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Resumo

Elipcinas e seus derivados sao uma classe de moléculas utilizadas no tratamento do cancer
humano por apresentarem forte atividade citotéxica e antitumoral. Os mecanismos de agao
sao multimodais, podendo incluir, entre outros, efeitos como intercalacao no DNA, geracao
de espécies oxidantes e interferéncia na atividade catalitica da topoisomerase. A contribuicao
relativa de cada um destes mecanismos, devido a sua complexidade, ainda é um problema em
aberto e que demandard muita investigacao. Através de calculos semi-empiricos de quimica
quantica - PM3 e ZINDO/S-CI - mostramos que é possivel correlacionar alguns indices
eletronicos com a seletividade biologica em uma nova classe de compostos - analogos aza
das elipcinas - como a 6-11-Dimethyl-5H-pyrido [3',4" : 4,5] pyrolo [2,3 — g¢] isoquinoline
- e seus derivados. O célculo de curvas equipotenciais eletrostaticas permitiu também a

determinacao de centros ativos e suas correlacoes com o indice de afinidade aparente.
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Abstract

Ellipticine and derivatives constitute a material class of powerful anticancerous agents
that have been used in the treatment of human cancer due their hight cytotoxicity and anti-
tumor activity. The action mechanisms are multimodal, including binding to DNA through
intercalation, generation of oxidizing species and interference with the catalytic activity
of topoisomerase. The relative contribution of each one of these mechanisms, still remain
an open problem. We have used quantum mechanics semiempirical methods - PM3 and
ZINDO/S-CI - in order to search for the possibility of relationship between some electronic
indexes and the biological activity in a new class of compounds: the aza analogues of el-
lipticine like 6-11-Dimethyl-5H-pyrido [3',4' : 4, 5] pyrolo [2,3 — ¢] isoquinoline - and their
derivatives. Furthermore the determination of the active sites and their relation with the

apparent affinity indexes are done through the analysis of the calculated electrostatic fields.
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Introducao

Elipicinas e seus derivados constituem um grupo de moléculas de grande interesse
biolégico por apresentarem forte atividade citotoxica e antitumoral . Os mecanismos de
acao sao multimodais, podendo incluir, entre outros, efeitos como intercalacao no DNA,
geracao de espécies oxidantes e interferéncia na atividade catalitica da topoisomerase II. A
contribuicao relativa de cada um destes mecanismos, devido a sua complexidade, ainda é um
problema em aberto e que demandard muita investigagao. Os primeiros estudos das elipici-
nas datam de 1959, quando este composto foi isolado pela primeira vez das folhas verdes da
arvore Ochrosia FElliptica Labell (Apocynaceae), sendo sua atividade biolégica evidenciada
pela primeira vez em 1967.

A estrutura simples deste composto organico - cujo nucleo é constituido pela metade de
um carbazol ligado a um anel de piridina [1] - facilita modificacoes estruturais através da
inclusao de cadeias laterais. Estas alteracoes proporcionam mudancas fisico-quimicas im-
portantes, com reflexos na seletividade bioldgica, o que propiciou a sintese de derivados com
niveis de atividade antitumoral diferenciados.

Entretanto, apesar de sua estrutura simplificada proporcionar uma certa facilidade na
producao de novos compostos, os recursos utilizados nesses processos - e principalmente os
testes biolégicos - sao de alto custo, ampliando o tempo necesséario para se chegar a compos-
tos eficazes.

Seria interessante, portanto, um processo anterior ao de sintese que indicasse, com uma
certa garantia, quando os compostos sintetizados apresentariam uma atividade antitumoral
eficiente.

Estudos anteriores, envolvendo outros grupos de elipicinas realizados por Dantas [2],

Barone [3], Scheila Braga [4] e colaboradores, observaram uma correla¢do entre determina-



dos indices eletronicos e a seletividade bioldgica.

Neste trabalho, continuamos os estudos ja realizados com as elipicinas através da analise
de uma nova classe de componentes: os aza andlogos a 6-11-Dimethyl-5H-pyrido [3',4" : 4, 5]
pyrolo [2,3 — g] isoquinoline e derivados [5]. A férmula bdsica destes novos compostos é
similar a das elipicinas mais simples com excecao de um dos anéis que é substituido por um
nicleo de piridina e da adicao de uma nova cadeia lateral na posicao R1.

O objetivo deste trabalho é, portanto, investigar se as modificagoes na estrutura geo-
métrica desses compostos podem modificar as conclusoes anteriores que correlacionam o
comportamento eletrostatico e a seletividade biolégica.

Devido a auséncia de informagoes sobre a geometria desses novos compostos, inicialmente
otimizamos as suas geometrias e, entre outros aspectos conformacionais, analisamos a pla-
naridade dessas moléculas.

A otimizacao das geometrias foi realizada utilizando-se o método semi-empirico de quimica
quantica PM3 (Parametric Method 3) [6]. Este método semi-empirico usa o mesmo conjun-
to de aproximacgoes do MNDO (Modified Neglect Diferential Overlap) [7], mas utiliza-se
de um conjunto diferente de parametros que geram melhores resultados para o momento
de dipolo, comprimento de ligacao, calor de formacgao e potencial de ionizacao para esse
grupo de moléculas organicas estudadas. Para o calculo das transicoes eletronicas e dos
espectros de absorcao, utilizamos um outro método semi-empirico, o ZINDO/S-CI (Zerner’s
Intermediate Neglect of Diferential Overlap/Spectroscopy - Configuration Interation) [8] com
parametrizacao espectroscopica e interacao de configuracoes, pois o PM3 nao leva em conta
a contribuicao da correlacao eletronica.

Foram estudadas 24 moléculas, sendo 3 destas modelos ainda nao sintetizados, criados
com o objetivo de termos uma andlise mais sistematizada das mudancas apresentadas na
geometria desse novo grupo de andlogos aza das elipicinas.

No capitulo 1 e Apéndice A, apresentamos uma introducao aos métodos de quimica
quantica utilizados para os calculos moleculares. No apéndice B mostramos uma descri¢ao
dos métodos semi-empiricos.

No capitulo 2 apresentamos sucintamente os processos através dos quais as elipicinas



atuam contra o cancer.

No capitulo 3 fazemos a andlise da geometria das moléculas estudadas bem como de suas
propriedades eletronicas e suas correlagoes com a seletividade biolégica.

No capitulo 4 apresentamos os resultados das simulagoes dos espectros de absorcao de
energia na regiao do ultra-violeta.

Finalmente, as conclusoes desse trabalho sao apresentadas no capitulo 5.



Capitulo 1

METODOS SEMI-EMPIRICOS
PARA CALCULO
DE ESTRUTURAS MOLECULARES

O objetivo da teoria de estruturas moleculares é o estudo da criacao e aniquilacao das
ligagOes quimicas através das leis fisicas fundamentais que governam os movimentos e in-

teracoes entre ntcleos e elétrons:
e interacao coulombiana
e interacao entre dipolos
e interacao de spin
e interacao de Van der Walls
Os principais métodos considerados para este estudo sao:
e Teoria de bandas de valéncia
e Teoria de orbitais moleculares

Neste trabalho discutiremos as propriedades eletronicas dos analogos aza das elipici-
nas através do método de Teoria de orbitais moleculares onde observaremos basicamente a

interacao coulombiana entre os niicleos e os elétrons dessas moléculas.



1.1 Principios da Mecanica Classica e Quantica

O objetivo central da teoria de orbitais moleculares é resolver a equagao de Schrodinger.
Um dos métodos utilizados seria a diagonalizagao da matriz das energias de interagao. Mas
como é gerada essa matriz? De acordo com a mecanica classica, a energia E de um sistema

de particulas que interagem é a soma das funcoes energia cinética e energia potencial.

E=T+V. (1.1)

Schrodinger sugere que um caminho apropriado para descrever a funcao de onda da
particula é transformar as fungoes classicas de energia cinética e potencial em operadores

lineares T e V e escrever uma equacao de onda da forma:

(T+V)¥ =EV. (1.2)

H/_/

i

As solucoes desta equacao, denominadas funcoes de onda V¥, descreveriam o comporta-
mento de todas as particulas de um sistema que se encontrassem sob a influéncia de um
campo de forgas especificado pelo operador de energia potencial V. Para o problema de
duas particulas, como é o caso do atomo de hidrogenio, onde temos o nicleo e um elétron
se movimentando em torno dele, temos um problema relativamente facil. O hamiltoniano

seria:

hn: _, Zé?
{Wuv +7}qf:E\IJ. (1.3)

O primeiro termo a esquerda corresponde a energia cinética do sistema, onde p é a massa

reduzida. O segundo termo corresponde a interacao Coulombiana entre o nicleo e o elétron.



Para um sistema de muitas particulas, teriamos um operador hamiltoniano constituido

similarmente ao caso mais simples:

N
H"(1,2, ... N:1,2,...,n) = —%Z ==
A Ma  45p TaAB
1 Z 1
EDDACEDI) Dl P (14)
p p

Fap  p<q Trq

Na equagao (1.4) os indices A, B e N estdo relacionados com os ntcleos e os indices p,
q e n com os elétrons. Sendo assim, o primeiro termo a direita se refere a energia cinética
dos ntcleos e o segundo a interacao coulombiana repulsiva para pares nucleo-nicleo. O
terceiro termo se refere a energia cinética dos elétrons e os dois ultimos termos sao a interagao
coulombiana atrativa entre elétron-ntcleo e repulsiva entre elétron-elétron. Na equacdo (1.4)
como em todo o presente capitulo, usaremos a partir de agora unidades atomicas onde h = 1,
m=1ee=1, onde m e e denotam a massa e a carga do elétron, respectivamente.

Sendo cada particula descrita por 3 coordenadas cartesianas, (1.4) serd uma equagao
diferencial parcial em 3N + 3n variaveis. Na pratica, melhor que tentar gerar uma funcao de
onda descrevendo os movimentos eletronicos e nucleares juntos, é suficiente quebrar o pro-
blema em duas partes e considerar primeiro o movimento de elétrons num campo de ntcleos
estacionarios. Havera, portanto, um problema puramente eletronico para cada conjunto de
posicoes nucleares que serao tratadas parametricamente.

Retomando a equacao (1.4), se fixarmos as posi¢oes dos nicleos, obteremos a equagao
para o problema eletronico:

GYV-E T Y gt = e (L5
29 T T

p<q "pq

Se admitimos que resolvemos este problema para todos os conjuntos de valores de r4
entao, com M, — oo e o termo de energia cinética para os nicleos sendo ignorado, qualquer

fungao da forma:



U =012,...,r5, 1,2, .., x(1,2, ... rN) (1.6)

é uma autofungao do hamiltoniano total (1.4).

A aproximacdo adiabdtica impoe que, para M finito, a funcao de onda do sistema tem
a forma da equagdo (1.6). Isto significa que quando deslocamos os nicleos, os elétrons os
seguem de modo adiabatico.

Supondo a soluc¢ao (1.6) e levando em conta a aproximacao de Born Oppenheimer, apre-
sentada no apéndice A, podemos desacoplar os movimentos eletronico e nuclear. Escrevendo
as funcoes eletronicas (¢%) de maneira apropriada, chegamos & energia de n elétrons num
sistema de camadas fechadas:

7 7

2§:Hu+§nj§nj ) =e. (1.7)

sendo:

Hi = [ 6:()H"¢:(1)dr, (18)
Iy = [ [ 6:06;2) =06, 2dmr, (1.9)

Kij = //Cb ¢J( )$i(2)dridTs. (1.10)



As somas sobre i e j sao efetuadas sobre os orbitais espaciais, ¢;, e a multiplicacao por
dois, do primero termo do lado esquerdo da igualdade, se deve a degenerescéncia de spin

desses orbitais. As quantidades acima podem ser interpretadas da seguinte forma:

e H,;; da a energia dos elétrons que sentem apenas a presenca dos nucleos;
e J;; da a energia de repulsao coulombiana, a interagao entre os pares de elétrons;

e K;; é chamada integral de exchange (troca). Este termo nao possui um anélogo cldssico
e surge como manifestacao da contribuicao para a energia do sistema devido a anti-

simetria das funcoes de spin-orbitais.

10



1.2 Equacao e Operador Hamiltoniano

de Hartree-Fock. Matriz de Fock

A partir da equagao (1.7) podemos definir um conjunto de orbitais para 1 elétron de

energia ;. Sendo assim:

g; = Hy + > {2J;; — K5}, (1.11)
J

¢ a expressao geral para os autovalores do operador Hamiltoniano de Hartre-Fock:

Para encontrarmos a matriz de Fock, utilizaremos a aproximac¢ido LCAO (combinagao
linear de orbitais atémicos). Procuraremos exprimir os orbitais moleculares ¢; em termos
de funcoes simples. Para nossa orientacao, facamos primeiramente uma andalise qualitativa
de um modelo simples: o estado fundamental do H; . E evidente que se o elétron esta perto
do nucleo A, a molécula de H; pode ser vista como estando constituida por um atomo
de hidrogénio no nivel fundamental e um préton. O mesmo é esperado quando o elétron
se encontra préoximo do nicleo B. Entretanto, estes sao casos extremos pois, geralmente,
o elétron esta sob a influéncia dos dois nicleos A e B. Qual a perturbacao introduzida no
orbital 1s4 devido ao préton em B? Ele deve perder a simetria esférica e se deformar na
direcao de B devido a atracao de B pelo elétron, o mesmo ocorrendo com o orbital 1sg. O
resultado é um orbital molecular que é a soma dos orbitais 1s4 e 1sg; usando a expressao

para o orbital 1s, temos:

H1(1) = Cle ™™ + e7758] (1.13)

11



A fungdo da equacao (1.13) é um exemplo de orbital molecular obtido como combinag¢ao

linear de orbitais atomicos (LCAO). Neste método, o conjunto de orbitais moleculares (¢;)
de uma molécula é obtido a partir do conjunto de orbitais atémicos (1) caracteristicos dos

atomos da molécula:
Gi =Y Cuilus (1.14)
o

onde 1, sao fun¢oes atomicas reais e as constantes c,; sao determinadas variacionalmente.

Sabendo que os orbitais moleculares (¢;), formam uma base ortonormal, temos que:
<¢l|¢J> = Zcuiclljs,ul/ - 5ij7 (115)
o

onde:
d;j = delta de Kronecker

S, = integral de overlap para as funcoes atomicas 1, e 1,
S = [ Yu(D) (). (1.16)

Substituindo agora (1.14) na equagao de Hartree-Fock, temos a energia eletronica total

em termos das integrais sobre os orbitais atomicos.

e; = Hy + > {2J;; — K5}, (1.17)
J

12



Hi =S cuicyiH,, = / ¥t (1) H™p, (1)dr, (1.18)
uy

Jii = Lo CuiChionicoi(lv|A0) (119
Kij = Yo CuiChjCviCos (BAV0),
(hv|Ao) = //1/} v, 1/)A1/)ad7'1d72 (1.20)

A integral (1.20) d4 a interacao coulombiana entre o produto de duas densidades locais ¢,1,

€ "/)/\7va-

Substituindo na expressao do valor esperado da energia eletronica total (1.7) as expressoes

(1.18), (1.19) e (1.20):

€= ZPWHW + - 5 Z PP [(nv|Ao) — —(/L)\|VU)] (1.21)
UVAC
sendo:
P;w =2 Zcuiclli- (122)

Num caso geral, dada uma funcdo de onda aproximada (1.14) escrita como combinagao
linear de um conjunto de funcoées (¢,), a determinacao das constantes c,; pode ser feita
utilizando-se o principio variacional, isto é, variando a funcao ¢; em relacao aos parametros

cui e achando os valores dos parametros para os quais:

13



[ ¢rHedr

[ ¢iidr (129

(E)

é minima. Substituindo ¢; da equagao (1.23) pela expressao (1.14), temos:

E;u/ C,uz'cujH,uV

E,ur/ CuiCvj S;w

(E) = (1.24)

?

onde

H,, = (U, H|Y,)
S = (Wulthy).-

A energia E é uma funcao de n variaveis independentes c;, co, ..., ¢,. Uma condigao
necessaria para um minimo em (1.23) é que suas derivadas em relagdo a cada varidvel seja

Zero:

O(E)

= 1.2
acgk 07 ( 5)

ou seja:

0

8cgk

[(Z Z Cuicr/jﬁ;w) (Z Z C,uicujs;w)il] = 0. (1.26)

7

Derivando com relacao a c¢,, chegamos a:

Z(H(w - SauE)Cui =0. (1.27)

1w
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Em nosso caso, o termo H,, corresponde ao operador hamiltoniano de Hartree-Fock e E

é a energia eletronica. Assim, a equacao (1.27) serd:

Z(%au - 5isau)cui = 07 (1.28)

I

onde os elementos da representacao matricial do operador hamiltoniano Hartree-Fock (<)

Sao:

1
Sop = Hop+ > Pul(op|iv) — 5(0)\|/LV)]. (1.29)
Av
Na forma matricial:
SC = SCE. (1.30)

A condigao para que a equacao (1.30) seja satisfeita é que:

det|S — ES] = 0. (1.31)

As raizes do determinante sao os autovalores €; e ;. A cada autovalor corresponde um
conjunto de coeficientes c,; que caracterizam a autofuncao ,,.
Para sistemas de camada aberta, teremos um problema mais complicado, onde havera

duas matrizes de Fock com elementos dados por:

15



3%, = Hu + X [Pro(pv|ro) — PLs(uAvo)), (132)
S8, = Hu +Xa[Prolpur|ro) — PLL(uNvo)).

Resolvendo as equacoes de Hartree-Fock obteremos entao de forma ab initio, se todas as

integrais forem calculadas, as orbitais moleculares do sistema estudado.

16



1.3 Meétodos ab initio e semi-empiricos

A medida em que o numero de atomos aumenta, também aumenta a complexidade das in-
teragoes entre eles. Ao realizarmos um calculo que considera “todas” as interacoes possiveis,
realizamos o que chamamos de calculo ab initio (primeiros principios). Nao langamos mao
de nenhum dado experimental além das constantes fisicas fundamentais. Todas as integrais
necessarias sao calculadas numericamente. Entretanto, por ser mais complexo, este tipo de
calculo leva muito tempo, sendo necessarios apenas alguns grupos de atomos para que o
calculo se torne extremamente dispendioso do ponto de vista computacional.

Para contornar essa dificuldade temos o que chamamos de métodos semi-empiricos em
que calculamos as propriedades moleculares dos principios da mecanica quantica, mas ao
descrevermos certas integrais de correlagao entre os atomos e moléculas fazemos uso de da-
dos experimentais. Isso torna os calculos mais rdpidos sem introduzir grandes perdas na
precisdo dos resultados. Existem varios métodos semi-empiricos: CNDO, INDO, MINDO/3,
MNDO-PM3, AM1, etc. Cada um deles procura aperfeicoar mais os calculos implementan-
do nas fungoes a serem otimizadas cada vez mais dados (interagoes de dipolo, quadrupolo,
repulsoes aos pares, etc.), como demonstrado no apéndice B.

Sendo assim, podemos encontrar diferencas nas respostas dependendo do método utiliza-
do. Cabe ao pesquisador avaliar qual método serd mais apropriado ao sistema a ser estudado,

como exemplificaremos a seguir.

17



1.3.1 Policarbonitrila e Poliacetileno

O poliacetileno é um semicondutor intrinseco, mas perde estas caracteristicas quando em
sua cadeia houver efeito de algum defeito conformacional. Estes defeitos podem ser causados
pela deficiéncia ou sobra de elétrons na rede do polimero.[13].

Por outro lado, pode-se definir a policarbonitrila como uma rede periédica com al-
ternancia de ligagoes duplas e simples em uma cadeia que possui como férmula estrutural
(HCN),, onde z é o nimero de monoémeros a considerar [13]. Ao otimizarmos as geometrias
desse composto através dos hamiltonianos AM1 e PM3, verificamos que as cadeias se torcem

em diregoes opostas (Figuras 1.1 e 1.2).

Figura 1.1: Geometria obtida para a Policarbonitrila pelo hamiltoniano PM3

Figura 1.2: Geometria obtida para a Policarbonitrila pelo hamiltoniano AM1

Se agora otimizamos a geometria do Poliacetileno (Fig. 1.3) pelos mesmos hamiltonianos
podemos verificar pela Figura 1.4 que, apesar dos comprimentos de ligacao apresentarem
diferencas, estas nao provocam grandes mudancas no aspecto geral da geometria do com-

posto.

18



Figura 1.3: Geometria obtida pelos hamiltonianos AM1 e PM3 para o Poliacetileno

Tanto as torcoes opostas como as diferencas entre os comprimentos de ligacao da Poli-
carbonitrila (Figura 1.5) devem ser resultantes de uma caracteristica intrinseca a natureza
da molécula que gera diferencas nas respostas apos a otimizagao pelos hamiltonianos AM1 e
PM3. Consequentemente, esta caracteristica também deve ser responsavel pelos resultados
quanto a utilizacao de um hamiltoniano ou outro no do poliacetileno.

Observando os dados referentes a estes dois compostos nas tabelas 1.1 e 1.2, notamos
que a diferanca com relacao aos resultados do calor de formacao sao maiores para a poli-
carbonitrila do que para o poliacetileno, o que nao nos da nenhuma idéia sobre a natureza
da diferenca entre as geometrias da policarbonitrila. Mas, observando os dados relacionados
ao momento de dipolo, verificamos nao s6 que a policarbonitrila é um composto altamente
dipolar - se comparada ao poliacetileno - como as direcoes das componentes do momento de

dipolo variam bastante de acordo com o hamiltoniano utilizado.
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GEOMETRIAS
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Figura 1.4: Comparacao entre os dados gerados pelos hamiltonianos AM1 e PM3 para o

Poliacetileno.
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GEOMETRIAS
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Figura 1.5: Comparacao entre os dados gerados pelos hamiltonianos AM1 e PM3 para a

Policarbonitrila
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Tabela 1.1: Sumario dos cédlculos via PM3 e AM1 mostrando os valores de calor de formacao,
potencial de ionizacao, momento de dipolo e suas componentes para a Policarbonitrila

Dados PM3 AM1
Numero de atomos de carbono 10 10
Nimero de atomos de nitrogenio 10 10
Nuimero de atomos de hidrogénio 12 12

Calor de Formagao (Kcal/mol) 239.06 321.26
Potencial de Ionizacao (eV) 9,40 9,86
Momento de Dipolo (Debye) 14,83 19,40
Componentes do Dipolo X Y Z X Y 7

-18.48 5,88 0.03 -0.42 14.83 0.01

Tabela 1.2: Sumario dos cédlculos via PM3 e AM1 mostrando os valores de calor de formacao,
potencial de ionizacao, momento de dipolo e suas componentes para o Poliacetileno.

Dados PM3 AM1
Numero de atomos de carbono 20 20
Nuimero de atomos de hidrogénio 22 22

Calor de Formacao (Kcal/mol) 142.50 133.08
Potencial de Ionizacao (eV) 8.03 7.83
Momento de Dipolo (Debye) 0.00239 0.00268
Componentes do Dipolo X Y Z X Y Z

0.002 0,00 -0.001 0.001 -0.001 -0.001
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A resposta para a questao estd nos termos empiricos que substituem as integrais de in-
teracao inseridos em cada um dos dois hamiltonianos. O hamiltoniano PM3 foi criado com
o objetivo de melhorar os valores calculados para o momento de dipolo. Sua parametrizacao
é diferente dos demais métodos. Logo, sua resposta é diferente do AM1, que nao apresenta
esta parametrizacao.

Como o poliacetileno apresenta um momento de dipolo pequeno, as respostas referentes
aos hamiltonianos sao praticamente as mesmas. As diferencas somente sao significativas no
caso de moléculas com grande momento dipolar - como é o caso da policarbonitrila.

Logo, ao realizarmos esses calculos, devemos ter um conhecimento prévio das carac-
teristicas dos compostos a serem estudados verificando qual hamiltoniano ird descrever me-
lhor a natureza do sistema observado.

No caso dos anédlogos aza das elipicinas estudados neste trabalho, um dado a ser conside-
rado ¢é o valor do momento de dipolo dessas moléculas. Como ja observado, a parametrizacao
do método PM3 faz com que os valores obtidos para o calor de formagao, potencial de ioni-
zacao, momento de dipolo, entre outros, seja mais proximo dos valores reais que se calculado
por outro hamiltoniano, quando trabalhamos com moléculas com consideravel momento de
dipolo. Logo, optamos pelo hamiltoniano PM3 para otimizar as geometrias dessas moléculas

organicas.
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Capitulo 2

ELIPICINAS E CANCER

2.1 O que é cancer?

Cancer é um nome dado a uma familia de distiurbios que apresentam caracteristicas co-
muns. A caracteristica principal é a multiplicacao descontrolada das células.

Um ser humano adulto é constituido por cerca de 50-100 trilhoes de células. Cada dia,
alguns bilhoes destas células se dividem em duas recriando outros bilhoes de células que
morrem e sao removidas[14]. Assim, numa situacao normal, nosso organismo apresenta
mecanismos de reproducao celular para a propria substituicao daquelas cujo tempo de vida
ja se esgotou. Entretanto, a medida que envelhecemos, o ntimero de células novas que sao
criadas diminui - com excecao de alguns tipos especificos de células do aparelho digestivo,
como as do estomago e intestinos. Logo, nosso organismo apresenta mecanismos que regu-
lam a multiplicacao das células. Entretanto, se estes mecanismos reguladores nao funcionam
satisfatoriamente, temos a criacao de novas células desnecessarias. A massa de células forma
um tumor. Alguns tipos de células sao mais propensas a este crescimento anormal do que

outras. Tumores podem ser benignos ou malignos[15].

Tumores Benignos nao sao canceres. Sao sempre removiveis e, na maioria dos casos, nao

voltam. As células de tumores benignos nao se espalham por outras partes do corpo[15].
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Tumores Malignos sao canceres. Neste caso as células nao so6 se reproduzem descontrolada-
mente como destroem as células vizinhas. Além disso através de um processo denominado

metastase, se espalham pelo organismo criando novos tumores em outras regioes do corpo.

Para entender esse processo de reproducao descontrolada, vamos descrever como

ocorre a reprodu¢ao numa célula normal (Fig.2.1).

Hova &
célula t 3

Mitose

(divisdo da célula) Inicio do Ciclo

A Fatores de Crescimento,
G1 @ Onzogenes,
= Cyclinz e COKs

¥

0 Ciclo Celular

Sintese
(duplicagdo do DNA) 5

Genes de Supressao Tumoral ,
Inibidores COK

N

Ponto de Restrigdo
(regido sem retornoj

Figura 2.1: O ciclo celular e o cancer

Durante a divisao da célula (mitose) podemos identificar diferentes estdgios. H4 um
periodo durante o qual o DNA ¢ sintetizado (a fase S); entretanto, hd duas interfases: um
primeiro gap antes da sintese, denominado G1 e um segundo gap (G2) depois da sintese do
DNA, mas antes da mitose (M). Os trés estdgios que conduzem a mitose correspondem a 90
por cento ou mais do periodo total do ciclo celular[14]. O ciclo que leva a divisao celular parte
de (G1, fase na qual as futuras células podem ser influenciadas a prosseguir ou nao no ciclo
através de sinais (GO ou STOP). Estes sinais sao manifestagoes de proteinas que regulam a

passagem das células de uma fase a outra. A proteina conhecida como pl16 atua como sinal
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de STOP durante a fase GG1, impedindo que a célula passe pelo ponto de averiguagao R. Uma
vez vencida a barreira R, a célula entra na fase S, onde ocorre a duplicacao do seu DNA,
e depois na fase G2 intermediaria. Nesta fase o supressor p53 age bloqueando células cujo
DNA possa ser danificado. A fase seguinte é a fase da mitose, ponto M, de cujo processo
resulta a formacao de duas células idénticas[16]. Em alguns casos, no entanto, a passagem da
fase M para (G1 é direta e as células comecam a se reproduzir descontroladamente, sem que
o organismo necessite. Entretanto, o fato do desenvolvimento descontrolado nao caracteriza
o cancer. O que caracteriza os tumores malignos sao a sua capacidade de se espalharem pelo
corpo através do sistema circulatério.

Outra caracteristica das células cancerigenas é o tamanho grande do nicleo, com
relacao ao citoplasma, bem como os nucleotideos e um grande nimero de determinadas

estruturas menores do que as encontradas nas células sadias.
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2.2 Quais os tratamentos?

O cancer pode ser tratado através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormoniote-
rapia ou bioterapia. O especialista pode usar um método ou a combinacao desses. O tipo
de tratamento depende do tipo e da localizagao do cancer, de como ele cresce e se espalha,
das condigoes do paciente, entre outros fatores[15]. O tratamento de nosso interesse é a
quimioterapia.

A quimioterapia é o uso de medicamentos ou substancias quimicas que contém células
cancerigenas com suas habilidades enfraquecidas. Por isso a quimioterapia é chamada de um
agente anti-cancerigeno[17]. As drogas quimioterapicas interferem na habilidade das células
cancerigenas de crescerem ou se multiplicarem[17]. Sendo assim, podem ser atingidas células
saudaveis, preferencialmente aquelas que se dividem rapidamente como as células capilares,
gastrointestinais, entre outras. Dai os efeitos colaterais como: queda de cabelo, nauseas,
diarréia, etc. A maioria das categorias de agentes quimioterapicos sao agentes alquiladores,
antimetabdlicos, antibidticos, hormonios e alcaléides[18].

Os alcaldides sao agentes antitumorais derivados de plantas. Estas drogas atuam es-
pecificamente no bloqueamento da divisdo das células durante a mitose[18]. Um alcaldide é
uma base obtida da natureza, que contém um nitrogénio em um dos anéis heterociclicos que
compodem sua estrutura[19].

A elipicina é um alcaléide natural extraido da Extract Ochorosia Elliptica[20]. Elipicinas
e alguns derivados também tém sido obtidos através de processos quimicos [21, 22]. Alguns
destes componentes tém mostrado uma intensa (in vivo e in vitro) atividade citotéxica em
tumores malignos[1] e tém sido usados clinicamente na quimioterapia tratando muitos tipos
de cancer humano[23].

As elipicinas e outros componentes provavelmente atuam nos seres vivos através de mais
de um mecanismo[24]. Parece que os componentes nas séries das elipicinas possuem meca-
nismos multimodais de agao bioldgica: elas podem se ligar ao DNA através de intercalagao,
ligacao covalente, gerar espécies oxidantes ou interferir na atividade catalitica da topoiso-

merase 11[24].
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Em situacoes onde as drogas interagem diretamente com o DNA, a natureza da acao an-
titumoral depende (i) do tipo de interacao entre a droga e o DNA; (ii) da reatividade quimica
intrinseca da droga[l]. No caso de reagoes primérias com a topoisomerase II e com outras
enzimas que envolvem o metabolismo do DNA - enzimas reparadoras, polimerases, ligases -
essas sao consideradas reacoes indiretas dependendo da atividade catalitica da enzima que
atua como alvo primario.

Ao utilizarmos drogas que inibem a atividade da topoisomerase Il agimos sobre uma
enzima que tem a habilidade de quebrar e religar pedacos das duas metades da hélice do
DNA[25]. Outras drogas também podem atuar na topoisomerase I, enzima irma que controla
a quebra das ligagoes.

No caso onde o DNA ¢ alvo primario dos agentes antitumorais, a natureza da interacgao
entre a droga e o DNA seria o parametro que poderia controlar a eficacia de sua citotoxidade.
Ligacoes ao DNA pelas drogas como as elipicinas podem ocorrer através de ligacoes externas
por meio de interagdes eletrostdticas [1];intercalagdes entre os pares da base ocorrem por
interacoes hidrofébicas, pontes de hidrogeénio e interacao de Van der Walls.

A hipdotese que a intercalacao das elipicinas entre os pares da base do DNA poderia
ser responsavel pela atividade antitumoral tem sido suportada pelo fato que nestas séries,
todas as drogas em que nao ocorre a intercalagao exibem uma pequena citotoxidade e ativi-
dade antitumoral pouco significativa[l]. Entretanto, a atividade antitumoral requer trés
condigoes: uma grande afinidade com o DNA; habilidade de intercalagao[l] e habilidade de
gerar proteinas associadas a quebra dos pedacos das cadeias. Isto reforca que a intercalacao

é uma condicao necessdria mas nao suficiente para a atividade antitumoral[l].
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Capitulo 3

ESTUDO GEOMETRICO E DA ESTRUTURA
ELETRONICA DAS ELIPICINAS

Estudos experimentais indicam que entre os mecanismos responsaveis pela seletividade
bioldgica desse grupo de moléculas policiclicas, estao o tamanho, a forma e a planaridade
das elipicinas. Esses fatores controladores da intercalacao com o DNA, sao por consequéncia
fatores muito importantes com relacao a citotoxidade e a atividade antitumoral para estes
compostos.

Recentemente, uma série de estudos das elipicinas e seus derivados mostrou uma forte
relagao entre alguns indices e a seletividade bioldgica [2, 26, 3].

Na tentativa de encontrar drogas mais eficientes para o tratamento do cancer, uma nova
classe de componentes foi sintetizada: os AZA-anélogos das elipicinas [27, 28, 29]. Na Fig.3.1
mostramos esquematicamente o andlogo da elipicina 6-11-Dimethyl-5H-pyrido [3,4" : 4, 5]
pyrolo [2,3— g| isoquinoline, o primeiro AZA-andlogo sintetizado da elipicina [5]. Como pode
ser visto, a féormula basica é similar as primeiras elipicinas com excecao do anel A o qual
é substituido por um nucleo de piridina. Este novo sistema de anel heterociclico é também
seguido da adicao de uma nova cadeia na posicao R1.

Para facilitar a compreensao de nosso estudo, a partir de agora chamaremos de ”esquele-
to” toda regiao da molécula constituida pelos anéis heterociclicos e os radicais, com excegao
do radical R1. Sendo assim, procuramos investigar se as modificagoes no esqueleto devido

ao anel A, bem como a natureza do novo radical, poderiam modificar nossas conclusoes
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Figura 3.1: Estrutura quimica dos derivados aza analogos das elipicinas (R11=CHj) e oli-
vacinas (R11=H). O aza-nitrogénio no anel A pode estar nas posigoes indicadas pelas letras
X e Y. Nas regioes indicadas pela letra R podemos introduzir varios grupos os quais dao

origem aos diferentes compostos estudados nesse trabalho.

anteriores entre o comportamento eletrostatico e a seletividade biolégica [30].

Como para este novo grupo AZA das elipicinas nao foram encontrados dados experimen-
tais sobre suas geometrias, foi necessario otimizar as mesmas para realizar um estudo com-
parativo das moléculas. O tamanho dos compostos impede o uso de métodos ab initio, mas
essas moléculas nao sao grandes o bastante para serem utilizados métodos semi-empiricos.

As geometrias foram otimizadas usando um método semi-empirico sofisticado: o conheci-
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do PM3 (Parametric Method 3) [6]. Este método utiliza o mesmo conjunto de aproximacoes
usado no MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) [31] mas usando um diferente
conjunto de parametros os quais geram melhores resultados para os valores do momento de
dipolo, calor de formagao, potencial de ionizacao, comprimento de ligacao, entre outros.

Também foram usadas as populagoes de carga ZDO (Zero Differential Overlap) obtidas
do PM3 para gerar a densidade de carga molecular eletrostatica. Para os calculos das cur-
vas equipotenciais da densidade de carga (Q)/R) tratamos os caro¢os atomicos como cargas
puntuais.

Foram estudados 24 compostos. Destes, 3 nao foram ainda sintetizados e sao, até o pre-
sente momento, modelos criados para se fazer um estudo de estruturas mais simples - como é
o caso dos compostos O01 e E06, ja sintetizados - antes de serem analisadas as 19 estruturas
[28] mais complexas.

Na tabela 3.1, resumimos as informacoes estruturais dos andlogos das elipicinas e olivaci-
nas e seus derivados. Os radicais numerados referem-se a estrutura definida na Figura 3.1 e
X e Y caracterizam os 4tomos nos sitios 9 e 7, respectivamente.

Ao otimizarmos estas estruturas, estdvamos conscientes da nao planaridade e da grande
liberdade na orientagao do radical R1. Sendo assim, sabiamos que dependendo da geometria
inicial a ser otimizada poderiamos gerar uma geometria cuja energia nao corresponderia ao
estado fundamental. Tomamos entao o cuidado em partir de diferentes posicoes iniciais e

verificar no quanto isso influenciaria na geometria final dos sistemas estudados.
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Tabela 3.1: Informacgao estrutural dos componentes estudados. Os numeros dos radicais se
referem a estrutura mostrada na Figura 3.1. As moléculas nomeadas por E e O sdo anédlogos
das elipicinas e olivacinas, respectivamente. As moléculas escritas em vermelho sao inativas,
as em azul sao ativas e as em preto sao modelos nao sintetizados.

Molécula R1 R3 R4 R6 R7 R8 R9  RII X Y
E01 H H H H H H - CHs N C
E02 H H H H - H H CHs C N
E03 NH-(CHa)3-N(CHoCHg)z H H H H H - CH3 N C
E04 NH-(CHa)3-N(CHoCHg)z H H H - H H CH3 C N
£05 NH-(CHz)3-N(CH2CHgz)» H H H H H OH CH; C C
£06 H H H H H H OCHz CH; C C
E07 NH-(CHz)3-N(CH2CHjz)» H H H H H OCHz CH; C C
E08 NH-(CHa)3-NH-CH»CH3 H H H H H OCHy CH; C C
E09 NH-CH,-CH(OH)-CH-N(CH»CH3)y H H H H H OCH3 CH; C C
E10 NH-(CHa)3-N(CHoCHg)z H H CH; H H OCHy CH; C C
Ell NH-(CHa)3-N(CHyCHg)s H H CH; H H OH CH; C C
001 H H H H H H - H N C
002 H H H H - H H H C N
003 NH-(CHa)3-N(CHyCHg)z H H H H H - H N C
004 NH-(CHa)3-NH-CH»CH3 H H H H H - H N C
005 NH-CH,-CH(OH)-CH»-N(CHpCHz)» H H H H H - H N C
006 NH-CHy-CH(OH)-CH,OH H H H H H - H N C
007 NH-(CHa)3-N(CHoCHg)z H H H - H H H C N
008 NH-(CHa)3-N(CHoCHg)z H H H H H OH H C C
009 NH-(CHs)3-NH-CH»CH3 H H H H H - H OCHy C
010 NH-CH,-CH(OH)-CHz(OH) H H H H H - H OCH; C
o11 NH-(CHj)3-N(CHyCHy OH), H H H H H - H OCH; C
012 NH-(CHa)3-N(CHyCHg)s H H CH3; H H OCH; H C C
013 NH-(CHa)3-N(CHoCHg)z H H CH; H H OH H C C
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Como pode ser visto pela Figura 3.3, independentemente da posicao de R1 em relacao ao
plano formado pelos atomos 3, 4 e 5 (Fig. 3.2), as alteracoes nos valores dos comprimentos
de ligacao sao negligenciaveis. Assim, fixamos a geometria do esqueleto e do radical R1
deixando livre somente o angulo diedral formado pelos dtomos 19, 5, 4 e 3 (Fig. 3.2).
Giramos R1 em torno do plano 3, 4 e 5 e observamos a variacao do calor de formacao para
estas varias posicoes, determinando assim a barreira de torcao desse sistema. Encontrando
o angulo que correspondia ao menor calor de formacao -aproximadamente 7° para todos os
sistemas - (Figura 3.4), a geometria era novamente deixada livre, deixando-a convergir, e

determinando assim a geometria do estado fundamental.

Figura 3.2: Plano base da molécula formado pelos dtomos 1, 2 e 3. Ao angulo diedral formado
pelos atomos 19, 5, 4 e 3 é permitido mudar enquanto que as geometrias do esqueleto e o

radical R1 sao mantidos fixos.
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Figura 3.3: Geometria otimizada a partir de diferentes posicoes iniciais em relacao ao plano

mostrado na Figura 3.2. Nota-se pelo grafico que as diferengas nos comprimentos de ligacao

entre os modelos 1 e 2 sao despreziveis.
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Figura 3.4: Relacao entre o angulo diedral e a medida do calor de formacao calculado pelo
método PM3. Como pode ser visto pelo grafico, o angulo que corresponde ao menor calor

de formacao se encontra entre 0° e 10°.

O que pudemos observar nas geometrias otimizadas pelo processo descrito anteriormente,
é que a mudanca do grupo CH pelo aza-nitrogénio no anel A provoca modificacoes no com-
primento de ligacao em torno do sitio 6. A inclusao do aza-nitrogénio na posicao 9 aumenta
os comprimentos de ligacao em N6, o que nos faz esperar uma diminui¢ao na densidade de
carga em torno desse sitio (Figuras 3.5, 3.6). A mudanca desse nitrogénio da posi¢ao 9 para a
posicao 7 por sua vez diminui os comprimentos de liga¢ao no mesmo sitio (N6), gerando um
aumento da densidade de carga. De acordo com resultados anteriores [2], essas diferengas nas
concentragoes de carga seriam indicadores da eficiéncia na atividade antitumoral. Na Figura

3.7, mostramos as gometrias otimizadas para os aza-analogos das elipicinas e olivacinas.
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(a)

(b)

(c)

Figura 3.5: Dados da geometria otimizada pelo método PM3 para dois aza andlogos e a
elipicina: (a) E01; (b) E02; (c) Elipicina. Os componentes aza andlogos estao listados
na tabela 3.1. Os valores grifados correspondem aos angulos de ligacdo e os demais aos

comprimentos de ligagao.
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(a)

H H CHs (b)

418 1.439

(c)

Figura 3.6: Dados da geometria otimizada pelo método PM3 para dois aza andlogos e a
olivacina: (a) O01; (b) O02; (c¢) Olivacina. Os componentes aza analogos estao listados
na tabela 3.1. Os valores grifados correspondem aos angulos de ligacdo e os demais aos

comprimentos de ligagao.
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(a)

(b)

Figura 3.7: Geometria otimizada a partir do método semi-empirico PM3 para dois aza
analogos: (a) olivacina O03 e (b) elipicina E03. Os valores grifados correspondem aos angulos
de ligacao e os demais aos comprimentos de ligagao. No detalhe mostramos os valores da

geometria para o radical R1.
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Para analisar a planaridade, tomamos o plano de referéncia formado pelos atomos 1, 2 e 3
(Fig. 3.2). Nesta anélise utilizamos além das elipicinas e olivacinas sintetizadas os modelos e
verificamos que as regioes que mais se afastam do plano de referéncia se encontram ao redor
do sitio 6 - onde temos um nitrogénio - e no anel onde se encontra o radical R1 (Figs. 3.8,
3.9 e 3.10). Este afastamento nas duas regioes é mais pronunciado para o grupo dos analogos
aza das elipicinas devido ao efeito estérico provocado pelo grupo metil localizado na posigao
R11 para estes compostos. Todavia, verificamos que este afastamento é pequeno, indicando
que as fases gasosa e sélida destas moléculas apresentam comprimentos e angulos de ligacao

similares.
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Figura 3.8: Distancia dos dtomos dos analogos aza das elipicinas com relagao ao plano z=0.
Nestes graficos comparamos os modelos (E01 e E02) com as elipicinas reais (E03 e E04) onde

temos a presenca do radical R1.
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Esta caracteristica entre as fases gasosa e solida foi observada ao serem comparados
os comprimentos de ligacao e o calor de formacao no caso em que os cédlculos eram feitos
considerando-se, primeiramente, as geometrias das moléculas livres e em seguida fixando-se
os esqueletos das moléculas no plano. Apesar do maior grau de liberdade no caso em que as
geometrias estavam livres, nao foram observadas diferencas significativas nos comprimentos

de ligacao entre essas geometrias e as fixadas no plano.
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Figura 3.9: Distancia dos dtomos dos analogos aza das olivacinas com relacao ao plano z=0.

As componentes dos esqueletos dessas moléculas encontram-se listadas na tabela 3.1.

Na tabela 3.2 temos um resumo dos calculos via PM3 que mostra os valores para o
Calor de Formacao, o Potencial de Ionizacao, o Momento de Dipolo e a diferenca de energia
entre HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital).

O célculo do Calor de Formacao mostra uma grande diferenca no espectro das moléculas

consideradas, indicando diferencas na sua estabilidade quimica.
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Figura 3.10: Distancia dos atomos dos analogos aza das elipicinas e olivacinas com relacao
ao plano z=0. As componentes dos esqueletos dessas moléculas encontram-se listadas na

tabela 3.1.

O Potencial de Tonizagao nos da a idéia da energia necessaria para retirar um elétron da
molécula e os resultados mostraram ser praticamente os mesmos para todas as moléculas,
independentemente de sua atividade bioldgica.

Também as transicoes eletronicas entre HOMO e LUMO sao bastante préximas para
todas as moléculas. Estes resultados estao de acordo com os obtidos para derivados das
elipicinas [2] e indicam que a atividade antitumoral e a citotoxidade nao podem ser explicadas

somente em termos da densidade eletronica molecular dos estados.
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Tabela 3.2: Sumario dos cdlculos do PM3 mostrando os valores de calor de formacao, po-
tencial de ioniza¢do, momento de dipolo e da diferenga de energia entre HOMO (highest
occupied molecular orbital) e LUMO (lowest unoccupied molecular orbital)

Molécula Calor de Form. Pot. Ioniz. Dipolo HOMO - LUMO

(keal) (eV) (Debye) (eV)
E01 68.63 8.53 3.28 7.48
E02 68.63 8.53 3.28 7.48
E03 52.72 8.26 3.29 7.26
E04 52.27 8.19 1.51 7.21
E05 1.07 8.08 1.94 7.20
E06 23.39 8.19 1.85 7.29
EO07 8.06 8.10 1.72 7.24
E08 14.89 8.06 3.28 7.25
E09 -29.71 8.06 3.64 7.23
E10 1.49 8.09 1.63 7.28
El1l 0.90 8.10 1.94 7.24
001 72.14 8.50 1.38 7.46
002 76.61 8.64 3.67 7.58
003 53.60 8.27 1.96 7.31
004 59.88 8.29 3.11 7.32
005 17.68 8.36 3.26 7.06
006 -17.64 8.47 4.56 7.36
007 54.20 8.32 1.48 7.34
008 1.79 8.09 1.65 7.26
009 16.70 8.18 1.03 7.29
010 -61.85 8.02 1.27 7.29
011 -71.69 7.98 4.17 7.24
012 8.57 8.07 1.86 7.29
013 7.98 8.07 2.03 7.68
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Um ponto interessante a ser analisado é a irrelevante correlagao entre os valores do mo-
mento de dipolo e a citotoxidade se analisamos as moléculas como um tnico conjunto. Todos
os componentes estudados nessa tese apresentavam nimero par de elétrons e de acordo com
estudos anteriores [2] o aumento do valor do momento de dipolo segue a ordem de diminui¢ao
na atividade citot6xica experimental [30]. Entretando, se para essa andlise, dividimos as 19
moléculas reais em grupos que apresentam o mesmo esqueleto, podendo haver alteracoes no
radical R1 - como os grupos mostrados nas tabelas 3.3 a 3.7 - verificamos a existéncia de uma
correlacao entre o momento de dipolo e a citotoxidade. O grupo da tabela 3.3 apresenta uma
excecao com relagao a molécula O05. Entretanto, devemos notar que, além dos valores do
momento de dipolo estarem préximos, nossos sistemas encontram-se numa situagao onde nao
ha influéncia de entes externos, enquanto que as elipicinas reais encontram-se em solucoes

de natureza complexa e que influenciam a citotoxidade e a atividade antitumoral.

Tabela 3.3: Sumario das relacoes entre o momento de dipolo e o valor da concentracao de
droga necessaria para diminuir o crescimento em 50 % (IDs)

Molécula, IDs5g Dipolo
(#kM)  (Debye)
003 0.020 1.96
004 0.100 3.11
005 0.050 3.26
006 - 4.66

Com relagao aos grupos encontrados nas tabelas 3.6 e 3.7, nao existe uma correlacao
irrelevante nesses grupos. Entretanto, se observarmos as elipicinas E10 e E11, bem como as
olivacinas O12 e 013, notamos que a regra do momento de dipolo [2] continua. Se observar-
mos a tabela 3.1 verificamos que a diferenca entre suas estrururas esta numa substituicao de
um grupo OH por um grupo OCHj3 na posicao R9. Segundo dados experimentais [28] a
presenca do grupo OH na posi¢ao 9 (E05, E10, O08 e O13) faz com que o composto apresente

atividade antitumoral e citotoxidade significativas.
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Tabela 3.4: Sumdrio das relagoes entre o momento de dipolo e o valor da concentracao de
droga necessdaria para diminuir o crescimento em 50 % (IDj)

Molécula  IDs5q Dipolo
(#kM)  (Debye)
009 0.200 1.03
010 - 1.27
O11 - 4.17

Tabela 3.5: Sumario das relacoes entre o momento de dipolo e o valor da concentracao de
droga necessdaria para diminuir o crescimento em 50 % (IDj)

Molécula IDsq  Dipolo
(M)  (Debye)
E07 0.030 1.72
E08 0.400 3.27
E09 - 3.64

Tabela 3.6: Sumario das relacoes entre o momento de dipolo e o valor da concentracao de
droga necessaria para diminuir o crescimento em 50 % (IDjp)

Molécula, IDs5g Dipolo
(uM) _ (Debye)
EO03 0.007 3.29

E04 - 1.51
E05 0.020 1.94
E10 2.03

El1 0.020 1.94
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Tabela 3.7: Sumdrio das relagoes entre o momento de dipolo e o valor da concentracao de
droga necessdaria para diminuir o crescimento em 50 % (IDj)

Molécula  IDs5q Dipolo
(uM)  (Debye)

007 - 1.48
008 0.030 1.65
012 1.86

013 0.200  1.63

Uma outra andlise feita neste trabalho foi a relacao entre o potencial eletrostatico e a
atividade antitumoral. Segundo resultados anteriores [2] a densidade de carga em determi-
nados sitios estd aparentemente relacionada com a atividade bioldgica.

Assumimos 4 grupos (tabelas 3.8 - 3.11). Ao estudarmos estes grupos procuramos veri-
ficar se a relagdo densidade de carga-atividade biolégica, também era valida para esses
novos grupos de analogos aza das elipicinas e olivacinas. Segundo estudos anteriores, a pre-
senca de uma alta densidade de carga nos sitios N2 e C7, combinada com altos valores do
indice de afinidade aparente (K,,,), parece indicar uma molécula com atividade antitumoral
eficiente, enquanto que uma alta densidade de carga no sitio N6 parece proporcionar atividade
citot6xica baixa [30]. Por exemplo, a 7-hidroxielipicina exibe nenhuma atividade antitumoral
experimental [1] e uma alta densidade no sitio N6. Por outro lado, a 9-hidroxielipicina possue
uma alta densidade de carga no sitio N2, apresentando atividade antitumoral e citotoxidade
altas. O que queriamos verificar era se a presenca de concentracoes nesses sitios continuava
discriminando as moléculas ativas (com atividade antitumoral eficiente) ou inativas (sem

atividade antitumoral).
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Tabela 3.8: Informacao estrutural das olivacinas estudadas.

Molécula R1 R3 R4 R6 R7 R8 R9 RIL X Y
001 H H H H H H - H N C
002 H H H H - H H H C N
003 NH-(CHa)3-N(CH2CHs)» H H H H H - H N C
004 NH-(CHs)3-NH-CH,CHj H H H H H - H N C
005 NH-CHy-CH(OH)-CHy-N(CHyCHz) H H H H H - H N C
006 NH-CH,-CH(OH)-CH,OH H H H H H - H N C
007 NH-(CHa)3-N(CH2CHs)» H H H - H H H C N

Tabela 3.9: Informacao estrutural das elipicinas estudadas.

Molécula R1 R3 R4 R6 R7 R8 R9 RIl X Y
E06 H H H H H H OCH3 CH3 C C
EO07 NH-(CH3)3-N(CHyCH3)s H H H H H OCH3 CH; C C
E08 NH-(CHa)3-NH-CH>CH3 H H H H H OCH3; CH; C C
E09 NH-CHy-CH(OH)-CH»-N(CH2CHz)» H H H H H OCHy CHz3 C C

Tabela 3.10: Informacao estrutural das elipicinas estudadas.

Molécula R1 R3 R4 R6 R7 R8 R9 RIl X Y
E01 H H H H H H - CHy3 N C
E02 H H H H - H H CHy C N
E03 NH-(CH»)3-N(CH2CHz) H H H H H - CHy N C
£04 NH-(CH3)3-N(CH2CH3) H H H - H H CHz C N

Entretanto, como ja demonstramos anteriormente nas Figuras (3.8 - 3.10), nossas molécu-
las, apesar de apresentarem um esqueleto praticamente planar, nao possuem um tunico plano
na direcao z que correspondesse ao plano de toda a molécula - devido ao radical R1.

Para calcular as curvas equipotenciais de densidade de carga (Q/R) das moléculas, de-

senvolvemos um programa na linguagem FORTRAN, o qual apresenta a opcao de “cortar”
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Tabela 3.11: Informacao estrutural das olivacinas estudadas.

Molécula R1 R3 R4 R6 R7 R8 R9  RIL X Y
008 NH-(CHp)s-N(CHpCHz) H H H H H  OH H C C
009 NH-(CHp)3-NH-CH,CHs H H H H H - H OCH3 C
012 NH-(CHy)3-N(CH2CHz), H H CHy H H OCH3 H C C
013 NH-(CHy)3-N(CH2CHz), H H CHy H H  OH H N C
E05 NH-(CHp)3-N(CHpCHs) H H H H H OH CHs C C
E10 NH-(CHy)3-N(CHpCHs), H H CH3 H H OCHs CHs C C
Ell NH-(CHy)3-N(CHoCHz) H H CH3 H H OH CHj C C

as moléculas em varios planos perpendiculares a direcao z, o que solucionava o problema da
nao planaridade devido ao radical R1.

Nas Figuras 3.11 e 3.12 podemos ver algumas dessas curvas para moléculas ativas e ina-
tivas. Entretanto podemos observar que, a medida que os sistemas vao se tornando mais
complexos, fica muito dificil distinguir visualmente as concentracoes nos sitios. Sabiamos
também que estas curvas eram projecoes de cortes a alturas diferentes no plano z sobre o
plano contendo os atomos do esqueleto. Sendo assim, diferentes projecoes poderiam vir a
gerar respostas que nao poderiam ser diretamente comparadas.

O que passamos a considerar como objeto de andlise e comparagao foi o alcance maximo
dos potenciais de referéncia na direcao do plano z. Por alcance maximo do potencial de re-
feréncia entenda-se a distancia méxima ao plano perpendicular a molécula (plano z) em que
um determinado potencial (potencial de referéncia) é observado. Verificamos que podiamos

relacionar este alcance com a densidade de cargas nos sitios das moléculas.
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O primeiro grupo a ser estudado estd listado na tabela 3.8. Observando as Figuras
3.13 e 3.14 notamos que a diferenca entre as concentracoes nos sitios N2 e N6 é similar para
moléculas ativas e inativas; portanto nao expressiva para se afirmar se estes dois sitios seriam
os caracterizadores da atividade antitumoral.

Il Sitio 2

[ sitio 6
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10

0,05

Alcance maximo do potencial de referéncia (A)

0,00 L
003 008 004 005 006 007

Moléculas

Figura 3.13: Valores das concentracoes de carga nos sitios 2 e 6 para o primeiro grupo de

aza-olivacinas (vide tabela 3.8).

B Sitio 2
[ sitio 6

(A)

0,4

0,3

0,2

0,14

Alcance maximo do potencial de referéncia

0 L
008 E05 009 013 E11 O12 E10

Moléculas

Figura 3.14: Valores das concentracoes de carga nos sitios 2 e 6 para o terceiro grupo de

aza-analogos (vide tabela 3.11).

20



Pela tabela 3.8 vemos que o grupo AZA das olivacinas apresenta um nitrogénio “exce-
dente” na posigao X (ou Y). Procuramos entao observar o comportamento das concen-
tracoes nestes sitios. O resultado deste estudo pode ser observado pela figura 3.15. A partir
dele podemos concluir que para o primeiro grupo a atividade antitumoral esta relacionada
também com uma grande concentracao no sitio 9. Por outro lado, ao observarmos uma
molécula que nao apresenta atividade antitumoral, nota-se uma mudanca significativa na

concentracao do sitio 7.

Il sitio 7
[ Sitio9

0,30

0,25 +

0,20

0,15+

0,10+

0,05 +

Alcance maximo do potencial de referéncia (A)

0,00 - P
001 003 004 005 002 007

Moléculas

Figura 3.15: Valores das concentragoes de carga nos sitios 7 e 9 para o primeiro grupo de

aza-olivacinas (vide tabela 3.8).
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Todavia, essas mudancas nas concentracoes dos sitios 7 e 9 poderiam ser uma carac-
teristica particular do primeiro grupo observado, ja que temos uma troca do aza-nitrogénio
da posicao 7 para a posicao 9 no anel A.

Para confirmar nossas conclusoes, analisamos um segundo grupo de analogos aza das
elipicinas (tabela 3.9). Observa-se pela Figura 3.16 que temos novamente maiores concen-
tracoes de carga no sitio 9 para moléculas com atividade antitumoral. No caso da inativa,

encontramos uma igualdade de concentragoes de cargas entre os sitios 7 e 9.

Il Sito 7
[ Sitio 9

0,30

0,25

0,20

0,15 1

0,10

0,05

Alcance maximo do potencial de referéncia (A)

0,00

EO6  EO7  E08  EO09
Moléculas

Figura 3.16: Valores das concentragoes de carga nos sitios 7 e 9 para o primeiro grupo de

aza-elipicinas (vide tabela 3.9).
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Um terceiro grupo de andlogos aza das elipicinas é listado na tabela 3.10. Novamente
observam-se pela Figura 3.17 um aumento de carga no sitio 9 no caso das moléculas ativas

e no caso das inativas a concentracao de carga é maior no sitio 7.

Il Sitio 7
[ Sitio 9

< 0,30

0,25

Alcance maximo do potencial de referéncia (

EO1 EO03 EO2 E04
Moléculas

Figura 3.17: Valores das concentracoes de carga nos sitios 7 e 9 para o segundo grupo de

aza-elipicinas (vide tabela 3.10).
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Como 1ltimo grupo, estudamos os andlogos aza relacionados na tabela 3.11. Na Figura
3.18 apresentamos os resultados. Destacamos que neste grupo E10 e E11, foram os dois
componentes cuja determinacao dos sitios ativos se tornou mais complicada devido a com-

plexidade de seu esqueleto, como pode ser verificado na tabela 3.11.

Il Sitio 7
[ sitio9

0,30

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

Alcance maximo do potencial de referéncia (A)

0,00 - t ' + t L
008 EO5 009 013 012

Moléculas

Figura 3.18: Valores das concentracoes de carga nos sitios 7 e 9 para o terceiro grupo de

aza-analogos (vide tabela 3.11).
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Com este estudo, podemos concluir que os sitios 2 e 6 nao se apresentam mais para
os compostos como determinantes da presenca ou nao da atividade antitumoral. Agora
encontramos outros sitios (7 e 9) que apresentam caracteristicas mais importantes para a

determinacao da atividade antitumoral.
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Capitulo 4

ESTUDO ESPECTROSCOPICO E DAS
TRANSICOES ELETRONICAS DAS ELIPICINAS

Os processos eletronicos envolvidos na atividade da droga em meio biolégico dependem
também da energia necessaria para produzir as transicoes eletronicas e da probabilidade de
ocorréncia dessas transicoes [32]. Para investigar estes parametros, determinamos o espectro
de absorcao otica das moléculas neutras e as comparamos com os dados experimentais que
possuiamos. No entanto, é necessario incluir a correlacao eletronica nesses calculos para des-
crever o espectro de absorcao das moléculas e depois comparé-las com os valores experimen-
tais, pois a aproximagao Hartree-Fock pura (usada no método PM3) superestima a separagao
em energia entre os estados ocupados e desocupados e, consequentemente, as energias das
excitagoes Gticas[32]. Por isso, empregamos um método que inclui a correlacao eletronica
por meio de interacao de configuragoes, o método ZINDO/S-CI, com parametrizagao es-
pectroscépica, desenvolvido por Edwards e Zerner [8]. Para simular os espectros, as linhas
espectrais obtidas foram alargadas utilizando envoltorias gaussianas com largura entre 0.1
para os sistemas neutros e 0.03 eV para os ions, para facilitar a visualizagao dos picos mais
intensos.

Ao otimizarmos os sistemas ionizados, verificamos que o calor de formagao dos anions é
sistematicamente mais baixo que o das moléculas neutras, indicando que todas sao aceita-
doras de elétrons, com ganhos de energia de cerca de 1,7 eV. A variacao de energia devida

a formagao de cdtions é muito grande (7,2 eV), indicando que as elipicinas estudadas nao
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Tabela 4.1: Variagao de energia por captura ou perda eletronica para os derivados aza das
elipicinas e olivacinas.

Calor de Form. Calor de Form. Variagao de energia Calor de Form.  Variagao de energia
Molécula  moléculas neutras anions por captura eletrénica cations por perda eletrénica

(Kcal/mol) (Kcal/mol) (eV) (Kcal/mol) (eV)
E03 52,72 12,15 -1,76 214,60 7,02
E04 52,27 12,01 1,76 211,87 6,37
E05 1,07 -37,81 -1,69 161,33 6,95
E07 8,06 29,63 1,63 170,95 7,06
E08 14,89 -21,64 -1,58 176,68 7,02
E09 29,71 67,27 1,63 122,11 6,58
E10 1,49 -30,16 -1,65 167,41 6,91
E1l 0,90 -37,73 -1,67 - -
001 72,14 36,97 1,59 253,60 7,08
003 53,60 14,54 -1,69 288,10 7,57
004 59,88 20,39 1,71 226,01 7,20
005 17,68 -23,31 -1,78 - -
006 17,64 -60,20 1,84 - -
007 54,20 14,99 -1,70 230,39 7,64
008 1,79 -35,32 1,61 175,55 7,53
009 16,70 21,32 -1,65 181,36 7,14
010 -61,85 -96,69 -1,51 - -
011 71,69 -107,96 1,57 - -
012 8,57 -27,87 -1,58 182,24 7,53
013 7,98 -35,45 -1,60 175,30 7,54

devem ser doadoras de elétrons (tabela 4.1). Em algumas moléculas nao foi possivel calcular
essas energias. Isso se deve as proprias limitagoes do programa em calcular as geometrias
dos sistemas carregados.
Apresentamos na Figura 4.1 os espectros de absor¢ao experimentais - obtidos em solugao
- para um grupo de aza analogos das elipicinas sintetizados dentre os quais encontramos duas
aza olivacinas (O01 e O03) estudadas nesse trabalho.
Na Figura 4.2 temos as simulacoes dos espectros de absorcao das aza olivacinas O01 e
003 de camada fechada. Observamos que os valores obtidos através das simulagoes apresen-

tam boa concordancia com os espectros experimentais de absorcao otica.
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Figura 4.1: Espectros de absorcao ética experimentais para moléculas neutras. Nesta figura

PZE corresponde ao analogo aza da olivacina O03 e o composto numerado por 3 corresponde

ao analogo aza OO01.

001

003

Forca do Oscilador (unid.arb.)

Energia (eV)

Figura 4.2: Simulacao dos espectros de absorcao 6tica para as moléculas O03 e OO01.
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Figura 4.3: Simulacao dos espectros de absorcao dtica para as moléculas O03, 004, 005,

006 e O07 de camada fechada.

Primeira Transicao Segunda Transicao
molécula | Energia | Forga do Principais Energia | Forca do Principais
(neutra) (eV) Oscilador Contribuigoes (eV) Oscilador Contribuicoes
0,90 H — L) 0,60)| H—1— L)
003 4,16 0,01 0,73 H— L +1) 5,02 0,68 -0,43| H — L+ 1)
0,55| H—1— L)
0,90 H — L) 0,60)| H—1— L)
004 4,17 0,02 0,73 H— L +1) 5,02 0,69 0,43 H—1— L+1)
0,55| H—1— L)
0,89 H — L) 0,62 H—1— L)
005 4,18 0,02 -0,73| H - L+ 1) 5,02 0,79 0,44/ H—1—L+1)
-0,56| H —1 — L)
0,91 H — L) 0,74 H—1— L)
006 4,01 0,05 -0,77| H - L+ 1) 4,76 1,41 051 H—1—L+1)
0,50 H—1— L)
-0,86| H — L) 0,700 H—1— L)
007 4,23 0,05 -0,86| H — L + 1) 4,96 1,77 0,52 H—1—L+1)
-0,54| H—1— L)

Tabela 4.2: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas O03, O04, 005, O06 e O07.

Para o grupo aza das olivacinas neutras das Figuras 4.3 e 4.5 e para as aza elipicinas
neutras da Figura 4.4 observamos que os espectros sao semelhantes apresentando o limiar

de absorcao em torno de 4.09 eV e o pico de absor¢ao maxima na regiao de 4.89 eV.
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Figura 4.4: Simulacao dos espectros de absor¢ao ética para as moléculas E03, E04, E05 e

E08 de camada fechada.

Primeira Transigao Segunda Transicao
molécula | Energia | Forga do Principais Energia | Forca do Principais
(neutra) (eV) Oscilador Contribuiges (eV) Oscilador Contribuigbes
0,91| H — L) 0,56| H—1— L)
E03 4,07 0,05 0,77/ H — L + 1) 4,96 0,97 0,39 H—1—L+1)
-0,53| H—1— L)
0,91 H — L) 061 [H—1— L)
E04 4,06 0,09 -0,72| H — L +1) 4,83 1,25 0,42l H—1— L+1)
0,51 H—1— L)
-0,90| H — L) 0,60)| H—1— L)
E05 3,99 0,07 -0,771 H —- L 4+ 1) 4,81 1,14 0,48 H—1—L+1)
0,51 H—1— L)
0,88 H — L) 20,60 H — 1 > L)
E08 4,04 0,06 0,77/ H - L+ 1) 4,82 1,24 049 H—1— L+1)
-0,52| H—1— L)

Tabela 4.3: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas E03, E04, E05 e EO0S.
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Figura 4.5: Simulacao dos espectros de absorcao ética para as moléculas O08, 009, O10 e

013 de camada fechada.

Primeira Transi¢iao Segunda Transicao
molécula | Energia | Forca do Principais Energia | Forca do Principais
(neutra) (eV) Oscilador Contribuigoes (eV) Oscilador Contribuicoes
0,87 H — L) 060 H—1— L)
008 4,06 0,03 0,74| H — L + 1) 4,86 1,40 0,53 H—1— L+1)
0,55 H — 1 — L)
0,85 H — L) 065 H—1— L)
009 4,08 0,01 0,73| H — L + 1) 4,86 1,40 0,55| H—1— L+1)
0,57 H — 1 — L)
0,83 H — L) 0,59 H—1—> L)
010 4,09 0,02 0,73 H = L +1) 4,88 1,32 052/ H—1— L+1)
0,55/ H —1— L)
0,87 H — L) 0,61|H—1— L)
013 4,05 0,02 0,75| H — L + 1) 4,84 1,28 0,50| H—1— L+1)
0,53 H— 1 — L)

Tabela 4.4: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas O08, O09, O10 e O13.

Podemos observar também que os valores das energias no limiar e nos picos mais intensos

sao maiores para os analogos aza das olivacinas do que para os analogos aza das elipicinas.
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O peso das principais contribuicoes eletronicas para a primeira transicao e para a tran-
sicao mais forte, para os andlogos aza neutros é dado pelas tabelas 4.2 a 4.4. A notacao
utilizada, | A — B) indica uma nova configuragdo formada a partir da configuragdo do
estado fundamental, retirando um elétron do orbital molecular A e colocando no orbital B.
Para o limiar de absorcao, a configuragao | H — L) é dominante além da presenca de duas
configuragoes simétricas | H — L+ 1) e | H — 1 — L) para todas as moléculas. Para o pico
maximo de transicdo a maior contribui¢do ocorre para a configuragdo | H — 1 — L), em
todas as moléculas.

Para o caso dos sistemas ionizados por captura de um elétron, o limiar de absorcao cai
para valores de 3,05 eV. Entretanto, observa-se um deslocamento dos picos mais intensos
para energias mais altas, em torno de 4,92 eV (Figuras 4.6, 4.7 e 4.8 ). As contribuigdes
dominantes para o limiar de absorcao e para o pico mais forte para o espectro de absorgao
sao respectivamente | H — 1 — H), para a maioria das moléculas com excegao das elipicinas
E03, EO8 e a olivacina O10. Para o pico mais forte nao temos um padrao bem estabelecido
(tabelas 4.5, 4.6 e 4.7).

No caso dos andlogos aza carregados positivamente, temos um deslocamento tanto do
limiar de absor¢ao quanto do pico mais intenso para energias mais baixas se comparadas
com as moléculas neutras (1,01 eV e 4,41 eV, respectivamente) como pode ser observado nas
tabelas 4.8, 4.9 e 4.10 e Figuras 4.9, 4.10 e 4.11. As contribuicoes dominantes para o limiar
de absor¢ao sao | H —2 - H), | H —1 — H) e | H—3 — H). Para os picos mais inten-
sos nao encontramos um padrao bem estabelecido (tabelas 4.8 a 4.10 e Figuras 4.9 a 4.11).
Observamos também neste grupo duas elipicinas (E04 e E05) que apresentam os picos mais
intensos em energias bem mais baixas que os demais analogos. Nao encontramos nenhuma
caracteristica especial em suas geometrias que justificasse esse comportamento diferenciado.

Estes resultados mostram que nestes analogos aza das elipicinas e olivacinas nao se ver-
ifica correlacao entre os valores das energias de transicao, ou entre as configuracoes que

contribuem para essas transicoes e a atividade biolégica.
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Figura 4.6: Simulagao dos espectros de absorcao otica para as moléculas O03, 004, 005,

006 e O07 ionizadas (carga = -1).

Primeira Transi¢ao Segunda Transicao
molécula Energia | Forca do Principais Energia | Forca do Principais
(carga = -1) (eV) Oscilador Contribuigoes (eV) Oscilador Contribuigoes
0,81 H —1 — H) 0,47 H—2 — L)
003 2,36 0,16 0,46| H — L) 5,41 0,62 -0,41| H—2 — L)
-0,45| H—1— L)
004 3,08 0,05 -0,76| H — 1 — H) 5,37 0,60 0,39 H—2 > L+1)
0,45| H—1— L)
005 3,08 0,08 -0,77)| H — 1 — H) 5,38 0,59 0,39 H—2 > L+1)
0,72 H—2— L+1)
006 2,90 0,08 -0,77)| H — 1 — H) 4,89 0,29 0,62 H—2—L+1)
007 3,27 0,09 -0,66| H— 1 — H) 4,10 0,32 061 H—1—L+2)

Tabela 4.5: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas 003, 004, 005, O06 e O07 negativamente carregadas (carga = -1).
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Figura 4.7: Simulagao dos espectros de absorcao 6tica para as moléculas E03, E04, E05 e

E08 ionizadas (carga = -1).

Primeira Transi¢ao Segunda Transigao
molécula Energia | Forca do Principais Energia | Forca do Principais
(carga = -1) (eV) Oscilador Contribuigbes (eV) Oscilador Contribuigbes
0,91 H — L) 0,656 H—1— L)
E03 3,01 0,09 0,77 H - L+ 1) 3,67 0,23 0,39 H—1—L+1)

-0,53| H—1— L)

061|H—1— L)

E04 3,14 0,09 0,71 H—1—H) | 385 0,39 042 H—1— L+1)

E05 2,92 0,08 0,62 H—1—H) | 526 0,41 0,53 H—1— L+3)
0,88 H — L) 060 H—1—1L)

E08 2,89 0,07 0,77| H — L + 1) 5,24 0,56 049 H—1— L+1)

-0,52| H—1— L)

Tabela 4.6: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas E03, E04, E05 e E08 negativamente carregadas (carga = -1).
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Figura 4.8: Simulacao dos espectros de absorcao ética para as moléculas O08, 009, O10 e

O13 ionizadas (carga = -1).

Primeira Transi¢ao Segunda Transigao
molécula Energia | Forca do Principais Energia | Forca do Principais
(carga = -1) (eV) Oscilador Contribuigbes (eV) Oscilador Contribuigbes
008 2,96 0,08 0,61l H—-1— H) 5,28 0,46 -0,53| H—2— L)
0562 H—1—>L+3)
009 2,94 0,07 0,68| H—1— H) 5,34 0,51 -0,43| H—-1— L)
0,42| H—-1— L)
010 2,97 0,07 -0,67| H -3 — H) 5,29 0,67 -0,44| H—-1— L+3)
0,63 H—1 — H) 0,489 H —2 — L)
013 2,95 0,07 0,47 H -1 — H) 5,27 0,45 0,483 H—2 — L)

0,50 H—1— L)

Tabela 4.7: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas 008, 009, O10 e O13 negativamente carregadas (carga = -1).
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Figura 4.9: Simulacao dos espectros de absorcao dtica para as moléculas O03, 004, 005,

006 e O07 ionizadas (carga = +1).

Primeira Transi¢cao Segunda Transigcao
molécula Energia | Forca do Principais Energia | Forca do Principais
(carga = +1) (eV) Oscilador Contribuigbes (eV) Oscilador Contribuigbes

003 1,10 0,04 0,93| H—-2— H) 3,87 0,39 -0,70| H —2 —» L)
004 0,99 0,01 -0,76| H — 1 — H) 4,04 0,38 -0,79 H -1 — L)

0,73| H —2 — L)
005 0,96 0,02 -0,93| H—-2— H) 4,03 0,42 0,43| H -2 — L)
006 0,95 0,01 -0,89| H—-1— H) 4,04 0,44 -0,83| H—1— L)

0,85 H — 3 — H)
007 1,12 0,01 0,44| H — 2 — H) 4,15 0,35 0,85| H — 3 — L)

Tabela 4.8: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas 003, 004, 005, O06 e O07 positivamente carregadas (carga = +1).
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Figura 4.10: Simulacao dos espectros de absorcao o6tica para as moléculas E03, E04, E05 e

E08 ionizadas (carga = +1).

Primeira Transi¢ao Segunda Transicao
molécula Energia | Forca do Principais Energia | Forca do Principais
(carga = +1)) (eV) Oscilador Contribuigbes (eV) Oscilador Contribuigbes

0,791 H —2 — L)

E03 1,05 0,02 -0,94| H -2 — H) 4,07 0,44 0,51 H—2— L)

E04 1,27 0,02 0,92| H—-3— H) 1,93 0,90 0,90| H -2 — H)
0,83 H — 3 — H) 0,79] H — 2 — H)

E05 1,06 0,02 0,49| H —2 — H) 1,48 0,24 0,49| H —3 — H)
-0,76] H — 2 — H) 0,68 H—1— L)

E08 1,00 0,02 -0,60| H—1— H) 4,73 0,31 -0,48| H—2 — L)

Tabela 4.9: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas E03, E04, E05 e E08 positivamente carregadas (carga = +1).
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Figura 4.11: Simulagao dos espectros de absorcao dtica para as moléculas O08, O09, O10 e

O13 ionizadas (carga = +1).

Primeira Transi¢ao Segunda Transigcao
molécula Energia | Forca do Principais Energia | Forca do Principais
(carga = +1) (eV) Oscilador Contribuigbes (eV) Oscilador Contribuigbes
080 H—3 — H) 0,60 H—3 = L)
008 0,96 0,02 0,52| H—-1— H) 4,62 0,32 -0,55| H -3 — L+1)

060 H—1—L+2)
009 0,87 0,02 0,80] H — L +1) 4,82 0,26 0,55| H—1— L)
0,53 H—1— H)

051 H—2— L)
010 0,89 0,02 0,71 H—-2— H) | 507 0,37 0,39 H—1— L+1)
-0,64| H — 1 — H)

0,72 H—3— H) 049 H —3 > L)
013 0,92 0,03 0,62| H—1— H) 5,09 0,32 0,39 H—3— L +1)

Tabela 4.10: Transicoes eletronicas, energias, forca do oscilador e principais configuracoes
para as moléculas 008, 009, O10 e O13 positivamente carregadas (carga = +1).
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Capitulo 5

Conclusoes

Neste trabalho estudamos 19 analogos aza das elipicinas e olivacinas pertencentes a um
grupo cujos indices de citotoxidade e atividade antitumoral apresentam diferentes niveis.

As principais caracteristicas desse novo grupos sao a presenca de um aza-nitrogénio num
dos anéis heterociclicos e da inclusao de uma nova cadeia lateral na posicao R1.

Na ausencia de dados experimentais sobre a geometria desse compostos, utilizamos
métodos semi-empiricos de quimica quantica - PM3 - para gerar dados referentes aos compri-
mentos e angulos de ligacao, bem como certos indices eletronicos necessdrios para a andlise
desses compostos. Para determinar os espectros de absorcao oOtica e a energia necessaria
para produzir essas transicoes eletronicas, utilizamos o método semi-empirico de quimica
quantica ZINDO/S-CI.

Nossa primeira andlise foi com respeito as possiveis mudancas conformacionais causadas
pela presenca do aza-nitrogénio e da cadeia lateral. Apos essa analise concluimos que a
inclusao da cadeia lateral na estrutura desses compostos provoca alteracoes na planaridade
dessas moléculas principalmente no anel onde se encontra o radical R1. Esse efeito é mais
pronunciado para os aza-analogos das elipicinas do que nos andlogos das olivacinas devido
ao efeito estérico provocado pela presenca de um metil na posicao R11. Entretanto, verifi-
camos que esta nao planaridade nao afeta outras propriedades das moléculas (como o seu
calor de formagao). Podemos entao concluir que esta geometria pode ser tratada como uma

geometria planar.
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Verificamos também que a presenca do novo aza-nitrogénio provoca modificagoes nos com-
primentos de ligacao em torno do nitrogénio N6. A inclusao do aza-nitrogénio na posicao 9
aumenta os comprimentos de ligagao em N6, gerando uma diminui¢ao da densidade de carga
neste sitio. A mudanca desse nitrogénio da posi¢ao 9 para a posi¢ao 7 por sua vez diminui os
comprimentos de ligagdo no mesmo sitio (N6) gerando um aumento da densidade de carga.
Estudos anteriores mostram que o aumento e a diminuicao das concentracoes de carga nesse
sitio estao relacionados com a eficiéncia na atividade antitumoral.

Apoés a andlise da geometria, voltamos nossa atencao ao indices eletronicos como calor de
formacao, potencial de ionizacao, diferenca entre as energias HOMO e LUMO e o momento
de dipolo. Com relacao aos trés primeiros, verificamos que a partir deles nao sao fornecidas
as informagbes necessarias para distinguirmos entre as moléculas ativas (com atividade an-
titumoral eficiente) e inativas (sem atividade antitumoral).

Ja com relacao ao momento de dipolo, verificamos que analisando os 19 compostos como
um unico conjunto nao sao encontradas correlagoes entre a citotoxidade e o momento de
dipolo. Entretanto, se dividimos os compostos em subgrupos com esqueletos semelhantes,
conseguimos estabelecer correlacoes que podem diferenciar as moléculas ativas das inativas.

Outro indice eletronico analisado foi a concentracao de carga em determinados sitios,
analisada através das curvas de potencial eletrostatico.

Para o grupo estudado concluiu-se que as concentracoes de cargas no sitio 7 implicariam
na auséncia de atividade antitumoral e as concentracoes de cargas no sitio 9 implicariam
numa atividade antitumoral eficiente. Essas respostas nos levam a concluir que nao sé a
presenca do aza-nitrogénio como a nova cadeia lateral modificam as concentracoes de carga.
No entanto, esse novo resultado nao constitui uma incoeréncia com os anteriores pois ja se
conhecia a importancia desses dois sitios (7 e 9) na determinagdo de compostos ativos e
inativos como é o caso da 9-hidroxielipicina (9-OH-E: ativa) e da 7-hidroxielipicina (7-OH-E:
inativa).

Como ultima andlise, procuramos estudar os espectros de absorcao no UV-visivel dos
compostos. Concluimos que do ponto de vista das transi¢oes eletronicas, nao é possivel dis-

tinguir as drogas ativas das inativas.
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O estudo desses compostos nos leva a concluir portanto, que os aspectos conformacionais
sao fatores essenciais na alteracao dos indices eletronicos, pois como verificado, a inclusao
de novas cadeias e novos componentes ao esqueleto das elipicinas mantiveram as correlacoes
entre momento de dipolo e citotoxidade (para grupos que apresentam mesmo esqueleto),
mas modificaram as concentracoes de carga em torno de determinados sitios do esqueleto.

Todavia, novamente ficou evidenciada a possibilidade da utilizacao de dados sobre a
relagao estrutura-atividade como um processo auxiliar no desenvolvimento de novas drogas

mais ativas e mais seletivas.
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Producao Cientifica

O presente trabalho resultou na apresentacao de resultados em congressos cientificos

e na submissao de um artigo em revista especializada:

1 Congressos:

(a) Investigacao da geometria de moléculas anticancerigenas e algumas de suas
propriedades eletronicas. A.C.M.Carvalho e B.Laks. Resumos do X Simpésio Bra-
sileiro de Quimica Tedrica (1999), Caxambu - MG.

(b) Investigacao da geometria de andlogos aza elipicinas e algumas de suas
propriedades eletronicas. A.C.M.Carvalho e B.Laks. Resumos do XXII Encontro
Nacional de Fisica da Matéria Condensada (1999), Sao Lourenco - MG.

2 Trabalhos:

(a) Investigation of geometry and some electronic properties of AZA ana-
logues of the ellipticine and olivacine derivatives. A.C.M.Carvalho, B.Laks.

J.Mol.Struct. (THEOCHEM). (submetido e aceito para publicacao)
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Apeéndice A

Aproximacao de Born Oppenheimer

e Método Hartree-Fock

Para resolver a equacao (1.4) do capitulo 1, no caso em que o termo de energia cinética

dos nicleos estd presente, supomos a solucao (1.6):

1 V2 ZaZ
Htotal¢elX: {_izﬁfl + Z ﬁ} [¢el><] +
A

A A>B T'AB

p  p<q ' pq

{—%i%—;z%‘+zi}[¢% (A1)

onde ¢ = ¢°1(1,2,...,75;1,2,...,m) e x = x(1,2,...,7rx). Observe que podemos associar

ao ultimo termo da equacao A.1 entre chaves a energia eletronica . Assim:

ola, e 1 VZ Z (&
gt = { gy The 3 Dl gy (A2)
A MA - asp TAB
Considerando que na equagao (A.2):
Htotal ¢elX — ETotal qselX, (A3)
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desenvolvendo o primeiro termo da direita da equagio (A.2) e desprezando alguns termos,

ficamos com uma equacao de Schrodinger que envolve apenas as coordenadas dos nucleos:
Z Total
—=Y 2+ ) =4 x=E"". (A.4)

Counsiderando:

Zalp -

—— +e=H, (A.5)
A>B "AB

ou seja, a interacao niucleo-nticleo sendo blindada pela nuvem de carga eletronica em torno

de nicleo, temos:

Z&—FFI X:Etole- (AG)

Portanto, (A.6) atua como a equagao de Schrédinger efetiva para o movimento nuclear.

Todo procedimento exposto, inclusive o fato de desconsiderarmos o termo que desacopla
os movimentos eletronico e nuclear, é denominado aproximacao adiabatica. Em nossos
calculos, utilizamos uma aproximacao mais simples: a aproximacao de Born-Oppenheimer.
Nesta consideramos os nucleos “congelados” em suas posicoes. Assim, nao temos o termo
de energia cinética e nem problemas com o termo que desacopla os movimentos eletronico e
nuclear.

Voltando agora ao problema eletronico, temos a seguinte equacao de autovalores para

resolver:
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HY1,2,...,n)¢%(1,2,...,n) = e¢?(1,2, ... n) (A7)

p A p T p<qTrg

{—%ivz—zz 2y }dfl = (A9

Observamos que, se fosse possivel eliminar o termo de repulsao eletronica da equacao

(A.8), esta seria separdavel em n equagoes diferenciais idénticas a dos dtomos hidrogendides:
1 el el
Z ZZ 65! (p) = it (n), (A.9)
P
sendo a energia eletronica total escrita como:
n
e=) & (A.10)
i
e a funcao eletronica de n elétrons:

A(1,2,...,n) = p1(1)pa(2) ... on(n). (A.11)

Neste caso, cada elétron se moveria em volta do ntcleo, ignorando totalmente a presenca
do outro. Esta é a outra aproximacao na qual nossa funcao eletronica de n elétrons agora é
escrita como a combinagao de varias funcoes de apenas um elétron.

Cada funcao ¢; é chamada orbital molecular e o produto destas func¢oes é conhecido como

produto Hartree. Escrevendo nossa funcao de onda de n elétrons dessa maneira podemos

dividir o operados H em H operadores, resolvendo nossa equagao pelo método de sepa-

racao de variaveis. Uma caracteristica muito importande das funcoes de onda de muitos
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elétrons, a qual ainda nao foi discutida se concentra na sua anti-simetria sobre trocas de
elétrons entre os orbitais. Sendo os elétrons férmions a propriedade anti-simétrica é apro-
priada levando-nos naturalmente ao Principio de Exclusao de Pauli na teoria de orbitais.
Segundo este principio, dois elétrons nao podem ocupar um mesmo orbital estando com o

mesmo spin. A nossa funcao de onda para 2 elétrons seria:

$(1,2) = e1(D)a(1)@1(2)8(2) — p1(2)a(2)1(1)5(1) (A.12)

sendo:
e ¢; = orbital molecular
e « ¢ [ = funcgoes de spin

Para o caso de muitos elétrons, uma forma simplificada de escrever nossa funcao de onda

é através do determinante de Slater:

$(1,2,...,n) = A (A.13)

©1(2n)a(2n) e . oo on(2n)5(2n)

onde o indice da linha corresponde ao indice do elétron e o indice da coluna corresponde ao
indice do orbital.

Note que o determinante de Slater nao é a solucao do problema. Ele é simplesmente uma
funcao de onda orbital a qual satisfaz o principio de anti-simetria dos elétrons. Voltando
ao problema da solucao da equacao de Schrodinger, vamos encontrar o valor esperado da

energia:
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(@ | H | ¢). (A.14)

O H¢ descrito pela equacao (1.5) pode ser dividido em duas partes:

Hel:—%fvﬁ—zzé+zi. (A.15)

I3 A p TAp  p<qTpg
N g ! ,
H1 H2
Assim, temos:
_ ' _ 12 z
Hi= Y,H"(p)= —5V,—Xa;l (A.16)
_ 1 ’
H2 - Ep<q EJ

onde H; é constituido por operadores de um elétron e H, depende de pares de elétrons. H™
¢ o operador hamiltoniano onde encontra-se o termo de interacao coulombiana dos elétrons
com os nucleos.

Calculando o valor esperado da energia:

(@ | H | ¢') = (¢! | Hy | ¢) + (¢ | Ha | ¢ (A17)

i

sendo:
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Hy = / : (1) H™g;(1)dr (A.19)

3y = [ [ 6:0652)= 6.0 @)dndr, (A.20)

Ky = [ [ 610652)-= 65062 (A.21)

As somas sobre i e j sao efetuadas sobre as orbitais espaciais, ¢;, e a multiplicacao por
dois, do primero termo do lado esquerdo da igualdade, se deve a degenerescéncia de spin

desses orbitais.
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Apéndice B

Métodos Semi-empiricos: AM1 e PM3

Do operador hamiltoniano dado pela equagao (1.29) as partes mais dificeis de serem
calculadas seriam as integrais de repulsao entre os elétrons. Uma primeira aproximacao do
hamiltoniano para simplificar os cdlculos, seria desconsiderar as integrais de overlap durante

o calculo (zero differential overlap approximation):

S = 0y (B.1)

(1| Aa) = (| AN) 8Os (B.2)

Sendo assim, a integral de dois centros se torna apenas a integral de repulsao coulombiana
de um elétron descrito pela densidade de probabilidade qﬁi e outro elétron descrito pela

densidade de probabilidade ¢3. Assim, a equacao (1.28) é simplificada para:

Z %/,wcui = EiCuis (B3)

v

onde os elementos da matriz de Fock sao dados por:
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%uu =H,, — %Puu(lﬁlu“vw) + 20 P/\A(Nlﬁp‘)‘) (B 4)
S :HW_%PW(MMVV) p# v
e as integrais de caroco que podem ser tratadas semi-empiricamente.
H,, = /(pu(l)Hi”(pV(l)dﬁ. (B.5)

O método semi-empirico CNDO (Complet Neglect of Differential Overlap) considera a

aproximacao ZDO entretanto, sao consideradas orbitais distribuidas em atomos diferentes:

(L AN) = 748 (B.6)

/4 no atomo A

A no atomo B .

Ou seja, as integrais de dois centros dependem somente da natureza dos atomos A e B. yp é
a medida da repulsao eletrostatica entre elétrons no atomo A e no atomo B. Para distancias

interatomicas (r45) muito grandes:

1
YaBp = —. (B.7)
TAB
Temos ainda:
(:U’V|)‘O.) - fYAB(S;w(S)\a- (BS)
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Substituindo (B.5) e (B.6) na equagao (B.4), temos:

1
%uu = Huu - _Puu’VAA + Z Pppyan
B

2

o, em A

Cx —
Suy = Hp,u - _P;U/’YAB

o, em A
v, em B

B
PBBZZPM-
A

O préximo passo seria calcular os elementos da matriz H,, e H,,:

Hyy=Upp — Z <90u|VB|90u>a
BZA

onde U, ¢é a integral de um centro:

-1
Up = <90u|7v2 - VA|‘PM>-

(B.9)

(B.10)

(B.11)

(B.12)

(B.13)

Uy € a energia do orbital 1, gerada pelo préprio nicleo a que este pertence. O segundo

nucleos, por exemplo B.
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<90LL|VB|<Pu>- (B.14)

O termo H,, corresponde aos dois orbitais atomicos 1, e ¢, no mesmo atomo A, entao

H,, pode também ser separado em duas partes:

Hy =Uw — > {(eulVBlew), (B.15)

B#£A

onde novamente U,, é a matriz de um centro. Como consideramos as funcoes v, e 1,
como fungoes do tipo s, p, d, ..., U, € nula por simetria. O restante do termo H,, serd

subsitituido por um termo empirico 3% proporcional & integrais de overlap:
H;w - ﬁ;w - ﬁ?}BSuu- (B16)

Assim, escrevemos os elementos da matriz de Fock como:

1
Sy = Upp+ (Paa— ipuu)’YAA + > Pgpyap — Vas
B

1
%ull — B%leu/ - EP”V’}/AB — 2 7é V. (B].?)

O método MNDO (Modified Neglect os Diatomic Overlap), baseia-se na aproximagao
NNDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap), onde consideram-se as interagoes dipolo-

dipolo. No MNDO, temos a seguinte fungao para os autovalores de energia:

Ey = ZaZp(sasa|spsp) x [1 +e *Afas 4 omanRan] (B.18)
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onde s4 e sp sao as orbitais s centradas nos atomos A e B.

O método AM1 (Austin Model 1) é um aperfeicoamento do MNDO que superestima
as repulsoes entre atomos a uma distancia muito pequena - onde atuam forcas de Van der

Walls. No AM1, temos a seguinte funcao para os autovalores de energia:

En = ZsZp(sasa|spsp) x [1 4+ e aftas 4 omasRap] 4

$ZAT8 (5 appelteaameca Ty
k

Rap

Y vA
A7 (S agpelten(Ras—cn)’ly (B.19)

+
RAB k

Observe que a equacao (B.19) difere de (B.18) pelos dois dltimos termos. Neles, além dos
termos de intera¢ao coulombiana Z4Zp/Rap entre os nicleos, temos os termos agy, bgy €
cxy implementados empiricamente. O fato dos termos das exponenciais (R4p — cgy) estarem
elevados ao quadrado ajuda a diminuir o “peso” das exponenciais do primeiro termo - as
quais encontram-se superestimadas no método MNDO.

Com essa modificagao, temos as seguintes consequéncias:

1) o AM1 apresenta ganhos na reproducao de pontes de hidrogénio;

2) gera melhores dados para as energias de ativacao das reagoes;

3) apresenta melhores resultados com relagao ao calor de formagao de moléculas neutras;
melhora os resultados com relagao aos cations, radicais e anions;

4) apresenta problemas, como no MNDO, com moléculas diatomicas.

O método PM3 (Parametric Method 3) surgiu apés o AM1 e insere no hamiltoniano
novos valores dos termos empfricos para as interagoes de momento dipolar. Logo, seus
resultados para o momento de dipolo, comprimento de ligacao, calor de formacao e potencial

de ionizacao sao melhores que os resultados do AM1, para determinados sistemas.

86



