢do bioldgica € limitada por conta da
dificuldade de solubilizd-lo em seu estado de oxidagcdo mais comum, isto é Ti*".

fons metilicos, enquanto elementos essenciais, funcionam como um componente
isolado ou em associacdo com moléculas organicas, e, muito freqiilentemente, com uma

enzima, tal como pode ser observado na Figura 3.

METALO-BIOMOLECULAS

Protéicas Nao-Protéicas
Enzimas Transporte de: *funcio estrutural
* elétrons e*sistemas fotoquimicos
*Oxirredutases * oxigénio *sistemas de regulacio e
*transferases controle
*hidrolases fatores de transcri¢io
*liases
*jsomerases
eligases

Figura 3 — Fung¢@o dos metais na constitui¢do das metalobiomoléculas.

Os metais apresentam em muitos casos participacdo efetiva na constitui¢do protéica
desempenhando, assim, uma ampla variedade de fun¢des associadas com a manutengdo
da vida:

Transporte e ativagdo de oxigénio

O transporte, fixac@o e estocagem de oxigénio sdo normalmente realizados por
uma proteina que contém ferro (hemoglobina, mioglobina, hemeritrinas) ou cobre
(hemocianina). A ativag@o consiste na alteragdo da estrutura eletrdnica e da reatividade

do O,, induzida pelo metal, fundamentalmente para possibilitar a utilizacdo do oxigénio



pelos sistemas bioldgicos (SOLOMON et al., 2000).

Nestas proteinas um equilibrio € alcancado através da ligacao da molécula de O,
com o atomo central de ferro ou cobre, sem passar por transferéncia eletrénica
irreversivel ou redox, levando a clivagem e oxidagdo quimica concomitante da ligacdo
O — O. Na hemoglobina e mioglobina o sitio de ligacao de oxigénio é um complexo Fe
— porfirina que sofre mudancas estruturais para ligar O, que pode ser observado na
Figura 4. A hemocianina é encontrada em alguns moluscos e artrépodes (SOLOMON et

al., 2000).

Figura 4 — Estrutura da hemoglobina: o sitio de ligacdo de oxigénio é um complexo

Fe-porfirina.

O N, também € transportado e fixado por proteinas que contenham em seu sitio
ativo, Mb, Fe ou V e o CO; por enzimas que contenham Fe ou Ni.
Transporte de elétrons

fons metdlicos em diferentes estados de oxidacdo Fe(Il)/Fe(Ill) (Figura 5),
Cu(I)/Cu(1l), Mo(IV)/Mo(V)/Mo(VI) sdo utilizados pelos organismos vivos para o

transporte de elétrons. Por exemplo, a transferéncia € efetuada de um agente redutor



para um oxidante (KHANDELWAL et al., 1987).
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Figura 5 — Cluster de Fe da Ferredoxina.

Funcgdo estrutural dos ions metdlicos

Muitas familias de proteinas que regulam a expressdo genética contém o fon
Zn**. As MEZ sdo uma subclasse de metaloproteinas que realizam fungdes cataliticas
especificas. O componente metilico de uma metaloenzima pode manter a integridade
estrutural da proteina; ligar-se ao substrato, co-enzima ou ambos na estrutura enzimatica
ou participar das reagdes cataliticas e sofrer reduc@o ou oxidagdo durante reacdes de
transferéncia de elétrons (HELLINGA, 1998).

A Tabela 1 resume algumas reagdes catalisadas por MEZ agrupadas por suas
fungdes. Dentro de cada categoria existem muitos centros metédlicos chaves que podem
catalisar a transformacdo quimica necessdria. A razdo desta diversidade de metais é

justificada pela histéria da evolucdo humana e também pela biodisponibilidade

(CHRISTIANSON, 1997).



Tabela 1 — Alguns exemplos de catélise enzimatica especifica promovida por fons

metalicos.

Molécula reagente fon metilico Enzimas
Glicose, ribose Coem B> Rearranjos estruturais
CO,, H,O Zn Anidrase carbonica
Esteres de fosfato Zn Fosfatases alcalinas

Fe, Mn Fosfatase acida
N, Mo, Fe Nitrogenase
NO5 Mo Nitrato redutase
SO Mo Sulfato redutase
CH4, H, Ni, Fe Metanogenesi
0, _p HO Fe Citocromo oxidase

Cu Lacase

Insercdo de O Fe Citocromo P-450
SO32" NOy Fe Redutases
H,O —p O, Mn Geracao de oxigénio em plantas
H,O,/CI, T Fe, Se Catalase, peroxidase
H,O/urea Ni Urease

1.2.1-FUNCOES CATALITICAS DOS IONS METALICOS.

MEZ hidroliticas: estas proteinas catalisam a adi¢cdo ou remog¢do de elementos da H,O
para a molécula de substrato (CAMERON & BAIRD, 2001): e.g. a carboxipeptidase e a
anidrase carbdnica que catalisam a hidrélise do 4cido carbdnico e apresentam em seu
sitio ativo Zn”*. Nestas enzimas, o fon metalico atua promovendo a diminuicio do pKa
da 4gua coordenada a ele através de dtomos de oxigénio, visto que, zinco divalente ndo
estd prontamente disponivel a realizacdo de processos redox (CAMERON & BAIRD,
2001).

MEZ protetoras: enzimas que catalisam reacdes que envolvem oxidacio ou redugdo
do substrato. Estas reagcdes estdo geralmente relacionadas a um processo redox de 2

elétrons: e.g. a catalase e a superdxido dismutase (GRAY, 2003).



MEZ desidrogenases: Nos processos redox de 2 elétrons, os sitios cataliticos
enzimdticos geralmente sdo dinucleares e estes centros metdlicos funcionam como
cofatores mediando transferéncia eletronica.

A desidrogenacgdo constitui um outro processo redox de 2 elétrons. A remog¢ado
de dois elétrons e dois prétons é equivalente a perda de uma molécula de H, do
substrato: e.g. a dlcool desidrogenase do figado, que apresenta no seu sitio ativo Zn** e
catalisa a formacdo de acetaldeido a partir de dlcool. Desidrogenases sdo sistemas
complexos que geralmente envolvem “clusters” Fe-S e Ni (MASON et al., 2003).

MEZ envolvidas na formacido de nucleotideos: as células contém uma quantidade
muito pequena de desoxinucleotideos, os blocos para constru¢do do DNA. Para iniciar a
replicagdo, ribonucleotideos s@o primeiro reduzidos a deoxiribonucleotideos por uma
enzima desta classe de MEZ chamadas ribonucleotideos redutases (RDR), que removem
atomos de oxigénio do substrato, sendo assim responsdveis pelo primeiro passo na

biossintese do DNA, conforme o Esquema 1 (MASON & MOORE; 1982). A

ribonucleotideo oxidase (RDO) torna esta reacao reversivel.

““‘”H20> ioj Base  RDR “Hy 0 Base

OH OH RDO OH H

Ribose Deoxiribose
Esquema 1.

MEZ envolvidas na biossintese de DNA também apresentam sitios cataliticos
com a presenca de centros metdlicos dinucleares, os quais supdem-se apresentarem
funcdo inicial de geradores de radicais e logo apds reducdo atuarem como regeneradores

destes radicais (MASON & MOORE; 1982).



MEZ envolvidas em isomerizacdo: muitas transformacdes bioldgicas ndo envolvem
nenhuma mudanca no estado de oxidacdo do substrato, mas apenas rearranjos, e.g.,
glicose isomerase - que converte D-glucose em D-frutose (Esquema 2) e a aconitase,
que converte o citrato a isocitrato no ciclo de Krebs (dcido tricarboxilico). Esta enzima é
ativada pela adi¢do de ferro como agente redutor. Mudangas no carbono 1,2 necessitam

do cofator B-12 (este cofator é um complexo alquil cobalto IIT). (GRAY, 2003).

O O
\
o O
O
O —_—
O e O
i O
Q0
0 O
D-glucose D-frutose
Esquema 2.

Freqiientemente, enzimas que necessitem da vitamina B12 ou seus derivados como
cofator utilizam radicais livres presentes no meio extracelular para, através de clivagem
homolitica da ligacdo Co-C, obterem energia para realizarem catélise.

MEZ fixadoras de nitrogénio: enzimas que catalisam a reducdo de NOjs (nitrato) a
NO; (nitrito) para absorc@o de N, pelas plantas verdes, apresentam molibdénio no sitio
ativo (ZHANG & LIPPARD, 2003).

MEZ que atuam na fotossintese: os fotocomplexos PSI (fotossistema I) e PSII
(fotossistema II) envolvidos na catdlise da redugdo de oxigénio e uma molécula de 4gua
apresentam em seus sitios ativos cobre e ferro. Nos processos redox que envolvem
muitos elétrons os fons metdlicos através, de movimentagdo eletrdnica, geram energia

para criar um gradiente eletroquimico de prétons através da membrana celular. Este



z N

gradiente é convertido a energia quimica, usando a fosforilagio de ADP a ATP e,
finalmente, esta energia impulsiona processos redox (ZHANG & LIPPARD, 2003).
Em moléculas ndo-proteicas, as principais funcdes dos fons metélicos sao
fungdes estruturais. Nos organismos superiores o fosfato de cdlcio participa na formacgao
de estruturas 6sseas. Nos outros organismos, a funcdo estrutural estd associada com
SiO; ou carbonato de cdlcio. Em sistemas fotoquimicos: PSI /PSII e sistemas de
regulacdo e controle: contragdo de mdusculo liso, bombas sédio/potissio, regulagdo

osmoética (ZHANG & LIPPARD, 2003).

1.3-A QUIMICA COMPUTACIONAL NA DESCOBERTA DE NOVOS
CANDIDATOS PROTOTIPOS DE FARMACOS

No inicio, a Quimica Medicinal, esteve baseada em compostos quimicos
pequenos, prontamente disponiveis na natureza, cuja atividade era descoberta através de
observagdo acidental e muita sorte. Atualmente, produtos naturais representam uma
pequena porcentagem do mercado farmacéutico mundial, como ilustrado na Figura 6
(CSIZMADIA & ENRIZ, 2000). O processo completo para o desenvolvimento de um
agente terapéutico envolvia uma série de tentativas e erros € o mapeamento do
comportamento farmacodindmico e farmacocinético em laboratério era muito caro e
demorado (WESS, 1996), fato que contrasta com a urgéncia na descoberta de

tratamento para as doencas que assolam a humanidade.

10



Figura 6- Valores percentuais comparativos entre formacos empregados na terapéutica.

Os avancos alcancados em quimica computacional medicinal (tanto em
equipamentos quanto em programas) deste o inicio dos anos 80, resultaram na utilizagdo
do planejamento racional na descoberta de firmacos, agora, envolvendo o elemento
“design” (COHEN er al., 1990; HANN, 1994). O principio fundamental do
planejamento racional de farmacos € o mecanismo de acgdo farmacoldgico (ou
abordagem fisioldgica) pretendido para o novo firmaco (BARREIRO et al., 2001). A
utilizacdo de técnicas adequadas de quimica computacional, tais como ilustrado na
Figura 7, pode antecipar indices relativos de reconhecimento molecular de novos
protétipos, identificar diferentes niveis de contribuicdes farmacoféricas (HOLTIE,
1996) e conformagdes bioativas na molécula do protétipo (ITAI et al., 1996), mapear e
construir modelos topograficos 3D de sitios de reconhecimento molecular de
biorreceptores (BARREIRO et al., 1997), o que permite prever e explicar, mesmo que
teoricamente, as propriedades farmacodinimicas relativas a uma série de moléculas
bioativas, orientando o planejamento das modificacdes moleculares subseqiientes,
quando necessdrias a modulagdo ou otimizacao de sua atividade.

Quimica Computacional significa experimento virtual com resultados cientificos

reais (HANN & GRENN, 1999). Os métodos mais utilizados em quimica
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computacional sdo: 1) mecanica molecular ou método do campo de for¢a empirico,
(BOYD et al., 1982; CLARK, 1985; BOURAOQOUI et al. 1990; COMBA et al., 1992 e
1996; COMBA, 1993; LILJEFORS et al., 1996; MOULT, 1997; GAJEWSKI et al.,
1998); 2) os métodos quanto-mecanicos (ab initio e semi-empiricos), como os métodos
Hartree-Fock, que utilizam o formalismo da combinagdo linear dos orbitais atdmicos
(CLOA), com o objetivo de construir uma série de orbitais moleculares a serem
ocupados pelos elétrons presentes na molécula (CLARK, 1985). Como alternativa, a
Teoria do Funcional de Densidade (7FD) tem emergido como uma poderosa técnica
para estudar os sistemas biomoleculares (principalmente os bioinorganicos), ja que pode
descrever sistemas relativamente grandes (incluindo, em particular, efeitos de
correlacdo) com um custo computacional significativamente menor que os métodos pos
Hartree-Fock* (MORGON & CUSTODIO, 1995). Em particular, o gradiente de
corre¢do para o funcional de troca-correlagdo tem sido um descritor exato para a ligagdo
de hidrogénio, interacdo crucial em sistemas bioldgicos (SAGNELLA, et al., 1996;
TUCKERMAN, et al., 1997, MOLTENI & PARRINELLO, 1998; ZIEGLER &
SELEWSKY, 1998; CHERMETTE, 1998 BRUGE, et al., 1999; SILVESTRELLI &
PARRINELO, 1999; DIAZ, et al, 2000; KLEIN, 2001; CARLONI &

ROTHLISBERGER, 2001; SULPIZI, et al., 2002; LOVELL et al. 2003).

* Nas derivacdes das equagdes do funcional de densidade, nenhum parimetro em principio
necessita ser ajustado ou determinado empiricamente, sob este aspecto a TFD pode ser considerada como
uma teoria de natureza ab initio. O tratamento numérico, em compara¢do ao método HF, elimina o
calculo das inconvenientes integrais de 2 elétrons e as complicadas técnicas de introdugdo de correlagédo

eletrdnica que surgem nos métodos pds-HF.
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Figura 7 — Representagdo das etapas de participagéo efetiva da quimica medicinal

computacional no desenvolvimento de farmacos.

1.4-METAIS : ALVOS TERAPEUTICOS EM BIOINORGANICA MEDICINAL

Diversas estratégias modernas de desenho de novos protétipos sdo conhecidas,

em funcdo do mecanismo de a¢do pretendido, tais como: inibicdo enzimatica, reversivel

ou ndo, ou agonismo/antagonismo, competitivo ou nao, do receptor, que dependem do
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nivel de conhecimento de sua topografia (BARREIRO, et al., 2002).

Inibidores enzimaticos se complexam com a enzima de maneira tal que impedem
a combinacdo efetiva da enzima com o substrato natural. Uma vez formado, o complexo
enzima- inibidor, o inibidor desempenha a fun¢do de um substrato ou bloqueia a reagcdo
catalisada pela enzima. As sulfonamidas, por exemplo, parecem atuar pelo primeiro
mecanismo e os antifolatos atuam pelo segundo mecanismo, conforme Figura 8
(SILVA, 2002).

A importincia da inibi¢do enzimdtica como mecanismo de a¢do de farmacos em
bioinorganica medicinal tém sido freqiientemente relatada (HELLINGA, 1998;
CARUNCHIO, 2002; HAUSINGER & KUCHAR, 2004). A especificidade dos
substratos enzimaticos, freqiientemente atrelada ao reconhecimento molecular de uma
molécula singular, oferece a possibilidade da construg¢dio de um farmaco de
comportamento cinético e termodindmico bem-definido (DONIA, 1998). Enzimas
podem, ser o alvo teraputico para farmacos bioinorgdnicos, visto que metais
desempenham papéis estruturais vitais para o funcionamento de muitas enzimas, tais
como metaloenzimas dependentes de zinco. O acesso a um metal endégeno vital para
determinada acdo enzimdtica pode resultar na inativagdo enzimdtica. Esta mobilizagcdo
pode ser conseguida através de acdes tais como a coordenacdo de um ligante exégeno
ao metal, substituicio deste metal, ou ainda remocdo deste metal do sitio ativo

enzimatico (FINNEY & O’HALLORAN, 2003).

14



-0x0-6-hidroximetildiidropteridina

0
NH24©_< PABA
OH

sulfonamidas
—R sulfonas

pirofosfato de 2-amino

OH (l)H

4

I

|
O=w~0

R=
écido diidropterdico

/
OH
acido gultamlco

pirimentamina

trimetropima
/ proguanila
cicloguanila
(0]

Figura 8- Mecanismo de acdo de sulfonamidas e sulfonas, 2,4-diaminopirimidinas,

biguanidas e triazinas e outros quimioterdpicos (Adaptado de Silva, 2002).

A maioria dos inibidores enzimdticos usados como agentes terapéuticos sao
moléculas organicas, desta forma, as interacdes predominantemente formadas entre
inibidor-enzima sdo as ligacdes de hidrogénio e as interacdes de van der Waals.

Portanto, s@o esperados os indesejaveis efeitos colaterais resultantes de muitas
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interagdes ndo especificas durante o tempo de permanéncia do farmaco no organismo.
Por outro lado, um grande nimero de inibidores terapeuticamente ativos, exercendo
suas fungdes através da ligagdo com um metal do sitio ativo enzimatico, t€m sido
descritos na literatura, conforme tabela 2. Por exemplo: as tetraciclinas, uma familia de
antibidticos, amplamente utilizada como inibidor de colagenase e de outras
metaloproteinases de matriz celular (TONEY et al., 1998); bifenil tetrazolas (Figura 9),
que interagem diretamente com o zinco do sitio ativo de metalo-f-lactamases,
substituindo uma molécula de dgua por uma ligacdo metdlica (TONEY et al., 1998);
fosfonatos, que sdo descritos como inibidores competitivos da fosfotriesterase de
Pseudomonas pela quelagdo de ambos dtomos de zinco do centro binuclear no sitio
ativo desta enzima (HONG & RAUSHEL, 1997). A quelagdo metdlica € um outro
mecanismo muito comum da acdo de farmacos: o antagonismo quimico (TANDON, et
al., 1987; DOMINGO, 1995; ORGIV & ABRAMS, 1999; RICHARDSON, 2002).
Desta forma, a coordenagdo metélica torna-se uma promessa atrativa do ponto de vista
em que este reconhecimento molecular é governado através de ligacdes covalentes e
ionicas (LOUIE & MEADE, 1999).

Tabela 2- Inibidores enzimdticos que exercem sua fungdo através de ligacdo com metais

do sitio ativo enzimatico.

Inibidor Metal Enzima inibida
tetraciclinas 7Zn, Ca Colagenases®
bifeniltetrazolas (Figura 4%) 7n Metalo-B—lactamas&bb
sulfonilamidas Zn Anidrase Carbonica®®
Benzimidazolas (Figura 4>¢)  Pd Transcriptase reversa®
H Zn Enzima Conversora de Angiotensina®
tio-compostos Zn Dehidrogenase sorbitol"
fosfonatos Zn Fosfotriesterase'

B(TONEY et al., 1998) ASUPURAN & NICOLE, 1996), {(BRUNO et al., 1997), (GOODGAME et
al., 1982), (LINDSTAD & McKINLEY-McKEE, 1996), (HONG &RAUSHEL, 1997).
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1.5-METALOENZIMAS DEPENDENTES DE ZINCO

Com aproximadamente 2-3g por cada 70kg de peso corpéreo para manutengdo
de suas fungdes vitais, zinco, elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento
de todas as formas de vida, incluindo microorganismos, plantas e animais (VALLEE &
AULD, 1993), é o segundo metal mais abundante no corpo humano (Mc-CANCE &
WIDDOWSON, 1942). A primeira metaloenzima dependente de zinco, a anidrase
carbonica II (CA II, EC 4.2.1.1), foi descoberta em 1940 por Keilin e Mann. Desde
entdo, mais de trezentas enzimas pertencentes a todas as classes de enzimas foram
descobertas (VALLEE & AULD, 1990; CHRISTIANSON, 1991).

Diferentemente dos outros metais da primeira série de transicdo, Zn** apresenta
seus orbitais d totalmente preenchidos (d"%) e, desta forma, ndo participa em reacdes

redox, mas funciona melhor como &cido de Lewis aceitando par de elétrons
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(WILLIAMS, 1987). A perda da atividade redox torna Zn** um fon estdvel em meio
biolégico, cujo potencial € constante. O ion Zn** é um cofator metélico ideal para
reacdes que necessitam de um fon para funcionar como catalisador do tipo 4cido de
Lewis (BUTLER, 1998), tais como protedlise. Além do mais, devido aos orbitais d de
camada fechada, Zn** apresentard energia de estabilizacdo do campo cristalino igual a
zero (HUHEEY et al., 1993) em todos os arranjos geométricos que possa assumir, e,
portanto nenhuma geometria € inerentemente mais estivel que outra. Contudo, a
geometria de coordenacdo mais comumente encontrada em metaloenzimas dependentes
de Zn**é a tetraédrica, onde o metal estd no centro tetraédrico, ancorado num esqueleto
protéico por trés residuos de aminodcidos, com o quarto sitio sendo ocupado por uma

molécula de dgua cataliticamente muito importante [{ XYZ}Zn>* - OH,], como ilustrado

na Figura 10 (THORP, 1998).

X ( X,Y,Z =N,0,S
de residuos histidinas,
o 'Zn; - aspartato , glutamina
\\\‘\ “OH e cisteina
Z 2
\
(b) () (d)

Figura 10 — Aspectos estruturais comuns em enzimas dependentes de

Zn**:®carboxipeptidase, “anidrase carbonica complexada a sulfato, @astacina.
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A despeito da similaridade dos sitios ativos, cada enzima realiza uma fungéo
diferente, conforme exemplificado na Tabela 3. E importante notar que nio somente sio
as propriedades cataliticas de uma enzima determinadas pela natureza dos grupos
doadores de ligacdo de hidrogénio, mas também os diferentes comprimentos de ligacdo
entre 4tomos dos residuos de aminodcidos e o fon Zn** desempenham fungdo na

modulacdo da reatividade do sitio ativo (COLEMAN, 1998; PARKIN, 2000).

Tabela 3 - Alguns exemplos das diferentes fungdes exercidas pelas metaloenzimas Zn**.

X,Y,Z Enzima Funcao
His, His, Glu  Carboxipeptidase exopeptidase
Termolisina endopeptidase
Protease neutra endopeptidase
His, His, ASp  protease da Streptomyces Caespitosus endopeptidase
His.His.Ci clivagem da ligacdo amida entre
ISHISMS - Bacteriéfago T7 lisozima L-alanina e N-acetilfuramato em
polissacarideos
His, Asp, Cis  Transferase farnesila transferéncia da farnesila para o
residuo Cis
His, Cis, Cis  Alcool dehidrogenase oxidagdo de alcool a aldeidos e

Grande parte da importincia conferida as metaloenzimas de Zn”* deriva de suas
atividades enquanto peptidases (Figura 11) e nucleases (Figura 12) (PARKIN, 2004).
Fica entdo evidente que o zinco desempenha diversas func¢des fundamentais nos
sistemas bioldgicos, e a compreensdo detalhada destas fung¢des requer um estudo

detalhado de como a quimica do zinco é modulada por seu ambiente de coordenagio.
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Figura 11 — Funcgdes peptidases das enzimas dependentes de Zn**.

X=H. DNA: X= (H. Rl\A
B= base (guanina. uracila.

citasina. adenina. timina)
nuclease

Figura 12 — Funcdes nucleases das enzimas dependentes de Zn**.

1.5.1-ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA (ACE)

Duas formas distintas da ACE sdo atualmente conhecidas em humanos, uma
forma somatica (s), que é encontrada na maioria dos tecidos, e uma isoenzima menor, a
forma germinal (g), que é encontrada exclusivamente nos testiculos onde desempenha
papel crucial na fertilidade, conforme Figura 13 (TURNER & HOOPER, 2002). A ACE
somatica é composta de dois dominios N- e C- funcionalmente ativos. Ambas formas

existem nas superficies celulares, onde hidrolisam peptideos circulantes (HOOPER,

20



1991).

I N | AnCE

HExxH E
I BB O :ACE
B TN DU 0 D B U sACE

. regido de codificacdo regido principal de duplicacdo
I peptideo sinalizador [ sitio ativo
[[] ancora de membrana C-terminal

Figura 13 —Dominios estruturais da ACE somética (sSACE) e ACE germinal (gACE).

A enzima conversora da angiotensina (ACE, EC 3.4.15.1) é uma metaloenzima
dependente de zinco essencial no controle da pressdo sanguinea, conforme Figura 14
(WARD et al., 1980; COATES, 2003). Isto faz desta enzima o alvo principal para novos
agentes anti- hipertensivos em potencial ( NATESH, et al., 2004).

Inibidores da ACE sdo amplamente usados no tratamento de doengas
cardiovasculares, incluindo pressdo alta, doencgas corondrias e renais (TABIBIAZAR et
al., 2001). A elucidag@o das bases estruturais do mecanismo de agdo da enzima e o
conhecimento detalhado da especificidade enzimética sdo fundamentais para o

planejamento racional de novos inibidores da ACE.
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expressdo funcional reduzida de cada um dos dominios desta enzima.

1.5.2.- O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA)

O sistema renina-angiotensina (SRA) € responsdvel fundamentalmente por
regular a pressdo arterial (PA) e a homeostase dos eletrélitos em mamiferos (TURNER
& HOOPER, 2002). A ativacdo da cadeia enzimética que culmina com a formacao de
angiotensina II (AII) comeca com a secre¢do de renina pelos rins. A ACE transforma o
angiotensionogénio (produzido pelo figado e encontrado no plasma) em angiotensina I
(AD) através da clivagem da ligacdo Phe®-His’ (SANTOS ez. al, 2000). Essa conversio
ocorre durante a passagem da circulagdo nos pulmdes. A AIl aumenta a PA por
diferentes mecanismos: a) acdo vaso constritora direta; b) interacdo com o sistema
simpdtico; c) exacerbacdo da resposta ao estimulo alfa-adrénergico ou d) crescimento

das células musculares lisas devido a hipertofria muscular. A hipertensdo € a patologia
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cardiovascular mais comum (BRUNIER & BRUNNER, 2000), conforme ilustrado na

Figura 15.
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137 147 157 167 177 187
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Figura 15 — Indices de mortalidade humana relacionada com pressio arterial.

1.5.3-ANIDRASE CARBONICA (CA)

A anidrase carbonica (CA; EC 4.2.1.1) (Figura 16), descoberta no inicio de 1933
(MELDRUM & ROUGTON, 1933), e mais tarde purificada (KEILIN & MANN, 1940)
¢ uma protefna de 30 kDa predominantemente encontrada nos eritrécitos e, em menor
quantidade, em diferentes tipos de tecidos e organelas secretoras. A CA € responsivel
pela catélise reversivel da hidratacdo de CO, segundo a seguinte reacdo: COx+ HgO‘—_>
H,CO; 4__> HCO; + H'. A primeira reacdo € catalisada pela CA e a segunda ocorre

instantaneamente. Dioxido de carbono € essencial para muitos importantes processos

fisiolégicos envolvendo trocas anidnicas (MAREN, 1988)
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Figura 16- Estrutura da Anidrase Carbonica (Cédigo no Protein Data Bank PDB-1CA2)

O sitio ativo da CA consiste em uma cavidade conica com cerca de 15 A de
largura e 15 A de profundidade (MUGURUMA, 1998). O &4tomo de Zn** estd
coordenado por trés anéis de imidazol provenientes de histidinas e por uma molécula de
dgua em um ambiente de coordenacdo tetraédrico. A carga +2 e o pequeno raio idnico
contribuem para a diminui¢ao do pKa da dgua coordenada ao Zn*, promovendo sua
ioniza¢do como um 4cido fraco segundo o mecanismo de reacdo ilustrado na Figura 17

(MERZ et al., 1989; LIPTON et al., 2004).
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Figura 17- Mecanismo de hidrdlise catalisado pela CA.

Inibidores da anidrase carbdnica (ICAs) sdo conhecidos notoriamente como
diuréticos que atuam no tibulo proximal, embora apresentem uma agdo diurética apenas
moderada. A CA € encontrada, sobretudo, em células do tibulo proximal, tanto no
citoplasma quanto na membrana apical e basolateral. No espago intracelular, esta
enzima atua e libera o fon hidrogénio que € secretado para a luz tubular, em troca pelo
sédio (HUANG, et al., 1998). Uma vez na luz o H' € responsavel pela produgio do CO,
em presenga da anidrase carbOnica presente na orla em escova da célula tubular
proximal. O resultado final é a reabsor¢do tubular de bicarbonato de sédio e de dgua. Os
ICAs inibem tanto a enzima citossélica quanto a ligada & membrana tubular e
promovem a reducdo do ritmo de filtracdo glomerular causando aumento discreto da
excrecao urindria de sodio, potdssio bicarbonato e fosfato (LINDSKOG, 1997).

A CA também € encontrada em células extra-renais, incluindo células dos olhos,
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mucosa géstrica, pancreas, sistema nervoso central e hemécias. A CA estd envolvida na
formacgdo de bicarbonato de sédio no humor aquoso, pelos processos ciliares. Neste
caso, os ICAs reduzem a formagdo do humor aquoso, conseqiientemente reduzindo a
pressdo intra-ocular e justificando o seu uso no tratamento do glaucoma e de edemas
maculares (SHARIR, et al., 1994; JAANUS, 1997).
1.5.4-RESSURGIMENTO DA ANIDRASE CARBONICA

A utilizacdo de ICAs como diuréticos foi abandonada devido a sua agdo
moderada. Na tdltima década, ICAs ressurgiram sendo amplamente utilizados como
agentes terapéuticos no tratamento ou prevencdo de muitas patologias (EPOSITO et al.,
2000; CECCHI, et al., 2004; PASTOREKOVA, et al., 2004). Este fato se deve
principalmente a ampla distribuicio de quatorze isoenzimas CA em humanos. A grande
parte destas isoenzimas € enzimaticamente ativa, e desempenha papel fundamental em
muitos processos fisiopatoldgicos incluindo doengas renais, reproducdo masculina,
acidose respiratéria, remodelagdo dssea, glucogenese, transdugdo e formacgdo do acido
gastrico (BRETON, 2001). Altas concentracdes de CAI sdo expressas nas hemdcias,
CAII é dominante no humor aquoso dos olhos e CAIII estd presente no citoplasma e
células do tecido muscular. A tinica CA de membrana em mamiferos é a CAIV, que esta
ligada as membranas nos pulmdes, figado, cérebro e olhos. CAV € expressa em
mitocondrias, enquanto as isoenzimas CA VI E VII sdo detectadas na saliva e glandulas
salivares (BAIRD, et al., 1997).

CA IT e CA 1V estlo diretamente envolvidas na hidratacdo do CO, (MAREN,
1984). Estudos de imunohistoquimica determinaram que CAIIl é a isoenzima mais
abundante nos olhos, com altas concentragdes encontradas em células epiteliais

processos ciliares, células Muller da retina, e células féton-receptoras (HAGEMAN, et
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al. 1991). Ensaios de imunomarcagdo determinaram que a CAIV estd localizada nas
células endoteliais, na membrana plasmdtica e superficie exterior em ambas células
epiteliais das superficies basolaterais e apicais (HAGEMAN, et al., 1991).

As recentemente identificadas isoenzimas IX e XII estdo relacionadas com
proliferacdo celular e oncogenese (TURECI, et al., 1998) e agregaram um novo perfil
aos ICAs, agora estudados como potenciais fairmacos anti-tumorais (ZAVADA, et al.,
1993; PASTOREK, et al., 1994).

A CA ¢ uma metaloenzima ubiqua presente em procariotes e eucariotes, sendo
classificada em cinco familias genéticas evoluciondrias distintas: a classe-ot (presente
em procariotes, algas, citoplasmas de plantas verdes e vertebrados), a classe-3
(predominantemente em bactérias, algas e cloroplastos), a classe-y (principalmente
encontrada em Archaea e algumas bactérias), a classe-0 (encontrada nas espécies
marinhas) e a mais recentemente isolada €-CA (encontrada em cioanobactérias)
(INNOCENTI, et al., 2004). Estas enzimas sao eficientes catalisadores da hidratagio de
CO,, porém a familia o0 possui uma alta versatilidade, sendo capaz de catalisar outros
diferentes processos hidroliticos tais como a hidrata¢do do cianeto a 4cido carbamico,
ou da cianamida a uréia; a hidratacio de aldeidos a didis; a hidrdlise de 4cidos
carboxilicos, ou &cidos sulfdnicos, bem como outros processos hidroliticos menos

investigados, tais como a hidrdlise de derivados halogenados e outros substratos.

(INNOCENT]I, et al., 2004, PASTOREKOVA, et al., 2004).

1.6- N-ACILIDRAZONAS E SUAS PROPRIEDADES

Hidrazonas s@o azometinas caracterizadas pelo grupamento >C=N-N<. Elas sdo

diferentes dos outros membros desta classe (iminas, oximas, etc.) pela presencga de dois
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dtomos de nitrogénio interligados. O grupamento hidrazona ocorre em compostos
organicos de dois tipos, conforme a Figura 18.

R g R

— / >—N—N—
X (I)N_N\Y X 1?II) .

R

X!

Figura 18 — Férmula estrutural geral das hidrazonas.

Onde R e R' = H, alquila (Alq), arila(Ar), RCO, grupo heterociclico(Ht); Y= H,
Alg, Ar, Ht, RCO; X e X' = H, Alq, Ar, Ht, halogénios (Hl), OR", SR, CN, SO;R, NO,,
NHNR'"R", N=NR", COOR", CONR"R". O termo geral "hidrazona" ¢é utilizado para
todos os compostos que apresentam a estrutura I. Os compostos do tipo II também sdo
chamados de azinas.

Hidrazonas fisiologicamente ativas encontram aplica¢cdes no tratamento de
doengas tais como tuberculose, hanseniase e desordens mentais, e aroilidrazonas
também sdo conhecidas por apresentarem atividade contra o bacilo da tuberculose
(DONGLI, et al., 1994; RICHARDSON, 2002). Estas atividades sdo atribuidas a
formacdo de quelatos estdveis com metais de transi¢cdo presentes no meio intra e
extracelulares. Assim, muitas reacdes enzimdticas vitais, catalisadas por estes metais de
transi¢do, podem nao acontecer na presenga de hidrazonas.

Hidrazonas também agem como herbicidas, inseticidas, nematocidas,
rodenticidas e reguladores do crescimento de vegetais (RICHARDSON, 1997). Elas
apresentam atividade antiespasmoédica, acdo hipotensiva e atividade frente a leucemia,

sarcomas e outros neoplasmas malignos (MORGAN, 2002; SHRIVASTAYV, et al.,
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2002; MOHAN, et al. 1987, DONGLI, et al., 1994). As hidrazonas também sdo
utilizadas como plastificadores e estabilizadores para polimeros e como inicializadores
do processo de polimerizagao, antioxidantes, etc (SINGH, 1982).

A 2-metilftalazona é um efetivo esterilizante para mosca doméstica. A 3—N-
metil-N-(4-cloro-1-ftalazinila) e a 3-N-metil-N-(4-oxo-1-ftalazinila) possuem atividade
anti-helmintica. A literatura relata ainda atividade antimalarica (GOKHALE, et al.;
2003; WALCOURT, et al., 2004; O’NEILL, et al, 1997; KUMAR, et al., 2002),
antifingica(CARCELLI, et al., 1995), antibacteriana(BACCHI, 1999), antiinflamatdria
(BARREIRO, et al., 2002), e anti-trombdtica(MABEZA, et al., 1999; FRAGA, et al.,

2000) descrita para N- acilidrazonas (Figura 19).

Figura 19 — Férmula geral das acilidrazonas.

As N-acilidrazonas (NAH’s) tém sido intensamente investigadas como
candidatos a farmacos por, além de formarem quelatos estdveis com diferentes fons
metélicos, apresentarem atividade farmacolégica em vdrios quadros fisiopatoldgicos
(BARREIRO, et al.,, 2002; GIORGI, et al., 1998; WALCOURT, et al., 2004;
MABEZA, et al., 1999). Por exemplo, NAH’s (Figura 20) tém sido estudadas como
potentes farmacos para o tratamento do excesso da concentragdio de ferro no
metabolismo apresentado por individuos portadores da Thalassemia, com resultados

promissores (LANTHIER et al., 1997). O que mais chama atencfo para esta classe de
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moléculas é a observacdo que a toxidez associada a agentes quelantes metélicos é

menos pronunciada na presenca de NAH’s.

t-Bu HO O
R=
H O

Figura 20 — Estrutura de N-acilidrazonas utilizadas no tratamento da

Thalassemia. (LANTHIER et al., 1997).

Recentes estudos tedricos do LASSBio revelaram que certas NAH’s (derivadas
do salicilaldeido) podem ser inibidores especificos para cisteina protease (IFA, et al.,
2000). A possibilidade de que as NAH’s também possam atuar como quelantes ndo
téxicos de fons metdlicos divalentes em mecanismos de inibi¢do enzimatica nos levou a
estudos tedricos detalhados da topologia molecular tridimensional de uma ampla classe

de derivados N-acilidrazonicos, funcionalizados, sintetizados por nosso laboratdrio.

30



N B

N~




2. OBJETIVOS

Como descrito anteriormente, as metaloenzimas dependentes de zinco sdo um
alvo interessante para o desenvolvimento de novos fairmacos. Sendo assim, o estudo da
ACE e da CA e de seus mecanismos de interacdo com inibidores é uma etapa crucial no
desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes, sejam estes anti-hipertensivos, no
caso da ACE, ou diuréticos ou ainda anti-tumorais, em se tratando da CA.

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o planejamento racional de
farmacos, foram sintetizados no LASSBio uma série de derivados N-acilidrazdnicos
funcionalizados, ilustrados na Figura 21, que apresentaram atividades analgésicas e
anti-trombéticas (MATHEUS et al., 1991) e que foram identificados como potenciais
quelantes metélicos ndo toxicos (IFA, et al., 2000). Este trabalho consiste no estudo
tedrico detalhado da topologia molecular tridimensional desta classe de derivados N-
acilidrazdnicos e do mecanismo de interagdo destes com a ACE e a CA, através de um
acoplamento de técnicas de Modelagem Molecular.

Em um contexto quimico-bioinorganico-medicinal, este trabalho objetivou o uso
de uma metodologia tedrico-computacional que permitisse uma andlise qualitativa e
semiquantitativa do perfil de coordena¢do de ACE e AC com seus inibidores usuais,
utilizando célculos quanticos semi-empiricos e a Teoria do Funcional de Densidade
(PARR & YANG, 1995). Objetivamos a simulacdo computacional desta série de
compostos (1a-44), visando a inibi¢ao seletiva das enzimas ACE e AC. Esta simulagdo
empregou numa primeira etapa, os métodos semi-empiricos AM1 (DEWAR et al,
1985) e PM3 (STEWART, 1989) para estudar as conformagdes dos derivados (1a-44).
Em seguida, empregamos a metodologia proposta por Dronskowski (1992), adaptada ao

método de Hiickel Estendido (HOFFMAN, 1963), no LQIC, para avaliar a influéncia
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Figura 21- Derivados N-acilidrazdnicos avaliados neste estudo (1a-44) como novos
protétipos candidatos a inibidores de metaloenzimas dependentes de Zn**(ACE e CA).



Em uma terceira etapa, utilizamos a metodologia de TFD, visando a descrigéo
das interacdes enzima-ligante destes complexos. Uma vez descritas estas interacdes,
buscamos compreender o processo de reconhecimento molecular da familia de
compostos estudada pela enzima-alvo e, deste modo, estabelecer correlacdes estruturais
com o intuito de otimizar seu perfil de interacdo.

Os objetivos deste trabalho inserem-se no contexto do planejamento racional de
protétipos inibidores de metaloenzimas no intuito de consolidar novas pesquisas em
Quimica Bioinorginica Medicinal. Inicialmente, esta andlise buscou identificar
importantes sitios de interacdo para inibi¢do das metaloenzimas em questdo. Seguindo
esta metodologia, procuramos analisar ligantes desenvolvidos no LASSBio, buscando a
melhoria do seu perfil farmacoldgico. Estudamos propriedades geométricas e
eletronicas que permitissem a estabilizacdo destes ligantes e seus complexos e o
esclarecimento de propriedades que auxiliem na aplicacdo da quelatoterapia como
mecanismo de inibicdo enzimdtica. Além disto, foi realizado um estudo que discute
efeitos eletronicos pela andlise de orbitais de fronteira, HOMO e LUMO, obtidos pela
TFD.

Com a utilizacdo de Modelagem Molecular como ferramenta (BARREIRO et
al., 1997; RODRIGUES et al., 1998) se pretendeu validar qualitativamente modelos 3D,
propostos como sondas para o estudo do mecanismo de complexacdo. Estes foram
comparados a modelos existentes na literatura, visando, assim, a obtencdo de
parametros estereoeletronicos que permitam estabelecer correlacdes estruturais para os

compostos estudados.
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3. METODOLOGIA
3.1-ASPECTOS METODOLOGICOS GERAIS
Este trabalho utilizou a metodologia da TFD e calculos quanticos semi-
empiricos para avaliar o perfil de interacdo dos complexos formados entre as
metaloenzimas dependentes de Zn2+(ACE E CA) e os compostos 1a-44. Estas estruturas
foram complexadas ao sitio ativo, de modo que os complexos correspondentes
pudessem ser simulados através da TFD. A partir da trajetéria de cada complexo
enzima-ligante gerado, uma série de propriedades médias foram gerada, tais como:
comprimentos de ligagdo e energias de interagdo, bem como as orientagdes espaciais
adotadas pelos compostos no sitio ativo de cada enzima estudada.
As diferentes etapas da metodologia utilizada neste trabalho estdo descritas de
forma resumida abaixo e a metodologia cronoldgica € apresentada no esquema 3:
= Realizamos um estudo tridimensional da topologia molecular dos ligantes 1a-44
visando estabelecer propriedades estereoeletronicas capazes de governar suas
interacdes com 0 Zn** do sitio ativo enzimatico;
= Realizamos uma andlise prévia através da metodologia TFD, da esfera de
coordena¢do metdlica das enzimas ACE e CA, co-cristalizadas com seus inibidores
seletivos lisinopril (Figura 22a) e elanapril; e acetazolamida e celecoxib (Figura

22b) respectivamente a fim de validar a metodologia em questao;

H,N

(o]
—N } _NH,|

HO N S
o [
IOH>Q HN/[\S>/ 2
0" @ N A ®
o o

Figura 22- Estruturas: (a)Inibidor seletivo da ECA, (b)Inibidor seletivo da CA.
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= A partir daf obtivemos estruturas de interag¢do entre o dominio catalitico de ACE
e CA com estes inibidores e sondas bioldgicas foram estabelecidas para o estudo do
perfil de interacdo enzima-ligante (1a-44);

= As estruturas geradas foram otimizadas por cdlculos de TFD e mecanica
quantica no nivel semi-empirico, buscando-se estabelecer uma possivel correlagdo
entre a entalpia de complexagdo com a atividade de cada inibidor;

= Através dos valores de entalpia obtidos, procurou-se estabelecer uma correlagio

com a atividade de cada possivel inibidor.

ST TFD — METODOLOGIA
R L YVP/6-31G EHT CRONOLOGICA
% BLYP/6-31G**

SPR ‘
Relacdes EstruturaI’ropriedadelT

Planejamento Racional

de ligantes

Possiveis inibidores L Cristal J
NAH’s ACE, CA

hnibidores da Literatur

TFED
| |
? CANDIDATOS | Sereening
A FARMACOS Computacional
Esquema 3.

Os calculos de orbital molecular foram feitos utilizando o métodos semi-
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empiricos AM1 e PM3, contido no pacote de programas SPARTAN O2 (HEHRE &
LOU, 1997) para prévios estudos das propriedades estruturais do ligante e do complexo
modelo respectivamente.

Para os estudos das propriedades estruturais e eletronicas dos ligantes e modelos
do complexo, foi utilizado o método da Teoria do Funcional de Densidade também
contido no pacote PC SPARTAN Pro (Wavefunction Inc.).

Para os estudos de reatividade e determinagdo das durezas relativas e absolutas,
foi adaptada para o Hiickel Estendido (HOFFMAN,1963) através do programa
computacional EXTEN 97, a proposta de Dronskowski (1992), que ¢ capaz de, através
da Teoria do Funcional de Densidade (PARR & YANG,1995) e da dureza maxima de
Pearson et al., (1963), exprimir termos de reatividade atdmica relativa.

Todos os célculos foram realizados no Laboratério de Quimica Inorganica
Computacional (LQIC) no departamento de Quimica Inorgénica do Instituto de Quimica
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, em um Atlhon 1,1GHz com 512Mb de
memoria RAM e 20Gb de disco rigido, utilizando o sistema operacional Windows 2000,
o programa EXTEN e o pacote de programas PCSpartan Pro (Wavefunction Inc.) .No
Laboratério de Sintese e Avaliacdo de Substincias Bioativas (LASSBio) na Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, em um PC Pentium IV 2GHz
com 1GMb de meméria RAM e 40Gb de disco rigido, utilizando o sistema operacional
LINUX, o programa EXTEN e o pacote de programas Spartan O2 (Wavefunction Inc.)

A seguir sdo descritas mais detalhadamente as diversas metodologias utilizadas e

as etapas deste trabalho.
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3.2-METODOS QUANTICOS SEMI-EMPIRICOS

A maior parte do tempo gasto para realizar um cdlculo quantico ab initio é
invariavelmente usado no célculo e manipulacdo de integrais. A forma mais ébvia de
reduzir este custo computacional é, entdo, negligenciar ou aproximar algumas destas
integrais [LEACH, 1998]. Os métodos semi-empiricos fazem, em parte, esta
aproximacdo, tratando os elétrons de camadas internas (ndo de valéncia) como um
caroco “congelado” e considerando apenas os elétrons da camada de valéncia
explicitamente. A légica por tras desta aproximacgdo é que os elétrons envolvidos em
ligagdes quimicas sdo essencialmente aqueles das camadas de valéncia [LEACH, 1998].

Os célculos semi-empiricos sdo baseados nas equagdes de Roothaan-Hall
(Equagdo 01), onde o H*" passa a incorporar a energia cinética e a atragdo em relacéo
ao caro¢o (nuicleo mais as camadas internas) e ndo unicamente ao nicleo. As integrais

envolvendo o H™ sdo geralmente substituidas por parAmetros empiricos ou calculados.

K K
Fp=Ho+YY PM{(,UV I la)—%ﬁuﬁ I VG):| (Eq.01)
A=l o=1

2

O primeiro termo da Equagdo 01, H,“ € relativo a energia cinética e
potencial de elétrons individuais, enquanto o segundo termo estd relacionado com as
interacdes entre os elétrons. P € conhecida como matriz de densidade, cujos elementos
envolvem o produto dos coeficientes dos orbitais atdmicos 4 e v, somados com todos os
orbitais moleculares ocupados i.

Os métodos semi-empiricos mais utilizados sdo:
¢ modelo de Austin 1 (AM1 — Austin Model 1) produzido pelo grupo de Dewar

(DEWAR et al., 1985). O método AM1 foi desenvolvido para eliminar os problemas
com o MNDO, que superestimava as repulsdes entre dtomos separados por distincias

aproximadamente iguais a soma de seus raios de van der Waals. A estratégia adotada
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foi a de modificar o termo nicleo-nicleo usando fun¢des Gaussianas. Tanto funcgdes
Gaussianas atrativas quanto repulsivas foram usadas. As Gaussianas atrativas eram
projetadas para superar as repulsdes diretamente e eram centradas na regido onde as
repulsdes também eram grandes. As fungdes Gaussianas de repulsdo eram centradas
em separagdes internucleares menores. Na parametrizacdo original do AM1, existem
quatro termos na expansiao Gaussiana para carbono, trés para hidrogénio e nitrogénio e
dois para oxigé€nio (tanto as Gaussianas atrativas quanto as repulsivas eram usadas
para carbono, hidrogénio e nitrogénio, mas apenas Gaussianas repulsivas eram usadas
para o oxigénio).

¢ método parametrizado nimero 3 (PM3 — Parametric Method Number 3) foi a
terceira parametrizacio do MNDO, sendo o AMI1 a segunda. O Hamiltoniano do
método PM3 contém essencialmente as mesmas aproximacdes que as do AMI, porém
os parametros do modelo PM3 foram derivados usando um procedimento de
parametrizagdo automadtico desenvolvido por J.J.P. Stewart.(1989)

Por outro lado, vérios dos pardmetros no modelo AM1 foram obtidos aplicando-
se conhecimento quimico e “intuicdo”. Como conseqiiéncia, alguns valores de
pardmetros no AMI1 e no PM3 sdo significativamente diferentes apesar dos dois
métodos usarem a mesma forma funcional e predizerem varias propriedades estruturais
e termodindmicas com aproximadamente a mesma precisdo [LEACH, 1998].

O método PM3 contém um grupo de parametros mais otimizados do que o
MNDO e o AML1 e inclui parametros para compostos hipervalentes. Como os métodos
MNDO e AMI, ele nao considera explicitamente os orbitais d. Além disso, o modelo

PM3 gera um resultado global melhor do que MNDO e AM1 para geometrias de ligagdo
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de hidrogénio - tanto AM1 quanto MNDO algumas vezes geram estruturas de equilibrio

incorretas ou levam a dissociacdo [HEHRE, YU, KLUNZINGER, 1998].

3.2.1--CONSIDERACOES SOBRE O METODO DE HUCKEL ESTENDIDO

O método de Hiickel Estendido ¢ um método de orbital molecular semi-
empirico, que estuda propriedades eletronicas. Este método possui pardmetros para
metais, mostrando-se eficaz na interpretacdo de efeitos eletronicos em varios estudos
(MACHADO, 1994; PINTO, 1999; JUNQUEIRA, 1998; BENITE, 2001).

A teoria de Hiickel (1931) € restrita, considerando somente a nuvem 7. No
entanto, sistemas nao planares que incluem heterodtomos requerem o método do Hiickel
Estendido (sistemas ), que se baseia em um Hamiltoniano que contém somente termos
monoeletronicos (Equacio 02).

Hoi =& ¢ (Eq. 02)
onde H € um Hamiltoniano de um elétron, €; é a energia de um elétron particular em um
orbital i e ¢; a funcdo de onda ou orbital molecular.O método de Hiickel Estendido
(EHT) ignora as interagdes entre elétrons em diferentes orbitais moleculares, isto é, o
elétron é considerado nao interagindo com os demais elétrons da molécula (tratamento
monoeletrdnico).

O programa computacional EXTEN 97, incorpora a metodologia do Método de
Hiickel Estendido (EHT) e foi codificado em FORTRAN 77 em nosso laboratério. Nele
a estrutura molecular € considerada através da leitura de coordenadas cartesianas,
coordenadas estas que foram arquivos de saida gerados pelo método de TDF utilizado.
Este programa utiliza um hamiltoniano efetivo (Equagdo 03), sem considerar as

repulsdes entre elétrons explicitamente.
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H;=0,5KS; [(1 + Hi — H;) Hii + (1- Hi + H) H;jl  (Eq.03)

As energias dos orbitais moleculares e as funcdes de onda sdao obtidas
diretamente da diagonalizacio do operador hamiltoniamo, diferentemente de outros
métodos semi-empiricos que obtém estas mesmas propriedade através de um sistema

iterativo autoconsistente de calculo.

3.3- A TEORIA DO FUNCIONAL DE DENSIDADE (TFD)
3.3.1- BREVE HISTORICO SOBRE A TFD

A primeira tentativa de se usar a densidade eletrdnica como varidvel bdsica na
descri¢do de um sistema eletrdnico foi provavelmente a Teoria de Drude. Tentativa esta
que aconteceu trés anos depois da descoberta do elétron por Thompson em 1897. Drude
aplicou a teoria cinética dos gases a um metal, considerado como um gis homogéneo de
elétrons, para desenvolver a sua teoria sob conducio térmica e elétrica. A distribuicdo
quantica de Fermi-Dirac foi utilizada por Sommerfeld para a distribuicdo classica da
velocidade eletronica no modelo de Drude. Embora este modelo tenha sido considerado
um grande avango na época, continha vérias simplificacdes que nido permitiram fazer
uma descri¢do precisa de um sélido (NAGY, 1998).

Bem mais tarde o modelo de Thomas-Fermi, propds uma sensivel melhora em
relacdo ao modelo de Drude-Sommerfeld. Admitindo que os elétrons estio distribuidos
uniformemente no espago e usando argumentos estatisticos para aproximar a
distribui¢ao dos elétrons, Thomas e Fermi desenvolveram seu modelo para o funcional
de energia conforme apresentado na equagao 04. Em adicao a este modelo Dirac incluiu
a energia de troca para um gas de elétrons e criou o modelo Tomas-Fermi-Dirac (TFD).

O funcional de energia (E) de TFD é dado por p e r correspondem a densidade
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eletrdnica e as coordenadas, respectivamente (LABANOWSKI & ANDZELM, 1991).
E [p] =Crlp (1) dr +lp()o@dr+ ¥2 [Ip(r) p(r2) dr - C [pm)*” dr  (Eq.04)
Cr=3/10 (31 e Cx = %(3/m)"” n-r |
Os termos da direita da equagdo correspondem a energia cinética, ao potencial
externo (posicdo e carga dos nuicleos dos dtomos que formam a molécula), ao potencial
de Coulomb e a energia de troca, respectivamente.

O modelo TFD pode ser representado pela solucdo da equagdo variacional :

3{Errp [p] -uN(p)} =0 (Eq.05)
onde p € o potencial quimico e N o nimero de particulas, é essencialmente
independente do nimero de particulas. Porém, estes métodos ndo sdo capazes de
predizer ligacdo molecular e produzem resultados que ndo sdo precisos. O modelo de
TFD, por sua vez, falha ao reproduzir a estrutura quantica de camadas dos 4tomos ndo
permitindo predicdes quantitativas. Desta forma, estes modelos de funcionais cldssicos
nao puderam competir com os métodos autoconsistentes (DUARTE, 2001).

Em 1964, com a publicacdo dos teoremas de Hohnenberg e Kohn, mostrando
que existe um funcional de energia exato da densidade eletronica E[p] e um principio
variacional exato para este funcional semelhante a equagdo 05, que o uso da densidade
eletronica como varidvel basica foi rigorosamente legitimado (NAGY, 1998).

Em 1965, Kohn e Sham propuseram uma forma de contornar o problema de se
encontrar o funcional de energia exato: o método KS. Desde entdo a TFD tem cada vez
mais ganhando destaque entre a comunidade cientifica.

A TFD que foi desenvolvida originalmente em fisica do estado sdélido

representa um valioso, versatil e eficiente método de mecanica-quantica para calculos

de estrutura eletrdnica em sistemas quimicos. Recentemente tem sido estendida também
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a sistemas bioldgicos (ADREONI, 1998; CARLONI & ALBER, 1998; SULPIZI, et al.,

2002; LOVELL, et al, 2003; NOODLEMAN, et al., 2004).

3.3.2- CONCEITOS SOBRE A TFD

A entidade bésica do Funcional de Densidade é a densidade eletronica p(r), a
qual descreve a distribuicdo de carga em uma molécula (informagdo sobre o estado
fundamental). Ela deve ser adotada como o ‘“observdvel” quantomecanico, o que
possibilita uma formulagdo conceitual mais acessivel em termos de quimica descritiva.
Essa consideracdo torna a teoria do funcional de densidade contraria ao cardter abstrato
da funcdo de onda multieletronica total, que aparece nos outros métodos da quimica
quantica, quando da resolucdo da equacdo de Schrondinger (MORGON & CUSTODIO,
1995).

Usando a densidade eletronica como principio bdsico, esta teoria tem vdrias
vantagens sobre a teoria da fungdo de onda. Uma molécula com N-elétrons requer, uma
funcdo de onda em 3N dimensdes para descrevé-la. A densidade eletronica, contudo, é
uma fungdo simples da posicdo das trés dimensdes espaciais. Isto significa que a
complexidade computacional dos cdlculos da TFD aumenta mais lentamente com o
nimero de dtomos (e elétrons) da molécula do que no caso da utilizacdo de funcdo de
onda (BROUGHTON, 1997).

Em termos genéricos, podemos relacionar dois aspectos para apresentar o
método do funcional de densidade:

(1) a funcao de onda do estado fundamental, e todas as propriedades deste estado, sdo
funcionais da densidade eletrénica -p(r);

(2) a energia do estado fundamental de um sistema multieletrdnico Ey, sob um dado
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potencial externo v(r), pode ser escrita como:

Eo [p(0)] =l v(r)p(r)dr + F[p] (Eq. 06)
onde F é denominado de funcional universal de p, que independe do potencial externo
v (1).

Se substituirmos a fun¢do de densidade exata deste estado por uma outra funcao

aproximada p, E aumentard, da seguinte forma:

E = Elp] = ] vnpdr + FlpI>Eo = Elp] (Eq.07)

Observando as equacdes (06) e (07) faz-se necessdria a pergunta: qual é a
representacdo para a funcdo de densidade eletronica p? Uma alternativa encontrada para
a sua obtencgdo, é utilizar as equacdes de Hartree—Fock e, através de um processo de
autoconsisténcia, determinar a melhor funcdo p, que minimize a energia total do

sistema.

3.3.3- TEOREMAS DE HOHENBERG-KOHN (HOHENBERG & KOHN, 1964)
Primeiro Teorema
Em 1964, Hohenberg-Kohn (HK) consideraram um sistema de N-elétrons
descrito pelo Hamiltoniano ndo relativistico:
H= TA+ v§+ U (Eq.08)

A A

onde T € a energia cinética, V. o operador de repulsio elétron-elétron o qual inclui a
repulsdo Coulombiana e todos os termos ndo classicos (troca e correlacdo) e U € o

potencial externo com respeito aos elétrons, normalmente devido as cargas dos niicleos

7o :

U= Z}Z}x - Zo  =2X(n) (Eq. 09)
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Define-se a densidade eletronica pela seguinte equagao:
p(rl) = I...IW(rl,rz,...rn)*w (r1,12,...15)drp,drs...dry, (Eq. 10)

onde Y(ri,r2,...1n) € a solugdo do estado do Halmitoniano.
A energia total do sistema foi definida em se supondo que o estado fundamental

ndo € degenerado pela seguinte equacao:

Eo = I\PH\P dro,drs...drm = (\M I:t \|f), (Eq. 11)

ou, se o potencial externo é separado em um funcional trivial da densidade eletronica,

por
A AN

Eo = (w‘ T+ V. w)f o(r)v(r)dr (Eq. 12)

A A

T e V. aplica-se universalmente a todos os sistemas eletrdnicos. O nimero de elétrons,
N, e o potencial externo, U, no qual os elétrons se movem, definem completamente o
sistema de muitos elétrons. O primeiro teorema entdo, estabelece que o potencial
externo, U, é um funcional dnico de p(r), além de uma constante aditiva (HEHRE &
LOU, 1997).

Segundo Teorema

Estabelece que qualquer aproximagdo da densidade eletronica, p(r), de tal modo
que p(r) 20 e | p(r)dr = N, a energia total E[p 1> E[p ] = E.

A forma do operador de energia cinética e do operador da repulsdo eletronica é a
mesma, em qualquer sistema eletronico com um dado nimero de particulas e potencial

externo. Assim, € possivel se definir um funcional universal,

A A

Flp] =y [T+ Vel y) (Eq. 13)

Faz-se necessdrio, entretanto, observar que p(r) define seu préprio v(r) e,
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conseqiientemente, o Hamiltoniano He Y(I1,12,. e n). A fungdoy(ry,r,........ In), pOr sua
vez, pode ser usada como uma funcdo tentativa para o sistema com o potencial externo
V (r). De acordo com o principio variacional, temos:

Ev=Eulp 1= Flp ]+ [u(r) p(r)dr < EU[EJ] + fv(r)l;(r)dr (Eq. 14)
E, se refere ao funcional da energia total com relagdo ao potencial externo v(r).

Os teoremas HK mostram como se pode determinar o estado fundamental de um
sistema, com um dado potencial externo, usando a densidade eletronica tridimensional
como varidvel bésica, ao invés de usar a funcio de onda de N-elétrons, que ¢ muito mais
complexa.

O que se pretende € utilizar o principio variacional para encontrar p(r) em um
dado potencial externo v(r). Fica estabelecido, segundo o primeiro Teorema de
Hohenenberg-Kohn que se p~(r) & conhecido, pode-se determinar v(r). Entretanto, deve-
se utilizar uma densidade eletronica tentativa, p(r), desta forma como podemos garantir
que f)(r) corresponda a um potencial fisicamente realizdvel?

A Teoria do Funcional de Densidade foi formulada satisfazendo a condi¢do da
v-representabilidade (potencial fisicamente realizavel) através da utilizacdo da
formulacdo de Levy (Levy Constrained Search). Entdo segundo Parr e Yang (PARR &

YANG, 1989):
Flp]= (Wo | T+ Ve| Wo)= min,, (W | T+Ve| W) (Eq. 15)

assim, procura restrita consiste em testar todas as densidades tentativas, e para cada uma
encontrar as funcdes de onda que minimizem e gerem aquela densidade. Substituindo a

equacdo 14 na 15 temos:

A A

Eo =min,] miny., (W | T+ Ve| W) + [opmar - min, Ey[p | (Eq. 16)
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A minimizagdo interna esta restrita a todas as func¢des de onda, , que fornece r,
enquanto a minimizagdo externa € feita sobre todos os possiveis p.Entdo a formulagdo

de Levy € capaz de eliminar a limitacdo destes teoremas.

3.3.4-AS EQUACOES DE KOHN-SHAM (KS)

As equacdes de Kohn-Sham, que foram formuladas em 1965 (KOHN & SHAM,
1965), nos permitem resolver de forma direta a equacdo de Schrondinger através de um
conjunto de equacdes que diferem das, ja bem conhecidas equagdes Hartree Fock (HF),
pela substituicdo do termo do potencial de troca por um potencial mais geral de troca—
correlacdo que €, em principio, simples porque representa somente um funcional de
densidade.

O Potencial de troca-correlagdo é uma forma de descrever o fato de que todos os
elétrons tentam ao mesmo tempo maximizar a atra¢do do nicleo, e minimizar a repulsio
dos outros elétrons, durante sua movimentacdo dentro de uma molécula. Mais
precisamente o potencial de troca-correlagdo descreve a fenda troca-correlacio que € a
zona em torno de cada elétron dentro da qual nenhum outro elétron é permitido.

O Esquema KS permite calcular a densidade eletronica do estado
fundamental.Todas as outras propriedades do sistema podem ser calculadas desde que
os funcionais da densidade eletronica apropriados sejam conhecidos (LABANOWSKI
& ANDZELM, 1991).

Nas equagdes Kohn-Sham, a densidade exata do estado fundamental de um
sistema de elétrons que interagem € gerada a partir da solu¢do de um problema auxiliar
do sistema de elétrons que ndo-interagem definido de forma a fornecer a mesma

densidade do estado fundamental. A energia total de um sistema de n-elétrons pode ser
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descrita segundo Kohn-Sham, 1965, sem aproximagdes, como:

- e e
Eel =- % ¥ [0 (r1)V20i(r1) dri+ X ”p(m) p(r2) dridrz + Exc (Eq. 17)

—_—

| (r1) - (r2)]

O primeiro termo da equacdo (16) representa as energias cinéticas dos elétrons n,
que nao estdo interagindo (BECKE, 1988) com mesma densidade p(r) =i i 0 (r)ZTcomo
o sistema verdadeiro de elétrons interagentes. O segundo termo estima as atracdes
elétron — nicleo e as interacdes de Coulomb entre as duas distribui¢des de cargas p(r;)
e p(ry) e o terceiro termo contém a energia de troca — correlacdo Ey.. que pode ser
representada em termos de troca correlacio medidas esfericamente (BECKE, 1988;
LUNKEN, 1982; GUNARSSON et al., 1979.)p, ' (1, s) como

- — -
Exc = XX -4n/2 py(r1) px7 (r1, s) dris2ds (Eq.18)
1Y

S
Os orbitais de um elétron {¢; (r;); i =1,n}, da equacdo 19, sdo solugdes para o
conjunto de equacdes de 1-elétron de Kohn — Sham (KOHN & SHAM, 1965)
[ v 20 1 oiEh e vea b b e = 0 6 a0

- - - -
|RA—I‘1| | r1 - r2|

onde o potencial de troca — correlagdo V. é dado, segundo KOHN & SHAM, 1965, por
_ 4

Vxc [p] =0 Ex [p] /Op (Eq.20)

A fungdo By "7 (r1, s) contém todas as informacdes sobre troca e correlagio entre

elétrons interagentes, bem como a influéncia da correlacdo na energia cinética. A fungdo

Px T (1, s) pode, na pratica, ser obtida através de uma solucao exata da equacdo de

Schrondinger ou de um sistema de n-elétrons (BUIJSE, 1989). O conjunto das
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equacdes de Kohn — Sham de um elétron, € uma conseqiiéncia dos valores limitados
pelas solugdes exatas de um sistema com muitos elétrons. Eles formam, entretanto, o
ponto de partida para um tratamento aproximado em que py*? (r}, s) é recalculado pelo
uso do modelo de funcional.

Uma observagdo criteriosa dos conceitos apresentados nos permite constatar
que a descri¢do do potencial de troca KS difere levemente da descricdo HF, porque a
primeira é um funcional da densidade exato, enquanto que a segunda é um funcional
dos orbitais, e também porque os orbitais KS e HF que sdo necessirios como
intermedidrios para os célculos nfo sdo totalmente idénticos (CHERMETTE, 1998).0
mesmo pode ser expresso em relacio a descri¢ao do potencial de correlagdo KS que, de
acordo com as defini¢des, deve ser maior (mais negativo) que HF.

As equacgdes Kohn-Sham, em principio, sdo exatas uma vez que incorporam
totalmente os efeitos da correlagdo eletrOnica (troca-correlagdo) e a solugdo dessas
equacgdes equivale formalmente a resolver exatamente o problema variacional da TFD.
Enfim, as equacdes KS vao além da aproximagdo HF e ainda, oferecem uma grande
vantagem: o potencial de troca-correlacdo € local.

A forma da funcdo exata para determinar o funcional de troca-correlacdo nio é
conhecida em detalhes, contudo, um nimero de propriedades de p Y (rf’s) pode ser
deduzida através de varias consideracdoes (LUNKEN erf al., 1982; GUNNARSSON ef

al., 1979).
3.3.4.1-OS FUNCIONAIS

Os funcionais de energia troca-correlacdo tem sido classificados por Ziegler

(ZIEGLER, 1991) dentro de trés geracoes.
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e A primeira geracdo de funcionais € a aproximacgdo da densidade local (LDA). Esta
aproximagdo envolve o funcional de Dirac para troca, o qual nada mais é que o
funcional proposto por Dirac em 1927 (DUARTE, 2001) para o entdo nomeado modelo
de Thomas-Fermi-Dirac. Para a energia de correlacdo, algumas parametriza¢des foram
propostas, comegando no inicio dos anos 80 com a proposta por Vosko et al. (VOSKO,
et al., 1980), Perdew e Zunger (PERDEW & ZUNGER, 1981): aproximacdo Xo., onde
a correlagcdo € uma aproximagao fornecida pelo percentual da energia de troca.

e A segunda geracdo de funcionais usa ambos a densidade e seus gradientes.
Entretanto, um simples gradiente de expansao, testado no inicio dos anos 70 por Sham e
Herman et al. (HERMAN et al., 1969), ndo obteve sucesso, ¢ muitos esforcos foram
feitos para elucidar este assunto. Levy, Perdew, e outros mostraram que varias relacdes,
que podem ser agrupadas dentro de regras sumadrias, propriedades de proporcao, podem
ser expressas pela LDA, mas ndo um simples gradiente de expansdo. Desta forma, faz-
se necessdria a parametrizacdo do gradiente de expansdo de maneira a melhor satisfazer
estas relagdes. O primeiro funcional de energia gradiente-corrigido foi proposto em
1986 por Becke (BECKE,1986) e Perdew e Wang (PERDEW & WANG, 1986) para
troca e Perdew (PERDEW, 1986) para correlagdo. Os funcionais mais populares nos
dias atuais sdo estes de Becke e Perdew para troca e correlagdo. Seguindo Perdew,
existem todos os outros freqiientemente chamados aproximagdes generalizadas de
gradiente (GGAs do inglés Generalized Gradient Aproximations).

e A terceira geragdo dos funcionais de energia troca-correlacdo é a geracdo de
funcionais “além de GGA”. Eles compreendem vérias opgdes, oferecendo maior
exatidao através de um aumento na sofisticacdo e no custo dos recursos computacionais.

Os mais importantes destes sdo os funcionais hibridos, e os funcionais que sio

49



dependentes da densidade, seus gradientes e seus laplacianos (ZIEGLER, et al.,1988).
Os funcionais hibridos sao funcionais de energia que contém ambas a troca TFD (por
exemplo, uma parte LDA e uma parte GGA) e um tipo de troca Hartree Fock calculada
para os orbitais. A justificativa para esta aproximacao parte do entdo nomeado esquema
de conex@o adiabdtica primeiro definido por Lagreth e Perdew (LAGRETH &
PERDEW, 1977) em 1977, mas introduzida praticamente por Becke em 1993
(PERDEW, 1993), e generalizada dentro de um funcional hibrido no qual o peso de
varias contribui¢des para a energia de troca-correlacdo total € obtido por um ajuste de
um conjunto de dados referentes a energia. Em 1998, o funcional hibrido mais popular
era o funcional B3LYP, disponivel num primeiro momento apenas no pacote de
programas Gaussian que introduzia esta familia de funcionais. Este podia ser definido
como:

Exc = 0Ewur + 01 Exasp) + 0 Excea) + 03 Ec (Eq. 21)
relembrando que a energia de troca-correlacdo é definida por tudo aquilo relacionado ao
potencial de energia, energia cinética e energia eletrostatica, onde : (i) Eyr define a
energia de troca pura, exemplo, similar a Hartree-Fock, calculada com os orbitais KS;
(i1) Exasp)define a energia de troca local, a partir da troca de Dirac; (iii) Exca) define
os gradientes de correcdo para a energia de troca, chamados de forma Be88; (iv) Ec
define o gradiente de correlagdo corrigido, chamado de funcional de Lee-Yang-Parr
(LYP) (LEE, et al., 1988). A equacdo 21, com o; =1 - 0, € a forma classica adotada
nos funcionais hibridos mais utilizados, de maneira a manter a troca de Dirac para o gis
de elétrons. O funcional B3LYP é capaz de fornecer um conjunto de resultados
razodveis para compostos de coordenacdo, embora os funcionais “TFD puro”, por

exemplo, que ndo contem a troca pura (segunda geracdo de GGAs) que sdo menos
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exatos para termoquimica organica, sejam de comparada eficiéncia para a maioria dos

compostos organometalicos.

3.3.5-0 POTENCIAL QUIMICO E A DEFINICAO DE
ELETRONEGATIVIDADE

O papel central que ocupam o ndmero de elétrons N e a densidade eletronica na
Teoria do Funcional de Densidade € uma grande vantagem do método. Pois, é muito
mais dificil relacionar fun¢do de onda de muitos elétrons com a estrutura e a reatividade
molecular que quantidades observaveis mais simples tais como p(r) e o nimero de
elétrons N. A TFD permite definir importantes conceitos quimicos relacionados com a
estrutura e a reatividade quimica de moléculas. Serdo descritos agora os conceitos mais
importantes de TFD:

Ao se estabelecer o principio estaciondrio na TFD, o multiplicador de Lagrange
(p )Hfoi relacionado ao potencial quimico,

n=| oE (Eq. 22)
oN

Portanto, p = pu ( N, v) mede a tendéncia dos elétrons de escaparem de um
sistema em equilibrio . Se aproximar a defini¢do do potencial quimico mostrado na
equacdo acima pela diferenca finita (Grafico 01), chega-se a

p=-xm= - (+A)/2 (Eq. 23)
onde I e A correspondem ao potencial de ionizag¢do e a afinidade eletronica, para que
seja levado em conta o fato de que o potencial externo é mantido constante conforme
equacgdo 23. O gréfico 01 mostra a definicdo de I e A, e como estas grandezas podem
ser usadas para estimar a primeira e a segunda derivada da energia em relacdo ao

numero de elétrons.
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Esta é a mesma definicdo de eletronegatividade introduzida por Mulliken, em
1934 (NAGY, 1998). O conceito de eletronegatividade é importante em TFD, porque
uma vez que ele é o potencial quimico, desempenha um importante papel no principio
variacional.

Sanderson propos em 1954 (SANDERSON, 1971) o principio da igualagcdo da
eletronegatividade: “quando dois ou mais 4tomos, inicialmente possuindo
eletronegatividades  diferentes, ligam-se para formar um composto, suas
eletronegatividades tornam-se ajustadas a um valor intermedidrio dentro do composto”,
ou seja, o potencial quimico em um sistema em equilibrio é igual em toda a parte.
Quando duas moléculas se aproximam, o potencial quimico deve ser igualado para os
dois sistemas em equilibrio. O potencial quimico (eletronegatividade) é uma
propriedade de estado do sistema e pode ser calculada via TFD, segundo a Equacao 24.
A transferéncia de elétrons entre duas moléculas é dirigida pelas diferengas do potencial
quimico. O formalismo TFD leva rigorosamente ao conceito de eletronegatividade e ao
principio de igualagdo da eletronegatividade, mesmo embora todos estes conceitos
tenham sido formulados sobre uma base empirica no passado (FRITSCHE & KOLLER,

2003).
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Grafico 01 — Energia total do sistema em funcdo do nimero de elétrons. N
corresponde ao nimero de elétrons do sistema neutro. A inclina¢ado das linhas tracejadas

corresponde ao I e A, respectivamente, dentro da aproximacio da diferenca finita.

3.3.6-0 POTENCIAL QUIMICO E SUAS DERIVADAS: DUREZA E MACIEZ
A equacio diferencial que descreve um sistema eletrdnico quando este muda de
um estado fundamental para o outro é:
dE = pdN + Jp (r)du(r)dr (Eq. 24)
A energia total ¢ um funcional do nimero de elétrons N e do potencial externo
v(r), ou seja E= E[N,v]. Logo, podemos escrever a equagado diferencial total de energia

E que relaciona a mudanca do sistema de um estado fundamental para um outro:

dE [ ]dN+ [ ]&)(r)dr (Eq. 25)
v(r) ou(r)

Comparando as equagdes 24 e 25, obtém-se as seguintes igualdades:
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E ] = constante (Eq. 26)
[ ] E ] =p (Eq. 27)
0v(r) ou(r

Importantes conceitos quimicos surgem a partir das equagdes 24, 25, 26 e 27:

02E (Eq. 28)
(o) ONZ |y

Se utilizarmos a aproximagdo da diferenca finita conforme o grafico 1, chegamos a

Dureza

equacgao:
n=I-A (Eq. 29)

7

Esta definicdo é a mesma que a sugerida por Pearson em 1963 (PEARSON,
1963). Toro-Labbé et al. mostraram como o potencial quimico e a dureza variam com o
angulo de tor¢do da molécula. Embora eles tenham usado em seus célculos a
aproximacdo da diferenca finita, ou seja,

n =% (EL-En) (Eq. 30)
onde Ep e Ep correspondem as energias do LUMO e HOMO,respectivamente, os

resultados se comportaram como o esperado. A dureza apresenta um miximo onde se

encontra os minimos de energia na superficie de energia potencial.

Maciez (contrario de dureza)

:[ ] = 1/I-A (Eq. 31)
v(r)
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O principio enunciado por Pearson: “dcidos macios preferem bases macias,
dcidos duros preferem bases duras”, também chamado principio HSAB (do inglés: Hard

Soft Acid Base Principle) também estd contemplado dentro da TFD.

3.4- SOBRE A MINIMIZACAO DE ENERGIA ATRAVES DE TFD

A equagdo bésica do funcional de densidade é dada pela expressao 32:
[-72V2 + Vi(r)+ Vx(r )] Pri=&¥ (Eq. 32)

e tem que ser resolvida em um sistema iterativo de campo-auto-consistente (SCF), com
procedimento (Esquema 4) similar ao que é usado na teoria Hartree-Fock. Este
procedimento comega com uma densidade inicial correspondente a um certo arranjo
geométrico do nicleo. Usualmente, a densidade inicial é construida por uma
superposicao das densidades atdmicas.

O operador de Coulomb das equacdes do TFD pode ser avaliado tanto
explicitamente, pela resolucdo da equacdo de Poisson, quanto pelo cdlculo das integrais
de Coulomb para um dado conjunto de bases, usando uma densidade adequada. O
procedimento formal é regularmente usado em célculos de estado sélido, quando os
célculos do potencial de Coulomb envolvem adicdo sobre o nimero de pontos de
integracdo total (LABANOWSKI & ANDZELM, 1991).

O Esquema 4 tem como entidade fundamental que governa o sistema iterativo a
densidade eletrdnica, que define os pontos de inicio e fim do procedimento do sistema
auto-consistente. Este procedimento € empregado no programa DMOI (DELLEY,
1990), no qual fungdes de bases numéricas sao utilizadas. No caso das fungdes de base
do tipo Gaussiana, também é conveniente seguir o mesmo procedimento. O cadlculo do

potencial de troca-correlagdo € de fato feito em uma grade tipicamente numérica, em
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espaco real e os resultados sdo entdo, ajustados ou expressos através de forma analitica

conveniente (LABANOWSKI & ANDZELM, 1991).

Aﬂ I

-/2V2Vc(r) = 4np(r)

T f[p()]

_’1/2V2 35 %(T)+ ch(r)] Y=Y
Vi = 2p Cip Op

(Hpg — €iSpq) Cig= 0

Hpq = | ¢*(r)[ -%2V2 + xce(r)]9q (r) dr

Spq= | 0%p(r) Oq(r) dr -

= E[p?ROC]
E9/0 Ry

Esquema 4— Esquema do sistema auto consistente usado na solucio das equacdes de

| porr=Zocc | Vi (I') |2

Kohn-Sham.

No procedimento padrio, as equagdes do método TFD sao resolvidas

expandindo-se as funcdes de onda de uma particula (orbitais moleculares)

variadamente, dentro de um conjunto de bases, como sera discutido a seguir. Uma vez
calculados os elementos da matriz de recobrimento e o Hamiltoniano, os autovalores e

autovetores sdo encontrados da diagonaliza¢do da matriz H-€S. Seguindo um principio
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Aufbau (usando, por exemplo, estatisticas Fermi — Dirac), os orbitais sdo ocupados e
uma nova densidade é formada. Isto completa um ciclo do procedimento SCF. Neste
ponto, esquemas de aceleracdo de convergéncia sdo usados para criar uma nova
densidade inicial (input) para densidades iniciais prévias (input) e finais (output). Apds
a autoconsisténcia ser atingida, a energia total para esta geometria, com as
correspondentes propriedades moleculares, podem ser calculadas. Se a meta é uma
otimizagdo geométrica, os gradientes de energia sdo avaliados e usados na escolha de
uma nova geometria. Um novo ciclo SCF € entdo iniciado com a nova geometria. Neste
ponto, o ciclo SCF pode ser iniciado com a densidade SCF da geometria anteriormente
definida, desde que esta geometria ndo tenha variado muito (MORGON & CUSTODIO,
1995).

Em geral, a grande vantagem da metodologia 7FD sobre os métodos ab initios
padroes estd no ganho em velocidade computacional e espaco em memoria.
Considerando-se um sistema arbitrario qualquer modelado com n fun¢des de base, o
esforco computacional no estudo deste sistema utilizando-se 7FD aumenta na ordem de
n’, enquanto que para os métodos Hartree-Fock aumenta em n ou n’ para técnicas de
interacdo de configuracdo. Em contraste com métodos semi-empiricos, o hamiltoniano
na TFD é bem definido e suas caracteristicas ndo sdo obscurecidas pro freqiientes e
aproximagdes no procedimento computacional. Assim, este método é particularmente
util no estudo de grandes sistemas moleculares, descrevendo-se realisticamente sistemas

organicos, inorganicos, metdlicos e semicondutores (MORGON & CUSTODIO, 1995).
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3.5- CALCULO DE ENERGIA DE INTERACAO
Esquematicamente, a interacdo entre a enzima (E) e o inibidor (I) pode ser

representada pelo equilibrio k

kds

onde EI é o complexo enzima-inibidor e k,; é a constante de associagdo do complexo,
definida pela relacdo k,; = [EI)/[E][I]. A constante de dissociacdo do complexo, k4, € 0
inverso de k.. Estas constantes se relacionam com a variacdo da energia livre 4G da
reacdo de acordo com a Equacdo 32.
AG=-RTInk,=RT Ink, (Eq. 33)
Farmacologicamente, a constante k;; ¢ denominada K; (originalmente definida nas
reagdes enzimdticas como a constante de inibi¢do enzimdtica). Assim:
AG=RT K, (Eq.34)
Os métodos de perturbacdo da energia livre (FEP) e de integragdo
termodinamica (IT) sdo ferramentas utilizadas para o célculo tedrico de energia livre de
interagio relativa (MORGON & CUSTODIO, 1995). Procedimentos que sdo
computacionalmente caros, porém efetivos quando as estruturas dos complexos sdo
conhecidas. Outra vantagem dos modelos de FEP e IT é que ambos consideram
explicitamente o solvente. Entretanto, estes procedimentos ndo sdo geralmente
adequados a um modelo em Quimica Bioinorginica Medicinal, que deve ser simples e
de desenvolvimento rdpido. Um procedimento alternativo e computacionalmente muito

menos custoso pode ser adaptado ao nosso caso como mostrado no Esquema 5.
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kas
Em + [=—%— EI + H,0
kds
El = (Eg; + Eppo) - (Epin + Ep

EI = Energia de interacio do complexo
Egp = Energia do complexo

E,n = Energia do sitio ativo da proteina
E; = Energia do ligante

Esquema 5.
A energia de interagdo foi obtida pela diferenca entre o valor da energia
calculado do complexo enzima-inibidor e da dgua e a soma dos valores de energia
calculados do sitio ativo da proteina e do ligante, ambos na mesma conformagdo do

complexo.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1- ANALISE CONFORMA CIONAL DOS LIGANTES (1a-44)

Os processos biolégicos envolvendo macromoléculas dependem de sua
capacidade em interagir e discriminar uma determinada molécula (MURCKO &
MURCKO, 1995). Portanto, informagdes sobre a estrutura quimica desta molécula
auxiliam o planejamento racional de novos compostos bioativos, com adequado perfil
de interagdo com o bioreceptor, eleito como alvo terapéutico.

A andlise conformacional foi realizada para nos certificarmos de que estdvamos
trabalhando com uma conformacgdo de energia minima, na tentativa de identificacdo da
conformagao bioativa do ligante, objetivando posterior extrapolagdo para a conformagdo
bioativa de novas moléculas que atuem como inibidores enzimdaticos. Porém, faz-se
necessdrio lembrar que nem sempre a geometria mais estdvel do ligante serd a

geometria presente no complexo formado.

A fim de se reunir dados que ajudassem a inferir a configuragcdo da ligagcdo C=N
nos derivados acilidrazénicos, realizamos a andlise conformacional com o método semi-
empirico AM1, ja que o mesmo é bem parametrizado para moléculas orgéanicas, com o
derivado estruturalmente mais simples (Estrutura 1a, onde R= C¢Hs e W = H), visando

economizar tempo e custos computacionais.

Nesta etapa do trabalho, consideramos quatro angulos diedros: 6;, 0,, 65 e 04
(Figura 23). Exploramos inicialmente incrementos de 10° e 30°, mas como a entalpia de
formagdo variou muito pouco, adotamos um incremento maior, de 60°, para a andlise

conformacional.
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Figura 23- Angulos diedros, sobre os quais foram realizadas as analises

conformacionais.

4.2-A OBTENCAO DOS DADOS ESTRUTURAIS DAS METALOENZIMAS
PARA SIMULACAO COMPUTACIONAL

Inicialmente as estruturas cristalograficas nativas da ACE (Figura 24) (NATESH
et. al, 2003), e de CA (Figura 25) (ERIKSSON et. al, 1988), foram obtidas do Protein

Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb) com os respectivos cédigos 108A e 1CA2.

As estruturas cristalograficas da ACE, co-cristalizada com lisinopropil (Figura
26a) (NATESH et. al, 2003) e elanapril (Figura 26b) (NATESH et. al, 2004), e de CA,
co-cristalizada com acetazolamida (Figura 27a) (CHAKRAVARTY et. al, 1985) e
celecoxib (Figura 27b) (WEBER et al., 2004), também foram obtidas PDB, com os
respectivos cédigos 1086, 1UZE, 1AZM e 10Q5.

As estruturas homodiméricas da ACE; dos complexos ACE-lisinopropil e ACE-
elanapril e a estrutura da CA e seus complexos CA-acetazolamida e CA-celecoxib
foram simplificadas a mondmeros. Realizamos, em seguida, a adicdo de dtomos de

hidrogénio, uma vez que os mesmos nao estdo inclusos na estrutura obtida do PDB.
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Esta adi¢do foi realizada automaticamente através do programa Spartan para a enzima

inteira.

Figura 24-Estrutura Cristalogréfica da ACE (nativa)-PDB 108A.

Figura 25-Estrutura Cristalografica da CA (nativa)-PDB 1CA2.
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Figura 26- Estruturas cristalograficas da ACE, co-cristalizada com lisinopropil-lpr (a) e

elanapril-eal (b). PDB-1086 e 1UZE.

Figura 27- Estruturas cristalograficas da CA, co-cristalizada com acetazolamida-Azm(a)

e celecoxib-Cel (b).PDB- 1AZM e 10Q5.
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Em seguida, os atomos pesados (carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre) das
estruturas das enzimas nativas e dos complexos foram fixados e os 4dtomos de
hidrogénio foram minimizados pelo método 7FD B3LYP/6-31G** Eliminadas
quaisquer repulsdes oriundas da adicdo de 4atomos de hidrogénio ou da prépria
cristalografia, os complexos foram submetidos a um corte por residuos em sua estrutura
de modo a reduzir o custo computacional das simula¢des a serem realizadas. Este
processo nos permite simplificar o objeto de simulagao, reduzindo o nimero de graus de
liberdade do sistema (VAN GUNSTEREN & BERENDSEN, 1990 e KARPLUS &
PETSKO, 1990). Este corte na estrutura das enzimas, ao redor do sitio ativo,
correspondeu a um cubo com 15 A de aresta (Figura 28a e 28b). E importante destacar
que o sitio ativo destas enzimas localiza-se aproximadamente no centro de cada
mondmero, onde estd localizado o fon Zn**, de forma que a simplificagdo estrutural

realizada com o corte da proteina nao influiu no sitio de ligacdo dos inibidores.

4.3-VALIDACAO DA METODOLOGIA

De modo a permitir a validagdo da metodologia utilizada, as interagdes avaliadas
nos complexos formados entre ACE-lisinopril e ACE-elanapril, CA-acetazolamida e
CA-celecoxib descritas pela simulacdo através da 7FD foram comparadas as interagdes
observadas nas respectivas estruturas cristalogrdficas dos referidos complexos

(VIDGREN et al., 1990; NATESH et al., 2003).

4.4-ESTUDO DO MECANISMO DE COMPLEXACAO METALOENZIMAS

Como descrito anteriormente, a quelagdo metdlica representa uma das estratégias

de inibi¢do enzimética que consiste no planejamento de moléculas que contenham em
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sua estrutura um grupamento funcional capaz de quelar o 4&tomo metdlico presente no
sitio ativo da enzima. O papel dos fons metdlicos na estrutura e funcdo de proteinas,
dcidos nucléicos e hormodnios peptideos € fundamental, embora muitas vezes
desconhecido no nivel molecular. As principais hipéteses acerca dos principios que
regem a seletividade e especificidade de macromoléculas por um determinado metal
estdo freqiientemente baseadas em teorias qualitativas e semiempiricas, tais como o
principio HSAB (4cidos e bases “duros” e “macios”) de Parr e Pearson (PEARSON &
PARR, 1963), e a série Irving-Williams para constantes de estabilidade de fons
divalentes (HUHEEY et. al., 1993).

A avaliag¢do da influéncia de cada substituinte W na dureza total dos ligantes,
através da andlise da diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO, calculadas
por TFD, foi eleita como descritor para realizar um “screening” virtual dos derivados
N-acilidrazonicos estudados. A escolha da dureza como descritor para o planejamento
racional se justifica porque a dureza € uma propriedade direta do mecanismo de
interagdo proposto entre o composto bioativo ligante (derivados NAH’s estudados) e o
alvo farmacoldgico (enzimas envolvidas em processos fisiopatoldgicos) (PEARSON &
PARR, 1963; HUHEEY et. al., 1993).

Adicionalmente a entalpia de complexacdo foi obtida para os complexos que
foram escolhidos para validagdo da metodologia, pela diferenca entre o calor de
formacdo calculado do complexo e a soma dos calores de formagdo calculados do sitio
ativo da proteina e do ligante, ambos na mesma conformacgdo do complexo (Esquema
5). A mesma metodologia foi utilizada para todos os inibidores, utilizando-se apenas os

aminodcidos capazes de fazer intera¢des diretas com o inibidor e o metal do sitio ativo
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como sonda biolégica para investigagdo do perfil de interacdo enzima-possiveis
inibidores NAH’s.

O corte por residuos visou manter a integridade da esfera de coordenacdo
metélica e adotar esta esfera como sonda biolégica para investigar 0 mecanismo de
interacdo derivados N-acilidrazoénicos com ACE e CA (Figura 28a e 28b). Para a ACE
nativa, os aminodcidos incluidos foram: histidina 383, histidina 387 e glutamina 411 e
ainda um residuo acetato 700 como artefato da cristalizacdo. Para a CA nativa os
aminodcidos: histidina 94, histidina 96 e histidina 119 e ainda uma molécula de dgua.

Nas estruturas dos complexos com os inibidores foram incluidos os inibidores.

Figura 28- Estruturas das esferas de coordenagdo metalicas utilizadas como

sondas bioldgicas no estudo do mecanismo de interagdo ACE (a) e CA(b) com

derivados N-acilidrazonicos (1a-44)
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDO TRIDIMENSIONAL DA TOPOLOGIA MOLECULAR DOS
DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS (1a-44)
5.1.1 ANALISE CONFORMACIONAL DOS DERIVADOS N-
ACILIDRAZONICOS

As conformacgdes das formas diastereoisoméricas (Z e E) de 1a-44 (Figura 21)
foram calculadas pelo método semiempirico AMI1. Os diasteroisomeros dos derivados
com configuracdo E foram cerca de 1-6kcal/mol mais estidveis dos que os com
configuragdo Z (Figura 29), estando em concordancia com dados experimentais. Os
diasteroisomeros E foram os produtos principais na sintese de derivados N-
acilidrazonicos sintetizados em nosso laboratério (LIMA et al., 2002; RIBEIRO et al.,

1998; IFA et al., 2000).

AHTf = 60,25kcal/mol

AHf = 53,97kcal/mol

Figura 29 — Minimos de energia para os diastereoisdmeros (E) e(Z) do derivado 1a.
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Trabalhos descritos na literatura também confirmaram a diasterosseletividade
deste processo. Palla e colaboradores (PALLA, G. et al., 1982 & 1986) realizaram um
estudo de RMN-H' e de C" em derivados hidrazonicos (1a) e (27) (Figura 30) e
concluiram que o diasteroisdémero com configuracio relativa E foi predominantemente
formado em ambos os casos.

Estudos de RMN-'H e espectrometria de massa acoplada a cromatografia gasosa
de alta resolugdo, permitiram inferir que os derivados acilidrazonicos pirazoélicos (6) e
(45) (Figura 30), sintetizados por nosso grupo de pesquisas (FREITAS et.al.,1991),
também apresentaram preferencialmente a configuracdo relativa E (PEREIRA et al,

1998).

H W=H (6)
W=N(CH,), (45)

Figura 30- Configuracéo relativa dos derivados acilidrazonicos 1a, 27, 6 ¢ 45.

Recentemente, em nosso laboratério, cristais do derivado 26 (Figura 21) 2-
tienilideno 3,4-metilenodioxibenzoilidrazida -LASSBi0-294 foram obtidos e elucidados
através de cristalografia de raios-X, apresentando também a configuragio E, conforme

ilustrado nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 — Dados cristalograficos para o derivado N-acilidrazonico 26*.

Férmula empirica

CisHioN203 S

Peso molecular 274.29
Temperatura 120(2) K
Comprimento de onda 0.71073 A

Sistema Cristalino, grupo espacial

Monoclinico, P2,/a, No. 14

Cela unitaria

a= 8.9554(3) A
b=12.3242(4) A B=91.140(3)°

c=11.0686(4) A

Volume

1221.52(7) A’

Z, Densidade calculada

4, 1.491 mg/m’

Coeficiente de Absorcdo

0.270 mm!

F(000)

558

Tamanho do Cristal

0.20x 0.10 x 0.10 mm

Faixa Opara coleta de dados

2.47 a 25.00°

Indices limitantes

-10<h<10, -14<k<14, -13<I<13

Reflexoes coletadas

13304 / 2153 [R(int) = 0.0667]

Completeness to theta = 25.00

95.1 %

Max. e min. de transmissao

0.9735 € 0.9480

Meétodo de refinamento

- e v
matriz dos minimos quadrados F

Dados / limites / parametros

2153/0/182

Melhor ajuste em F°

1.059

Indice R final [I>2c(1 )]

R1 =0.0383, wR2 = 0.0950

R indices (todos os dados)

R1=0.0485, wR2 =0.1033

Maior diferenca do pico

0.211 e -0.365 e.A”
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Tabela 5 — Coordenadas atdmicas (x 104) e parametros isotropicos (A’\Z X 103). U(eq) €

definido como um dos trés tragos do tensor ortogonalizado U para o derivado 26%*.

X y z U(eq)

S 7815(1) 5212(1) 556(1) 30(1)
o(1) 2508(2) -1749(1) 4293(1) 34(1)
0Q) 1547(2) -10(1) 4521(1) 33(1)
0(3) 7373(1) 1602(1) 2603(1) 26(1)
N(1) 5256(2) 2580(1) 2280(1) 22(1)
N(2) 6078(2) 3438(1) 1829(1) 21(1)
C(1) 1252(2) -1137(2) 4698(2) 30(1)
C(2) 3493(2) -1002(2) 3850(2) 25(1)
C(3) 4861(2) -1184(2) 3354(2) 27(1)
C(4) 5552(2) 272(2) 2990(2) 24(1)
C(5) 5076(2) 771(2) 3103(2) 20(1)
C(6) 3674(2) 941(2) 3624(2) 21(1)
C(7) 2930(2) 33(2) 3983(2) 23(1)
C(8) 5999(2) 1681(2) 2652(2) 20(1)
C9) 5369(2) 4338(2) 1723(2) 22(1)
C(10) 6109(2) 5283(2) 1248(2) 24(1)
C(11) 5486(2) 6339(2) 1278(2) 27(1)
C(12) 6608(3) 7076(2) 762(2) 36(1)
C(13) 7837(3) 6581(2) 339(2) 36(1)

* Obtido por Professor Eduardo E. Castellano-Laboratério de Cristalografia de Proteinas e Biologia

Estrutural, IFSC, USP.
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A andlise conformacional do isdbmero E para todos os compostos estudados

revelou quatro minimos de energia local, apresentados na Figura 31.
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Figura 31- Minimos de energia para os diastereoisdmeros E do derivado 1a.

Em geral, comprimentos e adngulos de ligagdo envolvendo 4tomos de carbono
sdo mais rigidos que estes parametros envolvendo fons metélicos. As geometrias de
coordenagdo sdo varidveis dentro de uma extensdo de valores bem maiores que
comprimentos e angulos de ligagdo de estruturas covalentes, de natureza organica. Os
graus de liberdade necessdrios, dentro de uma estrutura ligante para acomodar o fon
metéalico, sdo obtidos sempre através de rearranjos conformacionais, que sdo nada mais
que variacdes nos angulos de tor¢ao da estrutura do ligante.
O fato dos angulos ligante-metal-ligante variem sobre uma faixa muito maior, do

que os parametros correspondentes para moléculas organicas, indicam que a quimica de
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coordenacdio ¢ principalmente ditada pelo ligante (COMBA & HAMBLEY, 1995;
COMBA et al., 1999; 1999). Sendo assim, a estrutura de um composto de coordenagdo
e, portanto, sua termodindmica e propriedades -eletronicas, estdo fortemente
influenciadas pela estrutura do ligante. Tendo em vista estas observagdes, as estruturas
dos confoérmeros A, B, C e D dos derivados (1a-44) foram otimizados por TFD
B3LYP/6-31G** objetivando estabelecer a possivel conformacao “bioativa” do ligante.
Desta forma, os principais angulos, comprimentos de ligacdo e angulos diedros,
tedricos, obtidos para o derivado 26 foram comparados com dados experimentais e
estdo compilados nas Tabelas 6, 7 e 8, bem como a entalpia de formagdo dos minimos

de energia obtidos na andlise conformacional de 0, 6,, 03, ¢ 64 .
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Tabela 6- Comparagdo entre os principais angulos de ligacao (°) calculados por TFD método B3LYP/ 6-31G**, dos conférmeros

entalpicamente mais estdveis obtidos através da andlise conformacional e dados de raios-X do derivado (26)- LASSBio-294.

Hg Oy
| I o Mg
H15\ /C‘HQ /C1“~N;~”N2\ S E“Cq
T e
H2 AN C
/me 5;6121 HS/ Csf# ?KHB
O3 Cis Hi /
/ Hy
Hig %
Hig
Angulo de ligacio (26)A (26)B (26)C (26)D Raios-x
Co—C1—Ny 116,87 114,85 116,03 114,83 116,72
Ci-Ni-Hz 119,65 121,06 117,70 120,03 119,14
01-C1—Ny 121,73 122,40 121,96 122,04 121,79
Ci-Ni-N2 118,79 120,48 131,02 121,03 118,42
H>-Ni-N; 122,01 118,42 111,10 117,05 122,44
Ni—-N2-C, 116,43 120,32 124,38 120,06 115,66
N>—C,—Hs 111,35 112,51 121,39 118,06 113,31
N,—Cr—C3 121,67 133,71 123,04 130,05 120,36
C3-Cy-Hs 126,98 113,78 114,18 114,05 126,33

Maiores valores das diferenca médias encontradas : A 1,7%, B 9%, C 10% e D 9,7%.
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Tabela 7 —Comparagdo entre os principais comprimentos de ligacio (A), calculados por TFD método B3LYP/ 6-31G**, dos conférmeros

entalpicamente mais estidveis obtidos através da andlise conformacional e dados de raios-X do derivado (26)- LASSBio-294.

HB O1
| | o Mg
Hﬁ\c/cm} N Pl
[ A N
C C H Ca T~
02/ 101(:{, 121H13 K / 5 H8
/ H;
H15)T03
H14
Comprimento de ligacao (26)A (26)B 26)C (26)D Raios-x
Ci -Gy 1,491 1,505 1,490 1,490 1,492
Ci -0 1,232 1,216 1,245 1,235 1,234
Ci-N; 1,349 1,392 1,403 1,412 1,345
N; -N; 1,393 1,360 1,328 1,332 1,392
N, -H, 1,012 1,035 1,033 1,041 1,011
N, -G, 1,280 1,294 1,307 1,305 1,272
C, —Hs 1,110 1,018 1,113 1,016 1,096
C,-C; 1,470 1,483 1,467 1,482 1,470

Maiores valores das diferenca médias encontradas : A 1,3%, B 7%, C 4,3% e D 7,3%.
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Tabela 8 — Entalpias de formagdo e comparagdo entre os principais angulos diedros (°) calculados por TFD método B3LYP/ 6-31G**, dos

conférmeros entalpicamente mais estaveis obtidos através da anélise conformacional e dados de raios-X do derivado (26)- LASSBio-294.

(|
L /SaC:fHW
ﬁ14 (|:9 '_||1:2 Ez—ci\ ||::|
OQ/C1U“C;’;{C12RH13 Hs/ /Cg; h\Hﬁ
/ ki
H'IS 03
H14
Angulos diedros (26)A (26)B 26)C (26)D Raios-x
C3—C>-N>—-Ny -179,02 -2,27 -179,43 -2,31 -179,25
Hs—-C,-N,-N; 0,73 177,65 0,44 178,53 0,75
N>-N;—C1-0Oy 0,13 -4,41 0,73 -4,42 0,13
H>-N;—-C1-0Oy -179,12 173,32 175,29 173,31 -179,88
H;-N;—-C1-Cy 1,46 -6,92 -4,03 -7,03 1,34
H>-N1-N»-C; 13,19 -4,87 -178,31 -4,97 13,79
Ci—-N1-N»-C, -174,69 172,92 -3,47 173,05 -166,22
A4H; (kcal/mol) 60,25 58,13 53,97 58,56
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De fato, podemos considerar que as conformacdes A, B, C e D ndo apresentem
diferencas significativas em termos energéticos e que todas podem estar presentes no
meio biolégico. Entretanto, a conformacdo A apresenta maior similaridade estrutural
com a estrutura resolvida por raios-X e, adotando este critério, assumimos que a
estrutura cristalina pode ser a conformacdo “bioativa”, visto que esta dltima ndo precisa
ser a conformacdo mais estdvel. As estruturas A e cristal foram sobrepostas e podemos

observar o alinhamento dos propostos grupamentos farmacoféricos na Figura 32.

Figura 32— Alinhamento do conférmero (26)A com a estrutura cristalina (26) (LASSBio

294).

5.1.2 ESTUDO DAS PROPRIEDADES ESTEREOELETRONICAS DOS
DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS

Reacdes enzimdticas tipicas envolvem formacdo e rompimento de interacdes
quimicas. Freqiientemente, o fon metédlico presente no sitio ativo enzimatico pode atuar
como mediador de transferéncia de elétrons ou prétons (COMBA et al., 1999). As
principais interacdes envolvendo reacdes enzimaticas (substrato-enzima) sdo as

interacdes de van der Waals, eletrostiticas, ligacdo de hidrogénio e interagcdes
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hidrofébicas. Objetivando analisar a influéncia dos substituintes R e W (Figura 21), nas
possiveis interagdes quimicas (especificidade, labilidade e estabilidade) dos complexos
NAH’s—metais, realizamos o estudo das propriedades estereoeletronicas através da
andlise de orbitais de fronteira, HOMO e LUMO, obtidos pela TFD.

A partir da estrutura do conférmero (26)A foram construidas as estruturas (1b-h,2-
14,15a-h,16a-h,17-44) otimizadas por TFD. O diagrama de contorno dos orbitais
HOMO para os derivados 1g (W=0OH e R=k), 1a (W= H e R=k), 1b (W=Cl e R=k), 6

(W=H e R=e), 7( W=H e R=f) e 12 ( W=H e R=l) pode ser observado na figura 34.

A Figura 34 € a representacdo grafica do orbital molecular ocupado de mais alta
energia (HOMO) para os derivados N-acilidrazénicos (1g, 1a, 1b, 6, 7 e 12) . A anélise
da representacdo grafica do HOMO permitiu evidenciar que os substituintes R ndo tém
participacdo na constituicdo da func¢io de onda que descreve este orbital. Em contraste,
os substituintes W, apresentaram contribui¢des expressivas na constituicao desta fungdo
de onda.

Cabe ressaltar, que o derivados N-acilidrazonicos, representados
esquematicamente pela Figura 34 s@o andlogos da classe de derivados 46-50
sintetizados no LASSBio (Figura 33) que além de apresentarem atividade anti-tumoral
(Tabela 9) (BARREIRO et al., 2002), vem sendo estudados como potenciais inibidores

da ribonucleotideo redutase.
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Tabela 09- IC50 para os derivados 46-50.

Composto ICso (uM)*

(26) — LASSBio 294 Inotrépico positivo

(46) — LASSBio 466 3,52
(47) — LASSBio 467 8,96
(48) — LASSBio 431 283.9
(49) — LASSBio 578 >300
(50) Inotrépico negativo

*ICso = concentragdo ativa do inibidor produzindo 50% de inibi¢do da atividade anti-

tumoral in vitro.
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Figura 34- Representagdo grafica do HOMO para os derivados N-acilidrazonicos 1g (W=OH e R=k), 1a (W= H e R=k), 1b (W=Cl e

R=k), 6 (W=H e R=¢e), 7( W=H e R=f) e 12 ( W=H e R=1) candidatos a inibidores enzimaticos neste estudo.
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Para evitar qualquer didvida quanto a participacdo dos substituintes R na
constituicdo da funcdo de onda que descreve o HOMO do ligante, dois outros
substituintes (R= NO; e CHj3) presentes nos derivados 51 e 52, capazes de retirar e doar,
respectivamente, densidade eletronica foram otimizados por 7FD método BLYP/6-
31G** e novamente nio foi observada a participacdo dos substituintes R na constituicao

do HOMO do ligante, conforme Figura 35.

Figura 35- Representacdo grafica do HOMO dos derivados N-acilidrazonicos onde X=

CH=CH e R =NO, (51) e CH3(52) ¢ W = H obtida por TFD.

O mapa da superficie de energia potencial também foi gerado por TFD,
conforme figura 36. Este se mostrou similar para todos os derivados (1a-44) e nao
somente evidenciou a distribui¢do de cargas nas moléculas, como também revelou que

os possiveis sitios de coordenacido das NAH’s podem ser os d&tomos de O da carbonila e
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N(iminico) da hidrazona.

O valor do potencial eletrostitico (a energia de interacdo entre um ponto com
carga positiva, o nicleo e os elétrons da molécula) é representado através da utilizagdo
de cores. A cores proximas ao vermelho correspondem a potenciais negativos, enquanto
as cores proximas do azul a potenciais positivos. Como esperado, os dtomos de O da
carbonila e N(iminico) da hidrazona (os 4&tomos mais eletronegativos da molécula) sdo

vermelhos no mapa da superficie de energia potencial (Figura 36).

Figura 36- Representacao gréfica da superficie de potencial eletrostdtico do derivado

N-acilidrazénico (1a) obtida por TFD B3LYP/6-31G**.

Segundo o mapa a densidade eletrdnica, entre todos os dtomos da estrutura, estd
mais concentrada sobre o O e o N e, por isso, eles seriam os pontos mais provaveis de
interagdo com espécies eletrofilicas (sdo os tnicos dtomos da estrutura que tem um par
de elétrons solitarios em posi¢do para atuar como doadores para um atomo aceptor).O
zinco, por sua vez, € um acido na fronteira da dureza (COLEMAN, 1998). Desta forma,

ambos dtomos de N e O podem interagir com este metal.
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Uma vez que as interacdes dos sitios de coordenagdo das NAH’s com o fon
metélico acontecerdo através dos pares eletronicos isolados destes dtomos (O da
carbonila e N iminico da hidrazona), é necessdrio o alinhamento espacial destes pares de
forma a facilitar a quelag@o. Esse fato corrobora que o conférmero A, apesar de ndo ser
0 mais estdvel, porém o mais estruturalmente parecido com a estrutura cristalografica do
derivados 26 deva ser aquele envolvido na coordenagdo como o metal do sitio ativo

enzimadtico, ou seja, o provavel conférmero “bioativo”.

5.2. ESTUDOS DE SPR PARA OS DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS (1a-44)

A avaliagdo da influéncia de cada substituinte W na dureza absoluta dos
ligantes, através da andlise da diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO,
calculadas por TFD, foi eleita como descritor para estudos SPR dos derivados N-
acilidrazdnicos estudados. A escolha da dureza como descritor para o planejamento
racional de candidatos a inibidores de metaloenzimas Zn-dependentes, se justifica
porque a dureza € uma propriedade direta do mecanismo de interagdo entre 0 composto
“bioativo” ligante (derivados NAH’s estudados) e o alvo farmacoldgico (enzimas
envolvidas em processos fisiopatolégicos).

Os resultados, dispostos na Tabela 10, permitiram evidenciar que existe uma
tendéncia: substituintes capazes de doar densidade eletronica contribuem para o

aumento significativo da dureza total de cada espécie ligante.
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Tabela 10 — Avaliagdo da contribui¢do eletronica dos diferentes substituintes W na

dureza absoluta de alguns derivados N-acilidrazdnicos selecionados.

W DUREZA ABSOLUTA- M

COMPOSTOS V)
la H 3,30
1b Cl 2,92
1c Br 291
1d F 2,96
le OMe 3,78
1f NMe, 3,41
1g OH 3,79
1h Me 3,60

15a H 421
15b Cl 3,97
15¢ Br 3,94
15d F 3,96
15e OMe 4,63
15f NMe, 4,24
15¢g OH 4,65
15h Me 4,42
16a H 4,13
16b Cl 3,86
16¢ Br 3,83
16d F 3,87
16e OMe 4,52
16f NMe, 4,98
16g OH 4,62

16h Me 4,01
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5.3. ESTUDO EHT DOS DERIVADOS NAH’S 1a-44, CANDIDATOS A
INIBIDORES DE METALOENZIMAS Zn-DEPENDENTES

As metaloenzimas objetos deste estudo s3o a enzima conversora da
angiotensina e a anidrase carbonica. Assim, serdo relatados aqui os estudos referentes a
ACE e no item 5.8 discutiremos de maneira detalhada estes para a CA.

Como descrito anteriormente, a ACE estd diretamente envolvida, tanto com a
homeostase da pressdo arterial quanto com o controle das doengas cardiovasculares. Sua
principal fungdo é catalisar a hidrélise da ligacdo peptidica Phe8-His9 (Figura 11) da
angiotensina I, fornecendo a angiotensina II, octapepitideo ativo no controle da pressao
arterial, que possui uma unidade dipeptideo carboxi-terminal His-Leu (SANTOS et al.,
2000). Neste contexto, diversos inibidores potentes t€m sido desenvolvidos para ACE
(Tabela 11) (COHEN, 1985; UNGER et al., 1990; NATESH et al., 2004). Embora estes
inibidores atuem de forma seletiva, muitos estudos indicam que 0s mesmos ndo
apresentam a especificidade desejada (SWAAN, 1995; TABIBIAZAR, 2001), o que
pode explicar alguns dos indesejaveis efeitos colaterais (tosse seca, alteragdo do paladar
e reagdes de hipersensibilidade, tais como erup¢@o cutinea e edema angioneurdtico).
Em individuos com insuficiéncia renal cronica, podem induzir hiperpotassemia. Em
pacientes com hipertensdo renovascular bilateral ou com rim Unico, podem promover
redugdo da filtracdo glomerular com aumento dos niveis séricos de uréia e creatinina.
observados com suas utilizagdes clinicas (SWAAN, 1995; TABIBIAZAR, 2001).

Os derivados 1a-44 objetos deste estudo apresentam similaridades estruturais
com o grupo amida presente nos substratos da ACE, conforme pode ser observado nas
Figuras 11 e 21. Esta similaridade sugere que os derivados NAH’s em questdo possam

se comportar como inibidores competitivos.

84



Por outro lado, ACE cliva ligagdes peptidicas utilizando o mecanismo de
catalise geral dcido-base, onde a reagdo catalisada é termodinamicamente favorecida,
porém cineticamente estdvel. A estabilidade cinética deve-se a deslocalizacdo da dupla
ligacdo da ligacdo peptidica (UNGER et al., 1990).

Tabela 11- Inibidores da ACE.

Classe Féarmaco ICso (nM)?
Sulfidrila Captopril” 21
Pivalopril® 17
Rentiaprild 7
Zofenoprild 8
Carboxialquil ~ Benazepril® 5
Cilazapril® 1,4
Delapril® 40
Enalapril® 3
Indolapril® 2,6
Indalapril® 800
Lisinopril” 11
Pentoprilb 4.8
Fosforila Ceranopril® 36
Fosinoprilb 11

*ICsp = concentragdo ativa do inibidor produzindo 50% de inibi¢do da ACE in vitro.

®COHEN(1985); “ONDETTI(1998); ‘UNGER et al. (1990) .

A teoria acido-base “duros” e “macios” (HSAB) foi proposta a mais de trinta
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anos atrds por Pearson (PEARSON, 1963) com o objetivo de prever a estabilidade e
reatividade em uma reag@o dcido-base tipica. Parr et al., (PARR & YANG, 1995) tem
utilizado a TFD para fornecer as bases tedricas e um método para quantificar o principio
HSAB. No estudo da reatividade e seletividade quimica, se faz necessdrio que se
investigue propriedades quantitativas que caracterizem estas propriedades locais. Em
1983, Parr e Pearson (PARR & PEARSON, 1983) introduziram o conceito de dureza
absoluta n , que € definido em termos do potencial de ionizagdo / e da afinidade
eletrdnica A de um sistema de acordo com

n=(1-A)=0 (Eq.34)

A dureza também pode ser quantificada em relagdo a densidade eletrdnica dos
orbitais moleculares de fronteira e desta forma pode ser associado a seletividade

quimica

n =" (EL—Ep) (Eq. 35)

onde E;, e Epsdo as energias de LUMO e HOMO, respectivamente. Neste caso, a dureza
representa um méaximo onde os minimos de energia da superficie de energia sdo

encontrados.

Em 1992 Dronskowski (DRONSKOWSKI, 1992) propds que a dureza pode ser
obtida em fun¢do do somatério do que foi definido como incremento de reatividade

atdmica &g

n = 2rér (Eq. 36)

7

onde a defini¢cdo do incremento de reatividade atdmica, que € um valor de energia
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medido em eV, incorpora as somas e diferencas da chamada populacdo de Hamilton. A
populacio de Hamilton combina ambas contribuicdes atdmicas e ligantes
(DRONSKOWSKI, 1992). Valores negativos indicam dtomos ou ligagcdes reativas por
conta de seu papel no decréscimo na dureza do cristal. Ao contrario, valores positivos

podem ser encontrados nas partes inertes da estrutura.

Por razdes de conveniéncia, a fim de normalizarmos os valores, foi introduzido o

indice de reatividade atdmica relativa Eg, dado pela expressdo 37

EZR = §rR— & max (Eq. 37)

¢ min — § max

onde todos os indices sdao normalizados entre “0” (dtomo mais inerte ou min) e “1”
(4tomo mais reativo ou max). Esta proposta, que é capaz de expressar os termos de
reatividade atomica relativa descritos na equagdo 37 utilizando TFD (PARR & YANG,
1995) e a dureza maxima de Pearson (PEARSON, 1983), foi adaptada a EHT
(HOFFMAN, 1963) através do programa computacional EXTEN 04 no LQIC.

A avaliacdo anterior da dureza dos derivados la-44 (item 5.2) demonstrou
existir uma correlacdo entre a natureza eletronica dos substituintes em W e a dureza
destes derivados. Estes resultados sugerem que a dureza é realmente uma propriedade
intrinseca a seletividade destes ligantes frente as metaloenzimas Zn-dependentes. Desta
forma, realizamos novo estudo SPR para avaliar a contribuicdo pontual destes
substituintes (W) na densidade eletronica dos provéveis sitios de coordenagdo com o
Zn** das metaloenzimas, previamente sugeridos neste estudo (dtomos de O da carbonila
e N 2 da hidrazona, item 5.1.2). Este estudo foi realizado através do calculo dos indices
de reatividade atdmica (Eg, equagdo37) por EHT.

O gréfico 2 mostra que existe um aumento proporcional da reatividade atomica
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dos 4tomos propostos como sitios de coordenacdo da NAH’s com as metaloenzimas

com a dureza absoluta destes ligantes.

08 -
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.'g 041 A AN (iminico hidrazona)
E B O (carbonila)

Py 02 -

T

(7]

(]

& 0 | | |

g 2.8 33 3.8 43

Dureza absoluta das NAH's 1a-44.

Griéfico 2. O aumento proporcional da dureza absoluta das NAH’s com a reatividade

atodmica dos 4tomos propostos como sitios de coordenagdo NAH’s-ACE.

5.4. VALIDACAO DA METODOLOGIA PARA O ESTUDO DOS COMPLEXOS

Apresentaremos inicialmente os resultados das simulac¢des utilizando a TFD
referentes ao estudo dos compostos da literatura (53-56 Figura 37), no sentido de validar
tanto a metodologia quanto a abordagem das andlises utilizadas. Esta abordagem serd
aplicada aos compostos previamente sintetizados no LASSBio os quais, por sua vez,
nos permitirdo tracar um perfil relativo a interacfo receptor-ligante para a série com o

intuito de maximizar a intera¢cdo com a ACE e a CA.
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Figura 37- Inibidores escolhidos da literatura (ONDETTI ef al., 1998; COHEN et al.,

1985; NATESH et al.,2003 e 2004) para validacido da metodologia.

5.5 ESTUDOS UTILIZANDO TFD DOS INIBIDORES DA CLASSE
CARBOXIALQUIL 53 E 54 COMPLEXADOS A ACE

Selecionamos dois inibidores da classe carboxialquila: enalapril, (1-((2S)-2-
{[(1S)-1-carboxi-3-fenilpropil] amino} propanoil)-L-prolina) (53) (Figura 37), com ICsg
= 3nM e lisinopril, (N2-[(S)-1-carboxi-3-fenilpropil]-L-lisil]-L-prolina) (54) (Figura 37)

com ICsp = 11nM (ONDETTI et al., 1998; COHEN et al., 1985). Os complexos obtidos
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com estes compostos foram submetidos a simulacio pela TFD de modo a nos oferecer
dados sobre o alinhamento e sobre as interacdes com os residuos de aminoacidos e o
zinco do sitio ativo da enzima. Estes dados serdo discutidos nos préximos itens de

maneira detalhada.

5.5.1 ANALISE DA ORIENTACAO DOS INIBIDORES CARBOXIALQUIL 53 E
54 NO SITIO ATIVO DA ACE

Na Figura 38 estdo descritos os compostos 53 e 54 apds a minimizagdo de seus
complexos com o modelo do sitio ativo da ACE através da TFD método B3LYP/6-
31G**. Podemos observar que estes compostos possuem orientagdes bastante

semelhantes no sitio ativo da ACE.

Figura 38 - Estruturas minimizadas e sobrepostas dos complexos de 53 e 54, mostrando
a similaridade estrutural entre estes compostos e a orientagdo adotada no sitio ativo da

enzima, apds a minimizagao.
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5.5.2 ANALISE DAS INTERACOES DOS INIBIDORES 53 E 54 COM O Zn**

DO SITIO ATIVO DA ACE

As interagdes dos compostos 53 e 54, com cada um dos residuos de aminodcidos
da ACE foram, caracterizadas em termos de distincias (Tabela 12). Estas interacdes
serdo primeiramente descritas e, em seguida, vamos discutir apenas as interagdes com
Zn** do sitio comparativamente entre os complexos de 53 e 54 com a ACE. Estes
resultados tedricos foram obtidos utilizando a TFD método B3LYP/6-31G**.

A figura 39 permite a comparacdo entre as distincias tedricas (TFD método
B3LYP/6-31G**) relativas as interagdes entre residuos de aminoacidos da ACE (Tabela

12) e o composto 53, com estas distancias obtidas por cristalografia de raios-x.
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Figura 39- Representacdo com o LIGPLOT da estrutura cristalografica do complexo

formado entre o composto 53 ¢ ACE (NATESH et al., e 2004).

A figura 40 permite a comparacdo entre as distdncias tedricas (7FD método

B3LYP/6-31G**) relativas as interagdes entre residuos de aminoéacidos da ACE (Tabela

12) e o composto 54, com estas distancias obtidas por cristalografia de raios-x.
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Figura 40- Representacdo com o LIGPLOT da estrutura cristalografica do complexo

formados entre o composto 54 e ACE (NATESH et al., 2003).
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Tabela 12- Distancias tedricas (TFD método B3LYP/6-31G**) relativas as interacdes

entre residuos de aminodcidos da ACE e os compostos 53 e 54.

RESIDUOS COMPOSTO 53 (i) COMPOSTO 54(13;)

Lys 511 2,82 2,90
Tyr 520 2,60 2,53
Ala 354 2,92 2,90
Glu 384 2,69 2,68
Tyr 523 2,81 2,75
His 353 2,60 2,75
His 513 3,05 3,09

5.5.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS DE TFD COM OS DADOS
CRISTALOGRAFICOS DOS COMPLEXO0OS FORMADOS ENTRE A ACE E OS
COMPOSTOS 53 E 54.

Ap0s o estudo utilizando TFD do complexo de 53 e 54 com a ACE, realizamos a
comparagdo com os dados cristalograficos descritos previamente (NATESH et al.,2003
e 2004) visando estabelecer uma comparacdo entre os resultados obtidos pelas
diferentes metodologias. Deve-se ter em mente que poderdo ocorrer divergéncias nesta
comparacdo em fungdo da caracteristica especifica de cada abordagem; o cristal, como
estrutura rigida, € influenciado pelo empacotamento das moléculas, enquanto que a TFD
¢ influenciada pela flutuacdo da densidade eletronica da estrutura. A comparagdo
envolveu os dados da Figuras 38, 39 e 40, Tabelas 12, 13 e 14 (paginas 90, 92, 93, 94 e

96 respectivamente).
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Tabela 13— Comparagdo entre os dados tedricos (TFD BLYP/6-31G**) e os dados cristalograficos* da geometria de coordenagdo do

fon Zn** do sitio ativo da ACE complexado a estrutura 53.

53 Comprimento  Comprimento Angulos )
de ligacao de ligacao X-Zn-0Oz(Eal) X-Zn-O3(Eal) X-Zn-383 X-Zn-383 X-Zn-387 X-Zn-387 X-Zn-411 X-Zn-411
X-Zn™ (A)  X-Zn* A)
Oseal 2,03 2,01 51 53 112 116 123 125 101 103
Oeal 2,53 2,65 95 98 90 93 152 155
N His 383 1,98 2,01 102 109 84* 920
N His 387 1,95 2,01 102 106
O Glut 411 1,79* 1,89
*Valor da maior diferenca média encontrada: a) comprimento de ligacao- 5% b) angulo de ligacao 6%
Tabela 14— Comparagao entre os dados teéricos (TFD BLYP/6-31G**) e os dados cristalograficos* da geometria de coordenagdo do
fon Zn** do sitio ativo da ACE complexado a estrutura 54.
54 Comprimento  Comprimento Angulos ©)
de ligacao deligacdo  X.Zn-O(Lpr) X-Zn-Oz(Lpr) X-Zn-383 X-Zn-383 X-Zn-387 X-Zn-387 X-Zn-411 X-Zn-411
X-Zn** (A)  X-Zn™ (A)
O; lpr 2,06 2,14 52 53 114 117 121 123 97 929
O,lpr 1,58 2,60 95 98 90 920 150%* 152
N His 383 1,98 2,04 108 109 93 93
N His 387 1,99% 2,07 110 110
O Glut 411 1,99 1,99

*Valor da maior diferenca média encontrada: a) comprimento de ligacio- 4% b) angulo de ligacio 3%
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As interacdes mais significativas realizadas pelo composto 53 e 54 com o Zn**
no sitio ativo da ACE, segundo dados de cristalografia de raios-X (NATESH et al.,
2003 e 2004) sdo as interacdes dos dtomos de O dos residuos carboxilatos que estdo
bem posicionados a 2,1A e a 2,6 A do 4tomo de Zn>, tabelas 13 e 14. Estas interacdes
foram identificadas nos estudos de TFD. Portanto, estes resultados permitiram validar o
modelo de TFD e a capacidade do mesmo em reproduzir o comportamento molecular
dos complexos simulados.

Uma vez que a metodologia de TFD foi testada com sucesso no estudo de
inibidores da literatura (NATESH et. al, 2003 e 2004), realizamos o estudo com 0s
compostos 1a-44, propostos como candidatos a inibidores da ACE que serd apresentado

no item 5.7.

5.6 ESTUDOS UTILIZANDO TFD DOS INIBIDORES 55 E 56 COMPLEXADOS
A CA

Selecionamos um inibidor da classe das sulfonamidas: a acetazolamida (5-
acetamido-1,3,4-tiadiazola-2-sulfonamida) (585) (Figura 37), com ICsp = 12 nM e um
inibidor da classe dos coxibs : o celecoxib, (4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-1H-
pirazol1-YL] benzenosulfonamida) (56) (Figura 37) com ICsp =21 nM (WEBER et al.,
2004), por possuir um grupamento —SO,NH; tipico dos inibidores cldssicos da CA. Os
complexos obtidos com estes compostos foram submetidos a simulacido pela TFD de
modo a nos oferecer dados sobre o alinhamento e sobre as interagdes com os residuos

de aminodcidos e o zinco do sitio ativo da enzima. Estes dados serdo discutidos a seguir.
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5.6.1 ANALISE DA ORIENTACAO DOS INIBIDORES 55 E 56 NO SITIO DA
CA

Na Figura 41 estdo descritos os compostos 55 e 56 apds a minimizacdo de seus
complexos com a CA. Podemos observar que estes compostos possuem orientacdes

bastante semelhantes no sitio ativo da CA.

Figura 41 - Estruturas minimizadas e sobrepostas dos complexos de 55 e 56, mostrando
a similaridade estrutural entre estes compostos e a orientagdo adotada no sitio ativo da

enzima, apds a minimizagao.
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5.6.2 ANALISE DAS INTERACOES DOS INIBIDORES 55 E 56 COM O SITIO
ATIVO DA CA

As interagdes dos compostos 55 e 56, com cada um dos residuos de aminodcidos
da CA foram, caracterizadas em termos de distancias (Tabela 15). Estas interacdes serdo
primeiramente descritas e, em seguida, vamos discutir apenas as interacdes com Zn** do
sitio comparativamente entre os complexos de 55 e 56 com a CA. Estes resultados
tedricos foram obtidos utilizando a TFD método B3LYP/6-31G**.

A figura 42 permite a comparacdo entre as distincias tedricas (TFD método
B3LYP/6-31G**) relativas as interagdes entre residuos de aminodcidos da CA (Tabela

15) e o composto 55, com estas distancias obtidas por cristalografia de raios-x.
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i

Figura 42- Estrutura cristalografica do complexo formado entre o composto 55 e a CA

(VIDGREN et al., 1990).
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A figura 43 permite a comparacdo entre as distincias tedricas (TFD método
B3LYP/6-31G**) relativas as interacdes entre residuos de aminodcidos da CA (Tabela

15) e o composto 56, com estas distincias obtidas por cristalografia de raios-x.
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Figura 43- Estrutura cristalografica do complexo formado entre o composto 56 e a CA

(WEBER et al., 2004).
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Tabela 15- Distancias tedricas (TFD método B3LYP/6-31G**) relativas as interacdes

entre alguns residuos de aminoacidos da CA e os compostos 55 e 56.

RESIDUOS COMPOSTO 55 (i) COMPOSTO 56(};)

Tyr 199 2,99 3,78
Leu 198 3,65 3,53
Gln 92 2,72 3,00
Phe 131 3,41 2,96
His 94 3,10 3,21
His 96 3,03 3,28

5.6.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS DE TFD COM OS DADOS
CRISTALOGRAFICOS DO COMPLEXO ENTRE A CA E OS COMPOSTOS 55
E 56

Ap6s o estudo utilizando TFD do complexo de 55 e 56 com a CA, realizamos a
comparagcdo com os dados cristalograficos descritos previamente (VIDGREN et al.,
1990; WEBER et al,. 2004) visando estabelecer uma comparacio entre os resultados
obtidos pelas diferentes metodologias. A comparagdo envolveu os dados das Figuras 41,
42 e 43 (paginas 97, 98 e 99, respectivamente) e das Tabelas 15, 16 e 17 (paginas 100

e 101 respectivamente).
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Tabela 16— Comparagdo entre os dados tedricos (TFD BLYP/6-31G**) e os dados cristalograficos* da geometria de coordenagdo do

fon Zn** do sitio ativo da CA complexado a estrutura 585.

55 Comprimento  Comprimento Angulos ©)
de ligacao deligacdo  X-Zn-O(Azm) X-Zn-O(Azm) X-Zn-94 X-Zn-94 X-Zn-96 X-Zn-96 X-Zn-119 X-Zn-119
X-Zn™ (A)  X-Zn* A)
N Azm 1.89 1.90 46 49 74% 79 169 172 85
O Azm 3.16 3.20 101 104 120 124 114 113
N His 94 1.99 1.99 110 108 113 112
N His 96 1.99 1.99 96
N His 119 1.95% 1.98
*Valor da maior diferenca média encontrada: a) comprimento de ligacao- 1% b) angulo de ligacao 3%
Tabela 17— Comparacgao entre os dados teéricos (TFD BLYP/6-31G**) e os dados cristalograficos* da geometria de coordenagdo do
fon Zn>* do sitio ativo da CA complexado a estrutura 56.
56 Comprimento  Comprimento Angulos ©)
de ligacao de ligacao X-Zn-03(Cel) X-Zn-03(Cel) X-Zn-383  X-Zn-383 X-Zn-387 X-Zn-387 X-Zn-411 X-Zn-411
X-Zn** (A)  X-Zn™ (A)
N Cel 1.94 1.97 50* 53 86 85 105 108 83 85
O Cel 2.99 3.0 110 108 159 167 116 118
N His 94 1,98 1.99 101 105 111 113
N His 96 1,98 1.99 97 929
NHis 119 2,02* 2.07

*Valor da maior diferenca média encontrada: a) comprimento de ligacio- 2% b) angulo de ligacio 5%
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As interagdes mais significativas realizadas pelo composto 55 € 56 com o Zn**
no sitio ativo da CA, segundo dados de cristalografia de raios-X (VIDGREN et al.,
1990; WEBER et al., 2004) sdo as interacdes dos dtomos de O e N dos residuos
sulfonamidas que podem ser observados nas tabelas 16 e 17. Estas foram identificadas
nos estudos de TFD. Portanto, estes resultados permitiram validar o modelo de TFD e a
capacidade do mesmo em reproduzir o comportamento molecular dos complexos
simulados.

Uma vez que a metodologia de TFD foi testada com sucesso no estudo de
inibidores da literatura (VIDGREN et al., 1990; WEBER et al., 2004), realizamos o
estudo dos compostos 1a-44 propostos como candidatos a inibidores da CA que serd

apresentado no item 5.8.

5.7. ESTUDOS UTLIZANDO A TFD PARA OS DERIVADOS 1a-44
CANDIDATOS A INIBIDORES DA ACE

Por conta da atividade enzimdtica da ACE estar diretamente relacionada com a
presenca do Zn*? em seu sitio ativo (LANTHIER ez al., 1997), a quimica de
coordenagdo deste com o inibidor é de grande interesse. Nesta etapa, efetuamos um
estudo da interagdo do Zn** do sitio ativo enzimdtico com os derivados la-44,
objetivando investigar a contribuicdo das propriedades estruturais e eletrOnicas
observadas anteriormente na quimica de coordenagdo envolvendo a formacdo destes
complexos. E, desta forma, inferir um provdvel mecanismo de coordenagdo para a
formagdo destes complexos. Este estudo foi realizado utilizando a TFD através dos
métodos BLYP/6-31G** e B3LYP/6-31G**. A identificacdo da natureza exata desta

interacdo para um candidato a inibidor (possivel farmaco) € a chave para controlar sua
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especificidade e, portanto, reduzir os indesejaveis efeitos colaterais.

5.7.1 CONSTRUCAO DO MODELO DO SiTIO ATIVO DA ACE

Como descrito em 5.7, as principais ferramentas computacionais utilizadas neste
estudo sdo ambos os métodos de potencial hibrido (B3LYP) e potencial “puro” de troca-
correlacdo (BLYP) da TFD. Estes podem ser utilizados para simulagdes em sistemas
relativamente grandes com acurdcia para calculos de estruturas, propriedades e energias
(LI et al., 1999 & NOODLEMAN et al., 2003). Estes se aplicam a complexos de metais
de transi¢do (LOVELL, et al., 2003 & GOSH ef al., 2003), e a acuricia quantitativa
tipica destes métodos € suficientemente capaz de identificar e sistematizar aspectos
energéticos importantes das metaloenzimas.

Frente a natureza das interacdes enzima-inibidor, é crucial que se determine
propriedades inibitérias inerentes ao mecanismo de reacdo destas moléculas. Estes
estudos tedricos apresentam certa dificuldade em sua realizagdo, por conta, de somente
um pequeno numero de dtomos representativos poderem ser utilizados nestes sistemas.
Desta maneira, a constru¢do de modelos dos sitios ativos enzimdticos é necessdria:
sistemas pequenos capazes de representar os sitios funcionais e estruturais destas
enzimas. Estes modelos sdo importantes, pois tornam mais amenos os estudos
estruturais e de mecanismo do que nas enzimas propriamente ditas. Desta forma, é
possivel examinar uma variedade de fatores que influenciam a quimica de coordenagdo
nestes sistemas.

O sitio ativo, utilizado neste trabalho, inclui a primeira esfera de coordenacio do
metal que foi descrita detalhadamente no item 4.2 (Figura 28a) e pode ser observada

novamente na figura 44 : os aminoacidos His 383, His 387, Glu 411, e um fon acetato
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(Act 700 artefato do meio de cristalizacdo) onde uma molécula de dgua € originalmente

encontrada (NATESH et al., 2003).

Asp 415(A

Figura 44- Esfera de coordenacio metélica observada na estrutura cristalina da ACE

humana, cédigo PDB 108A.

Com o objetivo de minimizar o tempo e custos computacionais, a esfera de
coordenagdo metélica observada na Figura 44 foi biomimetizada através do uso de
imidazolas para representar as histidinas, dcido acético para representar o glutamato e a
molécula de H,O foi mantida em sua posic¢do original (admitindo estado de protonagdo
neutro).

A ligacdo zinco-dgua € um componente critico para este sitio catalitico em
metaloenzimas dependentes de Zn*, porque este pode ser ou ionizado pelo hidréxido

ligado ao zinco (como no caso da CA), ou polarizado por uma base usual (como na

104



ACE) para gerar um nucledfilo para catalise ou, por ultimo, substituir o substrato (como
no caso das fosfatases alcalinas) (Esquema 6) (McCALL et. al., 2000). O Zn** ativa a
dgua através de ionizacdo, polarizacdo, ou simplesmente deslocamento. Este mecanismo
€ determinado pela influéncia direta dos ligantes do Zn** (VALLEE & AULD, 1993).
Sendo assim, o mecanismo utilizado por muitos firmacos na inibi¢do da ACE ¢é
freqiientemente descrito em fun¢@o da substituicdo ou deslocamento desta molécula de

H,O (NATESH, 2004).

OH"

N OH
10nizagao 2 2
/Tni\ ik

~

Zn2+

N

substitui¢cdo - Zn3*

Esquema 6

Para verificar a validade da biomimetizacao utilizada neste estudo, o sitio ativo
modelo foi submetido a otimizagdo por TFD e os resultados foram comparados com os

dados de cristalografia nas tabelas 18 e 19.
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Tabela 18— Geometria tedrica da esfera de coordenacdo (biomimetizada) do Zn** na

ACE (TFD método B3LYP/6-31G**).

X Distancia até o Angulos (°)
Zn (A) X-Zn-383 X-Zn-387 X-Zn-411
H,O 2,03 116 122 96
N His 383 (imidazol) 1,98 103 103*
N His 387(imidazol) 1,95 107
O Glut 411(4cido 1,89%
acético)

Tabela 19 — Dados cristalograficos da esfera de coordenagdo do Zn** na ACE

(NATESH et al., 2003).

X Distancia até o Angulos (°)
Zn (A) X-Zn-383 X-Zn-387 X-Zn-411
H,O 2,09 118 127 99
N His 383 2,01 106 108
N His 387 2,05 105
O Glut 411 1,97

*Valor da maior diferenca média encontrada: a) comprimento de ligacao- 4%

b) dngulo de ligacao 4%

Os dados apresentados nas tabelas 18 e 19 s@o similares, o que demonstra que o
modelo biomimetizado adotado foi uma boa escolha. Desta forma, os derivados 1a-44
foram substituidos na posi¢do da molécula H,O (ligados ao Zn** pelo dtomo de N
iminico da hidrazona), de acordo com dados da literatura e submetidos a otimizacdo
geométrica utilizando o método B3LYP/6-31G**, o que sera descrito no item 5.7.2 de

maneira detalhada.
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572 GEOMETRIA DE EQUILIBRIO PARA O COMPLEXO FORMADO
ENTRE O MODELO DO SiTIO ATIVO DA ACE-NAH’s

Os resultados tedricos mostram que o dtomo de N(iminico) da hidrazona
substitui a molécula de dgua, encontrada na estrutura nativa, com uma diferenca de
0,13A de diferenca na posicdo (Tabela 20) constituindo o quarto ligante, e o0 4&tomo de O
da carbonila aparece como o quinto ligante (Figura 45) num ambiente de coordenagdo
que indica que a geometria tetraédrica ndo mais € refletida mais sim um ambiente
bipiramidal trigonal. Neste caso, a desprotona¢do da enzima-Zn-H,O (para formar
enzima-Zn-OH-), o que fornecer um nucleéfilo forte dentro do sitio ativo enzimatico,

esta comprometido e conseqiientemente ocorrerd a perda de atividade enzimatica.

Tabela 20— Geometria teérica do fon Zn** dos complexos NAHs- ACE (TFD método

B3LYP/6-31G**)*,

X Distancia até Angulos (°)
0 zinco (A) X-Zn-N(Inh.) X-Zn-383 X-Zn-387 X-Zn-411
O (Inh.) 2,03 80 92 132 84
N(Inh.) 1,96 118 126 99
N His 383 1,98 103 113
N His 387 1,95 117
O Glut 411 1,89

* Os resultados apresentados sdo para o derivado estruturalmente mais simples: derivado 1a.
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Glu 411

Figura 45- Estrutura tedrica proposta (otimizada por TFD método B3LYP/6-31G**)
para o complexo formado sitio ativo metalico (biomimetizado) da ACE e os derivados

NAH’s.

Os resultados tedricos permitiram evidenciar um novo ambiente de coordenacao,
no qual os derivados 1a-44 atuam como ligantes bidentados apresentando as distancias
Zn-0 (carbonila) e Zn-N (hidrazona) de 2.3 ¢ 1.9 A (Tabela 20), respectivamente. A
proximidade espacial destes 4tomos demonstra a existéncia da quelacdo do dtomo de
zinco. Observacdo que estd de acordo com dados experimentais previamente relatados
para o mecanismo de inibi¢do da termolisina (metaloenzima Zn- dependentes andloga a
ACE) por hidroxamatos (HOLMES & MATTHEWS, 1981), carboxilas (MONZINGO

& MATTHEWS, 1984) ou a-mercaptoacildipeptideos (GAUCHER et al., 1999) .
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5.7.3 CALCULO DAS ENERGIAS DE INTERACAO DOS COMPLEXOS
NAH’s ~ACE (MODELO DO SITIO ATIVO)

Uma vez verificado que as NAH’s podem atuar como inibidores da ACE através
da formacao de quelatos, as energias de interac@o para esta complexacdo (Esquema 7)
foram calculadas e sd3o apresentadas na Tabela 21. O objetivo desta simulagdo
computacional foi identificar as contribui¢des das caracteristicas estruturais e

eletrdnicas observadas nos resultados anteriores na formacdo destes quelatos.

OH,
+ NAH's ——> ;
o _znz (O Hs
His™ <« ~
His® Glu His
(Epm) (EQ)

El= (E gq + EH,0) - ( Egpen +Ep)

EI = energia de interacao do quelato
Egq = energia do quelato

Epm =energia do sitio ativo proteico
E; = energia do ligante

Esquema 7.
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Tabela 21- Energias de Interagdo dos complexos NAH’S—ACE (derivados selecionados)

(TFD método B3LYP/6-31G**)..

COMPOSTO W  ENERGIA DE INTERACAO (au)
1a H -0,33
1b Cl -0,25
1c Br -0,22
1d F -0,21
1e OMe -0,43
1f NMe, -0,46
1g OH -0,49
1h Me -0,48
2a H -0,75
2b Cl -0,60
2c Br -0,58
2d F -0,61
2e OMe -0,81
2f NMe, -1,1
2g OH -0,84
2h Me -0,83
3a H -0,95
3b H -0,94
4a H -0,92
4b H -0,90

Ambos resultados tedricos, geométricos e de energia, demonstram um novo
ambiente de coordenacdo da ACE-NAH’s com a quelagdo do dtomo de Zn**. Os valores
das energias de interacdo calculadas apresentadas na Tabela 21confirmam a formagéo
do complexo. E, demonstram que as propriedades eletronicas dos derivados 1a-44 (a

natureza eletrdonica dos substituintes em W) influenciam diretamente a estabilidade final
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dos complexos ACE-NAH’s formados. Este fato pode ser observado visto que o
aumento da dureza dos ligantes NAH’s é diretamente proporcional ao aumento nos

valores das energias de interacdo dos complexos formados com a ACE.

5.8. ESTUDOS UTLIZANDO A TFD PARA OS DERIVADOS 1a-44
CANDIDATOS A INIBIDORES DA CA

Como ja descrito em 1.5.3, a CA foi a primeira enzima Zn-depedente
descoberta, uma hidrolase responsavel pela catalise da hidratagdo do produto final do
metabolismo aerdbico, o CO,, permitindo sua ridpida remog¢do como sub-produto da
respiracdo e ainda facilitando seu transporte no sangue na forma de bicarbonato
(LINDSKOG, 1997).

O Zn* do sitio ativo da CA estd coordenado por trés anéis imidazolas
provenientes das histidinas, e uma molécula de 4gua em um ambiente de coordenagio
tetraédrico, conforme pode ser melhor observado no item 4.2 (figura 28b). E
apresentado no esquema 6 que o zinco pode ativar a molécula de dgua através de
ionizacdo, polarizagdo ou simplesmente substituicio pela molécula do substrato. No
caso da CA, Zn** (4cido duro) é capaz de baixar o pKa da dgua coordenada e promover
sua ioniza¢do como um 4cido fraco Zn- OH, **—® Zn-OH* + H *. Este mecanismo
serd determinado pela influéncia direta dos ligantes coordenados a este fon (LIPTON et.
al., 2004).

Efetuamos, entdo o estudo da interagdo do Zn** do sitio ativo enzimdtico com
os derivados 1a-44, objetivando investigar a contribui¢ao das propriedades estruturais e
eletronicas, observadas anteriormente na quimica de coordenacdo envolvendo a

formagdo destes complexos. Este estudo foi realizado utilizando a TFD através dos
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métodos BLYP/6-31G** e B3LYP/6-31G**.

5.8.1 CONSTRUCAO DO MODELO DO SIiTIO ATIVO DA CA
O sitio ativo, utilizado neste estudo, inclui a primeira esfera de coordenagdo do
metal (figura 28b) e pode ser observada novamente na figura 46 : os aminodcidos His

96, His 94, His 119, e uma molécula de 4gua (ERIKSSON et al., 1988).

HOH 263

His 96 .

0t

Figura 46- Esfera de coordenacido metdlica observada na estrutura cristalina da CA

humana, cédigo PDB 1CA2.

Ainda nesta etapa, com o objetivo de minimizar o tempo e custos

computacionais, a esfera de coordenagdo metdlica observada na figura 46 foi

biomimetizada através do uso de anéis imidazolas para representar as histidinas.
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Novamente, verificamos a validade da biomimetizagao utilizada, submetendo o
sitio ativo modelo a otimizacdo por TFD e comparando os resultados com os dados de

cristalografia de raios-x conforme as tabelas 22 e 23.

Tabela 22— Geometria tedrica da esfera de coordenagdo do Zn** (biomimetizada) na CA

(TFD método B3LYP/6-31G**).

X Distancia Zn- Angulos (°)
ligante (A) X-7Zn-94 X-Zn-96 X-Zn-119
H,O 2,03 102%* 112 109
N His 94 (imidazol) 1,98 103 110
N His 96(imidazol) 1,99% 103
N His 119 (imidazol) 1,89

Tabela 23 — Dados cristalogrificos da esfera de coordenagdo do Zn** na CA

(ERIKSSON et al., 1988).

X Distancia Zn- Angulos (°)
ligante (A) X-Zn-94 X-Zn-96 X-Zn-119
H,O 2,08 107 113 112
N His 94 1,99 107 113
N His 96 2,10 101
N His 119 1,91

*Valor da maior diferenca média encontrada: a) comprimento de ligacao- 5%

b) angulo de ligacao 4%
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A anélise dos dados apresentados nas tabelas 21 e 22 demonstra, que o modelo
biomimetizado adotado foi uma boa escolha. Desta forma, os derivados 1a-44 foram
substituidos na posicao da molécula H,O (ligados ao Zn** pelo d&tomo de N iminico da
hidrazona), de acordo com dados da literatura e submetidos a otimizacdo geométrica
utilizando o método B3LYP/6-31G**, o que serd descrito no item 5.8.2 de maneira

detalhada.

5.8.2 GEOMETRIA DE EQUILIBRIO PARA OS COMPLEXOS FORMADOS
ENTRE O MODELO DO SITIO ATIVO DA CA-NAH’s

Os resultados tedricos demonstram um ambiente de coordenacdo similar ao
encontrado para a ACE, onde o dtomo de N da hidrazona aparece substituindo a
molécula de dgua encontrada na estrutura nativa com uma diferenca de 0,3A de
diferenga na posicdo (Tabela 24) constituindo o quarto ligante e o dtomo de O da
carbonila aparece como o quinto ligante (Figura 45) num ambiente de coordenagdo que
bipiramidal trigonal. Neste caso, a desprotonagdo da enzima-Zn-H,O também esta
comprometida e conseqiientemente ocorrera a perda de atividade enzimdtica. A
substituicdo da molécula de H,O que estd diretamente envolvida no mecanismo
enzimdtico compromete a atividade da CA. Observagdo que sugere o fato dos derivados
NAH’s poderem atuar também como possiveis inibidores da CA. A especificidade por
uma ou outra enzima serd ditada pelo reconhecimento molecular destes ligantes. Pois
nio s6 hd capacidade em ligar-se ao sitio ativo estd em evidéncia em se tratando

atividade enzimatica.
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Tabela 24 — Geometria teérica do fon Zn** dos complexos NAH’s- CA (TFD método
B3LYP/6-31G**).

X Distancia até Angulos (°)
ozinco (A) X-Zn-N(Inh.) X-Zn-94 X-Zn-96  X-Zn-119
O (Inh.) 2,15 79 88 162 89
N(Inh.) 2,11 116 124 113
N His 94 2,03 108 99
N His 96 2,11 113
N His 119 2,05

A geometria de coordenagdo calculada mostra uma distor¢do no ambiente
tetraédrico, com o atomo de O da carbonila das NAH’s estando a uma distancia de 2,15
A do dtomo de Zn, conforme Figura 47. Observamos que o dtomo de N das NAH’s é

capaz de ocupar o lugar da H,O na estrutura nativa da CA.

Figura 47- Estrutura tedrica proposta (otimizada por 7TFD método B3LYP/6-31G**)
para o complexo formado sitio ativo metdlico (biomimetizado) da CA e os derivados

NAH’s.
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5.8.3 INCLUSAO DE INIBIDORES DA LITERATURA NO MODELO DE
INIBICAO NAH’s -CA

Resultados prévios (item 5.3) demonstraram que a dureza é uma propriedade
que pode governar a especificidade e seletividade das NAH’s por zinco. A fim de
investigar se esta seria uma propriedade capaz de interferir também na atividade dos
derivados propostos como candidatos a inibidores da CA, incluimos nesta investigac¢do
duas classes de inibidores da CA cujo perfil de atividade estd relatado na literatura: as
sulfonamidas (VIDGREN et al., 1990; CECCHI et al., 2004, PASTOREKOVA et al.,

2004) e os coxibs (WEBER et al., 2004), ilustrados na Figura 48.

Figura 48 - Estrutura das sulfonamidas : dorzolamida (DZA), acetazolamida (AZA),

metazolamida (MZA e diclorofenamida (DCP) e dos coxibs: valdecoxib (1), celecoxib

(2), SC-125(3), SC550 (4) e diclofenaco (5).
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A inclusdo de compostos da literatura nesta investigacdo se deve ao fato da
avaliacdo farmacolégica dos derivados 1a-44 ainda ndo ter sido realizada. E, enquanto
estudo tedrico, visando planejamento racional, este trabalho objetiva oferecer subsidios
para que estas avaliacdes possam ser realizadas com o minimo de custos possivel, ou
seja, fornecendo o maior nimero de caracteristicas que corroborem para o perfil de
atividade proposto.

As sulfonamidas sdo utilizadas extensivamente para o tratamento de glaucoma,
edema macular, diversas desordens neuro-musculares, e ainda sdo investigadas como
potenciais farmacos anti-tumorais (PASTOREKOVA et. al., 2004).

Os coxibs sdo farmacos antiinflamatérios ndo estereoidais (AINES) usualmente
conhecidos por inibirem seletivamente a cilclooxigenase-2 (COX-2). Weber e
colaboradores (WEBER et al., 2004) observaram que as arilsulfonamidas, presentes
nesta classe de farmacos, € um grupo comum em muitos inibidores da CA e realizaram
um estudo administrando coxibs no tratamento de glaucoma em coelhos. Seus estudos
demonstraram serem os coxibs capazes de inibir a CAII através da mobilizag¢ao do zinco
do sitio ativo através da ligacdo com o residuo sulfonamida presente em suas estruturas.

Os valores de dureza absoluta para os inibidores da literatura foram calculados
segundo a metodologia descrita em 5.2 e sdo apresentadas na Tabela 25. Quando
comparadas com estes valores calculados para os derivados 1a-44 (Tabela 13), podemos
notar que estes expressam a mesma ordem de grandeza. Fato que corrobora a

proposicao destes derivados NAH’s como candidatos a inibidores da CA.
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Tabela 25- Dureza absoluta obtida por TFD frente dados de inibi¢do® da CA para

sulfonamidas e coxibs (WEBER et al., 2004).

Inibidor n IC50(nM)*CAIl
AZA 5,78 12
MZA 5,65 14
DZA 5,96 9
DCP 4,01 38
1 3,78 43
2 4,96 21
3 2,27 > 100uM
4 2,65 > 100uM
5 2,96 > 100uM

 os inibidores foram incubados com as enzimas 15 minutos antes do ensaio.

®erros na faixa de 5-10% do valor informado, par trés determinagdes.

O gréafico 3 mostra que existe uma correlagdo entre a dureza absoluta das duas

classes de inibidores da CA, as sulfonamidas e os coxibs (Figura 48), e ICsy destes

compostos.
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R? = 0,9119

Dureza absoluta

Griéfico 3- Correlacdo existente entre a dureza absoluta e IC50 para os coxibs e as

sulfonamidas.

Estes inibidores tém seu mecanismo de agdo associado com a ligagdo das
sulfonamidas presentes em suas estruturas com o metal do sitio ativo. Estudos de RMN
demonstraram que sulfonamidas ligam-se via N desprotonado ao Zn*". Apesar de nao
existir a evidéncia experimental, varios autores apontam para a possibilidade de
sulfonamidas atuarem como ligantes bidentados (por meio N e de um 4tomo de O)
frente ao zinco do sitio ativo (FERRER et al., 1992). Com o objetivo de verificar a
possivel formacao de quelatos para os complexos sulfonamidas, coxibs- CA as energias
de interacdo para os representantes destas classes avaliados neste estudo foram

calculadas segundo o esquema 8 e sdo apresentadas na Tabela 26
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sulfonamidas

OH, + sulfonamidas
oucoxibs ___ His
gzt (D
His" & .
Hiss  His
(Epin)
El= (E El T+ EH20 ) = (Eptn + EI)

EI = energia de interacao do complexo
Egp = energia do complexo

E, =energia do sitio ativo proteico

E; = energia do ligante

Esquema 8.

Tabela 26 — Energias de interagdo obtidas por TFD para os complexos sulfonamidas-CA

e coxibs-CA.
Inibidor Energia de interacao (au)
AZA -18,6
MZA -17,5
DZA -19,3
DCP -12,3
1 -11,1
2 -15,8
3 -6,5
4 -6,3
5 -5,2
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O grifico 4 demonstra que existe uma correlagdo entre a energia de interagao

calculada para as duas classes de inibidores da CA, as sulfonamidas e os coxibs (Figura

48), e ICsy destes compostos.

0 ‘ ‘ ‘
Zf; 0 50 100 150
@ 50 -
S 2
gD
5 © -100 - R? = 0,9367
T <
2 9
S g -150 -
S o
(o))
5 £ 200 -
c C
u S
2 -250 -
IC 50 para sulfonamidas e coxibs

Griéfico 4- Correlagdo existente entre as energias de intera¢do e IC50 para os coxibs e as

sulfonamidas.

5.84 CALCULO DAS ENERGIAS DE INTERACAO DOS COMPLEXOS
NAH’s -CA

As energias de interacdo para a complexacdo NAH’s-CA foram calculadas
segundo o esquema 9 e sdo apresentadas na Tabela 27. O objetivo desta simulacdo
computacional foi identificar as contribui¢des das caracteristicas estruturais e

eletronicas, observadas nos resultados anteriores, na formacao destes possiveis quelatos.
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OH,
+NAH's —> His
s 0
His¥ \H.
His® 19 His
(Eptn) (EQ)
El= ( EQ + EH,0) - ( Egy, + Ep

EI = energia de interaciao do quelato
Egq = energia do quelato

E,n =energia do sitio ativo proteico
E; = energia do ligante

Esquema 9.

Os valores das energias de interacdo calculadas apresentadas na Tabela 27
demonstram que as propriedades eletronicas dos derivados 1a-44 (a natureza eletronica
dos substituintes em W) influenciam diretamente a estabilidade final dos complexos
CA-NAH’s formados.

Ambos resultados tedricos, geométricos e de energia, demonstram um novo
ambiente de coordenacdo da CA-NAH’s com a quelacdo do 4tomo de Zn**. As EI para
os complexos NHA’s-CA mostram um aumento, quando temos em W substituintes

capazes de doar densidade eletronica.

122



Tabela 27. Energias de Interacdo dos complexos NAH’S—CA.

COMPOSTO W  ENERGIA DE INTERACAO (au)
1a H 433
1b cl 3,22
1 Br 321
1d F 321
le OMe -6,00
1f NMe; 26,50
1g OH 6,85
1h Me 6,79
2a H 5,53
2b cl 4,30
2¢ Br -4,32
2d F 433
2e OMe 6,65
2f NMe; 6,90
2 OH 6,70
2h Me 6,50
3a H 747
3b H 742
4a H 7,40
4b H 745

No grifico 5 podemos observar que existe correlacdo entre El e a dureza
absoluta para os complexos NAH-CA. Este fato pode ser observado visto que o
aumento da dureza dos ligantes NAH’s € diretamente proporcional ao aumento nos

valores das energias de interagdo dos complexos formados com a CA.

123



_55 -

-65 -

Energia de Interacdo dos
complexos NAH's-CA(modelo)

-75 -

Dureza absoluta das NAH's

Griafico 5- Correlagao existente ente a dureza absoluta dos NAH’s 1a-44 ¢ valores de EI

para os complexos NAH’s- CA.

* Os resultados apresentados sdo dos oito compostos mais simples que garantiram a representatividade

das substituicdes em W..
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A conformacdo mais estdvel de l1a-44 obtida por AM1 demonstram que os
possiveis sitios de coordenacdo com o fon metdlico sdo o dtomo de O da carbonila e o
atomo de N(iminico) da hidrazona.

Os resultados obtidos por estudos de SPR para os derivados 1a-44 revelaram que
as modificacdes estruturais nos substituintes em W podem determinar a especificidade
das NAH’s, aumentando seu carater de base de Lewis. Os substituintes em W parecem
influenciar diretamente no perfil de atividade desejado e nossos resultados sugerem seu
envolvimento na natureza eletronica dos sitios de coordenacdo dos ligantes, afetando,
desta forma, a labilidade e estabilidade dos complexos metal-NHA’s. Para os
substituintes em R nd@o se verificou nenhum tipo de contribuicdo. Além disto, foi
possivel concluir que o mecanismo de coordenagdo envolvendo metaloenzimas Zn-
dependentes e NAH’s pode ser compreendido em termos do principio HSBA.

Podemos concluir que existe correlacdo significativa entre as energias de
interagdo calculadas para os complexos NAH-CA, NAH-ACE e a dureza destes
ligantes. Adicionalmente os substituintes em W, capazes de doar densidade eletronica,
contribuem para o aumento da EI dos complexos.

As energias de interacdo obtidas, com o estudo das interacdes entre os
compostos 1la-44 e o sitio metdlico da ACE e CA, ndo puderam ser correlacionadas
diretamente com o perfil de atividade desejado. Entretanto, inibidores da CA (55 e 56)
cujo perfil de atividade estd descrito na literatura, foram incluidos nas simulagdes e a
correlacdo entre ICsp e dureza destes compostos € observada. Para estes inibidores
foram obtidas as energias de interacdo, através da TFD, para a complexacdo com CA.

Foi constatada a existéncia da correlagdo entre energia de interacdo e ICsy destes
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compostos. Fato que permite extrapolar a existéncia da correlagdo entre energia de
interagdo e atividade para os derivados NAH’s estudados.

As simulacdes computacionais realizadas revelam fatores geométricos e
eletronicos capazes de modular esta interacdo, demonstrando que as NHA’s sdo capazes
de coordenar seletiva e especificamente o Zn** tetraédrico do sitio enzimético
modificando a esfera de coordenacdo deste fon através da formacdo de anel quelato de
cinco membros. A quelagdo do Zn>* do sitio ativo enzimdtico parece ocorrer através de
um mecanismo de substituicdo da molécula de d4gua coordenada a este metal de forma a
permitir o acesso do candidato a inibidor. Visto que o mecanismo de quelagdo bloqueia
o fon metdlico essencial a atividade catalitica desempenhada por ACE e CA, desta
forma estas perdem sua atividade. Fato que sugere que NAH’s podem ser potenciais
candidatos a inibidores por conta de sua habilidade em coordenar Zn através ligacdes
covalentes e i0nicas. Estes resultados podem auxiliar no planejamento racional de novas
moléculas que atuem como inibidores de CA.

Os modelos biomiméticos utilizados nos estudos TFD foram avaliados em
termos de qualidade estatistica, preditividade, rapidez e reprodutibilidade utilizando
inibidores da literatura. Estes modelos exibiram boa capacidade preditiva com tempo
computacional relativamente pequeno e foram capazes de gerar informacdes uteis no
planejamento racional de novos e seletivos ligantes NAH’s. Apesar das simulacdes
quanticas ndo incluirem efeitos de solvatagdo e o ambiente protéico como um todo, elas
revelaram aspectos significativos das estruturas eletrdnicas para os complexos
metaloenzimas-NAH’s.

A combinac¢ido de métodos semiempiricos com a TFD demonstrou ser uma

metodologia versatil no estudo de mecanismo de coordenac@o proposto neste trabalho e
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a dureza absoluta funcionou como um bom descritor dos sitios de coordenacio para os
ligantes 1a-44 e seus complexos com as NAH’s.

Em funcio destes resultados tem-se como perspectiva a avaliacdo farmacoldgica
em ensaios in vitro de alguns dos derivados que exibiram os maiores valores de dureza
absoluta de modo a verificarmos seu potencial como inibidores de metaloenzimas Zn-
dependentes, como sugerido neste trabalho.

Como mencionado anteriormente em 5.8.3, 0s coxibs recentemente descritos na
literatura como inibidores da CA s@o também conhecidos inibidores seletivos da COX-2
(ou seja, AINES). Tal comportamento estd relacionado com a presenca do grupamento
sulfonamida na estrutura destes compostos (WEBER et al., 2004). Desta forma, surge
ainda como perspectiva deste estudo a utilizagdo da técnica de hibridagdo molecular
(Figura 49) como ferramenta para proposi¢do de novos compostos capazes de atuarem
simultaneamente em dois alvos moleculares: a COX e a CA, apresentando uma sé
cinética. Tais compostos sdo considerados protétipos de “LYFE STYLE DRUGS”
(GILBERT et.al., 2004) e estdo diretamente relacionados com a qualidade de vida que

se pretende proporcionar a individuos longevos.
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NOVOS CANDIDATOS
A PROTOTIPOS DE
“LIFE STYLE DRUGS”

COX, CA LASSBio 321

Figura 49 — Utilizacdo da técnica de hibridacdo molecular para a proposi¢do de novos candidatos a protétipos de “Lyfe Style Drugs”.
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7.GLOSSARIO*

Andlise Conformacional: consiste na exploracio dos arranjos espaciais (formas)
energeticamente favordveis de uma molécula (conformacdes). Na andlise utiliza-se
mecanica molecular, dinAmica molecular, cdlculos quimico-quanticos ou andlise de
dados estruturais determinados experimentalmente por RMN ou cristalografia de raios-

X, por exemplo.

Calculos ab initio: sido cdlculos mecanico-quanticos que usam equacgdes exatas, sem

aproximagdes, que envolvem a populagdo eletronica total da molécula.

Calculos AM1: sdo célculos semi-empiricos de orbital molecular desenvolvidos na
Universidade de Austin no Texas (AM1= Austin Model 1). Estes cdlculos envolvem os
elétrons de valéncia dos dtomos da molécula. Eles sio um desenvolvimento dos

caclculos MNDO.

Calculos de Hiickel Estendido: sio cilculos de orbital molecular (MO) semi-empiricos

de nivel baixo de aproximacdes.

Calculos de Orbital Molecular (MO, do inglés Molecular Orbital): sdo célculos

mecanicos-quanticos baseados na equagdo de Schrédinger, que podem ser subdivididos

em métodos semi-empiricos e ab initio.

Calculos mecanicos-quénticos: sdo célculos de propriedades moleculares baseados na

equacdo de Schrodinger que levam em conta as interacdes entre os elétrons em uma

mesma molécula.
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Calculos MNDQ: sdo célculos semi-empiricos de orbital molecular (MO), que usam

como aproximacdo uma negligéncia modificada de recobrimento diatdmico

(diferencial).

Calculos PM3: (do inglés Parametric Method 3) é um programa de cdlculo semi-

empirico de orbital molecular largamente usado.

Combinacio Linear de Orbitais Atomicos: (LCAO, do inglés Linear Combination of

Atomic Orbitals) € um método matematico usado em calculos mecanico-quanticos. Este
método expressa a aproximac¢do da fung¢do do orbital molecular como sendo uma

combinac@o linear de orbitais atdmicos escolhidos como funcéo de base.

Energia do Orbital Molecular Desocupado de Menor Energia: (LUMO, do inglés

Lowest Unoccupied Molecular Orbital) é obtida por célculos de orbital molecular e

representa a afinidade eletronica de uma molécula ou a sua reatividade como eletréfilo.

Energia do Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia: (HOMO, do inglés

Highest Occupied Molecular Orbital) é obtida por cdlculos de orbital molecular e se
relaciona com o potencial de ionizagdo de uma molécula e com sua reatividade como

nucleofilo.

Mecianica Molecular: é o calculo das caracteristicas geométricas e de energia de

entidades moleculares baseado em funcdes de potencial empiricas, cuja forma é tomada

da mecanica cldssica. O método pressupde que as fungdes de potencial possam ser
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transferidas dentro de um conjunto de moléculas semelhantes. Uma suposi¢do € feita
sobre os comprimentos e angulos “naturais” de ligacdo, cujos desvios resultam em
tensdo de ligacdo e tensdo angular, respectivamente. As forcas de Van der Waals e

eletrostaticas também sdo levadas em conta.

Método de Hiickel Estendido: um método mecanico-quintico semi-empirico com

todos os elétrons de valéncia que usa as mesmas aproximacdes, menos a aproximacgio p
e a negligéncia das integrais de recobrimento, da teoria do orbital molecular de Hiickel.
O método reproduz relativamente bem as formas e a ordem dos niveis de energia dos
orbitais moleculares. A considera¢do do recobrimento torna possivel a desestabilizacdo

liquida causada pela interagdo de dois orbitais duplamente ocupados.

Métodos mecénico-quanticos ab initio: sio baseados no uso da equacdo de

Schrodinger completa para tratar todos os elétrons de um sistema quimico.

Métodos Semi-Empiricos: sdo cilculos de orbital molecular que usam varios graus de

aproximagdo e que usam apenas elétrons de valéncia.

Minimizacdo de Energia: ¢ um procedimento matematico para localizar as

conformacgdes estiveis (minimos de energia) de uma molécula, determinadas por

célculos de mecénica molecular ou mecanico-quanticos.

Minimizacdo de Energia: é um procedimento matemdtico para localizar as

conformagdes mais estdveis (minimos de energia) de uma molécula, determinadas por

célculos de mecanica molecular ou mecanico-quanticos .
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Modelagem Molecular: € a investigagdo das estruturas e das propriedades moleculares
usando a quimica computacional e as técnicas de visualizacdo grafica visando fornecer

uma representacdo tridimensional, sob um conjunto de circunstancias.

Orbital de fronteira: os orbitais moleculares que envolvem o HOMO e LUMO de uma

dada entidade. No caso de uma entidade molecular com niimero impar de elétrons,
quando o seu HOMO ¢ ocupado por um tnico elétron, tal orbital molecular &
denominado orbital molecular unicamente ocupado (SOMO, do inglés Singly Occupied
Molecular Orbital). Dependendo das propriedades de seu parceiro reativo, o SOMO de
uma dada espécie pode funcionar como HOMO ou LUMO. A importincia especial dos
orbitais de fronteira é devida ao fato de que uma grande variedade de reacdes quimicas
ocorre em uma posicao e em uma dire¢do onde a sobreposicio do HOMO e do LUMO

dos respectivos reagentes ¢ maxima.

Planejamento de Farmacos: inclui ndo apenas o planejamento do ligante, mas também

a farmacocinética e a toxidez, que estdo na maior parte das vezes além das
possibilidades do planejamento auxiliado pela estrutura ou por computador. Todavia,
ferramentas quimiométricas apropriadas, que incluem planejamento experimental e
estatistica multivariada, podem ser valiosas no planejamento e avaliacdo de

experimentos e resultados farmacocinéticos e toxicoldgicos.

Planejamento de Ligantes: usa informagdes estruturais sobre o alvo ao qual os ligantes

devem se ligar, freqiientemente tentando maximizar a energia de interagao.

Protein Data Bank (PDB): ¢ um banco de dados de proteinas mantido no Laboratério
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Nacional Brookhaven, Upton, New York, que contém estruturas de raios-X de dezenas

de milhares de proteinas.

Quimica Computacional: é uma disciplina que usa métodos matematicos para o

célculo de propriedades moleculares e para a simulagdo do comportamento molecular.
Também inclui, por exemplo, o planejamento de sinteses, a pesquisa de bancos de dados

e a manipulacao de bibliotecas combinatoriais.

Receptor: é uma proteina ou um complexo de proteinas localizado no interior ou na
superficie de uma célula, que reconhece especificamente e interage com um composto
que atua como um mensageiro molecular (neurotransmissor, hormoénio, fairmaco, etc).
Em um sentido mais amplo, o termo receptor € freqlientemente usado como siné6nimo
para qualquer sitio especifico de ligacdo de farmacos (em oposicdo a ndo especifico,
como a ligagdo as proteinas do plasma), também incluindo 4cidos nucléicos, tais como o

DNA.

Teoria do orbital molecular: um método da mecénica quantica molecular que usa

fungdes de um elétron (orbitais) como uma aproximacao pra a fung¢do de onda total.

Topologia molecular: ¢ a descri¢do do modo pelo qual os dtomos estdo ligados em uma

molécula.

* Defini¢des obtidas de Sant’ Anna 2002.
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