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RESUMO

Na primeira parte desse trabalho apresentamos estudos de estrutura-atividade realizados
em uma série de compostos com atividade bioldgica anticancerigena (derivados do
lapachol, da talidomida e das mitomicinas). As caracterizagdes geométrica e eletrbnica
desses compostos foram obtidas através de métodos de mecanica molecular e de
métodos semiempiricos. Foi possivel correlacionar a resposta biolégica dos compostos
analisados com alguns indices eletrénicos. Em particular, empregamos com éxito uma
nova metodologia desenvolvida para tratar o problema da correlagéo estrutura geométrica
com atividade biolégica, denominada Metodologia de indices Eletrdnicos. Em uma
segunda parte desse trabalho avaliamos a estabilidade genética de seqliéncias de
repeticdes de nucleotideos presentes em regides do DNA, através do método de
mecanica molecular AMBER. Concluimos que sequiéncias formadas por bases ordenadas
(microssatélites) possuiam uma estabilidade energética menor do que seqléncias

formadas por bases distribuidas aleatoriamente sobre a cadeia de DNA.



ABSTRACT

In a first part of this work we present structure-activity studies in a compound series with
anti-cancer biological activity (derived from lapachol, thalidomide and mitomycins). The
geometric and electronic characterizations of these compounds had been gotten through
semiempirical and molecular mechanics methods. We could relate the biological response
for analyzed compounds with some electronic index. In particular we successfully used a
recently developed methodology to study the correlation between geometric structure and
biological activity, called Electronic Index Methodology. In a second part of this work we
evaluated the genetic stability of replicated sequences of nucleotides found in DNA
regions through the method of molecular mechanics AMBER. We found that sequences
formed by repeated base pairs have worse genetic stability when compared against

random sequences of DNA.
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capitulo 1

METODOS DE CALCULO

1.1 INTRODUCAO
Por muitos anos a estratégia adotada para a descoberta de novos farmacos

consistia em utilizar uma estrutura primaria, de atividade conhecida, e tentar
encontrar moléculas analogas, que exibiam a atividade desejada, através de um
processo exaustivo de tentativa e erro. Além de ser completamente empirico, esse
processo era demorado e dispendioso. Da década de 80 para ca, com as diversas
conquistas obtidas nas areas computacional, de quimica tedrica, biotecnologia,
cistalografia de proteinas, etc., o desenvolvimento de novos farmacos tem seguido
um processo mais racional onde a modelagem molecular tem estado cada vez
mais presente.

A modelagem molecular’ consiste na visualizagdo grafica e na representagao
da geometria de uma molécula através de um conjunto de técnicas
computacionais que aliam métodos de quimica tedrica a dados experimentais.
Com esses métodos tedricos pode-se a avaliar e prever certas caracteristicas

moleculares (conformagado de minima energia e propriedades fisicoquimicas) que



sao de fundamental importancia no entendimento das correlagbes estrutura-
atividade, isso permite o desenvolvimento racional (baseado na estrutura) de
novas drogas. Os trés principais meétodos tedricos computacionais utilizados para
se calcular as propriedades moleculares classificam-se em empiricos (mecéanica
molecular), semiempiricos e ab initios. Posteriormente discutiremos cada um deles
com mais detalhes.

No desenvolvimento racional de drogas existem dois tipos de formulagédo. Na
primeira delas, chamada direta, sdo conhecidos o receptor (ou enzima) e suas
caracteristicas tridimensionais e essa informagéo € utilizada no desenvolvimento
do novo farmaco. Na segunda delas, a indireta, a geometria do receptor ndo é
conhecida, e os novos compostos sdo construidos através de um modelo obtido
pela analise de caracteristicas estereoquimicas e fisicoquimicas de um conjunto
conhecido de moléculas ativas/inativas. Nos estudos estrutura-atividade que
desenvolvemos sempre utilizamos a formulagao indireta pelo fato de estarmos
interessados em verificar se a informagao a respeito da atividade biolégica dos
compostos residia em suas proprias estrutura eletrbnicas, além disso os
mecanismos de acdo dos compostos que estudamos ainda ndo sdo bem
compreendidos, soma-se a isso o fato de nao possuirmos maquinario
computacional necessario para os calculos que a abordagem direta exige. Na
abordagem indireta bons modelos podem ser obtidos através da elaboragéo de
experimentos apropriados para resolver as possiveis contradi¢oes observadas.

Seja qual for o método computacional adotado para o célculo da geometria
molecular, devemos fornecer o modelo inicial para a geometria molecular. Esse

modelo inicial pode ser derivado de uma informagcdo estrutural experimental



(cristalografia de raios-X ou ressonancia magnética nuclear) ou pode ser
construido através de programas de modelagem molecular quando dados
experimentais ndo sao disponiveis. Existem varias técnicas para se gerar um
modelo molecular inicial 3-D. Em todas elas é importante que o programa utilizado
mantenha a quiralidade, a valéncia e a aromaticidade apropriadas para gerar uma
estrutura 3D aceitavel. Em nossos estudos utilizamos um programa onde geramos
um diagrama 2D através da conexdo de fragmentos da molécula que eram
otimizados através de mecanica molecular para, ao final, obtermos a estrutura 3-
D. Uma vez construido o modelo inicial do sistema molecular é necessario
explorar as conformagdes moleculares permitidas. Na maioria das vezes estamos
interessados nas estruturas moleculares de minima energia, embora nem sempre
a conformagao bioativa seja a de minima energia.

Teoricamente, os calculos de mecanica quantica devem fornecer uma
descricdo completa da energia de uma conformacéo particular da molécula, porém
devido ao grande numero de atomos ( e de fungdes de onda) envolvidos, a
mecanica molecular € a principal técnica utilizada para avaliar a energia das
diferentes conformagdes moleculares. Uma vez obtida a conformag¢do de minima

energia ela € empregada em calculos de quimica quantica.

1.2 MECANICA MOLECULAR

A mecanica molecular® é, essencialmente, um tipo de aproximagao que se
faz para calcular a energia do sistema molecular utilizando-se uma funcéo de

energia empirica que tenta descrever as ligagdes covalentes através de



potenciais tipo ‘mola’ entre atomos ligados. Ja os atomos nao ligados sao
descritos através de potenciais tipo van der Waals e eletrostatico. A idéia
fundamental da mecanica molecular é de que as ligagdes tém comprimentos e
angulos naturais e que o sistema molecular tende a adotar uma geometria que
convirja para esses valores.

Comumente as contribuicbes a energia potencial do sistema molecular
incluem termos ligantes associados ao estiramento das ligagbes (Ejg), as
deformagbes angulares (Ej;) e as rotagdes internas em torno das ligagbes
simples (Ege); € termos n&o-ligantes, associados as interacées de van der Waals
(Evaw) € eletrostaticas (Eqe). A soma de todos esses termos constitui a energia
estereoquimica do sistema que deve ser avaliada de maneira a fornecer uma

estrutura molecular de minima energia:

E E +E +E, +E  +E (1-1)

est lig ang die vdWw ele

A funcéo energia potencial que descreve as interagdes entre um conjunto
de atomos especificados por suas coordenadas cartesianas (campo de forga)
varia de acordo com o método de MM escolhido. Cada método possui um campo
de forca parametrizado especificamente para determinado tipo de molécula®, o
que implica em diferentes fungdes potencias analiticas, diferentes formas de
representar os atomos e diferentes conjuntos de parametros ajustaveis. Em geral,
as expressoes analiticas que aparecem em (1-1) sao do tipo:

Estiramento da Ligacdo (1-2): Representa a deformacao da ligagdo em

relacdo ao seu comprimento de equilibrio ry, sendo K, a constante de forga de

estiramento.



E,= YK @—rn) (1-2)

ligagoes

Deformacdo do Angulo (1-3): Representa a energia potencial de

deformagdo angular da ligagcdo em relagdo a um angulo natural da ligagéo, 6,

sendo Ky a constante de for¢ca de deformacéo.

Eang = ZKH(H_HO)z (1'3)

dngulos

Rotacbes Internas em Torno das Ligacbes Simples (1-4): O potencial de

torcao (Ege) esta associado ao fato dos angulos diedrais possuirem uma simetria
preferencial e terem um minimo de energia para conformagdes do tipo cis, trans,

gauche, eftc.

Ey= Y 22l costng )], (1)

diedral

Para n=1 e #=0, tem-se a situagdo onde a energia € minima para a
conformacéo frans e tem uma barreira de rotagdo Vy para a maior energia da
conformacéo cis.

Interacbes de van der Waals (1-5): Representa a energia potencial

associada aos atomos nao ligados:

4, B,
Egp= Y, {R—Q—R—z} (1-5)
ij

i,jevdW ij

Ajj e Bj sao parametros que controlam a profundidade e a posigédo do pogo
de energia potencial para o par de atomos nao ligados e podem ser obtidos
através de medidas de polarizabilidade atbmica ou através de dados

cristalograficos.



As interagbes nao ligantes usualmente incluem uma repulsdo de troca
quando os atomos estao muito préximos e uma atragdo de longo alcance vinda de
forgcas e dispersao. O primeiro termo que descreve esses dois tipos de interacéo é
chamado atracdo de van der Waals. A atracdo de van der Waals é de curto
alcance e tende rapidamente a zero quando os atomos nao ligantes sé&o
afastados. A repulsdo ocorre quando a distadncia entre os atomos torna-se
ligeiramente menor que os seus raios de contato. O termo que descreve a
interagao atrativa/repulsiva deve promover uma transicdo suave entre esse dois
regimes. Esse termo € geralmente descrito por um potencial do tipo Lenard-Jones
(1-5).

Interacbes eletrostaticas (1-6): Energia potencial associada as interagdes

eletrostaticas:

Eele = Z qiqj ’ (1-6)
ijizj €

gi € g; sdo as cargas pontuais de atomos nao ligantes separados por uma distancia
rj, em um meio com constante dielétrica €. Esse potencial descreve a interagéo
monopolo-monopolo das cargas atémicas q; e q; separadas por uma distancia r;.
Outros tipos de interacbes eletrostaticas como as dipolo-dipolo e ion-dipolo
também sdo empregadas em alguns campos de forga. A constante dielétrica ¢ é
usualmente tomada como um valor constante entre 1.0 e 5.0 e em alguns tipos de
calculo ele pode assumir valores que variem com a distancia.

Em adicado aos potenciais descritos anteriormente, freqiuentemente tem-se

termos cruzados que combinam diferentes interagdes, como, por exemplo, o



estiramento da ligagdo com a distor¢ao angular. Também alguns campos de forga
possuem um termo especifico para as ligagdes de hidrogénio (pontes de
hidrogénio). Geralmente esse termo € dado por um potencial da forma 12-10 (1-

7).

Ci‘ Dl“
Ey= ) —E-—F (1-7)

12 10
ije ponte—H R;j R;j

Essa funcéo potencial € particularmente importante para moléculas onde as
pontes de hidrogénio sdo fundamentais na estabilizagdo do sistema, como no
caso das moléculas de DNA.

Todos os parametros que aparecem nas componentes da energia estérea
do sistema sdo ajustados de forma a reproduzir as geometrias de moléculas
relativamente simples das quais se tem alguma informagdo experimental (por
exemplo dados de Raio-X), e uma vez ajustados assume-se que parametros
correspondentes e constantes de forga possam ser transferidos para moléculas
similares.

O problema de otimizagédo de energia constitui, na pratica, em determinar
as regides de minima energia de uma superficie de potencial multidimensional
descrita pelas variaveis de (1-1). Isso é feito minimizando a expressédo para a
energia estérea do sistema molecular. A maioria das superficies de energia
potencial € extremamente complexa, apresentando varios minimos locais, e a
complexidade aumenta com o aumento do numero de graus de liberdade do
sistema molecular. Por esse motivo a convergéncia dos calculos de otimizacéo de

energia ndo significa necessariamente que um minimo de energia global foi
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encontrado. Para a obtengdo de uma geometria de minima energia muitas vezes é
necessario se fazer uma analise extensiva das ligagdes flexiveis presentes na
molécula. Isso é feito através de uma busca conformacional onde varia-se a
conformagao molecular enquanto se monitora a energia.

Uma outra técnica que pode ser utilizada para explorar o espago
conformacional de uma molécula é a chamada dinamica molecular®®. Como o
préprio nome sugere, a caracteristica basica da dinamica molecular € o calculo da
trajetoria da molécula. As forgas que atuam sobre os atomos séo calculadas
através da primeira derivada da energia potencial com respeito as posi¢des
atbmicas. Aplicando-se as equagdes de movimento de Newton, essas forgcas
podem ser usadas para calcular como a evolugao das posi¢cdes atbmicas com o
tempo, o que da origem a uma trajetoria dindmica que representa uma série de
conformacdes moleculares que evoluem com o tempo.

Com os métodos de MM pode-se estudar moléculas na fase condensada,
macromoléculas, morfologia cristalina e de interfaces organicas e inorgénicas e
outros sistemas em que as propriedades de interesse ndo sejam extremamente
dependentes dos efeitos quéanticos. A grande popularidade dos métodos de MM
vem do fato deles poderem ser empregados no estudo de sistemas moleculares
relativamente grandes (centenas de atomos) com um custo computacional
razoavel. Além disso, esses métodos permitem a analise da composi¢cdo da
energia estérea dos sistema (ligagao, angular, van der Waals, etc) e a ‘engenharia’
dos campos de for¢a pode ser feita com relativa facilidade.

Os programas mais populares de mecanica molecular sdo baseados nos

campos de forca de MM2 e MM33, de AIIinger4. Em nossos calculos utilizamos os
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métodos MM* e AMBER como implementados no programa HyperChem® vers&o
5.0. O campo de forca do MM* é uma extensdo do MM2 e, diferentemente de
outros campos de forga, os potenciais de estiramento e de deformagédo angular
possuem termos de ordem superior & quadratica. Outra caracteristica do MM™ é
descrever as interagbes de atomos nao ligantes através de termos 1-3 (termos de
Urey-Bradley), enquanto que os outros métodos avaliam essas interagdes para
atomos separados por trés ou mais ligagoes (1-4 e interagdes maiores). O método
AMBER?® (Assisted Model Building and Energy Refinement) é baseado num campo
de for¢ca desenvolvido para proteinas e acidos nucléicos e inclui termos relativos
as ligagdes de hidrogénio.

Pelo fato de nao tratar os elétrons explicitamente, os métodos de MM néo
sao apropriados para descrever situagdes em que os efeitos eletrbnicos sao
essenciais, tais como a formagado de ligagbes ou as interagdes entre orbitais.
Usualmente as geometrias moleculares obtidas com a MM sao utilizadas como
geometrias iniciais em calculos mais precisos onde os elétrons sdo tratados

explicitamente.

1.3 MECANICA QUANTICA
Diferentemente do tratamento classico adotado pelos métodos de MM,

pode-se tratar o sistema molecular dentro do formalismo da mecanica quantica®”’,
e assim obter-se dos calculos propriedades associadas a estrutura eletrénica do

composto. Logicamente os métodos que empregam o formalismo quéntico sao
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muito mais custosos computacionalmente que os métodos de MM, e por isso sao
limitados a sistemas moleculares ndo muito extensos.

O primeiro passo para se tratar o sistema molecular quanticamente é
estabelecer uma Hamiltoniana para seu conjunto de nucleos e elétrons, em que
senao todas, a maioria das interagdes existentes seja considerada. Um exemplo
comum de Hamiltioniana para o sistema molecular é dado pela equagéao (1-8).

O primeiro termo da Hamiltoniana refere-se a energia cinética de cada
nucleo, o segundo termo representa alguma forga externa atuando sobre o nucleo
(comumente tomada como nula) e o terceiro termo refere-se a repulsao
eletrostatica entre os nucleos. O proximo termo representa a atragao eletrostatica
entre o elétron i e o nucleo A. Os dois ultimos termos sédo a energia cinética e de
repulsdo eletrostatica dos elétrons, respectivamente. Nesse caso as interacdes
entre todos os momentos magnéticos de spin e 0 movimento orbital dos nucleos e
elétrons e aos efeitos relativisticos de massa foram desprezadas.

D R e N ¥ DAL
A<B RAB 2A1RA1

i<j i'

onde

A,B referem-se aos nucleos.

Rss designa a distancia entre os nucleos A e B.

Rai  designa a distancia entre os nucleos A e o elétron i.
Zs refere-se a carga do nucleo A.

iJ referem-se aos elétrons.

13



rj designa a distancia entre os elétrons i e j.

V2  é o operador gradiente relativo as coordenadas eletronicas.

VA & o operador gradiente relativo as coordenadas nucleares.

A aplicagdo desse operador Hamiltoniano ao sistema molecular possui
solucdo exata somente para o caso diatdbmico, sendo que para o restante dos

casos este é um problema matematicamente intratavel.

1.3.1 Aproximagao de Born-Oppenheimer
Uma das formas de simplificar (1-8) é procurar separar o movimento

eletrdbnico do movimento nuclear, isso é feito mantendo-se os nucleos fixos
durante cada ciclo do movimento eletrbnico, o que € conhecido como
aproximagao de Born-Oppenheimer. Como a massa nuclear € muito maior que
a eletronica, € uma aproximagao razoavel considerar que os nucleos mudem de
posicdo tdo lentamente que permitam aos elétrons se ajustarem muito
rapidamente a nova configuragéo nuclear. Desse modo os elétrons sdo tratados
como se movessem em um campo de nucleos estacionarios, o que permite
separar o problema de calcular a energia de um sistema molecular em dois
problemas separados, um eletrénico e outro nuclear.

Podemos reescrever o Hamiltoniano total do sistema molecular como sendo
a soma de uma parte nuclear (1-9) e outra eletrbnica(1-10) e a fungdo de onda
total do sistema, que é autofungdo da equacgado de Schddinger, como sendo um
produto das fungdes de onda nuclear e eletrénica (1-11). Assim a, equagao de

Schodinger para o sistema teria a forma (1-12).
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1
HN:‘EZViJFV(RA) (1-9)
A

yAVA 1 VA 1 1
H,o=) =420 N 24 —Nviey — (1-10)
A<B RAB 2 A,i RA,' 2 i i<j 7’;,
Y, R)=Yy(R)Y,(R,,1) (1-11)
HY =FEY »>(H, +H,)¥Y,¥Y, =E¥Y,Y, (1-12)

Como H, é fungcdo somente de r;, uma vez que os Ra’s sdo tratados como
constantes, podemos escrever uma equagao de Schrddinger eletrénica para uma

configuragao nuclear especifica, Ra, da forma:
HelPe = ge (RA )\Pe ( 1-1 3)

Supondo a forga externa sobre o nucleo nula (V(Ra)=0) e admitindo que a
funcédo de onda eletrdnica varie lentamente com a distancia internuclear de forma
que possamos omitir a derivada de W¥(r,Ra) com respeito a Ra, a equagao de

Schrddinger nuclear assume a forma:

HYY, => YV, >HY, =¢,¥,, (1-14)
A

onde ey refere-se a energia cinética do nucleo.
Dessa forma a aproximacao de Born-Oppenheimer desacopla o movimento

do nucleo do movimento eletrénico.

1.3.2 Aproximacao do Elétron Independente
Consideremos agora a resolugao do problema eletrénico. A equacéo de

Schrodinger eletronica (1-10) ndo permite solugdes exatas devido as interagbes

intereletrénicas. Uma das aproximagdes que se faz (conhecida como aproximagao
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do elétron independente) € considerar que a fungdo de onda que descreve o
sistema molecular possa ser escrita como produto das fungdes de 1-elétron. Neste
caso assumimos que as energias cinética e potencial de cada elétron sejam
independentes do movimento e da posi¢cdo dos outros elétrons, de forma que a
Hamiltoniana eletrénica total possa ser aproximada pela soma da Hamiltonianas
efetivas de 1-elétron (1-15). Podemos resolver a equagao de Schrodinger para o
elétron independente para uma funcdo de onda y que se estende por toda
molécula e que descreva o elétron individualmente (1-16). Essa equagao possui
multiplas solugdes vy e &. As fungdes y; sdo chamadas de orbitais moleculares

(OM) e a energia ¢ de um elétron no orbital y; € chamada de energia orbital.

H, =Y H""(@) (1-15)

F(ny,(n) =&y, () (1-16)

Como os elétrons possuem spin, além das coordenadas espaciais a funcao
de onda também deve possuir coordenadas de spin, que podem assumir duas
configuragdes, up ou down. As fungbdes assim construidas sdo chamadas Spin-
Orbitais Moleculares (SOM). Como dois elétrons ndo podem ocupar fungbées SOM
idénticas (principio da exclusdo de Pauli) uma das formas de se garantir isso é
escrever a fungcao de onda multieletrénica como sendo um produto antissimétrico
das spin-orbitais moleculares, o que nos leva, para um sistema de N particulas, a

expressao:

(1) = O (F)P [y (1), (1) (1)) (1-17)
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onde Py, é 0 operador de permutagdo, a soma é sobre todas as permutag¢des dos
estados wi(r) e (¥)” indica —1 para uma permutacdo impar e +1 para uma
permutacdo par. Essa expressao também pode ser escrita na forma de um
determinante, conhecido como determinante de Slater.

A avaliagédo da energia eletrénica total do sistema molecular (& = <¢//|H| ;//>)

quando a fungao de onda ¢é escrita na forma (1-17) nos leva a:

£=2) h,+Y.>(2J,-K;),onde (1-18)
i i J
1 Z
h =(y |-—V? - 4 4 1-19
il <V/1| 2 i §|r[ —RA||l/ll> ( )
I [, (n)w,(r2)| |V/,(n)w,(r2)dndrz (1-20)
1
K, [ v <r2)| |t//,(r1)v1,(r2)dr1dr2 (1-21)

O termo h; representa a energia de 1-elétron no orbital molecular y; sujeito
a um campo produzido por nucleos fixos. As integrais do tipo J; sdo chamadas
intergrais de Coulomb, e podemos dizer que fisicamente elas representam a
interagdo entre duas densidades de carga (wy; e z,//,-l//}). As integrais Kj séo
chamadas integrais de troca por possuirem dois produtos de fungdes de onda que
diferem pela troca dos indices eletrénicos r; e r.. Matematicamente o que temos
nesse caso € a interagdo de uma distribuicao eletrénica (sem sentido fisico) com
outro elétron na mesma distribuicdo. Fisicamente é dificil atribuir um significado a

essas integrais, mas elas sao resultado do principio de antissimetria das fungdes
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de onda moleculares e refletem a energia de estabilizacdo devida a correlagdo de
elétrons com spins paralelos.

A determinagao dos orbitais ; é feita aplicando-se o principio variacional a
equagao de energia (1-18), sujeita a condigdo de ortonormalidade da fungao de
onda. A melhor fungdo de onda ¥ é aquela que minimiza a energia do estado
fundamental e o método variacional nos mostra que as OM 6timas devem ser

autofungdes da seguinte equacao de autovalores:

S, (n) =¢ey. () (1-22)

onde f(r;) € o denominado operador de Fock cuja expressao € dada por:

S()=h(r)+2(2J,(7) = K,(r)), sendo (1-23)

1 VA
h(r)=—=V?— 4 1-24
(m)==5V gln—&l (1-24)

* 1
J_,-(F,)ZIV/_,»(G)WI//_,(’E) (1-25)

1 2

* 1
K, =| | i) i () (1-26)

1 2

h(r) é o operador Hamiltoniano de 1-elétron. Ji(r;) € o chamado operador
de Coulomb, pois origina os termos de energia correspondentes as repulsdes
entre as densidades de cargas (1-20) e Kj(r1) € o chamado operador de troca, que
leva, apos aplicado a fungéo spin orbital molecular, as integrais de troca (1-21).

Note que se os spins associados aos orbitais y; e y; forem diferentes, os termos
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referentes ao operador Kj(r;) serdo nulos. Isso acontece porque a integracdo sobre
0 espaco das coordenadas de spin do elétron 1 (ou 2) na equagéao (1-21) leva a
integracao sobre duas fung¢des de spins ortogonais.

O problema original, que era encontrar as solu¢gbes da equacido de
Schrddinger independente do tempo (1-8), se reduziu a encontrar as solugdes
para as equagdes de autovalores (1-23), conhecidas com equagdes de Fock. A
maior vantagem com relagdo ao problema anterior € o fato do operador de Fock
ser um operador de 1-elétron, porém a equacao de autovalores continua tendo um

numero infinito de solugdes.

1.3.3 O Procedimento LCAO
O proximo passo € expandir as fungées OM em um conjunto finito de

funcbes de base conhecidas (1-27). Essas fungdes de base sdo frequentemente
escolhidas como sendo as fungdes orbitais atdmicas pelo fato dessa escolha
facilitar a interpretagdo dos resultados, pois as propriedades moleculares estao
diretamente relacionadas aos atomos constituintes da molécula. Esse
procedimento é conhecido como combinagao linear dos orbitais atdbmicos (LCAO -

linear combination of atomic orbitals):

v (n)=>c.b., (1-27)

o

Deve-se agora encontrar os valores 6timos para os coeficientes ¢, que
levem ao conjunto de fungdes auto-consistentes que minimizem a energia
eletrbnica do sistema, que agora é dada por (1-28) devido a substituicdo dos OM

pela LCAO. Novamente isso é feito minimizando a energia eletrbnica total com
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respeito aos parametros variacionais c;,, sujeitos a condigdo de ortonormalidade

da funcodes V:

=Y P H, ZP,,VPMW,,@ 18.8,)- (0.9, \}|m>} onde  (129)

uvioc

H, =(4,4,) (1-29)
P,=2) C,C, (1-30)
S, =(8,(1)|8,0)) (1-31)

H,. (Eq 29) é a matriz densidade da Hamiltoniana de 1-elétron com respeito
aos orbitais atbmicos ¢, e ¢,. As matrizes P,, e S,, sdo chamadas matriz
densidade e matriz de superposi¢ao, respectivamente.

A expressao da densidade de carga em uma regido R da molécula é dada

por:

P(R) =D P8, (R)},(R) =3 P,S,, (1-32)
uv uv
O somatorio ZPWSW sobre todos os orbitais atdbmicos nos da o numero
nv

total de elétrons do sistema. O produto P,,S,, esta associado a distribuicdo da
populagéo eletrénica na regido de superposigéo entre os orbitais atbmicos ¢, e ¢,
e os termos diagonais desse produto, como por exemplo P,.S,,, estdo associados
a carga liquida residente no orbital atémico ¢,.

Como resultado desse procedimento temos um conjunto de equacgodes

algébricas (Eq. 32) conhecidas como equacdes de Hartree-Fock-Roothaan (HFR),
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S(F, -8, ), =0 (1-33)

\4

onde a matriz de Fock é dada por:

F,=H, +ZPM[<¢,,¢V %IMC,) —%(m@ \ri ¢V¢G>} (1-34)

12
Em termos matriciais as equa¢des de HFR podem ser escritas como:

FC=SCE (1-35)

O problema agora passa a ser resolver esse conjunto de equacdes

algébricas nao-lineares. Essa nao-linearidade vem do fato do operador de Fock

depender dos coeficientes C, (F=F(C)), que n&o sdo conhecidos a priori. Uma

maneira de resolver o sistema de equacdes HFR é através do método iterativo

conhecido como método do campo auto-consistente (SCF). Esquematicamente o

procedimento adotado é o seguinte:

1- Gera-se aleatoriamente (ou através de um método aproximado) uma
matriz P inicial.

2- Calcula-se Fy, e S,,.

3- Resolve-se as equagdes HFR através da diagonalizagdo de F e obtém-
seCeec.

4- Usa-se os valores de C para construir uma nova matriz densidade e

retorna-se ao passo 2.
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Esse processo iterativo prossegue até que a energia ou a densidade de
carga nao sofra mudanca dentro de uma precisdo especificada entre duas
iteracbes sucessivas. Ao atingir essa convergéncia a solugdo das equagdes HFR
fornecera o conjunto de coeficientes de cada orbital molecular na base dos orbitais
atbmicos juntamente com a energia associada com cada um dos orbitais
moleculares.

Podemos sumarizar o procedimento para se realizar um calculo Hartree-
Fock de um sistema molecular como:

1- Escreve-se a equacgao de Schrodinger para o sistema.

2- Usa-se um determinante de Slater contendo orbitais moleculares como

funcao de onda.

3- Obtém-se as equagdes nao lineares de Hartree-Fock pelo uso do

principio variacional.

4- Introduz-se um conjunto finito de bases (orbitais atdmicas) para se obter

equacgoes algébricas (equagdes de Hartree-Fock-Rootaan).

5- Tenta-se resolver essas equacgdes utilizando um procedimento auto-

consistente (SCF).

O maior obstaculo a resolugao das equacdes de Hartree-Fock-Rootan esta
no grande numero de integrais de dois elétrons a serem calculadas. Essas
integrais podem possuir um (u*v* | A 6 ), dois (u*v* L * o B), trés (u*vAr B o ©)
ou quatro (v ® |» € & P) centros, dependendo do nimero de centros atémicos (A,

B, C ou D) nos quais estao localizadas as fungdes orbitais moleculares (u, v, A ou
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c). Os métodos ab initio (primeiros principios) caracterizam-se pelo calculo
explicito de todas essas integrais, que sao originadas da utilizagdo de um conjunto
finito de funcbes de base arbitrarias. Sao calculos extremamente custosos
computacionalmente, o que restringe sua aplicagdao a sistemas moleculares
pequenos. Outros métodos, que também adotam uma formulagdo rigorosa da
mecanica quantica, utilizam-se de algumas aproximacdes para tentar resolver
essas integrais de dois elétrons. Eles sdo os conhecidos na literatura como
métodos semiempiricos. As aproximacdes adotadas tornam esses métodos
extremamente rapidos computacionalmente em comparagdo aos métodos ab
initio, 0 que permite que sistemas maiores sejam investigados.

O conjunto das fung¢des atdmicas que descrevem os orbitais moleculares é
chamado conjunto de base. Tanto nos métodos ab initio quanto nos métodos
semiempiricos € comum a utilizagcdo de um conjunto de base minima. O conjunto
de base minima caracteriza-se pela utilizacdo da combinacéo linear do menor
numero possivel de fungdes atdbmicas que possibilite descrever os orbitais
atébmicos ocupados do atomo. A formas dessas fun¢des de base pode variar, mas
as fungdes de onda tipo Gaussianas (1-36) séo as mais utilizadas nos calculos ab
initio enquanto as fung¢des de onda tipo Slater (1-37) sdo as mais empregadas nos

calculos semiempiricos:
y(r) = exp(-ar’), (1-36)

y(r)=r""exp” Y,,(0,9) (1-37)
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1.3.4 Métodos Semiempiricos
Os principais métodos semiempiricos envolvem dois tipos de aproximagao.

Na primeira delas os elementos de matriz da Hamiltoniana efetiva de 1-elétron (1-
29) sado dados por valores empiricos ou semiempiricos, parametrizados, que
tentam correlacionar o resultado dos calculos aos dados experimentais existentes.
Na segunda delas é feita uma aproximagao matematica explicita, onde alguns
termos relativos as integrais de superposicdo sdo desprezados. Essas
aproximagdoes sado compensadas pela introdugcdo de parametros empiricos
ajustaveis aos dados experimentais.

As principais diferengcas entre os diversos métodos semiempiricos se
encontram nas integrais que sao desprezadas na resolugdo das equagdes de
Hartree-Fock-Rootamn, no conjunto de fungdes de base empregado e nos
parametros utilizados. Uma caracteristica comum dos métodos que
descreveremos a seguir € que em todos eles as integrais de superposi¢cao que
envolvem dois elétrons em atomos diferentes sdo desprezadas (ZDO- zero
differential overlap), o que faz com que todas as integrais de trés e quatro centros
sejam nulas.

O primeiro método a surgir, 0 Método de Huckel, despreza completamente
as integrais de 2-elétrons. A seguir veio o Método de Huckel Estendido, onde
alguns efeitos das interagdes elétron-elétron foram incluidos através de
parametrizagbes, posteriormente foram desenvolvidos os métodos CNDO
(complet neglect of differential overlap), INDO (intermediate neglect of differencial
overlap), MINDO (modified intermediate neglect of differencial overlap), NDDO

(Neglect of diatomic differential overlap) e MNDO (Modified Neglect of Differential
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Overlap). Uma descricdo detalhada de cada um desses métodos pode ser
encontrada na monografia de Pople et al’. Na Tabela 1-1 apresentamos,
resumidamente, as principais diferencas entre alguns desses métodos
semiempiricos.

Os métodos AM1® (Austin Model 1) e PM3° (Parametric Method 3) s&o os
mais utilizados atualmente. O método AM1 resulta de uma modificacdo no
MNDO™ onde a funcdo que descreve a repulsdo entre carocos atdmicos foi
alterada e novos parametros foram introduzidos. Essas mudangas produziram
previsdbes mais precisas de barreiras de ativagao para muitas reagdes, bem como
uma melhoria de 40% nas previsdes do calor de formagdo de moléculas, se
comparadas ao MNDO. O método PM3 é uma reparametrizacdo do AM1, em que
os parametros utilizados foram obtidos de um ndmero muito maior e
representativo de dados experimentais. E vasta a literatura comparando a

eficiéncia desses dois métodos''°

, porém nao ha consenso a respeito de qual
deles reproduz melhor as geometrias e barreiras moleculares.

Deve-se tomar cuidado ao se escolher o método de calculo utilizado
no estudo de determinada série de composto. Cada método possui suas
particularidades e devemos analisar qual método € mais indicado ao conjunto de
moléculas em questdo e as propriedades moleculares nas quais estamos
interessados.

Neste trabalho de tese utilizamos de forma extensiva os métodos AM1,

PM3 e ZINDO/S". Em particular empregamos o método ZINDO para avaliar o

GAP de polimeros nitrogenados'®. Por ser este um trabalho que foge aos objetivos
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desta tese ndo o apresentamos. Maiores detalhes podem ser obtidas no artigo

acima citado.

METODO CARACTERISTICAS
Despreza as integrais de troca.
CNDO Retém as integrais de 2-elétrons

(CNDO/1, CNDO/2, CNDO/S)

do tipo (up|vv).
considera uma simetria esférica
para os orbitais atdbmicos.

INDO
(INDO/1, INDO/2, INDO/S)

inclui integrais de repulsao de 1-
centro entre orbitais atdmicos de
um mesmo atomo (uv"|hc™)

MINDO — modificagdo do INDO
(MINDO/2, MINDO/2’, MINDO/3, )

usa um conjunto de parametros
para avaliar as integrais de 1-
centro.

NDDO

mantém as integrais de 1-centro
do INDO.

adiciona algumas integrais de 2-
centros.

inclui a direcionabilidade dos
orbitais em um mesmo atomo
para as integrais de repulsio.

MNDO — modificagdo do NDDO

ignora somente as integrais de
superposicao quando os orbitais

(AM1 e PM3) atbmicos estdo centrados em
atomos diferentes.
versao do INDO.
ZINDO Inclui interacdo de configuragédo

(ZINDO/1, ZINDO/2, ZINDO/S)

(Cl) simples e duplas
parametrizado para reproduzir
transigdes espectoscopicas no
UV visivel (ZINDO/S)

Tabela 1-1 Métodos Semiempiricos
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Capitulo 2

PROPRIEDADES FisicO-QuUiMICAS UTILIZADAS NO ESTUDO

ESTRUTURA-ATIVIDADE

2.1 INTRODUCAO

A resposta biolégica que determinado composto promove em um organismo
vivo depende de diferentes fatores que estdo diretamente correlacionados as suas
propriedades fisico-quimicas™'®. Podemos agrupar esses fatores em trés classes
principais de propriedades fisico-quimicas: Hidrofobica, estérea e eletrdnica®. A
hidrofobicidade esta relacionada ao mecanismo de transporte do composto no
meio biolégico, que € governado principalmente pela particdo entre fases lipidicas
e aquosas. As propriedades estéreas estao relacionadas aos fatores tais como o
tamanho e a forma do composto, o que pode ser determinante para o
acoplamento do composto com seu receptor ou enzima e, por fim, temos as
propriedades eletrbnicas que estdo relacionadas a susceptibilidade de
determinada ligagédo ao ataque metabdlico eletrofilico ou nucleofilico.

Nos estudos de estrutura-atividade procura-se correlacionar parametros

originados dessas propriedades a determinada resposta biolégica de interesse.
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2.2 PARAMETROS HIDROFOBICOS

Sao os parametros relacionados a solubilidade e ao transporte do composto
no meio bioldgico.
2.2.1 Solubilidade
A solubilidade de um composto esta relacionada a facilidade com que ele é
soluvel em diferentes meios, que vao desde meios polares, como a agua, até
meios apolares, como os lipidios. A importancia da solubilidade vem do fato dela
estar diretamente ligada ao mecanismo de absor¢do do composto, uma vez que,
inserido no organismo, ele deve atravessar constantemente meios lipidicos e

aquosos até chegar a seu receptor.

2.2.2 Coeficiente de Particao
Para tentar descrever o comportamento de um composto no meio celular

criou-se um parametro chamado coeficiente de particao, P, que descreve a razao
das concentragdes do composto em dois meios liquidos imisciveis em equilibrio.
Os meios imisciveis mais comumente utilizados sao a agua e o octanol. O octanol
tem uma cabeca polar e uma cadeia alquila hidrofébica que faz com que ele seja
um bom modelo para a cadeia lipidica da célula. Assim a mistura octanol/agua
constitui um bom modelo para a barreira celular. Geralmente se utiliza o logaritmo
do coeficiente de particdo (log P) como parametro hidrofébico. Um 6timo valor de
log P deve corresponder a maxima probabilidade de um composto encontrar seu
receptor em um “caminhar randémico” entre varios compartimentos hidrofilicos e

lipofilicos.
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2.3 PARAMETROS ESTEROQUIMICOS
O volume e a forma das moléculas e dos grupos substituintes sao

caracteristicas importantes a serem observadas no controle da atividade bioldgica.
Muitas vezes droga e receptor tém um formato complementar (conceito chave-
fechadura), e qualquer modificacdo que altere a conformagéo da droga impedindo
gue haja um encaixe ‘6timo’ com o receptor pode levar a um enfraquecimento das
interagdes e uma consequente perda ou diminuicdo de atividade. Podemos citar
como parametros relacionados as propriedades estéreas do composto o volume

molecular, a area superficial e o raio de van der Waals.

2.4 PARAMETROS ELETRONICOS

A distribuicao eletrénica sobre uma molécula e a facilidade com que essa
distribuicdo pode ser modificada esta diretamente relacionada as forcas de
interacao intermoleculares. Essas interagdes exercem uma influéncia direta na
resposta biolégica que um composto é capaz de induzir. Com o objetivo de
modelar essa resposta bioldgica, varios parametros eletrénicos foram e vém
sendo propostos nos diversos estudos de estrutura-atividade. Existem os
parametros classicos, tais como o pKa, o momento de dipolo, a ligagdo de
hidrogénio, a refratividade molar, etc., e os parametros obtidos dos calculos de

Quimica Quantica. Nos deteremos aos parametros quimico-quanticos.

2.41 Carga Atomica
Os métodos semiempiricos descritos no capitulo 1 sdo capazes de calcular

as cargas atbmicas dos atomos que formam a molécula. Entretanto, os valores
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obtidos sdo diferentes para diferentes métodos, pois os valores das cargas sao
muito sensiveis ao conjunto de fungdes de base adotado e aos métodos de
calculo.

Com as fungdes de onda moleculares escritas como a combinacao linear de

orbitals atdbmicos dentro da aproximagdo ZDO (zero-differential overlap), os

elementos diagonais da matriz densidade, P e P/f;, nos dao a populagao

eletrébnica no orbital atbmico sobre questdo. A soma das populagdes eletrénicas
de todos os orbitais atbmicos centrados em um dado atomo A nos da a populacao

eletrénica total do atomo A, chamada Paa.
Z(P“ +Pl) (2-1)

onde o somatério € sobre todos os orbitais atdbmicos ¢,, e o e B distinguem os
spins eletrénicos.
A carga atdbmica liquida do atomo € encontrada subtraindo sua carga

nuclear da sua populacgao eletrénica.
q9,=2,-P, (2-2)

A dificuldade em se obter valores precisos para a carga atdmica faz com
que sua utilizagdo como parametro eletrénico seja recomendavel somente em
estudos comparativos entre compostos de uma mesma série. Pode-se assim, por
exemplo, escolher como parametro a carga em um determinado atomo que seja
comum a todo o conjunto de moléculas examinadas e verificar se esse parametro

esta correlacionado de alguma forma a resposta biolégica desse conjunto de
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moléculas. Pode-se também utilizar como parametro a diferenga de carga em uma

determinada ligagao.

2.4.2 Momento de dipolo
O momento de dipolo, dentro da aproximagao ZDO, é calculado pelo

somatorio dos produtos da carga liquida localizada em cada nucleo (2-2) pelo
vetor posigcdo nuclear. A esse termo sdo adicionados termos de hibridizacao
referentes as integrais de um centro que medem a contribuicdo devida ao
deslocamento da carga do centro da posigao nuclear (2-3). Esse efeito é

proporcional aos elementos da matriz densidade fora da diagonal:

U= Z q,R,+ Z hibridizacdo , (2-3)
A A

sendo R a distancia entre a origem e o nucleo A.

As interagdes tipo ion-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo induzido por ion, etc,
muitas vezes estdo presentes na formagéo do complexo droga-receptor. Assim o
momento de dipolo € um parametro que pode apresentar uma forte correlagao

com a resposta bioldgica do sistema.

2.4.3 Densidade Eletronica de Fronteira (DEF)
Esse é um parametro que geralmente tem uma forte correlagdo com a

atividade bioldégica quando o tipo de interagao presente € muito localizada. Nesses

casos a DEF é preferivel a carga atdmica total.
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2.4.4 Energias do HOMO (highest occupied molecular orbital) e LUMO

(lowest occupied molecular orbital)

A energia do HOMO (Enomo) representa a energia necessaria para
‘arrancar’ um elétron da ultima camada de valéncia da molécula (potencial de
ionizagao), portanto esta relacionada a facilidade com que o elétron pode ser
‘doado’ pela molécula. Ja a energia do LUMO (E_umo) esta relacionada a facilidade
com que a molécula pode ‘aceitar’ um elétron. Esses parametros geralmente estao
correlacionados com atividade biolégica quando a interagdo dominante é a
transferéncia de carga entre as moléculas.

Quando ocorre uma ‘aproximagao’ dos orbitais moleculares de dois
compostos, a interagao responsavel pelo maior ganho de energia na formacéo do
novo composto é a dos orbitais ocupados de um dos compostos com os orbitais
desocupados do outro. Nesse aspecto, as interagdes entre o HOMO e o LUMO
sao, comumente, as mais efetivas; isso porque quanto mais proximos em energia
estiverem os orbitais interagentes maior sera a separacéo dos niveis de energia
do complexo formado pelos dois compostos. Em uma expressao deduzida por
Klopmam e Salem?' pode-se estimar o ganho ou a perda de energia gerada pela

interac&o entre esses orbitais (ocupados e desocupados):

,onde (2-4)

Qk Q[ ocup desoc  ocup desoc 2‘ E b Cm Csb ﬂab )2
+ _
PIRDID DI Ny

r s r s r s

AE = _z 9, +9,) 84555+ z

k<l

ga € qp Sa0 as populagdes eletrdnicas nos orbitais atdbmicos a e b.
pe S sao as integrais de ressonancia e de superposicao.

Qk e Qsdo as cargas totais nos atomos k e /.
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€ € a constante dielétrica do meio.

Ry € a distancia entre os atomos ke /.

Cra € 0 coeficiente do orbital atdmico a no orbital molecular r, sendo que r se
refere aos orbitais moleculares de uma molécula e s se refere aos orbitais
moleculares da outra.

E, é a energia do orbital molecular r.

A interacdo entre os orbitais moleculares é descrita pelo terceiro termo
dessa expressao, que € de segunda ordem e somente é valida quando E, # Es.
Podemos observar entdao que, quanto menor for a diferenga de energia entre os
orbitais moleculares interagentes, maior sera a contribuicdo a variagcao de energia
do sistema. A interacdo entre os orbitais moleculares € particularmente
significativa quando estamos lidando com sistemas carregados. Nesse caso a
maior contribuicdo para a formacdo do complexo anion-cation vem da interagao
carga-carga (segundo termo da expressao (2-4)), seguida pela contribuicdo da
interacdo do HOMO do anion com o LUMO do cation.

Devemos ressaltar que se outros fatores intervém, dificultando a interagéo
HOMO/LUMO, pode-se esperar que orbitais subjacentes (mais baixos que o
HOMO e mais altos que o LUMO) tornem-se mais influentes no ganho de energia

do sistema.

2.4.5 Superdeslocalizabilidade (S,)
A S, é definida como sendo a soma dos quadrados dos coeficientes C,; do r-

ésimo orbital atdmico do j-ésimo orbital molecular divididos pelas respectivas
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energia orbitais"?°. No caso da superdeslocalizabilidade para ataques eletrofilicos,

S’, a soma é sobre todos os orbitais ocupados, e no caso de ataques

nucleofilicos S é dado pela soma sobre todos os orbitais desocupados.

2.4.6 Diferengca de Energia HOMO LUMO
A diferenca de energia entre o HOMO e o LUMO nos da a energia

necessaria para promover o elétron do estado fundamental (HOMO) para o estado
excitado (LUMO), o que geralmente pode ser correlacionado as absorg¢des oticas

do composto.

2.4.7 Metodologia de indices Eletrénicos
A metodologia de indices eletrénicos (MIE) € uma proposta de abordar o

problema farmacolégico da discriminagao entre compostos ativos/inativos (em
relacdo a determinada resposta bioldgica), através da utilizacdo de descritores
quanticos-moleculares universais. Com a MIE €& possivel construir regras
Booleanas simples, baseadas no conceito de densidade local de estados (LDOS)
e nos valores criticos para a diferengca de energia entre determinados os orbitais
moleculares. Ela tem sido aplicada com sucesso para diferentes classes de

22-24 antibidticos?®, hormonios esterdides® e

compostos biologicos: carcinogénicos
inibidores de protease®’. A MIE produz resultados preditivos da mesma ordem de
precisdo de métodos tradicionais de analise SAR (structure-activity relationship),
tais como PCA (principal component analysis) e NN (neural networks)?%%2°,
apesar desses métodos utilizarem um numero bem maior variaveis e exigirem um

maior esforco computacional que a MIE.
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As bases dessa metodologia foram elaboradas em um estudo realizado no
grupo onde se buscava identificar a atividade carcinogénica de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHs) através de indices eletrdnicos e topoldgicos®.
Descobriu-se que a analise da densidade local de estados sobre o anel de maior
ordem de ligagdo associada a diferenga de energia entre os orbitais HOMO e
HOMO-1 estava diretamente ligada a atividade carcinogénica desses compostos.
Com essa metodologia foi possivel avaliar a resposta biolégica dos PAHs com um
acerto maior que 89%.

A densidade de estados eletrénicos (DOS) representa a distribuicdo de
estados no espacgo de energia do sistema®. Ela é dada pelo nimero de estados
eletrénicos por unidade de energia na vizinhanga de um valor particular de energia
(2-5), onde & € um autovalor de energia do sistema, e o somatério € sobre todos

os estados ocupados.

DOS(E) =Y S6(E-¢,) (2-5)

Em um sistema finito, como & o caso do sistema molecular, os autovalores
de energia g sao discretos, assim o espectro do numero de niveis de energia
versus a energia nos da uma colegao de picos de larguras nulas (deltas de Dirac).
Muitas vezes € util obter a densidade de estados vinda de um atomo, de um grupo
de atomos ou de um tipo particular de orbital; a esse tipo de densidade chamamos
densidade local de estados (LDOS). Com as fungbes de onda moleculares
escritas como a combinagdo linear de orbitals atdmicos (LCAO) e dentro da
aproximacao ZDO (zero-differential overlap) para camada fechada, a expressao

para a LDOS é dada pela 2-6, onde E; é a energia do orbital molecular i € ¢, séo
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os coeficientes de expansdo dos orbital molecular i em termos dos orbitais

atdmicos m. O somatodrio € sobre os orbitais ou atomos de interesse:

LDOS(E,) = 22

m=n;

e |, (2-6)

A distribuicdo de estados no espacgo de energia da molécula pode carregar
alguma informacgao importante a respeito da atividade biolégica da molécula.

A EIM é baseada em dois maiores descritores, A e n. A esta associado ao
valor critico de separacé&o de energia entre orbitais subjacentes enquanto n esta
associado a contribuicdo relativa desses orbitais a densidade local de estados
eletrénicos sobre uma regiao ou atomo da molécula previamente escolhido.

Uma das motivagdes do presente estudo foi verificar se a metodologia de
indices eletronicos, baseada nos parametros A e m, poderia ser estendida a
compostos organicos com estruturas ndo planares, mais ricas

conformacionalmente do que os hidrocarbonetos aromaticos.
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Capitulo 3

ESTUDO ESTRUTURA ATIVIDADE DE COMPOSTOS DERIVADOS

DO LAPACHOL

3.1 INTRODUCAO

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil) - 1-4 naftoquinona) € uma molécula
(Figura 3-1) extraida da casca de uma espécie de arvore (Tabebuia avellanedae)
encontrada na América do Sul e na Asia, conhecida por possuir um amplo leque
de atividades biolégicas. Dentre eles destacam-se sua agdo anticancerigena,
antiviral, antimalarial e anticoagulante®*>*. Acredita-se que o mecanismo de acéo

biologica do lapachol seja a intercalagcéo e a reacédo com o DNA%*,

90e
X
(0]

Figura 3-1 — Lapachol
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Os primeiros indicios de que esse composto possuia propriedades anti-
cancerigenas foram observados no inicio dos anos 60. Em 1974 o Instituto
Nacional do Cancer dos EUA aprovou o uso do lapachol para testes em seres
humanos. Descobriu-se entdo que o composto apresentava uma potente agao
anticoagulante, o que dificultava sua administracdo oral em altas doses. Esse
efeito anticoagulante do lapachol esta relacionado ao fato dele interferir no
metabolismo da vitamina K, que € a responsavel por promover a coagulagao e a
prevencao de hemorragias. No mesmo ano de 1974 o lapachol foi considerado
improprio para uso em seres humanos devido a seus efeitos colaterais. Apesar
disso, continuou-se o estudo da atividade biolégica desse composto,
principalmente com relagdo as suas propriedades anticancerigenas. As novas
pesquisas foram direcionadas na busca de derivados do lapachol modificados
estruturalmente que possuissem menores efeitos colaterais e que preservassem a

atividade antineoplastica.

3.2 DERIVADOS DO LAPACHOL COM ATIVIDADE ANTI-CARCINOGENICA

Alguns derivados do lapachol que apresentavam atividade anti-carcinogénica
contra o carcinosarcoma de Walker 256 (Tabela 3-1) foram reunidos em um

6. Com esse

estudo de estrutura-atividade realizado por Subramaniam et a
mesmo conjunto de compostos realizamos um estudo de correlagdo estrutura-
atividade, baseado na analise da composicdo dos orbitais moleculares em termos

dos orbitais atdmicos e na metodologia de indices eletrénicos (MIE).
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O
Composto R; R, Atividade
(TWI, %)
1 OH CH,CH=C(Br), 90
2 OH CH,CH=C(CI), 85
3 OH CH,CH=C(CHs), (lapachol) 79
4 OH _ CH,CH=C(CH3)CH,CH,CH=C(CH,), 68
5 OAC CH,CH=C(CHy), 64
6 OH CH,CH=C(CH,OH)CH; 58
7 CH3 CH2CH=C(CH3)2 49
8 OH CHZCH=C(CH2CH3)2 42
9 H CH,CH=C(CHa), 41
10 OH CH,CH=CICH3 41
11 OCHs, CH,CH=C(CHy), 39
12 OH CH=CBrCH(CHjs). 34
13 OH CH=C(CH,), 25
14 OH CH=CH CH,CHjs 21
15 OH CH,CH=CH, 20
17 OH CH,CH(OH)C(OH) (CHa), 20
18 NH2 CHQCH=C(CH3)2 19
19 OH CHoCH;CH(CHs), 17
20 OH CH,CH,COH(CHs), 10
21 OH H (lawsona) 0
22 OH CH3 0
23 OH CH,CH=C(COOH) CH, 0
24 OH CH=CHCH(CHs), 0
26 OH CH=CHCHj,§ 0
27 OH CH,CH,CCI(CH,), 0

Tabela 3-1 Derivados do Lapachol

39



A atividade biolégica desses compostos foi avaliada em termos da inibicéo
do peso tumoral (TWI), dada em porcentagem. Compostos com TWI abaixo de

40% podem ser considerados inativos.

3.3 CALCULOS E RESULTADOS

As geometrias iniciais dos compostos, que devem ser fornecidas ao
programa que realiza os calculos semiempiricos, foram obtidas através de
métodos de mecanica molecular (MM®), uma vez que ha na literatura poucos
dados experimentais a cerca da geometria desses compostos. Um desses dados
se refere ao composto 03 (lapachol), que foi utilizado para verificarmos o grau de
precisao dos parametros geométricos obtidos teoricamente.

As geometrias iniciais obtidas da mecanica molecular foram otimizadas
através dos métodos semiempiricos AM1 e PM3 (capitulo 1) e no decorrer do
trabalho analisaremos, para efeitos comparativos de validade estatistica e de
congruéncia, os resultados obtidos com os dois métodos.

As distancias e os angulos interatdmicos do lapachol (composto 03) obtidos
com o AM1 e com o PM3 foram comparados aos dados experimentais de difragcao
de raio-X disponiveis (Tabela 3-2). Com relagdo aos comprimentos de ligagao, o
erro médio e o desvio padrao foram de 0.01 para ambos os métodos; em termos
percentuais temos os valores 1.12 (0.88) para o erro médio e 1.14 (1.57) para o
desvio padrao relativo aos valores tedricos obtidos com o AM1 (PM3). Para os
angulos de ligagado (Tabela 3-3) o erro médio e o desvio padrao em termos

percentuais foram de 0.91 (1.12) e 0.67 (0.85) para o AM1 (PM3). Esses numeros
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nos mostram uma concordancia excelente entre os dados experimentais e

tedricos, o que torna confidveis as geometrias obtidas para os outros compostos.

Ligacao Comprimento de Ligacdo (A)

Raio-X AM1 AAM1 PM3 APM3

12-4 1.22 1.24 0.02 1.22 0.00
13-3 1.34 1.37 0.03 1.36 0.02
23-13 1.02 0.97 -0.05 0.95 -0.07
11-1 1.22 1.24 0.02 1.22 0.00
4-3 1.48 1.49 0.01 1.50 0.02
4-5 1.47 1.47 0.00 1.48 0.01
3-2 1.35 1.36 0.01 1.36 0.01
1-2 1.47 1.48 0.01 1.49 0.02
2-14 1.51 1.49 -0.02 1.50 -0.01
1-6 1.49 1.48 -0.01 1.49 0.00
10-9 1.38 1.40 0.02 1.39 0.01
10-6 1.38 1.40 0.02 1.39 0.01
9-8 1.38 1.39 0.01 1.39 0.01
8-7 1.40 1.40 0.00 1.39 -0.01
7-5 1.39 1.40 0.01 1.39 0.00
5-6 1.40 1.41 0.01 1.40 0.00
14-15 1.49 1.49 0.00 1.49 0.00
15-16 1.34 1.34 0.00 1.34 0.00
16-17 1.50 1.48 -0.02 1.49 -0.01
16-18 1.50 1.48 -0.02 1.49 -0.01
Média:  0.01 0.01

Desvio Padrdao:  0.01 0.01

Média (%): 1.12 0.88

Desvio Padrdo(%): 1.14 1.57

Tabela 3-2 Valores experimentais e tedricos para alguns
comprimentos de ligagdo do lapachol. A: diferenga entre os valores

tedricos e experimentais.

41



Angulo

Angulo de Ligagio (graus)

Raio-X AMA1 AAM1 PM3 APM3

3-13-23 106.5 108.1 1.60 108.3 1.80
12-4-3 119.6 119.7 0.10 120.9 1.30
12-4-5 122.6 123.7 1.10 123.4 0.80
3-4-5 117.8 116.5 -1.30 115.8 -2.00
13-3-4 115.9 117.2 1.30 119.3 3.40
13-3-2 120.9 119.4 -1.50 118.9 -2.00
4-3-2 123.2 123.5 0.30 122.0 -1.20
3-2-1 1194 120.5 1.10 119.2 -0.20
3-2-14 121.3 122.3 1.00 122.8 1.50
1-2-14 119.3 117.2 -2.10 118.0 -1.30
11-1-2 120.2 121.7 1.50 122.5 2.30
11-1-6 120.4 120.9 0.50 1211 0.70
2-1-6 1194 117.4 -2.00 116.4 -3.00
9-10-6 121.0 120.3 -0.70 120.1 -0.90
10-9-8 120.4 120.1 -0.30 120.2 -0.20
9-8-7 119.8 120.0 0.20 120.1 0.30
8-7-5 119.2 120.1 0.90 120.0 0.80
4-5-7 119.2 119.5 0.30 120.5 1.30
4-5-6 119.9 120.6 0.70 119.5 -0.40
7-5-6 120.8 120.0 -0.80 120.0 -0.80
1-6-10 121.0 119.2 -1.80 120.4 -0.60
1-6-5 120.2 121.4 1.20 119.9 -0.30
10-6-5 118.7 119.4 0.70 119.6 0.90
2-14-15 112.0 115.5 3.50 111.7 -0.30
14-15-16 127.6 1251 -2.50 123.2 -4.40
15-16-17 121.7 121.2 -0.50 122.7 1.00
15-16-18 123.6 123.4 -0.20 121.2 -2.40
17-16-18 114.8 115.4 0.60 116.2 1.40
Média: 1.08 1.34

Desvio Padrao: 0.79 1.03

Média (%): 0.91 1.12

Desvio Padrao(%): 0.67 0.85

Tabela 3-3 Valores experimentais e tedricos para alguns angulos de ligacdo do

lapachol. A: diferenga entre os valores tedricos e experimentais.
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Apesar dos comprimentos e angulos de ligagédo variarem pouco entre esses
dois métodos, observamos que para alguns angulos de tor¢do a variagao era
significativa. Enquanto que com o AM1 a planaridade do sistema quindnico era
preservada, com o PM3 o anel quindnico sofria uma distorcdo e os oxigénios
carbonilicos tendiam a sair do plano do anel. Fizemos um estudo mais
aprofundado desse aspecto e observamos que a quebra de planaridade nao
estava relacionada a interagdo dos atomos de oxigénio carbonilicos com atomos
de hidrogénio do anel benzénico, uma vez que a introdugédo de nitrogénios com
hibridizacdo sp no anel benzénico nao resultou em ganho de planaridade para o
anel quindnico. O que constatamos foi que o PM3 conservava a planaridade do
sistema somente quando o grupo substituinte nas posigbes 2 ou 3 do anel
quindnico era do tipo hidroxila, como € o caso da lawsona (composto 21). Quando
um grupo alquila estava presente na monossubstituicio a planaridade era
quebrada. Como o PM3 é parametrizado para descrever melhor as ligagdes de
hidrogénio, a perda de planaridade pode decorrer da tentativa do método de
maximizar o ganho energético com esse tipo de interagao.

As propriedades eletrénicas obtidas para as estruturas de minima energia
(dipolo, cargas, energias, etc.) foram utilizadas no estudo estrutura-atividade.
Alguns dos parametros eletrénicos apresentados no capitulo 2, tais como o
momento de dipolo, a energia do HOMO (Enowmo), @ energia do LUMO (ELumo) € a
diferenga de energia entre HOMO e LUMO (Enomomo-Lumo) foram avaliados na
tentativa de serem correlacionados a atividade biologica (Tabela 3-4). Esse
conjunto de varidveis se mostrou incapaz de separar os compostos em classes

ativa e inativa com relacao a atividade contra o WM256. Por exemplo, no caso dos
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compostos 01 e 17, a energia do orbital de fronteira Enomo € praticamente a
mesma (=10 eV), embora o primeiro composto possua uma atividade alta e o

segundo seja inativo. O mesmo acontece com outras variaveis.

composto| Dipolo (Debye) Enomo (eV) ELumo (eV) Enomo-Lumo (eV)
PM3 AM1 PM3 AM1 PM3 AM1 PM3 AM1
1 3.28 4.68 -10.04 9.75 -1.6 -1.83 8.44 7.92
2 3.2 4.22 -9.39 9.7 -1.59 -1.78 7.8 7.92
3 2.26 2.48 -9.35 -9.26 -1.46 -1.61 7.89 7.65
4 2.38 2.52 -9.32 -9.15 -1.46 -1.63 7.86 7.52
5 0.94 0.69 -9.62 -9.35 -1.4 -1.54 8.22 7.81
6 3.65 3.71 -9.58 -9.36 -1.48 -1.64 8.1 7.72
7 2.46 0.73 -9.69 -9.47 -1.24 -1.42 8.45 8.05
8 2.36 2.54 -9.52 -9.32 -1.46 -1.62 8.06 7.7
9 2.01 0.91 9.7 -9.48 -1.36 -1.47 8.34 8.01
10 3.31 3.62 -9.37 -9.49 -1.53 -1.69 7.84 7.8
11 1.18 2.26 -9.56 -9.38 -1.33 -1.53 8.23 7.85
12 1.76 2.25 -9.92 -9.65 -1.51 -1.65 8.41 8
13 2.14 2.22 -9.13 -8.98 -1.48 -1.59 7.65 7.39
14 2.6 2.5 -9.71 -9.18 -1.48 -1.62 8.23 7.56
15 2.51 2.73 -9.88 -9.83 -1.49 -1.64 8.39 8.19
16 2.29 2.08 -9.07 -8.97 -1.51 -1.64 7.56 7.33
17 1.66 2.38 -10 9.92 -1.52 -1.67 8.48 8.25
18 1.57 1.42 -9.07 -9.02 -1.22 -1.31 7.85 7.71
19 2.4 2.55 -10.26 | -9.75 -1.38 -1.61 8.88 8.14
20 3.04 3.58 -9.94 -9.88 -1.53 -1.69 8.41 8.19
21 2.68 3.04 -10.16 | -10.19 | -1.61 -1.67 8.55 8.51
22 2.42 2.58 -9.78 -9.77 -1.49 -1.62 8.29 8.14
23 3.35 4.58 -10.01 -10 -1.59 -1.78 8.42 8.22
24 2.63 2.6 -9.82 -9.75 -1.47 -1.61 8.35 8.14
25 2.63 2.64 -9.81 -9.76 -1.31 -1.61 8.5 8.15
26 2.6 2.49 -9.74 -9.17 -1.48 -1.62 8.26 7.55
27 2.51 3.72 -9.96 -9.92 -1.56 -1.71 8.4 8.21

Tabela 3-4 Sumario dos resultados obtidos com o AM1 e com o PM3. E,omo: energia do

HOMO, E, ymo: energia do LUMO, Eyomo.Lumo: diferenga de energia entre HOMO e LUMO.
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3.3.1 Composicao dos Orbitais Moleculares
O procedimento LCAO descrito no capitulo 1 - secdo 1.2.3 nos permite

analisar a composi¢cdo dos orbitais moleculares (OM) em fungdo dos orbitais
atébmicos utilizando os coeficientes Cj, (1-17). Os orbitais moleculares de fronteira,
HOMO e LUMO, e os orbitais adjacentes, HOMO-1 e LUMO+1, sdo os mais
indicados para esse tipo de estudo por estarem mais diretamente relacionados a
reatividade molecular (capitulo 2, se¢ao 1.3). Fizemos uma analise detalhada com
respeito a composi¢cao dos orbitais moleculares dos derivados dessa série de
naftoquinonas e a seguir exporemos os resultados obtidos utilizando os
compostos 03 (ativo) e 21 (inativo) como exemplo.

A contribuicdo de cada orbital atbmico para a formagédo dos orbitais
moleculares desocupados LUMO e LUMO+1 pode ser vista na Figura 3-2 Para
ambos compostos as maiores contribuicdes para formacdo do LUMO vém dos
orbitais © dos atomos C-4 e O-12, enquanto os orbitais &= dos atomos C-7 e C-10
sdo 0s que mais contribuem para a formagdo do LUMO+1. Como a unica
diferenca entre esses compostos € o grupo substituinte em Ry, e verificamos que
esse grupo nao afeta a composigcédo desses orbitais; concluimos que reagdes que
envolvam o LUMO ndo sdo as que devem ocorrer no mecanismo de agao
biologica desses compostos.

A seguir (Figura 3-3) temos a composi¢ao dos OM ocupados HOMO e
HOMO-1. Podemos verificar que tanto para o AM1 quanto para o PM3 o composto
ativo tem o orbital molecular HOMO-1 formado essencialmente pelas contribuigcdes
dos orbitais p,(z) dos atomos C-2, C-3 e O-13 da molécula. Ja para o composto

inativo esse orbital € formado basicamente pelos orbitais p (ou px ou p, ou p,) dos
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atomos C-6, C-7 e C-10 da molécula. As contribui¢des para formacdo do HOMO

do composto ativo vém essencialmente dos orbitais p dos atomos C-15 e C-16 da

cadeia lateral enquanto que para os compostos inativos ela se origina dos orbitais

p, dos atomos C-2, C-3 e O-13.

Lawsona
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Figura 3-2 Contribuicdo dos orbitais atomicos para a formagéao

dos orbitais moleculares LUMO e LUMO+1.
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Lapachol
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Figura 3-3 Contribuicdo dos orbitais atdbmicos para a formagao dos

orbitais moleculares HOMO-1 e HOMO.

Nos chamou a atencgao a inversao das contribuicdes dos orbitais atdbmicos
dos atomos nas posicoes 2, 3 e 13 aos orbitais moleculares HOMO e HOMO-1.
Ligado ao carbono da posicdo 2 da lawsona temos somente o hidrogénio,
enquanto que no lapachol temos um grupo alquil. Essa alteracdo faz com que os
atomos que contribuiam para a formagdo do HOMO para o composto inativo
passem a contribuir para a formagao do HOMO-1 para o composto ativo.

Comparemos agora dois compostos cuja diferenga esta no grupo que
ocupa a posi¢cao Ry (Figura 3-4). No caso do composto 03 (ativo) temos a

presenca de uma ligagao insaturada no grupo substituinte em R;, enquanto para o
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composto 19 (inativo) todas as ligacbes da cadeia lateral sdo saturadas.

Observamos que a formacdo dos orbitais moleculares HOMO-1 e HOMO do

composto 19 é exatamente a mesma da lawsona, o que indica que, na pratica,

todo o grupo substituinte presente em R, comporta-se como se naquela posigéao

houvesse apenas um atomo de hidrogénio.
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Figura 3-4 Contribuicdo dos orbitais atdbmicos para a formagao dos
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Comparando o composto 03 ao 18 podemos determinar a influéncia de R4

na formagdo dos orbitais moleculares (Figura 3-5). Nessa posi¢cao tem-se um

grupo hidroxila para o caso do composto 03 e um grupo nitro para o composto 18.
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Figura 3-5 Contribuicdo dos orbitais atdbmicos para a formagio dos
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Ambos os grupos substituintes possuem um efeito indutivo negativo e um

efeito ressonante positivo, ou seja, eles atraem fortemente os elétrons e

aumentam a densidade eletrénica no sistema conjugado. Mas, apesar de terem
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propriedades similares, a presengca do grupo nitro é suficiente para mudar o
comportamento dos orbitais HOMO-1 e HOMO, fazendo com que sua composi¢ao
se assemelhe aquela dos compostos 19 e 21. Observamos que no presente caso
ha uma inversdo completa das contribuicdes atbmicas aos orbitais moleculares, ou
seja, os atomos 2, 3 e 13 participam com as maiores contribuicbes para a
formagdo do HOMO-1 do composto ativo (03) e do HOMO do composto inativo
(18), enquanto que os atomos 15 e 16 sdo os maiores responsaveis pela formagao
do HOMO do composto ativo e do HOMO-1 do composto inativo.

Essa analise dos orbitais moleculares nos mostrou a existéncia de um efeito
competitivo entre os substituintes nas posicées C-2 e C-3, onde a presenca ou
nao de ligacao saturada em R, e os aspectos eletrénicos dos grupos em R sdo
fundamentais. Comparando os composto 03 e 18 podemos claramente verificar
essa “competicdo eletrénica”. Apesar dos dados de atividade nos indicarem que a
presenca da dupla ligacdo na cadeia lateral seja essencial para a atividade contra
o WM256, s6 a presenga dela ndo é suficiente, como exemplificado no caso
composto 18. Para entendermos melhor o que esta acontecendo €& necessario
recorrermos as regras das reagdes de substituicdo eletrofilicas. Sabemos que
existem grupos que sao fortes ativadores desse tipo de reagdo® , como o NH, -
NHR, -NRz e o OH; como também existem grupos que possuem uma capacidade
de ativagdo moderada (NHCOCH3;, -NHCOR, OCHs, OR) e fraca (CHs, -C2Hs5 e
CeHs). Pelo exposto anteriormente podemos avaliar que os grupos que possuem
uma capacidade de ativagdo maior do que a do OH (NH;, -NHR e -NRjy)
conseguem deslocar a contribuicdo do HOMO dos atomos da cadeia lateral para

os atomos do anel quindnico, enquanto que a contribuicio ao HOMO-1 do anel
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quindnico é deslocada para a cadeia lateral, tornando o composto inativo. Ja os
grupos com poder de ativagdo moderada como o OAc (composto 5) e o OCH3
(composto 11), podem deslocar a contribuicdo do HOMO-1 para os atomos do
anel benzénico, porém os orbitais que formam o HOMO continuam sendo aqueles
dos carbonos da cadeia lateral que participam da dupla ligagdo, por isso a
atividade é mantida. Por essa hipotese podemos sugerir que compostos derivados
do lapachol com substituintes em Ry do tipo NHCOCH3;, -NHCOR ou OR podem
apresentar atividade significativa contra o WM256. Ja os grupos com atividade
fraca na ativacdo de reagdes eletrofilicas fazem com que a composicao dos
orbitais HOMO-1 e HOMO sejam do tipo caracteristico dos compostos inativos,

como é o caso do composto 22.

3.3.2 A Metodologia de indices Eletrénicos (MIE)
A andlise da composigao dos orbitais de fronteira € um aspecto relevante

para se entender a atividade desses compostos, contudo essa analise se torna
mais trabalhosa quando os grupos adicionados em R; e R; se tornam mais
complexos do ponto de vista estrutural, podendo as contribuicbes dos orbitais
atbmicos para a formacao dos orbitais moleculares serem mais difusas sobre a
molécula. A metodologia de indices eletronicos (MIE — capitulo 2, segéao 2.4.6) nos
fornece uma analise mais precisa da composicdo dos orbitais moleculares em
termos espaciais através dos parametros A e n ( capitulo 2, seg¢éo 2.4.6.1). Como
€ usual, inicialmente analisamos a densidade local de estados (LDOS - capitulo 2-

secao 2.4.6) nas regides comuns a todos os compostos, que no presente caso sao
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0s anéis benzénicos e quindnicos. Desta analise temos a distribuicao espacial da
contribuicdo dessas regides para os niveis de energia da molécula.

Exemplificaremos o uso da metodologia de indices eletrénicos novamente
com os composto 03 (lapachol) e 21 (lawsona). A densidade de estados calculada
sobre o anel quinbnico desses compostos nos forneceu o padrdao espacial
apresentado na Figura 3-6. Por conveniéncia apresentamos somente os valores
entre -14 e 4 eV.

Observamos que a distribuicdo espacial dos orbitais desocupados € muito
semelhante para ambos os compostos, 0 que significa que esses estados ndo séo
adequados na descrigdo dos parametros A e n da MIE. Ja com relagdo aos niveis
ocupados, vemos uma clara inversdo nas contribuicées relativas dos orbitais
HOMO e HOMO-1, o que sugere que 0s parametros A e n associados a esses

niveis de energia possam estar correlacionados a atividade biologica.
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Figura 3-6 Densidade local de estados calculada sobre o anel

quindnico.

A densidade local de estados sobre o anel quindénico foi entdo calculada
para cada composto, de onde obtivemos graficos semelhantes ao da Figura 3-6.
Analisamos os dois parametros: A (associado a diferenca de energia entre HOMO
e HOMO-1) e n (associado a diferenga de intensidade ente esses orbitais). Os
valores calculados para esses estéo indicados na Tabela 3-5.

Para o presente conjunto de compostos A ndo se mostrou um parametro
adequado mesmo quando conjugado a n, o que pode ser justificado pela fato de
compostos muito similares apresentarem atividades muito diferentes, como é o

caso dos compostos 3 e 19.
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composto A (eV)

PM3 | AM1 PM3 Am1
1 0.08 040 | -1.09 -1.22
2 0.64 0.35 | -1.28 -1.24
3 0.53 0.56 | -1.32 -1.12
4 0.41 0.15 0.00 -0.03
5 0.63 0.88 | -0.31 -0.36
6 0.29 0.50 | -1.26 -1.09
7 0.53 0.70 | -1.14 -0.34
8 0.31 049 | 1.26 -1.19
9 0.53 0.72 | -0.29 -0.31
10 0.56 042 | -1.26 -1.23
11 0.70 0.67 | -0.33 -1.09
12 0.12 0.39 0.65 -0.74
13 0.69 1.34 0.43 0.18
14 0.35 1.15 0.12 0.27
15 0.27 0.19 1.25 1.15
16 1.27 1.35 0.32 0.29
17 0.35 0.45 0.82 0.59
18 0.63 0.49 0.83 0.97
19 0.50 0.58 0.87 0.78
20 0.45 0.50 0.88 0.82
21 0.21 0.19 0.91 0.95
22 0.56 0.58 0.88 0.84
23 0.13 0.06 1.28 0.28
24 0.22 0.19 1.14 0.62
25 0.41 0.17 1.20 0.50
26 0.28 1.16 0.09 0.28
27 0.41 0.49 1.26 0.82

Tabela 3-5 Parametros A e n da metodologia de indices

eletrénicos obtidos com os métodos AM1 e PM3.

Ja o parametro n se mostrou um bom descritor da atividade bioldgica

através da relagdo: Valores de mn negativos caracterizam compostos ativos
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enquanto que valores de n positivos caracterizam compostos inativos, como pode

ser observado pela Figura 3-7.
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Figura 3-7 Representacdo grafica dos parametro n onde podemos

observar a separagao entre compostos ativos e inativos.

E importante observar que o parametro 1 foi um bom descritor da atividade
biolégica independentemente do método semiempirico (AM1 ou PM3) empregado
no calculo, a despeito das discordancias entre alguns valores de angulos diedrais
entre esses métodos. Observamos apenas uma discrepancia com relagdo ao
composto 12, que pelo PM3 é classificado como inativo e pelo AM1 como ativo

(Tabela 3-6). Como as medidas experimentais sdo passiveis de erros e 0 numero
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de compostos com os quais trabalhamos foi relativamente pequeno, néo

poderiamos, somente com esses dados, estabelecer a superioridade de um

método com relagdo ao outro na previsdo da atividade biolégica dessa série de

compostos.

Atividade Atividade
composto |Experimental prevista por n
AM1 PM3

NINIINININNDININ | = e | e | | | e | | |
No|a|h|ONRo|oeNlo|a|he N a|o|@ RN GO0 0N =

— === |=|=|=|=|=|=|=|=|=|= == | |> > |=|>|>|>|>|>|>|>

— === |=|=|= === |=|=|=|= = 2| | |> == |>|>|>|>|>|>

—|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|= > | |=|>|=|>|=|>|>|>>

Tabela 3-6 Atividade experimental e atividade prevista

pela MIE. A: compostos ativos, I: compostos inativos.
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Com o intuito de comparar as correlagdes estrutura-atividade obtidas por

Subramanian e colaboradores as correlagbes por nés obtidas através da MIE,

analisamos algumas estruturas teodricas que ainda n&o tiveram suas atividades

avaliadas (Tabela 3-7). Na Figura 3-8 podemos ver os resultados obtidos pela MIE

para o parametro n. Todas as previsdes foram coincidentes excetuando uma

(composto 36), o que mostra a consisténcia dessa metodologia de analise

estrutura-atividade.

Composto

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

R4

OH
OH
NH,
SH
SH
SH
Cl
Cl
Cl
Cl

R2

CH,C (CH3)=CH
CH,C (CH3)=C(CHs),
CH2CH=C(BI')2
CH2CH=C(CH3)2
CH,CH=C(Br),
CH,CH=C(Cl),
CHzCH=C(CH3)2
CH20H=C(BI')2
CH,CH=C(Cl),
CH,CH=C(CHa)CH,CH,CH=C(CHa),

Previsao
Subramanian
et al*®
A

A
I
I
I
I

A

I
A
A

Previsao
EIM

w
>

>r>—r————2>Z

Y

>——>————>>Z

Tabela 3-7 Comparacédo da previsdo da atividade biolégica contra o WM256 obtida pela EIM e

pelo estudo de Subramanian et al.
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Figura 3-8 Representacdo grafica do parametro n para os

compostos hipotéticos da tabela 3-7.

3.4 CONCLUSOES

Para o conjunto de moléculas derivadas do lapachol, duas metodologias se
mostraram apropriadas na correlagao da estrutura com a atividade com atividade
anti-carcinogénica: A analise da composi¢cdo dos orbitais moleculares HOMO e
HOMO-1 e a metodologia dos indices eletrénicos. Embora essas duas formas de
abordar o problema estejam interligadas, a MIE € um método mais eficiente por

correlacionar a atividade biolégica da molécula com uma regido (anel quinbnico)
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que nao pertence aos grupos substituintes. Isso nos permite analisar estruturas
onde esses grupos sejam pouco similares.

A andlise que fizermos a respeito da eletrofilicidade dos grupos
substituintes e o fato dos orbitais desocupados nao estarem envolvidos nos
parametros associados a atividade biologica (tanto na analise da composigao dos
orbitais moleculares quanto na MIE) indicam que o mecanismo de agdo dos
derivados do lapachol contra o carcinossarcoma de Walker ndo envolve a redugao
da quinona (o que € mais comum), e que eles atuariam preferencialmente como

agentes oxidantes nos processos de reagao envolvidos.

59



Capitulo 4

ESTUDO ESTRUTURA-ATIVIDADE DE COMPOSTOS ANALOGOS

A TALIDOMIDA

4.1 INTRODUCAO

O composto N-fitalamida-glutaramideo, mais conhecido como talidomida,
€ uma droga com propriedades imunomoduladoras que ficou conhecida em todo
mundo no inicio dos anos 60°° como responsavel pelo o nascimento de milhares
de criangas com deformagdes congénitas.

Desde sua descoberta, em 1953, até os dias de hoje, varios trabalhos
apareceram na literatura mencionando sua potencialidade no tratamento de
inumeros disturbios fisiologicos, o que fez da talidomida uma droga com
caracteristicas singulares do ponto de vista farmacoldgico.

Introduzida no mercado mundial em 1956 como sedativo e tranquilizante,

logo levantou suspeitas sobre sua atividade teratogénica devido ao aumento do
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numero de nascimento de criangas com defeitos fisicos nos paises onde era
comercializada. No inicio dos anos 60 foi comprovada sua teratogenicidade e
sua comercializagado foi proibida. Apesar dessa tragica histéria, a utilizagao
desse composto nunca foi totalmente abandonada e, em 1965, uma descoberta
acidental mostrou que a talidomida era eficaz no tratamento de pacientes com
hanseniase que apresentavam um quadro epidérmico inflamatério conhecido
como eritema nodoso leprosal (ENL). A partir de entdo ressurgiu o interesse de
laboratérios em pesquisar os mecanismos de agao da talidomida contra o ENL e
em desenvolver compostos analogos que ndo apresentassem propriedades
teratogénicas ou que tivessem essa propriedade atenuada*®*?. Hoje em dia ja se
conhece os efeitos terapéuticos dessa droga em varios tipos de doencgas tais
como artrite reumatoide, fotodermatites, tuberculose, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), hanseniase, esclerose multipla e, mais
recentemente, mostrou-se sua propriedade como potente inibidor de metastase
tumoral®®. Apesar desse vasto campo de aplicacdes farmacoldgicas, os
mecanismos pelos quais a talidomida atua no organismo humano continuam
desconhecidos. Recentemente mostrou-se que a talidomida tem a propriedade
de inibir a producdo do chamado fator de necrose tumoral-o** (TNF-a). O TNF-o.
€ uma citoquina produzida por mondcitos ativados, responsavel pela resposta do
sistema imunoldgico a agentes inflamatérios*®; niveis altos de TNF-o. sdo
altamente prejudiciais ao organismo e estdo associados a diversas doengas de

carater autoimune e inflamatdrio*’. Portanto, pelo seu leque de aplicacdes, é de

se esperar o interesse de diversos laboratorios farmacéuticos em descobrir
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analogos a talidomida que sejam mais potentes e que ndo possuam seus
indesejaveis efeitos colaterais, tais como a sedacao, a indugdo de neuropatias e
a teratogenicidade.

A talidomida é formada por um anel fitaloil unido a um anel glutaramideo,
e possui um carbono quiral na posicdo o amino do anel glutaramideo que
possibilita a existéncia das formas oticamente ativas S e R*? (Figura 4-1).

Estudos de atividade feitos com os enatibmeros R e S e com suas
misturas racémicas mostraram que ndo ha nenhuma diferenga significativa entre
as formas oticamente ativa e oticamente inativa em termos da atividade inibitoria
do TNF-a. Na realidade sabe-se que a interconversdao de um isébmero a outro é
efetuada rapidamente ***%, tanto em plasma (in vitro) quanto in vivo, o que dificulta
um estudo de atividade bioldgica restrito apenas a um dos isbmeros e faz com que
a maioria dos dados de atividade seja relativo as misturas racémicas da talidomida

ou de seus analogos nas duas formas enantioméricas.

0 0
b b
o ¢ I\H o d "

S-talidomida R-talidomida

Figura 4-1- Estruturas S e R da talidomida
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4.2 ANALOGOS DA TALIDOMIDA

Em artigo recente*, uma série de fitalimidas N-substituidas (Tabelas 4-1 a 4-
5) foram preparadas e tiveram suas atividades medidas com relagdo a produgéao e
a inibicdo do fator de necrose tumoral-a. Essa série foi construida partindo-se de
um composto padrdo, o N-fenilfitalimida, e realizando-se modificacbes do tipo
substituicdo orto no grupo N-fenil (Tabela 4-1), substituicdo dialquil no grupo N-
fenil (Tabela 4-2), variagdo do anel succinimideo (Tabela 4-3), substituicdo no anel
benzénico condensado (Tabela 4-4) e halogenacdo do anel benzénico

condensado (Tabela 4-5).

Composto R Quantidade de
TNF-a (%)
01 - 100
02 2-Me 100
04 2-iPr 158
06 2-MeO 95
07 2-NO, 89
08 3-iPr 158
09 4-iPr 139

Tabela 4-1 — Analogos a fenilfitalimida com substituigcao

ortofenil.
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O
R
Composto R1 Rz Quantidade de
TNF-a (%)
01 100
11 2-Me 6-Me 161
12 3-Me 5-iPr 136
14 2-Et 6-Et 453
15 2-iPr 6-Me 234
17 2-iPr 2-iPr 602

Tabela 4-2 Analogos a fenilfitalimida com substituicao dialquil.

Composto R1 Quantidade de
TNF-o (%)
18 S 1252
[
0]
19 0 214

-
¢

Tabela 4-3 Analogos a fenilfitalimida com anel

21 134

succinimideo modificado.



L

o}
Composto R Quantidade de
TNF-a
(%)
23 4-NO; 792
25 4-NH, 248
27 4-OH 239

Tabela 4-4 Analogos a fenilfitalimida com substituicdo no

anel benzénico.

Composto X Quantidade de
TNF-a
(%)
30 F 3750
32 Br 235

Tabela 4-5 Analogos a fenilfitalimida com halogenagao do

anel benzénico.

Esses compostos tém uma acgao bidirecional com relagdo a modulagao do
TNF-a, ora aumentando ora diminuindo sua producdo, dependendo de quais

células estimuladas e quais os indutores utilizados. Trataremos aqui apenas do
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sistema TPA/HL-60, que refere-se as células HL-60 (células de leucemia humana)
estimuladas com 12-O-tetradecanoil-forbol 13 acetato (TPA). A atividade biologica
do composto nesse sistema € representado pela porcentagem de TNF-a
produzida pelas células HL-60 na presenca do TPA em comparagdo a um

composto tomado como padrao®.

4.3 CALCULOS E RESULTADOS

A flexibilidade do &angulo de tor¢do formado entre anéis condensados
(benzeno (A) e succinimideo(B)) e o anel fenil (C), denominado DI1(DI2) (Figura 4-
2), exigiu uma busca conformacional cuidadosa a fim de encontrarmos as

estruturas de minima energia.

DI
Q0 -0,
B
>

DI2
O

Figura 4-2 — N-fenilfitalimida . DI1
(DI2) —-angulo de torgdo entre os

anéis B e C.

Essa busca conformacional foi realizada variando-se o angulo de torgéo
DI1(DI2) de 0 a 360 graus, com passos de 10, e fazendo-se a otimizagao total de

geometria para cada conformacgao. Esses calculos foram realizados tanto com o
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método AM1 quanto com o método PM3 para que pudéssemos verificar o grau de

concordancia entre eles. Resultados tipicos para compostos ativos e inativos

expressos através das barreiras de rotagao sao apresentados nas Figuras 4-3, A e

B, respectivamente.

>

H

C

H, (kCal/Mol) - PM3

(kCal/Mol) - PM3
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Figura 4-3 Barreiras rotacionais tipicas obtidas com os

métodos AM1 e PM3 para compostos ativos (A) e

inativos (B).

|
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H, (kCal/Mol) - AM1

]
N

M

H, (kCal/

2

Observem que ha uma concordancia relativa entre esses métodos,

especialmente em se tratando de compostos ativos (Figura 4-3A). O padrdo de
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comportamento da barreira de rotacdo para essa classe de compostos é
caracterizada pela presenca de um pico central em torno de 180° separando duas
regides de minimo (60-120, 240-300). Para os compostos inativos tém-se a
presenca de um pico adicional em torno de 90°, que € especialmente ressaltado
com o método AM1 (Figura 4-3B). Essa diferenca de comportamento pode estar
relacionada as interagdes que ocorrem entre o atomo de hidrogénio em C-2 e o
oxigénio succinimideo, que é negativamente carregado. Como interagées com
essas caracteristicas sdo altamente direcionais, a ligagao se torna mais fraca
quando o angulo de tor¢cdo se aproxima de 90°, o que provoca a elevacédo da
barreira de rotacao.

Comparando os compostos 11 e 12 podemos associar essas diferencas de
comportamento em termos das interagdes envolvendo os atomos de hidrogénio.
Os resultados obtidos sugerem que para os analogos as N-fenilfitalimidas a
presenca do atomo de hidrogénio nas posi¢cdes C-2 e C-6 pode causar a perda de
atividade, um vez que, em todos os compostos onde isto ocorre a atividade
medida € fraca ou inexistente.

Uma vez obtidas as estruturas de menor calor de formacéo iniciamos o
processo de investigacdo dos parametros eletrbnicos que poderiam estar
relacionados a atividade biolégica dos compostos. Na Tabela 4-6 A e B
apresentamos um sumario dos resultados obtidos com os métodos AM1 e PM3,
respectivamente. Parametros tais como as energias dos orbitais de fronteira, a
diferenga de energia entre esses orbitais e 0 momento dipolar foram analisados e

nao se mostraram correlacionados diretamente com a atividade. Observamos, por
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(A)

Molécula He Eyn Eno Dip DI DI2
(kCal/Mol) (eV) (eV) (Debye) (degrees)  (degrees)
01 -12.14 9.39 8.24 2.55 48.17 67.08
02 -19.93 9.52 8.40 2.46 98.37 73.05
04 -28.39 9.60 8.49 242 102.68 77.33
06 -58.82 9.74 8.69 1.06 69.19 90.11
07 -29.39 9.67 8.53 2.54 57.76 81.18
08 -30.94 9.32 8.18 2.51 47.90 66.34
09 -31.67 9.25 8.11 2.30 48.75 68.12
11 -27.27 9.43 8.31 2.60 79.88 99.86
12 -30.94 9.29 8.16 2.22 68.53 49.01
14 -35.04 9.45 8.32 2.52 76.84 96.32
15 -35.60 9.47 8.33 2.56 79.81 100.30
17 -43.82 9.49 8.38 2.45 78.59 96.42
18 26.47 9.05 7.16 2.43 90.41 89.55
19 -14.20 9.42 8.98 3.45 67.57 106.03
21 5.09 9.33 8.50 1.47 74.66 112.29
23 -61.34 9.49 8.27 3.39 96.39 78.61
25 -46.67 9.17 8.14 3.44 97.13 77.72
27 -89.13 9.48 8.37 3.14 78.24 96.69
30 -207.61 9.73 7.70 1.14 96.44 78.45
32 -2.15 9.61 7.99 1.30 99.44 80.54
(B)
Molécula Hr Ey En.L Dip DI DI2
(kCal/Mol) (eV) (eV) (Debye)  (graus) (graus)
01 13.95 -9.05 7.89 3.21 29.27 29.26
02 8.81 -9.22 8.13 2.96 63.93 55.78
04 0.60 -9.28 8.21 2.87 65.53 60.16
06 -35.98 -943  8.41 1.63 61.24 59.96
07 -10.39 -940 8.22 4.03 67.97 76.06
08 -3.24 -899 7.85 1.63 29.69 29.63
09 -6.38 -8.86 7.72 2.91 29.17 29.16
11 2.34 -9.29 8.21 3.01 69.64 69.63
12 -0.97 -8.94  7.81 2.87 29.78 29.72
14 -7.66 -9.29 8.23 2.92 74.58 76.82
15 -5.82 -9.28 8.22 2.92 71.21 72.59
17 -13.88 -9.32 8.27 2.84 90.0 76.25
18 43.05 -8.87 7.37 2.33 97.90 97.64
19 12.86 -9.31  9.00 3.60 79.82 104.21
21 37.78 -9.39 8.67 1.53 89.36 90.89
23 -38.86 -9.37 8.3 2.60 75.45 75.81
25 -16.45 912 825 4.45 75.17 74.9
27 -58.00 -9.32 8.24 3.32 104.66 104.69
30 -178.51 -9.56 7.59 0.62 75.93 75.91
32 18.11 -948 7.70 0.62 60 63.05

Tabela 4-6 Sumario dos calculos com AM1 (A) e PM3 (B). He: calor de
formacao, E,: energia do HOMO, E,, : diferenga de energia HOMO-LUMO, Dip:

dipolo e angulos de torgao (DI1 e DI2).



exemplo, que os compostos 1 € 19 possuem aproximadamente o mesmo valor de
energia para o HOMO (9.39 e 9.42, respectivamente), embora possuam atividades
opostas. O mesmo foi observado para outras magnitudes.

Prosseguimos entdo o estudo SAR através da abordagem da MIE.
Realizamos os calculos de densidade local de estados em algumas regides e
atomos dos compostos e observamos que a informacao a respeito da atividade
biolégica estava fortemente localizada sobre o atomo de nitrogénio do anel
succinimideo.

Da analise da densidade local de estados sobre o nitrogénio (padrdes
tipicos para os compostos inativos e ativos s&o apresentados nas Figura 4-4 A e
B) observamos que, em geral, os compostos inativos t€ém uma alta contribuicdo ao

HOMO, enquanto que para os compostos ativos isto ndo acontece.
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Figura 4-4 Densidade local de estados calculada sobre o atomo
de nitrogénio (A) para um composto inativo e (B) para um

composto ativo.

Uma das vantagens de se usar se usar a representagcdo de densidade de
estados € o fato dela proporcionar um modo rapido e pratico de determinar a
distribuicdo espacial dos orbitais moleculares LDOS. Este procedimento produz o
mesmo nivel de informagao obtido com representagdes graficas 3-D dos orbitais,

como a exemplificada na Figura 4-5 para o composto ativo da Figura 4-4 B.
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Figura 4-5 Representagao 3-D do orbital atémico HOMO para um composto ativo.

Prosseguindo com a analise MIE, calculamos os valores para os indices A e
n associados ao nitrogénio succinimideo e aos orbitais HOMO e HOMO-1, que

estao apresentados na Tabela 4-8.

AM1 PM3
molécula A (ev) 1 A (ev) n
01 0.65 0.33 0.47 0.49
02 0.33 0.11 0.27 -0.02
04 0.28 0.15 0.17 0.00
06 0.38 0.24 0.21 0.33
07 0.43 0.29 0.25 0.38
08 0.49 0.28 0.35 0.40
09 0.81 0.28 0.58 0.39
11 0.01 0.13 0.14 0.03
12 0.29 0.29 0.12 0.39
14 0.07 -0.03 0.16 -0.05
15 0.06 -0.03 0.17 -0.02
17 0.03 -0.09 0.10 -0.05
18 0.52 0.07 0.39 -0.61
19 0.05 -0.07 0.08 0.89
21 0.04 -0.02 0.28 0.60
23 0.04 -0.09 0.11 -0.05
25 0.13 0.05 0.28 0.03
27 0.03 -0.10 0.10 -0.05
30 0.10 -0.07 0.15 -0.03
32 0.09 -0.07 0.14 -0.02

Tabela 4-7 indices A e n da MIE calculados para o nitrogénio succinimideo.
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O poder discriminatorio desses parametros pode ser melhor visualizado

através das Figuras 4-6 e 4-7 onde € clara uma separagédo entre esses dois

grupos de compostos.

A (eV)
2
|
()

® ® Inativo

O Ativo

0.30 g0 © ® [nativo

O Ativo

Composto

Figura 4-6 Representagao grafica dos valores de A (A)

e n (B) da MIE para compostos ativos (0) e inativos (e)

obtidos com o método AM1.
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Figura 4-7 Representagao grafica dos
valores de A (A) e nn (B) da MIE para
compostos ativos (0) e inativos (e) obtidos

com o método PM3.

Embora o PM3 e o AM1 produzam resultados similares, o AM1 & superior
em termos estatisticos. Aqui, em contraste com outras classes de compostos
estudados, cada variavel independentemente (especialmente para o AM1) pode
ser usada para descriminar os compostos ativos e inativos com alta precisdo. No
presente caso o parametro n representa a melhor escolha:

- A, 90% e 75% de acerto para AM1 e PM3, respectivamente;

- 1, 90% e 85% de acerto para AM1 e PM3, respectivamente.
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Para testar a consisténcia da proposicdo original da MIE construimos
regras Booleanas com esses parametros e verificamos que o poder de predigao
nao é afetado. As regras Booleanas foram construidas da Tabela 4-8 e das
Figuras 4-6 e 4-7, e podem ser assim enunciadas:

Valores Criticos :

~A<0.15(+); A> 0.15(-)
-1 <0.10 (+); n > 0.10 (-)
Regras:

A(+) e n (+) = (+) Ativo
A(-)en (-) = () Inativo

A (-) e n (+) = (+) Ativo

A (+) e n (-) = (-) Inativo

Na Tabela 4-10 apresentamos um sumario desses resultados. Os mesmos
valores criticos podem ser aplicados tanto ao AM1 quanto ao PM3, embora o AM1
produza melhores resultados em termos de acerto de previsédo (90%) em
comparacado com o PM3 (85%). Também aplicando o método AM1 encontramos

um numero menor de termos cruzados (+ - ou - +).
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AM1 PM3
Molécula A n MIE MIE

o
m
>
3

o
m

01 - -
02 - -
04 - -
06 - -
07 - -
08 - -
09 -
11 +
12 -
14 +
15 +
17 +
18 -
19 +
21 +
23 +
25 +

+

+

+

+ |+ |+ |+

+
1

27
30
32

o O I I S O O o R O
- 2b b bbb b bbb 2b ARt Bl B e El
>3 (> (> >|= 2> ===
>33 (> > = === 2>
>3 (> (> >|=2 > > ===

[+ |+ |+ |+

Tabela 4-8 Esquema para discriminagao entre compostos ativos e inativos. A classificagao
obtida com a MIE (A-ativo, l-inativo) é contrastada com os dados experimentais (D.E.). A

linha sombreada indica os caos onde ndo houve concordancia entre a EIM e os D.E..

E importante salientar que essas regras foram construidas utilizando-se um
pequeno numero de compostos e que seria desejavel trabalhamos com um banco
de dados mais abrangente, apesar disso os resultados s&o uteis e contribuem

para a validacdo da MIE como uma ferramenta nos estudos SAR.
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Explorando as similaridades estruturais construimos um grupo de novos
potenciais compostos e os analisamos dentro das regras Booleanas construidas.
As estruturas propostas foram elaboradas tendo em mente grupos substituintes
presentes em drogas similares.

Na tabela abaixo (Tabela 4-11) apresentamos os resultados obtidos.
Pelas regras observadas com a MIE seriam ativos os primeiros 4 compostos e
inativos os dois ultimos compostos. Vale ressaltar que nenhum desses

compostos foi investigado experimentalmente e isto constituiria um bom teste

para a MIE.
AM1 PM3
composto R:=R; A(eV) n Prev.| A(eV) n Prev.
MIE MIE
1 CHCHCOOH 0.07(+)|-0.10(+)| A | 0.13(+)| 0.06(+)| A
2 OCOCH3 |0.04(+)[-0.13(+)| A [ 0.15(+)| 0.05(+)| A
3 CH3(NOH), |0.01(+) |-0.03(+)| A | 0.01(+)| 0.04(+)| A
4 CHCHBr |0.01(+)|-0.15(+)| A [ 0.18(-) | 0.03(+)| A
5 NO; 0.22(-)| 0.21(-)| | 0.31(-) | 0.51(-) I
6 CHoNOOH |0.17(+)| 0.15(-)] | 0.12(+) | 0.30(-) I

Tabela 4-9 Parametros MIE para compostos hipotéticos. A previsao para a

atividade desses compostos é indicada (Prev. MIE).

77



Capitulo 5

ESTRUTURA-ATIVIDADE DE UMA SERIE DE INDOLEQUINONAS

COM ATIVIDADE ANTITUMORAL

5.1 INTRODUCAO

As mitomicinas®®®” formam um conjunto de potentes antibidticos naturais
descobertos no inicio da década de 50. A mitomicina C°**° (Figura 5-1), produzida
pela bactéria Streptomyces lavadulae, € o representante mais popular dessa
familia de antibidticos e vem sendo utilizada, desde a década de 60, como agente
quimioterapico no tratamento de varios tipos de tumores® (cancer de mama,

gastrointestinal e do tecido craniano).

H,N

H;C

Figura 5-1 — Representagao esquematica da Mitomicina C
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Para se tornarem ativos esses antibiticos sofrem um processo de redugcao
enzimatica (ou quimica), apds o que se convertem em agentes alquilantes
capazes de se ligarem covalentemente ao DNA®®®'* A ligacdo ao DNA inibe a
divisdo da célula e afeta seu metabolismo, levando, na maioria das vezes, a morte
celular. Compostos cujo mecanismo de agado biolégica é similar a esse sao
conhecidos como agentes alquilantes biorredutivos.

Apesar de seu intenso uso clinico, a utilizagdgo da MMC (e de outros
analogos) como agente quimioterapico é limitada por alguns de seus efeitos
colaterais, sendo o principal deles a mielossupress&o® (supressdo da medula
Ossea). Inumeras pesquisas tém sido realizadas voltadas ao desenvolvimento de
novos compostos quindnicos anticancerigenos biorredutivos que nao exibam esse
efeito colateral indesejado®®. Dentre esses novos compostos destacam-se os
ciclopropamitosenos ((1) — Figura 5-2) e as indolequinonas ((2) — Figura 5-2) a
eles relacionadas’®’*. Esses compostos vém sendo avaliados no tratamento de
alguns tumores solidos e de tecido, que sao ricos na enzima de ativagao

responsavel pelo processo de redugao da quinona, com grande sucesso’’.

0
Rl o Rl
R R
A\ N\ R,
N N
I
O e} Me
(1 2

Figura 5-2 (1)Ciclopropamitoseno, (2) Indolequinona.
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5.2 RESULTADOS E CONCLUSOES
Neste trabalho realizamos um estudo sistematico de uma série de

indolequinonas construidas através da dimetilacdo do sistema indol (Tabela 1),
preparadas e avaliadas por Naylor e colaboradores’®.

A atividade biolégica desses compostos foi avaliada in vitro através dos
indices Csp(ar) e Cso(N2), que representam a concentragao necessaria para matar
50% das células tumorais em um meio aerdbico e hipoxico (pobre em oxigénio),
respectivamente. Em nossa analise nos concentramos na atividade avaliada no
meio aerobico, embora, como verificamos a posteriori, as conclusdes obtidas
também fossem aplicaveis aos indices de atividade biolégica medida em meio
hipoxico. Consideramos inativos todos compostos com valores de Cso (ar)
superiores a 100uM.

A presenca do grupo Aziridinil (Az) na posi¢ao C-5 confere uma alta atividade
ao composto, enquanto que a presenga do grupo MeO nessa mesma posi¢cao
esta, geralmente, associada a uma baixa atividade. Estudos QSAR (quantitative
strucuture activity relationship) anteriores tentaram correlacionar a atividade
antitumoral desses compostos com parametros tais como o coeficiente de particao
octanol-agua, o potencial de redu¢do da quinona e o tamanho dos substituintes,
porém os resultados obtidos foram relativamente insatisfatérios. Sabe-se, que as
presengcas do anel aziridino, do substituinte carbamoiloxil (CH,OCONH;) e do
esqueleto mitoseno sdo de suma importadncia para que se tenha uma boa
atividade, porém nao ha explicacdo em termos de estrutura eletrénica do porqué

da importancia desses grupos.
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Ry
R
32 R2
Y
o) Me
COMPOSTOS R R R, Cso(AR)? Cso(N2)°
uM uM
18 MeO CO,Me c-Pr 103.5 59.8
19 Az CO,Me c-Pr 1.72 0.93
20 MeO CH,OH c-Pr 540 820
21 Az CH,OH c-Pr 0.603 0.0058
24 MeO CH,OCONH,  c-Pr 29 0.44
25 Az CH,OCONH,  c-Pr 3.33 0.074
35 MeO CO,Me CH(Me), 150 150
36 MeO CH,OH CH(Me), 800 200
37 Az CH,OH CH(Me), 25.7 0.79
40 MeO CH,OCONH, CH(Me), 20.9 0.111
41 Az CH,OCONH, CH(Me), 475 5.46
43 MeO Me CH(Me), 1.236 0.657
44 Az Me CH(Me), 0.33 0.188
45 MeO CH,OH c-Hex 122.4 20.5
46 Az CH,OH c-Hex 34.5 0.93
52 MeO CH,OH Me 1077 284.8
53 Az CH,OH Me 0.149 0.0116
62 MeO CH,OH H 220 240
63 Az CH,OH H 0.153 0.0086
65 MeO CH,OCONH, H 3.1 0.037
66 Az CH,OCONH, H 0.00019 0.00013

Tabela 5-1 Analogos a indolequiona. Me: Metil, c-Pr: Ciclopropano, c-Hex:

cicloexano.

a e b extraidos da referécia.

O estudo dessa série de indolequinonas com atividade antitumoral foi um
dos primeiros trabalhos que realizamos, e nosso objetivo imediato era verificar se
poderiamos estender a metodologia de indices eletronicos (MIE), que
anteriormente havia sido aplicada aos hidrocarbonetos aromaticos, para esse
conjunto de compostos. Por esse motivo apresentaremos os resultados obtidos

pelos os métodos semiempiricos de forma sucinta, sem entrarmos nos detalhes a
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respeito dos calculos realizados para a obtengdo das estruturas de minima
energia, embora a busca conformacional feita para a obtengcédo dessas estruturas
tenha sido um trabalho exaustivo devido a grande riqueza conformacional desses
compostos.

Os calculos de estrutura eletrénica foram realizados com o método
semiempirico PM3 dentro do programa MOPACG6 e, posteriormente, repetimos
alguns calculos também com o AM1 e verificamos uma perfeita concordancia
entre os métodos no que diz respeito as conclusdes obtidas pela MIE. Na Tabela
5-2 apresentamos alguns parametros obtidos com o PM3. Uma vez ndo sendo
verificada nenhuma correlagao direta da atividade bioldgica com esses parametros
eletrdnicos, prosseguimos com a analise da densidade local de estados.

A primeira regido a ser analisada foi o anel indol. Um resultado tipico para a
densidade de estados calculada sobre essa regido pode ser visto na Figura 5-3,
onde comparamos os compostos 36 e 37, cuja unica diferenga estrutural esta no
grupo substituinte que ocupa a posi¢cao C-5.

Observamos que o contraste essencial na distribuicido espacial de estados
no espago de energia desses dois compostos esta nas diferengas de energia e

nas intensidades relativas dos orbitais HOMO, HOMO-1 e HOMO-2.
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Composto AHg Dipolo Euxomo EiLumo Enomo-Lumo
(kCal/Mol) (Debye) (eV) (eV) (eV)

18 -123.13 3.60 -9.58  -1.31 8.27
19 -50.61 2.72 -951  -1.39 8.12
20 -92.25 3.08 -9.36 -1.27 8.09
21 -62.06 3.31 -9.33  -1.36 7.97
24 -125.80 4.99 -9.51 142 8.09
25 -53.89 2.80 -9.39  -1.33 8.06
35 -161.67 3.65 -9.61  -1.30 8.30
36 -131.50 3.22 -9.38 -1.26 8.11
37 -58.82 3.47 -9.36 -1.36 8.00
40 -164.88 4.94 -9.54 1.41 8.12
41 -93.78 0.85 -9.30  -1.21 8.09
43 -91.81 2.64 915 -1.10 8.04
44 -19.23 2.65 -9.14  -1.19 7.95
45 -138.81 3.21 -9.36 -1.26 8.10
46 -66.17 3.20 -9.35 -1.36 7.99
52 -121.32 3.16 -9.33  -1.28 8.05
53 -44.68 1.82 -9.06 -1.24 7.82
62 -109.31 1.30 -9.28 117 8.10
63 -36.67 1.65 -9.27  -1.26 8.01
65 -145.43 5.07 -9.76  -1.50 8.26
66 -72.73 5.21 -9.70 -1.60 8.10

Tabela 5-2 Sumario dos calculos obtidos com o PM3.

Para o composto inativo (36) a intensidade desses esses orbitais segue o
padrao: HOMO>HOMO-1>HOMO-2. Para o composto ativo (37) o padrao seguido
é: HOMO>>HOMO-1<<HOMO-2. Com relagcdo as diferencas de energia, a
substituicdo aziridinil aproxima os niveis de energia HOMO/HOMO-1 em 39% e os
niveis HOMO-1/HOMO-2 em 58% em relagéo a substituicdo metoxil. Esses dois
comportamentos ilustram o efeito eletrdbnico que a substituicdo aziridinil provoca
nas indolequinonas. Através dos paréametros A e n da metodologia de indices

eletrénicos podemos avaliar mais precisamente esse comportamento e verificar se
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esse mesmo padrdo é compartilhado pelo restante dos compostos ativos e

inativos dessa série.
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Figura 5-3 LDOS calculada sobre o anel indol. Para os

compostos 36 (inativo) e 37 (ativo).

= Anel indol - Orbitais moleculares HOMO e HOMO-1

Os parametros A e n da metodologia de indices eletrénicos associados aos
orbitais HOMO e HOMO-1 para a LDOS calculada sobre o anel indol podem ser

vistos na figura abaixo (Figura 5-3).
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Figura 5-4 Parametros A e n calculados sobre o anel indol.

Alguns aspectos devem ser observados. Para esse caso o parametro A é
um bom descritor dos compostos inativos, pois permite que eles sejam agrupados
espacialmente, sem excec¢des. Podemos estabelecer um valor limite para A acima
do qual o composto € classificado com inativo (como, por exemplo, 0.3 eV), porém
alguns compostos ativos ndo se encaixam nessa classificagdo. Sdo eles os
compostos 24, 40, 43 e 53. Excetuando o composto 53, os outros compostos
possuem uma atividade alta apesar de apresentarem um grupo metoxil (MeO)
ocupando a posi¢cao C-5. Isso nos mostra que o parametro A associado aos niveis

de energia HOMO e HOMO-1 dessa regiao reflete essencialmente a presenca ou
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nao do grupo aziridinil. Com relacédo ao parametro n, a presenca do grupo Az
aumenta a diferenca de intensidade relativa entre os orbitais HOMO e HOMO-1 e,
novamente, poderiamos sugerir um valor para n abaixo do qual os compostos
seriam inativos. Podemos concluir entdo que com esses dois parametros podemos
discriminar com relativo sucesso os compostos ativos e inativos, porém eles néo
sdo capazes de traduzir o efeito da presenca do grupo carbamoiloxil na posi¢céo 3-
indol dos compostos 5-metoxindolequinonas (como no caso dos compostos 24, 40
e 65).

Continuando a analise LDOS sobre o anel indol, pesquisamos os indices A
e n associados aos orbitais HOMO-1 e HOMO-2, porém nao obtivemos resultados
substanciais. Partimos entdo para o estudo da LDOS calculada sobre o anel
quindnico, que denominamos regiao 2.

=  Anel Quindnico - Orbitais moleulares HOMO-2 e HOMO-1

Como dissemos anteriormente, antes de atuar como agentes alquilantes
esses compostos sofrem uma reducao enzimatica no anel quinénico (a quiniona é
transformada em hidroquinona), o que sugere que esse anel possa guardar
alguma correlagdo com a atividade antitumoral, embora a facilidade de reducédo
nao esteja diretamente relacionada a maior atividade antitumoral.

Novamente ilustraremos com os compostos 36 e 37 um resultado
tipico para a densidade de estados sobre a regido 2 (Figura 5-5). Observamos
que, para essa regido, as diferencas de intensidade entre os orbitais HOMO e o

HOMO-1 ndo sao tdo expressivas quanto no caso da regido 1, e realmente
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verificamos que os parametros A e n relativos a esses orbitais n&do se mostraram

bons descritores da atividade bioldgica.

A intensidade HOMO-2 é a que mais se diferencia entre esses dois

compostos. Enquanto que para o composto inativo o padrdo de intensidade

seguido € HOMO-2>>HOMO-1, para o composto ativo essa diferenga € reduzida

pela metade.
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Na figura abaixo podem ser vistos os parametros A e n da metodologia de
indices eletrénicos associados aos orbitais HOMO-2 e HOMO-1 calculados sobre
o anel quindnico.

Observamos que as menores diferencas de energia entre esses orbitais
estdo associadas aos compostos ativos (valor maximo de 0.31 eV). Ha dois
compostos, 18 e 35, que apesar de serem inativos estdo agrupados com o
conjunto ativo. Ambos compostos apresentam o grupo éster CO,Me na posi¢cao
R1, 0o que sugere que os efeitos desse grupo ndo sejam sentidos pelo orbital
HOMO-2. Um outro composto, 43, é classificado erroneamente como inativo. Os

resultados anteriores indicam que o indice Cso para esse composto poderia estar

incorreto.
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Figura 5-6 Parametros A e n calculados sobre o anel quinénico.
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O indice n relativo aos orbitais HOMO-1 e HOMO-2 é o que melhor
distingue as duas classes de compostos, inclusive registrando o efeito do grupo
carbamato em compostos com substituicio MeO na posicdo C-5. Poderiamos
estabelecer um valor de corte para n em torno de -0.2, abaixo do qual o composto
seria inativo.

Esses resultados nos mostram a relevancia do orbital molecular HOMO-2 e
do anel quindnico na analise estrutura-atividade das indolequinonas, o que é visto
claramente ao compararmos a localizacdo desse orbital sobre as indolequinonas
36 e 40 (Figura 5-7). Ao contrario dos outros substituintes que ocupam a posi¢cao
3-indole, o grupo carbamoiloxil € capaz de deslocar para si a contribuicdo ao
HOMO-2, que nos outros compostos com substituigdo 5-Metoxindolequinonas esta
localizada no anel quinénico. Apesar do grupo carbamoiloxil estar diretamente
ligado ao anel indol, o efeito eletronico que ele ocasiona na estrutura € melhor

descrito pelo anel quindnico.

Composto 36 Composto 40

Figura 5-7 Representagao da isosuperficie do orbital HOMO-2 para o composto 36 (inativo) e

40 (ativo).
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Como era o objetivo inicial desse estudo, os resultados obtidos nos
mostraram a eficacia da metodologia de indice eletrénicos no estudo sistematico
da correlagao estrutura-atividade para compostos mais complexos do ponto de
vista estrutural do que os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos.

Particularmente, a atividade anticancerigena desses agentes biorredutivos
esta associada aos indices A e n da regido 2 e aos indices MIE relativos a regiao
1 da molécula.

Ha na literatura alguns trabalhos que avaliam a eficiéncia de analogos as
indolequinonas como substratos a enzima DT-diaforase, presentes em muitos
tumores solidos. Uma das perspectivas futuras para esse trabalho é aplicar a MIE
ao estudo desse tipo de atividade biolégica correlacionando-a também com a

atividade anticancerigena.
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capitulo 6

ANALISE DA ESTABILIDADE ENERGETICA DE MICROSSATELITES

PRESENTES EM CADEIAS DE NUCLEOTIDEOS

6.1 INTRODUCAO
A informagao genética que cada individuo carrega € armazenada em seus

cromossomos celulares (Figura 6-1), os quais sao formados por moléculas de

DNA (deoxyribonucleic acid).

cromossomo

taldmero

centrimera

. talbmerc

Figura 6-1 Representagdao do cromossomo.

O DNA é uma longa cadeia polimérica, constituida por duas fitas

antiparalelas de forma helicoidal (Watson e Crick), mantidas unidas através de
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pontes de hidrogénio (Figura 6-2). Cada fita de DNA é formada por uma sequéncia
linear de blocos unitarios, chamados nucleotideos, que por sua vez sao
constituidos por trés grupos funcionais: uma base nitrogenada (Adenina(A),
Citosina (C), Guanina (G) ou Timina (T)), uma molécula de agucar e um grupo
fosfato. A disposicédo das bases nitrogenadas nas fitas de DNA é de tal forma que,
para cada tipo de base nitrogenada em uma das fitas, exista somente um outro
tipo de base correspondente na outra fita (A-T e C-G). Essa propriedade impar
permite que a informagao genética sempre possa ser recuperada se a sequéncia

de bases em uma das fitas é conhecida.

Molécula de DNA

4 Acucar—{_>

B ases

-4 nitrogenadas {Q

Q
i
fosfato 4 — O=P-O'

Grupo

Figura 6-2 Representacado esquematica da molécula de DNA e de seus constituintes.

Apesar de ser formado por milhares de nucleotideos, somente algumas

regides do DNA, chamadas genes, sdo capazes de fornecer a célula a informagéao
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de que ela necessita para exercer a importante funcéo de codificar proteinas. Por
ser vital a sobrevivéncia do individuo, o gene deve ser copiado e transmitido
precisamente, de tal forma que todas as células “filhas” carreguem a mesma
informacao contida nas células “maes”. Esse mecanismo de cépia e transmissao
de dados exige uma grande estabilidade genética, que € mantida gragas a um
mecanismo extremamente preciso de replicacéo, aliado a um mecanismo eficiente
de reparagao que corrige eventuais erros envolvidos nesse processo. Apesar da
exceléncia do maquinario genético de coépia, as vezes ocorrem falhas (um
nucleotideo errado a cada 10° copiados) e se produz um erro na transmisséo de
dados que pode adquirir um carater permanente, fenbmeno a que se chama
mutacado. Os tipos mais comuns de mutagdo que ocorrem durante o processo de
duplicacdo séo : exclusdo, inser¢ao, expansao ou translocacao de nucleotideos

(Figura 6-3).

Exclusao Duplicagéo Inversao

Figura 6-3 Representagdo de algumas mutagdées que ocorrem

durante o prcesso de replicagadodo DNA.
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Algumas regides do DNA, tanto de seres procariotes quanto eucariotes,
apresentam extensas sequéncias de repeticdes de oligdbmeros (mono, di, tri ou
tetranucleotideos). Estudos recentes mostram que estas repetigdes possuem uma

instabilidade genética intrinseca’’

, manifestada com freqlentes mudancas de
comprimento devido a expansdo ou exclusdo das unidades que se repetem. A
origem, a evolugéo, e a regra bioldgica para essas repeticdes de oligbmeros que
ocorrem no DNA, chamadas microssatélites (MS) ou repeticdes de sequéncias
simples (SSR- simple sequence repetition), sado alvo de grande interesse dentro da
biologia molecular, principalmente devido ao papel que desempenham na
organizagao do genoma e nos processos evolutivos.

Pesquisas recentes associam a expansdo das SSR a diversos tipos de

disturbios hereditarios®’ .

A expansdo descontrolada do dimero (CA)i por
exemplo, esta associada ao desenvolvimento do cancer de ovario®®, enquanto que
expansdes do trimero (CAG), sédo causadoras de diversos disturbios
neuromusculares e neurodegenerativos dominantes®’. A maioria dessas doencas
apresenta um comportamento clinico conhecido como antecipagao, que é o
aumento da severidade e/ou a diminuicdo da idade na qual a doenca se manifesta
a cada nova geragdo. Esse fenbmeno estd diretamente correlacionado ao
tamanho da repeti¢cao oligomérica.

A andlise de sequéncias de DNA disponiveis em bancos de dados
genéticos (como o GenBank) revelou que, embora as SSR sejam abundantes nas
regides do DNA que nao séo responsaveis pela codificagao de proteinas (introns e
regides intragénicas), elas sao relativamente raras em regides codificadoras

)88-91

(éxons . Esse fato sugere que a pressao evolutiva sofrida pelas regides do
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DNA que contém o codigo genético para a elaboragcéo de proteinas tenha sido
maior do que a pressao sofrida pelas regides nao-codificadoras, o que fez com
que as regides codificadoras fossem mais conservadas durante o processo
evolutivo.

A abordagem mais comum a respeito da presengca das SSR no genoma
humano tem sido a da analise estatistica®®°"*? Na maioria dos trabalhos busca-se
modelar a ocorréncia de determinados oligbmeros no genoma através de fungdes
de distribuicdo de probabilidades. Particularmente tem-se dado destaque as
repeticdes diméricas®’, onde estudos indicam uma correlacdo de curto alcance
para regides codificadoras de proteinas (distribuicdo exponencial), e de longo
alcance para regides nao-codificadoras (lei de poténcias). Nossa proposta foi
abordar esse problema do ponto de vista da estabilidade energética, o que parece
ser um caminho promissor para o entendimento da organizagdo do genoma
humano, podendo trazer informagdes relevantes a respeito do por que da

instabilidade genética intrinseca das SSR.

6.2 RESULTADOS E CONCLUSOES
As bases moleculares de algumas desordens genéticas vém

gradativamente sendo estabelecidas, e um grande numero delas esta associada a
expansao das repeti¢cdes triméricas. Em particular as repeticbes do tipo (CAG)y,
(CGG)« e (AAG), ja foram associadas a pelo menos dezessete tipos de doencgas
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hereditarias®™ ™", sendo somente a expansao (CAG), responsavel por pelo menos

oito desordens neurodegenerativas dominantes. Essas caracteristicas nos fizeram
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iniciar nossos estudos de estabilidade energética utilizando esse tipo de repeticdo
trimérica.

Construimos as sequéncias de nucleotideos utilizando o banco de dados do
programa HyperChem 5.0. Trabalhamos com uma conformagéao de dupla hélice na
forma B, e com o grupo ribose na foram 2’ endo. A limitagdo computacional nos
levou a realizar somente calculos de mecanica molecular do tipo single point, que
foram feitos com o campo de forca AMBER, desenvolvido para descrever esse
tipo de estrutura (acidos nucléicos e aminoacidos).

Trabalhamos com sequéncias tipicas de 600 nucleotideos (600 pares de
base), o que representa, aproximadamente, 76.800 atomos (incluindo os
hidrogénios). Primeiramente geramos uma sequéncia formada completamente por
repeticdes triplas e, posteriormente, mantendo o tamanho da sequéncia e a
quantidade de bases, fomos diminuindo gradativamente o numero de repeti¢cdes
presentes, ao mesmo tempo em que monitoravamos o comportamento da energia
total e de suas componentes (energia de estiramento, de ligagao, de torgéo, de
van der Waals, de ponte de hidrogénio e eletrostatica).

As repetigcdes do tipo (CAG), foram as primeiras a serem analisadas, onde k
variou de zero a duzentos. Na Figura 6-4 apresentamos os resultados obtidos para
a energia total. Ha uma clara tendéncia de aumento da energia a medida em que k

aumenta.
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Figura 6-4 Energia total para uma seqiiéncia trimérica CAG.

O fato de a energia total aumentar a medida em que o sistema se torna
mais organizado (maior numero de repeticdes) sugere que a instabilidade genética
que essas sequéncias apresentam pode estar relacionada a sua instabilidade
energética.

A analise das componentes da energia nos permite avaliar como cada uma
delas contribui para a evolugédo da energia total da cadeia polimérica a medida em
que k varia. Na Figura 6-5 seguinte temos a representacdo normalizada dessas
energias. Na Figura 6-5A as energias sao normalizadas pela média e na Figura 6-
5B elas sdo normalizadas pelas energias da sequéncia onde k = 0 (sequéncia

completamente aleatéria).
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Figura 6-5 — A) Grafico das componentes da energia
total normalizadas pela média. Energia de estiramento
( ®); energia angular (®); energia de tor¢ao (+); energia
de van der Waals (“); energia de ligagdao de hidrogénio
(*); energia eletrostatica (X) e (-) energia total. B)
Grafico das componentes da energia total normalizadas

pela sequéncia k=0.
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Observe que a energia de estiramento é a que mais diminui a medida em
que k aumenta, enquanto que a energia de van der Waals seguida da energia
angular sdo as que mais aumentam a medida que o numero de repetigcdes
CAG/GTC aumenta. As energias de torgédo, eletrostatica e de ligagdo de
hidrogénio sofrem pouca variagdo. Isso nos mostra que, enquanto para longas
repeticdes as ligagdes entre os atomos das seqiéncias sdo menos tencionadas, o
acoplamento entre os atomos das bases (representando pela energia de van der
Waals) é enfraquecido.

Repetimos o mesmo tipo de construgdo para a sequéncia (CTA)x e
novamente observamos o mesmo tipo de comportamento, embora nesse caso a
energia de ligagdo de hidrogénio tenha um comportamento similar a energia de
ligacao, colaborando para a diminuigdo da energia total a medida que o numero de
repeticbes (CTA), aumenta.

Os resultados para a repeticdo (AAG) também podem ser vistos abaixo
(Figura 6-8). Para esse caso o aumento da energia total € mais suave, o que ja
esperavamos pelo fato do grande niumero de bases adenina em relagao a guanina
possibilitar o surgimento de sequéncias monoméricas do tipo (A)x onde as bases
foram distribuidas aleatoriamente. Esse tipo de repeticdo também pode

desestabilizar a sequéncia.
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Figura 6-7 A) Grafico das compontentes da energia

total normalizadas pela média e B) pela seqiiéncia k=0

A imensa quantidade de informagao genética disponivel atualmente em
bancos de dados genéticos nos permitiu analisar varias sequéncias de repetigbes
associadas a diferentes tipos de desordens hereditarias. As sequéncias com as
quais trabalhamos foram retiradas do banco de dados GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov), e posteriormente foram convertidas em um formato que

pudesse ser lido pelos programas computacionais disponiveis. Nesse processo
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encontramos algumas dificuldades, tais como: localizar as regides génicas ou
intragénicas onde as repeticbes associadas as doengas estavam presentes,
encontrar a sequéncia de repeticbes dentro da sequéncia global fornecida e
descartar as sequéncias redundantes.

Uma vez localizada a sequéncia de repeticbes (cromossomo e gene),
extraiamos aproximadamente 300 nucleotideos da sequéncia total fornecida
(quando possivel) que englobasse a regiao das SSR. Poderiamos construir esse
tipo de sequéncia distribuindo aleatoriamente as bases A, T, C e G sobre um
determinado comprimento de nucleotideos, e, posteriormente, inserindo
microssatélites na sequéncia formada; entretanto a informagao genética embutida
em uma sequéncia real ndo seria avaliada.

Localizamos sequéncias SSR do DNA humano associadas a algumas
desordens causadas pelas repeticoes triméricas CAG, AAG e CGG. Podemos
citar: Distrofia Miotdnica®®, Doenca de Huntington®’, Ataxia Espinocerebelar Tipo
1, Atrofia Muscular Espinal e Bulbar, Atrofia Dentatorubral-Palidolusiana,

Sindrome do Cromossomo X Fragil*®

e Doenca de Kennedy. Calculamos a energia
da sequéncia da maneira como ela havia sido extraida do GenBank.
Posteriormente distribuimos aleatoriamente a regido da sequéncia onde as
repeticbes estavam presentes. Em todos os casos citados anteriormente a energia
total das sequéncias onde as SSR foram gradativamente suprimidas foi inferior a
respectiva sequéncia com as SSR intactas.

Um fato interessante de se ressaltar € que muitas dessas desordens

genéticas associadas as SSR estéo localizas em regides do DNA consideradas

lixo’ (junk DNA) Essas regides (introns e regides intragénicas) constituem
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aproximadamente 97% do genoma humano e, embora tenham sido tratadas por
muito tempo como lixo genético, trabalhos recentes evidenciam sua importancia
em muitas fungdes regulatérias desempenhadas pelo DNA, e também mostram
sua influéncia no comportamento das regides codificadoras de proteina. A propria
associacao das SSR presentes nessas regides a varios disturbios genéticos
evidencia sua importancia no processo evolutivo.

Um outro estudo que fizemos do qual obtivemos resultados interessantes
foi a avaliagdo da energia total para sequéncias de repetigdes onde um
nucleotideo (ou mais) era introduzido em posi¢gdes estratégicas, quebrando a
continuidade da sequéncia que se repetia. A tendéncia geral que observamos foi a
da diminuicdo da energia para esses casos, e, avaliando varias posigdes de
interrupcao, verificamos que para cada tipo de repeticdo havia uma posi¢cao
preferencial onde ocorria uma maior estabilizagdo da cadeia (menor energia).
Esse resultado é similar ao de um trabalho de 1994 de Eichler®® e colaboradores
em que se verificou que a individuos normais apresentavam em seu genoétipo
sequéncias GGC interrompidas por uma base A (GGC...GGAGGC...) enquanto
que aqueles individuos que perdiam o coédon AGG adquiriam uma grande
tendéncia em expandir essas repeticdes triméricas, desenvolvendo a sindrome do
cromossomo X fragil.

O debate na literatura a respeito da randomicidade ou ndo do genoma
humano esta longe de chegar a um consenso. Enquanto alguns tentam identificar
padroes de repeticado no genoma91, estudos estatisticos indicam uma forte pressao

evolutiva contra a presenga das SSR nos éxons. Em um trabalho de 1997, Li,
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propde que, para (dobrar) atingir o estado nativo, as proteinas devem ter
propriedades estatisticas proximas aquelas de uma seqiiéncia randdmica’®.

Uma forma interessante de abordar a questdo da informagao contida nas
sequéncias de DNA é através de uma teoria elaborada por Shannon conhecida
como teoria da informagao''. Shannon relacionou a quantidade de informagao
carregada por um evento com a probabilidade do mesmo ocorrer. Esse conceito
de incerteza ou entropia da informacao foi formalizado através da equacéo 6-1.

H =—i‘,pi log, p, (6-1)
sendo p; a probabilidade do evento i ocorrer.

E interessante notar que a quantidade de informacdo (medida em bits) é
inversamente proporcional a probabilidade de ocorréncia do evento, ou seja, a
ocorréncia de eventos raros traz muito mais informacao ao sistema do que a
ocorréncia de eventos comuns.

De acordo com a equagéao 6-1, se, por exemplo, uma fonte de mensagens
puder fornecer a um observador (receptor) quatro elementos diferentes com igual
probabilidade, digamos as letras A, T, C ou G, a incerteza na informacgao sera de 2
bits por simbolo transmitido. Se a distribuicdo de probabilidades nao for
homogénea, ou seja, se cada simbolo for transmitido com uma probabilidade
diferente, havera uma diminuicdo na entropia da informacdo, pois o fato das
probabilidades serem desiguais ja € uma informagdo dada ao sistema, o que
consequentemente reduz a incerteza. Para o caso de um dispositivo que produza

apenas um simbolo, a incerteza na informagao é nula (log,7=0).
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Como o DNA é, essencialmente, um banco de dados que carrega
informacg&o genética, acreditamos ser um caminho promissor analisar a estrutura
do cddigo genético (padrbes e informacgado) utilizando a formulagdo da teoria da
informacao, ou seja, utilizando a relagdao entre ordem/desordem e a informagéao

transmitida por sequéncias de DNA.
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