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Fizemos um estudo tedrico com o objetivo de correlacionar os aspéctos geométricos e
fisico-quimicos, de uma série de 45 moléculas, com as respectivas atividades biologicas. Os
compostos utilizados neste estudo foram os derivados da 2,6-dimetil-3,5-dicarbometoxi-4-
fenil-(substituido)-1,4-diidropiridina (DHP), por substitui¢iio de diversos grupos funcionais em
posicbes variadas do anel fenilico. Utilizamos valores quantitativos da medida da atividade
biologica das DEHIPs publicados alhures.

Primeiramente fizemos a anilise conformacional das moléculas da série, onde
determinamos a barreira rotacional do anel fenilico em torno do anel piridinico com ¢ método
semiempirico AM1. Usando cilculos de mec@nica estatistica, determinamos, para cada espécie
quimica, o nivel energético abaixo do qual existe uma populacio molecular de 99%.
Sobrepomos cada um desses niveis &s curvas de potencial e selecionamos regides comuns de

estabilidade conformacional para o &ngulo torsional que une os dois anéis.

A partir dai otimizamos a geometria de cada molécula com o AM1 e calculamos diversas
propriedades fisico-quimicas tais como potencial de ionizacio, afinidade eletrdnica, momentos
dipolares total e parciais, polarizabilidade e volume moleculares e diversos indices de
fronteira. Ao correlacionarmos as diversas propriedades com a atividade bioldgica através de
regressdo linear multipla, varias correlacbes interessantes surgiram e foram utilizadas para
esclarecer alguns fatores que influenciam o mecanismo de acio das DHPs. Além disso, as
correlagdes obtidas, juntamente com a anilise conformacional, foram de ajuda para que

pudéssemos propor um modelo simplificado para o receptor desses firmacos.
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Abstracts

We have made a theoretical study whose purpose is to correlate the geometrical and
physico-chemical properties of a series of 45 compounds to their biological activities. The
compounds used in this study were the 2,6-dimethyl-3,5-carbomethoxy-4-(substituted)-phenyl-
1,4-dihydropyridine (DHP) derivatives, where a large variety of functional groups were
substituted in many positions of the phenyl ring. We used quantitative values of the DHP
biological activity published elsewhere. '

Fistly we analysed conformation of the series of molecules and determined the AMI1
rotational barrier of the phenyl ring in relation to the pyridine ring. Using some statistical
mechanics calculation, we constructed conformational percentage maps that indicate the level
of energy which would encompass 99% of the molecules at 37° C. We superposed each of
these maps, separated in groups of five compounds according to their biological activities, and
it was possible to select common conformational stability regions for the torsional angle

linking the two rings.

After that, we optimized the geometry of each molecule and calculated many physico-
chemical properties like ionization potential, electronic affinity, total and partial dipolar
moments, net atomic charges of the phenyl carbons, molecular polarizability, van der Waals
volume, some frontier indices and some others. We correlated this properties to the biological
activity through linear regression analysis. Many interesting correlations have emerged from
the regression analysis and they were used to clarify some aspects that influence the DHP
biological mechanism of action. Moreover, the obtained correlations, associated to the
conformational analysis, helped us to propose a simplified model for the receptor site of this
drugs.



Legenda dos Quadros

Quadro 1.1 - Metais presentes em algumas enzimas que atuam em organismos
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Quadro 1.2 - Principais caracteristicas que distinguem os canais de célcio do tipo

T, L. e N, presentes em tecidos musculares € neuronais.

Quadro 1.3 - Principais caracteristicas que distinguem os canais de calcio do tipo
T, L e N, presentes nos tecidos NEuronais. .ocoevevevicoieeeeinsoseessecssnnanns bemnrmssnsrarsssnss it s nas

Quadro 1.4 - Principais caracteristicas das subunidades do canal de cilcio

dependente de voltagem.
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Legenda das Figuras

Figura 1.1 - Genese da nifedipinad. o treserrererear et s

Figura 1.2 - Representacfio esquemdtica da regulagio de Ca®* no plano celular.
Estiao desenhados os processos de captagdo e soltura intracelulares na mitochndria
(MI) ¢ no reticulo sarcoplasmético (SR), ligacao do Ca®* nas superficies interna e
externa da membrana plasmética, permuta Na":K" na membrana plasmética,
expulsdo do Ca?* via Ca**-ATPase da membrana plasmética, entrada de Ca®* via
canais de fons incluindo o canal de Na' e os canais de ions voltagem-dependentes ¢

2 .
os operados por Teceptor e a entrada de Ca”" via processos de escoamento ou

N . z 2+ .
mediado por iondforo (Ton. Ca™). .o rrevveraraeenane reteererenesenseanesennees

Figura 1.3 - Estrutura subunitéria do canal de célcio do masculo esquelético do
coelho, em que se representam as ligacdes dissulfeto, os locais de glicosidagcdo ¢ os
locais de fosforilagio. Notem-se as cinco subunidades constituintes do receptor dos

diidropiridinicos bloqueadores dos canais de célcio: oy, oy, B, v ¢ 8. As moléculas

das DHPs ligam-se 2 subunidade 0. e reetriese st rannanas

Figura 1.4 - Representacio esquematica das caracteristicas estruturais comuns ao
receptor das DHPs ¢ o CDP de Na'. As quatro unidades homblogas (I-IV), que se
supbe estejam dispostas em torno do canal de célcio, sio mostradas linearmente. As
subunidades o-helicoidais 51-86 (da esquerda para a direita) em cada repeticio (I-
IV) também sdo mostradas. Os residuos Arg (R) e/ou Lis (K) que s@o conservados
nas repetigdes individuais do receptor das DHPs e nos trés canais € nos ti€s canais
de Na' de sequéncia conhecida sio mostrados em cada subunidade S4. Outros
aminoacidos comuns aos dois tipos de receptores presentes em outras subunidades
também sio mostrados [Asp (D), Gli (G), Glu (E), Phe (F) ¢ Asn 011)] R wreaees

Figura 1.5 - Armranjo transmembrana proposto da subunidade a; do canal de célcio
do miisculo esquelético de coelho, O esquema mostra o arranjo lincar, embora os
elementos I-IV envolvam o canal de cilcio, formando na realidade um arranjo

aproximadamente circular, onde o elemento I estd proximo ao elemento IV, ...

Figura 1.6 - Formula estrutural da molécula da DHP. Os grupos substituintes,
representados por X, 530 mostrados na Tab. 1.1, .oermmisnnensisssrines revereenesseeaenas .
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Figura 3.1 - Numeracdo adotada para os itomos ndo hidrogendides, presentes na

.
MOIECULA i DIHIP. .t iicriiiiitiiisiiisisassrasssssssssesssssnasasssssssnssnsessressessannnns

Figura 3.2 - Tipos bisicos de perfis encontrados para as curvas de potencial das

DHP. ettt s snns s s s e s s n s s aman s S RN reveaneae .

Figura 3.3 - Localizag%o dos minimos de energia conformacional revelados pela
analise das curvas de potencial de rotacdo do anel fenilico em relagio ao anel

v
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Figura 3.4 - Curvas de potencial de rotacio do angulo torsional 8-7-4-3, juntamente

com os niveis de energia abaixo dos quais ocorre uma populacdo molecular de
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Figura 3.5 - Curvas de potencial de rotacdo do @ngulo torsional 8-7-4-3, juntamente
com os niveis de energia abaixo dos quais ocorre uma populacio molecular de
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Figura 3.6 - Curvas de potencial de rotagdo do Angulo torsional 8-7-4-3, juntamente

com os niveis de energia abaixo dos quais ocorre uma populaciio molecular de

99 30. cebesrrirsninamane S L L BTy

Figura 3.7 - Curvas de potencial de rotacio do 4ngulo torsional 8-7-4-3, juntamente
com os niveis de energia abaixo dos quais ocorre uma populacdo molecular de
99%. .correnn bt s aeereteraneeeesraeeane s erennee ctermenenne e ereeeteseeerasarensiasasse e se e et et e s e besa s s b e aes

Figura 3.8 - Curvas de potencial de rotagdo do angulo torsional 8-7-4-3, juntamente
com os niveis de energia abaixo dos quais ocorre uma populacio molecular de
99%. .reeeen cereneeteree ettt b b e she et ar s horteee et sa s R AL s e s e e bR SRS e s s ven e

Figura 3.9 - Curvas de potencial de rotagio do angulo torsional 8-7-4-3, juntamente
com os niveis de encrgia abaixo dos quais ocorre uma populagdo molecular de
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Figura 3.10 - Curvas de potencial de rotacio do ingulo torsional 8-7-4-3,
~ juntamente com os niveis de energia abaixo dos quais ocorre uma populagio

molecular de 99%. .......... cvereenes eeveeeeetbes et e Lt e R e sh e e OB RA S AR RS eSS RS SR e e R b SRR R sans U
Figura 3.11 - Curvas de potencial de rotacio do &ngulo torsional 8-7-4-3,

juntamente com os niveis de energia abaixo dos quais ocorre uma populagéo
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Figura 3.12 - Curvas de potencial de rotacdo do angulo torsional 8-7-4-3,

juntamente com os niveis de energia abaixo dos quais ocorre uma populag@o
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molecular de 9998, e reearemennne

Figura 3.13 - Resumo esquemético dos intervalos do éngulo torsional 3-7-4-3
permitidos a 99% das moléculas, a 37° C . Cada intervalo refere-se ao intervalo

comum a cada grupo de cinco compostos apresentados nas Figs. 3.4-3.12.  evecvvconneen .

Figura 3.14 - Comprimento médio, em A ,eos respectivos desvios padroes das
principais ligacoes na molécula da DHP. Cada valor corresponde & média de 45

valores IndividizaIS.  wvvciverieeeeeessieeeerien rerrenan EeereeeesteseseettenennrN_, aRS_—_s LS _S ALt bas s nannrnanaas e .

Figura 3.15 - Angulos médios e os respectivos desvios padrbés para as principais
ligactes dos derivados da DHP. Cada valor corresponde & média de 43 valores

T .
INAIVIAUAIS.  siiveecerrrnrierrcnnemseecrraseerrrnsassssrramasesasimnian O bersrsasasresrrerenarao

Figura 3.16 - Comprimento médio, em angstrom, ¢ os respectivos desvios padiSes
das principais ligacdes na molécula da DHP, segundo o critério das regides
termodinamicamente permitidas a 99% da populagao molecular (sec@o 3.3). Cada

valor corresponde a média de 45 valores individuais. ..o reeesnreeeaente eresenesaes

Figura 3.17 - Angulos médios e os respectivos desvios padrdes para as principais
ligagdes na molécula da DHP, segundo o critério das regides termodinamicamente
permitidas a 99% da populagio molecular. Cada valor corresponde a média de 45

valores individuais.
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Figura 3.18 - Caracteristicas angulares médias do anel piridinico. ......... e eaee s sans

- ~ . FIEL . e - P
Figura 3.19 - Algumas distancias médias de interesse, em A Os desvios padrbes

SA0 MOStrados ENUE PAIENIESES.  .ovvcceieceeriieeseser st eesreseatesenssesaessanesensenans tesree e

Figura 3.20 - Angulo disponivel para rotacio do anel fenilico ¢ o intervalo de

angulos efetivamente utilizado por 95% das moléculas da série. ........ vrareneene rrererereeseesnns

Figura 3.21 - Altura e largura médias do grupo fenil substituido. A altura foi

tomada em relacfio ao dtomo de hidrogénio ligado a C4. ..o

Figura 3.22 - Representacio esquemética de duas possiveis dimensdes do receptor
das DHPs. Esta suposigio € possivel gragas ao conhecimento do comportamento da

atividade bioldgica frente a substituices em certas posigoes da molécula. ..

Figura 4.1 - Comportamento da energia eletrdnica em fungio do nimero de

1’
CLEITOTIS.  tiiiieresianranarasnrasnnssnsaratasasnosssastsssrsnssnvasanasssssnvasasssnsansasss O NN

Figura 4.2 - Procedimento adotado para computar o volume molecular. A molecula

- » - 3 - o
é acomoedada numa caixa retangular, que € dividida em cubos de 2 A de aresta no
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primeiro nivel. Os cubos sdo sucessivamente divididos & medida que processo de

CAICUIO AVAMNEA. = eereerecrneeerierresnrtessiierossassssrsrnssnsssnasansansassansess .

Figura 5.1 - Sobreposicao das estruturas cristalogréficas das 1,4-diidropiridina-

lactonas mostranclo as diversas orientagtes do anel fenilico conseguidas. ....oerevricnene. .

Figura 5.2 - Caracteristica do ambiente do receptor do misculo do ileo de cobaias,
na regiio de inter-acio com o grupo fenil das DHPs, segundo Mahmoudian e

Richards. O anel fenil liga-se ao receptor por meio de interagdes hidrofilicas (W) e
tipofilicas (0). .-.enee. besrerersasssestisanias e rren .

Figura 5.3 - Representagio esquemdtica da regifo do receptor das DHPs que
interage com o substituinte presente na posicio para. Quando o substituinte € pouco
volumoso, seu encaixe na cavidade proporciona interac@o 6tima do restante da
molécula com os respectivos grupos complementares do receptor (a). No caso de um

grupo substituinte volumoso o restante da molécula desloca-se da posicio ideal de

interacio e a resposta biologica € reduzida (D). e

Figura 5.4 - Representacio esquemdtica da regidio do receptor que interage com o
substituinte em mieta. A regifio que ocasiona impedimento estérico aos derivados
para deve estender-se até parte da regido que interage com o substituinte ligado em
meta. A ausencia de equagbes especificas para os derivados meta-substituidos apdia
esta hipdtese.
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Legenda das Tabelas

Tabela 1.1 - Medida quantitativa da atividade bioldgica dos derivados da DHP. ............ 19
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Capitulo 1 - Introducio

A cada dia que passa a indGstria farmacButica mundial estd mais preocupada com o
planejamento racional de firmacos (Brows, 1985). E nido é para menos. Para se colocar um novo
medicamento no mercado, uma indfstria farmacéutica de porte consome cerca de 10 anos de
trabatho e ma1s de 230 milhdes de dblares entre pesquisa e marketmgf No passado, boa parte
do tempo ¢ recursos eram desperdicados em experimentos conduzidos i basc de pura intuicio
e métodos empiricos, quando nio ao acaso. Portanto, além do interesse menuﬁco natural que
tal assunto desperta, existe enorme interesse comercial no sentido de que os esforgos para

tornar vidvel tal planejamento vinguem.

Para se levar a termo tarefa dessa envergadura € preciso descer ao nivel molecular em
busca de possiveis solucBes. E bastante razodvel comecar a olhar para a molécula do farmaco
em busca de propriedades fisico-quimicas que possam explicar sua atividade bioldgica. Ainda
mais quando sio conhecidos dois grandes grupos de firmacos, classificados quanto ao modo
de agdo: os farmacos estruturalmente inespecificos e os estruturalmente especificos (Korolkovas &
Burckhaleer, 1988). Os primeiros sio aqueles em que a a¢do bioldgica nio estd diretamente ligada 2
estrutura quimica, mas apenas na medida em que esta afeta as propriedades fisico-quimicas,
sendo estas as responsdveis pelo efeito farmacologico que eles produzem. Um exemplo dessa
classe de drogas sio os antidcidos estomacais. A estrutura quimica destes compostos &
importante apenas na medida em que eles possam agir como bases, sendo capazes de
neutralizar o acido cloridrico produzido no estomago. Os firmacos estruturalmente especificos,
por sua vez, sdo aqueles cuja ago bioldgica estd subordinada primordialmente 3 sua estrutura
quimica, que deve adaptar-se i estrutura quimica tridimensional dos receptores existentes no
organismo. Aliés, foi justamente o modo de acio desses farmacos que aventou a hipdtese da

existéncia dos receptores farmacoldgicos (Korolkovas & Burckhalier, 1988).

Os farmacos estruturalmente especificos sio eficientes em concentracGes minimas, que
sdéo bem inferiores s dos estruturalmente inespecificos. Eles apresentam uma estrutura
quimica fundamental em comum, em que certos grupos quimicos estio espacialmente
orientados de forma semelhante. Pequenas variacbes em sua estrutura quimica podem

ocasionar enormes alteragdes na atividade bioldgica. Acrescente-se a isso a especificidade

t Segundo dados do Center for the Study of Drug Development, Tafts University.
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biolégica. Certas drogas podem atuar de maneira intensa no misculo liso e ter pouca ou
nenhuma agdo sobre o misculo estriado, como por exemplo a epinefrina (Korolkovas & Busckhalter,
1988).

Portanto € bastante plausivel acreditar-se na existéncia de regides, ao nivel molecular,
que teriam estrutura complementar 2 do firmaco. Este teria seu modo de agio baseado na
formacio de um complexo com o correspondente receptor que, ao ser formado, desencadearia
a acio biolbgica. Assim, o estudo dos fatores fisico-quimicos que influenciam a formagio do
complexo firmaco-receptor parece ser o caminho mais indicado para quem estd interessado

em desenvolver um planejamento racional de farmacos.

Dentro dessa linha de raciécinio, a questdo seguinie seria especular sobre que fatores
fisico-quimicos teriam importincia na formacdo de tal complexo. Nio faria mal algum tentar
estabelecer pequena analogia entre as reacOes orglnicas ordindrias e o sistema que estamos
tentando modelar. Uma vez que nos sistemas biolégicos— alguns parimetros, tais como
temperatura, pH dos fluidos orghnicos, etc, permanecem aproximadamente constantes e fora
de nosso controle, vamos considerar apenas aqueles que podem ser manipulados

independentemente do sisterna homeostatico animal.

Ndo devemos nos esquecer de que no fundo estamos interessados em propriedades que -
determinem a afinidade ¢ a capacidade de ligacBo de uma molécula por outra, nio importando
seu tammanho ou complexidade. Surgem entio em nossa mente os fatores eletrdnicos e
estéricos. Os primeiros seriam os responséiveis pela afinidade de uma molécula por outra. Os
efeitos indutivo ¢ de ressonincia ccasionam o aparecimento de cargas parciais em regioes
localizadas da molécula (Rawizky & Topsom, 1971). Desse modo, a molécula polarizada fica mais
reativa, pois estard mais sujeita & atragio eletrostitica de outras moléculas igualmente polares.
Os fatores estéricos estariam relacionados com a viabilidade fisica da ocorréncia da ligagdo
entre as moléculas reagentes. Todos sabemos que um grupo quimico volumoso pode bloquear
o acesso de um reagente ao centro de reacido, e com isso dificultar ou até mesmo impedir que

ela ocorra.

Da mesma forma, a molécula de um firmaco estd sujeita a esses mesmos fatores quando
consideramos a formacdo do complexo fiarmaco-receptor. A diferenga entre este processo e
uma reagio quimica ordiniria é que os parAmetros cletrdnicos e estéricos sfio mais cruciais.
Isto porque devernos considerar a necessidade de um encaixe de toda ou de grande parte da

molécula do farmaco na estrutura do receptor, ao contririo de uma simples reagio, em que
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nossa atencio estd voltada para o centro de reagio e suas circunvizinhancas imediatas. A
estereoquimica do processo firmaco-biolégico € absolutamente fundamental. Nio s3o raros os
casos em que isdbmeros opticos de substancias biologicamente ativas niio apresentam qualquer

efeito farmacologico. Alguns isbmeros possuem até atividade totalmente inversa (Miler, 1987).

Por outro lado, as condicdes particulares dos sistemas bioldgicos fazem com que uma
outra propriedade seja relevante para a atividade bioldgica. Quando consideramos a
aproximacio entre a molécula de um firmaco e seu receptor, devemos levar em conta ©
seguinte aspecto. A molécula da droga encontra-se mais ou menos interagida com diversas
moléculas do solvente (Kubinyi, 1979). Estas conseguem organizar-se ao redor da molécula do
farmaco com uma intensidade que depende das caracteristicas elétricas de ambas. Por outro
lado, os diversos sitios do receptor também encontram-se interagidos com moléculas do
solvente. Portanto, para que a formagio do complexo firmaco-receptor seja vidvel, a c?_i'oga
deve apresentar mais afinidade pelo receptor do que pelo solvente. Quando o complexo €
formado, as moléculas do solvente localizadas na interface do mesmo sfio liberadas. Esse
ganho de entropia € um dos responsiveis pela energia de estabilizacio do complexo farmaco-
Teceptor (Rekker, 1977 e Tanford, 1973). Sabemos também que durante a absorgio € o transporte através
do organismo, as drogas devem transpor in{imeras barreiras compostas principalmente por
merbranas fosfolipidicas. Conseglientemente, estio constantemente sujeitas a serem
dissolvidas em meios hidrofilicos e lipofilicos. Como em geral ndo podemos introduzir o
farmaco diretamente no seu local de agfo, a absorcdo ¢ o transporte do mesmo € um novo
fator a ser considerado. Quanto mais complexo € o sistema bioldgico, mais importante serd a
influéncia da absorgio ¢ distribuigdo. A lipofilicidade € o principal fator que governa o

transporte e distribuicdo dos firmacos em sistemnas bioldgicos (Kubinyi, 1979).

Dessa forma, o planejamento racional de farmacos envolve o conhecimento das
propriedades fisico-quimicas que governam os fatores eletrnicos, esiéricos e hidrofobicos,
assim como deve ser capaz de estabelecer relacbes quantitativas entre essas propriedades e a
atividade bioldgica (Hansch & Fujita, 1964; Hansch, 1969 ¢ Purcell & Testa, 1977). Esse relacionamento
normalmente é feito através de ferramentas estatisticas, comumente regressio linear miltipla.
Por isso o planejamento de experimentos dessa natureza deve obedecer aos principios gerais
dos métodos estatisticos (Mamn, 1978). Os modelos obtidos devem resistir aos testes de validade,
limites de confiabilidade e anilise de residuos (Box e at, 1978 e Draper & Smith, 1981). Todo tigor €
necessirio para que cheguemos a conclusbes que possam ser sustentadas. Nesse caso, a

analise sistemética dos resultados orienta a escolha de novos derivados do grupo de drogas
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sob estudo para subsequente investigagio. O processo continua de maneira ordenada e
direcionada. Os objetivos malores de todo esse esforgo sio caracterizar as diversas interacOes
que ocorrem entre firmaco e receptor, conhecer melhor o mecanismo de ag@o das drogas,
mapear a topografia dos receptores e eventualmente chegar a derivados mais potentes ¢ que

exergam minimos de efeitos colaterais indesejivets.

1.1 - Aniagonistas do Calcio

O grupo de compostos descritos como antagonistas do cilcio, antagonistas dos canais de
cilcio, blogueadores dos canais de célcio e bloqueadores da entrada de cilcio foram
introduzidos na clinica médica nos @ltimos quinze anos (Fleckenswin, 1977 ¢ 1983). Este grupo de
agentes, que incluem os farmacos clinicamente disponiveis verapamil, nifedipina e diltiazem, €
usado com muito &xito em inlimeros distfirbios cardiovasculares incluindo angina em suas
diversas formas, hipertensio arterial, distirbios cardiovasculares periféricos ¢ algumas
arritmias cardiacas (Buhler er af, 1984 e Opie ot of, 1984). Adicionalmente, estes agentes estio sendo
empregados experimentalmente numa variedade de distfrbios que vio desde acalasia (falta de
relaxamento de esfincteres) até tonturas (vanhouue, 1987). A recente classificacio introduzida pela
Organizacdo Mundial da Safide descreve verapamil (1.D) (fenilalquilamina), nifedipina (1.II)
(1,4-diidropiridina) e diltiazem (1.I1I) (benzotiazepina) como representativos dos Grupos 1, I ¢

III de antagonistas especificos do célcio, respectivamente.

Numerosos estudos que vdo desde as primeiras observacbes de que os efeitos dos
antagonistas do célcio assemelhavam-se aqueles produzidos pela remoglo de célcio (e que
seus efeitos poderiam ser superados pela adigio de excesso de célcio) at€ os Gltimos estudos
eletrofisiolégicos tém confirmado amplamente que as agoes pr'imérias dos antagonistas do
calcio sio exercidas numa categoria de canal de membrana, o canal de célcio dependente de
potencial. A despeito da conhecida significincia dos canais de célcio dependentes de voltagem
para a fung@io neuronal, & notdvel que os antagonistas do célcio correntemente disponiveis ndo
exercam maiores efeitos, experimentalmente ou terapeuticamente, em tecidos Nervosos (Triggle,

1990).

Os antagonistas do calcio clinicamente disponiveis compreendem um conjunto de
moléculas quimicamente heterogéneas. Desta forma, esses agentes nfo exibem espectro

idéntico de efeitos farmacoldgicos e terapduticos. A maior diferenca € que a nifedipina ¢
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outras 1,4-diidropiridinas sdo predominantemente espécies vasodilatadoras, enquanto que
verapamil e diltiazem compartitham propriedades vasodilatadoras e cardiodepressivas. O efeito
anti-hipertensivo da nifedipina ¢ a atividade antiarriimica do verapamil sdo diferencas
particularmente Obvias. Essas diferengas sdo devido, no minimo em parte, ndo a diferencas
nos receptores dos misculos liso e cardiaco, mas sim as caracteristicas especiais de cada

interacio fATMAco-Teceplor (rrggle, 1990).

1.2 - Histdrico

Recentemente Korolkovas er al. ooy compilaram um breve historico das etapas de
sintese ¢ desenvolvimento que originaram a nifedipina e os demais agentes 1,4-

diidropiridinicos. Achamos interessante inclui-lo neste wabalho ¢ vamos reproduzi-lo com



pequenas modificagoes.

Os farmacos do Grupo II, derivados da 1,4-diidropiridina, resultaram de extensa variaci@o
estrutural da molécula de quelina (estrutura [ da Fig. 1.1), principio ativo extraido das
sementes de Amrii visnaga, da familia das umbeliferas e que manitestou atividade dilatadora

coronariana.

A prmeira modificagio consistin de simplificagio molecular: o anel furlnico fol
eliminado e substituido por um grupo éster carboxilico, resultando em derivados cromonicos
(). A substituigho isostérica do 4tomo de oxigénio por nitrogénio e enxofre levou,
respectivamente, a quinolonas (1) e tiocromonas {IV). Ambas as classes de compostos
manifestaram alta atividade coronariana, mas sfo eficazes apenas por administragio parenteral.
A administragio por via oral & inadequada, pois por esta via os compostos sofrem
biotransformacio, por hidrolise répida do grupo éster, liberando o grupo carboxilato ¢

resultando em compostos inativos.

Para impedir essa hidrolise, introduziram-se ésteres resistentes a hidrolise e reduziram-se
os compostos a monociclicos, como V, compostos que se rostraram inatix?os, talvez por
reducio drastica do volume do composto matriz. Reintroduziu-se o anel aromitico, embora em
outra posicio, obtendo-se compostos do tipo VI, que manifestaram alta atividade. Estes
compostos serviram de modelo as diidropiridinas (VII), algumas das quais exibiram atividade

coronariana e eficécia por via oral.

Dos primeiros dois mil derivados sintetizados, a nifedipina (V1II) provou ser o mais
interessante e foi introduzida na terapéutica em 1975. Hoje & disponivel em mais de 50 paises,
devido 2 sua grande utilidade em cardiologia, no tratamento de angina de esforgo, angina
vasospistica e hipertensio essencial. Sua eficicia nestes . quadros clinicos decorre
principalmente de sua potente dilatagio dos leitos periférico e arteriais coronarianos,
conquanto possa também apresentar efeitos cardioprotetores durante a isquemia. No Brasil €
comercializada sob os nomes de Adalat, Adalat Retard, Cardalin Retard, Dilaflux, Dilaflux

Retard, Nifedipina, Oxcord e Oxcord Retard.

Os demais diidropiridinicos blogueadores do canal de célcio foram planejados também
“pelo método da modificagio molecular, mas menos extensa. O prototipo foi a propria
nifedipina. As alteracdes efetuadas na nifedipina, considerada de primeira geragdo, foram
principalmente as seguintes: a) mudanca do grupo nitro da posi¢do 2 para a posicido 3, ou

substituicio deste grupo por outro; b) aumento do volume dos grupos alquilicos (metil)
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constituintes dos grupos éster do anel diidropiridinico; ¢) substituicio dos grupos metilicos das
posicdes 2 e 6 do anel diidropiridinico por outros grupos, geralmente isdsteros; d) substituic@o

do hidrogénio 1igado ao nitrogénio do anel diidropiridinico.

(L1V) (1.V)

(1.VD) (.vn)

Como resultado dessa pesquisa intensiva, que ainda prossegue, obtiveram-se¢ novos
fairmacos que, embora estruturalmente aparentados a nifedipina, proporcionam maior
seletividade vascular e utilidade clinica mais ampla. Por isso, receberam o qualificativo de
antagonistas de cilcio de segunda geracio. No Brasil ja sio comercializados os seguintes: 1)
isradipina (1.1V) (Lomir); 2) nirﬁodipina (1.Y) (Nimotop, Norton e Oxigen) e 3) nitrendipina
(1.VD) (Caltren e Nitrencord). Variagdo estrutural mais profunda resultou na elgodipina

(1.VII), o primeiro membro da terceira geracho, ora em estudos na Franga e Espanha,



i.3 - Ca™ e Fisiologia Humana

Muitos jons desempenham importantes fungdes na fisiologia normal do organismo
humano. Os ions Na', X* e Cl sao os principais responséveis pela manutensdo da polaridade
das membranas celulares ¢ pela conduciio do estimulo nervoso através da rede neuronal.
Fe?*t, presente 1nas hemeproteinas, citocromos e peroxidases, € protagonista no transporte de
oxigénio através do organismo, eliminagiio de didxido de carbono e transpoite de elétrons na
cadeia respiratoria celular. Qutros fons metdlicos estio associados a diversas enzimas

importantes, corno mostra 0 Quadro 1.1 (Guyten, 1989).

Quadro 1.1 - Metais presentes ein algumas enzimas que atuam em organismos animais.

Metal Enzima
Cobre ‘Tirosinase, ascOrbico oxidase
Zinco Peptidase, anidrase carbbnica
Magnésio Fosfatases ¢ quinases
Manganés Quinases, peptidases ¢ arginases
Molibdénio Xantina oxidase, nitrato redutase
Cobalto Complexos cocnzimaticos da vitamina B 15

O calcio é o ion metilico mais abundante e um dos elementos mais abundantes no corpo
humano. Mais de 90% do célcio encontrado no organismo encontra-se¢ na forma do fosfato
mineral hidroxiapatita, que ocorre nos 0ss0s ¢ dentes. E a parcela restante de calcio solfivel,
ion Ca™, que & responsivel pelos inGmeros processos que ocorrem ao nivel intra e
extracelular. Os principais fendmenos nos quais o célcio solGvel participa ativamente e onde
sua presenca & critica sko: acoplamento do processo excitagdo-contragio (muscular),
acoplamento do processo esiimulo-secrecdo (glandular), crescimento celular e locomogio,
comunicacio intercelular, fusio de membranas, estabilidade de membranas, coagulacio
sanguinea, ¢ fecundagao. Os fendmenos Ca2+—dependentes que ocorrem ao nivel intracelular
sio caracterizados pela alta afinidade que ocorre entre seus integrantes. Nesses fendmenos, tais
como os acoplamentos excitagfo-contracio e estimulo-secrecdio, a concentracido de Ca™ & de

ordem micromolar e, as vezes, submicromolar Guyten, 1989).

. 2 e P . . a .
Os eventos intracelulares Ca“'-dependentes sio possiveis gragas A existdncia de um
. - 2 ” . .
elevado gradiente de concentragdo de Ca * através da membrana celular, canais seletivos ao

2 2+ ) . s
Ca“", bombas de Ca” e processos de sequestro que regulam o influxo, efluxo e depdsito
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- 2 - 4 . P - . »
intracelular de Ca*®’. Sio possiveis também devido & presenca de proteinas, como a
calmodulina, que apresentam alta afinidade pelo Ca™ ¢ que servem de receptores para o Ca®,

ligatldo o estimulo & resposta celular (Guyion, 1989).

Para a célula no estado de repouso, ou seja, quando ndo sujeita a estimulos quimicos,
elétricos ou mecanicos, a concentragio intracelular de Ca®* é <10"M. No meio extracelular, a
concentragdo de Ca®* & de ordern milimolar, cu seja, existe um gradiente de concentragio de
aproximadamente quatro ordens de magnitude através da membrana celular, gradiénte este
muito maior do que para Na© e K'. O abrupto aumento de sua concentragio até 10°M, em
resposta a um estimulo celular, caracteriza o Ca* como mensageiro. Esta caracteristica pode
ser creditada i existincia dos processos especificos de mobilizagio e armazenamento de Ca®.
Logo em seguida & entrada de grandes quantidades dé Ca™ na célula, os mecanismos de
sequestro e armazenamento eniram rapidamente em agho, fazendo com que a concentraclo
intracelular de Ca®* volte ao nivel da situagho inicial de repouso. Esses mecanismos que
controlam a atividade celular do Ca** sio de importancia critica para a satde da céhula (Guyton,

1989).

Existem diversos mecanismos de controle do Ca?t intracelular. Esses mecanismos,
representados esquematicamente na Fig. 1.2, agem de forma harmoniosa a fim de regular a
concentracdo intracelular de Ca®* e também de modular os fendmenos Ca2+—dapcndentes que
ocorrem no plano celular. E importante notar que nem todos €5s€s Processos S2o de igual
importancia para todos os tipos de ctlulas. Algumas células podem nio possuir ou ndo serem
capazes de utilizar um ou mais desses pProcessos. Também niio devemos assumir que existe
uma importincia hierdrquica Gnica dos processos de conwrole do Ca®¥. Se considerarmos um
determinado tipo de célula, diferentes estimulos podem disparar diferentes mecanismos de
mobilizagio e sequestro de Ca?. Inversamente, um tipo de estimulo pode disparar diferentes
processos de conirole de Ca?', dependendo do tipo de célula ou do evento fisiologico ao qual
o estimulo & direcionado. Podemos apreciar diversos exemplos dessas diferengas em sistermnas
envolvendo musculos 1isos (Bolon, 1979). Em geral, ndo é possivel modular os processos de
controle de Ca®* em um finico estigio. Ao invés disso, sitios miltiplos de interveng@o devem

ser investigados e, por isso, classes miltiplas de firmacos devem existir (fanis e al., 1987
. Ly .y - 2
Podemos considerar duas fontes primarias de mobilizacao de Ca“": extracelular e
. 2 . . . . .
intracelular. O Ca™ extracelular provém basicamente de duas fontes: o Ca® livre, dissolvido

no meio aquoso extracclular, ¢ o Ca’* ligado 2 membrana celular. O Ca* extracelular pode
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Figura 1.2 - Representag3o esquematica da regulacio de Ca® no plano celular. Estfio desenhados 05 processos de
captacio e sohura intracelnlares na mitocdndria (MI) e no reticulo sarcoplasmatico (SR), ligagho do Ca® nas
superfGies interna e exierna da membrana plasmética, permuta Na":K' na membrana plasmitica, expulsio do
Ca® via Ca¥-ATPase da membrana plasmatica, entrada de Ca™ via canais de fons incluindo o canal de Ma* ¢ os
canais de ions voltagem-dependentes ¢ os operados por receptor ¢ a entrada de Ca® via processos de escoamen-
to ou mediado por iondforo (fon. Ca®™) (Fanis ef al., 1987 ¢ Korolkovas, 1991).

adentrar a célula via processos de escoamento, via canais de célcio e através da permuta de
Na":Ca®* na membrana plasmética (Fig. 1.2). As interacBes € a ligacio do Ca® as proteinas
superficiais da membrana celular sdo reconhecidaments um componente critico na manutengio
da integridade e excitabilidade da membrana. O Ca®* ligado & membrana celular tem sido
sugerido como uma importante fonte de Ca™ no processo de excitagio-contracio dos
misculos liso e cardiaco (Chang & Triggle, 1973; Philipson ef al., 1980 e Langer, 1984). A célula também pode
dispor das reservas intracelulares de Ca® que se localizam nas mitocdndrias e, principalmente,

no reidculo endoplasmético (Guyon, 1989).

Do ponto de vista farmacoldgico, os canais de cilcio sio muito importantes como meio
de entrada de Ca®* na célula. Esses canais possuem natureza protéica, atravessam toda a
membrana ligando o meio intra ao extracelular e podem ser de dois tipos (Miller, 1987; Bolton, 1979;
Cauvin ef al. 1983 e 1985 Hagiwara & Byerdy, 1981; Reuter, 1983; Cauerall, 1988 ¢ Saccomano & Ganong, 199.1): canal
dependente de potencial (CDP) ¢ canal operado por receptor (COR). Os CDPs sdo ativados
pelas variacbes no potencial de membrana ocasionados a partir de estimulos quimicos ou

elétricos. Os CORs sio controlados por receptores especificos localizados na membrana
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celular ¢ sdo ativados por estimulos quimicos mas ndo elétricos. Os CORs permitem o influxo
de Ca** sem que ocorra a despolarizagdo da membrana, ou ela se d& com pequenas alteracbes
do seu potencial (Korolkovas, 1991). Para os propdsitos do presente trabalho interessa apenas
reportar detalhes dos CDPs, pois s@o neles que agem os firmacos antagonistas do Ca®, como
as DHPs. Os CDPs podem ser encontrados em variedade enorme de células, como por
exemplo neurdnios do sisterna nervoso central e periférico, mibsculos lisos dos vasos

“

sanguincos, visceras e coragio, misculo esquelético, células secretoras, €tcC..

Quadro 1.2 - Principais carzeteristicas que distingrem os canais de calcio do tipo T, L e N, presenies em tecidos
musculares € Neuronais (g, 1990, ‘

Propriedade T L N
Intervalo de ativagio (mV) >-70 >10 >-30
Intervalo de inativaciio (mV) -160 a -60 -60 a —10‘ L1208 230
Velocidade de inativacho Répida Muito lenta Moderada
Conduthncia (pS) 8 25 13
Permeabilidade Ba® = Ca® Ba”>Ca" Ba™ > Ca*
Sensibilidade 20 Cd™ Nio Sim Sim
Sensibitidade as diidropiridinas Nao Sim Mao
Sensibilidade 2 @-conotoxina® Nao Sim (neurdnios) ¢ Ndo  Sim

{misculos)

(a) Corresponde a w-Conotoxina GVIA, veneno de um animal marinho.

Com base nas condutincias e sensibilidades & voltagem, os CDPs foram divididos em
trds subtipos, chamados T, L. ¢ N (Mitler, 1987; Saccomano & Ganong, 1991; Schwartz ef al., 1988 ¢ van Amsterdam &
Zuagsma, 1988). As principais caracteristicas dos canais T, L ¢ N podem ser vistas nos Quadros
1.2 e 1.3. Podernos notar que as caracteristicas fundamentais dos canais T, L ¢ N presentes
nos mosculos e neurdnios sio fundamentalmente as mesmas. De maneira geral, os CDPs
podem ser divididos em canais ativados por voliagem baixa (AVB) e canais ativados por

voltagem alta (AVA), como mostra o Quadro 1.3,

Os CDPs do tipo AVB sio encontrados em neurdnios de uma variedade de areas
cersbrais e também em tecidos ndo neuronais, incluindo diversos tipos de miisculos ¢ uma
variedade de células periféricas (Saccomamo & Ganong, 1991). AS caracteristicas fisioldgicas que

distinguemn os canais T sdo sua baixa voltagem limiar de ativacio € a breve duracio de
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Quadro 1.3 - Principais caracteristicas que distinguern os canais de célcio do tipo T, L e N, presentes nos tecidos
neuronais (Saccomano & Ganong. 1991).

Caracteristica T L N

Ativados por  vol- Ativados por voltagem alia
tagem baixa

Despolarizacho  exigida  para  Fraca Forte Forie

ativacio )

Cinética de ativacio Transitlria Ininterrupta - Transitria

Sensibilidade &s diidropiridinas MNao Sim Nao

Sensibilidade R ©-conotoxing Nio Sim ‘ Mzo

Tecido Neuwronal e  ngo- ' Meuronal e  nfo- Mewronal
neuronal neurenal

abertura devido h rdpida inativagho. Assim, os canais T siio abertos durante despolarizagtes
relativamente pequenas em relagio ao potencial de repouso e inativados num termmpo da ordem
de dezenas de mili-segundos apds a ativagho. Os canais T presentss em tecides neuronais e
niio neuronais s@o geralmente resistentes ks diidropiridinas e outros bloqueadores de chlcio.
No entanto, recentemente verificou-se que os canais T parccem ser sensiveis 2 flunarizina e

nicardipina (Saccomano & Ganong, 1991).

Os CDPs do tipo AVA foram subdivididos em duas categorias. A primeira categoria,
canais L, sio encentrados no misculo cardiaco, masculo liso dos vasos sanguineos ¢ tecidos
neuronais. E necessirio grau mais elevado de despolarizacio para ativar os canais L do que o
necessirio para ativar os canais T. Uma vez abertos, os canais L conseguem sustentar a
resposta por muitas centenas de mili-segundos. Atualmente aceita-se a idéia de gue os canais
L. sio os responsaveis pela entrada do Ca® que ser utilizado nos principais processos Ca®*-
dependentes, como por exemplo contragio dos miisculos cardiacos e vasculares. A segunda
categoria, canais N, foi descrita inicialmente em neurdnios periféricos (owycky e at, 1935). O3
canais N, assim como os canais L, requerem despolarizacbes mais fortes para sua ativagio do
que a requerida para os canais T. Os canais N distinguem-se dos canais L devido a menor
duragio de seu periodo de ativagio e também devido a falta de sensibilidade que eles
apresentam aos agentes diidropiridinicos. O tempo requerido para inativar os canais N estd
entre aquele requerido para os canais T ¢ para os canais L. No entanto, a estrita separagdo dos

canais N e L & dificil devido & sobreposi¢io dos niveis de despolarizag@o necessirios para
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ativaciio. Assim, é dificil ajustar os parametros de simulacio para ativar apenas um desses

canais, em experimentos com a c€lula inteira (Saccomano & Ganong, 1991).

A partir de agora vamos concentrar nossa atengzo nos CDPs do tipo L, que sfio os canais

de célcio predominantemente sensiveis as DHPs.

Quadro 1.4 - Principais caracteristicas das subunidades do canal de ciicio dependente de voltagem.

Subunidade  Peso Molecular Caracteristica

oy 175 ka Polipeptidio nZo-glicosidico; contém miltipios sitios de
fosforilagho; substrato para quinases; sitio de ligagdo para as
DHPs

oy 145 kDa Polipeptidio N-glicosidico

B 54 ¥Da Glicopeptidio; substrato para quinases

¥ 30 kDa Glicopeptidio

24-27 kDa Glicopeptidio unido a ¢, através de ponies dissulfeto

Ca®

s e e o

F o s s o v e s am

NI =
fill

- e -

Figura 1.3 - Estrutura subunitaria do canal de cilcio do milsculo esquelético do coelho, em que se representam
as ligacdes dissulfeto, os locais de glicosilagho (Y ) e os locais de fosforilacdo (P). Notem-se as cinco subuni-
dades constituintes do receptor dos diidropiridinicos bloqueadores dos canais de cilcio: oy, 0y, B, v ¢ 8. As
moléculas das DHPs ligam-se & subunidade o (caeenn, 1989,

A caracterizagio bioguimica e a determinag@io da estrutura priméria dos CDPs foram
feitas recentemente (Catemll, 1983; Hosey & Lazdunski, 1988; Maelicke, 198%; Campbell e al,, 1988; Triggle & Langs, 1989;
Glossmann & Striessnig, 1990 ¢ Guy & Conti, 1990). A membrana dos tiibulos T (ndo confundir com os canais

do tipo T) dos miisculos esqueléticos sdo as fontes mais ricas em receptores das DHPS (Fosset e
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ol 1983 ¢ Glossmann & Ferry, 1983) € tem conseqlientemente servido de modelo para estudos estruturais
dos canais de Ca™* do tipo L (Compbell & af, 1988; Glossmann & Stiessnig, 1990 e Caterall et of., 1988). O8
receptores, que apresentam alta afinidade pelas DHPs, purificados destes tecidos, formam um
complexo de cinco subunidades distintas o, o B, ¥ e O (Fig. 1.3). As principais

* caracteristicas clessas subunidades podem ser vistas no Quadro 1.4.

A subunidade ©; é a mais importante pois & nela que se localiza o canal de Ca’
propriamente dito e também é nela que se localiza o sitio de Jigago das DHPs ¢ demais
. . 2 . . . .
antagonistas ¢ agonistas do Ca®*. Portanto devemos investigar a subunidade & de rmaneira um

pouco mais pormenorizada.

/ . -
iz Intenot

Figura 1.4 - Represeniacio esquemética das caracteristicas estruturais comuns a0 receptor das DHPs ¢ o CDP de
Na’. As guatro unidades homologas (I-1V), que se supde esiejam disposias em 10TRO do canal de célcio, so
mostradas linearmente. Também 530 mostradas as subunidades o-helicoidais §1-56 (da esquerda para a direita)
em cada repeticho (I-IV). Os residuos Arg (R) efou Lys (K) que sdo conservados nas repeticdes individuais do
receptor das DIHPs e nos 1rés canais ¢ nos trés canais de Na© de seqlidncia conhecida sao mostrados em cada
subunidade $4. Também szo mostrados culros aminoacidos comuns aos dois tipos de receptores presentes em
outras subunidades {Asp (D), Gly (G), Glu (E), Phe (F) ¢ Asn ()] (Tanabe ef af.,, 1987).

Um esquema para a topologia das dobras e da regiio ansmembrana da subunidade o
foi desenvolvido (Tasave e ol 1987 (Figs. 1.4 e 1.5) e é similar aquele proposto para O canal de
Na® (Cewerall, 1986). As repelicdes homblogas internas (I-IV) coném elementos hidrofébicos {(¢-
helicoidais, S1-86) que se espalham pelo interior da membrana celular. Os seis segmentos
compartilham aspectos estruturais caracteristicos com os correspondentes Segmentos do canal
de Na'. Os 24 elementos O-helicoidais so conectados por ramos ligantes de variados
comprimentos localizados no citoplasma (por exemplo, 1 56 = 71 S1) e no meio extracelular
(por exemplo, I S5 - I S6). As regives S2 sko carregadas negativamente. As regices 54
contém aminoécidos carregados positivamente (Lys/Arg) a cada tres (ou quatro) residuos. Os
dominios repetidos (I-1V) foram propostos de modo a formar quatro agrupamentos (clusters)
em hélice organizados a0 redor de um canal condutor de cétions que € alinhado com os quatro

segmentos S2 (Maclicke, 1988, Glossmam & Striessaig, 1990 ¢ Tempel et ol 1987. A hélice 54 & um elemento
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U :

Figura 1.5 - Arranjo transmembrana proposto da subunidade a; do canal de cAlcio do miisculo esquelético de
coelho. O esquema mostra © arranjo linear, embora os ¢lementos 1.1V envolvam o canal de célcio, formando na
realidade um arranjo aproximadamente circular, onde ¢ elemento T estd proximo 20 elemento IV (Saccomano &
Ganeng, 1991). '

cuja estrutura € encontrada em CDPs de Na', K' e Ca** (Gloésmsum & Swiessnig, 1990), de forma quase
que inalterada. Acredita-se que 54 participa como sensor de voltagem no processo de ativagio
dependente de potencial desses canais (Glossmann & Striessnig, 1950 & Guy & Condi, 19%0). Muitas das cargas
positivas desse segmento muito presumivelmente formam dipolos. Quando no potencial de
repouso, a hélice 54 & forgada a um arranjo de emparelhamento de lons em que os residuos
carregados negativamente localizam-se em outras secbes transmembranas. A despolarizacdo
induz cada hélice 84 a um rotagcio de cerca de 60° e a uina propagacio externa de cerca de 5
A a0 longo do eixo da hélice. Este movimento conserva o registro das interagdes dos pares
de fons para S4, transfere virias unidades de cargas portais (gating charge) através da
bicamada lipidica € produz uma distorgBio conformacional que resulta na ativagdo do canal

(Armstrong, 1981).

1.4 - Atvidade Bioldgica das DHPs

O principal medo de acfio das DHPs consiste em bloquear a entrada de Ca®* para o
interior da célula muscular lisa. Isto € possivel gragas a capacidade de essas drogas ligarem-se

reversivelmente a sitios receptores existentes na subunidade o; do CDP do tipo L (Scwanz er o,
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1988 ¢ van Amsterdam & Zaagsma, 1938). No momento em que o complexo DHP-proteina ¢ formado, o
sensor de voltagem do canal de Ca®* (segmento S4 da subunidade «,;) parece perder a
capacidade de ativar a abertura do canal no momento em que a membrana é despolarizada. A
partir dai o Ca?* nio pode mais ter acesso ao interior do sarcdmero para Tecompor 0s
depbsitos intracelulares de célcio, situados nas mitocdndrias e reticulo endoplasmitico. Visto
que os ions ca** desempenham papel vital na manutensio da fung@o dos tecidos cardiacos e
do masculo liso vascular, a redugio da concentracio intracelular de Ca®* nas células cardiacas
e no muasculo liso vascular resulta na dilatagio das artérias coronarianas ¢ das artérias ¢
arteriolas periféricas e pode reduzir a freqlincia cardiaca, diminuir a contratilidade miocérdica

(efeito inotrbpico negativo) e a condug@o nodal atrioventricular lenta ®erolkovas ef al., 1991).

Para levar adiante nossa tarefa, precisamos dispér de uvm grupo' de moléculas que
possuam atividade biologica quantitativamente conhecida. Esse grupo de moléculas deve
possuir esqueleto molecular comum a todas elas. Elas devem diferir entre si por um ou mais
grupos substituintes em posicdes definidas do esqueleto comum. Além disso, deve ser um
grupo numeroso bastante para que possamos testar diversas varidveis nos modelos
quantitativos. Se a substituicho der-sc em anel aromdtico, deve haver ntmero razodvel de
substituicbes nas posigdes orto, meta ¢ para, a fim de que modelos em separado para as
diversas posigdes possam ser testados. Por outro lado, deve haver grande variac@o da resposta
bioldgica ao longo da série (de preferéncia maior do que duas unidades de log (1/C), onde C
& a concentracio molar do firmaco capaz de reproduzir uma resposta bioldgica definida).
Todos as moléculas da séric devem exercer sua atividade biolégica pelo mesmo mecanismo de
acio. Os substituintes presentes em cada posicio do esqueleto fundamental do grupo devem,
em conjunto, possuir razodvel variagio dos efeitos eletrdnico e estérico do substituinte ¢ de
sua hidrofobicidade. Qutra coisa, a medida quantitativa da atividade bioldgica deve ser feita
de tal forma que se obtenha a medida do efeito farmacoldgico desejado de forma isolada.
Deve-se cuidar para que esta medida seja feita em termos de resposta bioldgica fixa, de modo
que a medida efetivamente realizada em laboratdrio seja a da concentragio molar de cada
derivado capaz de reproduzir aquela resposta biologica padrio (Marin, 1978 ¢ Turs ef al, 1985).
Finalmente, ¢ muito importante, as medidas quantitativas da atividade bioldgica devem ser
confidveis, ou seja, devemos impor a condi¢io de que o grupo de pesquisa responsivel por

elas tenha realmente experiéncia no assunto e seja reconhecido internacionalmente.
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Figura 1.6 - Formula estrutural da molécula da DHP. Os grupos substituinies, representados por X, sio mostra-
dos na Tab. L.L :

Conseguimos selecionar um grupo de derivados das 1,4-diidreopiridinas que satisfizesse
todas essas condigbes. A atividade biclogica de um grupo de 46 derivados da nifedipina, por
substituicio do grupo nitro fenilico, foi medida por Coburn er al. (9ss). (Quimicamente, o grupo
de substincias selecionadas € 2,6-dimetil-3,5-dicarbometoxi-4-X-fenil-1,4-diidropiridina
(DHP). Desse grupo de 46 derivados, ndo iremos utilizar apenas um COmposto: 3-N+Mc3.
Como nosso trabalho € de natureza tedrica e envolve cdlculos quinticos semiempiricos,
achamos mais prudente eliminar o dernvado 3—1\1+Me3 de nossa série. Os métodos
semiempiricos nio sdo muito confidveis quando aplicados a compostos eletricamente
carregados. Vamos fazer uso das medidas da atividade bioldgica desses derivados para
estabelecer relacdes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade biologica dos 45
compostos sclecionados. A estrutura quimica fundamental dos derivados da DHP € mostrada
na Fig. 1.6.

A atividade biologica das DHP ¢€ expressa quantitativamente em termos de log (1/IC sp),
em que ICs, corresponde & concentracio molar da droga necesséria para promover 50% de
inibigdo da contracio, em pecas anatdmicas intestinais de cobaias, promovidﬁ pelo uso de
solugBes-padrio de agonistas muscarinicos (metilfurmetida). Quanto mais potente for o
derivado, menor a concentragio molar necessiria para obter o efeito padrao e, portanto, maior
serd o valor de log (1//Cs;). A técnica detalhada da medicdo dessa grandeza € descrita ao
final do artigo de Coburn et al. (988). Cada valor publicado corresponde & média de 4-10

determinac®es individuais. Os desvios-padrdes ndo foram maiores do que 5% em relagio as
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Tabela 1.1 - Medida quantitativa da atividade biologica dos derivados da DHP.

Num. Substit. -log (IC5 0) MNurm, Substit. -log (IC 59)
1 3-Br 8,89 24 3-OH 6,00
2 2-CF 5 3,82 25 3-NTH2 5,70
3 2-Ci 8,66 26 3-0Ac 5,22
4 3-NO, 8,40 27 3-0C0% 520
5 2-CH=CH, 8,35 28 2-NH, 4,40
6 2-NO A 3,29 29 4-F 6,89
7 2-Me 3,22 20 4-Br 540
3 2-Et 8,19 31 4-1 4,64
9 2-Br 8,12 32 4-NO , 5.50
10 2-CN 7.80 33 4—\1Mez 4,00
i1 3-Cl 7,80 34 4-CN - 545
12 3F 7,68 35 4.Cl 5,069
13 H 7.55 36 2,6-CL, 8,72
14 3-CN TA6 37 Fs 8,36
15 31 7,38 38 2-F,6-Cl 8,12
i6 2-F 7.37 39 2'3'(:12 1,72
17 2-1 7,33 40 2-C1,5-N02 _ 752
i8 2-OMe 7.24 41 3,5-(312 7,03
19 3-CF3 7,13 - 42 2-0H,3-NO A 7,00
20 3-Me 6,96 43 Z,S-Mcz 7,00
21 2-0Et 6,96 44 2,4-C1 ) 6,40
22 3-OMe 6,72 45 2,4,5-(0OMe) ) 3,00
23 3-NMe2 6,05

médias. Os valores das medidas quantitativas da atividade biologica dos 45 derivados

selecionados sao mostrados na Tab. 1.1.
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Capitulo 2 - Objetivos ¢ Métodos

Trata-se de um trabalho essencialmente tebrico. As principaié ferramentas que aqui
utilizaremos sdo o célculo de orbitais moleculares semi-empirico ¢ estatistica, além de uma
boa dose de imaginacio e bom senso. Nao vamos ao laboratorio para efetnar medidas de
espécie alguma. Porém, vamos utilizar em algumas oportunidades resultados experimentais
obtidos em outros centros de pesquisa. Obviamente ndo estamos tentando -insinuar que 0$
procedimentos experimentais nfo sejam necessdrios, ou que possam ser relegados a segundo
plano. Isso nunca serd verdadeiro. A ciéncia farmacoldgica ndo ird prescindir do auxilio de
um laboratério de pesquisa. O que pretendemos € verificar as potencialidades e limitagbes do

uso de caleulos tedricos no estudo das relagBes entre estrutura quimica e atividade biologica.

De antemfo podemos imaginar gue as limitagtes sejam grandes. Afinal, em nosso
estudo determinaremos algumas propriedades fisico-quimicas de moléculas situadas no vécuo,
ou seja, sem que influncia externa de espécie algnma perturbe o arranjo de sua geometria.
Isso é algo que ndo observaremos em sistemas biologicos. Podemos dizer que estes sdo
sistemas sujos. Com isso queremos dizer que além das espécies quimicas reagentes sobre as
quais depositamos nosso interesse, existc uma infinidade de outras espécies que contaminam 0
processo em estudo. Com toda a certeza virias das propriedades do firmaco sio influenciadas
pela presenca dessa gama de espécies, a principio indesejdveis, mas que sao indissocidveis do
processo biologico. Alids € justamente essa complexidade que desafia nossa capacidade de

reproduzir suas caracteristicas através de modelos simples.
2.1 - Objetivos

Em resumo, as principais etapas deste trabalho consistem enx:

a) Estudar as principais caracteristicas geométricas dos compostos investigados, como
comprimentos e angulos de ligacdo, dngulos torsionais e conformacao preferida em seu

estado de menor energia.

b) Propor a geometria bioativa com base na andlise termodindmica estatistica das curvas de

potencial da rotagio do anel fenilico em torno do anel piridinico.
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Comparar as conformacdes preferidas em seu estado de menor energia com aquelas
obtidas a partir do estudo das curvas de potencial. Verificar as potencialidades do uso de

ambas no estudo das relacdes estrutura-atividade.

Fazer o calculo tedrico de diversas propriedades fisico-quimicas, tais como potencial de
ionizacio, afinidade elettdnica, momentos dipolares total e parciais, polarizabilidade

molecular, cargas liquidas, indices de fronteira, etc.

Estabelecer relagdes qualitativas e quantitativas entre as propiiedades fisico-gquimicas
calculadas e a atividade bioldgica. Com isso pretendemos inferir algo sobre o mecanismo
de acio das 1,4-diidropiridinas. Ou seja, guais propriedades, ¢ de que forma, sio
importantes para o desenvolvimento da resposta farmacoldgica. Conseqiientemente serd
possivel visualizar algumas das interacOes que ocorrem durante a formagdo do complexo

droga-receptor.

Propor a topografia simplificada do receptor farmacoldgico dessa classe de farmacos,
mapeando Os possiveis grupos funcionals nele presentes. Isso poderd ser possivel através

da investigacio sobre a natureza das interagDes farmaco-receptor.

2.2 - Métcdo

Apresentamos o método de trabalho com o qual pretendemos atingir os objetivos

enumerados na segfio anterior. As técnicas ¢ programas que pretendemos utilizar também

¢stio indicados nas proximas secdes.

2.2.1 - Selecio dos derivados da 1,4-diidropiridina

A primeira fase do trabalho consiste em selecionar, a partir da literatura disponivel, um

grupo de analogos da DHP cuja atividade biolbgica seja quantitativamente deterrninada. Isto €

necessirio para que possamos estabelecer relacbes entre estrutura quimica e atividade

bioldgica em termos quantitativos. Os critérios utilizados para selecionar tais andlogos ja

foram discutidos na secio 1.4.
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2.2.2 - Anilise conformacional

Compreende o estudo das caracteristicas geométricas globais dos compostos selecionagos
e também a investigacio de conformagGes termodinamicamente permitidas. A anélise
conformacional também objetiva a formagio de uma imagem mental (modelar) acerca da

estrutura geométrica das DHPs.

Faremos a determinagio tedrica das curvas de potencial de rotacdo do anel fenilico em
relacio ao anel piridinico. Através das curvas de potencial localizaremos os minimos
absolutos de energia conformacional. Os célculos tebricos que se referem 3 geometria
molecular serio feitos com 0 método AM1 ewar er at, 1985) que Se encontra disponivel no pacote
computacional semiempirico MOPAC 6.0 (Stewan, 1990). Além disso, pretendemos identificar as
regides das curvas de potencial capazes de abrigar 99% da populagio molecular. Para isto

usaremos alguns principios de mechnica estatistica (Richards, 1983),

Adotamos dois critérios diferentes para abordar o problema da otimizacio geométrica dos
compostos. Pelo critério do minimo absoluto de energia conformacional a geometria bioativa
estaria relacionadla h conformagio mais estdvel, independentemente da orientagdo de grupos
funcionais. De forma diferente, pedemos também imaginar como geometria bioativa aquela
emergente da anélise grupal das regides termodinamicamente permitidas a certas parcelas de
populacio molecular Richards, 1983). Este critério parece-nos mais significativo que o primeiro.
Os pardmetros geométricos calculados, como comprimentos € angulos de ligacdo e angulos
torsionais, de algumas das moléculas da série serio comparados com os respectivos valores
experimentais obtidos a partir de cristalografia de raios-x. Esta € uma forma, ainda que
aproximada, de averiguarmos o quio dentro ou fora da realidade estaremos trabalhando.
Examinaremos também como variam os valores dos comprimentos e angulos de ligagcio e
angulos torsionais ao longo da séric de compostos. Isto nos possibilitard concluir se esses

valores sio ou n@o importantes para o desenvolvimento da resposta bioldgica.

Faremos alguns célculos que nos fornecerdo as caracteristicas geométricas globais do
grupo de anilogos da DHP. Por exemplo, delinearemos o perfil geoméirico médio do grupo,
determinaremos distincias aproximadas entre grupos funcionais, comprimento, altura e largura

médios das moléculas, etc. Utilizaremos nesse célculo o programa ATCOOR (Nordiander et at, 1985).
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Porém, nenhuma anilise conformacional estard completa se nfio pudermos visualizar a
distribuicio espacial dos grupos funcionais através de modelos moleculares. Vamos utilizar
pai'a isto desenhos moleculares grificos para obtermos essa visio. Dispomos atualmente de um
programa denominado MINDTOOL/, que é capaz de desenhar ¢ manipular estraturas

moleculares com facilidade.

2.2.3 - Calculo de propriedades fisico-quimicas

Na secio 2.2.2 adotamos dois critérios para analisarmos o padrio de geometria
molecular. Apbs a andlise cuidadosa dos resultados obtidos e comparagdo com 08 resultados
experimentais disponiveis, teremos condiges de decidir qual dos dois € mais adequado. Feito
isto, vamos calcular as propriedades fisico-quimicas, citadas acima, apenas para a geometria

que corresponder ao melhor critério,

Vamos calcular os valores de diversas propriedades fisico-quimicas, também utilizando o
AM1. Propriedades tais como energia do HOMO (Hfghest_Occupfed Molecular Orbital) ¢
LUMO (Lowest Unocc;zpied Molecular Orbital), momentos dipolares total e parciais
(hibridizacio e carga pontual) (ople & Beveridge, 1970), Cargas elétricas liquidas em posicoes
estratégicas da molécula, dureza (Pasr & Yang, 1989), eletronegatividade de Mulliken (Paar & Yang, 1989 ¢
Muliiken, 1934) € polarizabilidade molecular. Todas estas propriedades serdo determinadas pelo
AM1.

Propriedades que medem a reatividade de certas poreoes da molécula (Bradiey & Guerrans, 1973),
tais como densidade do orbital de fronteira, densidade do ¢létron de fronteira e densidade do
radical de fronteira (Fukui, 1970) podem ser fiteis na compreensdo de possiveis interagbes entre
fhrmaco e receptor. Por esse motivo vamos efetuar o célculo dessas propriedades. Como ndo
dispomos de programas que facam estes célculos, teremos de construir uma rotina especial
que utilizard os coeficientes da funcfio de onda total, fornecidos pelo AM1, e procederd ao
cilculo dos indices de fronteira. Feito isto, utilizaremos os resultados desses célculos no

estudo das relacdes quantitativas entre estrutura e atividade.

+ MINDTOOL foi criado por Julian Tirado-Rives ¢ James F. Blake da Universidade de
Yale, USA, ¢ colocado sob dominio pablico.
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Finalmente estimaremos o volume molecular, que pode nos dar a idéia do efeito estérico
provocado pela presenga dos grupos substitvintes. O volume molecular serd estimado pelo

programa SURF, construido por nds a partir do algoritmo de Higo & Go (1989).

2.2.4 - Relagbes estrutura-atividade

Consiste em correlacionar estatisticamente a atividade biolégica com propriedades
fisico-quimicas diversas. Isto tem por finalidade determinar quais dessas propriedades sd@o
importantes durante a absorgdo e transporte do farmaco através do organismo, bem como na
interacio do farmaco com o receptor. Utilizaremos as propriedades fisico-quimicas calculadas
na secfio anterior para serem corelacionadas com a atividade biclogica citada na secio 2.2.1.
As propriedades fisico-quimicas a serem calculadas s80 aquelas correspondentes A geometria
molecular definida pelo melbor dos dois critérios mencionados na sego 2.2.2. Utilizaremos a
regressdo linear mltipla Ormper & Smih, 1981) como ferramenta para estabelecer as relaghes
quantitativas entre estrutura e atividade. Dispomos do excelente pacote computacional

f

estatistico SAS - Statistical Analysis System,’ que iremos utilizar em nossos cilculos.

2.2.5 - Mapeamento do receptor farmacologico das DHPs

Consiste em determinar a natureza dos grupos funcionais complementares do receptor
que interagem com cada porgio do fArmaco, bem como suas respectivas localizacdes
espaciais. O mapeamento do receptor pode ser feito somando-se os resultados da anélise
conformacional, andlise das caracteristicas elewdnicas e, principalmente, das relagDes
estrutura-atividade. Sabemos que o mapeamento do receptor resultante de um trabalho
exclusivamente tedrico nfio pode revelar muitos detalhes. SZo dois os motivos que justificam
esta afirmagfio: a) o fator hidrofébico nfo pode ser adequadamente parametrizado por cilculos
tedricos (a nio ser que use no minimo tés parimetros tedricos sO para isso) (Lewis, 1989) © b) as
propriedades fisico-quimicas utilizadas nfio caracterizam interacbes especificas ao nivel do

complexo firmaco-receptor, embora possuam outras vantagens Marin, 1978). Por esses motivos

+ © SAS Inc., Cary, USA - Todos os direitos reservados.
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utilizaremos algumas constantes de substituintes cldssicas combinadas com parimetros fisico-
quimicos calculados. Utilizaremos o trabalho de Coburn et al. qsss) como base para selecionar
os parametros cléssicos. Assim, dentro das possibilidades, procuraremos obter 0 méximo de
informacdes possivel para realizar 20 menos o mapeamento inicial e um tanto quanto ristico

mas que sirva como ponto de partida para trabalhos mais avangados.
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Capitulo 3 - Anélise Conformacional

Vamos analisar a partir de agora os diversos aspectos da estrutura geométrica das DHPs.
Em primoeiro lugar vamos determinar a curva de potencial da rotagio do anel fenilico em
relacio ao anel piridinico, para cada um dos 45 derivados da séric. Queremos localizar os
valores do &ngulo torsional responsével por essa rotacfio onde existam minimos de energia
conformacional. Além disso, estamos interessados em saber se a rotagdio €
termodinamicamente permitida, bem como verificar o efeito da rotagio anelar sobre o restante
da molécula. Uma informacio adicional que pretendemos obter através da anilise das curvas
de potencial & sobre o farmactforo do grupo, ou seja, a geometria ¢ orientagiio na qual a
familia da droga liga-se a um receptor especifico. A seguir vamos proceder a otimizacdo da

geometria de cada uma das moléculas das DHPs.

Antes de muais detalhes, porém, é preciso esclarecer algumas coisas. Quando alguém
aplica os métodos de quimica quintica & resolucdo de problemas ligados & quimica médica,
como & nosso ¢aso, o termo ofimizagho de geomertric molecular adquire um sigrificado que
ranscende aguele que € comum aos quimicos tebricos. A estes importa conhecer a geometria
molecular que acumula menor energia conformacional, excetuando algumas situacdes
especificas. No caso da quimica médica, o pesquisador ndo estd particularmente interessado
nesse aspecto. A ele interessa a geometria bioativa, que ndo € necessariamente a geometria
energeticamente mais estdvel. Dai a necessidade de manter um olho nas listagens liberadas
pelo computador e outro no possivel perfil do receptor, E fundamental que ndo percamos de
vista esse aspecto. De nada vale agarrar-se as montanhas de nlmeros produzidas pelos
programas semiempiricos ¢ ignorar o outro lado da guestdo. Neste caso o trabalho pode até

sair bem organizado e asseado, mas ndo passard de um calhamago de papéis totalmenie inatl.

Para nio ignorarmos esse aspecto, vamos abordar o problema da otimizacio da geometria
molecular de duas formas diferentes. Muma primeira aproximago adotaremos como geometria
bioativa aquela correspondente & de menor energia conformacional. Em seguida tentaremos
melhorar o tratamento teérico adotando como geometria biocativa aquela resultante da anélise
global das curvas de potencial, quando verificaremos regides comuns de estabilidade
conformacional. Mais tarde, ao compararmos os perfis geométricos correspondentes as duas
geometrias obtidas com alguns resultados experimentais, teremos a oportunidade de averighar

qual abordagem € mais adequada.
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Figura 3.1 - Numeragio adotada para os itomos nfo hidrogendides, presentes na molécula da DHP.

De agora em diante consideraremos 4 numeragao dos 4tomos presentes na molécula da.
DHP como sendo aquela apresentada na Fig. 3.1. Toda a andlise conformacional serd feita
com o método AMI.

3.1 - Analise das Curvas de Potencial da Ligagao 8-7-4-3

A determinacio das barreiras rotacionais pode ser fitil na concepcdo do farmacéforo
@ichards, 1983). A técnica normalmente utilizada consiste em comparar os perfis das curvas de
potencial de moléculas com grande variedade de intensidade de respostas biologicas. Se
alguma espécie de padrio de interrelacionamento for descoberto, pode-se propor um tipo de
geometria bioativa Famell er 1., 1975). Pode também acontecer de as curvas de potencial per se ndo
serem Gteis nessa tarefa. Devemos entdo promover a anflise global dos dados geométricos em

busca de um possivel padrio de comportamento.

A determinagio tedrica da barreira energética de rotagio de uma ligacfio quimica ndo &

uma tarefa das mais dificeis (Cuiswffersen, 1976). Na verdade trata-se apenas da otimizagdo da
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geometria molecwalar mantendo-se fixo, no valor desejado, o Angulo de rotaciio da ligacdo que
estamos estudando. Assim que a estrutura molecular chegar ao minimo de energia
conformacional para aquele valor de Angulo torsional selecionado, calculamos a energia da
molécula (normalmente isto & feito automaticamente pelo programa AM1). Repetindo-se o
mesmo célculo para diversos valores do angulo em questdo, separados por intervalos
regulares, teremos chegado a um conjunto de valores de energia em fungdo do angulo
torsional. Dai basta construir urm grifico da energia total em funglo do dngulo ioréional,
cujos pontos devem ser unidos por uma curva suave, ¢ medir a altra da barsira rotacional,
Quanto mais nurnerosos forem os valores dos &ngulos torsionais utilizados na construgio do
grifico, mais precisa serd a determinagio dos pontos de méximo e minimo, cuja diferenga em
energia constitui a propria barreira. |

E interessante mencionar que utilizaremos como unidade de medida da energia
conformacional a entalpia de formacio (AH[). A utilizacio de AHy € equivalente ao uso da
variagio de energia interna (AU), pois conhecemos a relacio simnples guardada entre essas

duas grandezas [Eq. 3.1)L
AH = AU + pAvV . 3.1

Como sabemos que o volume molecular ndo varia apreciavelmente com as alteragGes
conformacionais, AHy torna-se uma grandeza legitima para estimar a energia estrutural

molecular ®ichards, 1983).

No caso das DHPs, optamos por determinar a barreira de rotagio da ligacio 8-7-4-3 a
intervalos de 10°. Para os derivados cuja curva de potencial seja previsivelmente simétrica (-
FS, 4-Br, 4-Cl, etc.) variamos esse @ngulo de 0° a 180°. No caso das assimétricas (2-Cl, 3-
NOz, 2-CN, etc.), de 0° a 360°

Para iniciar o calculo, submetemos ao AM1 uma geometria aproximada para cada
molécula em que fixamos apenas o angulo diedro 8-7-4-3 em 10°. Utilizamos o recurso
denominado coordenada de reacao para o célculo sequencial das geometrias moleculares. Por
este processo, assim que a geometrian molecular é otimizada ¢ ficamos conhecendo sua
entalpia de formagiio, o programa automaticamente acrescenta 10°, ou outro valor
predeterminado, ao angulo torsional 8-7-4-3 e refaz todo o cilculo. Para cada novo valor deste
angulo, o programa utiliza a geometria otimizada do cdlculo anterior como entrada para o
calculo seguinte. Dessa forma, apenas pequenas modificagbes na geometria total normalmente

serio necessirias para obtermos o resultado seguinte. Assim o cdlculo caminha mais
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rapidamente dO que se submetéssemos a mesma geometria molecular para cada novo valor do

angulo torsional 8-7-4-3,
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Figura 3.2 - Tipos bésicos de perfis encontrados para as curvas de potencial das DHP,

A anélise dos resultados mostrou que existem quatro tipos fundamentais de perfis para as
curvas de potencial. Estes pedem ser vistos na Fig. 3.2. O perfil (a) é caracteristico dos meta
¢ para derivados, que possuem baixa barreira rotacional. As pequenas salidncias nos locais de
minimo correspondem &s interacdes entre o substituinte fenilico e os grupos metilas ligados
diretamente ao ancl piridinico; (b) & caracteristico de grupos volumosos presentes na posigido
orto, ou ainda grupos que exercam forte repulsio ao par elerdnico de N1, ligados nessa
mesma posicao (OMe, OEt, Me, NH,, etc.); (¢) e (d) sho tipicos de grupos eletronegativos
que possuem volume ndo muito grande, ligados na posicio orto (Cl, NOz, CN, etc.). Na Tab.
3.1 podemos ver os valores calculados para a energia da barreira rotacional da li gagdo 8-7-4-3
para os 435 derivados da série. Uiilizaremos estes valores mais adiante (Cap. 5), no estudo das

relacbes quantitativas entre estrutura quimica e atividade biolégica.
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Tabela 3.1 - Energia da barreira rotacional da ligacao 8-7-4-3 calculada pelo AMI. Os valores foram medidos a
partir de graficos de Al em funclo do dngulo torsional 8-7-4-3. Os perfis indicados referem-se & Fig. 3.2.

Num, Energia® Perfil Num. Energia Perfil Nurn, Energia Perfil
1 1,66 a 16 4,80 b 31 1,40 a
2 9,73 b 17 6,20 c 32 1,40 a
3 4,73 ¢ 18 3.88 b 33 1,55 a
4 2,05 a 19 1,80 a 34 141 a
5 8,36 b 20 1,49 a 35 147 a
6 6,54 c 21 5,27 b 36 9,24 Te
7 6,67 b 22 1,61 a 37 8,52 c
3 7,41 b 23 1,67 a 38 944 b
9 5,60 d 24 1,41 a 39 4,99 c
10 5,82 ¢ 25 1,54 a 40 525 c
11 1,58 a 26 1,51 a 41 T 1,63 a
12 1,97 a 27 1,57 a 42 4,37 d
13 1,48 a 28 5,82 b 43 6,66 b
14 1,71 a 25 1,52 a 44 4,71 c
15 1,65 a 30 143 a 45 3,84 b

() Dada em kealfmot,
3.1.1 - Minimos absolutos de energia conformacional

A analise minunciosa das curvas de potencial revelou a localizacio dos minimos
absolutos de energia. Estes locais encontram-se irregularmente distribuidos ac longo da série
de compostos. Aparentemente ndo existe nenhum padrdo de distribuigio para eles,
considerando-se que os compostos foram numerados aproximadamente em ordemn decrescente
de atividade biologica. A Fig. 3.3 da-nos a idéia de onde estio localizados os minimos de
energia para os 45 derivados da DHP. Podemos notar que em alguns compostos hd mais de
um minimo de energia, como por exemplo em H, 4-F, 4-Br, 4-1, etc. Isto ocorre devido a

simetria global da molécula do composto.

Nio podemos dizer que ficamos satisfeitos com os resultados mostrados na Fig. 3.3. Bom
seria se, de imediato, descobrissemos um comportamento regular ¢ previsivel da distribuigio
dos valores do &ngulo torsional 8-7-4-3. Ora, porque isto € tdo importante 7 O angulo diedro
8-7-4-3 define a situagho espacial do anel fenilico em relag@o ao anel piridinico. Na maioria
dos casos define também a localizagio espacial do substituinte do anel aromatico. E certo que
o receptor das DHPs possui sitios especificos de interagio para com as diversas partes das
moléculas (Cobum et al., 1988; Scidel ef al. 1985 ¢ Bolger ef al, 1983). Além disso, é razodvel supor que a

regido do receptor que interage com o substituinte fenilico tenha extensfo bastante limitada
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Figura 3.3 - Localizagso dos minimos de energia conformacional revelados pela andlise das curvas de potencial
de rotaczo do anel fenilico em relacho ao anel piridinico, Simbolos diferentes foram utilizados para assinalar a
presenca de mais de um minimo absoluto para o mesmo composto.

(Cobum e al., 1938). 1sto acarretaria no fato de que o substituinte, quando da formacio do complexo
com o receptor, deva estar espacialmente orientado aproximadamente na mesma direcio,
independentemente do composto. Com base nesse argumento, talvez fosse de se esperar um
comportamento mais regular para as conformacbes moleculares em fungio do minimo

absoluto de energia. Dai nossa insatisfagio com os resultados obtidos.

Porém, a andlise imparcial dos resultados, sob o prisma do métedo pelo qual foram
obtidos, revela que mesmo que obtivéssemos correlacdo significativa entre o angulo torsional
8-7-4-3 e a atividade biologica, teria sido por pura coincidéncia. Como j4 abordamos
anteriormente, a otimizacio da geometria molecular pelo método AMI € feita sem que
influéncias externas interfiram no processo. Somente as interacbes intramoleculares sdo
relevantes no trabalho de otimizacio da geomeiria. Nao h& porque esperar que durante a
otimizagdo as moléculas comf;ortem-se como se houvesse por perto um receptor
farmacolbgico invisivel. Isto infelizmente ndo € possivel. As moléculas t&m total liberdade

para assumir conformacbes proprias, sendo que as Gnicas forcas que limitam o procedimento



- 32 -

vem das interacOes intramoleculares. Assim, devemos mudar a abordagem de anilise das

curvas de potencial.
3.1.2 - Regides termodinamicamente permitidas de estabilidade conformacional

Um método que nos parece interessante é a localizagio das regides, ao Iongo de cada
curva de potencial, capaz de abrigar a populagiio molecular de 99% da total Richards, :983) Esta
estimativa pode ser conseguida através de uns poucos célculos de mechnica estatistica (Richards,
1983 & Christoffersen, 1976). A vantagem de tal procedimento ¢ que poderiamos selecionar, dentre uma
gama enorme de valores do angulo torsional 8-7-4-3, apenas alguns intervalos do mesmo.
Eistas regioes selecionadas corresponderiam as poucas conformagdes preferidas que seriam
estatisticamente permitidas a cerca de 99% da populagio molecular. Nos estamos interessados
em conhecer, para uma série de compostos similares, conformacionalmente flexiveis, o qudo
flexiveis eles sdo e quais intervalos de conformagbes sio possiveis para cada molécula, a

temperatura corporal.

A fungio de particko Z,, € um niimero que indica como as moléculas estdao
distribuidas entre os niveis de energia disponiveis. Para o caso de apenas um angulo
torsional, T, a fungio de particio pode ser definida como

Zeonf = eEolM (3.2)

T

onde E(y é a energia calculada para a conformago definida por T; k € a constante de
Roltzmann e T & a temperatura absoluta (normalmente 310 K, que corresponde & temperatura

do corpo humano).
A fungio de probabilidade pode entdio ser integrada sobre toda a curva, resultando em
Z,, e a seguir normalizada pela corregdo de cada ponto,

zsy

Zcﬂon = ’
ol Z

(3.3)

de forma que a nova fungfo de probabilidade total, Z1, quando integrada resulte em unidade.

Agora podemos gerar niveis de probabilidade que, quando sobrepostos as curvas de
potencial, fornecem-nos os intervalos de valores para o angulo torsional T que seriam

permitidos a uma dada populagio de moléculas (99% em nosso caso). Podemos mostrar de
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forma analitica como calcular o valor do nivel de energia, Egg, abaixo do qual concentra-se
99% da populag@o molecular. Sabemos que a fungio Z: quando integrada deve resultar em

unidade. Logo

Ero!
Zs -:I A e FIgE =1, 3.4

[

onde E,,; correspondc % altura mixima, em unidades de energia, da curva de potencial, sendo
que ao valor mais baixo é atribuido o valor zero, A & uma constante de ajustamento e
utilizamos E ao invés de Ey apenas para simplificar. Integrando e resolvendo em fungiio de

A, temos
1 B 1T\ B
A o= -ka(lme- ) . ) (3.5)

Agora queremos determinar o nivel de energia que, quando integrado, resulta na.
probabilidade de 0.99. Ou seja, '

Egg .
j A e M dE = 099 . | (3.6)
[+
Efetuando temos
| 0.99 | -
Eg = —kT In —_——) . .
o =~ In (1= =% 3

Utilizamos © procedimento descrito acima e determinamos Egy para cada um dos

compostos da série. Os valores de £gg 530 mostrados na Tab. 3.2.

Agora podemos analisar as curvas de potencial de cada um dos 45 compostos,
juntamente com OS Tespectivos niveis de energia que correspondem a 99% da populagéo
molecular (Figs. 3.4-3.12). Nas Figs. 3.4-3.12 os compostos estio organizados em rigorosa
ordem decrescente de atividade biolégica. Na Fig. 3.4 estfo 0s cinco derivados mais ativos, na
Fig. 3.5 os cinco mais ativos dentre os quarenta restantes ¢ assim por diante. Em cada uma
dessas figuras a relagio dos compostos que aparece no alto 2 esquerda também nos di a
ordem decrescente de atividades. O mais ativo € o que aparece no alto da relagdo. As linhas
rracejadas horizontalmente mostram 08 niveis de energia Egg para cada curva. A associagio .
entre cada curva de potencial e o respectivo nivel de energia é mostrado com simbolos

proprios.
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Tabela 3.2 - Nivel de energia correspondente a 99% da populaglio de cada uma das espécies quimicas cujas cur-
vas de potencial encontram-se nas Figs. 3.4-3.12. Os valores de Eg cormspondem & coordenada Y das linhas
horizontais tracejadas dessas figuras.

Comp. Eg® Comp. Eg Comp. Egy
1 1.57 16 2.81 31 1,36
2 2,84 17 2.83 32 1,34
3 2.81 18 2,74 33 147
4 1,90 19 1,70 34 1,36
5 2,83 20 143 35 139
6 2,84 o2 2,75 36 2,84
7 2,34 22 1,53 37 2,84
3 2,84 23 1,56 38 2,84
9 2,83 24 1,35 39 2,82
10 2,83 25 1,47 40 2,82
11 1,52 26 _ 145 41 1.55
12 1,50 27 148 42 2,78
13 1,40 28 2,83 43 ' 2.84
14 1,62 29 146 44 2,81
15 1,57 30 Co136 - 45 2,73

(2) Dado em kcalfmol.

10.0

/ kcal/mol

Energia

0.0 S 2 i LB A 1 i
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Xngu]o Torsional B8-7-4-3

Figura 34 - Curvas de potencial de rotagZo do #ngulo torsional 8-7-4-3, juntamente com os niveis de energia
abaixo dos quais ccorre uma populacio molecular de 99%.
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Figura 3.5 - Curvas de potencial de rotacho do angulo torsional 8-7-4-3, juntamente com os niveis de encrgia
abaixo dos quais ocore uma populago molecular de $9%. :
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Figura 3.7 - Curvas de potencial de rotagiio do &ngulo torsional 8-7-4-3, juntamente com os niveis de energia
abaixo dos quais ocorre uma populacio molecular de 99%.
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Figura 3.8 - Curvas de potencial de rotagio do angulo torsional 8-7-4-3, juntamente com os niveis de energia
abaixo dos quais ocorre uma populacio molecular de 99%.
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Figura 3.9 - Curvas de potencial de rotagdo do angulo torsional 8-7-4-3, juntamente com os niveis de energia
abaixo dos quais ocorre uma populacio molecular de 99%. :
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Figura 3.10 - Curvas de potencial de rotacio do &ngulo torsional 8-7-4-3, juntamente com os niveis de energia
abaixo dos quais ocorre uma populagfio molecular de 99%.
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Figura 3.11 - Curvas de potencial de rotacBo do angulo torsional 8-7-4-3, jumame'nte com os niveis de energia
abaixo dos quais ocorre uma populacio molecular de 99%.
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Figura 3.12 - Curvas de potencial de rotacBio do angulo torsional 8-7-4-3, juntamente com os niveis de energia
abaixo dos quais ocorre uma populacdo molecular de 99%.
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Nossa intengio é comparar os intervalos do &ngulo torsional 8-7-4-3 permitidos a cada
conjunto de cirtco compostos ¢ verificar a existéncia de padroes de comportamento. Note que
selecionaremos somente intervalos de angulos comuns a0s cinco compostos. A razio para isso
é que, por hipotese, a orientagio do substituinte aromético € importante para a atividade
biologica. Portanto, desejamos saber quais intervalos do angulo torsional 8-7-4-3 s@o
permitidos aos grupos mais ativos, mederadamente ativos, bem COmO a0s COmMPOStOS menos

ativos.

Um esquerna contendo os intervalos encontrados nas Figs. 3.4-3.12 pode ser visto na Fig.
3.13. Podemos notar que de maneira geral a flexibilidade dos compostos mais ativos é menor
do que a dos compostos menos ativos. Yemos que os intervalos permitidos para o angulo 8-
7-4-3 vai gradativamente aumentando, até que no haja praticamente restricGes quanto a seus
limites. Outra observagio importante € que a (inica regido comum a todos os compostos, sem
excecio, & a que vai de 30° a 90°, aproximadamenie. Finalmente, vemos que esses resultados
sio compativeis com nossa suposicdo inicial de que a regido do receptor que interage com ©

substituinte fenilico deva ter extensdo, ou pelo menos largura, limitada.

36 p e T

32 N 220 282

3.7 S 22 ok T 155 285

8 I = 23 gg TTTTTTTTTTTTTTTTTRT 202 282

39 e

340 R ny T 200 268

LA ) 142 162 326 340 350

e e -
3.2 3 128 209 269

5. ] ] 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350
-
Angulo Torsional 8-7-4-3

Figura 3.13 - Resumo dos intervalos do angulo torsional 8-7-4-3 permitido a 99% das moleculas, a 37° C. Cada
intervalo refere-se & regido comum a cada grupo de cinco compostos apresentados nas Figs. 3.4-3.12,
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3.2 - Determinagio da geometria de menor energia

Para cada um dos compostos do grupo, submetemos ao programa AM1 uma geometria
inicial aproximada para subsequente otimizac%o. Esta foi composta por uma matriz de entrada
composta pelos comprimentos € angulos de ligacio e angulos torsionais aproximados
correspondentes 2 geometria mais proxima do minimo absoluto detectado pelas curvas de
potencial, além de outras informagdes pertinentes. Deixamos livres todos esses kpar’é.mctros
para fins de otimizacdo, ou seja, permitimos que toda a geometria ficasse flexivel, de forma
que o conjunto chegasse & conformacdio que representasse a situacio de menor energia

conformacional para a molécula.
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e .
Figura 3.14 - Comprimento médio, em A, e os respectivos desvios padrdes das principais ligagdes na molécula
da DHP, segundo o critério do minimo absoluto de estabilidade conformacional (segao 3.2). Cada valor
corresponde & média de 45 valores individuais,

Apbs o célculo da geometria otimizada de cada uma das moléculas, determinamos o
valor médio dos parimetros geométricos € os respectivos desvios padrdes. Queremos conhecer
a extensdo do intervalo de variag@o a que cada valor médio estd sujeito. Devemos observar
que esses valores representam a geometria média de uma série de moléculas com uma gama

muito grande de atividade bioldgica. A Fig. 3.14 mostra os valores do comprimento médio
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das principais ligacbes quimicas dos derivados da DHP, juntamente com os respectivos
desvios padroes. Cada uma dessas médias foi cornputada a partir de 45 valores individuais.
As médias dos comprimentos de ligagdo equivalentes, em cada lado do anel piridinico, foram
computadas em separado e comparadas logo a seguir. A coincidéncia foi quase perfeita. Por
esse motivo apresentamos apenas os valores para uma das metades do anel piridinico. O
calculo demonstrou que a simetria do anel piridinico, € seus substituintes, ainda continua
elevada mesmo apds a substituig@o no anel benzénico. Podemos notar, analisando a Fig. 3.14,
que os comprimentos de ligagio calculados permanecem aproximadamente constanies ao
longo da série de moléculas. Observe a grandeza dos desvios padrGes em relag@o aos
comprimentos de ligacio. Nio nos preocupamos em fazer concordar o nfimero de decimais da
medida do comprimento de ligacdc com o do desvio padrdo. Este foi mostrado apenas para

dar-nos a idéia da invariancia dos comprimentos de ligagio ac longo da série.
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Figura 3.15 - Angulos médios e 0s respectivos desvios padrdes para as principais ligagoes dos derivados da
DHP, segundo o critério do minimo absoluto de estabilidade conformacional (secdo 3.2). Cada valor corresponde
3 média de 45 valores individuais.
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Na Fig. 3.15 encontramos os valores médios dos principais angulos de ligacdo, que
foram calculados de maneira identica .aos comprimentos de ligacio. Aqui também podemos
observar que esses Angulos no variam apreciavelmente ao longo da série. O angulo 8-7-4 €
aquele cuja média possui o maior desvio padrio, influéncia natural da presenca dos diversos
substituintes que se ligam ao grupo fenil. Observando a amplitude da variag@o dos valores
calculados dos comprimentos e Angulos de ligacio, chegamos & conclusio obrigatdria de que

eles ndo podem ser importantes na explicacio da atividade biologica desses compostos.

Tabela 3.3 - Principais angulos torsionais médios e os respectivos desvios padrbes calculados pelo AMI, na
molécula da DHP, segundo o critério do minimo absoluto de estabilidade conformacional (se¢zo 3.2). Cada an-
gulo citado corresponde & média de 45 valores individuais.

Ligagio Angulo Ligacdo Angulo
4.3-2-1 -4.92 (0,71) 32-31-3-2 14,33 @3,76)
5-4-3-2 19,63 (#3,04) - 33-31-3-2 -163,80 (3.98)
6-5-4-3 -19.90 (3,18) 34-33-31-3 179,61 @067
7-4-3-2 -103,90 (4.29) 51-54-3 159,63 (£2,53)
8-7-4-3 -29,39 #94,07) 52-51-54 166,29 (+4.22)
9-8-7-4 180,00 @029y - 53-51-5-4 -15,16 (4,42)
10-9-8-7 -0,02 (20,16) 54-53-51-5 -179,82 (40,32)
21-2-1-6 167,73 3,12) 61-6-54 -174 .94 10,80
31-3-2-1 174,51 1,09

Na Tab. 3.3 exibimos os principais &ngulos torsionais médios dos derivados da DHP.
Notamos que alguns desses valores j& apresentam aprecifvel variacio dentro da série. Como
esperado, os Angulos diedros sio mais sensiveis & presenca dos diversos substituintes da série,
A sensibilidade dos angulos diedros pode ser um parametro Gtil no estude das relacdbes
estrutura-atividade. A importincia dessa utilidade depende da regularidade e do gradiente de
sua variacio. Podemos avaliar a exatidio dos resultados dos calculos que estamos
apresentando através da comparagio com os correspondentes valores experimentais. Embora
sejam raras as publicacdes de dados cristalograficos sobre as DHPs, conseguimos obter os
valores experimentais de alguns angulos torsionais para oito dos derivados da série (Fossheim et al.,
1982). Esses valores experimentais, juntamente com ©0S respecti\}os valores calculados,
encontram-se na Tab. 3.4, onde podem ser comparados. Podemos observar que em apenas um
dos angulos torsionais apresentados nfio hd coincidéncia, em ordem de grandeza, entre os
valores experimentais e os calculados. Trata-se do &ngulo diedro 6-5-51-52. De acordo com os

resultados das anilises cristalogrificas, em todos os derivados apresentados na Tab. 3.4,
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exceto Fs’ um dos grupos carbometoxi encontra-se espacialmente invertido em relacio ao
outro, no anel piridinico. OCutras andlises cristalograficas de compostos correlaios também

estfio disponiveis na literatura (Langs et ol., 1987; Fossheim et al., 1988 ¢ Triggle ¢t al., 1980),

Tabela 3.4 - Valores (V) experimentais (E)} ¢ calculados (C) de alguns #ngulos torsionals, para efeito de
comparag3o. Os valores experimentais foram extraidos da referéncia 9. .

Derivado
Ligacdo v ;
3-NO, 2-NO, H 3-CN 3-Me 4NO,  4-NMe, F,

1234 C 233 3,7 4.1 3.8 44 43 55 55
I E -7,0 29 6,7 -10 16 86 5.6 -84
345 C 19,6 18,3 204 202 20,7 20,7 21,7 17,1
e E 244 17.9 27,7 294 253 242 27.1 18,0
3456 C -19.0 -17.4 203 200 20,5 20,4 206  -164
e E 241 220 0 293 31,1 251 232 29,0 -16,1
1561 C 46 3,3 56 5.2 5.7 54 4.7 50
e E 6.5 10,6 10,6 10,3 7,1 6,6 10,5 4,8
6123 C -14.4 -13,3 -14,0 -14 4 -140 14,1 -13,7 -85
e E -14,2 -11,3 -16,3 -18,3 -142 11,1 -17.5 5,1
5612 C 13,7 13,5 13.3 13,7 133 13.6 14,2 8,7
i E 14,4 74 14,1 164 144 12,1 14,8 7,0
2.3.31.32 C 132 13,0 14,3 13,6 140 14 12,0 10,5
T E 7,1 9.1 4,1 43 114 130 11,8 53
3.31.33.34 C -179,8 179,7 -1790  -1794  -1790  -179.7 1794 179,0
I E -178,5  -179.8 1766 1786  -1788 179,5 178,5 179,6
6.5.51.52 C 98 79 -12,2 -10,7 -12,4 -104 143 -10,6
e E -1778 1699 -1770 1742 1735 1657 1754 8.1
5.51.53.54 C -179,8 1792 -1796  -1794  -1794  -17838 178.8 -179,1
e E -177.9 175,4 177.0 1773  -1772  -1784 -177,0 1762
C 45 43 4,7 4.5 -4, 4, -5, -5,
12331 6 3 5,3 5.8
E 2.0 56 2.6 -1,1 3,1 2.5 0,1 43
C 53 4,5 55 54 5,5 59 4.6 57
31-5-6-61 E 438 9.9 56 10,5 3,5 22 6,3 03
8745 C 84,7 1,9 -840 843 -83,7 85,7 409 -64,9
B E 5718 -73,5 -81,5 96,3 582 39,5 90,1 -62,8
12745 C 96,1 108,7 96,5 96,3 96,8 94,7 142,5 120,0
S E 121,0 101,0 96,3 82,8 1219 1422 87.5 118,8
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Tabela 3.5 - Diferenca cnergética, em kcal/mol, entre as possiveis conformagdes dos grupos carbometoxi, para
cinco derivados da DHP. '

Diferenga Encrgética (kcal/mol)

, R [
Mel Q R Q
Composto 5 W OMe % HoPMe A no P
§C Cb -C C§ ,C <,
[s] s} MeQ v} MeD Oue
Mz

z Me Me z Ma Mae E Wa
3-Br 0,0 : 1,0 20
2-NO, 0.0 1,3 : 39
4-NMe, 0,0 0.9 13
2,6-Cl, 0,0 0,6 _ 14
F 0.0 , 12 2.4

5

O fato de um dos grupos carbometoxi enconirar-se espacialmente invertido em relaciio ac
outro, na andlise cristalografica (Fossheim e af, 1982), tem-nos preocupado bastante. Em termos
puramente energéticos, essa conformagdo € mais instivel do que aquela onde ambas
carbonilas encontram-se proximas s duplas ligacdes do anel piridinico (Fig. 3.14). A
experiéncia term demonstrado que sempre que dispomos de dados experimentais confidveis,
estes devem substituir ¢ servir como referéncia para os valores calculados. Portanto, neste
momento temos um pequeno impasse. Os dados experimentais disponiveis referem-se a
moléculas no estado cristalino, onde & volta de cada uma delas existem diversas outras iguais.
Por outro lado, os valores calculados referem-se a moléculas completamente isoladas. Ambas
situacbes sao completamente diversas daquela onde o farmaco deverd verdadeiramente atuar,
ou seja, dissolvido nos fluidos biolbgicos, cercado por ions de toda espécie ¢ também por
macromoléculas diversas ¢ tendo que interagir com um receptor de natureza protéica. E
realmente uma situagdo complicada. Em nossa maneira de ver as coisas, entendemos que o
fato de os grupos carbometoxi encontrarem-se invertidos pede ser uma contingéncia do estado
sdlido. Nao é dificil imaginar que dessa maneira as moléculas acomodam-se com mais
facilidade & rede cristalina do que se os grupos ndo estivessem invertidos. Agora, na fase
liquida a situag@o pode ser bem outra. Ndo havendo mais a necessidade de comprimirem-se na
rede cristalina, as DHPs podem adotar a conformagio energeticamente mais estivel, ou seja
aquela mostrada na Fig. 3.14, Apenas para termos idéia da estabilidade relativa de cada
conférmero, otimizamos a geometria de cinco derivados da DHP, onde os grupos carbometoxi

estao dispostos nas trés formas possiveis, em minimos locais de energia conformacional.
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Podemos ver na ‘Tab. 3.5 que, nos compostos analisados, a conformagio mais estivel ¢ aquela
proposta por nds. Por esses motivos, levaremos nosso trabalho adiante adotando a geometria

dos grupos carbornetoxi energeticamente mais estavel.

Nio & dificil notar que os valores calculados, mostrados na Tab. 3.4, apresentam
variincia bem menor do que os valores experimentais, para os diversos angulos torsionais.
Acontece que os angulos calculados sio apenas a expressdo das interacdes intramoleculares,
pois o AMI1 considera a molécula isolada, isenta de perturbaches externas. Na determinagdo
experimental, os valores observados expressam as interagbes intermoleculares, além das
intramoleculares. Sabemos que a conformagfo bicativa pode nfio ser a mesma encontrada na
molécula isolada nem na molécula presente no cristal. Por esta razo ¢ igualmente vélido
correlacionar tanto uma geometria quanto outra com a atividade biologica. Se ambas

geometrias estiverem correlacionadas entre si, tanto melhor.

Analisando esses resultados de forma global, vemos qﬁe as caracteristicas geométricas
das DHPs, segundo o critério do minimo absoluto de energia conformacicnal, sio as
seguintes:

0 Anel piridinico na conformacio barco.

o Atomode H ligado a N1 na posiciio equatorial.

s  Anel fenilico ligado a C4 na posicho axial.

o Plano do anel fenilico bissectando o anel piridinico, ndo exatamente a0 meio.

o Substituinte presente no anel fenilico ora em oposicio ao anel piridinico, ora ndo.
3.3 - Geometria molecular selecionada através das curvas de potencial

Vimos na secio 3.1.2 que existe um intervalo para o &ngulo torsional 8-7-4-3 que &
comum a todos os 45 derivados da DHP. Este intervalo foi determinado com base em célculoé
de termodindmica estatistica. Estamos agora intercssados em otimizar a geometria dessas
moléculas impondo a condicdo de que o angulo torsional 8-7-4-3 assuma um valor que esieja
contido naquele intervalo (30° a 90°). Vamos submeter ao AM1 uma geometria inicial que
esteja proxima ao minimo local presente no intervalo. Caso haja dois minimos locais,
escolheremos aquele localizado mais préximo de 90°. A razdo disto € que existem trabalhos

publicados onde o anel fenilico & mantido rigido em relagio ao anel piridinico ¢ os compostos
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mais ativos apresentavam ¢ angulo torsional 8-7-4-3 proximo a 90° Seidel & ol 1985; Kubinyi & Kiebe,
P yi

1987 ¢ Triggle, 1990).
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Figura 3.16 - Comprimento médio, em A, e os respectivos desvios padrdes das principais ligacbes na molécula
da DHP, segundo o critério das regites termedinamicamente pesmitidas a 99% da populacso molecular (sec3o

3.3). Cada valor corresponde & média de 45 valores individuais.

Apbds efetuarmos os cllculos de otimizagdo de geometria molecular, determinamos
novamente os valores médios dos comprimentos e angulos de ligacio e Angulos torsionais
juntamente com oS respectivos desvios padrdes. Para isto adotamos os mesmos critérios
utilizados na secfio 3.2. As Figs. 3.16 e 3.17 mostram os comprimentos ¢ dngulos médios para
as principais ligacbes presentes nas DHPs, respectivamente. Os principais dngulos torsionais
médios podem ser vistos na Tab. 3.6. Pouca diferenga pode ser notada entre estes valores €
aqueles apresentados nas Figs. 3.14 e 3.15 e Tab. 3.3. Os desvios padrGes asscciados aos
valores médios dos comprimentos e &ngulos de ligagdo também ndo diferem apreciavelmente
daqueles apresentados anteriormente. No caso dos &ngulos torsionais, apenas o angulo 8-7-4-
3, como era de se esperar, apresenta diferenca substancial tanto no valor médio quanto no
desvio padrdo. Isto nos di uma idéia da pouca influgncia da rotagio do anel fenilico sobre os

trés parimetros geométricos.
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Figura 3.17 - Angulos médios ¢ os respectivos desvios padroes para as principais ligagbes na molécula da DHP,
segundo o critério das regides termodinamicamente permitidas a 99% da populac@io molecular (secfio 3.3), Cada
valor corresponde 2 média de 45 valores individuais.

Tabela 3.6 - Principais Angulos torsionais médios e respectivos desvios padrbes calculados pelo AMI, na
molécula da DHP. Cada angulo citado corresponde & média de 45 valores individuais.

Ligagho Angulo Ligag3o Angulo
4-3-2-1 -5.04 @20,74) 32-31.3.2 15,56 501
5-4.3-2 20,15 224 33-31-3-2 -162,96 (+5.23)
6-5-4-3 -19.96 (#2,13) 34-33.31-3 -179.91 (£0,33)
7-4-3-2 -103,24 +2.82) 51-54.-3 159,64 (#x1,7D)
8-74-3 73,91 13,02 52-51-5-4 164,71 (+4,50)
9-3-7-4 179,93 (033) 53-51-5-4 -16,65 (#4,78)
10-9-8-7 0,02 0,19 54-53-51-5 : 179,44 (20,62)
21-2-1-6 167,06 (2.0 61-6-5-4 -175,47 (£0,48)
31-3-2-1 174,51 (0,75}

As caracteristicas bisicas da geometria molecular média determinada segundo os critérios

desta secio sdo 0s seguintes:
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o  Anel piridinico na conformaggo barco.

o  Atomo de H ligado a N1 na posicio equatorial.

e  Anel fenilico ligado a C4 na posicdo axial.

e  Plano do anel fenilico bissectando o anel piridinico, bem proximo & linha N1-C4.

o  Substituinte presente no anel fenilico sempre em oposigfio ao anel piridinico.

Pelo que acabamos de discutir, fica claro que a anélise da geometria molecular tratada
nos moldes desta secdo, juntamente com a se¢do 3.1.2, ¢ muito mais elegante e coerente com
os resultados experimentals disponiveis. A geometria molecular obtida com base apenas nos
minimos absolutos de energia conformacional sio quase que valores estéreis, niimeros
desprovidos de significado no que tange &s relagBes estrutura-atividade. Quando introduzimos
o tratamento mechnico-gstatistico acoplado &s categorias de atividade biolégica dos
COmpostos, aCTESCENntamos nova dimensio 2 resolugiio do problema e portanto, colocamo-nos
numa posigho mais previlegiada para obter solugio coerente para o tratamento da geometria
molecular. Sabemos muito bem que isso ainda n3o ¢& o bastante. O tratamento tedrico ideal
deveria incluir a simulacio dindmica dessas moléculas em meio solvente apropriado [cuja
constante dielétrica esteja em tomo de 28, que & o valor médio aproximado' dos fluidos
intercelulares (Gin, 1965y }. E ainda mais, existem diversos programas computacionais de’
tratamento molecular grifico no mercado internacional aos quais ainda n@o temos acesso’. A
utilizagio desses recursos tem agilizado as pesquisas na érea das relacdes estrutura-atividade
nos grandes centros cientificos universitdrios e privados pelo mundo afora. Mesmo assim,
chncios de nossas limitagdes, utilizamos uma técnica relativamente simples e cujos resultados,

em termos de geometria molecular, sio bastante cocrentes.

3.4 - Caracteristicas geométricas globais

Apresentaremos nesta  Seao caracteristicas geométricas de natureza mais geral.
Descreveremos com mais detalhes a conformagio barco do anel piridinico e também ©

contorno geométrico dos 45 derivados da DHP. Apresentaremos, cOmo anteriormente, os

+ CONCORD, Tripos Associates, St. Louis, USA: Chem-X, Chemical Design Ltd., Oxford,
England; SYBYL, Tripos Associates, St. Louis, USA e UniChem, Cray Research Inc., Min-
nesota, USA, .
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resultados na forma de valores médios. Esses valores médios foram computados considerando
todos os integrantes da série. Excepcionalmente poderemos apresentar valores para os quais
nem todas as moléculas contribuiram. Porém, haverd boa justificativa para tal. Um detalhe
importante é que os resultados que apresentaremos nesta segio foram obtidos utilizando-se as
geometrias moleculares deduzidas a partir da anilise das curvas de potencial (secio 3.3).
Achamos desnecessirio extender a presente discussdo as geometrias baseadas nos minimos
absolutos de energia conformacional (segio 3.1) porque estas estio pouco correlacionadas com

a geometria observada experimentalmente,

O anel piridinico das DHPs nfio ¢ aromético. Seu 4tomo C4 apresenta hibridizagio sp3, 0
que obriga o anel a assumir a conformagio ndo-planar. A hibridizagio sp’ de C4 & garantida
pela presenga de um dtomo de hidrogénio ligado ao mesmo, além do grﬁpo fenil-substituido.
Em todos os célculos que efetuamos, o anel piridinico adotou a conformacfio bote e C7
ligou-se & posicdo axial do anel. Outra coisa, admitindo-se que o barco esteja virado para
cima, o atomo de hidrogénio ligado a N1 encontra-se abaixo do plano N1-C2-C6. Acima e
abaixo deste plano localiza-se o orbital que abriga o par eletrdnico ndio compartilhado de N1,
com elevado cardter p. Este orbital foi responsivel por algumas caracteristicas especiais das
curvas de potencial estudadas atris. Todas essas caracteristicas foram confirmadas
experimentalmente (Fossheim ef af., 1982 & 198%; Langs er al, 1987 ¢ Triggle e al., 1980). Podemos observar na
Fig. 3.18 alguns dos aspectos mencionados acima. Os valores entre parfnteses correspondem

ao desvio padrio da medida.

Os atomos C2, C3, C5 ¢ C6 estdo aproximadamente no mesmo plano em quase todos os
derivados. As maiores distor¢des deste plano ocorrem nos compostos 3-OCO¢ e 2,4,6~(OM3)3,
em virtude do volume destes grupos substituintes. Na Fig. 3.18, o angulo que a ligacio C4-C7
faz com o plano C3-C4-C5 equivale a 65,52 (£7,89). Acontece que se eliminarmos da média os
dois compostos citados acima, o valor passa a ser 67,20 (20,79). Da mesma forma, o &ngulo
entre os planos C3-C4-C5 e C2-C3-C5-C6, cujo valor € 18,27 (17,14), passa a valer 16,96
(+1,89) se nio considerarmos os compostos 27 e 45, ou seja, passam a variar substancialmente
menos ao longo da série. Como mencionamos antes, 08 grupos substituintes desses dois
compostos ocasionam modificagbes profundas em toda a extens@o das respectivas moléculas.
O calculo dos valores desses Angulos especiais, que ndo é fomecido pelo AMI, foi executado

pelo programa ATCOOR (Nordiander ef at., 1985).
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Figura 3.18 - Caracteristicas angulares médias do anel piridinico.
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Figura 3.19 - Algumas distancias médias de interesse, em A, Os desvios padrbes sio mostrados entre
parénteses.,

Alguns valores de comprimentos internos das moléculas apresentaram varidncia
surpreendentemente pequena. A Fig. 3.19 mostra algumas medidas. Apesar da aparente

flexibilidade dos grupos carbometoxi, a medida da distincia entre as partes metilicas desses
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grupos apresentou desvio padrdo de apenas 0,06, para os 45 compostos. Da mesma forma, a
distincia entre esses grupos e os grupos metilas ligados a N1 e C6 apresentou desvio padrio
de 0,04. Estas observagdes demonstram que, de uma forma geral, a substituigfo fenilica n3o
interfere de maneira confundente na disposi¢io espacial dos ligantes do anel piridinico. A .
razdo para isto € que o anel fenilico possui um grau de liberdade de rotac@io relativamente
grande, sem que scus grupos ligantes interajam substancialmente com os substituintes do anel
piridinico. A TFig. 3.20 da idéia dessa liberdade que representa um arco de cerca de 111,5°
(t14). Embora disponha dessa Iibérdade de rotacdo, os resultados de célculos mostrados
anteriormente revelaram que em 95% das moléculas a variagdo do angulo 8-7-4-3 vai de 47,8°
a 100,2°. Ou seja, considerando os resultados da secio 3.3, em 95% das moléculas das DHPs
o Angulo torsional 8-7-4-3 varia de apenas 52,4° O anel fenilico sempre se acomoda num

angulo de rotac@o tal que interfira o minimo possivel no esqueleto dos grupos carbometoxi.

Figura 3.20 - Angulo disponivel para rotacio do anel fenilico e o intervalo de 3ngulos efetivamente utilizado por
95% das moléculas da série.

A Fig. 3.21 mostra outras duas medidas de interesse em nosso trabalho. Considerando
que diversos grupos substituintes encontram-se ligados em posigoes variadas do anel fenilico,

podemos esperar que os valores médios de distdncias tomados nessa regido apresentem
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variancias maiores. Pois € isto o que acontece. A altura média do grupo fenil substituido é de
6,09 (1049), que foi tomada em relagio ao &tomo de hidrogénio ligado a C4. Esta medida
ainda nRo apresenta grande varidncia porque apenas nove derivados sfo substituidos na

posicdo para. J4 a largura média desse anel é de 5,66 (£1,25). Uma ripida olhada na gama de
substituintes que se ligam 2s posiches orfo e meta explicard a variabilidade observada.

6,09 (0,49)

hidrogénio ligado a C4.

Figura 3.21 - Altura ¢ largura médias do grupo fenil substinido. A altura foi tomada em relacio ao dtormo de

As diversas medidas das dimenstdes médias das DHPs que acabamos de apresentar sio
fiteis para dar-nos idéia das possiveis dimensBes do receptor. Considerando a interagio
farmaco-receptor anidloga % interacio chave-fechadura, é possivel conhecer diversas
caracteristicas da fechadura tendo a chave em mfos. Embora saibamos que nem toda a
extensio da molécula do firmaco possa ter complementaridade em relagdo ao receptor,
estudos feitos até o momento indicam com razodvel certeza quais sdo as porgGes da molécula
das DHPs que realmente se encaixam na estrutura do receptor. No momento em que
determinado estudo revela que uma dada posigio da molécula nio pode ser substituida, sob
pena de diminuicio abrupta da resposta farmacoldgica, al estd séria candidata b regiao de

encaixe. Trabalhos anteriores t€m mostrado que N1 e C10 n3o devem ser substituidos, pois a
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resposta farmacologica € bastante reduzida (Loey et al., 1974; Tanis & Triggle, 1983; Janis et al., 1987 ¢ Triggle, 1990).
Portanto, devermos aproveitar este conhecimento para supor que a regiio do recepior que
interage com o anel piridinico na diregio N1-C4 ¢ a que interage com o anel fenilico na
direcio C4-C10 devam possuir dimensdes aproximadamente complementares & do firmaco.
~ Assim, podemos propor a hipbtese de que a regifio do receptor que interage com N1-C4 deve
medir aproximadamente 48 A (de acordo com a medida mostrada na Fig. 3.19-a) ¢ que a.
regiio que interage com C4-Cl0 (na verdade a interagdo deve ccorrer entre H ligado_a C4-
C10) deve medir aproximadamcme 6,1 A (de acordo com a medida mostrada na Fig, 3.21).

Pedemos apreciar na Fig. 3.22 a representagio esquemética do que dissemos acima.

Figura 3.22 - Representacfio esquemética de duas possiveis dimensBes do receptor das DHPs. Esta suposicfio &
possivel gracas ao conhecimento do comportamento da atividade bioldgica frente a substituigtes em certas
posictes da molécula.
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Capitulo 4 - Propriedades Fisico-Quimicas

No capitulo anterior, discutimos prolongadamente as propriedades geométricas das DHPs.
Verificamos que, dos dois critérios citados inicialmente na sec@io 2.2.2, aquele que determina a
geometria molecular através de regides comuns de estabilidade conformacional foi mais
adequado. Apresentamos também alguns dados gxperimentais que corroboraram  nOSsas

~

conclusoes.

Agora que estamos de posse do conhecimento do padrfio geomeétrico dos compostos da
série, precisamos determinar diversas propriedades fisico-quimicas que lhes sdo inerentes.
Embora ¢ programa AMI possa fornecer uma infinidade de informacbes ¢ valores de
propriedades diversas, faremos uso apenas de pequena parcela desse imenso potencial. O
critério adotado para selecionar tais varifveis fol o da freqliZncia com que algumas dessas
propriedades t¢m sido utilizadas em estudos que relacionam a estrutura quimica a atividade
biologica, publicados na Yteratura especializada. Fizemos um levantamento dos parfimetros
tebricos mais usados, a parir de 1988, para estabelecer relaghes quantitativas entre estrutura

quimica ¢ atividade biologica, € os mais utilizados foram:

a) Energia do HOMO (e Compadre et al., 1988; Menziani et al., 1989; Dearden ef al., 1989; Frecer & Micrtus, 1988; Trokawa
et al., 1989, de Compadre et af., 1990; Lewis ef al,, 199¢; Schiilirmann, 1990; Estiv ef al., 1590; Ramos & Neto, 1990; Gombar &

Eslein, 1990; Schusterman ef af., 1989; Clare, 1990; Wilson & Famini, 1991; Mitchell & Webb, 1991}

b) Energia do LUMO (de Compadre ef al., 1988; Dearden et al., 198%; Frecer & Miertus, 1988; Itokawa ¢f al., 1989; Taskinen
et al,, 1989; Santos ef al., 1989; de Compadre ef af., 1990; Schiltmann, 1990; Estu & al., 1990; Ramos & Neto, 1990; Debnath ef

al., 1991, Cocchi ef al., 1990; Clare, 1990; Wilson & Famini, 1991; Mitchell & Webb, 1591)

¢) Indices de reatividade derivados da teoria dos orbitais de fronteira. (Frecer & Mierus, 1988;
Selwood ¢t al., 1990 Ford & Livingstone, 1990; Schilinmann, 1590; Wu er al,, 1990; Cocchi et al., 1950; Schusterman ef al., 1983;

Mekenyan ef al., 1991}

d) Cargas atdmicas Hquidas (Taylor et al, 1988; den Kelder of al,, 1983; de Compadre et af., 1988; Leeson et al., 1989;
Carotli e al., 198%; de Benedetti et al., 1989; Frecer & Miertus, 1988; Orozco et al, 1989; Burke & Hoplinger, 19X}, Ford &
Livingstone, 1990; Lewis ef al., 1990; Schiilirmann, 1950; Estiu e al, 1990; Ramos & Neto, 1960; Maiunoudian & Richards, 199G;
Spanggord et al., 1990, CGombar & Eslein, 1990; Moyer & Jars, 1950; Cocchi ef al., 1950; Yuan ef al., 1989, Clare, 1990; Wilson &

Famini, 1591; Mekenyan &f al., 1991)

¢) Momentos dipolares total e parciais (Atbon & Acheampong, 1988; den Kelder ef ol., 1938; de Compadre ef al.,

1988; Ishida er al., 1988; Ruchelev & Stepancv, 1989; Ford & Livingstene, 1990, Ramos & Neto, 1990; Moyer & Jurs, 1990; Wang
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et al., 1990; Yuarx ef al.,, 1989; Clare, 1990)
f)  Polarizabilidade molecular (Wame er of,, 1989; Lewis et al., 1990)

g) Volume molecular de van der Waals (Taylor et 2., 1988; Kataoka et al,, 1988; Nishimura ef al., 1988; Ohtaka ef
al., 1988a; Aggarwal ef al, 1983; Kochler ef gi., 1988; Takahashi et of., 1988; Mishimura & Fujita, 1989, Ohtaka et af., 1988b;
Bushelev & Siepanov, 1989; Wame ef al.,, 1989; Kobayashi ef al,, 1989; Ford & Livingstone, 1990; Golas ef al., 1990; Coochi & ol.,

1950, Wang et al., 1990; Clare, 19%0; Wilson & Famini, 1991)

Qs itens @, b, d, e ¢ f sa0 fémecidos diretamente pelo programa AMIL. O volume
molecular de van der Waals serd calculado através do programa SURF, construido por nos.
Os indices de fronteira serdio calculados por uma rotina computacional, também construida por
nds, e que utiliza os coeficientes da fungho de onda fornmecidos pelo AMI. Duas outras
propriedades derivadas das acima citadas também serdio utilizadas. SZo elas: eletronegatividade

de Mulliken e dureza (ver as segdes 41.1e4.1.2).

A partir do momento em que dispomos da geometria otimizada das 45 moléculas da
série, o cilculo dessas propriedades ¢ bastante répido. A confiabilidade dos valores obtidos &
wma outra historia. A qualidade da maioria das propriedades acima estd intimamente ligada a
qualidade da fungio de onda produzida pelo AMI. Esta, por sua vez, é dependente do
conjunto de orbitais atdmicos iniciais (conjunto de bases) e das aproximacbes feitas para o '
calculo das integrais que surgem no processo de autoconsisténcia (SCF). O AMI1 utiliza o
conjunto minimo de bases para cada dtomo, o que significa dizer que ao atomo de hidrogénio
é atribuido um orbital s ¢ acs demais atomos (C, N, O, F, Cl, Br e I) sio atribuidos um
orbital 5 e trds orbitais p. A pobreza do conjunto de bases empregado € compensada pela
utilizagio de certos pardmetros empiricos, incluidos na autoconsisiéncia. As funcdes desses
parimetros sio calibrar os resultados dos calculos de tal forma que estes reproduzam os
valores experimentais das propriedades das moléculas de onde foram extraidos e,
naturalmente, apressar sua execugio. O que torna o AM1 um bom métedo semiempirico € que
ele & capaz de estimar razoavelmente bem as propriedades de moléculas que nido foram
diretamente utilizadas em sua parametrizagdo. A utilizagio de parimetros empiricos agiliza de
tal forma o célculo, que torna possivel, em poucas horas, obter resultados que, de outra forma
(ab initio) ndo seriam vidveis. ‘

A concordancia entre os valores calculados e experimentais das propriedades assim
determinadas pcde ser apreciada em alguns trabathos (Dowar ef al., 1985; Stewar, 1989 ¢ 1991; Dewar ef af.,

1988 & 1991; Dewar & Jie, 1087, 158%a e 1989b; Dewar & Yuan, 1990; Dewar & Holder, 1990 e Dewar & Zosbisch, 1988). A
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concordincia de modo geral € boa, sendo que algumas propriedades sio melhor reproduzidas
do que outras. Talvez o maior problema esteja no cilculo da energia dos orbitais virtuais. Por
serem desocupados, os orbitais virtuais nfo sdo levados em consideracio no cilculo Hartree-
Fock e surgem, ao final deste, quase que como sobras da aplicacio da matriz de Fock sobre a
funcio de onda inicial (Szbo & Ostund, 1982). Por esse motivo, quando utilizamos a energia do
primeiro orbital desocupado como representag@io para a energia do LUMO, corremoes o risco
de estarmos usando apenas um nlmero sem significado fisico. Em nosso caso, o pr;abiema é
um pouco atenuado devido ao fato de estarmos trabalhando com uma série de compostos de
elevada similaridade. Nio € necessariamente essencial que os valores da energia do LUMO
sejam proximos aos observados experimentalmente. E suficiente que eles guardem entre si boa
correlaciio. Isto ocorre porque iremos utilizar esses valores em regressio linear méltipla, onde

o que importa sAo as correlagdes entre as varidveis € ndo seus valores absolutos.

Apresentaremos nas secoes seguintes os detalhes da forma com que foram calculadas as
propriedades fisico-quimicas citadas hi pouco, bem como suas principais caracteristicas.
Também mencionaremos algumas dificuldades e limitagGes existentes nessas determinagbes.
Finalmente serdio mostradas as tabelas contendo os valores numéricos de cada propriedade,

para cada um dos compostos da série,

4.1 - Energias do HOMO ¢ LUMO

O cialculo das energias do HOMO (gyom0 ) € LUMO (gru0) € feito de forma andloga a

dos demais orbitais moleculares (Pople & Beveridge, 1970 & Szabo & Ostlund, 1982),

HOMO e LUMO, também denominados orbitais de fronteira @mdley & Guemans, 1973),
possuem caracteristicas extraordinirias, que os tornam pontos focais de qualquer anélise de
reatividade molecular. Um par eletrdnico numa molécula neutra ocupando o orbital molecular
de mais alta energia, esta sujeito & atracio minima pela parte nuclear. Isto torna os elétrons do
HOMO mais polariziveis, mais facilmente ionizdveis ¢ torna o orbital em si fisicamente mais
saliente e mais sujeito ao ataque de reagentes eletréfilos. Por outro laido, a energia do LUMO
pode dar indicag@o da facilidade com que a molécula pode aceitar ¢létrons, quando sujeita ao

ataque de reagentes nucledfilos.

A partir do momento em que conhecemos os valores das energias do HOMO e LUMO

de duas espécies quimicas, previsdes interessantes acerca da probabilidade da ocorréncia de



-57 -

algum tipo de interacdo entre elas podem ser feitas, resguardados os aspectos termodindmicos.
O grande problema que até hoje enfrentamos & a falta de acuracidade no célculo dessas
propriedades. Estd claro que as energias do HOMO e LUMO podem perfeitamente ser
estimadas através da determinacfio experimental do potencial de ionizacio (Pf) e da afinidade
eletrtbnica (AE). Acontece que na falta de tais medidas, o que acontece freglicntemente,
deveriamos ser capazes de avaliar teoricamente as energias de HOMO e LUMO com razodvel
exatiddo. No caso da primeira, previsdes tebricas tém sido feitas com sucesso, grabas as
caracteristicas especiais envolvidas no processo (ver adiante). JA no caso da segunda, a falta
de significado fisico dos orbitais virtuais faz com que o valor calculado da energia do orbital
molecular desocupado de mais baixa energia seja apenas distante aproxzimagio do valor real
da energia do I.UMO. No cilculo ab initio, a forma final dos orbitais virtnais € muito
variavel, sendo fungiio do tamanho do conjunto de bases utilizado. A fnica Einiita;:"a‘.o
matemaAtica sobre os orbitais virtuais € a condicao cie ortogonalidade existente entre estes € 08

orbitais ccupados (Szabo & Osdund, 1982).

As encrgias do HOMO e LUMO estio relacionadas ao potencial de ionizagdo e afinidade
eletrdnica, respectivamente, através do teorema de Koopmans (Koeopmans, 1953). O potencial de
ionizagio pode ser calculado pela diferenga entre as energias totais da molécula neutra (Eﬁ’) e
do ion onde foi retirado um elétron (EN ”}‘), em que N € o nGmero total de elétrons ¢ ©

subscrito representa a neutralidade elétrica da espécie,

pI = EN-1! _ EN | - (4.1a)
De forma similar,

AE = EN — EN+L | (4.1b)
Porém, célculos tebdricos em separado para as espécies neutra e seu cdtion, ou anion,

raramente sdo feitos. O que se faz normalmente € aplicar o teorema de Koopmans que diz,

resumidamente, que

Pl = —EgoMo - (423)

AE = —€ymo (4.2b)

onde utilizaremos & para representar a energia do orbital molecular.
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O problema € que existem dois fatores que nfio sdo considerados na aplicacio do
teorema de Koopmans, quando utilizamos o célculo @b initio. O primeiro € a relaxacio
eletrbnica que ocorre quando um elétron € removido ou adicionado a molécula. Otimizar os
orbitais oriundos de determinantes de Slater simples com N X1 elétrons através de calculos
Hartree-Fock feitos em separado para estes estados, tende a baixar os valores de ENL ¢
EN-1 Porianto, ignorar a relaxaciio eletrdnica significa obter potencial de ionizac3o mais

positive ¢ afinidade eletrdnica mais negativa (Lowe, 1978).

_O segundo problema estd relacionado com a energia de correlaciio, que € desprezada ao
nivel Hartree-Fock. Sabemos que o movimento de um elétron estd correlacionado ao
movimento dos demais elétrons. A correlacio eletrdnica tende a afastar os elétrons uns dos
outros, estabilizando o sistema. A energia de correlagio € proporcional ao niimero de elétrons
do sistema e, portanto, tende a cancelar o erro cometido em fungdo da relaxag@o eletrdnica no
caso do potencial de ionizagfo, mas € aditivo a esse erro no caso da afinidade eletrdnica.
Como resultado, © potencial de ionizacio produzido pelo teorema de Kooprﬁans é uma
razodvel aproximagio para o observado experimentalmente. As afinidades eletrdnicas

fornecidas pelo teorema de Koopmans silo, infelizmente, freqlientemente ruins (Lowe, 1978).

A utilizacio dos métodos semiempiricos no cilculo das energias do HOMO e LUMO ¢
pouco menos problemético do que no caso do método gb initio. Os primeiros, como o préprio
nome sugere, utilizam em seu contelGdo parimetros de natureza empirica que sio incorporados
para agilizar o processamento de diversas etapas do cdlculo e para reproduzir os resultados
experimentais. Ora, guando fazemos uso desses parfimetros, trazemos embutida, além de
outras coisas, parte dos efeitos de correlagio e relaxacio eletrdnicas. Juntando-se a isto o fato
de estarmos trabalhando com uma série de compostos bastante similares, 0 que torna menos
danosa a estimativa das energias do HOMO e LUMO, cremos que pedemos ao menos ¢sperar

detectar a tendencia correta destas duas propriedades ac longo da série.

Talvez o método mais confidvel na previsio tedrica das energias do HOMO e LUMO
seja o método HAMY/3 (Asbrink et af, 1977; Bruijn, 1977 e Lindholm & Asbrink, 1985), que & especialmente
parametrizado para reprcduzir o potencial de ionizagio ¢ a afinidade eletrdnica. Estudos
diversos ttm comprovado essa grande superioridade em relagdo aos demais métodos
semiempiricos € até mesmo ab initio (Lindholm & Asbrink, 1985). Infelizmente HAM/3 opera somente
com os elementos H, C, N, O e F, nio sendo possivel, portanto, que o utilizemos em nosso

trabalho. Porém, hi uma maneira de verificarmos se os valores das energias do HHOMO e
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LUMO fomecidos pelo AM1 estio em bom acordo com os valores fornecidos pelo HAM/3,
pelo menos para as moléculas da série que forem constituidas por H, C, N, O ¢ F. Basta
fazermos a regressdo linear de €yomomn X Euomomsmn © OUTA A€ Erumosmn X ELUMOmms ©
analisarmos a qualidade estatistica de cada regressdo. As Egs. (4.3) ¢ (4.4) mostram regressbes
lincares de €poaroan X CHOMOmamn © ELUMOsy X ELUMOMamzs rcspectivamentc. Estas equacoes
confirmam o que dissemos hi pouco. Realmente 4050 € muito melhor estimado pelo AMI1
do que gymo - Note que, na Eq. (4.3), a declividade vale aproximadamente um € o iﬁtérccpto
& igual a zero (seu intervalo de confianga de 95%, mostrado entre parfateses, ¢ maior do que

o proprio intercepto). Isto mostra que Exopmoun © EgoMonmus SA0 aproximadamente iguais.

Euormonn = 1,06 E0,12) epopronms — 031 (0,96) (4.3)
n=30 R=09 s=008 E= 321,83 P < 0,0001

A Eq. (4.4) mostra que €rpmoamn © ELusomms N20 €stdo na mesma escala (declividade igual a

0,75) e que o ajuste da curva nfio ¢ bom (R# 0,77).

Eromonmn = 0,75 (E0,24) erpmomns — 0,69 (£0,39) 4.4)

n=30 R=077 s=012 F=40,61 P <0,0001

Nas Egs. (4.3) e (4.4) n & o nlimero de compostos analisados, R € o coeficiente de correlagio,
s & o desvio padriio, F corresponde ao teste de varifincia, P assinala o nivel de significincia da
equagdo ¢ os nameros entre parEnteses correspondem ao intervalo de confianga de 95% de

cada coeficiente. Os valores das energias de HOMO e LUMO podem ser vistas na Tab, 4.1,

Existern duas propriedades descritas na literatura que sio definidas em fungio das
energias do HOMO e LUMO: eletronegatividade de Mulliken e dureza. Raramente estes dois
pardmetros sdo utilizados em estudos de relactes estrutura-atividade (shitmmann, 1990 e Bstu ef al,
1990). Como conseqliéncia, ndo conhecemos o valor Gl de cada uma dessas propriedades em
tais estudos. Assim, vamos incorpori-las ao conjunto das propriedades fisico-quimicas que

estamos utilizando para investigar suas potencialidades.
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4.1.1 - Eletronegatividade de Mulliken

A escala de eletronegatividade de Mulliken (Mutiiken, 1934 & um excelente guia na previsio
da intensidade de interaciio entre dois &tomos ¢ € basecada nos seguintes argumentos. Sejam
dois atomos A e B, monovalentes, capazes de formar o composto AB. A funcdo de onda total
da molécula AB, YW, p, pode ser representada pela combinacio linear entre a fungio de onda
W-p) que representa o cardter covalente da ligacdo, ¢ duas outras fungoes de onda, Yy €

Ws-p+) que representam os estados idnicos A*B™ ¢ ATB*, respectivamente.

Wag = € Y-y + @ Vg + & Yy > (4.5)
onde ¢, a ¢ b s@o coeficientes cujos valores relativos revelam o carater final da ligacdo entre
A e B. S¢e a =b, teremos uma ligacio que, embora possuindo termos idnicos, serd
estritamente covalente nio-polar. '

Mulliken tentou estabelecer a condigBo, outra que nio A = B, em que a energia das
formas ATB~ e A BT fossem iguais, ou seja a = b. Seguindo argumentos préprios (Multiken,

1934), ele chegou & conclusdo de que Ej,.p- seria igual a E4-p+ s€
PIA - AEB = P]B — AEA 3 (4.63)

ou seja, se a energia requerida para transferir um elétron de A para B fosse igual & energia

necessaria para transferir um elétron de B para A. Se isto € verdade, entio
Pl, + AE, = Pl + AEp . (4.6b)

Isto sugere que dois dtomos terdo eletronegatividades iguais se a soma, ou a média, do
potencial de ionizacio mais a afinidade eletrdnica for igual para cada um deles. Mulliken
achou mais conveniente expressar a eletronegatividade na forma de média. Logo, a

eletronegatividade da espécie quimica A é
Xa = V2 (P4 + AE,y , 4.7

onde ¥4 € o simbolo usualmente adotado para a eletronegatividade de Mulliken da espécie A

(Paar & Yang, 1989).

Como estamos trabalhando com moléculas, ao invés de ftomos, achamos por bem
estender a definiclo de eletronegatividade de Mulliken ao nivel molecular, Neste sentido, se
duas moléculas A e B forem tais que ¥4 > ¥, a interaclo intermolecular entre A ¢ B

resultard na polarizagio atrativa dos elétrons mais moveis de B em direcio a A. A
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denominacio do tipo de interacdo depende, naturalmente, do valor absoluto da diferenca de
eletronegatividade entre A ¢ B, podendo variar desde interagOes eletrostiticas fracas até
transferéncia efetiva de carga. Interpretacdes diferenciadas do significado da eletronegatividade
de Mulliken podem ser apreciadas em outros trabalhos (ezkowski & Margrave, 1961 ¢ Pritchard & Sumner,

1956).

Optamos por apresentar os valores da eletronegatividade de Mulliken em termos de

eletronegatividade do substituinte ¥, segundo a Eq. (4.8).

Xs = ARx ™ XR-H (4.8)

Nesta equagio, ¥r-x € a eletronegatividade do composto substituido pelo grupo quimico X e
Yr-y € a eletronegatividade do composto nfio substituido. Escolbemos esse tipo de
apresentagio dos valores da eletronegatividade pelo fato de , ter caracteristicas de constante
de substitninte eletrdnica (Gaudio er al., 1992). Dessa forma, o sinal adquirido por y, para os
diversos substituintes da séric passam a ser significativos do ponto de vista da interpretacio
dos resultados. Sob a Optica estatistica, ¢ indiferente o uso de ) ou de X, pois eles estio
perfeitamente correlacionados (R = 1,00, onde R ¢é o coeficiente de correlagio), Na Tab. 4.2

sio mostrados os valores da eletronegatividade de Mulliken.

4.1.2 - Dureza Absoluta

O conceito de dureza quimica surgiu inicialmente nos trabalhos de Pearson (1963 « 1966),
sobre as propricdades das interacdes entre um 4cido e uma base de Lewis. Mais tarde, Paar &
Pearson (1983) estabeleceram as relagdes entre dureza absolnta, eletronegatividade e potencial

quimico de elétrons. A definigio e propriedades da dureza absoluta serfio vistas a seguir,

Se construirmos um grafico onde a energia eletrdnica total E,; de um stomo ou molécula
A & fungio do niimero total de elétrons N, obteremos resultado semelhante ao da Fig. 4.1. O
primeiro potencial de ionizacdo serd muito maior do que a afinidade eletrdnica e muito menor
do que o segundo potencial de ionizagio. A primeira afinidade eletrdnica da espécie neutra
terd valor pequeno e positivo, ou serd igual a zero. O valor zero para a primeira afinidade
eletrdnica significa que o elétron ndo serd adicionado 2 espécie, porque a estabilidade do
conjunto ¢ maxima quando o elétron encontra-se no infinito. A segunda afinidade eletrdnica
serd zero, exceto em rarissimos casos. Por conseguinte, a curva da Fig. 4.1 tende para um

valor constante de energia, independentemente do acréscimo subsegliente de elérons. Para o
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terceiro e quarto potenciais de ionizagho, a curva eleva-se rapidamente.

Atomo Neutro

Energia

No. Eletrons

Figura 4.1 - Comporiamento da energia eletrbnica em funcio do niimero de elétrons.

Experimentalmente nds conhecemos apenas os pontos da Fig. 4.1 que possuem valores
inteiros de . Porém, ¢ conveniente considerar que 0s pontos estejam conectados por curva
snave. E coisa natural imaginar que, numa molécula, os Atomos individuais tenham
populacdes eletrdnicas que ndo necessariamente sejam nfimeros inteiros (Mulliken, 1955).
Assumindo, portanto, que a curva da Fig. 4.1 ¢ diferencidvel em tedos os pontos, podemos
definir dureza absoluta Paar & Peanca, 1983) da espécie quimica A como

1 azgei

Ny = 5 VIR M 4.9}

onde Z, a carga nuclear, € mantida constante. A correspondente definigiio operacional & obtida
considerando a situagdo onde os pontos da Fig. 4.1 sio finitos (ignorando o conceito de

populagio elewOnica fraciondria), cada qual corresponderdo a um elétron,

nA = 11’2 (PIA - AEA) (4.10)

-

E importante notar que a primeira derivada de E,; em relagio a N, mantendo Z constante,
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comresponde ao potencial quimico § dos elétrons.

¢ O 4.11)
A oN |, '
Outra relagio importante €
Ea = — %4 - ' (4.12)
ou seja
Ot (4.13)
x ™= - . -
A N |5

A partir das Egs. (4.9), (4.11) e (4.13), podemos notar que a dureza estd relacionada com a
eletronegatividade e 1ambém com o potencial quimico através da identidade 4
984 %A |

2 = = )

SN , 4.14)

A Eq. (4.14) mostra que o significado da dureza quimica ¢ a resisiEncia 2 variacio do
q
potencial quimico com o nfmero de elétrons. Observando a Fig. 4.1 & facil notar que o valor
de &4, a derivada primeira, ¢ sempre negativo ou nulo e aumenia 2 medida que N aumenta.
J4 o valor de M, , a derivada segunda, € alto para dtomos muito ionizados ¢ vai diminuindo
com o aumento de M. O valor minimo de N4 é zero, uma vez que sempre Pl = AE,. Os
A A A

valores da dureza molecular para os compostos da série siio mostrados na Tab. 4.2.

4.2 - Indices baseados na Teoria dos Orbiiais de Fronteira

A teoria dos orbitais de fronteira surgiu hd quarenta anos, nos artigos de Fukui et al. 952,
1954 e 1957). Desde 61}{?&0, ele (Fukui, 1970 ¢ 1971} € OUITOS (Klopman, 1968; Salem, 1969; Pearson, 1971; Dewar, 1971
Woodward & Hoffmann, 1969 ¢ 1970) tem desenvolvido este assunto em diregdes diversas. Basicamente,
todas as espécies quimicas (dtomos, ions ¢ moléculas) sdo consideradas como possuidoras de
orbitais de fronteira, que sdo simplesmente 0 HOMO e o LUMO. As caracteristicas cinéticas
de reagentes e Teagbes podem ser avaliadas considerando apenas as interagBes entre os orbitais
de fronteira. Estas sfio provavelmente as maiores interagdes que ocorrem 2 medida em que os

reagenies se aproximam, uma vez que, a distincias pouco maiores do que as tipicas distincias
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interatdmicas, 0 maior recobrimento de orbitais ocorre entre os orbitais de fronteira.

Seguindo o raciocinio de Bradley & Guerrans (1973), as interagdes de fronteira entre os
reagentes podem ser do tipo atrativas ou repulsivas: com diferentes sitios de contato e
diferentes orientagdes relativas, diferentes interaches resuliantes irfio ocorrer. O curso,
mecanismo e estercoquimica de uma reaclo s@o entio considerados como sob conirole da
tendéncia em maximizar as interacCes atrativas e minimizar as interacdes repulsivas. E
importante reconhecer a diferenca caracteristica entre interaches atrativas e rcpulsi{ras, com
respeito & magnitude da correspondente variagBo na energia eletrdnica. Para uma dada
perturbacio miitua (HOMOA interagindo com LUMOB ¢ HOMOA interagindo com H-OMOQ,
de dois reagentes A e B), a variagBo da energia eleudnica € maior nas interacbes atrativas do
que nas repulsivas. Isto surge porque a interaciio repulsiva € resultante da estabilizagfio de um
par elerdnico e instabilizacio do outro (HOMOA.interaginda com I—IOMOB poderia levar A
formacio de dois novos orbitais, um ligante e outro antiligante, com um par de eléirons em
cada um deles). Cu seja, a interagio repulsiva € o resultado de duas subinteragtes (talvez
possamos chamé-las assim), uma atrativa (orbital ligante) ¢ outra repulsiva (orbital
antiligante). Por outro lado, a interagio atrativa € conseqﬁéncia somente da estabilizacio de
um par eletrénico (HOMOA interagindo com LUMOB levaria 2 formacio de apenas um orbital

ligante), ou seja apenas uma subinteragdc atrativa.

Continuando o raciocinio Bradley & Guerrans, 1973), & natureza e magnitude das interagBes entre
os orbitais de fronteira sdo postuladas como sendo indicag@o da energia de arivacio da etapa
de reacfio onde eles sio relevantes. Se a interagdic repulsiva € dominante, a implicacio € que
qualquer alteracfio liguida que se esperaria advir da interagiio entre duas espécies nfio se
concretiza, mesmo que termodinamicamente permitida, por causa da elevada energia de
ativagio. Da mesma forma, a interac@o atrativa entre orbitais de fronteira nfio & garantia de
reagfo. Se as interacdes de fronteira levam, em principio, 2 formagio de produtos que sfo
termodinamicamente desfavordveis, esses produtos ndo serio formados, nio importa quiio

favoraveis as interagOes de fronteira aparentam ser.

Fato digno de nota € que o uso de indices de fronteira, cargas ¢ outros indices estiticos
obtidos através de calculos de sistemas moleculares ndo perturbados como guia para sua
reatividade é muito perigoso. Reatividade & fendmeno dependente do estado de transigdo e
nio das moléculas iniciais isoladas. No caso da interagiio fArmaco-receptor, a utilizagio desses

indices &€ menos danosa. Se a ligagio da droga ao receptor for baseada em forgas eletrostiticas
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e de dispersio, a energia livre de ligag@o pode ser pequena. Isto faz com que as caracteristicas
fisico-quimicas do firmaco e do receptor nio sejam muito diferentes em relacio aos estados
ligado e niio-ligado. Particularmente para fins de comparaciio os indices estiticos podem ser

{iteis, mas o perigo inerente 4 sua utilizacfio deve sempre ser lembrado Richards, 1983).

Talvez seja pertinente apresentar os postulados fundamentais da teoria dos orbitais de

fronteira propostos por Fukul et al. (959). Sho eles:

1 No caso da reaciio com reagente eletrofilice, a posicto mais susceptivel ac ataque &
aquela que apresenta maior densidade dos dois elétrons ccupando o orbital molecular

de maior ertergia no estado fundamental.

II  No caso da reacio com reagente nucleofilico, a posicho mais susceptivel ao ataque &
aquela que opresentaria maior densidade dos dois elétrons que se supbe esiejam

ocupando o orbital molecular desocupado de menor energia no estado fundamental.

Il No caso da reacio com reagente na forma de um radical, a posicio mais susceprivel go
ataque & aquela que apresentaria maior densidade dos dois elétrons, wmn ocupando o
orbital de wmnaior energia e o outro ocupando o orbital molecular desocupado de menor

energia no estado fundamental.

O fato é que a teoria dos orbitais de fronteira fol inicialmente formulada visando prever
as possiveis posicbes onde ocomreriam os ataques eletrbfilos, nucledfilos e radicalares, para
reactes ordindrias (4 + B — C + D). Porém, ela ¢é facilmente aplicivel a sistemas onde a
transformagio quimica ndo chega a se completar, como no caso da interagio firmaco-receptor
(A +B — A---B). Na esmagadora malioria dos casos, a int\s:rac_ﬁo fAirmaco-receptor ocorre
sem que haja a formagiio de ligagbes covalentes. Quase sempie ocorrem interacOes
intermoleculares de tipos variados (Manin, 1978 (interagdes hidrofobicas, dipolo-dipolo, pontes de
hidrogenio, etc.), isoladamenie ou, mais comum, combinadas. Por diversas vezes a utilizacio
de indices de fronteira jd se mosirou Gtil na previsao das posicdes-chave, em moléculas de

farmacos, onde se¢ dio as principais interagbes com o receptor.

Os indices de fronteira que iremos determinar sfo os seguintes:

a) Densidade do elétron de fronteira [F()]

FE) = 2 3 (cfloH0)? (4.18)
k
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b) Densidade do orbital de fronteira [F{°]

Flo) = 23 (cfPMoy (4.19)
k

¢) Densidade do radical de fronteira [F k(’ ]

FY = 2 T (OO0 + 2 3 (cfPHOp? - (420)
, k k

Nas equagdes acima, ¢f/OM0 ¢ cfUMO

530 os cocficientes de expansiio da combinagio linear de
orbitais atdmicos, obtido no processo de autoconsisténcia do métedo Hartree-Fock, do HOMO
e LUMO, respectivamente, do k-ésimo Atomo. As Tab. 4.4-4.6 mostram o0s valores dos Indices

de fronteira para as DHPs,

4.3 - Cargas Atdmicas Liquidas

No momento em que a molécula de um firmaco aproxima-se de seu receptor, este
percebe a presenca daquela através da interac3o entre as densidades eletrdnicas de ambos. A
distribuichio das cargas eletronicas pode ter grande influgncia na orientaglo espacial da
interacio farmaco-receptor. A presenga de grupos quimicos fortemente carregados ou
ionizados como carbonila, hidroxila, amino, nitro, etc. na molécula do farmaco, pode
determinar em grande parte a orientagio de encaixe no recepior. Isto ocorre porque esses
grupos naturalmente irfio associar-se a outros grupos funcionais, com cargas complementares
s suas, presentes na estrutura do receptor. Portanto, a distribuicfio de cargas € de fundamental
importancia em qualquer aplicagio da mecanica quantica a farmacologia, especialmente
porque os métodos tedricos disponiveis sio capazes de fornecer detathes da distribuiciio de

cargas que ndo seriam possiveis de se obter experimentalmente.

O método mais difundido para o cilculo da distribuicBo de cargas € a anilise
populacional de Mulliken (Mulliken, 1955, Também & possivel utilizar o potencial eletrostitico
molecular (Serecco & Tomasi, 1973) na determinacio das cargas atOmicas. A utilizagBo do potencial
eletrostitico molecular fornecido pelo MNDO @ewar & Thiel, 1977) ¢ AM1 no célculo das cargas
atdmicas tem sido objeto de estudes interessantes € promissores (Ferenkay et al., 1990; Besler ef al., 1990 &

Orozco & Luque, 1990). Em nosso caso, vamos usar as cargas atbmicas liquidas fornecidas pela
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anélise populacional, j& que sio diretamente calculadas pelo AM1. Vamos fornecer a seguir os

fundamentos da anélise populacional de Mulliken (19s5).

Seja o orbital molecular normalizado y, de uma molécula diatdmica, representado pela
combinagio linear dos orbitais atdmicos normalizados ¢, ¢ ¢, de dois dtomos k£ e [,
respectivamente:

Y o= 0 + s, - (4.21)

onde ¢, ¢ ¢, SAO orbitais atdmicos ¢ ¢, e ¢, sio os coeficientes de expansdo da funcio de
onda Y. Considerando que a probabilidade P de encontrarmos N elétrons (normalmente

N =2) dentro da regido do espago de volume d7 € igual a
P = y'ydr , o (4.22)

podemos dividir a populagio aidmica de ¥ em trSs subpopulagCes, representadas pelos u®s
termos da Eq. (4.23).

Ny? = NP + 2Nc,c;6,0, + Ne2oF . , (4.23)

Como W, ¢, e ¢; sio normalizados, podemos integrar a Eq. (4.23) em todo o espago 4t para

fornecer

N = Ne¢? + 2Nc,e,S,, + Nel , (4.25)

¥

onde
Srs = [ 6,0.dv . 4.24)

Cada uma das subpopulagbes N¢,? e Ne2 é denominada populagao atbmica liquida dos
dtomos k ¢ {, e 2Ne, ¢, S, € denominada populaciio de recobrimento. No caso mais geral, cu

seja, para moléculas poliatdmicas, as Eqgs. (4.21) e (4.23) sdo substituidas, respectivamente,

por
Vi = 2 Gy (4.26)
rs
[+
N(z) = N(E)ZC"kz + 2N(t) Z C;rka:ISrk:‘ . (427)
rk >k

onde o indice i refere-se ao i-ésimo orbital molecular. S6 para lembrar, iy comresponde ao

coeficiente de expansio do r-ésimo orbital atdmico do i-ésimo orbital molecular do k-ésimo
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dtomo. Obrigatoriamente Ny deverd ser um nimero inteiro.

Portanto, podemos definir tés tipos de cargas para o k-ésimo dtomo:

a) Carga cleardnica liqguida

g = 22N (4.28)
i r
b) Carga cletrGnica total
q,é = EZ N(,-)Csrkz + ZZ N(i)CirkCiaISrkq . (4.29)
i ii>k .

onde o segundo termo da Eq. (4.29) coiresponde A metade da populagio de recobrimento dos

atomos & e [/, independentemente das eletronegatividades de cada um deles.

¢y Carga atdmica total ou carga liquida

%

O =7 — qp (4.30)

onde Z, & a carga nuclear do k-&simo 4tomo e g, pode ser definido por uma das Egs. (4.28) e
(4.29), degendendo das finalidades do cdleulo. As cargas liquidas dos Atomos de carbono do

anel benzénico das DHPs sdo mostradas na Tab. 4.3,

4.4 - Momentos Dipolares Total ¢ Parciais

O momento dipolar total de uma molécula € consequéncia direta da distribuicio geral de
suas cargas clétricas internas. Esta distribuicBo pode ser alterada na medida em que a
molécula (p.ex. farmaco) esteja interagindo com algum campo elétrico externo, como por
exemplo o campo produzido por outra molécula (p.ex. receptor). A constante dielétrica do

meio também & capaz de produzir alteragbes no momento dipolar da molécula nele dissolvida.

Embora tencionamos determinar o momento dipolar da molécula isolada no vicuo,
certamente seremos capazes de identificar a tendéncia geral da polaridade do grupo. O
momento dipolar, em combina¢cdo com a polarizabilidade molecular, poderd ser capaz de
revelar interagdes de natureza elétrica tais como interages dipolo-dipolo e de transferéncia de
carga, caso elas existam. O método de cilculo dos momentos dipolares total e parcial seri

descrito a seguir.
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Uma molécula possui momento dipolar igual a zero quando o baricentro da carga nuclear
for coincidente com o baricentro da carga eletrdnica (McGlym er al., 1972 ¢ Pople & Beveridge, 1970).
Quando os dois baricentros nio forem coincidentes, a molécula possuird momento de dipolo

permanente. Em termos exatos, o baricentro da carga nuclear €
> Rz, |
TE—5}*1&51 = : 2 - _ (4.31)
A .
14 .
onde ﬁk e Z, sBo o vetor posicio e a carga do niicleo &, respectivamente. O baricentro da

carga da nuvem <letrdnica da molécula, no seu estado eletrbnico fundarcental, €

N
B = 2 (w5 v, 4o ’ (4.32)
let F o iR ’ . .
eweir QNI = I .

onde N é o ntmero de elétrons e F; € o vetor posicio do i-ésimo elétron. Se a molécula &

nenira, entio

T Z, = —eN . (4.33)
k

Coasiderando que o vetor momento dipolar, por convengiio, aponta para o polo positivo, entdo

teremos
ﬁ = el (ﬁnucl - ﬁele!i") . (434)

A fase limitante do célculo do momento dipolar é, sem diivida, a avaliago da integral da Eq.
(4.32). Mesmo para moléculas pequenas o céleulo € demorado. Portanto, € comum usarmos

aproximagBes para acelerar o processo de cileulo,

Podemos dizer que existem trés contribuicdes principais para o momento de dipolo
molecular: momento de carga pontual, momento de assimetria ¢ momento de hivridizacdo
(McGlyn et al, 1972). O primeiro &€ devido 2 distribuigdo das cargas pontuais, ou seja, das cargas
atdmicas totais centradas nos respectivos nlicleos. O momento de assimetria & originado a
pariir da distribuigio assimétrica da nuvern eletrdnica ao longo de cada ligagdo covalente,
quando os &tomos ligados possuirem eletronegatividades diferentes. O momento de
hibridizagio é um fendmeno que ocorre ao nivel atdmico. Por exemplo, no 4tomo de oxigénio
os orbitais § ¢ p possuem o baricentro de carga eletrdnica coincidente com o nicleo atbmico,
devido a simetria de ambos orbitais., Se ocorrer hibridizacio entre esses dois orbitais,

originando orbitais hibridos sp”, o baricentro da carga cletrdnica de cada orbital hibrido nfo
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mais estard sobre o niicleo. Dependendo da distribuicio espacial dos orbitais hibridos e de
quantos deles pérticipem de ligacbes quimicas, isso ird ocasionar um momento de dipolo no
interior do 4tormo, que contribui, As vezes de forma significativa, para o momento dipolar
total, |

No MOPAC 6.0, o momento dipolar total é considerado como sendo a soma vetorial

entre 0 momento de carga pontual € o momento de hibridizag80 (Pople & Revesidge, 1970). O

momento de assimetria ¢ ignorado.

ﬁ = pzcarg + Q}zibr (4-35)
O maomento de carga pontual é dado por 7 | '
Pewg = — L R0, , | (4.36)
k .

onde O, € a carga tetal do k-&simo 4tomo, dada pela Eq. (4.30), sendo que nesta o termo g, ¢
a carga elewbnica total, definida pela Eq. (4.28).

Para efetuarmos o célculo do momenio de hibridizaciio, devemos anies lembrar-nos de
que o célculo de qualquer contribuicdo ao momento dipelar total é sempre feito aravés do
produto entre distincia e carga. Desta forma, o momento de hibridizacio serd o produto da -
disthncia entre o baricentro da carga negativa do orbital hibrido ¢ o nfcleo e a carga do
orbital hibrido (normalmente 2¢). Por exemplo, considere o orbital hibrido 5p, sobre o dtomo

A, que pode ser representado por
Vo= c(2s) + ca(2p,) , (4.37)
sendo que
cf +cf =1, | (4.38)

onde o orbital v esid disposto sobre o eixo z. A localizacio do baricentro da carga eletrdnica
de ¥ localiza-se em jlp* z Y dt e a carga nesse orbital & igual a 2e. Logo, o momento de

hibridizac3o serd

aor, = 26 (24 ~ [y" 2z ydr) , (4.39)

onde o termo entre parnteses & a distincia entre o nacleo de A e o baricentro da carga

eletrdnica do orbital hibrido .
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No caso geral da molécula contendo £ dtomos, cada um deles possuindo A orbitais
hibridos, que por sua vez possuem &, elétrons cada um, o momento de hibridizago serd dado

por

Tisr = 5%, Ny (B = [y Pyy dt) , (4.40)
£h

onde ﬁk é o vetor posicio de cada nlcleo e vy, € o h-€simo orbital hibrido do k-ésimo
stomo. Os momentos dipolares total e parciais dos compostos da série podem ser vistos na
Tab. 4.1. '

4.5 - Polarizabilidade Molecular

A polarizabilidade molecular mede a susceptibilidade 217 modificacio da distribuicio das
cafgas internas, uando a molécula estd sujeita a um campo elétrico externo. Portanto, a
polarizabilidade mede também a capacidade da molécula variar seu momento dipolar quando
estiver sujeita ao campo elético de outra molécula, como no caso do firmaco que se
aproxima do receptor. Embora esse parimetro ndo seja utilizado com muita fregiigncia,

vamos usa-lo em nosso estudo.

O MOPAC 6.0 € capaz de fornecer tanto a polarizabilidade molecular quanto as
hiperpolarizabilidades de primeira e segunda ordens. Dois métodos sio utilizados para realizar
o mesmo célculo: expansio em série do momento dipolar e expansio em série da energia total

do sistema molecular, ambos sujeitos a um campo elétrico externo Kunz ef af,, 1990).

O momento dipolar u da molécula que se encontra interagindo com o campo clétrico

uniforme F pode ser representado por
B = !if’ + QUF.I + (1/2) Bz;ijFk + (1/6) ’YL;HF_[FkFI + e s (4.41)

onde p° & o momento dipolar permanente ¢ oy, B € vy so elementos dos tensores da
polarizabilidade lincar ¢ das hiperpolarizabilidades de primeira e segunda ordens da molécula,
respectivarnente. Por outro lado, a energia total desse sistemna também pode ser expandido etn
série

E(F) = E(Q) — W F = (2hH a;jF"Fj -~ (1731 ﬁiijiFij - (1/4D) 'Y!J.HFLFJF;:F[ -, (4.42)

onde Eqy € a energia do sistema quando o campo elémico esth ausente e F; sio os

componentes do campo aplicado.
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Se a molécula estd sujeita a um campo elétrico uniforme e encontra-se alinhada a um dos
eixos do sistema, como por exemplo (#;,0,0), os valores das polarizabilidades ao longo deste
eixo (ly, Cyy Baw € o) podem ser obtidos. Nesse caso, as Eq. (4.41) e (4.42) tornam-se,

respectivamente,

(1313

W o= 0P+ opF o+ (12) BuFR + QU6) Yy F3 + -+ - (4.43)

E@ = E@y = WiF; = (12 auF? — (16) By FP — (1/24) 4 FH = - (4.44)

Truncando a Eq. (4.43) apds F;? ¢ estimando H; para quatro intensidades de campo elétrico
diferentes (LF;, *2F;), sdo preduzidas quatro equacdes a guairo incdgnitas. Resolvendo o

sistema para O;, teremos
Gl = QI3 [himy ~ Wiyl = (12D [ Wyp,y — Hicaryl - (4.45)
Truncando a Eq. {4.44) ap6s F ‘-4 & procedendo de forma idéntica & Eq. (4.43), teremos

W Ft = (52) Egy = W13) [ By + Ecppl + (112) [ Egpy+ Ecopy] . (4.46)

MOPAC 6.0 produz dois conjuntos de ¢y;: um deles wiilizando a Eq. (4.45) ¢ outro
através da Eq. (4.46), para efeito de comparagiio. A polarizabilidade média ¢ calculada através
de '

a = 13 (o + oy +oy,) . ' (4.47)

Os resultados obtidos através do uso das Hgs. (4.45) e (4.46) foram praticamente
id2nticos, de forma que ndo hi problema algum em utilizar uma ou outra equacio. Assim,
Optamos usar em nosso trabatho a pelarizabilidade calculada pela expansio do momento de

dipolo do sistema [Eq. (4.45)], mas n%o haveria prejuizo algum ern optar pela Eq. (4.46).

A polarizabilidade molecular também pode ser estimada a partir da soma das
contribuicbes das polarizabilidades atdmicas. Temos conhecimento de dois trabalhos onde este
principio € aplicado (Abdul-Atad er af, 1980 e Dewar & Stewar, 1984y, Os valores da polarizabilidade

molecular das DHPs sfo mostradas na Tab. 4.1,
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4.6 - Volume molecular de van der Waals

Muitos trabalhos t&m sido feitos na tentativa de correlacionar a &rea superficial molecular
com a solubilidade e o coeficiente de particBo (Hermann, 1972; Amidon ef al., 1974; Yalkowsky & Valvani, 1976;
Valvani ef af,, 1976; Dunsn et al,, 1987; Doucette & Andren, 1987 ¢ Cammilleri et al., 1988). Porém, resultados significativos
<6 foram obtidos para séries homoélogas, ou pelo menos quimicamente bastante semelhantes,
de compostos quimicos. Nesses casos o volume molecular de van der Waals também pode
ser utilizado, embora com menor sucesso, devido 3 elevada intercorrelaclo existente entre este
e a 4rea superficial. A justificativa tedrica para o sucesso desse procedimento foi rnosirada por
Dunn et al. 19ss). Nos casos em que a série de compostos apresenta grupos funcionais bastante
diferentes, como a nossa série, a tentativa de utilizar o volume ou a 4rea superficial molecular
para modelar o comporiamento da solubilidade ou do cocficiente de particio faltha
completamente. INo entanto, podemos utilizar a medida do volume molecular como modelo
aproximado para o efcito estérico do substituinte. Numa série de compostos que diferem entre
si apenas por grupos substituintes, o volume molecular estd perfeitamente correlacionado com
o volume do proprio substituinte, descontadas as pequenas variagOes de volume devidas ds

mudangas conformacionais que ocorrem 20 longo da série.

Fizemos o célculo do volume molecular de van der Waals através do programa
computacional SURF, construido por nds. SURF & capaz de estimar com grande exatiddo as
seguintes grandezas moleculares: volume de van der Waals, drea superficial de van der Waals,
volume accessivel ao solvente e 4rca superficial accessivel ao solvente ©um e ai, 1986). O
algoritmo utilizado para estimar o volume molecular &€ o mesmo proposto por Higo & Go
(1089). Porém, a area superficial é determinada por meodificagio do algoritmo de Higo & Go,
onde fizemos uma inovagio para que ela pudesse ser calculada através de fatores numéricos.
Cutras técnicas t&m sido utilizadas para a estimativa do volume e &rea superficial moleculares
(Hermann, 1972; Pearlman, 1981; Richmond, 1984; Karfunkel & Eyraud, 1989 ¢ Pascual-Ahuir & Silla, 1990). Descreveremos a

seguir o modo como ¢ computado o volume molecular.

Para efeito de cilculo, a molécula & considerada como sendo uma colegiio de esferas de
raio de van der Waals apropriado (Pauling, 1960 e Valvani et al,, 1976), cada qual centrada nas respectivas
ccordenadas nucleares. O primeiro passo do calculo do volume de van der Waals € criar uma
caixa retangular capaz de acomodar toda a molécula. O.tamanho da caixa deve ser tal que o

comprimento de cada aresta seja maltiplo de 2 A. A seguir cada aresta € dividida em
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Figura 4.2 - Procedimento adotade para computar o volure molecular. A molecula ¢ acomodada numa caixa re-
tangular, que ¢ dividida em cubos de 2 A de aresta no primeiro nivel. Os cubos s3o sucessivamenis divididos 2
medida que processo de célenlo avanca.

unidades de 2 A , de forma que toda a caixa transforme-se num conjunto de cubos de 2 A de
aresta cada. Estes sio denominados cubos do primeiro nivel (Fig. 4.2). Cada cubo ¢ analisado
¢ classificado em uma das tres categorias: interno, externo e superficial 3 molécula. Se o cubo
for externo, ele serd desprezado. Se for interno, seu volume passard a fazer parte do volume
molecular. Caso seja superficial, ele serd subdividido em oito novos cubos , cada um com 1
A de aresta, denominados cubos do segundo nivel. Estes novos cubos serao analisados,

classificados e processados de forma similar aos cubos do primeiro nivel. Dessa forma, os
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cubos superficiais serfio continuamente subdivididos até o nivel pré-estabelecido pelo
cperador. Nesse ponto o cubo superficial n&o mais sers subdividido e determinada fracio de
seu volume (Hige & Go, 1989) serd computada como pertencente a4 molécula. A partiv do quinto
nivel j4 podem ser feitas boas aproximagGes do volume molecular. No entanto, SURF foi
construido para operar também no sexto, sétimo ¢ oitavo niveis. Niveis mais elevados do que
o oitavo ndo sAO interessantes por causa do imenso tempo computacional requerido, sem que
haja substancial melhora na qualidade dos resultados. A Tab. 4.2 mostra o volume raolecular

para os compostos da série. :
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Tabela 4.1 - Energias do HOMO (Enoso) ¢ LUMO (erum0), momentos dipolares total (i) e parciais (Hearye €
yase) € polarizabilidade molecular (@) para os 45 composios da série.

&) (<)

No. Euoso ™ Eumo™ i»l-m Bearga © Waibr o
i -8,868 -0,523 3,763 2,779 1,013 26,53
2 -8,905 -0,508 4,482 4,064 0,458 26,43
3 -8,766 -0,469 2,865 2,390 0,476 2575
4 -9,110 -0,809 7,591 1218 0,401 21,45
5 8,715 -0,382 2,444 2,004 0,498 78,00
6 -3,993 -(3,659 3,935 5,538 0,525 2169
1 -8,709 -0,389 2,280 1,853 0,522 26,24
8 -8,708 : 0,386 2,305 1,879 0,533 27,49
g -8,712 -0,404 2,992 2,186 0,949 126,10
10 -3,904 -0,549 4,537 3,489 1,053 26,80
11 -8,851 0,514 3,625 3,173 0,459 26,06
12 -8,865 -0,524 3,876 3,555 0,353 2527
13 -8,747 0,419 2,302 1,810 0,508 ) 24,98
14 -8,962 0,616 5717 4,630 1,097 27,23
15 -3,863 -0,525 3,756 1915 1,907 26,59
16 8,786 -0,444 2,054 2,572 0,434 25,16
17 -8, 776 -0,380 3,167 ' 2,155 - 1,801 26,51
18 -8,617 -0,263 6,975 0,859 0,315 27,12
19 -8,082 -0,629 5,630 5,283 0,360 26,62
20 -8,728 - -0,405 2,039 1,520 0,539 26,34
21 -8,612 0,259 0,920 0,830 0,266 28,47
22 -8,727 -0,401 2,290 1,679 0,652 27,34
23 -8,330 -0,387 2,426 1,609 . 1,019 29,25
24 -8,807 -0,486 3,275 2,653 0,763 25,72
25 -8,339 -0,381 1,512 1,244 0,651 26,39
26 -8,785 -0,453 2,557 2,295 0,482 26,06
27 -8,713 0,433 2,035 1,894 0,452 36,18
28 -8,204 -0,398 2,636 1,914 0,929 26,24
29 -8,869 -0,529 3,627 3,376 0,451 25,36
30 -8,882 -(,549 3,619 2,749 0,871 26,70
31 -8,881 -0,549 3,564 1,986 1,699 21,16
32 9,167 -0,925 1,529 1,325 0,436 27,68
33 -8,2717 0,376 2,665 1,544 1,127 29,50
34 -8,984 -0,657 5,430 4,497 0,942 2745
35 -8,869 -0,529 3,397 3,010 0,478 26,19
36 -8,628 -0,360 1,803 1,398 0,499 26,65
37 9,050 0,896 4,278 4,253 0,502 26,71
38 -8,680 -0,418 1,953 1,532 0,422 26,04
39 -8,857 (3,498 3,987 3,549 0,440 26,87
40 -9,008 -1,049 6,919 6,567 0,404 28,35
41 -8,943 -0,601 3,458 3,102 0,471 21,13
42 -8,867 -0,814 1,731 7.262 1,041 28,26
13 -8,695 -0,376 2,288 1,839 0,560 27,63
44 -8,876 -0,522 3,630 3,219 0,451 27,04
45 -8,118 -0,287 1,593 1,348 0,257 31,98

(a) Dado em eV; (b) em Dcbye e (¢} em ;{3
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Tabela 4.2 - Constante de hidrofobicidade de Hansch-Fujita (r), constante de Hammett dos substituintes na
posicAo meta (Gny), constantes de Verloop indicando a largura minima (B,) e o comprimento (L) do
substituinte, eletronegatividade de Mulliken {y,), dureza (1)) ¢ volume molecular de van der Waals (V,4,) para
os 45 compostos da série. .

Num. - Cm B® L@ Xs 1 Vi ™
1 0,86 0,39 1.95 3,83 0,113 4,173 2895
2 0,88 0,43 1,98 3,30 0,127 4,199 2923
3 0,71 037 1,30 3,52 0,005 4,179 283.8
4 0,28 6,71 1.70 3,4 0,377 4,151 284,0
5 0,82 0,05 1,60 4,29 -0,032 4,167 2925
6 0,28 0,71 1,7 3,44 0,263 4,147 . 2874
7 0,56 -0,67 1,52 3,00 -0,031 4,160 284,5
8 1,02 0,07 1,52 4,11 -0,033 4,161 2993
9 0,86 0,35 ) 1,95 3,83 0,005 4,184 288,5
10 0,57 0.56 1,60 4,23 0,144 4,178 283,6
11 0,71 ‘ 0,37 1,80 3,52 0,100 4169 283,2
12 0,14 0,34 1,35 2,65 0,112 4,171 2719
13 0,00 0,00 LCO 2,06 0,000 4,154 263,9
14 -0,57 0,56 1,60 4,23 0,206 4,173 283,7
15 1,12 0,35 2,15 4,23 0,111 4,169 3001
16 0,14 0,34 1,35 2,65 0,035 41N 2720
17 1,12 0,35 2,15 4,23 -0,005 4,198 2980
18 -0,02 0,12 ST 3,98 3,140 4,177 290,5
19 0,88 0,43 1,98 3,30 0,223 4,177 2934
20 0,56 0,067 1,52 3,00 0,017 4,162 . 2839
21 0,38 0,10 1,35 4,92 0,145 4,177 309,1
22 -0,02 0,12 1,35 3,98 0,019 4,163 © 2959
23 0,18 0,13 1,50 3,53 0,225 3,972 3129
24 -0,67 0,12 1,35 2,74 0,064 4,161 275,6
25 -1,23 -0,16 1,50 2,93 0,223 3,979 2139
26 -0,64 0,39 1,35 4,87 0,036 4,166 30,5
27 1,46 0,21 1,70 8,15 0,023 4,168 3649
28 -1,23 0,16 1.50 2,93 -0,2719 3,903 2715
29 0,14 034 1,35 2,65 0,116 4,170 2719
30 0,86 0,39 1,95 3,83 0,133 4,167 290,4
31 1,12 0,35 2,15 4,23 0,132 4,166 300,0
32 -0,28 0,71 1,70 3,44 0,463 4,121 2874
33 0,18 -0,15 1,50 3,53 -0,257 3,951 3146
34 -0,57 0,56 2,06 4,23 0,238 4,167 283,86
35 0,71 0,37 1,30 3,52 0,119 4,170 284,0
35 1,42 0,74 -0,086 4,134 301,0
37 0,70 L1 0,393 4,077 284.3
38 0,85 0,71 0,031 4,131 291,1
39 1,42 0,74 0,095 4,180 293.,5
40 0,43 1,08 0,448 3,980 29%,0
41 1,42 0,74 0,189 4,171 295,5
42 0,95 033 0,258 4,027 290,8
43 1,12 0,14 0,044 4,160 300.4
44 1,42 0,74 0,116 4,177 298.8
43 -0,06 036 ' 0,377 3.916 3374

o 03
(2) Dado Ae(byem A",
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Tabela 4.3 - Carga elétrica liquida sobre os 4tomos de carbono do anel benzénico dos 45 derivados da DHP,
calculadas pelo método AML.

No. & 8s ’ o S0 du Siz

1 -0,0656 -0,1075 -0,1338 -0,1057 -0,1683 -0,0905
2 -0,0119 -0,1275 -0,1034 -0,1351 -0,0955 -0,1064
3 -0,0596 -0,1111 -0,1328 -0,1215 -0,1323 -0,0435
4 -0,0716 -0,0799 -0,1433 -0,0717 -0,1338 -0,0551
5 -0,0583 -0,1192 -0,1321 -0,1295 -0,1270 -0,0278
6 +0,0019 -0,1296 -0,0991 -0,1348 -0,0869 -0,0958
7 -0,0716 -0,1150 - -0,1401 -0,1253 -0,1393 -0,0426
8 -0,0750 . -0,1154 -0,1405 -0,1258 -0,1394. -0,0373
9 -0,0393 -0,1185 -0,1207 -0,1298 -0,1132 -0,1467
10 -0,0230 -0,1258 -0,1108 -0,1358 -0,0986 +0,0025
11 -0,0589 -0,1182 -0,1261 -0,1254 -0,0647 -0,1059
12 -0,0412 -0,1352 -0,1094 -0,1674 +0,0841 -0,1524
13 -0,0677 -0,1195 -0,1337 -0,1312 -0,1343 -0,1163
14 -0,0710 -0,0961 -0,1394 -0,0921 -0,0228 00717
15 -0,0708 -0,1012 -0,1380 | 20,0978 -0,2659 -0,0782
16 -0,1021 -0,0952 -0,1497 -0,1047 -0,1743 +0,1110
17 -0,0331 -0,1207 -0,1151 -0,1327 -0,1079 -0,2436
18 -0,0964 -0,0879 0,1677 -0,0938 -0,2109 +0,0956
19 -0,0691 -0,0902 -0,1387 -0,0840 -0,1658 -0,0631
20 -0,0657 -0,1223 -0,1315 -0,1294 -0,0756 -0,1125
21 -0,0977 -0,0877 -0,1691 -0,0933 02132 +0,1009
22 -0,0309 -0,1517 -0,1009 -0,2030 +0,0719 -0,1365
23 -0,0475 -0,1457 -0,1112 -0,1787 +0,0442 -0,1444
24 -0,0289 -0,1551 -0,1013 -0,1574 +0,0735 -0,1991
25 -0,0330 -0,1597 -0,0988 -0,1883 +0,0460 -0,1746
26 -0,0562 -0,1273 -0,1194 -0,1355 +0,0544 -0,1158
27 -0,0578 -0,1252 -0,1206 -0,1317 +0,0554 -0,1105
28 -0,1321 -0,0825 -0,1802 -0,0899 -0,2026 +0,0850
29 -0,0804 -0,0962 -0,1689 +0,0859 -0,1689 -0,0926
30 -0,0522 -0,1213 -0,1066 -0,1679 -0,1073 0,1173
31 ~0,0484 -0,1237 -0,1002 02635  -0,1013 -0,1159
32 -0,0176 -0,1339 -0,0696 -0,1358 -0,0706 -0,1294
33 -0,0938 -0,0970 -0,1808 +0,0460 -0,1553 -0,0970
34 -0,0412 -0,1258 -0,0938 -0,0203 -0,0949 -0,1179
35 -0,0655 -0,1112 -0,1283 -0,0617 -0,1290 -0,1046
38 -0,0485 -0,0358 -0,1322 20,1139 -0,1346 -0,0354
37 -0,0976 +0,1041 +0,0215 +0,0708 40,0205 +0,1201
38 -0,0897 -0,0214 -0,1493 -0,0972 -0,1767 40,1237
39 -0,0528 -0,1110 -0,1254 -0,1176 - -0,0674 0,0417
40 -0,0631 -0,0343 -0,1396 -0,0633 -0,1450 -0,0087
41 -0,0484 -0,1148 -0,0567 -0,1222 -0,0578 -0,1059
42 -0,0996 -0,0127 -0,1767 -0,0278 -0,2353 40,1358
43 -0,0689 0,1136 -0,0809 -0,1259 -0,1357 -0,0468
44 -0,0584 -0,1036 -0,1279 -0,0539 -0,1293 -0,0357
45 -0,0992 -0,1327 40,0186 "+0,0930 -0,2580 +0,0988
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Tabela 4.4 - Densidade eletrdnica de fronteira dos dtomos de carbono do anel benzlnico dos 45 derivados da
DHP, calculada a partir da func3o de onda fornecida pelo AMI.

Comp. F§9 F . F{9 Fi Fi F¥

1 0,10293 0,00847 0,060358 0,00041 0,00531 0,00419
2 0,10040 0,00555 0,00302 0,00013 0,00404 0.00460
3 0,09115 0,00590 0,60443 0,00023 0,00414 0,60289
4 0,10204 0,00584 0,00361 0,00028 0,00573 0,00504
5 0,10107 0,00730 0,60296 0,06020 0,00382 0,60303
6 0,09572 0.00398 0,60344 0,00020 0003356 0,60263
7 0.10425 0,60712 0,01012 0,00145 0,60960 0,01227
8 0,09702 0.00692 0,00246 0,00036 0,00400 0,60340
9 0,10314 0,00668 0,00402 0,60028 0,60597 0,60579
10 0,10265 0,00680 0,60397 0,00027 0,00617 0,60593
11 0.10125 0,00560 0,00342 0,00025 0,00549 0,00519
12 0.09356 0,00589 0,00452 0,60020 0,60406 6,00289
13 0,10095 0,00553 0,00343 0,00015 0,60438 0,00459
14 0,10298 0,00720 0,00384 0,00032 0,00467 0,00451
15 0,10067 0,00522 0,00332 - 0,00028 0,00500 0,00443
16 0,10370 0,00062 0,003%94 0,00092 0,605384 0,00425
17 0,10477 0,608382 0,00397 0,060030 0,00568 0,00477
18 0,09253 0,00567 0,00418 0,60008 0,60235 0,60239
19 0,10185 0,00675 0,00351 0,00019 0,60414 0,603%99
20 0,10306 0,00678 0,060373 0,060015 0,00485 0,00474
21 (,10223 (,00536 0,00370 0,660620 060529 0,00494
22 0,10145 0,00573 0,00334 0,00024 0,00533 0,60524
23 0,10251 (0,00643 0,00407 0,00025 0,00513 0,00474
24 0,10123 0,00647 0,00339 0,00012 0,60388 0,60382
25 0,10231 0,00649 G,00317 0,00010 0,00418 (,00440
26 0,09615 0,00469 0,00383 0,00069 0,0027¢ 0,60344
27 0,10338 0,00666 0,00397 0,00022 0,00598 0,060585
28 0,10458 0,00814 0,00438 0,00035 0,005%99 0,00540
29 0,10293 0,00642 0,00398 0,060025 0,00513 0,00473
30 0,10357 0,00793 0,00314 0,00028 . 0,00483 0,00392
31 0,10149 0,03708 0,01157 0,01180 0,02820 0,01754
32 0,16060 0,00507 0,60320 0,00007 0,00512 G,060460
33 0,03558 0,35903 0,066087 0,205%9 0,26321 0,20312
34 0,11139 0,08460 0,01152 0,04055 0,06443 0,02527
35 0,06665 048005 0,05841 0,27441 0,33037 0,22856
36 0,10134 0.00717 0,66293 0.60014 0,00419 0,00358
37 0,10227 0,00649 0,00344 0,060006 0,00436 0,00434
38 0,10363 0,00819 0,00345 0,00020 0,60521 0,60424
39 0,10363 0,00774 0,00392 0,00045 - 0,00463 0,00419
40 0,10342 0,00461 0,00410 0,00049 0,00399 0,00639
41 0,10312 0,00676 0,00368 0,00006 0,00464 ,00460
42 0,10336 0,00480 0,00438 0,00018 0,00386 0,006%0
43 0,31897 0,03236 0,44287 0,06596 0,22970 0,30056
44 0,37759 0,07613 0,19085 . 0,27320 0,19807 0,04584

45 0,35728 0.,03616 041746 0,26425 0,00315 0,30706
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Tabela 4.5 - Densidade do orbital de fronteira dos Atomos de carbono do anel benzénico dos 45 derivados da
DHP, calculada a partir da funco de onda formecida pelo AMI.

Comp. F9 Ffr F§ Fg F{ F¥
1 0,00708 0,00563 0,00347 0,01264 0,00062 0,00930
2 0,05110 0,00282 0,04050 0,04036 0,00173 0,06001
3 0,04013 0,01149 0,01681 0,04261 0,00126 0,03488
4 0,01605 0,00594 0,00897 0,02070 000014 002145
5 0,07893 0,41708 0,02520 0,27317 0,31677 0,16782
6 0,38436 0,08515 0,14475 0,45617 0,08873 0,14228
7 0,01156 0,00453 - 000772 0,01548 0,00004 0,01810
3 0,16546 0,00261 0,19349 0,07641 0,04678 021433
9 0,00604 0,00561 0,00315 0,01199 0,00030 0,01132
10 0,00573 0,00569 0,00308 0,01187 0,00029 0,01104
11 0,02141 0,00504 001375 0,02378 0,00000 0,02860
12 0,03081 0,01359 0,00987 0,03609 0,00233 0,02562
13 0,04369 0,00221 0,03618 0,03320 0,00263 0,05323
14 0,00932 0,00634 0,00443 0,01492 0,00060 0,01173
15 0,02470 0,00659 001418 . 0,02895 0,00023 0,02820
16 0,00796 0,60534 0.00411 0,01267 0,00058 0,01020
17 0,00445 0,00473 0,00233 0,00524 0,00030 0,00805
18 0,10047 0,49343 0,04871 0,24431 0,36305 0,20501
19 0,01222 0,00955 0,00446 0,02032 0,00158 0,01043
20 0,00908 0,00676 000411 001525 0,00066 001118
21 0,01360 0,00713 0.00657 0,01993 0,00044 0,01875
2 0,02385 0,00475 001593 0,02521 0,00003 0,03053
23 0.,00914 0,00853 0,00357 0,01737 0,00116 001220
24 0,01392 0,00850 0,00566 0,02152 0,00136 0,01268
25 0,01549 0,00672 0,00789 0,02276 0,00120 0,01632
2% 0,05904 0,49072 0,02339 0,26751 0,31832 0,21731
27 0,00589 0,00514 000345 0,01194 0,00024 0,01169
28 0,00550 0,00529 0,00269 0,01059 0,00030 0,00952
29 0,00869 0,00857 0,00328 0,01684 0,00120 0,01162
30 0,00749 0,00548 0,00372 0,01449 0,00067 0,01019
31 0,00796 0,00456 0,00417 0.01240 0,00057 0,01170
32 0,03317 0,00824 0,01824 0,03996 0,00127 0,03209
33 0,00292 0,00387 0,00156 0,00668 0,00049 0,00583
34 0,00580 0,00459 0,00326 0,00971 0,00018 0,00924
35 0,00459 0,00429 0.00268 0,00860 0,00028 0,00825
36 0,28058 0,03962 0,15594 0,23644 0,13936 0,04693
37 0,03827 0,01213 001943 0,04390 0,00998 0,01969
38 0,01097 0,00627 0.00567 0,01728 0,00164 0,01092
39 0,00677 0,00535 0,00337 0,01173 - 0,00034 0,01036
40 0,00922 0,01101 0,00070 0,01539 0,00367 0,00745
41 0,01050 0,00651 0,00509 0,01726 0,00107 0,01200
42 0,01440 0,01318 0,00207 0,02073 000715 0,00739
43 0,00292 0,00555 0,00150 0,00963 0,00054 0,00893
44 0,00375 0,00470 000194 0,00968 0,00019 0,00732

45 0,00850 0,00868 0,06217 - 0,01671 0,60101 0,01189
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Tabela 4.6 - Densidade do radical de fronteira dos atomos de carbono do anel benzénico dos 45 derivados da
DHP, calculada a partir dos coelicientes da funcio de onda fornecida pelo AM1.

Comp. F F§ F§ F$ F{ F
1 0,05500 0,00707 0,60352 0,60653 0,00296 0,00675
2 0,07575 0,00419 0,02176 0,02024 0,00288 0,03230
3 0,06564 0,00869 0,01062 0,02142 0,00270 0,01889
4 0,05904 0,00589 0,00629 0,01049 0,00293 0,01324
5 0.,09000 {,21219 0,01408 0,13669 ,16029 0,03545
6 0,24004 0,04457 007410 0,22818 0,04605 0,07245
7 0,05791 - 0,00583 0,00892 0,00846 0,00482 0,01518
8 0,13124 0,00477 0,09797 0,03838 0,02539 0,10886
9 (,05459 0,00615 0.00358 0,00614 0,00313 0,00855 :
10 0,05419 0,00625 0,00352 0,00607 0,00323 0,00849
11 0,06133 0,00532 0,60859 0,01201 0,00274 0,01659
12 0.06218 0,00974 0,00720 0,01814 0,00320 0,01426
13 (,07232 (,60387 0,01981 0,01667 0,00351 02506
14 0,05615 0.006717 000413 0,00762 0,00263 0,60312
15 0(,06269 0,00610 0,00875 - 0,01461 000262 0,01632
16 (,05583% 0,00748 0,60402 0,00680 0,003 0,00723
17 0,05461 0,60678 0.60315 0,00477 0,002%9 (0,00541
18 0,09650 0,24955 0,02645 0,12220 0,18270 0,10370
19 0,05704 0,00815 0,60399 0,01025 0.60286 0,60721
20 0,05607 0,00677 0,00392 0,00770 0,00276 0,00796
21 0,05792 0,00625 0,00514 0,01007 0,00286 0,01184
22 0,06265 0,00524 0,00564 0,01273 000268 0,01789
23 0,05582 0,60748 0,00382 0,00881 0,60314 0,00847
24 0,05758 0.,00768 0,60452 0,01082 0.00262 0,00825
25 0,05890 0,00661 0,00553 0,01143 0,00269 0,01036
26 0. 07760 0,24770 0.01361 0,13380 0,16054 0,11037
27 0,05464 0,00550 0,00371 0,00608 0,00311 0,00877
28 0,05504 0,00671 0.00353 0,00547 0,00315 0,00746
29 0,05581 0,00750 0,00363 0,00855 0,00317 0,00318
30 0,05553 0,00670 0,00343 0,00738 . 000277 0,00705
31 0,05472 0,02102 0.00787 0,01210 0,01439 0,014562
32 0,06688 0,00666 0,01072 0,02002 0,60319 0,61834
33 (3,01925 0,18145 003122 0,10633 0,13185 0,10448
34 0,05859 0,04460 0,60739 0,02513 0,03230 0,01725
35 0,03562 0,24217 0,03054 0,14151 0,16532 0,11841
36 0,19121 0,02339 0,07946 0,11829 007177 0,02525
37 0,07027 0,060931 0,01146 0,02198 0.00717 0,012402
38 0,05730 0,00723 0,00456 0,00877 0,00343 0,00758
39 0,05520 0,00655 0,00365 0,00609 ©0,00248 0,00727
40 0,05632 0,00781 0,00240 0,00794 0,00383 0,060692
41 0,05681 0,00663 0,00439 0,00866 0,00286 0,00830
42 0,05888 0,00859 0,00347 0,01046 {,00550 0.00714
43 0,16095 0,01895 0,22218 0,03782 0,11512 0,15474
44 0,19067 0,04042 0,09640 .0,14144 0,09913 0,02683

45 0,18289 0,02242 0,20981 0,14048 0,00208 0,15947
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Capitulo 5 - Relactes Estrutura-Atividade

Este capitulo tem como objetivo obter relacdes quantitativas entre os pardmetros fisico-
quimicos calculados no capitulo anterior ¢ a atividade bioldgica das DHPs. A obtencZo e
andlise dessas relacdes € um passo importante na compreensiio do mecanismo de agao das
DHPs. Alguns aspectos interessantes das interacdes DHP-receptor podem ser esclarecidos
através do estudo das relacBes estrutura-atividade. Os resultados aqui obtidos também serfio
ntilizados no mapeamento do receptor das DHPs. A ferramenta que utilizaremos para
estabelecer relacGes estrutura-atividade serd a regress@o linear miltipla, baseada no método
dos minimos quadrados (Masin, 1953; Box et af, 1978 e Draper & Smith, 1981). A técnica de regressio
miliipla tem-se mosirado extremamente Gl na investigagio cientifica em quimica médica
(Manin, 1978). Embora o estudo das relagdes estrutura-atividade nfo muito freqltentemente tenha
cc;nduzido ao desenvolvimento de firmacos mais ativos, ‘Ianc;ados comercialmente, duas
vantagens em sua utilizacio mais que compensam essa deficiéncia: esse tipo de estudo reduz
drasticamente o niimero de compostos a serém sintetizados e testados em laboratério durante o
desenvolvimento de novos firmacos (o que proporciona substancial economia de recursos); e
esclarece aspectos importantes sobre a absorc@o, transporte e, principalmente, a natureza das

interagdes fArmMAaCo-receptor Martin, 1979).

A organizacdo deste capitulo serd feita da seguinte forma. Primeiramente faremos um
histérico do desenvolvimento do estudo das relacbes estrutura-atividade, tanto qualitativa
guanto quaniitativamente. Achamos importante destacar o aspecto histdrico porque ¢ assunto
QSAR ainda é pouco conhecido no meio cientifico nacional. Além do que, também estamos
interessados em divulgar este assunto € atrair a atenc@o de outros pesquisadores para esta drea
do conhecimento humano. Em seguida vamos analisar o que ji conhecemos a respeito das
relagdes estrutura-atividade das DHPs. Finalmente vamos proceder & anilise dos parimetros

fisico-quimicos calculados ao longo do presente trabalho.

5,1 - Histbrico

A primeira tentativa de correlacionar alguma propriedade fisico-quimica com a atividade
biclogica foi feita por Overton (1897, 1899 ¢ 1901) & Meyer qss9). Estes pesquisadores estudaram a

significincia da solubilidade de algumas substincias quimicas como fator determinante para a
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atividade biologica. O efeito narcético de variada gama de compostos nio ionizados pdde ser
correlacionado aos seus coeficientes de particio entre lipidio (cloroférmio) e dgua. Dentro de
certos limites, foi descoberto que quanto maior o coeficiente de particio lipidio/dgua, maior o
efeito narcdtico medido. Esta regra funcionava bem até o momento em que o coeficiente de
particiio fosse tA&o grande que a droga seria praticamente insolivel em 4gua. Nesse momento,
as moléculas do firmaco niio mais seriam capazes de caminhar pelos tecidos bioldgicos, pois
ficariam presas 2 primeira barreira lipidica do caminho, e a atividade biolégica péssaria a

decrescer. ' ' .

A seguir, Ferguson (939 estudou cuidadosamente o comportamento de diversas
propriedades (sclubilidade em dgua, particio, capilaridade e pressiio de vapor) ao longo de
séries homblogas de compostos, em relacio a sua atividade tdxica. Segundo ele, a atividade
toxica €, em grande parte, determinada por processo de equilibrio de fases: a exobiofase, na
qual sio realizadas as medidas da concentrago da droga; e a biofase, local da acio primé:fia‘
da droga, onde sec encontra o receptor farmacolbgico e que ndo é accessivel is medidas
experimentais. Quando essas duas fases encontram-se em estado de equilibrio, principios
termodinimicos simples pedem ser aplicados b atividacde dos farmacos. Além disse, concluiu
que o parBmeiro Importante a ser considerado para a atividade farmacoibgica era o grau de
saturagdo relativa da droga na biofase. Este conhecimento passou a ser chamado de principio
de Ferguson (Korolkovas, 1974 ¢ 1988). Principios termodindmicos t&m sido aplicados para descrever
a atividade de fArmacos diversos quando se acredita que existe estado de equilibrio durante a
acio dos mesmos. As relaghes obtidas, entretanto, t2m sido de uso muito limitado, sendo
resiritas ndo somente a certos tipos de atividads bioldgica como narcdtica, anestésica e efeitos
depressivos, mas também a certos sisternas-teste simplificados, como pegas anatdmicas
isoladas. Quando usamos tcdo o corpo da cobaia, correlagdes simples em geral nio sio

obtidas.

O proximo avanco significativo foi o uso de constantes de substituintes ac invés das
medidas de propriedades da molécula inteira. Hammett (1937 e 1940) mostrou que a reatividade

quimica de derivados do benzeno meta e para substituides podiam ser correlacionados por
log (Kx/Ky) = po , R CRY

onde Ky € a constante cinética ou a constante de equilibrio do derivado nfo substituido
(R-H) e Ky € a mesma constante para o derivado substituido (R—X). A constante ¢ refere-

-

se ao efeito eletrdnico do substituinte e € pardmetro aplicAvel a diferentes reacdes
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(caracterizada por diferentes valores de p) cuja posicio de equilibrio depende da capacidade
doadora ou aceptora de elétrons ao centro de reagdo pelo substituinte. A constante p mede a
susceptibilidade da reacio quimica aos efeitos eletrdnicos exercidos pelo substituinte X . Para
a determinacdo dos valores de ¢, a ionizagio de derivados do 4cido benzdico foi definida

como reagdo padrfo para a qual p fol arbitrariamente feito igual a 1.

Podemos reescrever a equaciio de Hammeit da seguinte forma
log Ky = po + logKy , _ (52)
ou ainda de maneira mais geral
| logK = k0 + k . o (5.3)

A Eq. (5.3) mostra que o grafico do logaritmo da constante de equilibrio, ou constante
cinética, contra os valores de ¢ deverd fornecer uma reta de declividade ky ( = p) ¢ intercepto
k ( =log Ky). A declividade caracteriza a sensibilidade da reacfio is variaghes em G € ©

intercepto fornece a atividade da molécula no substituida.

A equagdo de Hammett € exemplo de relacio linear de energia livre Ritchie & Sager, 1959, Ela
é preditiva no sentido de que o conhecimento da constante ¢ possibilitard que se faga a
estimativa da reatividade de um composto desconhecido, A equacio de Hammett também
pode funcionar como ferramenta de classificacio de certo tipo de reagfo: se a equaglo €
satisfeita podemos dizer que o efeito eletronico do substituinte € importante para o mecanismo
da reacdio Mammen, 1970, Embora estejamos falando de reacbes quimicas no sentido mais geral
da expressdo, a constante de Hammett foi ¢ continua sendo amplamente utilizada em estudos
estrutura-atividade. Sua utilizagio sO ndo € maior do que o coeficiente de particdo
octanolfigua, P, € a constante de hidrofobicidade ® de Hansch e Fujita (Fujita er at, 1964). Nesse
aspecto, a interagc@o farmaco-receptor também € considerada como reacfio quimica, embora

com aspectos bem particulares (Manin, 1978).

Em 1956, Bruice er al. investigaram a atividade tircomimética de uma séric de 47
analogos da tireoxina (5.I). Num esforco para racionalizar as relagGes estrutura-atividade, eles
formularam a Eq. (5.4), onde AB ¢ a atividade bioldgica medida em porcentagem de atividade
tireomimética, f sdo constantes de substituintes dos grupos X, ¥ e OR" ¢ k e ¢ sdo

constantes de ajustamento.

logAB = k 3, f + ¢ (5.4)
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(5D )

sendo que
TF =fx + fr ¥ for . | (55

Os autores nio forneceram os detalhes mateméticos da determinacio de f. Disseram
apenas que os valores de f sdo totalmente empiricos e foram derivados de forma similar a
constante ¢ de Hammeit. Elevada comrelacfio foi encontrada entre os valores da atividade
bioldgica e o somatdrio dos valores de f. Além disso, Bruice e colaboradores foram capazes
de interpretar as contribuigdes f em termos fisico-quimicos: grupos elétron-aceptores X, ¥ ou
OR’ diminuem a atividade biolégica enquanto que a habilidade de formar pontes de
hidrogénio de X e Y intensifica a atividade bioldgica. E notivel o fato de ter sido utilizada a
escala logaritmica de atividade bioldgica nesse estigio de desenvolvimento da quimica
médica. Os autores salientaram a natureza empirica da correlacio obtida mas enfatizaram que
se tratava de Q1] sumério dos resultados experimentais e também de um caminho para futuras

pesquisas neste campo.

Entre 1960 e 1962, Zahradnik e colaboradores @ahmdnix & Chvapil, 1960; Zshradnik, 19622 e 1962b;
Chvapit ef of, 1562) poOstularam que a intensidade da atividade biolbgica de séries hombdlogas de
compostos R—X poderia ser correlacionada pela Eq. (5.6), construida de forma aniloga a Eq.
(5.1). '

log (C;/Cg,) = v | (5.6)

Nesta equac@o, a constante o caracteriza a sensibilidade do sistemna biolégico (similar a p) e v
€ uvma constante caracteristica do substituinte R (note que sendo a série homédloga, X
permanesce constante ¢ quem varia € o comprimento da cadeia R) e considerada como

independente do grupo funcional X (andloga a o). O lado esquerdo da HEq. (5.6) é atividade
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biologica relativa, na qual C; revela a concentracio molar do i-ésimo membro da série
homologa, capaz de produzir resposta bioldgica definida ¢ Cgz € a correspondente
concentragio do homdlogo etil. Fazendo R = £r como padrio, v serd zero para o grupo etil,
assim como ¢ &€ zero para o hidrog€nio na equagiio de Hammett. Da mesma forma como
Hammett definiun P =1 para a ionizagdo de Acidos benzdicos, Zahradnik escolheu definir
w =1 para a toxicidade de dlcoois (X = OH) em ratos, medindo os valores de LD ng para
cada homblogo scb condictes cuidadosamente controladas. Desta forma, valores de v foram
gerados para 25 grupos alquila ¢ ® foi avaliado para 39 sistemas bioldgicos diferentes. O
ajuste foi razoavelmente bom, especialmente onde efeitos eletrdnicos altamente especificos e
efeitos estéricos nio eram criticos (Hansch, 19¢5). Mais tarde, estudos revelaram que os valores de
v sio medidas da variacfo relativa da energia livre associadas & transferdncia de moléculas da
fase aquosa para a fase lipidica e que ® caracteriza a importincia relativa deste efeito sobre o

sistema biolégico em estudo.

Em 1962, Hansen propds a equacho biologica de Hammett. O motivo que 0- levou a esta
proposicio foi que seria altamente desejivel que se pudesse dispor de equagiio semelhante &
Eq. (56.3) para prever e explicar a atividade bioldgica. Hansen baseou-se em algumas
suposigdes simplificadoras para explicar a inibic@o do crescimento de bactérias em cultura. Ele
postulou que a imibigdo do crescimento das bactérias dependia de reagc®o bimolecular, entre
um composto € uma enzima, que, diretamente ou por mecanismo de retroalimentagiio
(feedback), controlaria o mecanismo de crescimento. Hansen representou a razéo de destruigfio
da enzima através da Eq. (5.7), onde [/] & a concentragio do agente inibidor ao redor da

enzima E, e K & a constante cinética.
dildt = K E [[] (5.7)

Medindo as concentragoes de tal forma que o crescimento bacteriano € inibido por uma
quantidade padrdo, o que equivale a fazer dE/dr constante, podemos esperar uma linha reta

do grafico de log [/] contra 0. Da Eq. (5.7) temos
log K + logll] = log (dE/dt) — log E = Constante . (5.8)

Substituindo na Eq. (5.8) o valor de log K da Eq. (5.3), obtemos

t LD sy (letal dose) corresponde A concentracio molar do farmaco capaz de matar 50% da
populacio animal em estudo.
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—log Il = ko + ¥, ‘ ‘ (5.9)
onde

K =k + logE - log (dE/dt) . (5.10)

A Eq. (5.9) ficou conhecida como equacio biologica de Hammett, devido k semelhanca
guardada com a Eq. (5.3). Esta abordagem conduziu a resultados desapontadores pelo fato de
ter sido assumido que a mesma enzima estava envolvida no mecanismo de inibigdo exercido
por todos os compostos da séric. Além disso, fol também assumido que os substituintes do
anel benzénico exerciam sua acio somente por efeito elewrdnico. Questdes como habilidades
variadas para penetrar a membrana celular e yariag"ées na entropia devido a diferentes
orientagtes sobre a superficie da enzima tiveram de ser ignoradas (Tue, 1971), Essas questdes sio
atualmente reconhecidas como de particular importincia em reacdes bioldgicas. Desse ponto
de vista, nio & surpreendente que o ajustamento dos dados experimentais 4 Eq. (5.9) fosse
pobre. No entanto, a abordagem de Hansen marcou impostante estigio no desenvolvimento da

teoria e serviu de base para trabalhos postericres (Tue, 1971).

O ano de 1964 marcou definitivamente o desenvolvimanto do estudo das relagbes
estrutura-atividade. Nesse ano surgiram dois métodos diferentes para abordar o tratamento da
atividade biologica em termos de propriedades fisico-quimicas: 0 métedo de Free-Wilson e o
método de Hansch. Mais tarde esses métodos virlam a completar-se mutuamente, gerando a

melhor ferramenta disponivel na atualidade para o estudo das relaces estrutura-atividade.

O modelo aditivo de Free ¢ Wilson (1564 fol formulado com base na observagio de que
em séries congéneres de compostos a contribuicio para os valores da atividade bioldgica, de
substituintes idénticos em posicdes idénticas da molécula, sio mais ou menos constantes. Esse
modelo pode ser expresso pela Eq. (5.11), onde AB comresponde aos valores da atividade
biolégica (em escala linear), ¢; € a contribuicio para a atividade biologica do substituinte X; e

¢ ¢ a média global da atividade bioldgica do grupo de compostos da série.

AB = Fa; + ¢ (5.11)

O conceito de aditividade da atividade bioldgica ocasiona algumas limitacBes, que por
sua vez provocam falhas no método de Free-Wilson. Em primeire lugar, os compostos da
série devem possuir a mesma estrutura fundamental, caso conirério as diferencas devem ser

consideradas através de um parimetro extra. Em segundo, no minimo duas posicbes da
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molécula devem sofrer substituicdo ao longo da série para que seja possivel incluir mais
compostos do que variaveis. Em terceiro, os substituintes presentes em diferentes posigbes nio
devem influenciar as demais posicdes, sob pena de tornar falso o conceito de aditividade.
Talvez a maior limitacio do método de ¥Free-Wilson seja sua incapacidade de gerar previsbes
acerca da atividade biolégica de derivados que nZo estejam incluidos na série inicial vartn,
1978, Por outro lado, a andlise de Free-Wilson é uma ferramenta simples e eficaz,
principalmente quando utilizada no estigio inicial do processo de otimizacio estrutural, O
método lida com o conceito intuitivo de que cada substituinte acréscentado 3 estrutura-base
contribui para a atividade biologica global com uma fracio que & caracteristica do proprio

substituinte.

Nas primeiras aplicactes do método de Free-Wilson surgiram controvérsias a respeito da
escala em que deveriam ser apresentados os valores da atividade bioldgica. Mo havia certeza
se a melhor escala era a linear ou a escala logaritmica. Hoje sabemos que o conceito de
aditividade s6 € verdadeiro quando utilizamos a escala logaritmica de atividade biolbgica.
Além disso, como o métcdo utiliza a regressiio linear miltipla para determinar a contribuigo
de cada substituinte, & necessirio que os erros presentes nos dados biologicos estejam
normalmente distribuidos. Somente a escala logaritmica apresenta distribuicio normal desses
erros, 0 que nlo ocorre na escala linear. Por Gltimo, pode ser demonstrado que somente a

escala logaritmica € parhimetro linearmente relacionado com a energia livre (ubinyi, 1988).

Podemos reapresentar a Eq. (5.11) de forma mais rigorosa através da Eq. (5.12)

lOg AB(‘) = Zaijjk + C - (5.12)
L

onde a atividade bioldgica do i-ésimo composto estd adequadamente expressa em escala
logaritmica, a; € a contribuigdo para a atividade bioldgica do substituinte X, em cada
posigio j, ¢ X possui valor igual a 1 se o substituinte X estd presente na posigio j, caso

contririo terd valor igual a zero.

A versio original do método de Free & Wilson (9s4y, também conhecida como modelo
classico de Free-Wilson, traz em seu bojo sérios problemas matemdticos que muito limitaram
sua aplicacio. Vamos supor que o conjunto-teste possua n compostos, que diferem entre si
pela presenca, em certas posigdes, de m grupos substituintes. Isso provocari o aparecimento
de n equagbes a m incOgnitas, mais o termo constante { (a média global das atividades

bioldgicas). Mo entanto este sisiema de equacdes ndo pode ser resolvido devido a dependéncia
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linear presente. Urma vez que { € a média de todos os valores das atividades biologicas [Eq.

(5.13)], a soma de todas as contribuicdes grupais a % Precisa Ser Zero (Kubinyi, 1988).

: .

Assim, Free e Wilson definiram equacdes de simetria, para cada posicdo de substituigdo,
baseados na suposicio arbiriria de que a soma das contribuicbes em cada posicio de

substituigdo é zero.

3, apXp = 0 (para cada valor de j) 1 (5.14)
i . ‘

Isto torna possivel a resolucio do sistemna de equagtes, ds custas de duro trabatho manual.

A modificac@o de Fujita e Ban (1971 simplificou bastante a uiilizacio do método de Free-
Wilson. Eles interpretaram { como sendo o valor tedrico da atividade bioldgica do composto
néo substituido, que chamaremos {y. Além disso, relaéionaram todas as contribuigtes
grupais ao hidroggnio, na mesma posicio de substituicho. Isso eliminou a necessidade das
equacdes de simetria e simplificou sobremaneira o processo de cdlculo. A equacio modificada

passou a ser

log AB;y = Z_bijjk + L o (5.15) "
‘ .

onde Ly é o valor calculado da atividade bioldgica para o composto nio substituido (R-H) e
by € a coniribuicdo para a atividade biologica do substituinte X; tomada em relacdo ao
hidrogénio. Como foi salientado por Kubinyi q9ss), "as relagdes entre a modificacdo de Fujita-
Ban e a andlise classica de Free-Wilson sio tio simples como a relagio entre as escalas de
temperatura Celsius e Kelvin. Somente a escolha do ponto de referéncia determina a
magnitude dos wvalores”. Qutras propriedades e limitagdes podem ser vistos em excelentes

artigos de revisAO (Kubinyi, 1988 e 1990),

Antes de abordar o método de Hansch, talvez seja interessante relatar o modelo proposto
por Bocek ¢ Kopecky (Bocek er al, 1964 ¢ Kopecky ef af, 1965), Este € um modelo que pode ser
considerado semelhante ao de Free-Wilson (Kubinyi & Kehshatn, 1976), diferindo apenas pela inclusio
de termos cruzados do tipo eyey. O termo eyey ¢é utilizado para detectar possiveis interagdes
entre os substituintes X e Y localizados em posicdes de substituicio proximas. Embora o
modelo Bocek-Kopecky seja bastante citado em artigos de revisdo, ndo hi muita utilidade

pritica para ele, uma vez que seu uso implica na manipulacio de um grande nimero de
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varidvels (Kubinyi & Wehrhahn, 1976).

O método de Hansch (ansch & Fujita, 1964) para o estudo das relagdes guantitativas entre
estrutura quimica e atividade biolbgica € o mais utilizado e o mais difundido. Este método €
utilizado no estudo de séries de compostos que possuem estruturas quimicas semelhantes,
porém diferindo entre si por um ou mais grupos substituintes, em posicdes definidas. Segundo
Hansch, a atividade biologica observada é o resultado da contribuicdo de diversos fatores, que
se comportam de maneira independente. Desde o instante da introdug@o do farmaco 1o COTpO
de um individuo até o aparccimento do efeito farmacolbgico, vérios fendmernos t€m lugar. As
moléculas do farmaco devem ser absorvidas, transportadas através de infimeras barreiras
constituidas por membranas orghnicas, muitas vezes s3o conjugadas a proteinas,
desconjugadas, solvatadas e dessolvatadas, até que finalmente possam inieragir com o
receptor. A partir dai, certas propriedades moleculares intrinsecas do farmaco e do receptor
irio determinar a natureza das interac®es que irdo 6c0rrer entre os dois. O métedo de Hansch
tenta caracterizar e isolar as contribuicdes de cada um dos fatores fisico-quimicos responsaveis
pela atuagiio farmacoldgica da droga. Os fatores fisico-quimicos que governam o transporte ¢
as interacdes da droga com o sitio receptor sio normalmente classificados em componentes
hidrofébicos, eletronicos e estéricos. Cada contribuigdo é representada por uma constante de
substituinte ¢ a atividade biolégica do conjunto de compostos ¢ ajustada ao modelo linear

multidimensional do tipo
log(I/C) = alogP + b + cE +d, (5.16)

onde a dependéncia da atividade biolégicia com a lipofilicidade é linear @ansch & Donn, 1972), ou do

tipo
log (1/C)y = —a (log P> + blogP + co + dE;, + e , (5.17)

onde a depend@ncia da atividade bioldgica em relagfio a lipofilicidade obedece a0 modelo
quadritico (Hamsch & Clayion, 1973). Nas Egs. (5.16) e (5.17) P € o coeficiente de particdo 1-
cctanol/dgua, ¢ € a constante eletrdonica de Hammett, Es & a constante estérica de Taft a9sz ¢
1956y do substituinte ¢ C € a concentragio molar do composto que produz resposta bioldgica
padrio (ICsq, LI g, e1c.). As constantes a, b, ¢, d ¢ e sio os coeficientes obtidos pela anélise
de regressio linear miltipla. Além dos parimetros citados acima, muitos outros ji foram
descritos e utilizados. Entre estes incluem-se o parimetro hidrof6bico T (Fujia et af, 1964),

refratividade molar (RM) Marin, 1978}, constantes derivadas de ¢ (o7, o7, o', e1C.) (Hammes, 1970
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Bowden, 19903, pardrmetros estéricos de Verloop (L, BO,...; B ) (silipo & Visoria, 1990), etc. A Eq. (5.16)
aparece mais freqlientemente quando a atividade biologica ¢ medida em pegas anatdmicas
simples ¢ isoladas (pequenas extensdes de parede intestinal, fibras musculares, artérias, etc.).
J4 a dependéncia ndo linear da atividade bioldgica em relaciio 2 hidrofobicidade, que € medida
por log P, ¢ observada quando trabalhamos com a cobaia inteira ou com pegas anatdomicas

mais complexas.

Relagdes lineares entre lipofilicidade e atividade bioldgica somente sdo aplicdveis quando
o conjunto de moléculas testadas pessui extensio limitada de lipofilicidade. Se a lipofilicidade
excede determinado limite, serd observado decréscimo da atividade bioldgica para cada série
de compostos e cada conjunto de atividade biologica (Tayler, 1990). As numerosas equagdes
lineares obtidas para as relacgdes atividade-lipofilicidade nio sio a.rgumentos confra essa
afirmacfo: elas apenas indicam que aquele valor limite encontra-s¢ além da extensio de
lipofilicidade incluidas nessas andlises. Se nfio houver a lipofilicidade 6tima em cada uma das
séries, pode resultar em compostos com atividade bioldgica infinita, caso sua lipofilicidade

seia grande o bastante (Kubinyi, 1979).

Existem diversas hipOteses que tentam explicar a dependéncia nfio linear entre a
atividade biologica ¢ a lipofilicidade Kubinyi, 1979. E possivel que todas elas contribuam em
maior ou menor extensdo para esse tipo de comportamento. Porém, a hipbtese mais Obvia, e
que mais deve contribuir, estd relacionada com a dependéncia da solubilidade aquosa na
lipoﬁlicidade: se para congéneres lipofilicos a solubilidade em 4gua diminue mais ripido do
gue a atividade aumenta, repentina quebra na relac@io linear entre a atividade biologica ¢ a
lipofilicidade ir@ ocorrer (Kubinyi, 1979). Isto acontece no instante em que a solubilidade do
firmaco na fase aquosa for tdo pequena que ele ndo mais serd capaz de caminhar através das
sucessivas barreiras do organismo, constituidas alternadamente por meios aquosos e
lipofilicos. Nesse ponto, a droga ficard completamente retida nas prifneiras barreiras

lipofilicas e ndo poderd chegar ao local primério de sua acRo (Taylor, 1990).

O método de Hansch faz parte do que se convencionou chamar de abordagem
extratermodinamica. O termo relacdes extratermodinimicas refere-se s relagbes enfre
quantidades ligadas a parimetros termodindmicos como energias livres, entalpias e entropias
de reagbes diversas. Entre tais quantidades relagdes simples t€m sido freglientemente
encontradas. Elas correlacionam termodinimica e parimetros relacionados, mas as relagcdes

entre essas quantidades nio requerem a estrutura formal da termodin&mica, por isso elas sdo
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extratermodinamicas (Fujita, 1950).

Existem tr&s hipdteses que regem a anilise correlacional de Hansch Qurs ef o, 1985 ¢ Matin,
1978). A primeira € que as propriedades moleculares relacionadas com a atividade bioldgica
podem ser separadas € quantificadas. Essas propriedades moleculares, por hipbtese, sio
representiveis por parimetros fisico-quimicos experimentais ou calculados. A segunda
importante  hipOtese ¢ que a atividade Dbiolbgica de inmteresse pode ser medida
quantitativamente. Estd implicito que todos os compostos estudados possuem O MESMO
mecanismo de acdo. A terceira hipdtese é que a rclagio entre as estruturas, representadas
pelos parAmetros fisico-quimicos, € a atividade biologica pode ser descrita por equago

matematica simples. O modelo linear tem sido utilizado freqlienternente.

Essas hipdteses sao mais realisticas guando o conjunto de cOMpOStos POSSUr as seguintes
caracteristicas (Jurs et al., 1985 ¢ Martin, 1978). Os cOmMPpostos devem ser andlogos estruturais que agem
pelo mesmo mecanismo de acdo. Parametros ﬁsiéo—quimicos confiiveis para os substituintes
devem estar disponiveis para todos 0s COmpOSIOS. O conjunto de dados deve ser grande ©
bastante para que os métodos estatisticos sejam aplicdveis. A variagiio na atividade biologica
deve ser apreciavel dentro da série (usnalmente maior do que duas unidades de log 1/C). Os
parmetros fisico-quimicos devem possuir apreciavel variagio ao longo do conjunto de

compostos, mas a colinearidade entre os parimetros fisico-quimicos precisa ser evitada,

O método de Hansch apresenta diversos pontos fortes e também alguns pontos fracos
Mamin, 1978). Os principais pontos fortes serfio citados a seguir. A caracteristica mais importante
desse método & que ele & baseado na suposicdo de que as interagbes que ocorrem entre duas
moléculas pequenas sio semelhantes as que ocorrem entre uma molécula pequena (farmaco) e
uma molécula grande (receptor). Como exemplo, podemos citar o uso do coeficiente de
particio octanol/dgua como forma de modelar o comportamento da molécula do firmaco
frente as estruturas lipofilicas encontradas no organismo ¢ O meio aquoso cincundante. Uma
consequéncia direta da suposicdo acima ¢ que podemos utilizar dados extraidos a partir de
modelos simples para prever O comportamento de sistemas biologicos complexos. Além disso,
o método proporciona alguma compreensdo ¢ a formagio de figura mental sobre ©
comportamento quimico do farmaco no sistema biologico. Em segundo lugar, 0 método
permite a elaboracdo de previsbes quantitativas cujos intervalos de confianga sdo

estatisticamente definidos. O terceiro ponto forte do método & que ele € relativamente simples

de usar e barato. Diversos programas computacionais que fazem regressio linear miltipla



-93 .

encontram-se disponiveis ¢ quase sempre existe um computador por perto com um desses
progréxnas instalados. Da mesma forma, os parametros fisico-quimicos utilizados podem ser
facilmente obtidos na literatura. A vantagem final & que, 20 contrario do método de Free-
Wilson, o métedo de Hansch permite fazer previsdes da atividade biolégica de compostos nio
incluidos na série inicial.

As principais limitacdes do método de Hansch sio as seguintes (Marin, 1978). A primeira &
que deve haver parametros fisico-quimicos disponiveis para todos os substituintes da série.
Muitas vezes um composto precisa ser eliminado da série porque um de seus pardmetros ndo
foi localizado ou ndo pdde ser adequadamente avaliado. A segunda limitagdo & que &
necessério incluir nimero relativamente elevado de compostos a fim de que se possam obter
equacbes confidveis e que todos os possivels preditores sejam testados. E regra
internacionalmente aceita de que deve haver cerca de cinco compostos para cada varidvel
incluida no modelo (Topliss & Costello, 1972), A terceira Timitagio é que a aplicagdo da abordagem
extratermodinimica requer conhecimentos em  &reas onde os quimicos sintéticos €
farmacélogos ndo se sentem muito & vontade: estatistica e operagiio de computadores. A mais
séria limitacio da abordagem extratermodindmica € que 08 modelos construidos a partir das
interactes entre moléculas pequenas, com 0s quais a atividade biologica € correlacionada, sdo

modelos imperfeitos para o sistema bioldgico.

Alguns bons artigos introdutorios 3 abordagem extratermodindmica (Hansch, 1969; Neely, 1973

Redl et al., 1974) € de TEVISAO (Tute, 1971 ¢ Fujiia, 1950) €SLRO disponiveis.

Hoje sabemos que © método de Free-Wilson e o modelo linear de Hansch [Eq. (5.16)]
sio teoricamente interrelacionados e numericamente equivalentes (Singer & Purcell, 1967 ¢ Kubinyl &
Kenrhahn, 1076). Também sabemos que o modelo de Bocek-Kopecky € matematicamente
equivalente ao modelo parabélico de Hansch [Eq. (5.17)] (Singer & Purcell, 1967 ¢ Kubinyi & Kehrhahn, 1976).
De posse do conhecimento dessas interrelacoes, Kubinyi qv) desenvolveu o que chamou de
abordagem mista, baseada nos modelos de Free-Wilson e Hansch. A abordagem mista ¢ a
combinacio destes dois modelos e que faz uso das vantagens de cada um deles ¢ amplia a
aplicabilidade das analises de Hansch e Free-Wilson. Segundo Kubinyi (1976), existem duas

situagdes especiais onde o emprego da abordagem mista pode ser especialmente favorivel.

A primeira situacio € quando existe pequeno nGmero de substituintes diferentes numa
posigio definida da molécula, o que freqlientemente torna impossivel obter correlacGes

significativas pela andlise de Hansch. Ou no caso de equagdes de Hansch, obtidas a partir de
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contribuiches de grupo oriundas da anilise de Free-Wilson (Cammsrata & Yau, 1970 e Fujita & Ban, 1971),
que incluem grande nimero de determinacOes de ponto fnico (single points determination).
Essas equagbes nao sao muito confidveis porque as contribuicdes de grupo derivadas de
grande nimero de compostos e contribuicbes de grupo incluinde o erro experimental de um

finico composto Possuem O Mesmo peso.

A segunda aplicagio da abordagem mista € o uso de varidveis indicadorasf (indicator
variables ou dwmmy variables) na anilise de Hansch (Hansch & Yoshimoo, 1974). Hansch e
Yoshimoto (974 interpretaram a utilizagfo de varidveis indicadoras na analise de Hansch como
sendo a "abordagem extratermodinimica auxiliada pelo que €, #s vezes, chamado de método
de Free-Wilson". Eles definiram a abordagem de Free-Wilson como “relacicnamento
quantitativo entre estrutura e atividade formulado em termos de varidveis indicadoras.
Segundo Kubinyi 1976), o uso de certos tipos de varifveis indicadoras na andlise de Hansch € o

resultade da aplicacio da abordagem mista.

5.2 - Revisio dos Estudos Estrutura-Atividade das DHPs

Convencionou-se dividir o ramo de estudo das relacdes estrutura-atividade em duas
partes: SAR (Structure-Activity Relationships) ¢ QSAR (Quantitative SAR)t. Ambas as partes
referem-se a0 estabelecimento de relacbes entre a estrutura quimica, que tem sido analisada de
diversas formas, e a atividade bioldgica, que pode ser medida semi-quantitativa ou
quantitativamente. A diferenca fundamental entre os estudos SAR ¢ QSAR estd no fato de que
neste as relacdes sko expressas na forma de equacdes mateméticas, normalmente oriundas de
anilise estatistica. Nos estudos SAR, as relagcbes s@o apenas de nivel qualitativo ou, quando
muito, semi-quantitativo. Em primeiro lugar vamos relatar o que de mais importante ja foi

publicado em termos de estudos SAR e a seguir vamos analisar os principaié estudos QSAR

# Variaveis indicadoras sio varidveis especials capazes de assumir apenas dois valores di-
ferentes: zero ¢ um. O valor um indica a presenca de certo evento, enquanto que o valor zero
indica sua auséncia. Os indicadores de variiveis sio nommalmente utilizados para detectar
propricdades estruturais especificas (impedimento estérico ou mudangas conformacionais),
intcracdes especificas entre substituintes (pontes de hidrogénio) e para detectar todas as
mudangas nas contribuices polares, eletrbnicas ¢ estéricas no caso de um grupo X que &
substituido por urn grupo quimico ¥ (Martin,1978).

1 Vamos conservar a sigla original da expressio inglesa, Mesmo em congressos realizados
no Brasil s&o usadas as siglas para as expressdes ndo traduzidas.
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envolvendo as DHPs.,

O primeiro estudo SAR relevante sobre as 1,4-diidropiridinas foi publicado em 1974.
. Loev er al. a974) sintetizaram ¢ promoveram testes bioldgicos em 64 derivados diversos da

estrutura (5-IF), além de outros 10 compostos parecidos.

—

R’00C -H coor’

Me ] Me
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(5-1)

Eles relataram que os compostos mais ativos foram os que possuiam grupos heteroaril e
fenil-substituido na posicdo 4 do anel piridinico. Notaram também que a atividade bioldgica
era elevada quando o grupo 4-fenil era substituido na posicio orfo, mas que a atividade
diminuia quando o substituinte era transferido para a posicio meta e diminuia ainda mais
quando ele estava presente em para. Segundo Loev, a atividade bioldgica é independente da
eletronegatividade do substituinte presente na posic3o orto, o que sugere que a prcsen;:ﬁ de
grupos volumosos em orfo intensifica a atividade bioldgica. Isto determina a preferéncia do
grupo fenil pela orientagdo perpendicular ao plano do anel piridinico. Loev relatou também
que a substituigao do nitrogénio costuma diminuir a atividade bioldgica. A presenca de grupos
metil nas posigOes 2 ¢ 6 mostraram-se mais favoriveis, Nas posicoes 3 e 5, a substituigio dos
grupos carboalcoxi por outros substituintes aceptores de elétrons diminue marcadamente a

atividade.

Apds esse primeiro estudo SAR' sobre as 1,4-diidropiridinas, vérios outros trabalhos
foram publicados. Eles ampliaram bastante nosso conhecimento sobre o perfil geométrico
apropriado ¢ também sobre a natureza dos substituintes que favorecem a atividade anti-

hipertensiva das 1,4-diidropiridinas. Os resultados desses estudos serfio mostrados a seguir.

t Na verdade houve um trabalho SAR anterior sobre as 1,4-diidropiridinas, mas a atividade
biclégica considerada n&o foi anti-hipertensiva mas sim analgésica e curaremimética (Prallips,
1949).
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Alguns resultados interessantes foram obtidos a partir do estudo correlacional entre a
estrutura cristaiogréfica de algumas DHPs ¢ a atvidade bioldgica (Triggle e ol., 1980, Fossheim et af, 1982
¢ 1988). O grau de planaridade do anel piridinico foi indicado como sendo um fator capaz de -
influenciar o desempenho farmacoldgico do composto. Foi relatado que a atividade bioldgica
das DHPs seria favorecida na medida em que o anel piridinico tendesse & planaridade (Triggle e
al, 1980 Fossheim e al, 1982 ¢ 1988), No entanto, quando o grupo fenil encontra-se¢ substituido na’
_posicﬁo para esta regra ndo € obedecida (Fossheim e af, 1982, Além disso, os " cémpostos
substituidos na posi¢cio orto apresentaram distorgdo minima da planaridade do anel piridinico.
Nos derivados orto, que em média s3o mais ativos, a presenca do substituinte obriga o anel

benzénico a bissectar o plano do anel piridinico (Fossheim e at., 1932).

Esta Glima informacho conduziu Seidel er al. (95 a fazer um dos mais criativos
trabalhos SAR sobre as 1,4-diidropiridinas. Eles sintetizaram uma série desses compostos onde
o grupo fenil ligado & posicio 4 do anel piridinico € mantido rigido, em relagio & rotagio,

através de ponte de lactona entre os dois anéis. Isto € mostrado na Estrutura (5.111).

(GRIY

A orientacio com a qual o anel fenil bissecta o anel piridinico é controlada através do
comprimento da cadeia lactdnica, ou seja, pela extensio do grupo X. Assim, vidos anélogos -
rigidos foram obtidos, sendo que foram construidas lactonas cujos anéis possuiam entre 6 ¢ 12
dtomos. As estruturas dos compostos obtidos através de cristalografia de raios-x foram
superpostas para mostrar as diferentes orientacbes conseguidas para o anel fenilico, como

mostra a Fig. 5.1.
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Figura 5.1 - Superposic30 das estruturas cristalogrificas das 1,4-diidropiridina-lactonas mostrando as diversas
orientaghes do anel fenilico conseguidas (seisd o at, 1589,

Ap0s realizar os testes biolbgicos, Seidel confirmou qﬁc a 1,4-diidropiridina cujo anel de
lactona possui 6 &tomos € totalmemte inativa. Concluiu também que a atividade aumenta
regularmente 2 medida que o plano do anel fenil vai-se alinhando com a diregio N1-C4 do
anel piridinico.

Num artigo de revisio, Janis € Triggle (1983) enumeraram as principais caracteristicas das
1,4-diidropiridinas capazes de favorecer a atividade biclogica. Sio elas:

a) O anel 1,4-diidropiridina € essencial para a atividade bioldgica. A oxidacio i piridina

elimina a atividade bioldgica.
b} NI nfio pode ser substituido afim de que a atividade seja tima.

¢) Os substituintes nas posigdes 2 e 6 devem ser grupos alquilas pequenos, embora um

grupo NI, seja tolerado.

d) A atividade também € 6tima quando substituintes éster encontram-se ligados is posicies
3 ¢ 5 do anel piridinico, Se removermos os grupos éster ou se os substituirmos por

COMe ou CN, a atividade seri substancialmente reduzida.

€) Substituintes €ster maiores do que COOMe, nas posicbes 3 e 5, geralmente mantém ou

att mesmo intensificam a atividade. Isto sugere que o receptor é capaz de acomodar
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grupos volumosos na regidio de interagio com aqueles grupos.

A presenca do grupo fenil na positdo 4 do anel piridinico parec.e ser otima. A posicio de
substituicBo no grupo fenil, no entanto, & critica. A substituicio na posigio para
diminue invariavelmente a atividade biolbgica, enquanto que a substituicdo nas posigdes
orto ¢ meta geraimente intensificam a atividade bioldgica, dependendo dos efeitos

estéricos e eletrdnicos apresentados pelos substituintes.

o

Quando os substituintes éster nas posicbes 3 € 5 do anel piridinico sio diferentes, a
posicio 4 torna-se quiral e passamos a observar a estercosseletividade onde os
enantidmeros R € § costumam apresentar atividades antagbnicas (Hof ef ol 1985 ¢ Wei ef af.,

1586},

Duas excelentes revisbes sobre os aspectos gerais das 1,4-diidropiridinas foram

recentemente apresentadas (Triggle, 1990 e Janis e ol 1987), sendo que uma delas Janis ef of, 1987) Cita

cerca de 2 mil referéncias. Esses trabalhos refinem praticamente tudo o que de relevante foi

publicado nfio somente sobre as 1,4-diidropiridinas mas também, de forma mais geral, sobre

os antagonistas do calcio ¢ drogas que agem sobre 0s canais ionicos de membranas. Além do

que ji mencionamos anteriormente, sdo ressaltados os seguintes aspecios sobre as relagbes

estrutura-atividade das 1,4-diidropiridinas:

a)

b)

)

d)

Numa série de 2,6-dimetil-3,5-dicarboalcoxi-1,4-diidropiridinas, a atividade aumenta com
a substituicBo na posicdo 4 do anel piridinico na seguinte sequéncia: H < Metil <

Cicloalquil < Fenil e Fenil-substituido.

Ocorre atividade Gtima quando o anel fenilico & substituido nas posigbes orfo e meta e

os substituintes sio grupos aceptores de elétrons.

Qualquer substituinte presente na posicio para reduz a atividade bioldgica. Isto sugere a

ocorréncia de impedimento estérico na interagio com o receptor,

Tanto a oxidacio do anel piridinico (piridina) quanto a sua redugio (piperidina) abole a

atividade biologica.

No aspecto das relagbes quantitativas entre a estrutura quimica ¢ a atividade bioldgica

das DHPs, apenas trés trabalhos parecem ter sido relevantes.

O primeiro estudo QSAR relevanie envolvendo as DHPs foi realizado por Rodenkirchen

et al. 19719). Eles estudaram o efeito da substituicio do anel fenilico nas posigbes orto, meta e

para (num total de 14 compostos) sobre a atividade biolégica. A atividade medida foi a
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capacidade das IDHPs em reduzir o ritmo das contragdes de misculos de coraciio de gato
(efeito inotropico negativo), expressa na forma de log (1/ECsp). EC59 € 2 concentracio molar

da droga capaz de causar um efeito inotrpico negativo de 50%.

A finica correlacio importante foi obtida para os derivados orfe, em relacio ao
parametro estérico. A Eq. (5.18) mostra como o parametro estérico E, de Taft & capaz de

modelar a atividade dos 8 derivados orto.

log (UIC) = 6,42 — 033 E, (5.18)

n=8 R=087 s=0,14 F=1321 P<001

E,, 2 imagem de o, € um parametro de natureza genérica, ou seja, £ € capaz de mostrar
apenas que o efeito esiérico € importante, mas no fornece matores detalhes sobre esse efeito.
Sabendo disso, Rodenkirchen tentou correlacionar a atividade dos derivados orto com 0s
diversos parimetros de Verloop. A melhor equacio obtida foi a Eq. (5.19), onde B; € a

largura minima do substituinte.
log (1/C) = 5,06 + 0,80 B, (5.19) .

n=8 R=091 s=0,12 F=2788 P<0,00l.

A Eg. (5.19) mostra que quanto maior for a largura minima do substituinte ligado na
posicio orto do anel fenilico, maior serd atividade inotropica negativa da DHP. Tentando
interpretar a Eq. (5.19), Rodenkirchen comenta que "a significante correlacio obtida com B,
indica que a rotagdo do raio minimo do substituinte orfo em diregio a (hipotética) cavidade
do receptor é de fundamental importincia para a poténcia das drogas ¢ esta condiciio estérica
parece determinar o conjunto de interacdes entre as moléculas da droga e o receptor”. E ele
complementa dizendo que “"parece que a fungio predominante dos substituintes arilas € sua

fixagao estérica”.
Nio foram observadas correlagbes importantes envolvendo os derivados meta € para.

O segundo trabatho é devido a Mahmoudian e Richards ¢19s6). Eles analisaram o efeito de
18 derivados da DHP sobre preparacbes de ileo de cobaias (guinea pig). Os valores
quantitativos da atividade biologica foram tomados emprestados do trabalho de Bolger et al.

aos3). Os derivados orto, meta e para foram inicialmente analisados em separado ¢ a seguir o
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grupo foi analisado como um todo.

Segundo os autores, existe correlagio significativa entre a atividade bioldgica dos
derivados orto e o parametro estérico By de Verloop. A correlagdo pode ser vista na Eq.

(5.20), onde B, , significa que os valores de B; sio computados apenas na posicio orto.

log (IC) = 5,152 + 2,407 By, . (5.20)

n=7 R=091 s=032 F=2381 P<005

Segundo a Eq. (5.20), a atividade bioldgica dos derivados orro € favorecida por substituintes
largos. Nio foram obscrvadas correlaghes com os parimetros G, % ou L (comprimento do
substituinte). ' '

QOs derivados meta correlacionaram-se melhof com a constante eletrdnica de Hammett

0,,, segundo a Eq. (5.21).

log (1/C) = 1,543 + 3,116 5, ' (3.2

n=8 R=0382 5=048 F=21,01 P<0,005

Segundo esta equacio, grupos aceptores de elétrons ligados em meta intensificam a atividade
bioldgica. Mahmoudian e Richards combinaram, em outras t®s equacdes, a constante ¢,, com’
By, L e m. Embora nio sendo reconhecido pelos autores, somente G, e =%, quando
combinadas, melhoraram significantemente a correlagiio existente na Eq. (5.21), como mostra

a Eq. (5.22).

log (/C) = 7,230 + 34446, + 0927 &, (5.22)

n=8 R=0938 5=039 F=1§18 P<0,001

A atividade bioldégica dos cinco derivados substituidos na posigio pare apresentcu boa
correlagio com o pardmetro B, de acordo com a Eq. (5.23) e também com o pardmetro L,
como mostra a Eq. (5.24). As Egs. (5.23) e (5.24) indicam que quanto mais largo e mais

longo for o substituinte na posicio para, menor serd a atividade biolégica das DHPs (observe
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log (1/C) = 10,051 — 2,039 B,, , - (5.23)

n=5 R=096 s=021 F=3702 P<001

log (IC) = 9,512 — 0876L, - (524

n=5 R=0%4 s=027 F=2227 P<«0,025

ue os coeficientes de L e B, apresentam sinais negatives nessas equagoes).
q 1 ;

A anilise do conjunto global das 18 DHPs gerou, entre outras, as Egs. (5.25) e (5.26)

como sendo as mais significativas,

a)

b)

c)
d)

log (UIC) = 7,566 + 2,238B,,,, — 0479L, - 1288B,, + 19435, (525)

n=18 R=093 s=045 F=2127 P<0,00l

log (IIC) = 7430 + 2376 B,,, — 0,472L, — 0674L, + 1928, (5.26)

=18 R=093 s=043 F=2310 P<0,001

As principais conclustes de Mahmoudian e Richards foram as seguintes:

Na posi¢iio orto a atividade biologica € intensificada 4 medida em que cresce a largura

minima do substituinte;

Os substituintes na posicdo meta devem ser largos, porém ndo longos. Além disso

devem ser bons aceptores de elétrons;
Um substituinte pequeno (preferencialmente H) deve estar presente na posicao para;

O sitio receptor das DHPs possui caracteristicas hidrofObicas na regifo de interacio com
a posigdo orto e hidrofilicas na regido de interacio com a a posicio para. Mahmoudian

¢ Richards representaram estas conclusbes através da Fig. 5.2

O terceiro e 0ltimo estudo QSAR relevante foi realizado por Coburn et al. (9ss). Esse

trabalho parecia ser a andlise de Hansch definitiva para os derivados da DHP. Os autores
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Figura 5.2 - Caracteristica do ambiente do receptor do miisculo do ileo de cobaias, na regifio de interagio com o
grupo fenil das DHPs, segundo Mahmoudian e Richards (1986). O anel fenil liga-se ao receptor por meio de
interactes hidrofilicas (W) ¢ Hpofilicas (Q).

tomaram todos os cuidados para que os -resultados nio pudessem ser contestados. Cuidados
que vao desde a opglio pelo tipo de atividade bioldgica medida, passando pela escolha
criteriosa dos substituintes do anel fenilico ¢ também pelo nfimero de compostos a serem
analisados, até a prudéncia ao interpretar os resultados. Bem, o que estamos dizendo parece
ser redundancia, pois ao menos aparentemente todo trabalho cientifico deveria ter essas
gualidades. Infelizmente isto nem sempre € verdade. O exemplo mais imediato que podemos
citar é o proprio trabalho de Mahmoudian e Richards qsse). Segundo Coburn, o trabalho de
Mahmoudian contém uma "série de inconsisténcias”. Talvez a principal motivagio de Coburn,
a0 elaborar seu trabalho, tenha sido a de apresentar a versdo correta, ampliada e definitiva do

trabalho de Mahmoudian e encerrar o assunto.

Dentre as inQimeras "inconsistencias” presentes no trabalho de Mahmoudian e Richards

relatadas por Coburn, pedemos citar as seguintes:

a) Os valores de o utilizados para os substituintes na posic@o orto foram cbtidos a partir de
fendis e, portanto, sujeitos a efeitos de ressonfncia de relevancia incerta para o caso em

discussio;

b) Foram notadas algumas discrepincias entre dois dos valores de n tabelados por

Mahmoudian ¢ sua fonte original MNormington e af., 1975)}
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c) Foram usados valores ndo atualizados para 7;

d) Um dos substituintes utilizados por Bolger er al. qos3) foi excluido da andlise sem
explicac@o;

e) A maioria dos compostos utilizados por Mahmoudian sio mefa -derivados e, apesar disso,
numa das equagdes que representam o conjunto global da série [Eq. (11) do trabalho de
Mahmoudian] nenhuma constante de substituinte medida em relacio & posiciio meta foi

incluida;

f)  As Egs. (5.25) e (5.26) sio inconsistentes do modo como foram escritas. O motivo € que
nos trés Gltimos termos dessas equagbes o hidrogBnio & substituido, quando apropﬁado,
Porém, ele nao & substituido no segundo termo, para os compostos substituidos em orto

ou meia.

Além de tudo isso, Coburn observou que os trabalhos realizados antericrmente
apresentaram reduzido nimero de compostos nas séries analisadas e diversidade do tipo de

resposta biologica medida, o que dificulta a comparagfio entre os trabathos.

Assim, Coburn selecionou nfimero razodvel de compostos derivados da DHP (46),
substituidos nas posicdes orto, meta, para e em mﬁltiplas'posic'ées. A atividade bioldgica
medida foi a capacidade dessas drogas em inibir a contragio de pecas anatdmicas de ileo de |
cobaias (guinea pig), provocada pela preparagio-padidio do agonista muscarinico
metilfurmetida. A atividade foi expressa em termos de log (1/ICs), onde ICsy € a
concentragio molar da droga capaz de reduzir em 50% a contragio muscular induzida pelo

agente muscarinico.

Ao contrario do que foi reportado em trabalhos anteriores, Coburn n3o conseguiu
estabelecer correlagdes significativas entre a atividade de cada subgrupo de compostos
monossubstituidos e os parimetros testados. Nenhuma das correlaches testadas apresentou
coeficiente de correlagio melhor do que 0,85. Muito menos comprovou estar By
correlacionado 3 atividade dos derivados orto, cujo coeficiente de comrelacdo foi de apenas
0,44.

A andlise dos derivados orto e meta, mais o composto ndo substituido, resultou na Eq.
(5.27).

Para obter esta equacio, foram testadas combinagdes de até quatro parametros, sendo um

termo estérico para a posicio orfo ¢ outro para a posicio meta, um termo eletrtdnico para a
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log (i/C ) = 0,69 (20,10) = + 2,32 (#0,49) 6, — 049 (#0,10)L,, + (5.27)
8,01 (£0,32)

n=29 R=087 s5=067 F=2535

posicio meta € o termo hidrofGbico 7.

A adigcio dos sete compostos substituidos na posiciio para resultou na Eq. (5.28).

log (1/C) = 0,68 G0,10)  + 2,50 (2045) 6,, — 047 GO0 L, —  (5.28)
3,40 G037) By, + 11,31 @0,55)

n=36 R=089 5=0,63 F=3046

A anilise do conjunto global dos derivados da DHP apresentou como melhor resuitado a
Eq. (5.29).

log (1/C) = 0,62 (:0,09) & + 1,96 (1029) o, — 0,44 (:0,09) L, —  (5.29)
3,26 (£0,33) By, — 1,51 (10,26) L,y + 14,23 &0,78)

n=46 R=090 s5=0,67 F=23393

Onde L, corresponde & constante L de Verloop para o substituinte ligado na posicio meta ao

anel aromético cspacialmente mais proxima do anel piridinico.

As conclusbes a que Coburn chegou foram bastante modestas. Segundo ele "estas
correlacdes indicam consistentemente que os dados farmacoldgicos para os andlogos da
nifedipina sio dependentes da lipofilicidade, de um termo elettdnico e de termos estéricos

separados para cada posicio do anel aromético™.

Muito recentemente tomamos conhecimento de um estudo QSAR envolvendo as DHPs,
cuja abordagem € semelhante a nossa. Este estudo € devido a Mahmoudian & Richards aso e
que, para nossa felicidade, inclui apenas 10 derivados da DHP. Nio tivemos acesso ao artigo

original mas somente ao seu resumo, que foi publicado no jornal Quant. Struct.-Act. Relat.
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10, 173 (1991), sob o No. 159/1991. Somente duas equagbes foram publicadas neste resumo
[Egs. (5.30) e (5.31)]. '

log (MICsp) = —20,98 8y, — 1,607, + 581 (5.30)

n=8 R =099 336,146 F =127

log (/ICsp) = —0,030 © + 7,413 - (5.31)

n=6 R=081 5=0201 F=7,64

Nestas equagbes, 35 € a carga atdmica liquida sobre o dtomo de carbono 12 do anel fenilico,
I, ¢ uma varidvel indicadora que assinala a presenga ou ausgncia de substituinte na posigéo

para ¢ © & o grau de rotagdo livre do grupo fenil.

Os compostos utilizados nessa anilise foram H, 2-OMe, 2-CN, 2-Me, 2—ND2 (nifedipina),
2~CF3, 3-OMe, 3—N02, 4-OMe e 4-Me. A atividade bioldgica medida foi a mesma utilizada

no trabalho anterior de Mahmoudian & Richards (1986).

5.3 - Estudo QSAR Envolvendo ParAmetros Tebricos das DHPs

Agora .que j4 tomamos conhecimento dos principais estudos estrutura-atividade
envolvendo as DHPs, passaremos a desenvolver novas equagdes para estudar novos aspectos
dessas relagbes. Nossa idéia inicial era construir equagdes onde utilizariamos apenas
parAmetros calculados, tais como energias do HOMO e LUMO, momento dipolar,
polarizabilidade, cargas atdmicas liquidas, etc.. Porém, a anflise de alguns resultados obtidos ¢
a experiéncia adquirida através da andlise de diversos outros trabathos alteraram nossos
planos. Achamos por bem tomar os trabalhos de Mahmoudian & Richards (986 « 1990) e,
principalmente, o de Coburn et al. (9ss) como base para nossa andlise. Tentaremos melhorar as
equagbes propostas nesses dois trabalhos através da inclusio dos pardmetros que dispomos e
que nio foram testados anteriormente em trabalhos envolvendo as DHPs. Alids, o
procedimento de combinar as consiantes clissicas de substituintes com parmetros calculados
& uma pritica bem estabelecida. Nao raras vezes informagtes valiosas t8m sido obtidas através

dessa combinaciio. Chamamos apenas a atengfo para alguns cuidados ao manipular equagtes
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de regressio.

Todo pesciuisador que trabalha com equacdes, oriundas da anilise de regressio, que
relacionam propriedades fisico-quimicas & atividade biolégica deve tomar sérios cuidados ao
publici-las. Normalmente dispomos de numerosos parmetros ou varidveis ¢ niimero bastante
limitado de compostos ou objetos. Como vimos anteriormente, existe proporcio minima entre
o nimero de variaveis e o nimero de objetos que a equac@o de regressio ¢ capaz de suportar,
a.fim de evitar a correlagio por coincidéncia (chance correlation) (Topliss & Coseello, 1972). Sabemos
também que a disponibilidade de compostos para serem incluidos na anilise de regressdo
depende das facilidades encontradas no processo de sintese orghnica. Normalmente dispombs
de namero bastante limitado de compostos na série estudada. Assim, o pesquisador veé-se
freglientemente na situagho de ter de selecionar niimero pequeno de varidveis significativas,
dentre niimero relativamente grande de varidveis disponiveis. E justamente neste momento

que a maioria dos erros encontrados em estudos QSAR séo cometidos.

Os pacotes computacionais estatisticos disponiveis no mercado apresentam diversos
métodos de selecio de varidveis. Como exemplo podemos citar o SAS - Statistical Analysis
System, pacote estatistico que estamos utilizando, que possui nada menos do que oito métodos
diferentes para selecionar varidveis. Cada método procura selecionar as varidveis que, quando -
combinadas, sio capazes de maximizar ou minimizar determinada propriedade estatistica,
como por exemplo teste F, coeficiente de correlagio, desvio-padrio, Cp de Mallow, etc.. O
problema é que ndo podemos aceitar todos os modelos selecionados por esses métodos.
Temos de obedecer algumas regras que sdo parcial ou completamente ignoradas pelos

programas.

A primeira delas diz respeito & intercorrelacio entre as variaveis combinadas na equag3o.
Cada uma das variaveis utilizadas na mesma equag@io deve ser independente em relaco as
demais. Além dos problemas de natureza matemitica que a intercorrelacdo de varidveis
ACATTEta (Draper & Smith, 1981), devemos notar que se as varidveis presentes em determinado modelo
néo forem independentes, ndo poderemos atribuir a ocorréncia de determinado evento a esta
ou aquela varidvel. Isto torna indtil a presenca de tais varidveis. Podemos avaliar o grau de
interdependéncia das varidveis observando a matriz de intercorrelagbes dos parﬁmetfos da
regressio, Certos limites de intercorrelagho sdo aceitdveis, porém ndo existe formalmente o
valor exato desse limite. Em conversa pessoal com o Dr. Hugo Kubinyi, pesquisador da

BASF alemi, fomos informados de que intercorrelacdes de até 0,70 s3o aceitiveis em estudos
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QSAR. Podemos dizer ainda que os programas estatisticos detectam a intercorrelagdo apenas
quando ela ocorre em niveis elevados (acima de 0,9), quando passa a prejudicar o processo de

inversio de certas matrizes Drmaper & Smith, 1981).

A segunda' regra ¢ ainda mais séria. Mesmo que sejamos especialistas em estatistica,
construindo equagdes estatisticamente validas, executando testes de validade, verificando
limites de confiabilidade, distribuicdo de residuos e verificando a capacidade preditiva do
modelo, mesmo assim ainda nos arriscamos a construir equactes infiteis, do ponto de vista
biologico. Quando obtemos determinada equagiio, estatisticamente confidvel, devemo-nos
perguntar se ela também o € do ponto de vista biologico. Todas as equaches que relacionam
propricdades estruturais com a atividade biologica devem ser coerentes com O processo de
interacio farmaco-receptor. Cada varidvel acrescentada ao modelo deve expressar uma
parcela dessa interac@o. Varidveis que nio sejam capazes de fornecer esta informagio devem
ser excluidas do modelo, pois sio infiteis. A permandncia dessas varifiveis em modelos
mateméticos é considerada erro, pois além de niio proporcionar informacbes especificas sobre
o sistema, podem levar a interpretacbes falsas sobre a natureza do mesmo. Fato ainda mais
grave & o de utilizar certas varidveis que se chocam frontalmente com observagdes

experimentais conhecidas. Exemplo famoso ¢ fornecido por Hansch e Cammarata.

Em 1968, Hansch & Lien estudaram a atividade bloqueadora adrenérgica de B-halo-B-

arilalquilaminas. Nesse estudo foi proposta a Eq. (5.32)

log (VEDsp) = 1,22 — 1,596 + 789 , | (5.32)

n=22 R=0918 s5=0,238
onde ED 5 é a concentragdo molar correspondente a 50% da dose efetiva do farmaco. Logo a

seguir, esse trabalho foi reexaminado por Cammarata (1972) que apresentou a Eq. (5.33) como

possuindo melhor ajuste entre os parimetros e a atividade bioldgica.

log (VEDsg) = 0,757, ~ 0910, + L67r,, + 577 (5.33)

n=22 R=091 5=0,168

Na Eq. (5.33) r, é o raio de van der Waals do substituinte, considerado esférico, localizado
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na posicio para . Ao tomar conhecimento do trabatho de Cammarata, Hansch ndo ficou nada
satisfeito e publicou artigo (Uager & Hansch, 1973) onde dirigiu severas criticas ao critério utilizado
por Cammarata para selecionar varidveis. Segundo Hansch, Cammarata ndo prestou a minima
atencdo ao real significado das variiveis utlizadas. Entre outros aspéctos negativos , Hansch
salientou o uso da constante eletrbnica somente para os substituintes localizados em meta . Ele
comentou que "para nosso conhecimento, isto é sem precedentes na literatura de fisico-
quimica organica.” Segundo Hansch, "enquanto é concebivel que um balanceamento incomum
de forcas poderia resultar no cancelamento do efeito eletdnico dos substituintes para, isto
parece ser improviével do ponto de vista do mecanismo proposto; ou seja, o jon carbdnio (cuja
estrutura é mostrada no artigo original sob o nimero III) deveria exibir, como esperado, efeito
eletrdnico do substituinte muito forte, e deveriamos esperar que oV apresentasse melhor

performance do que © nesse processo.” Assim, Hansch propds a Eq. (5.34).

log (VEDsp) = 1,157 — 147 ¢* + 7.82 (5.34)

n=22 R=0944 s5=0,197

Embora a Eq. (5.33) apresente methor ajuste do que a Eq. (5.34), devemos optar pela Gltima -
pois, segundo Hansch, "ela estd em acordo com a fisico-quimica organica”. Na parte inicial de
seu artigo (Unger & Hanseh, 1973), Hansch faz alguns comentarios sobre os problemas envolvidos na
selecio de varidveis que se tornaram classicos. Recomendamos sua leitura a todos aqueles que

trabalham direta ou indiretamente em estudos QSAR.

Erros dessa natureza sio mais dificeis de evitar pois exigem do pesquisador
conhecimento razodvel acerca dos possiveis mecanismos de acfio dos farmacos, bem como de
sua fisico-quimica orgénica. Porém, erra menos quem ao menos mantém um dos olhos voltado

nessa direcio.

Adotaremos a seguinte estratégia ao estudarmos as relacdes quantitativas estrutura-
atividade. Em primeiro lugar vamos analisar os derivados orfo, meta € para scparadamente.
O derivado n3o substituido (H) serd incluido em cada um desses grupos, segundo ©
procedimento usual adotado em estudos QSAR. Em segunida analisaremos esses derivados em
grupos de dois, como orto-meta, orfo-para ¢ meta—-para. A seguir vamos analisar

conjuntamente todos os derivados monossubstituidos e finalmente vamos estudar todo o grupo
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de 45 derivados da DHP. Sempre que possivel tentaremos iniciar a andlise a partir das

equagdes j4 conhecidas, porém, nio faremos disso obrigagio.

Cada uma das equagdes que apresentaremos a partir de agora serfio acompanhadas dos

seguintes itens indicadores de sua qualidade ©rper & Smith, 1981):

a)

b)
c)
d)
€)
9
g)

Intervalo de 95% de confiabilidade para os coeficientes das varidveis independentes e
para o intercepto (este valor serd apresentado entre parénteses); .
Niimero de objetos (compostes) analisados pela equacdo (n);

Coeficiente de correlagdo (R);

Desvio-padrdo {s);

Teste F de variﬁncia Fy

Mivel de significhncia estatistica do modelo;

Nivel de significincia das varidvels independentes, casé haja mais de uma preéentt; na

equagio;

Procederemos a outros testes de qualidade e verificacio que, apesar de ndo serem

mostrados neste trabalho, serio mencionados sempre que sua qualidade tornar o modelo

inaceitivel. Sio eles (Draper & Smith, 1981):

a)
b)

<)

d)
€}

g)
h)

Anélise dos residuos;

Grafico mostrando a atividade bioldgica em fungfio do parimetio fisico-quimico, no caso

de regressio simples;

Grafico mostrando o valor da atividade bioldgica previsto pelo modelo em fungfio do

valor observado da mesma, no caso de regressio miltipla.

Parimetro C p de Mallow:

Pardmetro D de Cook;

Verificacio do intervalo de 95% de confiabilidade dos valores previstos pelo modelo;
Anilise da matriz de correlago;

Anilise da mmatriz de covaridncia.

Para proceder 2 selecio das varidveis mais significativas para cada grupo de derivados,

utilizaremos basicamente dois métodos disponiveis no pacote estatistico SAS: MAXR e

RSQUARE. O procedimento MAXR ¢ capaz de, dentre grande nimero de parimetros
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disponiveis, selecionar a melhor equagdo de um pardmetro, a melhor equacio de dois
pardmetros, etc., utilizando o critério de maximizar o coeficiente de correlacio (R). No caso
de RSQUARE, o programa apresenta todas as regressoes simples em ordem decrescente de
Rz, em seguida apresenta todas as combinagdes de pardmetros dois a dois, t®s a uds, etc,,

também em ordern decrescente de RZ

Apbs separarmos as melhores equacbes, faremos o estudo pormenorizado de cada uma
delas. Nio apresentaremos apenas o resultado final das anélises, porém, mostraremos também
as principais etapas de cada anilise, inclusive alguns resultados que a principio pareciam bons
mas que se mostraram errados apds minunciosa investigacio. Alids, temos pensado bastante
sobre este aspecto. O que geralmente observamos em outros trabalhos € que apenas sdo
mostrados os resultados finais, muitas vezes sem que se relatem os insucessos. Em nossa
opinifo, este tipo de procedimento € inadequado pois pode permitir que outros pesquisadores
tenham de trithar os mesmos caminhos que o pesquisador anterior deveria ter mostrado
estarem errados. Ao deixarmos de relatar o que resultou em fracasso, automaticamente
deixamos abertura para que outras pessoas cometam o mesmo erro. Pensando nisto, decidimos
apresentar todos os resultados que podem ter algum significado real em termos de relacdes
estrutura-atividade. Apbds apresentd-los, tentaremos selecionar os melhores seguindo nosso
conhecimento ¢ sensibilidade. Ao procedermos desta forma, permitiremos que o leitor, além
de acompanhar confortavelmente cada passo de nosso raciocinio, possa fazer sua propria
anélise e chegar, ou ndo, & mesma conclusio. O fato & que dessa forma nosso trabatho ficara
mais transparente, pois nfio pretendemos ocultar qualquer resultado. Por outro lado, temos
conscitncia de nossa limitagho nesse tipo de abordagem cientifica porque o assunto QSAR &

ainda incipiente em nosso meio.

Em resumo, as varidveis que foram testadas e que resultaram nas equagbes que serdo

apresentadas foram as seguintes:
log (MIC 50) — Medida da atividade bioldgica das DHPs;
% — Pardmetro hidrofébico de Hansch-Fujita;
G, — Pardmetro eletrdnico de Hammett para os substituintes na posigio meta;
B, — Parametro de Verloop correspondente & largura minima do substituinte;

L — Parimetro de Verloop correspondente ao comprimento do substituinte;
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enomo — Energia do HOMO (eV);

g.umo — Energia do LUMO (eV);

o Mame;nto dipolar total (Debye);

Hearga — Momento de carga pontual (Debye);

Wuisr — Momento de hibridizagio (Debye);

¥, — Eletronegatividade de Mulliken do substituinte;
1 — Dureza absoluta; |

o — Polarizabilidade molecular ( A *);

E,, — Energia da barreira rotacional do anel fenilico (keal/mob);
Vigw — Volume de van der Waals ( A%, |

87 ... 81 — Cargas liquidas nos dtomos de carbono do anel benzénico;
F4e) . F{§) — Densidade eletrdnica de fronteira;

F{o) .. F{8) - Densidade do orbital de fronteira;

Fi . F$) - Densidade do radical de fronteira;

I, -» Varidvel indicadora da presenga de substituinte em orto.
5.3.1 - Analise dos derivados orfo-substituidos

Trés equacdes significativas surgiram da andlise dos derivados orfo [Egs. (3.35)-(5.37)],
que apresentaram Otimos parimetros numéricos. Apresentaremos cada uma destas equagdes

acompanhadas dos respectivos graficos, pois a distribuicdo dos pontos ndo ¢ adequada.

Embora as Egs. (5.35)-(5.37) tenham parAmetros numéricos bastante bons, € visivel o
fato de que, nos grificos correspondentes, o ponto isolado (composto 2—NH2) deve apresentar
infludncia bem maior do que os demais pontos sobre o resultado final das tiés equagbes. A
analise do parimetro D de Cook confirmou este fato. Portanto, é conveniente que refacamos
as regressdes acima eliminando o composto 2-NH, ¢ que verifiquemos se a estrutura das Egs.

(5.35)-(5.37) permanece ao menos parecida.

As Egs. (5.38)-(5.40) correspdndem as Fqgs. (5.35)-(5.37) sem a presenga do derivado 2-

NH,,.
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log (VICse) = ~269, 79,) F§) + 9,48 (+0,60) . (535)

n=14 R=091 s=048 F=355206 P<0,0001
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As Egs. (5.38) e (5.39) sio claramente nfo significativas, o que invalida completamente
as Egs. (5.35) € (5.36). A Eq. (5.40), por outro lado, mantém grande parte de sua estrutura
intacta. A Gnica modificagio significativa foi a varidvel F§) que se tornou nio significativa

(observe que o intervalo de 95% de confianca anula seu coeficiente), Isto sugere que
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log (VICs) = 152 (£4,9) P <0001 89 ~ 1,60 (F0,51) p <o0013 Py, — (5.37)
20,3 (£6,7) P <omoot F§) + 10,75 (10,87)
n=14 R=097 s=029 F=5885 P<0,0001
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log (11Csy) = —293, (£284) F{) + 9,6 (£1,7) (5.38)
n=13 R=057 =050 F=519 P<0,044 |
log (UICsg) = 2,6 (43,1) €nopo ~ 14, (27)) (5.39)
n=13 R=049 s=053 F=351 P<0,088
log (1ICsp) = 15,8 (£6,3) P <000 8 — 1,04 (£0,59) P <o0mi yy, —  (5.40)

26, (£37) P <014 F§? 4+ 10,9 (31,2)
n=13 R=089 s=030 F=11,8 P<0,0018
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refacamos a regressao de log (1/IC sp) contra [, © 8¢ apenas, o que, alids, alivia um pouco a

relagio niimero de varidveis/nlimero de compostos.

A Eq. (5.41) mostra a atividade bioldgica dos derivados orto, sem o composto 2~NH2,

em funcio das varidveis f,;, e 8.

log (LICs) = 13,7 (£5.8) P <0004 8y ~ 0,90 (£0,59) » <0087 Wy +  (5.41)
| 10,4 (£1,1) .

An=13 R=086 5=033 F=1420 P<0,0012

As varidveis 84, g, 819, 81y, 81, quando substituidas na Eq. (5.41), no lﬁgar de 8y, geraram
equacbes ndo significantes.

A Eq. (5.41) nilo € equaclio de encher os olhos mas ﬁode fornecer alguma informacdo
atil. Ela nos diz que a atividade bioldgica dos derivados orto € favorecida pela presenca de
carga liquida positiva no dtomo C9 do anel benz&nico, ou seja, no dtomo de carbono da
posicio meta. O que poderia significar isto ? Ora, C9 € orfo em relagdo a C8 (que € onde os
substituintes estdo ligados) e a Eq. (5.41) diz-nos que quanto mais positiva for a carga na -
posiciio orto, em relacio & posicio de ligagho do substituinte, maior seré a atividade bioldgica
desses derivados. TIsto sugere que grupos orto-diretores com capacidade de extrair elétrons do
anel benzénico intensificamn a atividade biologica desses derivades. Mas se os grupos orto-
diretores também sdo para-diretores, porque J;; também ndo ¢ significativo quando
substituido na Eq. (5.41) ? E quanto a C7, a outra posigio orto em relagio a C8 ? Todo
nosso conhecimento atual indica que, no que tange 20 anel benzenico, apenas as posicdes C8,
C9 e C10, incluindo os substituintes que a elas se ligam, sio importantes durante a interacfo
com o receptor. O que acontece &€ que C7 encontra-se estericamente bastante protegido para
ser importante em termos de interagio farmaco-receptor € C11 estd localizado do outro lado
do anel, o que aparentemente o coloca numa posicio espacialmente distante daquela que entra

em contato com O receptor.

A presenga de W, na Eq. (541) deve ser tratada com cuidado. Seu nivel de
significancia estatistica pode n#o ser suficiente (P < 0,0067) a ponto de podermos afirmar
conclusivamente se My, & realmente relevante para a atividade bioldgica. O que € fato,

entretanto, € que a maioria dos compostos orto -substituidos mais ativos nido possuem pares
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cletrdnicos que nio participam de ligacdo guimica, como CF3, NOz, Me e Et, Infelizmente a
qualidade da Eq. (5.41) n3o & suficientemente alta para que possamos concluir algo nesse

sentido.

5.3.2 - Analise dos derivados mera

Nio conseguimos obter equagio significativa alguma para os derivados metg com

quaisquer combinagdes de até uls varidveis.

5.3.3 - Analise dos derivados para

Encontramos apenas uma relagio importante para os derivados substituides em para. A
Eq. (5.42) mostra que a atividade Ubiologica dos derivados para esti inversamente
correlacicnada ao volume molecular de van der Waals ¢, conseqiientemente, ao Volumé do
substituinte, uma vez que ambos sdo 100% correlacionados (descontadas as pequenas
variaches no volume molecular devidas s variacbes conformacionais que ocorrem ao longo

da série de compostos).

log (1/iCsp) = —0,073 (#0,029) V,y, + 26,4 (8,4) (5.42)

n=8 R=093 s=046 F=37038 P<0,0009

As correlagdes entre a atividade biclégica e L ou B foram n#o significativas (Cobum et al.,
1088). Como V, 4, € o, a polarizabilidade molecular, sic intercorrelacionados, ¢ natural que
exista alguma correlagdo entre log (1//C 55 e ¢ As principais caracteristicas dessa correlacdo
sio R = 0,86; s = 0,64; F = 16,85 ¢ P < 0,0063, ou seja, de qualidade estatistica inferior a Eq.
(5.42). Logo, podemos concluir que Vvdw & mais significativo do que o para explicar a
atividade biologica dos derivados para.

Embora no mabalho de Mahmoudian & Richards (ose) exista uma equagio que
correlaciona a atividade dos derivados para com B [Eq. (5.25)], esta equagdo inclui apenas
cinco compostos € n#o consegue incorporar oS derivados 4-Br, 4-1, 4-CN ¢ 4-NMe o

Mahmoudian incluiu em sua anilise o derivado 4-Me, composto nfo utilizado por Cobum e,
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portanto, també&m nfo incluido em nossa andlise. Na wverdade, o conjunto-teste de
Mahmoudian € bastante diferente do utilizado por Cobum. Este também ndo conseguiu cbter

nenhuma correlagio importante com os parfimetros de Verloop para os derivados para.

A Eq. (5.42) joga um pouco mais de luz sobre o problema do impedimento estérico dos
derivados substituides em para. Parece ser o volume do substituinte, ¢ nfio a largura minima
ou o comprimento do substituinte, que € importante para explicar a atividade bioldgica dos
derivados para. Com base nisto, podemos imaginar como poderia ser o aspecto da regifio do
receptor que interage com o substituinte ligado a C10. Tomermos por hipdtese gue essa regido
seja constituida por uma cavidade, que poderia ser aproximadamente esférica, de raio pequeno
e cujo interior seja desprovido de grupos funcionais importantes. A suposiciio de a cavidade
ser aproximadamente esférica baseia-sz no fato de que os grupos de mator simetria esférica
obedecem melhor 2o modelo. A avsincia de grupos funcionais na cavidade pode ser proposta
com base na inexistencia de equagtes que detectem interagbes ouiras que ndo estérica.
Porianto, € bastante razofivel supor que um substituinte pequeno como 4-H, ao encaixar-se
bem na cavidade, permita que todo o restante da molécula também interaja com os respectivos
grupos funcionais complementares presentes no receptor (Fig. 5.3a). Quando um grupo mais
volumoso estd ligado em C10, sua impossibilidade de encaixe na cavidade obriga o restante
da motécula a deslocar-se da posiclo dOtima de interagio com o receptor (Fig. 5.3b). Isto
certamente ocasiona redugcdo na intensidade da resposta biolbgica pelo fato de a interac@o

farmaco-receptor também ter diminuido de intensidade.

5.3.4 - Anilise dos derivados orto ¢ meta

A anélise isolada dos derivados mera ndo foi capaz de produzir qualquer equagio
significativa, enquanto que a anilise isolada dos derivados orfo originou apenas uma equagio,
¢ ainda assim, nfo muito significativa [Eq. (5.40)]. Fato que prejudicou a anilise dos
derivados orto foi a existéncia de um composto muito pouco ativo (2—N“Hz), enqﬁanto que os
demais, comparativamente, eram bastante ativos. Esperdvamos que a combinag@o orfo-meta,
preenchendo o espago vazio existente nos graficos das Egs. (5.35)-(5.37), produzisse equac;'ées
pouco melhores. Bem, conseguimos seclecionar apenas uma equacdo cujo coeficiente de
correlacio € igual a 0,86 [Eq. (5.43)]. Embora como um todo a equacio seja valida, o baixo
coeficiente de correlaciio indica que o modelo carece de alguma varidvel ndo testada. O que

acontece &€ que as varidveis que aparecem na Eq. (5.43) s@o importantes para o medelo, mas
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(a)

(b)

Figura 5.3 - Representacho esquemdtica da regido do receptor das DHPs que interage com o substituinte presente
na posico para. Quando o substituinte € pouco volumoso, seu encaixe na cavidade proporciona interagio Stima
do restante da molécula com os respectivos grupos complementares do receptor {a). No caso de grupo substi-
tuinte volumoso o restante da molécula desloca-se da posiczo ideal de interago e a resposta biologica & reduzi-

da (b).

o fato € que alguma varidvel misteriosa ainda deve ser encontrada para que o coeficiente de

correlagio torme-se satisfatdrio.
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log (1/ICsp) = 1,32 30,39 p<oswor T + 10,1 (£5,3) P <0006 F§?) — = (5.43)
0,042 (#0,015) P <0001 V5, + 190 (34.4)

n=28 R=086 s5=063 F=2300 P<0,0001

A Eq. (5.43) analisa um composto a menos do que a Eq. (5.29), que corrcsiaohdc‘:&o .

derivado 3-N+Me3, que achamos por bem ndo incluir em nossa andlise (ver secio 1.4).

Podemos dizer que a Eq. (5.43) possue a mesma estrutura fundamental da Eq. (5.29)
proposia por Coburn, on seja, um parfiretro lpofilico (), um eletrdnico [o,, ou F £ e um
estérico (V. ). Fato interessante € que F ) e o, possuem bzixa intercomrelacio (R = 0,61),
o gue torna a Eq. (5.43) digna de ser interpretada. |

Como vimos na segio 4.2, F§) & medida da reatividade de C8 em relagdo a0 ataque
nucieofilico. Isto nio necessariamente significa que durante a interagio com o receptor C8 ird
interagir com grupo de natureza nucledfila. Na verdade € muito dificil afirmar o que
realmente é relevante na interagio do anel benzénico com o receptor. Nio sabemos ao certo
se os substituintes presentes no anel aromético sdo importantes pelo fato de eles proprios .
interagirem com grupos funcionais complementares do receptor ou se a presenga dos
substituintes sd interessa na medida em que sdo capazes de modificar o perfil elétrico do anel
benzénico. Fato importante é que a presenga do substituinte per se nio & essencial para que
haja atividade bioldgica, pois o composto ndo substituido possui atividade elevada
{log (V/IC 5p) = 7,55]. Talvez seja conveniente verificar o resultado das andlises dos demais
subgrapos de compostos antes de emitirmos opinido definitiva a respeito desse problema.
Oulra observacio € que existe interferdneia do fator estérico czﬁ meta, como mostra a Eq.
(5.29). E muito provével que a regido do receptor que ocasiona problemas estéﬁcos aos
derivados para, cuja existéncia sugerimos na secdo 5.3.3, estenda-se até parte da regido que
interage com os substituintes localizados em meta, dai a presenga de L,, em (3.29) e V4, em
(5.43) (Fig. 5.4). A austncia de equagdes especificas para os derivados meta-substituidos

apdia esta hipdtese.
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)Y

Figura 5.4 - Representaco esquemitica da regifio do receptor que interage com o substituinte em meta. A regido
quc ocasiona mpedimento estérico acs derivados pare deve estender-se até parte da segifo que interage com o
substituinte ligado em meta. A avséncia de equacBes especificas pam os derivados meta-substiinicos apdia esta
hiphicse.

5.3.5 - Anilise dos derivados oito e para

Conseguimos selecionar quatro equacbes estatisticamente significativas para os derivados
orio € para [Eqgs. (5.44)-(547)].

log (MICs5) = 0,38 (20,14) P <o0001 E, + 10,8 (34,9 p<opco2 1 ~ (3.44)
39, (£20,)
n=21 R=08 s=077 F=3049 P<(,0001

Notadamente temos dois grupos de equagdes caracterizados pela sua qualidade estatistica:
(5.44)-(5.45) € (5.46)-(5.47). As Eqs. (5.44) ¢ (5.45) sem divida sio equivalentes, pois #{§) e
7} guardam entre si intercorrelagdo de -0,93. Por enquanto nio & possivel dizer qual destas, se
alguma, € importante para explicar a atividade biologica dos derivados orfo e para. Meste
grupo aparece a varidvel E,, . Sua presenca nio parece ser de facil interpretag@o pelo simples

fate de que E,,, nio mede evenio isolado. A energin da barreira rotacional pode estar
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log (1Csp) = 0,43 @0,14) r <ogont Eryy — 80 @3.4) r o0l F§) +  (5.45)
'5,28 (20,69)

n=21 R=089 s=075 F=3277 ?<0,000l

log (/ICsp) = 12,0 (53.4) P <omor 1 — 2,63 (£0,62) » <voo0r By, = (5.46)
40, (£14,)

~2] R=094 s=054 F=7000 P<0,0001

log (1/7C5p) = 049 (F0,11) » <001 By — 13,3 (14,3) 7 <000t F§) - (54D
0,050(30,024) P <0000t Vi, + 15,4 (£6,9)

n=21 R=094 s=057 F=4198 P<0,0001

relacionada tanto a fatores eletrdmicos quanto estéricos. Se consultarmos a Tab. 3.1, no
entanto, veremos que as barreiras rotacionais elevadas estio invariavelmente ligadas 2
presenga de substituinie em orio. A barreira rotacional média de todos o8 composios que
possuem algum substituinte em orfo & de 62 (F1,7) kealmol, enquanto que para OS
COmMPOSios substituidos em meta e para esse valor € de 1,66 30,17) e 1,45 (#0,06),
respectivammente (0 nimero entee parénteses corresponde 20 desvio padiiio da média), Desta
forma, pode ser interessante othar para E,, como uma espécie de varidvel indicadora da
presenca, ou auséncia, de substituintes em orto. Porém, talvez haja uma vantagem a mais em
olhar para E,, dessa forma. Se K.y fosse realmente varidvel indicadora, naturalmente s
haveria dois valores diferentes para £,y Zer0 ¢ UM (Marin, 1978). Da forma como estd, além da
caracteristica de varidvel indicadora, praticamente separado em dois niveis de valores (em
torno de 6,2 e 1,5), E,, possue escalonamento dentro desses niveis. Este escalonamento
promove o diferenciarnento entre 0s diversos substituintes ligados em orto. Ou seja, E,, 030
s6 revela que existe substituinte em orfo COmMoO também, de acordo com seu valor, diz-nos

algo a seu respeito. Na Tab. 3.1 estd claro que os compostos orto com maior E,, sio aqueles
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substituidos por grupos muito eletronegativos (2—CF3, 2—N02, 2,6-C12, ete.) ou qué possuem
grupos volumosos ¢ pouco flexiveis (2-Me, 2-Et, 2-1, etc.). A impressZo que temos & que a
capacidade de E,, em separar os derivados orto dos demais € mais relevante do que a
capacidade de distingdo entre as caracteristicas elétrica e estérica do substituinte orto . IJessa
forma, Cremos ser mais seguro encarar £, apenas como varidvel indicedora da presenca de
grupos substituintes em orfo.

Podemnos averiglar a real fungfio de E,,, nas Eqgs. (5.44), (5.45) e (5.47) se efetuarmos a
substituicio ds &, por I,, varidvel indicadora que de fato assinale a presenga ou ausZacia de
substituicio em orto. As Egs. (5.48) e (5.49) comespondem ks Hgs. (5.44) ¢ (5.45),

respectivaments, onde E,,, fol substitnido por /.-
log (MICsq) = 2,13 (20,67) r <ogoo1r {, + 10,4 (E4.3) P <ogoo1 | — (5.48)
38, (£18,)

n=21 R=091 5=0,68 F=4165 P<0,0001

log (1/ICsp) = 2,42 (20,60) P <ocoor [, — 8,0 (k2,9) p <0001 & SO (5.49)
5,52 (£0,50)

n=21 R=092 s=0,62 F=35175 P<{,0001

As Egs. (5.48) e (5.49) mostram que E,, realmemte exerce a funchio de variavel indicadora.
Podemos observar sensivel melhora na qualidade do ajuste do modelo pela substituigdo de
E

substituirmos F,,,; por ,, como mostra a Eq. (5.50).

o por I,. Porém, a Eq. (547) sofreu significadva deterioragdo de sua qualidade ao

log (11[Csp) = 2,53 (0,60) P <opoor [, — 12,9 (+4,5) P <0001 F ¥ — (5.50)
0,024(+0,025) P <005 V5, + 12,5 (7,4)

n=21 R=093 s$=0,61 F=3642 P <0000l

Ao efetuarmos a mudanca de E,,, por I,, a varidvel V, ,, tormou-se ndo significante para o
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modelo.

As Egs. (-5.46) e (5.47) possuem .praticamente a mesma gualidade estatistica, embora
estruturalmente  sejama bem distintas. A Eg. (5.46), sendo composta. por apenas dois
parmetros, & Hgeiramente mais sigrificativa do que (5.47) (observe o teste F e o desvio
padriio), que é composta por trds parimetros. A Eq. (5.46) pode ser considerada como sendo
derivada de (5.44) por substituicho de £, por By,. Elas sio praticamente equivalentes na
medida em que a intercorvelaclo entre £, ¢ B4, & igual a -0,75. Parece que as Egs. (5.44)-
(5.46) formam escala evolutiva, cuja componente mais desenvolvida é a Eq (5.40). Esta &
composta por um termo eletrdnico e outro estérico. Se a Eq. (5.46) estiver dizendo-nos a
verdade, a atividade bioldgica dos derivados orto e para € dependente da intensidade com
que os elétrons de frontcira encontram-se atraides pelo sistema nuclear das DIPs, ou seja, a

atividade bioldgica auincnta na proporcio em que esses elétrons estdo menos disponiveis para

grupos elendfilos do receptor. Por cutto lado, a Eq. (5.47) & muito pargcida com (5.45), s6
que é bem mais significante. Em comparagio com (5.46), a Eq. (5.47) ¢ mais explicativa. O
termo F §¢) mostra que gnanto menor a densidade de elétrons de frontelra em C8 (orfo ) maior
a aiividade bioldgica e, em principio, confirma a importincia de 7). Devemos apenas ter um
pouco de cuidado porgue F $¢) e m mantém intercorrelagio de -0,82.

Cremos que a titulo de hipdtese podemos propor que a atividade biolégica dos derivados
orto € para & caracterizada pela depend@ncia de um fator estérico na posi¢io pare ¢ um fator
eletrdnico na posicio orto. Se substituirmos V4, por Vi, , na Eq. (5.47), suas novas
caracteristicas serdo R = (0,95 ;s = 0,50 ¢ F = 56,34 , o que confirma aquela afirmacio. A
vresenca de E,, como varidvel indicadora apenas confirma que a substituicio em orio €

muito importante.

5.3.6 - Anilise dos derivados meta e para

NEo conseguimos obter cquagfo significativa alguma para os derivades meta ¢ para com

quaisquer combinagBes de até quatro varidvels.
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5.3.7 - Anslise de todos os derivados moncssubstituidos

Obtivemos duas equagdes significativas para os derivados ‘monossubstituidos, mais o
derivado nzo substituido {Egs. (5.51) e (5.52}].

log (MHCs) = 0,20 G0,12) » <copom E,pp — 3,4 (1,3) P <0001 oo ~ °  (5.51)

2,33 (10,87) p <00t By, — 21, (£11)

n=35 R=084 =077 F=2542 ?<QC{301

log (11C 50 = 0,22 (0,10) P <opo2 By — 1,87 (R0,71) p<oooot By, —  (5.52)
0,024 (£0,013) p <0008 V,y, — 39(J9)p<osz<P> + |
15,6 (4,0)

n=35 R=09 s=0,65 ¥=3027 P<00001

Na Eq. (5.51) aparece a varifvel ggopo. Na Tab., 4.1 vemos que os valores de eyoro
sio todos negativos, portanto o sinal negativo do coeficiente de €x0m0 na Eq . {5.51) indica
que quanto menor for €pouo mais intensa serd a atividade biclogica dos derivados
monossubstituidos. Isto estd em acordo com a Eq. (5.36), relativa aos derivados orto.
Infelizmente o coeficiente de correlagio da Eq. (5.51) ¢ de apenas 0,84 o que a tomna pouco
representativa e, por isto, vamos apenas deixar registrada a existéncia de (5.51) mas ndo
vamos atribuir-lhe nenhum significado. A substituicio de E,,, por I, praticamente ndo altera

sua qualidade.

A Eq. (5.52) ¢ muito parecida com (5.47), diferindo desta apenas pela inclusio de B ,.
Fla nio nos traz qualquer novidade, apenas confirma fatos revelades por outras equacdes

anteriores. A mudan¢a de £,,, por {, plora a qualidade de (5.52).

Fato que devemos ressaltar € a presenga de Fj (¢) | Ngo é muito conveniente manter esta
varidvel na Bq. (5.52). F{§) est4 relacionado com uma propriedade de C11, que fica do lado
(do anel aromitico) oposto hquele que realmente interage com o receptor. Seria mais

conveniente substituir F§) por F{ e verificar sua significhncia. F§f) é a melhor escolha
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para o lugar de & (&) porque ja apareceu anteriormente na Eq. (5.47) e esta relacionado a C8,
que &€ para em relagio a Cl1. A Eq. (5.53) mostra F §e) no lugar de ¥ {£) ¢ suas

consequéncias para a qualidade do modelo.

tog (IHC sp) = 0,17 (#0,11) P <opost £,y — 2,19 (£0,79) P <0001 By, - (553
0.025 (0,014) 7 <0003 Vi, ~ 9,7 (3,7) 7 <opou F§ +
| 16,5 (44,4)

n=35 R=087 s=071 F=2400 P<0,0001

Touve pequena perda de qualidade devido } substituigio de F {{) nor F $8) | mas ainda assim
podemos  dizer que §¢) & impertante para representar a  atividade dos derivados

monossubsiituidos.

538 - Anélise dos 45 derivados da DHP

Apenas uma equagfio envolvendo os 45 derivados da DHP mostrou-se significativa [Eq.

(5.54)].

log (1ICsg) = 0,211 (£0,074) » <0000 E,,, — 0,022 (H0,011) P <opom3 V,py, — (5.54)
1,73 (20,60) » <oowor By, — 8.0 (£2,1) r<opomr F{f) +
14,8 (£3,4)

n=45 R=091 s=0,61 F=4843 P <0{,0001
Pela aesma razio anterior & interessante verificar a influgncia da substituicio de F{§)
por ¥ {¢) A Eq. (5.55) mostra esta substituigio ¢ mostra também que sua qualidade
praticamente nio muda. A substituicdo de E,, por I, nas Egs. (5.54) ¢ (5.55) provocou

significativa deterioragfo na qualidade de ambas.

Neste ponto cabe comentirio importante. Guando analisfvamos os derivados orfo ¢
para, a substituigdo de L, por [, em duas das trés equagdes, provecou substancial melhoria

da qualidade de ambas. Ao analisarmos 0s derivados monossubstituidos, a substitvicho de K,
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log (MICsg) = 0,181 (£0,080) r <0000t E,,, — 0,024 (#0,012) P <0002 V,p,, — (5.55)
1,99 (£0,64) P <0001 By, — 93 (2, D r coooot Fi#) +
| 16,0 (53,6)

‘n=45 R=090 s=0,66 F=4047 P <0,0001

por I, ndo alterou a qualidade da Eq. {(5.51) e plorou a qualidadé de (5.;52). MNo caso do
conjunto global de compostos, a presenca de I, causou profunda piora na qualidade da Eq.
(5.54). Isto parcce mostrar gue nas primeiras equagbes £,,, operava realmente como indicador
de variavel. Porérm, 2 medida que mais derivados eram incluidos nos cquacdes subsequentes,
E., passou a operar de forma difcrente. Como ressaltamos anteriormenie, além da
caracteristica de indicador de varidvel, separando em dois niveis o conjunto de compostos,
E ., & capaz de diferenciar os compostos dentro de cada nivel, o que s¢ deve s caracteristicas
especificas de cada substituigio. Acreditarnos também que a presenca de dupla substituicdo

em orto em alguns compostes contrubua também para esse comporiamento.
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Consideractes Finais

A primeira conclusdo importante deste trabalho refere-se 2 andlise confommacional, Em
todo estudo tebrico de relaghes estrutura-atividade, a anflise conformacional € a primeira, €
muito provavelmmente, a mais importante etapa. Todo o tabalho subseqgliente estard
inexcravelmente fundamentado nela, Quando niio dispomos de dados experimentais confidveis
para checar os cdlculos efetuados, a importincia da andlise conformacional ganha ainda mais
peso. Portanto, no devemos economizar esforgos ao planejar essa fase critica do trabalho. E
dzver do pesquisador transformar a andlise conformacional numa éimulaf;ﬁ—{) que envolva o
maior nfimero possivel de varidveis e tentar reproduzic o ambiente em que as meléculas irfo
ataar utilizando todos os meios de que dispor. Ficou claro em nosso trabalho que restringir a

.

andlise conformacional & odmizagio da geometria pela minimizaclio da energia inicrna, sem
immor certas restricdes, & completa perda de tempo. Isto 56 tem sentido quande trabalhamos
com moléculas rigidas, como anéis condensados. '

Mo momento em que nos propusemocs a fazer a andlise conformacional de grupo bastante
extenso de moléculas que possuem em comum a fungfio de atwar sobre 0 mesSmMO TECSPLOr
farmacoldgico, assumimos automaticamente o compromisso de sermos coerenies com este
fato. Mao pdderiamos levar adiante a andlise conformacional olhando sd para as moléculas. -
Isto seria atitude bastante irresponsdvel. Assim, dentre 08 poucos recursos de que
dispfinhamos, optamos por combinar s fatores. Como nio poderiamos fugir & otimizacdo da
geometria pela minimizagfo da energia conformacional, decidimos impor duas condigdes de
contorno que serviriam de elo entre o célculo puramente tedrico € 0 processo binldgico real.
Procedemos & analise de grupos de moléculas separadas de acordo com 2 atividade biclbgica,
¢ restringimos o nfimero de conformagtes possiveis através de consideragdes termedindmico-
estatisticas. Os resultados, em termos de perfil conformacional, foram os melhores possiveis.
B claro que, em se dispondo de recursos, muitc mais poderia ser feito. Atualmente, em
grandes ceniros, a andlise conformacional € sempre acompanhada pela simulagio dindmica,
por estudos de mechnica molecular ¢ também de métodos experimentais como andlise
cristalogrifica € Tessonancia magnélica nuclear bidimensional. Recentemente adquirimos o
programa AMBER, capaz de realizar cdlculos de dinimica molecular. Infelizmente ndo foi a

tempo de podermos utilizd-lo, mas vamos deixar aqui o registro de sua importancia.

Em relagio i escolha das propriedades fisico-quimicas a serem utilizadas em estudos

estrutura-atividade, também aprendemos muitas lighes. Para nds ficou clara a necessidade da
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utilizagio de propriedades capazes de detectar interagoes especificas ao nivel molecular. Esta €
uma necessidade fisiolégica do processo de estudo das relacdes estrutura-atividade. Alias,
chegamos a sofrer na came alguns dos cfeitos da transgressdo dessa regra fundamental. Logo
nos primérdios deste trabalho, a primeira idéia que nos veio h cabega fol a de incluir o maior
ntmero possivel de varifvels, independentemente da possibilidade de ser possivel atribuir-lhes
a tesponsabilidade pela ccorr®ncia de fenGmenos especificos ao nivel molecular. Podemos
definir essa fase como intuitiva ¢ acreditamos que ela seja obrigatdria a todos o5 Qiue se
iniciam nessa Area de conhecimento. Aparentemente, 0 que interessa € obter o maior
coeficiente de correlagio, ndo importando os meios utilizados para tal. Hsse tipo de
pensamento deve ser abandonado mais cedo possivel. A escolha das verifvels, principalmente
quando nfio forem constantes de substituintes classicamente consagradas, deve ser bastante

I
criteriosa. Tm nosso caso, a escolha (ue nos parecen mals sensata, dada nossa inexperigncia,
foi de utilizar as propriedades fisico-quiniicas qué esiio sendo mais utilizadas pele mundo
afora. Assim, optamos pela pesquisa bibliografica como recurso para a escolha das
propriedades que  utilizamos. Mesmo assim, cometemos alguns erros nessa escotha. A
utilizagio da polarizabilidade molecular juntamente com o volurne molecular ¢ uma delas.
Como estas propriedades sio bastante correlacionadas, € qtiase impossivel decidir qual das
duas & realmente importante. Talvez este seja o moiivo de termos registrado tio pouca |
neilizagio da polarizabilidade molecular em trabalhos semelhantes (s6 encontramos dois
trabalhos desde 1988). Nos momentos em que tivemos o problema de decidir-nos em qual dos
dois poderfamos acreditar, optames pelo volume molecular devido &s condictes especiais do
problema. Outra coisa que ainda ndo estamos Certos de sua utilidade refere-se aos momentos
de dipolo parciais. Em todas as referdncias que citamos no inicio capitulo 4, sem exceglo,
apenas o momento dipolar total foi wilizado. A idéia da utilizagio dos momentos parciais foi
extraida de Korolkovas & Burckhalter (988), Porém, no momento de atribuir algum significado
a essas varidveis, em termos de interagbes férmaco-receptor, surgiram muitas diividas em

nossas cabegas.

Achamos que, em termos de metodologia, a grande licdo que aprendemos foi a da real
atilidade dos métodos de guirnica quintica aplicados acs estudos estrutura-atividade. A maiort
contribuigio que estes métodos t8m a dar refere-se ao estudo das propriedades e interagGes
eletrdnicas que ocorrem entre farmaco e receptor. Isto decorre do fato de somente o3 métodos
de quimica quantica serem capazes de gerar facilmente diversos indices estaticos relativamente

confidveis que nio sdo facilmente obtidos de outra forma. Se por ventura n3o conseguimoes
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utilizar plename'nte os recursos da quimica quintica neste trabélho, devemos basicamente
associar duas causas: a primeira delas € a nossa inexperiéncia em associar as propriedades
eletrdnicas as izmteracoes farmaco-receptor ¢ a segunda é devido 1 grande quantidade de
moléculas que' manipulamos. Se prestarmos aten¢io, veremos que manipulamos 38
propriedades ou indices diversos para cada uma das 45 moléculas. Na verdade, foi uma tarefa

enorme a que acabamos de executar.

Quanto s xelagdes estrutura-atividade propriamente ditas, temos algumas consideractes a
fazer. A primeira delas é quanto ao sentimento de inseguranga que surgiu’srn determinado
momento. A sensagio que tivemos durante a elaboracio das equagbes que correlacionam as
propriedades fisico-quimicas ¥ atividade biclégica foi a mesma de um topdgrafo cego tentando
elaborar o mapa de uma cidade desconhecida. EstAvamos tentando explorar uma regifio 2 qual
ngo temos acesso direto e cuja fnica ligagio com nossa dimensdo o os nimeros relativos 2
intensidade da resposta farmacoldgica exercida por algumés meléculas, além, €& claro, de
conhecermos o perfil médio desias moléculas que se ligam hquela regiio. E natural que numa
situagfio como esta, assim como no caso 'do topdgrafo, urge a necessidade de um bom e
confidvel guia. A escolha do guia € fundamental para o sucesso da empreitada. Utilizamos
como guia equagOes construidas a partir de método estatistico confidvel. No entanto, para que -
pudéssemos acreditar nos resultados obtidos, foi preciso que fossemos rigorosos em relacio A
aplicagio do método. Nio temos dividas quanto d existdncia de outros guias. O Gnico
problema € que nds particularmente ainda nfo os conhecemos direito. Antes de utilizi-los &
preciso travar conhecimento com eles. Estes correspondemn 2os métodos multivariados como
anfélise de componentes principais, andlise de agrupamentos (cluster analysis), minimos
quadrados parcials {(partial least squares), andlise comparativa do campo molecular (CoMFA)

e outros tais. Dessa forma, optamos pela escolha de um velho mas confidvel guia.
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Conclustes

Em relacio 2 andlise conformacional, podemos concluir que:

A anglise conformacional baseada no estudo termodindmico-estatistico das regides
permitidas de estabilidade conformacional apresentou resultados bem mais realisticos do

que o estudo haseado no minimo absoluto de estabilidade conformacional;

O anel piridinico apresenta conformagao bote. O atomo de H ligado a P!I 1 estd ligado &
posigio equatorial do anel piridinico, enquanto que o anel fenilico estd hgado A posicio
axial; ‘

O plano determinado pelo anel fenilico bissecta o anel piridinico proxime & linha N1-C4;
Os substituintes ligados &s posighes orio ¢ mezia do anel fenilico encontram-se
espacialmente em oposigio ao anel piridinico;”

As principais dimenstes do receptor das DHPs sio: aproximadamente 6,1 A em relaghio
A regizo que interage com O anel fenilico e aproximadamente 4.3 A em relagio 2 regifio

que interage com o eixo N1-C4;

Com respeito ks relagbes estrutura-atividade, as principais conclustes foram:

Os derivados orfo -substituidos devem ser grupos orto -diretores capazes de atrair elétrons

do anel aromitico;

A atividade bioldgica dos derivados para € determinada pelo volume do grupo

substituinte. Quanto maior o volume do grupe ligado a C10 menor a atividade bioldgica;

Nao foi possivel obter qualquer relagio simples entre 08 derivados meta e a atividade
biolbgica;
C8 e C9 sio o centro das interagdes eletrdnicas entre 0 anel fenil e o receptor das UHPSs;

)

E importantissimo que nfo haja subsiituicio em para. A presenca de qualquer grupo

diferente de H em para reduz acentuadamente 2 resposta biologica;

Dois parfimetros estéricos s3o necessarios para modelar a atividade biolégica das DHPs:

um para a posigio para (V,4,) ¢ outro para mezd (L. )%

A densidade de elétrous de fronteira deve ser minima sobre C8 para que a atividade seja

elevada. Isto tequer a presenca de grupos capazes de atrair elétrons do anel aromatico
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tanto em orfo quanto em meta;
A presenga de dupla substituicio em orfo intensifica a atividade biolbgica;

A regiio do receptor que interage com OS derivados para & constituida por pequena

cavidade aproximadamente esférica e desprovida de grupos funcionais importantes;

A regiio mencionada no item anterior prolonga-se até parte da regifo que interage com

os substitpintes em mela;

A regiio do receptor que interage com orko dispbe de um grupo carregado positivamente

e capaz de interagir com O grupo acepior de elétrons ligado a orto.
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