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RESUMO

O Taxol, substancia isolada a partir da casca do Taxus brevifolia, e de outras
espécies do género Taxus, tem sido objeto de inimeras pesquisas nos
dltimos anos. Esta molecula tem sido muito estudada principalmente por ser
um forte agente anti-cancerigeno. Esta agao eficiente contra tumores, existe
principalmente devido & interagdo destes compostos com uma proteina
especifica chamada Tubulina, que € responsavel por varios processos da
diviso celular. Neste trabalho & apresentada uma analise detalhada da
estrutura eletrénica do Taxol e de alguns de seus derivados, que de maneira
géra| sado chamados taxodides. Como ferramenta principal é utilizado o
conceito de Densidade de Estados, que é calculada para algumas regibes
especificas das moléculas. Esta andlise tem como objetivo correlacionar a
atividade biolégica destes compostos com Indices criticos da estrutura
eletrénica. Sdo analisados objetivamente dois indices experimentais, um
relativo & capacidade dos compostos para estimular a polimerizagdo da
Tubulina e outro relacionado com a citotoxidade dos compostos em relagéo
as células tumorais. Sédo identificados comportamentos qualitativos que

sugerem ligagdes entre os dados da estrutura eletrénica dos taxdides e estes

dois indices.
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ABSTRACT

Taxol is a substance isolated from the bark of Taxus brevifolia and from
another species of generus taxus. It is the object of intense academic and
industrial research. The reason for this interest in studying taxol is its strong
anti-cancer activity. This efficient activity against tumors occurs because of its
particular interaction with a specific protein, the tubulin, which is responsible
for several processes of celular division. In this work we present a detailed
analysis of taxol's electronic structure and of some of its derivatives, called
taxoids. The main tool used is the concept of Densit of States, which is
calculated for some specific regions of the molecules. The objective of this
analysis is to correlate the biological activity of these compounds with critical
indices calculated from their electronic structure. Two experimental indices
are analysed, one is related to the taxol capacity for stimulating tubulin
polymerization, and another is related to its citotoxic activity against tumor
cells. Qualitative behaviour which suggests connections between these

indices and the electronic structure calculations are identified.



Introducao

O Taxol, substancia isolada a partir da casca do Taxus brevifolia, e de
outras espécies do género Taxus, teve seu uso como droga comercial
aprovado pela FDA (Federal Drug Administration dos EUA) em 1994, para o
tratamento de pacientes com cancer de ovario e de mama. Além disso, os
testes mostraram que a substancia pode também trazer étimos resultados
contra os tumores nas regides do pescoco, pulmio e cabega'. A acgho
biolégica do taxol estimulou muitos laboratérios a trabathar na tentativa de
entender as relagdes estrutura-atividade desta substéncia e seus analogos.
Durante os inimeros estudos realizados a respeito dele, foi descoberto que
seu modo de agéo € bem diferente (e, como veremos, oposto) daquele que
se verifica para para a maioria dos compostos que eram utilizados
usualmente antes de ser descoberta sua agéo anti-tumoral. Enquanto que os
Gitimos tém como principio da sua ag¢do bioldgica a propriedade de
impedirem a polimerizagdo de uma proteina especifica, o taxol
surpreendentemente, estimula justamente a formagéo de estruturas cujo
principal componente & esta mesma proteina polimerizada®. E importante
entéo éntender, com certo detalhe, como agem tais produtos, qual é,
objetivamente, sua fun¢éo no tratamento do cancer, etc., de forma a se obter
uma base mais sélida para o desenvolvimento de novos farmacos. |

O objetivo principat deste trabalho & verificar ée o método de indices

eletrénicos, desenvolvido por Barone ef aP* para prever a agéo tumoral dos



Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP), € de alguma maneira
aplicavel para substancias anti-tumorais de estrutura mais complexa, no caso
deste trabalho, o taxol e derivados.

Dentro deste espirito, no primeiro capitulo temos a apresenta¢io do
Taxol, contando um pouco da origem da substancia, seu modo de agéo,
vantagens farmacolégicas, dificuldades para sua utilizagéo em larga escala,
etc. Nesse capitulo também é explicada qual foi a motivagéo para este
trabalho, além de conter um comentario resumido a respeito da metodologia.
Essa (ltima estd explicada em detalhes no capitulo 2, onde sao
apresentados os resultados obtidos por Barone ef al para os PAHs. S&o
mostradas também as regras que, utilizando métodos relativamente simples
como Hickel, ou mais sofisticados como PMS3, fofam cbtidas para tais
compostos®. Barone et al encontraram 3 regras que classificam os PAHs em
ativos ou inativos/muito pouco ativos, baseando-se em dados relativos ao
indice de Ibal® e & estrutura eletrénica das moléculas. O trabalho de
extens&o dessa teoria para compostos mals complexos comega ho capitulo
3, onde @ discutida a analise preliminar feita para o 10-Deacetil Baccatin HI,
molécula cuja estrutura é praticamente o Taxol sem a cadeia lateral. Esta
analise foi feita como teste para verificar se seria promissora uma tentativa
de trabalho com estruturas complexas e tridimensionais. Utilizando o PM3, foi
realizada uma busca conformacional e, em seguida, um estudo da relagao
entre a estrutura eletrénica do composto e as indicagdes experimentais sobre

atividade bioldgica. Como foram encontradas indicagdes de que seria



possivel ligar a estrutura e a atividade dos taxdides, os calculos
prosseguiram com os compostos maiores. Entdo, completando o trabalho, no
capitulo 4 apresentamos os resultados encontrados para o Taxol e seus
derivados, em relagdo ao indice de estimulo & polimerizagéo (chamado T,) e
ao de toxidade para as células B6 de melanomas® (chamado T,). Finalmente,

temos o capitulo 5, que contém comentarios gerais sobre o trabalho e as

perspectivas futuras.



Capitulo 1

Taxol

1.1 Introdugao

Raramente uma molécula ganha tanta notoriedade quanto o taxol
(figura 1.1) tem ganho nos dltimos anos. Essa substancia e a arvore que a
produz, chamada Pacific Yew (nome cientifico Taxus Brevifolia), ganharam
suas posi¢des apds longos séculos de associagdo com o ser humano®’, Essa
arvore, que é tipica da regido do pacifico noroeste, tem sido cultivada e
protegida através dos tempos por diversas razdes. Por exemplo, algumas
religides primitivas a cultuavam como um simbolo de longevidade. Além
disso, sua madeira era importante para a confec¢do de arcos, razdo pela
qual foi cultivada nos jardins de igrejas antigas, onde ficava protegida do
gado que consumia suas folhas dificultando o crescimento das plantas mais
novas. Outra caracteristica interessante era o seu uso como planta
medicinal. Para ter uma nogéo melhor do significado desta substancia para a
medicina contemporanea, é interessante que fagamos um breve histérico®’®
desde sua descoberta por volta dos anos sessenta até a autorizagdo para
seu uso comercial ja na década de 90.

Na década de 60, teve inicio um programa de varredura de produtos

naturais para citotoxidade e acdo anti-leucémica, promovido pelo “Instituto



Figura 1.1 - Estrutura esquematica doTaxol



Nacional do Cancer” nos EUA e, por intermédio de tal programa, em 1969 a
substancia foi isolada pela primeira vez. Mas a primeira indicagdo de acgéo
anti-leucémica foi reportada dois anos mais tarde por Wani e Walf. O
mecanismo pelo qual se da a a¢do da molécula sobre as células tumorais s6
comegou a ser entendido muitos anos mais tarde (por volta de 1979), que foi
quando surgiram as primeiras indicagbes de que o taxol estimula a
polimerizagdo da tubulina, proteina formadora dos microtibulos (fig. 1.2)
existentes nas células de todos os organismos eucariontes®, A partir dessa
descoberta, se intensificou o estudo da sua agao anti-cancer, diversos testes
foram feitos e o principal resultado, obtido jA no inicio dos anos 90, foi a
maior eficiéncia no tratamento do cancer de ovario e de mama. Tal eficacia
estimulou os esforgos para desenvolver o taxol como uma droga para ser
usada em larga escala e obter a aprovagdo da “US-Federal Drug
Administration” para o uso comercial. E importante ressaltar que,
paralelamente a todos estes acontecimentos, havia uma verdadeira corrida
para conseguir uma fonte alternativa da substéncia, seja através de sinteses
quimicas, seja via produgao por microorganismos, tal era a dificuldade de
producéo em larga escala a partir da planta, como sera explicado mais a
frente. A sintese total, foi obtida em 1994° cerca de um ano antes de ser
aprovada a utilizacdo comercial do taxol, porém, como também sera
comentado & frente, tal sintese nfio surtiu o efeito esperado para a

disponibilidade da drega.



Figura 1.2 — Estrutura de um microibulo, com indicagdo do lxcal onde age o Taxol (onde ha um T).




O grande interesse em estudar o Taxol e explicar seus mecanismos
de interagéo’'*" com as células, os solventes, a tubulina, etc., tem varias
razbes para existir ainda hoje. Entre essas razbes esta a alta atividade anti-
cancerigena que, ap6s décadas de estudos, serve de referéncia para avatiar
o poder de novas drogas. A razédo principal para essa maior eficiéncia é o
fato de sua agao poder se dar em praticamente todas as fases intermediarias
da mitose (ao contrario das drogas comuns, que agem predominantemente
na profase, prometafase e metafase, que sao as 3 primeiras fases da divisdo

celular), o que sera discutido em detalhes a seguir.

1.2 Mecanismo de acido

1.2.1 Divisao Celular

As substancias utilizadas para interromper ¢ crescimento de tumores
tém como fungédo especifica paralisar 0 processo continuo e desenfreado de
divisdo celular (mitose) no qual se encontram as células tumorais. Por causa
desse modo de agédo, tais substancias sio chamadas de agentes anti-
mitéticos. Para entender como se da a agdo do taxol ou qualquer outro
agente anti-mitético, é interessante que fagamos uma breve recordagéio das
diversas fases pelas quais uma célula passa durante o processo de diviséo
celular, e que estudemos, ainda que de forma reduzida, as interagbes entre

os agentes anti-mitéticos e uma proteina existente no citoplasma, a tubulina.



- Todas as células eucaridticas, ou seja, aquelas que contém nticleo,
tém em seu interior uma proteina chamada tubulina®. Esta proteina tem
diversas fungdes dentro do citoplasma, fungbes estas que provém de sua
propriedade de se polimerizar para formar os chamados microfubulos, que
s&o estruturas cilindricas, ocas® {ver fig. 1.2). Durante a intérfase (fig. 1.3-a),
que é o periodo em que a célula ndo esta se dividindo, os microtibulos tém
como fungdo principal, participar da estrutura de uma espécie de esqueleto
celular, ou seja, o citoesqueleto, que é formado por estruturas relacionadas
com a manutencéo da forma da célula e com os movimentos celulares. Para
formar esta grande estrutura, juntamente com a tubulina formadora dos
microtubulos, existem outras duas estruturas proteicas que o compéem, que
s80 0s microﬁlamehtos e a microtrabécula. Devido a grande flexibilidade da
tubulina, os microttibulos podem ser formados em varios formatos de acordo
com sua fung¢éo. Por isso, quando a mitose esta ocorrendo, os microtibulos
sdo desmanchados e reorganizados de outra forma, agora como as fibras do
fuso® que servirdo para separar as células filhas, como pode ser visto nas
figuras 1.3(a-f). Os microtibulos podem, também, formar estruturas
relativamente estaveis, como as organelas microtubulares, que s&o os
centriolos, os cllios e os flagelos,

Para esclarecer as formas em que essa proteina é utilizada
durante a divisdo celular, recorreremos as fig.s 1.3 a-f para uma rapida

explicacgao.



ctpplaama cremating

1.3-a Célula em intérfase

1.3-d Metafase

1.3-2 Anafase 1.3-f Telofase

Figuras 1.3 (a-f) Fases da divisao celular
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Intérfase (fig. 1.3-a): nesta fase, a célula ainda nao esta se dividindo
realmente, pois podemos identificar claramente o ndcleo, com carioteca, o
nucléolo, a cromatina enfim, os componentes do nicleo ainda estdo dentro
desta estrutura chamada carioteca, que é onde o processo mitético se inicia.

Isso se da com a divisdo dos cromossomos, o que indica que a célula ira se

dividir.

Préfase (fig. 1.3-b): no inicio da profase, os cromossomos duplicados
comegam a se condensar, tornando-se individualizados e bem visiveis. Cada
cromossomo & formado por duas partes, que contém genes idénticos em
seqiiéncia, por serem o resultado da duplicacdo de um Unico cromossomo,
essas partes s3o as chamadas cromatides irmas, que ficam ligadas entre si
pelo centrébmero. Ocorre ainda a divisdo do centro celular, que €
acompanhada da divisdo do centriolo. A partir do centro celular formam-se
microtiibulos de tubulina, dando ao conjunto o aspecto de estrela, que lhe
traz o nome de &ster®. Inicialmente, os asteres estdo préximos mas, aos
poucos, algumas fibras crescem separando-os e dirigindo cada um deles a

um poélo da célula. As fibras maiores séo as fibras polares.

Prometafase (fig. 1.3-c): Este € o momento em que ocorre a ruptura da
carioteca, permitindo entdo que as fibras do aster atinjam a regido antes
pertencente ao nicleo. Nesta fase se formam as fibras cromossdmicas, que

partem da regido dos centrbmeros para se encontrar com as fibras polares,
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possibilitando e orientando os deslocamentos dos cromossomos até a regiao

equatorial da célula.

Metafase (fig 1.3-d): agora, os cromossomos duplicados atingem a regido
equatorial da célula, alinhando-se num mesmo ptano empurrados pelas fibras
do fuso. Durante esta fase, ocorre intensa movimentagdo de organelas e
particulas, que se dividem de maneira eqiiitativa entre os dois pdlos opostos

da célula.

Anafase (fig 1.3-e): inicia-se com a divisao longitudinal dos centrdmeros, que
permite a separacdo completa entre as duas cromatides irmés, agora
chamadas de cromossomos filhos. Entdo, as fibras do fuso come¢am a
encurtar, separando os cromossomos filhos, dirigindo-os para p6los opostos

da célula. Este & o final da anafase.

Teléfase (fig 1.3-f); aqui ocorrem transformagdes que s&o praticamente o
inverso das que ocorreram na préfase e inicio da prometafase. Os
cromossomos se descondensam, o cinetécoro e as fibras cinetocoéricas se
desmancham, a carioteca e os nucléolos s&o reorganizados restando apenas
as fibras polares no citoplasma. Neste ponto, sé resta acontecer a citocinese,

ou seja a divisdo do citoplasma, para que consideremos completa a divis&o.

Muitos agentes quimioterapicos, como por exemplo o vincristine,

vinblastine, podophylotoxin e maytansine®, tém como base de sua agéo sobre
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a célula tumoral uma interferéncia sobre a formacéo das fibras do fuso,
impedindo que a polimerizag¢édo da tubulina resulte em fibras do fuso normais.
Em resumo, a agéo dessas substancias tem como objetivo final impedir que a
tubulina se polimerize normalmente, como microtdbulos que sirvam para a
divisdo celular. Ja o taxol, como foi demonstrado em 1979 por Suzan Horwitz
do Albert Einstein College (EUA), tem um papel inverso dentro da célula no
diz respeito aos microtabulos, pois sua fungao & estimular a formagéo dessas
estruturas, e prevenir contra a despolimerizagéo da tubulina que ja se
encontrar neste estado. A principio soa estranho dizer que as substancias de
interacéo tdo claramente opostas em relagdo a uma proteina especifica
tenham como resultado ag&o anti-cancerigena. Mas o que parece ser
importante neste caso, & que a perturbagéo que tais substancias provocam
no delicado equilibrio tubulina-microttbulos afeta o trabalho de divisdo celular
e pode impedir que este se complete. Podemos entender entéo, a origem da
grande poténcia do taxol, que é a principal razdo para seu sucesso como
farmaco anti-céncer. Observando as figuras da mitose (fig. 1.3), podemos
notar que a ag¢do dos agentes quimioterapicos comuns se daria
principalmente quando a célula fosse atingida pela substancia na Préfase ou
Prometafase, que sdo as fases onde ha crescimento de fibras. Por outro
lado, o taxol é eficiente na interrup¢éo da mitose em maior nimero de fases,
pois sua a¢édo é “congeladora”, depois de se ligar & tubulina polirherizada,
impede que ocorra a despolimerizag&o'. Por essa raz&o ja fica claro que a

substancia tem sua maior eficiéncia ao interferir no bom andamento de trés
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fases: da Profase, porque, mesmo sendo a célula atingida pela substancia
durante a intérfase, ja ocorre o “congelamento”, impedindo que o
citoesqueleto se desmanche fornecendo tubulina despolimerizada para iniciar
a diviséo, e também bloqueia a divisdo dos centriolos, que sdo formados pela
tubulina; da Anéafase, pois € uma fase em que ocorre despolimerizacao de
tubulina para encurtar as fibras que puxam os cromossomos até os pdélos; da
Teléfase, pois as fibras polares precisam se despolimerizar para que o
citoesqueleto se forme novamente. Contudo, mesmo a célula sendo atacada
pela substéncia durante a Prometafase ou Metafase, a mitose sera
interrompida, pois o inicio da Anafase sera bloqueado. Em outras palavras, o
taxol cumprira sua fungao anti-mitética seja qual for a fase da divisao celular
em que ocorrer o ataque a tubulina. Essa versatilidade € a grande vantagem
farmacolégica do taxol em relagéo aos outros agentes quimioterapicos.

Outro aspecto que deve ser comentado, é que todos estes farmacos
atingem néo sé as células tumorais, como também as normais. Essa é a
razéo para existirem os conhecidos e temidos efeitos colaterais, que séo
caracteristicos de todos os agentes quimioterapicos, inclusive do Taxol.
Infelizmente, & natural que a maioria das substancias que séo téxicas para as
células tumorais, também o sejam para as normais pois elas sao bastante

semelhantes (esse problema é discutido na se¢éo 1.3). Assim, precisamos

entender como uma substéncia téo toxica quanto o taxol, pode n&o ser fatal
para um ser humano, enquanto é extremamente eficiente no ataque a células

tumorais deste mesmo organismo. Como vimos, esses agentes anti-mitéticos
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tém sua agdo téxica mais evidenciada durante a mitose, notemos que uma
célula somatica normal passa a maior parte de sua vida crescendo ou
mantendo seu metabolismo, sem entrar em mitose e, quando atinge a
mitose, esta ndo se demora muito, é bastante breve se comparada com ¢
tempo total de vida celular. Por outro lado, uma célula tumoral tem, como
caracteristica principal, o descontrole de seu processo reprodutivo. A mitose
ocorre de maneira praticamente ininterrupta em todas as células de um
tumor, o que forma rapidamente camadas superpostas de células que se
tornam prejudiciais ao organismo originando um céncer. Ou seja, ao contrario
das células normais, as células tumorais passam a maior parte de sua vida
em mitose, possibilitando a uma substancia toxica que fique potencializada
durante a mitose, seja mais nociva as células do tumor do que as do resto do

organismo do paciente.

1.2.2 Mecanismo Bioquimico

Apds a breve descrigdo a respeito do modo de agdo do taxol,
devemos entender como sdo os mecanismos pelos quais esta molécula
concretiza sua agéo anti-tumoral, que é baseada na ligagdo com a tubulina e
subseqlente estabilizagéo das estruturas do citoesqueleto®. O mecanismo de
ligacdo & chamado reconhecimento molecular, e existem algumas'maneiras

bem definidas para uma molécula reconhecer outra®.
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- As interagbes eletrostaticas entre as cargas existentes nas moléculas
interagentes;

- Pontes de hidrogénio, entre pares de elétrons de oxigénio e nitrogénio e
atomos de hidrogénio em moléculas, Estas pontes sdo formadas por um
atomo de Hidrogénio entre atomos de elementos nac metalicos com maior
eletronegatividade. Sao ligagées como as conhecidas N-H...N e O-H...O.

- Outro mecanismo de interagéio entre moléculas, desde que elas
possam ficar muito préoximas devido & sua forma encaixante (como no caso
classico de reagdes tipo chave-fechadura), é a interagéo de van der Waals.

- Aléem dos trés mecanismos citados acima, devemos citar as
interagOes hidrofébicas, que ocorrem quando as moléculas do farmaco
perturbam as de agua que hidratam uma proteina.

Cada um desses mecanismos de reconhecimento molecular® é
fortemente influenciado pela estrutura da molécula. Isto porque, como
veremos mais a frente, pequenas mudancgas estruturais podem trazer efeitos
drasticos na composigdo dos orbitais moleculares. Sendo assim, mudangas
estruturais podem levar a analogos mais potentes, e a estrutura eletrénica
dos compostos talvez possa nos dizer ao menos, quais substituicdes no séo
promissoras para aurnentar a atividade, Estudar a estrutura eletrdnica dessas
substancias e tentar relaciona-la com a atividade biolégica é importante por
ser bem mais simples que fazer estudos dos mecanismos bioquimicos de
maneira direta. Esses mecanismos s&o extremamente complexos,

envolvendo um nimero extremamente grande de reacgdes, dificultando o
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trabalhoc do ponto de vista computacional. Portanto, tentar encontrar
correlagbes entre a estrutura eletrbnica e a atividade bioquimica dos
compostos de interesse biolégico pode ser uma boa estratégia de trabalho. E
€ justamente esta a estratégia que usaremos neste trabalho, como sera

discutido em detalhes nos proximos capitulos.

1.3 Dificuldades para o uso farmacolégico

Em 1991, o taxol era uma molécula de grande importadncia para a
medicina, porque era de grande eficacia, parecia uma droga milagrosa,
porém com um grande problerha: sua disponibilidade era tdo baixa que o uso
comercial se tornava praticamente inviavel’. Esta pouca produgéo se da
porque o rendimento na obten¢do do material ativo a partir da arvore é
extremamente baixo. Somente cerca de 0.01% a 0.03% do material colhido
apos a secagem resulta efetivamente em taxol. Para ter uma idéia mais clara
da dificuldade enfrentada, basta citar que, para o tratamento de um dnico
paciente, & necessario utilizar a casca de cerca de duas arvores adultas. Dal
notamos que o uso dessa substancia a partir da planta em larga escala se
torna inviavel, tendo em vista a demora para o crescimento da arvore. Além
disso, ha o problema causado por todo o impacto que haveria com a
eliminagdo da Pacific Yew de seu ecossistema, prejudicando espécies

animais e vegetais que t&m intima relacéo com ela®.
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A alternativa natural para tentar obter a substancia em quantidade
suficiente para o uso comercial era encontrar rotas de sintese total ou parcial.
A sintese total se mostrou muito pouco produtiva, extremamente complexa e
cara, com mais de 30 passos intermediarios e tem sido considerada uma das
maiores conquistas da quimica organica deste século, mas n&o contribuiu
para o aumento da oferta do produto''. Apesar disso, essa sintese permitiu
o surgimento de um numero muito grande de compostos derivados do taxol
para serem testados. Pelo menos dois sucessos parciais foram obtidos: o
primeiro com a descoberta de uma sintese parcial a partir do 10-Deacetil
Baccatin Ill, encontrada na “European Yew” ou “Taxus Baccata”, planta
semelhante a “Pacific Yew” e 0 outro foi a descoberta de um composto
intermediario da sintese que & tdo ativo quanto o préprio taxol, chamado
taxotere’ (fig. 1.4).

Existem ainda outras dificuldades a enfrentar no uso dessa droga,
como a alta toxidade da substancia para as células normais, que se deve
principalmente a n3o seletividade do atague quimico. Essa caracteristica & a
principal raz&o para os efeitos colaterais que conhecemos dos tratamentos
quimioterapicos. Neste ponto também ¢ interessante comentar que, dentre
os agentes quimioterapicos existentes, um dos que tém efeitos colaterais
menos intensos & o taxol. O problema da ndo especificidade tem sido
estudado intensamente, e uma molécula promissora na tentativa de
minimizagao desses efeitos é o Protax® (fig. 1.5-a) derivado do taxol. Para

garantir que ele deposite o taxol apenas nas células tumorais, os



Figura 1.4 - Estrutura esquematica doTaxotere
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1.5-a

OPO(OH) 2

1.5-b

Figura 1.5 - Andlogos do Taxol: (a) Protax, tentativa de aumentar a especificidade do
ataque quimico, (b) andlogo sollvel do Taxol, desenvolvido pela Bristol-Meyers Squib.
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pesquisadores desenvolveram um anticorpo que se prende a uma proteina
especifica de tais células. Neste anticorpo &€ presa uma enzima, a B-
lactamase, para que ela possa quebrar as moléculas de Protax, liberando o
taxol de forma que sua ag¢ao seja especifica.

Outro problema que tem sido estudado é a baixa solubilidade do
taxol'®'** em 4gua, que constitui uma grande dificuldade do ponto de vista
farmacolégico, por dificultar o transporte da substéncia até o alvo, no caso os
tumores. Uma promessa péra solucionar este problema, pode ser um novo
taxdide desenvolvido pela Bristol-Meyers® (fig. 1.5-b). O grupo hidrofilico, faz
com que o composto se torne soluvel em agua. Enzimas no corpo do

paciente quebram a molécula, deixando o taxol livre para agir sobre o tumor.
1.4 Motivagao para o desenvolvimento deste trabalho

Ao mesmo tempo que se desenvolvem tais trabalhos, existe uma outra
busca que tem trazido resultados interessantes. E a procura por substancias
que tenham ag¢do mais eficiente contra os tumores. Nesta busca por maior
atividade, surgiram alguns compostos interessantes, como o ja citado
taxotere, e outros analogos, derivados ou ndo do préprio taxol. Contudo,
foram também descobertos outros agentes de agio semelhante sobre as
células apesar de, pelo menos aparentemente, n#o possuirem nenhuma
semelhanga estrutural com os taxéides. Duas dessas substéncias sdo o

Epothilone'" (figura 1.6-a) e o Discodermolide? (figura 1.6-b), que tém até
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Figura 1.6 - Substéncias de a¢c&o semelhante ao Taxol: (a) Epothilone, obtido a partir de
uma bactéria, (b) Discodermolide, produzido a partir de uma esponja marinha.
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mesmo algumas vantagens a seu favor para o uso em medicamentos. O
Epothilone, de atividade mais intensa que o Taxol, tem a vantagem de ser
mais sollvel em agua. O Discodermolide, além de ser bem mais sollvel,
apresentou resultados muito melhores nos testes de estimulo a
polimerizagédo da tubulina®. Ambos tém também em comum outra vantagem,
a maior possibilidade de produg&o em larga escala, pois um & produzido
naturalmente por uma bactéria (o Epothilone) enquanto o outro vem de uma
esponja marinha, Como exemplo de vantagem para o uso farmacoldgico,
basta citar um dos testes feitos por Haar et af com células de céncer de
mama, onde 10nM de Discodermolide se mostraram tao eficientes quanto 10
pM de Taxol para estimular a formacdo de microtibulos. Apesar de
fundamentais na pesquisa de substancias de interesse biolégico, estes
métodos experimentais tém em comum um fator de limitagéo para o trabalho
do pesquisador, principalmente aquele que tem poucos recursos e/ou pouco
tempo para desenvolver suas pesquisas, que & o alto custo e a demora
destes testes. Qualquer tentativa de sintese dessas substancias ou mesmo
de isolamento de novos compostos produzidos pela natureza demanda,
invariavelmente, muito tempo e dinheiro, mas muitas vezes o que se deseja é
produzir com certa urgéncia os farmacos. Dentro deste panorama, nota-se
que seria bastante promissor encontrar um meio de saber, pelo menos em
linhas gerais, como atacar o problema, ou que tipo de estruturas tém mais
chance de apresentar a atividade bioldgica desejada, etc. O desenvolvimento

de uma metodologia que permita predizer, pelo menos qualitativamente,
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quais seriam as estruturas mais e menos promissoras dentro de um
determinado grupo, seria de grande auxilio no desenvolvimento de novos e
melhores farmacos. A investigagao da existéncia dessa possibilidade para o
taxol e derivados € o objetivo do presente trabalho. A idéia basica deste
trabalho foi buscar, usando métodos semi-empiricos para estudar a estrutura
eletronica do taxol e derivados (em especial, metodos particularmente
desenvolvidos para o estudo de propriedades geométricas e
espectroscopicas de materiais organicos), indices eletrdnicos que se
relacionem com a atividade bioldgica desses compostos. Esta estratégia foi
inspirada nos resultados do trabalho desenvolvido por Barone et af* para os
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (capitulo 2, fig. 2.1), uma classe de
compostos carcinogénicos muito conhecidos. Nesse estudo, utilizou-se o
modelo de Hiickel para determinar indices eletrénicos que estédo ligados a
atividade carcinogénica destes compostos. Entédo, numa extenséo, utilizou-se
um método mais sofisticado, o PM3?, que trouxe essencialmente os mesmos
resultados, porém com pequenas modificagbes, resultantes das diferencas
de parametrizag¢ao entre os dois métodos®. Esta correlagéo se traduziu em 3
regras, que envolvem consideragbes a respeito da contribuicso relativa de
algumas regides das moléculas para a densidade de estados eletrdnicos,
principalmente envolvendo os orbitais de fronteira. Dentro deste panorama, o
objetivo deste trabalho & tentar fazer uma extenséo do trabalho realizado
para os HAPs (que s&o moléculas aproximadamente planares) para

compostos mais complexos como os Taxdides,
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Capitulo 2

Teoria de indices Eletrénicos

2.1- Introdugéo

Neste capitulo, faremos um estudo a respeito do método desenvolvido
por Barone et al** para relacionar a atividade bioldgica e a topologia de um
grupo de moléculas muito conhecido, o grupc dos Hidrocarbonetos
Aromaticos Policiclicos (HAP, fig 2.1). Isto sera feito porque um dos objetivos
deste trabalho €, justamente, verificar se podemos fazer uma extenséo da
metodologia desenvolvida para os HAP para o casc de moléculas mais
comptexés, NO nNOsso caso o taxol e alguns derivados.

Os HAP tém sido objeto de intensas pesquisas nos Ultimos anos. Varios
grupos trabalharam no intuito de 6bter pardmetros tedricos confidveis que
permitam distinguir, pelo menos qualitativamente, quais dos HAPs sé&o
carcinogénicos. Estes compostos tém estruturas muito semelhantes embora
seu poder carcinogénico, medido pelo indice de Iball’, varie muito. Este
indice é definido como a porcentagem de céncer de pele ou papiloma
induzidos em ratos submetidos a aplicagdo de tintura do composto
carcinogénico na pele, dividido pelo periodo de laténcia e multiplicado por

100. A atividade cancerigena destes compostos foi estudada de maneira
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Figura 2.1 - Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos, arranjados em ordem decrescente de
atividade e com a ligagdo de maior ordem indicada em negrito.
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sistematica na década de 30 por Cook e colaboradores™. Testes
experimentais demonstraram a existéncia de algumas correlagées entre a
intensidade da atividade bioldgica {expressa pelo indice de Iball) e certos
aspectos topoldgicos dessas moléculas.

Os primeiros estudos teéricos, realizados por Coulson', Schmidt”® e
Svarthdlm® exploraram estes aspectos, tentando correlacionar a geometria e
caracteristicas eletrénicas das moléculas. Schmidt e Svarth6lm mostraram
que certas regides dos hidrocarbonetos aromaticos deveriam ter densidades
eletrobnicas mais altas que outras e, conseqiientemente, serem mais
susceptiveis a reagdes eletrofilicas. Svarth6lm calculou as valéncias livres
dos elétrons n e associou com a reatividade das moléculas. Neste trabalho,
surgiram os conceitos, que depois serviriam de base para a chamada teoria
das regides K,L e Baia® (fig 2.2).

Ulma teoria completa de carcinogénese quimica, baseada em calculos
quéanticos, foi desenvolvida pelos Pullmans®'# que demonstraram, utilizando
o método de Hickel®, que os HAPs apresentavam alta densidade eletrénica
na regido K. Os célculos da energia de localizagéo destes hidrocarbonetos
indicam que a atividade cancerigena esta associada a presenga de valores
especificos para as energias de localizagdo. Esses valores deveriam ser
pequenos para as energias de orto-localizagao(simetria esférica) na regido K,
e grandes para as energias de para-localizagdo(simetria cilindrica) na regido
L. indices eletrénicos para os elétrons = das regides K e L foram utilizados

por Pullman para correlacionar os dados experimentais de agéo
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2.2-a

2.2-c

Figura 2.2 - Tipicas regides K,L e Baia: (a) Fenantreno com as regides
K e Bala indicadas, (b) Antraceno com a regido L indicada, (c) pireno.
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carcinogénica. Nenhum indice isolado foi suficiente para descrever os dados

disponiveis, mas alguns indices compostos foram propostos® %,

2.2 Metodologia e calculos com o Método de Hiickel

A teoria das regides K e L e teorias similares, baseadas em indices
eletrdnicos, tdm sido testadas, mas nenhuma é totalmente consistente com
os dados experimentais de carcinogénese disponiveis na literatura. O mesmo
acontece com outras tecrias mais recentes, que incluem um grande nimero
de parametros e técnicas sofisticadas de analise de dados ou mesmo de
redes neurais e inteligéncia artificial, enquanto outras tentam encontrar
correlagbes por meio de analise estatistica, ou reconhecimento de padrées®
2, Mesmo com o uso de todas essas técnicas sofisticadas, nao foi possivel
encontrar, pelo menos de maneira satisfatéria, correlagdes que
esclarecessem de maneira completa o que distinglie as moléculas ativas das
inativas. E justamente esta foi a busca de Barone et al: desenvolver, com o
uso de técnicas mais simples que as citadas acima e com um modelo
relativamente simples (que é 0 modelo de Hiickel) um método para resolver
este problema. O método desenvolvido (ao qual chamaremos ‘Teoﬁa de
Indices Eletrénicos), é baseado na densidade de estados calculada sobre
regides limitadas das moléculas, gue resulta em regras simples de
identificagao da atividade carcinogénica dos HAPs. Foram estudados 26 HAP

gue ja tinham sido investigados por Pullman®°,
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Basicamente, a metodologia utilizada foi o estudo comparativo de
estruturas eletrénicas das moléculas, tendo como ferramenta os calculos de
densidade de estados local e total. A Densidade de Estados {(DE) & definida
como o numero de estados por unidade de energia, enquanto que a
Densidade Local de Estados (DLE), é a densidade de estados calculada
sobre uma regido especifica da molécula. Essas grandezas tém como
vantagem o fato de trazer informagdes a respeito do comportamento
bioguimico, reatividade quimica, etc., sem que seja necessario recorrermos
aos c;anceitos de regides K-L ou Baia. Procurou-se an’alisar a DE e a DLE
calculada sobre diversas regides das moléculas, incluindo as regides K-L e
Baia, que normalmente sdo usadas para definir indices criticos para a
atividade carcinogénica. Esta primeira andlise se revelou infrutifera, mas
foram encontradas outras regibes mais promissoras levando em
consideragao o conceito de ordem de ligagdo. A ordem de ligagdo entre dois
adtomos mede a contribuigao total dos elétrons = para a ligagio entre eles® e
fornece uma idéia-de quao forte é a ligagdo. A andlise da foi feita sobre os
calculos da DLE para o anel que contém a mais alta ordem de ligagdo nas
moléculas. Com estes calculos surgiu um padrao bem definido que englobou
todas as 26 moléculas consideradas,que se traduziu em 3 regras simples
que explicaremos de maneira breve. A primeira regra é baseada na
arquitetura molecular e na diferenga de energias entre os orbitais HOMO

(Highest Occupied Molecular Orbital) e seu antecessor em energia o HOMO-
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1 (4 qual chamaremos A), sendo aplicada somente as moléculas que contém

estruturas tipo pireno (figura 2.2-c):

1- Se a molécula contém uma estrutura tipo pireno e A>0.25p, é

fortemente carcinogénica; do contrario, sera inativa.
Para as outras estruturas, séo necessarias duas regras adicionais:

2- Se a contribuicdo do HOMO para a DLE é a maior de todas
(pico) a molécula sera completamente inativa.

3- Se a contribuicio do HOMO para a DLE é maior que a do
HOMO-1 (mas nao € o pico mais alto) e se A>0.155 a molécula
tem atividade carcinogénica forte ou moderada; se a
contribuigcdo do HOMO-1 é maior que a do HOMO, a molécula

apresenta atividade fraca ou é inativa.

Onde p vale aproximadamente 2.4 eV. Tais regras podem ser utilizadas para
qualquer uma das moléculas da fig. 2.1 com 100% de acerto.

A analise mostrou que a atividade carcinogénica dos HAPs é determinada
basicamente por trés fatores: a arquitetura molecular, um valor minimo para a
energia A e as contribuicdes relativas dos orbitais HOMO e HOMd-1 para a
DLE sobre o anel de maior ordem de ligagdo. O resultado que mais se

destaca neste trabalho é justamente a existéncia de um valor minimo para a
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diferenca de energia A para que exista atividade carcinogénica. Esse indice
indica que um orbital de fronteira bastante isolado, ou seja um HOMO
bastante afastado do HOMO-1, é a primeira condi¢do para que se determine
a agéo cancerigena da substéncia. No caso das moléculas pirénicas tal
condicdo é suficiente, enquanto que para as outras é apenas condigdo
necessaria. Mas também se faz necessaria a andlise da competigdo entre as
contribuigbes relativas para a DLE desses dois estados, conforme fica claro
pelas regras 2 e 3.

Esses resultados revelam a importdncia da topologia molecular
(principal ingrediente no modelo de Hiickel) para a determinagéo da atividade
biolégica de um composto. Porém, o método utilizado apresenta uma
desvantagem: nao € aplicavel a moléculas com estrutura tridimensional, o
que vem de uma Iimitagéoknatural do método de Hiickel. Por isso, foi feita
uma analise dessas substancias com o uso de métodos semiempiricos mais
sofisticados como o PM3®. O objetivo de tal esforgo, foi d;:senvolver uma
metodologia que pudesse ser aplicada também aos compostos ndo planares
e, se possivel, que utilizasse os mesmos indicadores eletrdnicos na

descrigéo dos HAPs.
2.3 Calculos com método semi-empirico

As moléculas tiveram sua geometria otimizada com o uso do PM33%,

Além disso, foi determinado o anel de maior ordem de ligagao para cada uma
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delas e calculada a densidade local de estados sobre tal regido. Em todos os
casos, o anel onde se encontrou a maior ordem de ligagdo coincidiu com o
resultado obtido pelo método de Hickel. Como resultado para os HAPs,
observou-se que os indicadores utilizados seriam os mesmos, e que a
diferenga entre as regras encontradas anteriormente e as obtidas com os
métodos de maior sofisticagéo fica por conta de uma nova calibragéo no
valor da diferenca A. Esse novo valor do indice existe devido a diferenga que
existe entre os parametros de um meétodo e de outro. Tais diferengas
surgem, de certa maneira, pelo fato de haver uma diferenga na qualidade da
descrigdo da fungdo de onda de um método para outre, como é o caso do
método PM3, que leva em conta mais integrais que o método de Hiickel e se
torna mais precisc para alguns tipos de calculo (como € o caso das
moléculas tridimensionais). Dessa maneiré, ficamos com as seguintes
regras®;
1- se a molécula contém uma estrutura tipo pireno e A>0.5
eV, sera fortemente carcinogénica; do conftrario, sera

inativa.

Para as outras moléculas, a classificagdo & feita com a andlise do A e
também da competi¢do de contribui¢do relativa dos orbitais HOMO e HOMO-

1 para a DLE na regido do anel com maior ordem de ligagéo:
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2- se a contribuicao do HOMO para a DLE é maior que a do
HOMO-1 e se A>0.3 eV a molécula apresentara atividade
carcinogénica forte ou moderada; se A<0.3 eV, a
molécula tera atividade fraca ou sera completamente
inativa.

3- se a contribuicdo do HOMO-1 é maior que a do HOMO, a

molécula apresentara atividade fraca ou sera inativa.

Da mesma maneira que o anterior, esse conjunto de regras pode ser

aplicado com 100% de eficacia aos HAPs da fig. 2.1. Assim temos que:

1- se aplica as moléculas 1,2,3,4,5,6,7,8,10,17 e 24,
2- se aplica a 14,18,19,21,22,25,7,9,13,

3- se aplicaa 11,12,15,16,20,23 e 26.

O significado destas regras € o mesmo ja determinado no calculo com o
método de Hickel, Os indices obtidos funcionam como uma identificagao de
atividade carcinogénica, classificando cada molécula em ativa ou inativa. A
relevancia do valor de A se torna maior, pois os carcinogénicos fortes tém um

valor minimo necessario para este indice.
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2.4 Conclusdes

Como conclusao destes estudos, temos que a arquitetura molecular e
as relacdes entre os orbitais de fronteira parecem ser realmente essenciais
para determinar, dentro de um grupo de compostos, a presenga de
substancias cancerigenas ou ndo. As regras encontradas por Barone et al
sado extremamente simples e eficientes, ao contrario de outros métodos
estudados anteriormente. Os dois métodos utilizados, o Huckel simplificado e
o semiempirico sofisticado PM3, concordaram de maneira satisfatéria no que
diz respeito a formulacdo das regras. Tal concorddncia mostra,
primeiramente, que as regras ndo s&o conseqliéncia direta dos métodos
utilizados.Em outras palavras o método nédo “fabrica” falsas regras. Isso nos
leva a concluir que a metodologia desenvolvida é consistente e, mais ainda,
percebemos também que a topologia das moléculas & realmente o fator
determinante para o entendimento da atividade biolégica desse grupo de
moléculas.

Devemos ressaltar que as estruturas derivadas do pireno, tiveram sua
descrigdo muito simplificada com essa metodologia de busca de indices
eletrdénicos. Basta notar que, se tivermos que aplicar uma das teorias que
levam em conta as regides K-L e Bafa a analise se torna mais dificil e bem
menos eficiente® para esse grupo de compostos do que utilizar a regra 1, que

se baseia apenas na analise da distancia energética entre HOMO e HOMO-

1.
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O que é mais importante de todo este trabalho que fevou aoc
desenvolvimento da Teoria de Indices eletrénicos & sua metodologia simples
e extremamente eficiente. Esta simplicidade, foi a principal motivagéo para o
desenvolvimento de trabalhos, que analisam a possibilidade de extenséo
desse tipo de metodologia para compostos mais complexos, como & o caso

do presente estudo.
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Capitulo 3

Calculos preliminares com o Baccatin Ili

3.1 Introducao

Como ja foi dito anteriormente, o maior problema encontrado pelos
pesquisadores na tentativa de utilizar o taxol como uma droga anti-
cancerigena, talvez tenha sidc a dificuldade que & encontrada para sua
producdo em larga escala™®. Essa dificuldade esta relacionada ao baixo
rendimento e alto custo operacional das rotas de sintese, bem como aqueles
relacionados a produgéo a partir da secagem de material colhido da casca do
Taxus Brevifolia. Por essa razéo, varios esforgos tém sido feitos ao longo dos
anos para encontrar novas fontes dessa substancia e novos caminhos de
sintese®*?. Durante estas buscas surgiram algumas surpresas interessantes,
como o taxotere (capitulo 1, fig. 1.4), um composto intermediario da sintese
que é téo potente quanto o proprio taxol®’. Este composto sera tratado mais
a frente, quando forem discutidos os resultados encontrados para os
analogos do taxol (discutidos no capitulo 4). O taxotere é produzido durante
uma semi-sintese desenvolvida por Potier e sua equipe no Instituto Nacional
de Quimica de Produtos Naturais®', na Franga. Eles descobriram que as

folhas da “European Yew”, arvore semelhante a “Pacific Yew”, contém um
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composto chamado 10-Deacetil Baccatin |t (fig. 3.1) que € essencialmente o
Taxol sem a cadeia lateral. Os pesquisadores franceses isolaram grandes
quantidades de 10-Deacetil Baccatin Il a partir das folhas da Taxus Baccata
cortando suas folhas e ramos, sem precisar derrubar as arvores. Assim, foi
possivel construir a cadeia lateral que falta a substéncia para que se torne o
taxol por meio de sintese quimica.

Este trabalho terminou por inspirar outras buscas do mesmo tipo.
Recentemente uma série de novos taxéides foram sintetizados a partir de
uma substancia analoga ao 10-Deacetil Baccatin {ll, que é encontrada nas
folhas do Taxus Canadensis®. Esta molécula, tem como vantagem uma
solubilidade maior em agua, o que traz novas esperang¢as na busca de
analogos do taxol, pois seria razoavel esperar uma maior possibilidade de
produzir, a partir dessa nova substancia, taxdides que sejam também mais
sollveis. Isso acabaria favorecendo o surgimento de farmacos mais faceis de
administrar aos pacientes.

3.2 Método

O fato de o 10-Deacetil Baccatin lll, ser composto basicamente por estruturas
semelhantes as do taxol e de ser razoavelmente menor (0 Taxol contém
cerca de 60 atomos pesados enquanto que o Baccatin contém 38), séo as
principais razdes para estudarmos sua estrutura eletrbnica, antes ‘de tentar
fazer os calculos com o taxol e seus derivados. Vale a pena ressaltar que

foram utilizados métodos semi-empiricos nos calculos de determinagao
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Figura 3.1 - 10-Deacetil Baccatin lil
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de estrutura eletronica para estes compostos. Tais métodos, apesar de terem
alguns parametros ja ajustados, exigem calculos muito extensos, por levarem
em conta uma quantidade razoave! de termos das integrais®®*. Este grande
nimero de calculos, faz com que o tempo de CPU necesséario para uma
otimizagdo cres¢a de maneira n&o linear (tipicamente com N*) com o nimero
de atomos considerados®. No caso especifico do Baccatin por exemplo, s&o
necessarias cerca de duas horas para completar uma otimizacédo (se feita
numa estagcdo SUN modelo Sparc 4). Depois foi possivel verificar que, para
otimizar o taxol e seus derivados esse tempo poderia até mesmo triplicar ou
quadruplicar. Por essa razao, esta molécula menor foi tratada primeiramente,
como um teste para termos alguma indicacdo que mostrasse se valeria a
pena aplicar o método de indices elefrdnicos para moléculas que fossem
maiores e que tivessem, como base de sua estrutura, a substancia que é
estudada neste capitulo.

Como ponto de partida para este estudo, o que temos de concreto é o
resultado dos inlimeros testes experimentais que tém sido feitos nos ultimos
30 anos® (ver fig. 3.2). Como podemos notar na figura, algumas partes dos
taxdides sdo consideradas essenciais no composto, para que ele apresente
atividade anti-tumaral, como & o caso dos 3 anéis benzénicos Ar1, Ar2 e
Ar3. Notamos que destes trés anéis, apenas Ar3 esta presente na estrutura
do 10-Deacetil Baccatin lll. Outra regido importante a ser considerada é o
anel Oxetano, também considerado essencial. 'Outras estruturas, como o

Acetato que esta ligado ao 10-Deacetit Baccatin Il por um dos atomos que
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Figura 3.2 - Resumo dos resultados experimentais para os taxéides
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formam o Oxetano, tém um papel regulador na atividade bioldgica de tais
compostos (tal estrutura também esta presente em nossa molécula de teste
preliminar), pois sua retirada reduz o poder anti-mitético da substéncia.
Existem ainda as posi¢gdes onde as substituicdes parecem ser inertes no que
diz respeito a atividade, como a posi¢do onde esta o outro acetato no Taxol.
Nessas posigdes a substituicdo ou retirada de estruturas parece néo trazer
mudangas significativas para a atividade biologica.

A analise da estrutura eletrénica do 10-Deacetil Baccatin Il e das
relagées existentes entre esta estrutura e as indicacbes experimentais de
atividade para os taxodides, sdo os principais pontos utilizados para avaliar,
de maneira preliminar, a possibilidade de extensdo dos métodos utilizados
para desenvolver a Teoria de Indices Eletrbnicos, a compostos mais
complexos e de maior custo computacional.

Primeiramente, foi feita uma busca conformacional utilizando o método
semi-empirico escolhido (PM3), para determinar qual seria a conformagéao de
menor energia para a molécula. Neste ponto também ha que se notar que
existe outra importante razéo pa‘ra a escolha do Baccatin como molécula de
teste preliminar: a auséncia da cadeia lateral traz, pelo menos em principio,
uma redugdo drastica no nimero de conférmeros estaveis. Isso porque o
esqueleto principal do 10-Deacetil Baccatin Ill, que é também a estrutura
base para o taxol, tem pouca mobilidade, formando uma estrutura bem mais
rigida que o resto da molécula, que tem grande liberdade para girar e se

dobrar. A principio, os métodos que trariam resultadcs mais confidveis e
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completos para as fungdes de onda, seriam os métodos ab initio*. Porém,
além de ndo necessariamente trazer os methores resultados para a
geometria das moléculas, tal escolha tornaria o desenvolvimento do trabalho
impraticavel do ponto de vista computacional. Isso porque o custo de CPU
para tais métodos & extremamente dependente do nimerc de orbitais
considerados e de fungdes da base® (dependéncia com a quarta poténcia do
namero de fungdes da base). Sendo assim, os métodos semi-empiricos sé&o
a nossa opg¢ao de trabalho, ndo sé por limitagao operacional, mas também
porque trazem resultados confiaveis para compostos organicos. Essa busca
€& importante quando se estuda compostos com atividade biolégica, pois
sabe-se que o conférmero de menor energia livre é usualmente o que pode
ser ativo. As otimizagdes e conformagdes foram calculadas com o uso do
método semi-empirico PM3, implementado no pacote MOPAC 6.0*. Este
método tem sido usado no calculo de estrutura eletrénica de compostos
organicos com sucesso, trazendo resultados de boa concordancia com os
dados experimentais®® em vérias de suas propriedades, como geometria,
calor de formagéo, etc. Uma limitag&o para o uso deste método, & que ele
tem a tendéncia de superestimar energias de estados excitados. Apesar
disso, mesmo estes resultados superestimados podem ser utilizados, quando

a andlise a se fazer, for por comparagéo entre diversos compostos tendo em

vista que o erro cometido é sistematico.
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3.3 Resultados

Na estrutura eletrénica do 10-Deacetil Baccatin lll, nota-se que ha
alguns indicativos importantes de como devera ser a estrutura eletrénica de
alguns dos taxdides. Na figura 3.3, temos um desenho da estrutura
esquematica do Baccatin onde estd indicada a regido onde se localizam os
orbitais HOMO e HOMO-1 na estrutura da molécula. Nesta figura, vemos que
as principais contribui¢bes de orbitais atdbmicos, responsaveis pela formagéo
de tais orbitais moleculares, estdo localizados no esqueleto da molécula.
Sobretudo tais orbitais moleculares estdo formados sobre partes do anel
maior e do ane!l que contém a ligagdo dupla. Notemos que nenhum dos
grupos indicados como essenciais para a existéncia de atividade anti-tumoral
na figura 3.2 participa na formagéo destes orbitais, pelo contrario, estdo do
lado oposto da molécula.

Ja na figura 3.4, temos as indicagbes da localizacdo dos orbitais
moleculares que estdo logo acima do “gap”, ou seja, o LUMO (L.owest
Unoccupied Molecular Orbital) e 0 LUMO+1, seu sucessor em energia. O
LUMO tem como contribuigBes principais para sua formag#o, os orbitais
atomicos provenientes dos atomos que formam o anel benzénico e suas
adjacéncias. Ja o LUMO+1 tem como atomos que contribuem para forma-lo,
apenas 4 dos 6 atomos deste mesmo anel. Como primeiro resultadb. tem-se
que o 'oxetano e o acetato, pelo menos aparentemente, n&do contribuem

significativamente para a formagéo de nenhum dos orbitais de fronteira, nem
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46

HQ

OH

HO 19000es

L
N _

Regi#io onde se localizam
os 2 primeiros orbitais desocupados

HO

Figura 3.4 - Regi&io onde se localizam os dois primelros
orbitais desocupados, 0 LUMO e o LUMO+1,
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mesmo de seus adjacentes, no caso chamados HOMO-1 e LUMO+1. Essa
analise nos mostra, ou melhor nos indica, que, possivelmente, o papel dos
trés anéis externos na determinagéo da atividade biol6égica dos taxdides pode
estar ligado a formagao dos orbitais LUMO e LUMO+1 que s&o os que estédo
diretamente ligados aos processos de aceitagéo de elétrons pelas moléculas.
Neste ponto &€ necessario que se faga outra analise, desta vez um pouco
mais precisa, a respeito da contribui¢do dos orbitais dos atomos integrantes
de cada uma das partes que formam a molécula para a formacéo dos orbitais
moleculares de fronteira e adjacéncias. Isso é feito, apenas para confirmar a
auséncia de participacédo de certas regides, na determinacédo dos aspectos
da estrutura eletrénica em que estamos interessados. A fig. 3.5-a mostra as
contribuicdes relativas para os orbitais moleculares HOMO ¢ HOMO-1 dos
orbitais atdmicos provenientes dos atomos das regides do anel. Fica claro
que a contribuigio desta regléo para tais orbitais é desprezivel. Por outro
lado, podemos ver na fig. 3.5-b o analogo para o LUMO e LUMO+1. Nestes
casos verificamos a presenga de grandes contribuigbes provenientes da
regido do anel. Alids, o anel tem contribuicdes bastante importantes para
esses dois orbitais moleculares como era esperado, tendo em vista a andlise
feita a partir da localizag8o desses orbitais dentro da arquitetura molecular
(fig. 3.4). Outro detalhe que fica bastante evidente na fig. 3.5-b, € o
distanciamento entre esses dois orbitais, e também o distanciamento deles
dos outros, o que nos lembra, de certa forma, és estruturas encontradas por

Barone ot af*, em sua andlise dos HAPs. As



Confribuiclo do snel do Aaccatin

para o9 orbitals HOMO @ HOMO-1
20 .
|° 18 |
=
0
B w}
Q
QO
os |
HOMO-1 HOMO
o_o...n/...l.../l...J__l
-11.0 -10.8 -10.0 9.5 9.0
Energla (eV)
3.5'3
Baccatin: contribuictes do Anel
2.0 para o LUMO s LUMO+1
‘o LUMO
.g 181
‘g L LUMO+1
O 1.0}
0s}
0.0 ....4.._.,____,__]#,
-1.0 0.5 0.0 08 1.0
Energia (eV)
3.5-b

3.5-b

Figura 3.5 - Densidade de estados calculada sobre a regifio do anel: (a) Energlas proximas ao
HOMO e HOMO-1, (b) energias préximas ao LUMO e LUMO +1.



49

contribuicées provenientes do acetato, do oxetano e do esqueleto central da
molécula, foram também calculadas, porém n&o foram encontradas
contribuicées importantes para os orbitais de fronteira em nenhum dos casos.
Ja em relagdo as regides sem importancia na composigédo dos orbitais de
fronteira, como o acetato e 0 oxetano, ndo podemos avaliar com certeza que
tipo de funcéo tém na determinagéo da atividade biolégica destas moléculas.
O fato é que essas estruturas ndo contribuem significativamente, para a
_formar,:éo dos orbitais diretamente envolvidos nos processos de
reconhecimentoc de moléculas (que comentaremos no proximo capitulo).
Talvez uma explicacdo para a importancia dessas regides, esteja no
rearranjo que ocorre na estrutura eletrénica com sua retirada. Como os
orbitais moleculares s@o construidos a partir de uma LCAO (Linear
Combination of Atomic Orbitals), qualquer mudanga em um ou mais orbitais
atébmicos poderia, em principio, alterar a nuvem eletrénica em varias partes
da molécula. Um exemplo de alteragédo seria a substituicdo de atomos na
estrutura molecular. Esse tipo de alteragéo poderia se refletir na regido dos
orbitais de fronteira, modificando também a atividade bioquimica da

molécula.
3.4 Conclusdes

Os calculos realizados com o© Baccatin mostraram que sua estrutura

eletrbnica tem alguns indicativos que encorajam o uso do método de indices
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.eletrbnicos para moléculas maiores. Os orbitais LUMO e LUMO+1 estédo
localizados sobre a regido do anel, que € uma das partes consideradas
essenciais para que exista a atividade nos taxéides (fig 3.2). Este reéultado ja
traz uma possivel explicagéo para que esses angis sejam importantes para
manter a atividade dos taxéides: eles devem ser responsaveis pela formagéao
dos orbitais diretamente envolvidos com as interacdes entre moléculas. Os
orbitais HOMO e HOMO-1 estéo localizados sobre o esqueleto da molécula,
nao existindo nenhuma contribuigéo significativa dos atomos do ane! para

essas energias.
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Capitulo 4

Taxoides

4.1 Introdugéo

Atualmente, um dos principais caminhos adotados para produzir
compostos de agdo anti-tumoral, € a obtencdo de substancias analogas ao
taxol, os chamados taxdéides. Grande parte dessas substancias s&o
produzidas a partir do préprio taxol, enquanto outras sdo sintetizadas a partir
de outros compostos, como acontece com o taxotere, composto intermediario
da sintese parcial do taxol, e que tem atividade anti-tumoral t30 boa guanto a
dele’.

Neste capitulo, sdo estudados alguns desses analogos, em especial
um conjunto de substancias sintetizadas a partir do taxol, para as quais
existem resultados experimentais confiaveis®(fig. 4.1 e 4.2). Apds mais de 20
anos de trabalhos experimentais, o que foi possivel identificar como relagées
entre a estrutura e a atividade dos taxéides pode ser resumido no que esta
descrito na figura 3.2 (cap 3). Estes dados mostram que certas regides sao
essenciais para que um taxdide seja ativo (como os 3 anéis), enquanto
outrag parecem ndo ter grande influéncia sobre este aspecto do
compoﬁamento dos compostos. Os grandes problemas deste tipo d'e estudo,
sdo a grande demora e o custo dos métodos experimentais. Sendo assim,

métodos de busca que procurem encontrar alternativas para a investigagéo
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Taxol-h Taxol-i . Taxol-a

Figura 4.1 - 6 dos 10 taxoides estudados. Nomeados como Taxol, Taxol-f, Taxolg, Taxol-h, Taxol-i e Taxol-a.
A regido assinalada € onde ¢ feita a substituicdo.



ap—

Taxol-b Taxol-c

Taxol-e

Figura 4.2 - 4 dos 10 taxéides estudados. Nomeados como Taxol-b, Taxol-c, Taxol-d e Taxol-e.
A regido assinalada € onde ocorre a substituicao.
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experimental sdo bastante ateis. Por isso, o presente estudo pode ser
interessante para produzir subsidios que ajudem no futuro o desenvolvimento
de métodos teéricos para identificar atividade ou ndo de novos compostos a
partir de calculos scbre sua estrutura.

A idéia geral do trabalho & utilizar o método de indices eletrénicos
como guia metodoldgico para fazer as andlises de estrutura-atividade para os
diversos compostos estudados. Sao calculadas as Densidades de Estados
em varias regides das moléculas, e através destes calculos é feita uma busca
por indices que sirvam para agrupar os compostos em dois grupos: ativos e
inativos/muito pouco ativos.

Para avatiar a atividade desses compostos, séo utilizados dois indices
experimentais. Um esta relacionado com o estimulo & polimerizagdo dos
microtibulos, enquanto .que outro esta relacionado com a citotoxidade para
células tumorais especificas, como as células de melanoma B16°. Para cada
um dos dois casos, foi detectado um tipo de comportamento da estrutura
eletrénica em relagdo a atividade. Posteriormente, é feita uma comparagéo
entre os resultados obtidos para os taxéides e alguns calculos preliminares
com moléculas de a¢do biogquimica semelhante ao taxol. Uma dessas
moléculas & o epothilone (cap 1, fig 1.6-a), composto produzido a partir de
bactérias, que cormegou @ despertar Interesse recentementa’. Outra
molécula importante que é estudada, &€ o discodermolide (ﬁg 1.6-b),
produzido naturalmente por uma espécie de esponja marinha®?, Em ambos os

casos, o que é analisado, € o encaixe ou ndo da estrutura eletronica de tais
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compostos em algum dos comportamentos identificados para os analogos

do taxol.
4.2 Metodologia

Séo 10 os compostos estudados, entre eles o préprio taxol, que serve
como referéncia na andlise dos resultados. Todos diferem entre si pela
substituicdo na posicdo do anel Ar1, conforme as figuras 4.1 e 4.2 indicam.
Por simplicidade, os compostos estdo nomeados como taxol, taxol-a taxol-b,
taxol-c...taxol-i.

Para cada molécula, foi feita uma busca conformacional com o intuito
de encontrar o provavel conformero de menor energia livre, que usualmente
€ aquele que pode ser considerado biolégicamente ativo. Para calcular essas
conformagdes, 0 método adotado foi o PM3%*. Como auxiliar, utilizamos o
programa comercial HyperChem, para montagem e pré-otimizagdo das
moléculas, bem como para os desenhos tridimensionais dos orbitais
moleculares. O método PM3 ndo & o mais preciso, nhem o0 mais rapido
existente no mercado mas, por se tratar de um numero razoaveimente
grande de compostos, @ de compostos relativaments complexos, & o que
otimiza a relagdo entre tempo de calculo e confiabilidade dos resultados. O
método de Hickel nd3o pode ser \utilizado para tratar rholéculas
tridimensionais como as nossas®, enquanto que, para utilizar métodos ab

initio, essas moléculas s&o muito grandes, inviabilizando que o trabalho seja
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feito com as maquinas disponiveis®. Por isso, a escolha natural & o PM3 ou
algum de seus analogos, pois esses rﬁétodos tém sido utilizados com grande
sucesso para estudos de estrutura eletrdnica e/ou otimizagéo geométrica de
moléculas organicas, inclusive de alguns taxdides.

A metodologia utilizada, foi praticamente a mesma aplicada na analise
de estrutura do 10-Deacetii Baccatin Illl. Completada a otimizagéo
geométrica, foi feita uma analise dos orbitais de fronteira e de sua
composi¢cido, em termos de orbitais atdmicos. Essa anéliée, tem como
objetivo principal, descobrir quais regides da molécula séo importantes para a
construcdo dos orbitais moleculares envolvidos diretamente nos processos
de reconhecimento molecular. Tais orbitais molecuiares, como ja foi citado
anteriormente, sdo o HOMO, HOMO-1, LUMO e LUMO+1.

Nesta regido de fronteira, & calculada a contribuicao relativa doé
orbitais atdmicos, provenientes de atomos de algumas regides geométricas
importantes das moléculas. Por analogia ao método de indices eletrdnicos
descrito por Barone et al’, esta analise faz parte da procura de indicagGes de

coeficientes criticos para a atividade dos compostos.

4.3 Distribuigao dos orbitais de fronteira

Inicialmente, como foi dito na secdo anterior, analisamos a
composi¢cdo dos orbitais de fronteira. Em todos os casos, séo 0s anéis os

responsaveis pela formagéo dos orbitais LUMO e LUMO+1 (figura 4.3-a).
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Figura 4 3 - Localizagsio dos orbitais LUMO e LUMO+1 (4.3-a) e dos
orbitais HOMO e HOMO-1 (4.3-b).
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Enquanto que o HOMO e o HOMO-1 sdo formados principalmente por
orbitais atdmicos provenientes dos atomos do esqueleto das moléculas
(figura 4.3-b).

Ja nesta primeira analise, um dos resultados encontrados para o
Baccatin se repete: as regides do oxetano e dos acetatos néo contribuem de
maneira significativa para os orbitais de fronteira. Mais uma vez, a explicagdo
para a importéncia dessas estruturas, no que diz respeito & atividade das
substancias, vem do fato de os orbitais moleculares serem construidos como
uma combinacéo linear de orbitais atdmicos. As modificagdes de um ou
alguns atomos ou grupos dé qualquer regido de uma dessas moléculas pode
perturbar toda a nuvem eletrénica. Tendo isso em mente, fica claro porque
nao & necessario que as citadas regides, do acetato e do oxetano, tenham
grandes contribuicbes para os orbitais de fronteira para que sua retirada
tenha efeitos sobre a atividade dos compostos. A sensibilidade da nuvem
eletrbnica a essas mudangas podera ser percebida facilmente pela
comparagao da estrutura eletronica dos compostos que sera feita. Outro fato
interessante & que esta troca tem efeito diferente sobre a nuvem eletrdnica
para cada vértice do anel, além de trazer grandes variagbes na atividade
biolégica do composto (basta comparar os dados da tabela 4.1 com as
figuras 4.1 e 4.2), Basta lembrar que os mecanismos de reconhecimento
entre moléculas s8o extremamente sensiveis a mudangas na coriﬁguragéo

da estrutura eletrdnica (segio 1.2.2).



Molécula | Diferenga Diferenca | Energia de | Indice T, Indice T,
A, (eV) A (eV) lonizagdo | estimulo & citotoxidade
(eV) polimerizagao
Taxol 0.25 0.44 9.36 1 1
Taxol-a 0.62 0.07 9.63 0.42 1.3
Taxol-b |0.34 0.14 9.40 0.5 27
Taxol-c | 0.52 0.18 9.38 0.69 0.78
Taxol-d {012 0.06 9.77 0.85 0.31
Taxol-e |0.10 0.07 9.85 0.9 3.3
Taxol-f 0.10 0.20 9.63 2.4 3.0
Taxolg |0.20 0.07 9.43 0.51 1.0
Taxol-h | 0.13 0.27 9.74 1.9 2.2
Taxol-i 0.30 0.18 9.74 1.1 1.2

Tabela 4.1 - Dados experimentais e de otimizagfio para os taxéides. Onde A, &
dado pela diferenga de energias entre HOMO e HOMO-1 e A, é a diferenga
entre o LUMO e o LUMO+1.
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A localizagao dos orbitais LUMO e LUMO+1 explica porque os anéis
Ar, Ar, e Ar, sdo importantes para que exista agdo anti-tumoral em um
taxodide: sobre estes aneis estao localizados orbitais que estdo diretamente
ligados a transferéncia de elétrons para essas moléculas, o LUMO e o
LUMO+1. Alteragdes na estrutura desses anéis podem maodificar as
interagées eletrofilicas destes compclnstos. A sensibilidade da estrutura
eletrénica a tais mudangas é um fato muito importante a considerar no
moménto de propor alteragdes estruturais para moléculas desse tipo. Como
serd mostrado na préxima secéo, com os dados de otimizagdo das moléculas
e com os valores do indice que mede o estimulo a polimerizagédo da tubulina,
& possivel estabelecer uma correlagdo qualitativa, como sera explicado na

préxima seg¢ao.

4.4 Correlacdes entre estrutura eletronica e atividade dos compostos

Além dos dados experimentais resumidos na fig. 3.2 (cap 3),
existem dois indicés experimentais que estédo tabelados para os taxdides que
sdo estudados neste trabalho (tabela 4.1). Estes indices sdo bem diferentes
entre si. O primeiro, que recebe o nome de T,, mede a capacidade do
composto de estimular a polimerizagéo da Tubulina®. T, é medido em testes
diretos, ou seja, 0 composto que se pretende estqdar é misturado em varias
doses diferentes a solugdes de tubulina até que seja encontrada aquela que

€ necessaria para obter 50% do efeito maximo. Dividindo-se o valor
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encontrado para essa dose do composto pelo valor da dose de taxol
necessaria para produzir 0 mesmo efeito, € encontrado o valor chamado T,.
Sendo assim, quando este indice for menor que 1 para um certo composto,
ele sera considerado mais ativo que o taxol.

O indice T,, € medido em testes in vitro com células tumorais®. Células
cultivadas em laboratdrio séo atacadas com solugdes da substancia em
estudo com varias concentragbes diferentes, novamente o objetivo é
encontrar a dose que produz 50% do efeito maximo da substancia para
comparar com a dose equivalente de taxol e dividir um valor pelo ocutro. O
valor encontrado sera chamado de T,.

Para o tipo de estudo que é feito neste trabalho, que se baseia em
calculos para moléculas no vacuo, o indice mais apropriado para estudarmos
é o T,, pois com ele a interagdo entre a tubulina e o composto estudado &
medida de maneira direta. Se o objetivo do estudo fosse conseguir
resultados para o indice T,, seria necessario levar em conta processos mais
complicados, como a dissolugéo dos compostos em égua, interagdes com a
membrana citoplasmatica, etc. Isso porque esse indice € medido a partir da
aclo das moléculas sobre as células, esses processos sdo bem mais
complicados, pois a poténcia ndo depende s6 da capacidade de estimular a
polimerizag&o da tubulina, depende também da capacidade para atravessar
a membrana citoplasmatica, interagéo com fons presentes no citoplésma, etc.

Com o auxllio dos resultados de otimizag&io dos taxdides e dos valores

para o indice T, da tabela 4.1, surge uma primeira correlagdo: a separagéo
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entre os orbitais HOMO e HOMO-1 (chamada A,) parece favorecer a
melhora deste indice. O comportamento fica claro se separarmos os
comp;':stos em dois grupos, heterociclicos € homociclicos (figura 4.4). De
mane'iré esquematica, temos:

Homociclicos

Ay<0.2 menor atividade que o Taxol, T,~ 2 ;
A>0.2 atividade igual ou superior a do Taxol,
T,=1.

Heterociclicos
| A4<0.3 T,~1;

A>0.3 T,<1, mais ativos que o taxol.

- Os valores de T, estédo especificados na tabela 4.1. Com estes dados,
fica claro que a separagéo entre os orbitais HOMO e HOMO-1 ¢ um fator
importante. Tal comportamento € analogo ao encontrado para os HAPs de
Barone ef al, em especial a primeira regra, que também trata da separagéo
entre esses orbitais®*,

Mesmo tendo encontrado um comportamento indicativo para o indice
que consideramos abordavel para essa metodologia, um estudo mais

refinado da estrutura eletrénica foi realizado. A Densidade de Estados foi

calculada sobre vérlas regides das moléculas, para a regido de energias
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Homocliclicos

Cl Me OMe F
Taxol-h Taxol-f Taxol-g Taxol-i

Heterociclicos

N = 0
! a 0 )
= A N
g N x ~AN

Taxol-a Taxol-b Taxol-c Taxol-d Taxol-e

N

Figura 4.4 - Taxbides separados em homociclicos e heterociclicos
de acordo com a substituigéo feita.
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préxima aquelas do HOMO, HOMO-1, LUMO e LUMO+1. Mas uma regiao
em especial trouxe resultados interessantes, a regido do anel Ar,, onde sédo
feitas as substitui¢bes. Esses resultados nao estéo ligados ao indice para o
qual seria natural esperar resultados a partir desta analise de moléculas no
vacuo, mas sim ao indice T,.

Os graficos apresentados (figuras 4.5, 4.6 e 4.7) mostram o espectro
discreto de densidades de estado para a regido de substituicdo em cada
molécula. Nestes graficos, temos a densidade de estados modulada pela
carga, assim o tamanho de cada pico esta ligado com a contribui¢do dos
orbitais atémicos da regido considerada para o orbital molecular com a
energia indicada no eixo x. O comportamento da DLE, para a regido do anel
1, pode ser observado pelos graficos das figuras 4.5, 4.6 e 4.7, onde estédo
0s resultados para algumas moléculas.

Utilizando a tabela 4.1, em conjunto com os graficos de DLE, ao
menos uma tendéncia pode ser identificada no que diz respeito a relagéo
estrutura eletrénica-atividade destas moléculas:

Nos compostos de pouca atividade (T,23), a DLE calculada sobre o anel Ar,
na regido préxima ao LUMO ¢é baixa, tendo no maximo 1 pico de contribuigéo
significativa sobre o LUMO ou LUMO+1. Para os compostos mais ativos, o
comportamento & diferente. A DLE é maior nesta mesma regiéio, havendo
pelo menos 1 pico significativo sobre o LUMO e/ou LUMO+1 e'existindo
grandes picos préximos sobre orbitais como LUMO+2 ou LUMO+3. Esse

comportamento & um possivel fator a considerar quando se pretender propor
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mudancas na arquitetura molecular em busca de maior citotoxidade. Mesmo
que o método adotado néo seja aplicavel a principio para estudos de indices
de citotoxidade, como explicado no inicio desta segdo, talvez seja uma
alternativa interessante para estudar em futuros trabalhos, que usem como
ferramenta métodos de indices eletrbnicos para classificar compostos de

acao anti-tumoral como os taxodides.
4.5 Comparagao com moléculas de estrutura diferente

Depois de estudadas as relagGes estrutura-atividade para esse
grupo de 10 moléculas, & interessante investigar se os comportamentos
identificados se repetem em outras substancias. Dois compostos importantes
foram trabalhados, o Epothilone (ﬁg1.6-é) e o Discodermolide (fig 1.6-b), que
ja foram citados no capitulo 1. O primeiro deles, foi descoberto recentemente,
e tem se mostrado mais ativoe que o préprio taxol, os testes de laboratério
indicam atividade cerca de uma ordem de grandeza maior que a do taxol
para estimulo de polimerizagao da tubulina (medida pelo indice T,). O outro
composto, o discodermolide, é produzido por uma esponja marinha e tem
mostrado atividade cerca de 3 ordens de grandeza maior que a do taxol para
este mesmo indice?.

Foram utilizadas estas duas moléculas porque a despeito‘ de suas
estruturas, pelo menos em principio®'®, serem bem diferentes das dos

taxdides, sua interagdo com a tubulina é do mesmo tipo. Outra razéo para
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essa escolha foi a grande atividade destes compostos. O epothilone tem
sido testado também para citotoxidade, e mostrou-se também com atividade
maior que a do taxol nestes testes. Por outro lado, o discodermolide
apresentou citoxidade comparavel a do taxol.

Apds a otimizagdo geométrica das duas moléculas (os resultados
estdo resumidos na tabela 4.2), foi calculada a diferenga A, para cada uma
delas.

Como primeiro resultado, os A, das duas moléculas se encaixaram
nas faixas descritas na se¢do 4.3.2, para as estruturas heterociclicas. O
Epothilone tem A~0.8 eV, que concorda com o esperado, pois & mais ativo
que o taxol para este indice. O A, do Discodermolide,' é da ordem de 0.5 eV,
que também estd dentro da faixa esperada para os A, de substincias com
indice T,<1.

Apds a analise do comportamento da separagdo entre HOMO e
HOMO-1 para esses dois novos compostos, € necessario investigarmos se
ha algum comportamento indicativo para a citotoxidade, descrita pelo indice
T,.

No grafico da figura 4.8, esta representada a DLE da regido préxima
ao LUMO, para a regido do anel no Epothilone, a escolha desta regido
acontece por analogia ao que foi feito para os taxdides, e também porque o
LUMO e LUMO+1 estdo sobre esta regido. Por estes dados, podemos notar
que, mais uma vez, o Epothilone se encaixa no comportamento, pois ha

grandes contribuigées para o LUMO e LUMO+1. Além disso, existem outros



Molécula Calor de Diferenga Diferenga Energia de
Formagéo A-HOMO (eV) | A-LUMO (eV) | lonizagéo (eV)
(Kcal)
Epothilone -197.2 0.852 0.505 9.31
Discodermolide | -345.3 0.529 0.233 9.39

Tabela 4.2 - Dados resuitantes das otimizages do Epothilone e Discodermolide.
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picos préximos, fazendo com que haja uma DLE razoavelmente grande nesta
regido.
Para o discodermolide nao foi feita esta andlise detalhada de DLE, pois nao

temos indicativos claros para escolher as regides relevantes da molécula.

4.6 Conclusoes e comentarios

Pela localizagdo dos orbitais de fronteira e adjacéncias (LUMO,
LUMO+1, HOMO e HOMO-1) descrita na fig. 4.3, foi possivel identificar a
razdo pela qual os anéis Ar,, Ar, e Ar, sdo importantes para manter a
atividade de taxéides. Porque essas estruturas contribuem de maneira
significativa para a formacgéo dos primeiros orbitais desocupados que, por
sua vez, participam diretamente das reag¢des eletrofilicas dessas moléculas.
Reag¢bes deste tipo certamente estdo envolvidas nos processos bioldgicos,
por serem parte dos mecanismos de interagao intermolecular.

O método de indices eletrénicos, utilizado por Barone et al foi aplicado
a uma parte da classe dos taxdides, que sdo compostos de acdo anti-
tumoral. A diferengca em energia entre os dois Ultimos orbitais ocupados
(HOMO e HOMO-1) para estas moléculas, foi o pardmetro que trouxe
indicégéo de um comportamento qualitativo ligando a estrutura eletrdnica dos

compostos e sua atividade biolégica. Aparentemente a diferenca de energia
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entre esses dois orbitais moleculares, favorece o aumento da atividade para
moléculas com estrutura do tipo dos taxéides.

Por outro lado, mesmo néo sendo apropriado para tratar fenbmenos
mais complexos como os que determinam os valores para o indice T,, um
comportamento indicativo de relagéo estrutura-atividade foi encontrado. O
aumento da Densidade de Estados calculada sobre a regido do anel Ar,,
parece favorecer o aumento da atividade citotdxica dos taxdides.

Também foram testadas duas novas moléculas anti-tumorais, ©
discodermolide e o epothilone. Essas substéncias apresentaram separagdes
entre HOMO e HOMO-1 compativeis com as esperadas para taxdides muito
ativos. Estudos mais completos precisam ser feitos, para determinar se tal
comportamento € apenas coincidéncia ou se existem condi¢cbes dentro das

quais esse indice pode ser utilizado para determinar atividade ou inatividade.
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Capitulo 5
Conclusoes e perspectivas

O estudo dos taxdides através de indices eletrbnicos se revelou
baétante trabalhoso, principalmente no que diz respeito a procura de
conférmeros estaveis. Para o taxol, podemos encontrar mais de uma dezena
de conformacdes, seja no vacuo (que é o nosso caso) seja em solugao® -,
Para seus analogos, a situacdo é semelhante, pois todos tém estruturas
muito parecidas.

Outra dificuldade que existe para o estudo destes compostos baseado
no método de indices eletrbnicos, é a escassez de trabalhos a respeito de
relagbes estrutura-atividade que usem métodos semelhantes. Usualmente a
técnica utilizada é tentar descrever, pelo menos em parte, os mecanismos
envolvidos'.

O fato de os anéis serem essenciais para manter a atividade foi
entendido como resultado do fato de essas estruturas serem as responsaveis
pela formagio dos orbitais diretamente envolvidos com as rea¢les de
aceitagdo de elétrons ou seja, os dois primeiros orbitais desocupados. As
indicacbes obtidas para a correlagédo entre capacidade de estimular a
polimerizagdo da tubulina e a estrutura eletrénica se revelaram como as mais
promissoras. Grandes separa¢des entre os Ultimos orbitais de fronteira

parecem estar relacionadas com grande atividade. Outro indicativo
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encontrado foi a Densidade Local de Estados para a regido do anel Ar,. Esse
indicativo parece estar ligado a atividade descrita pelo segundo indice, T,,
que mede a citotoxidade dos compostos. Estes resultados s&o ainda
bastante preliminares, mesmo porque o0 numero de compostos conhecidos
para estudarmos ainda é pequeno. A medida em que forem surgindo novos
taxdides, a metodologia de indices eletrbnicos podera ser testada para
confirmar ou n&o os indicativos descritos neste trabalho.

Uma analise que ainda deve ser feita diz respeito a um estudo mais
direto do efeito das partes consideradas essenciais para manter a atividade.
Estes testes podem ser feitos, por exemplo, com a investigacao de moléculas
em que foram retiradas tais partes. Isso esta sendo feito para os 3 anéis,
verificando nos primeiros resulitados uma diminuig&o na separagdo entre o
HOMO e o HOMO-1. Tal diminui¢do, coloca a separagao A,<0.3, levando os
novos compostos a estarem classificados entre os muito pouco ativos
segundo o comportamento identificado no capitulo 4. Estes testes ainda
precisam ser completados, mas os primeiros resultados trazem indicagdes
animadoras para que a pesquisa seja continuada. Esperamos que o
aparécimento de novos taxéides cdntribua para o esclarecimento dos efeitos

destas partes para a atividade biolégica de tais compostos.
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