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RESUMO

Resisténcia bacteriana € um assunto complexo que contribui para perdas
humanas e econdmicas mundialmente. Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis sdo dois importantes patdégenos que afetam pacientes imunodeprimidos
e usudrios de proteses cirlrgicas. A pressdo seletiva originada pelo uso
indiscriminado de antibidticos originou o aparecimento de cepas multi-resistentes,
incluindo estas duas espécies de bactérias, tornando-se um dos mais importantes
problemas no ambiente nosocomial. Neste trabalho, uma série de derivados do
acido 4-(fenilamino)-1-fenil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina-5-carboxilico (1, 1a-m) foi
avaliada biolégica e teoricamente e comparada com uma nova série de derivados do
acido 4-(fenilamino)tieno-[2,3-b]piridina-5-carboxilico (2, 2a-m), obtidos por
substituicdo isostérica do nucleo pirazolo-piridina. Nossos resultados mostraram que
os derivados da série pirazolo-piridina possuem significante atividade antimicrobiana
contra S. epidermidis em contraste com os derivados da série tieno-piridina. A
concentracdo minima inibitéria dos derivados (la, 1c, le e 1f) foi semelhante a
oxacilina e duas vezes melhor que o cloranfenicol. O estudo de relacdo estrutura-
atividade dos derivados 1H-pirazolo[3,4-b]piridina revelou que a maior atividade
inibitoria € atingida quando a posi¢cdo meta é ocupada por grupos eletronegativos. A
analise dos orbitais de fronteira através da modelagem molecular revelou que a
intensidade da densidade de LUMO é menor na posi¢cdo meta do que nas posi¢coes
orto e para em ambas as séries (1 e 2) enquanto que a densidade HOMO esta
concentrada sobre o nucleo 1H-pirazolo[3,4-b]piridina comparado com o sistema
tieno[2,3-b]piridina. Os derivados mais ativos da série 1 foram submetidos a

avaliacdo de ADMET in silico, sugerindo que estes compostos podem atuar como



potenciais candidatos antimicrobianos. Substituicdo ndo classica do grupo acido
carboxilico do sistema tieno-piridina por um anel tetrazol levou a novos derivados (3,
3a-m) e dois novos compostos apresentaram atividade antimicrobiana (3a e 3b).
Realizamos também, para estes compostos, um estudo de relacdo estrutura-
atividade através da modelagem molecular, avaliacdo do perfil ADMET in silico e a
“regra dos cinco” de Lipinski; que sao ferramentas utilizadas para avaliar a relagcao
entre atividade e propriedades “drug-like” destes compostos ativos. Todos os
resultados obtidos com os estudos tedricos e atividade biolégica reforcam o perfil
promissor do derivado 3b para um posterior estudo e desenvolvimento de um

composto antibacteriano o qual poderia atuar por um mecanismo de acao diferente.



ABSTRACTS

Antibacterial resistance is a complex problem that contributes to health and
economic losses worldwide. The Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis are two importants pathogens in nosocomial enviromment and affects
immunocompromised patients or those with indwelling devices. Currently, the
selective pressure caused by the indiscriminate use of antibiotics has caused the
emergence of multi-resistant strains, including these two species of bacteria. In this
work, we report the biological and theoretical evaluations of a 3-(phenylamino)-1-
phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylic acids series (1, la-m) and the
comparison with a new isosteric ring nucleus series, 4-(phenylamino)thieno[2,3-
b]pyridine-5-carboxylic acids derivatives (2, 2a-m). Our results revealed that 1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridine derivatives (1a, 1c, le and 1f) with significant antibacterial
activity with a minimal inhibitory concentration (MIC) similar to oxacillin and 2-fold
better than chloramphenicol. Interestingly, the position of the functional groups has a
great impact on the activity as observed in our structure-actvity relationship (SAR)
study. The SAR of 1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine derivatives shows that the highest
inhibitory activity is observed when the meta position is occupied by electronegative
substituents. The molecular modeling analysis of frontier molecular orbitals revealed
that the LUMO density is less intense in meta than in ortho and para positions for
both series (1 and 2) whereas HOMO density is over concentrated in 1-H-
pyrazolo[3,4-b]pyridine ring nucleus compared to the thieno[2,3-b]pyridine system.
The most active derivatives of series 1 were submitted to in silico ADMET screening
which confirmed these compounds as potential antibacterial candidates. A non-

conventional substitution of carboxylic acid group by tetrazole ring in the thieno-



pyridine system let to new derivatives (3, 3a-m) and two compounds showed
antimicrobial activity (3a and 3b). In addition we performed a SAR study by using
molecular modeling and discussed in silico ADMET profile and Lipinski “rule of five”,
which are tools to assess the relationship between structures and drug-like properties
of active compounds. Our results showed that compound 3b was active as oxacilin
and chloramphenicol. All theoretical studies and biological activity results reinforced
the promising profile of 3b for further experimental investigation and development of

new antibacterial drug which may be acting by different action mechanism.
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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos sao agentes capazes de eliminar (acao bactericida) ou inibir o
crescimento (acdo bacteriostatica) de microorganismos, podendo ser de origem
natural (antibioticos) ou sintética (quimioterapicos) (FRENCH, 2006).

Os antimicrobianos sdo, geralmente, usados em altas concentracdes e possuem
mecanismos que, muitas vezes, evitam efeitos danosos ao paciente, devido as suas
caracteristicas. Dentre elas podemos citar:

» Toxicidade Seletiva: caracteristica desejada para todo antimicrobiano,
pois reflete sua capacidade de atuacdo, agindo seletivamente sobre o
microrganismo sem provocar danos ao hospedeiro (KYAW, 2005).

» Espectro de acéo: refere-se a diversidade de organismos afetados pelo
antibiotico, os quais podem ser de pequeno ou de amplo espectro (CAVALLO,
2008).

Desde o0s primérdios da humanidade, 0s microorganismos estiveram
associados a patologias inicialmente incuraveis, que sempre deixaram o ser humano
impotente diante da acdo de seres invisiveis a olho nu e por muito tempo,
desconhecidos. A Tabela 1 mostra os primeiros relatos na literatura sobre o
descobrimento dos antibidticos, que determinou o grande avanco no controle da
acdo patogénica dos microorganismos, atravées da utilizagdo de agentes
antimicrobianos (FERNANDES, 2006).

A introducgdo das sulfonamidas (sulfas), em 1936 e da penicilina (antibiético),
em 1941 (Figura 1), no arsenal terapéutico antimicrobiano provocou um dramético
declinio da incidéncia das varias infeccdes bacterianas, como endocardites,

meningites, pneumonias, gonorréia e outras (KYAW, 2005; WRIGTH, 2007).
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Tabela 1: Eventos histdricos na descoberta dos antibidticos (FERNANDES,

2006).

ANO

EVENTO

1896

1927

1928

1935

1939

Ernest Duchesne descobriu a penicilina, mas ndo a notificou apropriadamente.

Gerhard Domagk realizou testes utilizando corantes e outros produtos quimicos,
para observar a agdo antimicrobiana e a toxidade em animais

Alexander Fleming, pesquisador que estudava bactérias, encontrou uma colbnia
de fungos em uma de suas placas e percebe que ao redor destes fungos néo
havia crescimento bacteriano. Fleming chamou esta substéncia de penicilina, pois
o fungo que o produzia era do género Penicilium.

O Vermelho Prontosil, inécuo para animais, € descoberto como capaz de proteger
camundongos contra estafilococos e estreptococos patogénicos. Ainda neste ano,
foi descoberto que o Prontosil era clivado no organismo, originando a sulfonamida,
responsavel pelos efeitos antimicrobianos observados.

Howard Florey & Ernst Chain obtém a cultura de fungo isolada, inicialmente, por
Fleming, passando a trabalhar na purificacdo da penicilina. Florey e Chain
injetaram a penicilina em camundongos infectados com estafilococos ou
estreptococos e observaram que quase todos sobreviveram (Trabalho publicado
em 1940).

FARMACOS ANTIMICROBIANOS - CRONOLOGIA

(1940-1950)

Gramicidina (peptideo)

Penicilina (j-lactamico)

Neomicina (aminoglicosideo)

Estreptomicina (aminoglicosideo)

Cefalosporina (p-lactamico) i £
Salvarsan Rifamicina Linezolide
arsenical) (ansamicina) (oxazonidolona)

Acido Nalidixico )

(quinolona)

Prontosil
(sulfonamidas) (!950-.1990)_ _

7

Clortetracicilina (tetraciclina) Daptomicina
pEELracIo g (o oeetiien)

P (lipopep
Eritromicina (macrolideo)

Vi icina (glicopeptideo)
Virginiamicina (estreptog i

Figura 1 - Cronologia do uso clinico de farmacos antimicrobianos.
Adaptado de (WRIGHT, 2007).
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1.1. MECANISMOS DE ACAO DOS ANTIMICROBIANOS

As principais classes de substancias antimicrobianas possuem como alvo de
acao: a inibicdo da sintese proteica bacteriana, a replicacdo do acido nucléico e seu
reparo e a biossintese de enzimas essenciais a formacao da parede celular (Figura

2). (HANCOCK, 2005)

Mecanismo de Agdo

Membrana celular -

substancias como a
/ Daptomicina interagem com a

membrana celular na presenga

de Ca*2, Outras substancias,

como o0s peptideos catidnicos
podem atuar destruindo a
Staphylococaus aureus membrana ou sobre sitios
internos. Em geral, as
substancias que atuam sobre a
G e o e membrana celular alteram a
w sua permea bilidade.
TAC AUG
Parede celular - substancias
CUC ATG UAC. AAC m 2 c >
I W X Pl misssodiod sy
orma peptideoglicano
na parede celular.

Sintese protéica - substancias
que atuam inibindo a formacédo
da ligagao peptidica na sintese
protéica, ligam-se a

I I I ' I ' subunidade 508 ribossomal,
m AUG TTG como por exemplo, 0
TAC cloranfenicol).
CUC ATG UAC AAC ) -
| T I I N N Sintese protéica -

oxazolidonas (linezolida -
Zyvox), também sdo inibidores
da sintese protéica; mas seu

Figura 2 - Mecanismos de acdo de algumas substancias antimicrobianas.

Adaptado de (HANCOCK, 2005)

mecanismo de agao é por
inibigdo da formagao inicial do
complexo. Competem pela
subunidade 508 ribossomal
com outros inibidores, como o
cloranfenicol, por exemplo.
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1.1.1 INIBICAO DA SINTESE DA PAREDE CELULAR

A estrutura rigida da parede celular permite que as bactérias mantenham uma

pressdao osmotica muito elevada, devido a ligagdo cruzada dos seus precursores,
que ocorre durante a sintese da parede celular bacteriana, catalisada por enzimas
especificas. Este processo € controlado por proteinas reguladoras — transpeptidases

(LEMAIRE et al., 2008)

- também chamadas de proteinas ligantes de penicilina (PBPs — Penicillin Binding
Proteins), tendo em vista que interagem com os antibiéticos B-lactamicos (Figura 3)

Anel S-lactdmico
R /

Sy
NS
-
0] B
3
:EE-‘-"-'!-_
(@]

HO

Figura 3 - Estrutura geral dos antibidticos B-lactamicos

Os antibidticos B-lactamicos incluem quatro tipos principais: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenos e monobactamicos. Entretanto, quando as bactérias sao
expostas a penicilina ou outros antibioticos desta classe, estes se ligam as PBPs na

parede celular. Os antibi6ticos B-lactamicos inibem a dltima etapa na sintese de
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peptidioglicano, a reacdo de transpeptidacdo, responsavel pela formacédo das
ligacbes cruzadas entre as cadeias laterais de polissacarideos presentes no
peptidioglicano da parede celular. Embora a parede celular continue a ser formada,
esta se torna progressivamente mais fraca, a medida que o esqueleto de
peptideoglicano é incorporado. Além disso, o complexo antibiético-PBP estimula a
liberacdo de autolisinas, que atuam na parede celular existente. Com uma parede
celular fragilizada e degradada, as diferencas de pressGes osmoticas entre os meios
extracelular e intracelular provocam a lise da célula, resultando na morte da bactéria.
Em contrapartida, a vancomicina (Figura 4) — um glicopeptideo — ndo se liga as
PBPs, atuando diretamente no peptideo d-alanil-d-alanina terminal presente nos
precursores do peptideoglicano, blogueando assim a reacdo de transpeptidase.

(SALYERS, 1994; MADIGAN et al., 2004).

OH
NH2 OH
CH,
HO © OH
o
o)
o)
.-H H
N
AN
N CHs
H H
o)
0

CHs

Figura 4- Estrutura da Vancomicina, um antibiético glicopeptideo semi-
sintético.
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1.1.2 LIGACAO A MEMBRANA CITOPLASMATICA

Os antimicrobianos que apresentam este mecanismo exibem baixo grau de
toxicidade seletiva. Dentre eles podemos citar as polimixinas, que se ligam a
membrana, entre os fosfolipideos, alterando sua permeabilidade. Estes
antimicrobianos sao altamente efetivos contra bactérias Gram-negativas, pois afetam

tanto a membrana citoplasmatica como a membrana externa (MDLULI, 2006).

1.1.3. INIBICAO DA SINTESE DE ACIDOS NUCLEICOS

Os antimicrobianos que utilizam o mecanismo de inibicdo da sintese de
acidos nucleicos sao razoavelmente seletivos e podemos citar como exemplos a
novobiocina que se liga a DNA girase, alterando o desenovelamento do DNA,
impedindo sua replicacdo; as quinolonas (Figura 5A), que inibem a DNA girase
afetando a replicacdo, transcricdo e seu reparo; e a rifampicina que se liga a RNA
polimerase-DNA-dependente, bloqueando a transcricdo (KYAW, 2005; HANCOCK,

2005).

1.1.4. INIBICAO DA TRADUCAO E SINTESE DE PROTEINAS

O mecanismo de sintese proteica dos ribossomas de células procariontes é
bastante distinto de seus analogos eucariontes, de modo que, existem diferentes
inibidores da sintese proteica que apresentam acdo antibacteriana seletiva. Entre
eles podemos citar os antibiéticos como a eritromicina (macrolideo), as tetraciclinas

e a estreptomicina (aminoglicosideo) (WALSH, 2000; HANCOCK, 2005).



29

Dado o grande numero de passos envolvidos na iniciacdo, elongacdo e
terminacdo da sintese proteica, ocorrem muitas etapas de ligacdo e catalise que
podem sofrer interferéncia por estas substancias e por outras classes de inibidores.
Esta multiplicidade de eventos também indica que a sintese proteica fornece um
grande numero de alvos para novos antimicrobianos e também se constitue em alvo

de acéo para as oxazolidinonas (Linezolida — Zyvox — Figura 5B) (THOMAS, 2008).

=
=

Y 1O
~ | ]O\)t

COOH \—K/H
N CH;
o :
)

Figura 5 — Estruturas (A) fluoroquinolona — ciprofloxacina (Cipro®) e (B)
oxazolidinona - linelozida (Zyvox ®).

m

1.1.5. ANTAGONISMO METABOLICO

Algumas substancias antimicrobianas atuam como antimetabdlitos por um
mecanismo de inibicdo competitiva. A sulfonamida compete com o acido p-
aminobenzoico (PABA), substrato natural na sintese do acido folico, impedindo a
produgdo deste Ultimo; necessario para certos microorganismos. Como 0s
mamiferos n&o sintetizam &cido fdlico, as sulfonamidas n&o interferem no

metabolismo dos mamiferos (Figura 6) (KIAW; 2005).
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Figura 6 — Semelhanca estrutural entre a sulfanilamida e o &cido p-aminobenzdico
(assinalado em vermelho nas estruturas).

1.2. RESISTENCIA MICROBIANA

A resisténcia aos antimicrobianos se caracteriza pela “insensibilidade” da
bactéria a um ou mais antibioticos e é classificada em dois tipos:

a) Natural - também chamada de intrinseca e € tipica da espécie, sendo
transmitida verticalmente as células-filhas, possuindo um carater hereditario.

b) Adquirida - que surge na bactéria através de mutacbes espontaneas,
selecdo, ou por transferéncia de genes (TAVARES, 2000; HANCOCK, 2005;
WRIGHT, 2007).

Dentre os principais mecanismos de resisténcia podemos citar:
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1.2.1. BOMBEAMENTO PARA O MEIO EXTRACELULAR

Para um antimicrobiano ser efetivo, ele deve alcancar seu sitio de acédo e
atingir uma concentracdo adequada capaz exercer sua atividade. Por exemplo, a
sintese de proteinas esta localizada no citoplasma e assim, o antimicrobiano que
atua como um inibidor da sintese proteica devera ser capaz de atravessar a parede
e a membrana celular e alcancar o interior citoplasmatico bloqueando um passo
especifico da sintese proteica. (WALSH, 2000; HANCOCK, 2005; KUMAR, 2005)

Tanto bactérias Gram-positivas como Gram-negativas que se tornam
resistentes a tetraciclina, por exemplo, comumente possuem uma alta producéo de
proteinas de membrana (com massas moleculares relativas de 42.000 Daltons) que
atuam como um exportador ou “bomba de efluxo”. O farmaco é bombeado para o
meio extracelular mais rapidamente do que consegue atravessar a membrana
celular para o interior da bactéria (Figura 7) ( WALSH, 2000; HANCOCK, 2005;

KUMAR, 2005)

Farmaco

Parede Celular
Citoplasma

Figura 7 — Diagrama demonstrando a bomba de efluxo bacteriana.
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1.2.2. INATIVACAO DO AGENTE ANTIMICROBIANO

O mecanismo de bomba de efluxo, apesar de efetivo para a bactéria, deixa o
farmaco inalterado, conservando todas as suas caracteristicas quimicas. Um
mecanismo de desenvolvimento de resisténcia bacteriana mais efetiva é a inativacao
do farmaco devido a sua modificacdo estrutural. O caso classico € a ruptura do anel
B-lactamico das penicilinas e cefalosporinas pela enzima B-lactamase através de
mecanismo hidrolitico. Esta enzima é secretada no periplasma de modo a destruir os
antibiéticos B-lactamicos antes que eles possam alcangar as PBP’s na membrana

citoplasmica (Figura 8). (WALSH, 2000; HANCOCK, 2005; WRIGHT, 2005)

Entrada da Penicilina
/ ™~ Membrana externa

R R
i rs S
\>/”“” S|
/‘/r T HN
° /:§ 8 o E:‘
o Acido Peniciléico =~
Se (o)
OH HO (Inativo) HO/\

HO
\\ “Ser
Penicilinase
Membrana Interna

Figura 8 — Mecanismo de ag¢ao da enzima f-lactamase. Adaptado de (WALSH,
2000)

Outras classes de substancias que nao apresentam grupamentos
hidroliticamente labeis, como exemplo, os aminoglicosideos, também podem ser

inativados. Estes inibidores da sintese proteica sédo alvos de enzimas que alteram a
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sua estrutura molecular impedindo que se liguem ao RNA nos ribossomas e abolindo
sua atividade. (WALSH, 2000; HANCOCK, 2005; WRIGHT, 2005)

Estas enzimas podem ser adenil-transferases, que adicionam grupamentos
AMP; fosforil-transferases, que adicionam grupamentos PO3; ou acetil-transferases,

gue acetilam os grupos amino do antibiotico (Figura 9) (WALSH, 2000; HANCOCK,

NH2
0]
A) o-fosforilacéo HO
) n-acetilagdo
) o-adenilagéo OwnAn
o]
HO
HO
NHz
%
HO OH

Figura 9 — Mecanismos de inativacdo dos aminoglicosideos por enzimas
bacterianas. Adaptado de (WALSH, 2000).

2005).

1.2.3. MODIFICACAO DE ENZIMA OU ESTRUTURA ALVO

Outra estratégia € a reprogramacgdo ou camuflagem do alvo na bactéria
resistente. Nas bactérias com resisténcia a eritromicina, pelo mecanismo de bomba

de efluxo, um residuo mono ou dimetilado de adenina (A2058) aparece no ciclo da
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peptidil-transferase do componente 23S RNA do ribossoma. Esta modificacdo é
efetuada pela enzima metil-transferase Erm que ndo danifica a biossintese, mas
reduz a afinidade de todos os membros da classe de substéncias relacionadas a
eritromicina pelo RNA. O mecanismo por Erm é a principal rota de resisténcia
bacteriana das cepas clinicas isoladas de Staphylococcus aureus e estd presente
em organismos produtores de eritromicina (Streptomices erytreus, por exemplo)
como mecanismo auto-imune (WALSH, 2000; HANCOCK, 2005).

Um mecanismo elegante de alteracdo da enzima alvo € demonstrado pela
resisténcia a vancomicina. A vancomicina liga-se a unidades dipeptidicas N-acil-D-
Ala-D-Ala nas terminacdes do peptidioglicano através de 5 ligac6es de hidrogénio.
Bactérias resistentes a vancomicina sintetizam o peptidioglicano com a terminacgao
constituida por N-acil-D-Ala-D-Lactato que elimina uma ligacdo hidrogénio,
resultando numa reducdo de 10 na afinidade da vancomicina pela parede celular

(Figura 10). (WRIGHT, 2007)

e ST

N-Acil-D-Ala-D-Ala N-Acil-D-Ala-D-Lac

Figura 10 - Mecanismo de acéo (esquerda) e de resisténcia bacteriana (direita)
a vancomicina. Adaptado de (WRIGHT, 2007).
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Os principais modos de acdo dos antimicrobianos e mecanismos de

resisténcia bacteriana estdo resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Alvos, modo de acdo e mecanismo de resisténcia das principais
classes de substancias antimicrobianas. Adaptado de (WALSH, 2000).

ANTIBIOTICO

B-lactamicos

Vancomicina

Macrolideos da
classe das
eritromicinas
Tetraciclinas

Aminoglicosideos

Oxazolidinonas

Fluorquinolonas

ALVO MODO DE

ACAO
PAREDE CELULAR

Transpeptidases/transgli
cosilases (PBP’s)

Bloqueio das
enzimas
responsaveis
pela ligacéo
cruzada na
camada de
peptidioglicano
da parede
celular.
Sequestro do
substrato
necessario a
ligacdo cruzada

Terminacéo D-Ala-D-Ala
do peptideoglicano

SINTESE PROTEICA

Peptidiltransferase,
centro do ribossoma

Bloqueio da
sintese proteica
Peptidiltransferase Bloqueio da
sintese proteica

Peptidiltransferase Bloqueio da

sintese proteica
Peptidiltransferase Bloqueio da
sintese proteica

REPLICACAO/REPARO DO DNA

DNA girase Bloqueio da
replicacéo do

DNA

RESISTENCIA

B-lactamases e
PBP’s mutantes

Reprogramacao
da D-Ala-D-Ala
para D-Ala-D-Lac
ou D-Ala-D-Ser

Metilacdo rRNA,;
bomba de efluxo

Bomba de efluxo

Modificagao
enzimatica do
farmaco
Desconhecido

Mutacéo da girase
para resisténcia
ao farmaco
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1.3. Staphylococcus aureus, UMA ESPECIE DE IMPORTANCIA

CLINICA

1.3.1 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO

P

" 4

Figura 11 - Staphylococcus aureus corado pelo método de Gram.
(Fonte: www.life.umd.edu/CBMG/faculty/asmith/Staphylococcus.jpg, em
21/06/2008)

F 4

Os Staphylococcus s&o cocos Gram e catalase positivos, com
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro, imodveis, ndo esporulados e,
geralmente, n&o encapsulados. Apresentam-se em diversas formas: isolados, aos
pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente, com aspecto semelhante a

um cacho de uvas (Figura 11) (TRABULSI, 2005; SANTOS et al, 2007).

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae juntamente como
0s géneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus
Atualmente, o género Staphylococcus possui 33 espécies, sendo que 17

delas podem ser isoladas de amostras biol6gicas humanas. Geralmente fazem parte


www.life.umd.edu/CBMG/faculty/asmith/Staphylococcus.jpg
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da microbiota da pele humana normal e de outros sitios anatémicos. A espécie de
maior interesse médico, principalmente em ambiente nosocomial € o Staphylococcus
aureus, que estd, freqientemente, relacionado a diversas infeccdes em seres
humanos (ALVAREZ-LERMA, 2006; SANTOS et al, 2007)

Outra espécie, Staphylococcus epidermidis, também possui grande interesse
no ambiente nosocomial, uma vez que fazendo parte da biota humana normal,
tornou-se um patdégeno importante em pacientes imunodeprimidos ou usuarios de
proteses. O S. epidermidis apresenta-se como cocos Gram positivo, catalase
positivo e coagulase negativo, formando col6nias lembrando cachos de uva,
apresentando a capacidade de formar biofilmes em préteses cirargicas o que
contribui para sua viruléncia (GILL, 2005; EKKELENKAMP et al, 2005)

As cepas de S. aureus crescem em meio de caldo ou agar simples, pH 7, a
temperatura de 37 °C . As colbnias formadas em placa, apés 18-24 horas de
incubagédo, apresentam-se arredondas, lisas e brilhantes. A coloragdo destas
colénias varia desde o acinzentado até o amarelo-ouro, em que a pigmentacdo
amarelada aumenta com o prolongamento do tempo de incubacdo, exceto nos
casos de crescimento em condi¢Bes anaerdbicas ou na cultura em caldo. Em placas
de &gar-sangue, um halo de hemodlise desenvolve-se em torno das colbnias

formadas (TRABULSI 2005; SANTOS et al, 2007).
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1.3.2 RESERVATORIO E DISSEMINACAO DE Staphylococcus

aureus

A distribuicdo de S. aureus € muito ampla, visto que essa bactéria € altamente
resistente a dessecacéo e ao frio, podendo permanecer viavel por longos periodos
em particulas de poeira. Este microrganismo pode ser encontrado no ambiente de
circulacdo do ser humano, porém, o seu principal reservatorio € o homem, sendo
encontrado em diversas partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e
pele. Destes sitios anatdmicos, as narinas possuem o maior indice de colonizacéo,
cuja prevaléncia é de cerca de 40 % na populacdo adulta, podendo ser ainda maior,
dentro de hospitais (KYAW, 2005; SANTOS et al, 2007).

O S. aureus encontrado nas fossas nasais ou na pele de neonatos, criancas e
adultos pode, a partir desses sitios, alcancar outras regides da pele e das mucosas.
Caso as barreiras naturais, isto €, pele e mucosas, estejam comprometidas por
trauma ou cirurgia, o S aureus pode se alojar no tecido e provocar uma leséo local
(ROBERT, 2005; VELAZQUEZ-MEZA et al, 2005; SANTOS et al, 2007).

A colonizacdo nasal pelo S. aureus é desprovida de sintomas, ou seja, 0
individuo ndo desenvolve infeccdo. Essa colonizagcdo assintomatica tem grande
importancia clinica, uma vez que, com as narinas colonizadas, o individuo contamina
as proprias maos e passa a ser veiculo de transferéncia da bactéria por contato.
Assim, principalmente em hospitais, 0 hospedeiro assintomatico pode ser um
paciente, um visitante, ou mesmo um profissional de saude. De acordo com alguns
estudos, o carreamento nasal também contribui para a transmissao da bactéria por

disseminacao aérea (CAVALCANTI et al, 2005).
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O S. aureus também traz riscos para pacientes que fazem dialise, queimados,
diabéticos e HIV positivos visto que pode causar diversos processos infecciosos, que
variam desde infec¢des cutaneas benignas até infec¢des sistémicas, potencialmente
fatais (CAVALCANTI et al, 2005; SANTOS et al 2007).

O S. aureus foi descrito pela primeira vez ha mais de 120 anos pelo médico
escocés Alexander Ogston, que reconheceu seu papel tanto em infec¢des de pele
guanto na sepse (infeccdo generalizada do organismo). Um estudo (SALES JUNIOR
et al., 2006) mostra o S. aureus resistente a meticilina como segunda maior causa
da sepse em unidades de terapia intensiva. E preocupante o crescimento vertiginoso
do S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que se tornou uma endemia nas

instalacdes hospitalares de todo o mundo. (ALANIS, 2005; CAVALCANTI et al, 2005)

1.4. ANTIBIOTICOTERAPIA — PANORAMA ATUAL

A implantacdo da antibioticoterapia no inicio da década de 1930, com o
emprego da sulfanilamida (descoberta por Gerhard Domagk, em 1932),
aparentemente decretava o fim as doencas infecciosas. Contudo, ao analisarmos a
evolucdo da resisténcia do S. aureus, observamos que, no final daquela década,
surgiam as primeiras cepas de S. aureus resistentes aquele quimioterapico (Figura
12). Com a entrada da penicilina em uso clinico, o S. aureus passou a desenvolver
resisténcia a esse B-lactamico pela producdo da B-lactamase (penicilinase), capaz
de hidrolisar o anel B-lactamico da penicilina, tornando-a inativa (ALANIS, 2005;

MAMISUKA, 2005; SANTOS et al., 2007).
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Figura 12. Cronologia clinica do surgimento de alguns antibioticos e cepas
resistentes do S. aureus nos séculos XX e XXI. Reproduzido de (SANTOS et al,
2007).

Com a introdugdo da penicilina na clinica no inicio da década de 40, o
pensamento na época era que 0 sucesso da antibioticoterapia para as infeccbes
estafilocicicas estava garantido. Contudo, apesar de penicilina ter sido bastante
eficiente no primeiro momento, pouco tempo depois, o S. aureus passou a
desenvolver resisténcia a este B-lactamico por produzir uma B-lactamase
(penicilinase) capaz de hidrolisar o anel B-lactamico da penicilina e torna-la
inofensiva para a bactéria. Em 1944, apenas 5 % das cepas de S. aureus eram
resistentes a penicilina, em 1949, 29% das cepas eram resistentes. Em 1959, a
resisténcia dos a penicilina chegou a 80% das cepas de S. aureus, sendo que,
atualmente também s&o resistentes a amoxilina e a ampicilina (ALANIS, 2005;
MAMISUKA, 2005; SANTOS et al, 2007).

Em 1960, foi descoberta um antibidtico do grupo das penicilinas, a meticilina,

resistente a p-lactamase e, logo depois, foi descoberta a classe das cefalosporinas.
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Porém, no inicio da década de 70, comecaram a surgir, rapidamente, cepas
resistentes a meticilina, chamados MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus), que também eram resistentes aos [-lactdmicos e as cefalosporinas.

Estes MRSA foram rapidamente disseminados em ambientes hospitalares
restando apenas a vancomicina e a teicoplamina como opcodes terapéuticas. A
vancomicina é um farmaco conhecido desde 1958, eficiente no tratamento de
MRSA, apesar de apresentar efeitos nefrotdxicos e ototdxicos (LUTZ et al, 2003;
SANTOS et al, 2007)

Em 1997, foi descrito pelo Prof Keich Hiramatsu da Universidade de Jutendo
no Japao, o caso de uma cepa de MRSA, resistente a vancomicina, isolada de uma
ferida cirdrgica de um garoto de 4 meses de idade (OLIVEIRA et al, 2001a;
VELASQUEZ et al, 2002 ; WALSH, 2002; SANTOS et al, 2007).

A resisténcia do S. aureus a vancomicina provoca alteracdes no aspecto
macro-morfolégico das colbnias, que se apresentam como colénias com aparéncia
bastante heterogénea, dando a impressdo de contaminacdo. Além disso,
geralmente, estas cepas de S. aureus precisam de mais de 4 horas para quer o teste
de coagulase de resultado positivo, levando a identificacbes errbneas de
Staphylococcus coagulase negativa (Figura 13) (LUTZ et al, 2003; MAMISUKA, 2005;

SANTOS et al, 2007).
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Figura 13 Colénias de Staphylococcus aureus: (A) visdo macroscopica, placa
Agar-sangue, coldénias pigmentadas com cor variando do branco acinzentado,
passando pelo amarelo até laranja; (B) visdo por luz transmitida mostrando a
hemadlise (dreas mais claras) e (C) visdo microscépica (20.000X) de cepa
resistente a meticilina (alteracdo morfolégica da organela). Fonte
(http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/bakteriologi/english/showmorf.asp?article
id=29 (A e B) e http://phil.cdc.gov/Phil/details.asp (C), acessado em 21/06/2008)

Em 2000, foi encontrada no Brasil, as primeiras cepas de S. aureus resistente
a vancomicina, denominada VISA (Vancomycin Intermediate Staphylococcus
aureus), em um hospital de referéncia do municipio de Queimados no Rio de
Janeiro. Este dado entre tantos outros, apontam a necessidade premente,
identificada inclusive pela Organizacdo Mundial de Saude, da descoberta ou sintese
de novos antibiéticos para o tratamento das cepas de S. aureus multiresistentes
(TAVARES, 2002; LUTZ et al, 2003; MAMISUKA, 2005).

Os agentes antimicrobianos desenvolvidos mais recentemente e utilizados no
controle das infecgbes resistentes pertencem a classe das oxazolidinonas
(linezolida), estreptograminas (Synercid ®) e lipopeptideos (daptomicina).

Linezolida (Zyvox® - Figura 5) é uma oxazolidinona semi-sintética
estruturalmente semelhante a outras substancias pertencentes a esta classe
aprovada em 2000 nos EUA pelo FDA (Food and Drug Administration). O
mecanismo de a¢do deste farmaco é por ligacdo aos sitios do ribossomo bacteriano

(23S da subunidade 50S), impedindo a formagé&o de um complexo de iniciagdo 70S


http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/bakteriologi/english/showmorf.asp?articleid=29
http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/bakteriologi/english/showmorf.asp?articleid=29
http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/bakteriologi/english/showmorf.asp?articleid=29
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funcional, essencial para o processo de transcricdo, sendo um farmaco
essencialmente bacteriostatico, porém bactericida contra alguns tipos de bactérias.
O mecanismo de resisténcia bacteriano € mediado por alteracdes nos sitios de
ligacdo do ribossomo (raro) e a competicdo com outros inibidores da sintese proteica
€ desconhecida. Este famarco é disponivel para aplicacdo por via oral ou injetavel
(HANCOCK, 2005).

Quinupristina e dalfopristina sdo duas substancias derivadas da pristinamicina
pertencentes a classe das estreptograminas. A combinacdo destas duas substancias
semi-sintéticas na propor¢céo de 30:70 (peso/peso) forma o medicamento conhecido
por Synercid ® aprovado em setembro de 1999 nos EUA pelo FDA (Figura 14)

(HANCOCK, 2005).

Figura 14 — Estruturas quimicas da quinupristina (A) e da dalfopristina (B),
principios ativos do medicamento Synercid ®.

Isoladamente cada uma destas duas substancias tem ac&do bacteriostatica,
mas quando combinadas em propor¢cbes adequadas apresentam caracteristica
bactericida, atuando de forma sinérgica sobre a subunidade do ribossomo 50S

inibindo a sintese proteica. Alteracdes no sitio de ligacédo ribossomal e inativacao
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enzimatica sdo os principais mecanismos de resisténcia bacteriana. (HANCOCK,
2005)

Daptomicina (Cubicin ®) é membro de uma nova classe de antibitticos
bactericidas denominados de lipopeptideos demonstrando a capacidade in vitro de
eliminar rapidamente todas as bactérias Gram-positivas com relevancia clinica via
um mecanismo de acado distinto de outros antibiticos atualmente no mercado

(Figura 15). (JUNG et al, 2004; HANCOCK, 2005)

Cadeia n-decanoil terminal
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Figura 15 - Estrutura da daptomicina (Cubicin ®). Adaptado de (JUNG et al., 2004)

Daptomicina € obtida do Streptomyces roseosporus, possui um alto peso
molecular (PM=1620 Da), disponivel somente para uso parenteral e foi aprovada em
setembro de 2003 nos EUA pelo FDA (JUNG et al, 2004; HANCOCK, 2005).

Daptomicina é um lipopeptideo macrociclico composto por 13 residuos de

aminoacidos, incluindo trés D-aminoéacidos (D-asparagina (C2), D-alanina (C8) e D-
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serina (C11)), trés aminoacidos incomuns (ornitina (C6), acido (2S,3R)-3-metil-
glutdmico (C12) e kynurenina (C13)) e o acido n-decanoil como cadeia terminal.
Existem quatro residuos acidos (trés residuos de acido aspartico (C3, C7 e C9) e um
residuo de &acido 3-metil-glutamico (C12)) e um residuo basico (ornitina (C6)),
resultado numa carga molecular total de -3 em pH neutro. O peptideo é ciclico por
formacdo de uma ligacdo éster entre os aminoacidos treonina (C4) e kynurenina
(C13) (Figura 15) (JUNG et al, 2004).

O mecanismo de acdo envolve a insercdo, dependente de calcio, da
substancia na membrana citoplasmica bacteriana, que despolariza a membrana,
resultando na inibicdo da sintese proteica, sintese de RNA e DNA (Figura 16)
(HANCOCK, 2005). Na auséncia de fons Ca', a daptomicina apresenta uma
concentracdo inibitéria minima maior que 64 pg/mL, enquanto que em
concentracdes de 0,34 mM, 2,00 mM e 5,00 mM de fons Ca*?, as concentracées
inibitérias minimas reduzem para 2,00, 1,00 e 0,63 pg/mL respectivamente,
confirmando a dependéncia da atividade da daptomicina em funcdo do fon Ca*?
(JUNG et al, 2004).

Embora, globalmente, a estrutura da daptomicina seja polar, na presenca de
fons Ca*? ela sofre uma alteracdo conformacional que aumenta sua caracteristica
anfifilica por concentrar em uma terminagédo da molécula as cadeias laterias acidas
expondo sua cadeia lipofilica na outra terminacao (Figura 16). Os fons Ca*™ também
favorecem a oligomerizacdo da daptomicina em uma estrutura micelar com a porcéo
lipidica direcionada para o interior da micela. Na presengca de membranas
carregadas negativamente, ocorre um novo rearranjo da estrutura micelar de modo a
permitir a interacdo da regido lipofilica com a membrana, ocorrendo a formacao de

canais atraves dos quais ocorre efluxo de ions potassio, causando a despolarizacao
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da membrana e a morte celular. Daptomicina € ativa somente contra bactérias Gram
positivas porque ela ndo é capaz de atravessar a membrana externa de organismos

Gram negativos (BAMBEKE et al, 2008).

Figura 16 - Estrutura da daptomicina (Cubicin ®) complexada com um ion
célcio. A estrutura foi baseada em RMN bidimensional e modelada no software
Insight 1l versdo 97.2. Cadeias laterais hidrofilicas carregadas negativamente
sdo representadas em vermelho; cadeias laterais hidrofébicas, incluindo a
cadeia de acido graxo, sdo representados em azul. A ligacdo do ion calcio
(amarelo) resulta num deslocamento conformacional tornando a daptomicina
anfipatica e permitindo a insercdo da macromolécula na membrana.
Reproduzido de (HANCOCK, 2005).

Atualmente, nenhum mecanismo de resisténcia bacteriana é conhecido para a
daptomicina. Entretanto, pacientes com bacteremia prolongada por MRSA e
submetidos ao tratamento com vancomicina como monoterapia apresentam

diminuicdo da susceptibilidade (elevacdo do MIC) a daptomicina e & vancomicina

(HANCOCK, 2004; BENNET et al, 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Uma vez constatado que o uso indiscriminado e errbneo de antimicrobianos leva
a uma pressao seletiva sobre 0s microorganismos e, consequentemente, ao
desenvolvimento da resisténcia bacteriana, surge a necessidade de buscar novos
farmacos que sejam eficazes para o tratamento destas doencas e que apresentem
menos efeitos colaterais. Isto se torna mais relevante quando deparamos com a
guantidade de farmacos antimicrobianos efetivos ou com pouca resisténcia
bacteriana disponiveis na terapéutica, o tempo para desenvolvimento de novos
farmacos e a velocidade com que os microorganismos desenvolvem resisténcia aos

farmacos atualmente em uso no tratamento das infeccfes microbianas.

3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Este trabalho visa aplicar estudos de modelagem molecular e avaliacdo da
relacdo estrutura atividade acoplados a estudos farmacocinéticos e toxicoldgicos in
silico em trés novas séries de derivados heterociclicos que apresentaram diferentes
perfis de atividade antibacteriana. Busca-se determinar propriedades
estereoeletrbnicas que possam ser correlacionadas com a atividade biol6gica
observada e avaliar o potencial teérico desses novos compostos como candidatos a

farmacos antimicrobianos.
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3.2 ESPECIFICO

Aplicacdo de metodologias de modelagem molecular em derivados heterociclicos
aromaticos — pirazolo-piridina (série 1) e tieno-piridina (séries 2 e 3) (Figura 17) com
o intuito de identificar parametros eletrénicos e fisico-quimicos globais tais como
mapas de potencial eletrostatico molecular (MEP), energias dos orbitais de fronteira
HOMO e LUMO, densidades de HOMO e LUMO, cLogP e momentos de dipolo
molecular que possam permitir realizar um estudo da relacdo da estrutura quimica
com a atividade antimicrobiana frente a cepas resistentes de S. epidermidis.

Os dados de modelagem molecular serdo empregados para propor um modelo
farmacoforico preliminar, objetivando estabelecer parametros geométricos que
posssam definir a orientacdo de determinados grupos nos derivados heterociclicos
gue podem ser relevantes para interagir com o sitio receptor.

Os parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos teoricos (ADMET — Absorcéo,
Distribuicdo, Metabolizagdo, Excrecdo e Toxicidade), juntamente com drugscore e
druglikeness, serdo calculados com o intuito de analisar se 0s compostos possuem
as caracteristicas essenciais para que possam ser considerados como potenciais
candidatos a farmacos e, dessa forma, evitar gastos desnecessarios durante o
processo de identificacdo de novas entidades quimicas candidatos a novos agentes
antimicrobianos.

A predicdo tedrica de toxicidade analisara a mutagenicidade,
tumorogenicidade, efeitos na reproducdo que sao importantes na selecdo de novas
substancias bioativas candidatas a farmacos. Os derivados também serdo avaliados
guanto aos requisitos da Regra dos Cinco de Lipinski, que avalia a probabilidade de

uma substancia ser um bom candidato a farmaco por via oral.
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Figura 17 — Estruturas da Série 1 (pirazolo-piridina) e Séries 2 e 3 (tieno-
piridina).
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O fluxograma abaixo (Figura 18) descreve resumidamente a metodologia

aplicada neste estudo.
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Figura 18- Fluxograma da metodologia.
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4.1 METODOLOGIA — FUNDAMENTOS TEORICOS

4.1.1 ANALISE CONFORMACIONAL

A energia a temperatura ambiente € grande o bastante para que todos os &tomos
numa molécula estejam em movimento permanente. Isto significa que a posicédo
absoluta dos atomos na molécula, e da prépria molécula como um todo, néo é fixa e
a localizacao de substituintes conectados a ligagdes simples pode variar ao longo do
tempo. Assim, cada molécula contendo uma ou mais ligacbes simples existe em
variados rotameros ou diferentes conformacfes. A composicdo quantitativa e
qualitativa desta mistura esta permanentemente mudando. Naturalmente, as
conformacdes de menor energia sao encontradas em maior quantidade. A
transformacao de uma conformacdo para outra esta relacionada a mudancas nos
angulos de torcdo (ou angulos de diedro) das ligacdes simples. (LEACH, 2001,
HOLTJE, 2003)

As mudancas na conformacdo molecular podem ser consideradas como
movimentos sobre uma superficie multidimensional que descreve a relacdo entre a
energia potencial e a geometria da molécula. Cada ponto sobre esta superficie
representa a energia potencial de uma Unica conformagéo. Conformacdes estaveis
de uma molécula correspondem a um minimo local nesta superficie de energia

(Figura 19) (LEACH, 2001; HOLTJE, 2003).
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Figura 19 — Diagrama de energia para o n-butano mostrando os minimos locais
e o minimo global de suas conformacdes. Adaptado de
(http://wps.prenhall.com/wps/media/objects/340/348272/Instructor_Resources/
Chapter_03/Text_Images/FG03_11.JPG)

Independente do método de minimizacdo de energia usado, ndo ha como
garantir que o minimo encontrado seja 0 minimo absoluto (ou minimo global) da
superficie de energia potencial (SEP). Normalmente, muitos minimos locais estao
presentes e € comum que a aplicacdo de algum algoritmo de minimizacdo de
energia acabe conduzindo a um deles, dependendo da proximidade da geometria
inicial do sistema. [Isto é particularmente verdade no caso da energia em funcao da
torcdo dos angulos diedros, ou seja, da energia conformacional.] Em principio, o
minimo absoluto s6 pode ser encontrado por analise conformacional sistematica do
sistema molecular (LEACH, 2001; HOLTJE, 2003).

A técnica mais rigorosa de realizar uma analise conformacional é varrer cada
angulo diedro da estrutura independentemente, a chamada pesquisa de grade. A

aplicacao deste procedimento é, contudo, limitada. O numero de conformacdes a

serem analisadas equivale a (360/0)", onde 6 € o incremento usado no processo de
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varredura do angulo diedro e n € o numero de ligacbes avaliadas. Quanto menor o
incremento 6, maior a quantidade de informacfes que se obtém sobre a energia
conformacional, mas, na prética, apenas algumas conformagdes sdo importantes. O
tamanho do incremento Otimo para a pesquisa conformacional sistematica €
normalmente de 30 graus. Isso significa que em uma rotagcdo completa de 360°, 12
conformacdes sdo obtidas. Entretanto, o nimero de ligacdes rotaveis avaliadas (n)
pode aumentar o nimero de conformacgdes a enésima poténcia (HOLTJE, 2003).

A atividade biolégica de uma molécula é dependente de uma Unica conformacédo
dentre todas as conformacdes de baixa energia. A pesquisa pela assim denominada
conformacao bioativa € um dos objetivos principais em quimica medicinal. Somente
a conformacéo bioativa pode se ligar em um ambiente macromolecular especifico no

sitio ativo do receptor protéico (HOLTJE, 2003).

4.1.2 METODOS DE MODELAGEM MOLECULAR

4.1.2.1 MECANICA MOLECULAR

Quando iniciamos um estudo de modelagem molecular, a primeira coisa a fazer é
gerar um modelo da molécula no computador definindo-se as posi¢des dos atomos
no espaco por um conjunto de coordenadas cartesianas. Uma geometria inicial
razoavel e confiavel determina a qualidade de toda a investigagdo subsequente. Os
métodos empregados para geragdo de estruturas moleculares tridimensionais (3D)
sdo (HOLTJE, 2003):

» banco de dados cristalograficos de raios-X

» compilacao de bibliotecas de fragmentos com geometrias padrdes,
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» desenho bidimensional (2D) das estruturas moleculares e
» conversao da estrutura 2D para 3D via programas especificos.

As estruturas moleculares geradas deverdo sempre ter sua geometria otimizada
a fim de se encontrar o estado de energia minima individual. Isto normalmente é feito
aplicando-se um método de mecanica molecular. A expressao “mecanica molecular”
€ usada para definir um método computacional amplamente aceito e empregado
para calcular as geometrias e energias moleculares (HOLTJE, 2003).

Neste método, os elétrons e o ndcleo dos atomos ndo sado explicitamente
incluidos nos calculos. A mecéanica molecular considera a composicdo atbmica da
molécula como uma colecdo de massas interagindo entre si através de forcas
harménicas. Como resultado desta simplificacdo, a mecanica molecular é um
método computacional relativamente rapido, aplicavel a moléculas pequenas e
grandes e até mesmo sistemas oligomoleculares (LEACH, 2001; HOLTJE, 2003).

Na abordagem pelo método da mecénica molecular, os atomos sdo considerados
como bolas de diferentes tamanhos (tipos de atomos) unidos por molas de
comprimento variavel (ligagbes). Aplica-se entdo a lei de Hooke para se calcular a
energia potencial do conjunto de atomos. Durante o célculo a energia total é
minimizada com relacdo as coordenadas atdomicas (Equacédo 1) (LEACH, 2001;

HOLTJE, 2003).

E

tot — Es + Eb + Et + Evdw + Eelec +... Equacéo 1

Onde Ey € a energia total da molécula, Es € o termo da energia do comprimento

da ligagéo, E, € o termo da energia do angulo de ligacdo, E; é a energia de torcao,
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Evaw € 0 termo referente a energia de Van der Waals e Egec € 0 termo da energia
eletrostatica (HOLTJE, 2003).

A mecanica molecular realiza calculos da energia estérica total de uma molécula
em termos de desvio em relacdo a um estado “nao tensionado” do comprimento de
ligacdo, do angulo de ligagcdo e do angulo de torgdo, incluindo interacbes nao
ligantes intramoleculares. Uma colecéo destes valores de referéncia juntamente com
as respectivas constantes de forca relacionadas a cada uma destas variaveis €&
conhecida como “campo de forga” (force field) (HOLTJE, 2003).

O primeiro termo na Equacao 1 descreve a mudanca de energia em funcédo do
estiramento e da contracdo do comprimento de ligacdo entre dois atomos com
relacdo a um valor de repouso nao tensionado. Assume-se, em geral, que as forcas
interatbmicas sdo harmonicas, de forma que este termo possa ser descrito por uma

simples funcdo quadrética dada pela Equacéo 2 (HOLTJE, 2003):

_ kb (b B bo)2

S Equacao 2
2 quac

E

Onde Ky, € a constante de forca da ligacdo, bg € o comprimento de ligacdo nao
tensionado e b é o comprimento real de ligacao.

No caso do angulo de ligacdo emprega-se também uma representacdo simples
harmbnica. O segundo termo, referente a energia do angulo de ligacdo é descrito

pela Equacéo 3 (HOLTJE, 2003).

_ ke (9 _‘90)2

2 Equacéo 3

E,
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Onde kg é a constante de forga do angulo de ligagao (8), 80 é o angulo de ligacao
no equilibrio e 6 é o valor real para 6.
O termo referente a variagdo da energia potencial em funcdo do angulo de diedro

é descrito pela Equacéo 4 (HOLTJE, 2003).

_ K, (@—cos(ng —p,)’

t E ao 4
2 quagdo

E

Onde k, é a barreira torcional, ¢ € o angulo de torg&o real, n é a periodicidade
(nimero de minimos de energia dentro de um ciclo completo) e ¢o é o angulo
torcional de referéncia.

O termo que representa a energia de van der Waals, isto €, interacbes entre
pares de atomos distantes trés ou mais ligacdes, é usualmente representada pela

Equacgédo 5 (HOLTJE, 2003).

B

E - Zﬁ 5
vdw 12 5
I r__6 Equacéo 5

Onde Aij é o coeficiente do termo de repulsédo, Bij € o coeficiente do termo de
atracdo e rij € a distancia entre os atomos i e |. Esta € a forma do potencial de
Lennard-Jones, mas ha diversas modificacdes deste termo utilizadas em diferentes

campos de forga.
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O termo que representa a energia eletrostatica (também entre pares de atomos
distantes 3 ou mais ligacdes) é geralmente calculado usando o potencial descrito

pela Equacéo 6 (HOLTJE, 2003).

c _10Q

elect Equacéo 6
e quac

r

Onde € € a constante dielétrica do meio, Q; e Q, sdo as cargas atdbmicas dos
atomos interagindo e r a distancia interatbmica.

A idéia basica da mecanica molecular € que as ligacdes possuem comprimentos
e angulos “naturais”. Os valores no equilibrio dos angulos de ligagdo e dos
comprimentos de ligacdo e as constantes de forca correspondentes utilizadas nas
funcdes de energia potencial sédo definidos no campo de forca e formam os
“parametros do campo de forca”. Cada desvio destes parametros padrdes resultara
num incremento da energia total da molécula. Assim a energia total € uma medida
da tensdo intramolecular relativa, correlacionada a uma molécula hipotética com
geometria ideal (HOLTJE, 2003).

O objetivo de um bom campo de forca € descrever tanto quanto possivel
diferentes classes de moléculas com razoavel exatiddo. A confiabilidade nos
calculos de mecanica molecular é dependente de funcdes de energia potencial e da
qualidade dos parametros incorporados a estas funcdes. Assim, é facil compreender
gue calculos de alta qualidade ndo podem ser realizados se parametros geométricos
importantes sdo negligenciados. Para evitar esta situacdo, a escolha de um campo
de forca adequado a uma investigacdo em particular deve ser cuidadosamente

selecionado (HOLTJE, 2003).
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Com estes principios em mente, é hora de examinar alguns dos campos de forca
mais comuns presentes em programas de modelagem profissionais. Dentre estes,
“Dreiding” € um campo de for¢ca parametrizado para todos os tipos de atomos que
qualquer quimico organico esperaria obter dos elementos H, C, N, O, P, S, F, Cl, Br
e |. Em termos de expresséo “padrao” seria descrito pela Equag¢ao 1 (HINCHLIFFE,
2006).

Em sua revisdo de 1976, Norman Allinger essencialmente definiu o que
chamamos de campo de forga “MM1” (Molecular Mechanics Force Field 1 - MMFFL1).
Ele tratava apenas hidrocarbonetos, ignorando o termo de Coulomb e usando um
potencial de Lennard-Jones de exponencial seis. Entretanto, essa abordagem
encontrava problemas com os hidrocarbonetos ciclicos como, por exemplo, o
ciclobutano e outros anéis tensionados (HINCHLIFFE, 2006).

Em 1977, Allinger introduz o campo de forca “MM2” — campo de forca para
hidrocarbonetos aprimorado - (Molecular Mechanics Force Field 2 - MMFF2). O MM2
difere do MM1 em trés aspectos principais:

1) O termo do angulo de diedro da Equacéo 4 foi estendido conforme descrito

pela Equacédo7 (HINCHLIFFE, 2006):

k, X+cosp) k, (1+cos2¢p) k, (1+cos3p)
E = > + —2 > +— >

Equacéao 7

Onde cada ken foi encontrado e calibrado experimentalmente.
2) O termo de deformacdo do angulo de ligagcdo da Equacédo 3 foi estendido

conforme descrito pela Equacéo 8 (HINCHLIFFE, 2006):
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_ k¢9(‘9_90)2 4 ker(g_go)6

t 2 2 Equacéao 8

E

3) Os termos cruzados referentes ao estiramento e a deformacao das ligacGes
foram negligenciados (HINCHLIFFE, 2006).

O campo de forca AMBER (um acrénimo para Assisted Model Building and
Energy Refinement) é um campo de forca para simulacdo de aminoacidos e
proteinas. Os angulos e comprimentos de ligacGes utilizados em sua calibracéo
foram obtidos experimentalmente de dados de microondas, difracdo de néutrons e
estudos quantum-mecéanicos acurados. Os parametros foram entdo refinados com
estudos de mecanica molecular sobre modelos como tetrahidrofurano,

deoxiadenosina, dimetilfosfato e outros (HINCHLIFFE, 2006).

4.1.2.2 MECANICA QUANTICA - ab initio

Ab initio significa, estritamente, “do inicio” ou “dos principios iniciais”, implicando
que os calculos que utilizam tal abordagem requerem como parametros somente
constantes fisicas como a velocidade da luz, a constante de Planck, a massa das
particulas elementares e assim por diante. Ab initio de fato refere-se a calculos que
utilizam todas as equacgOes Hartree-Fock, sem desprezar ou aproximar qualquer dos
termos ou integrais empregados no operador Hamiltoniano. Esse modelo emprega
um conjunto de funcbes de bases (“basis set”) nos calculos. Uma funcédo de base

minima, estritamente falando, conteria exatamente o numero de funcées que seriam
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necessarias para acomodar todos os orbitais preenchidos de um atomo. Na pratica,
uma base minima inclui todos os orbitais atbmicos em uma camada. Assim, para o
hidrogénio e o hélio, uma Unica funcdo do tipo 1s seria necessaria; para 0S
elementos do litio ao nednio, funcbes 1s, 2s e 2p seriam utilizadas e assim por
diante. As bases STO-3G, STO-4G, etc (em geral STO-nG) sdo todas bases
minimas (LEACH, 2001).

As bases minimas sdo conhecidas por apresentarem diversas deficiéncias. Um
problema em particular ocorre com compostos contendo atomos do final do periodo,
como por exemplo, oxigénio e fllor. Estes atomos sdo descritos utilizando-se o
mesmo numero de funcdes de base para os atomos do inicio do periodo, apesar de
possuirem mais elétrons. O simples aumento do numero de func¢des nao
necessariamente soluciona o problema ou aprimora o modelo. A solucdo mais
comum deste problema é a introducdo de uma base com “funcdo de polarizacao”.
Funcbes de polarizagdo possuem um numero quantico angular mais elevado, e
assim correspondem aos orbitais p para o hidrogénio e d para os demais atomos
(LEACH, 2001).

O uso de bases contendo func¢des de polarizacdo € indicado por um asterisco (*).
Assim, 6-31G* refere-se a base 6-31G com func¢des de polarizacdo para atomos
pesados (isto €, ndo hidrogénio). Dois asteriscos (e.g, 6-31G**) indicam a aplicacao
de funcdes de polarizacéo (isto &, orbital p) para os atomos de hidrogénio e hélio. A
base 6-31G** é particularmente util onde ocorrem liga¢gGes hidrogénio. Funcdes de
base com polarizacdo parcial também foram desenvolvidas, por exemplo, 3-21G*
gque é a mesma base minima 3.21G com func¢des de polarizacédo parcial (LEACH,

2001).
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Estas funces de bases séo suficientes para a maioria dos calculos. Entretanto,
para alguns calculos de nivel mais elevado, uma base que efetivamente habilite o
limite a ser alcancado deve ser considerada. Por outro lado, o custo computacional
inerente a estas bases deve ser avaliado, de modo a ter-se uma relacdo
custo/beneficio favoravel (LEACH, 2001).

Devido ao custo computacional elevado dos métodos ab initio mais sofisticados,
um recurso comumente empregado é o de se otimizar a geometria com um conjunto
de bases mais simples e entdo executar calculo em ponto Unico (Single Point
Calculation) com um método mais completo sobre a geometria resultante (LEACH,

2001).

4.1.2.3 METODOS SEMI-EMPIRICOS

A maior parte do tempo necessario para efetuar um calculo ab initio, utilizando o
modelo Hartree-Fock, é despendido invariavelmente na computacdo das integrais. O
modo mais 6bvio de reduzir o esforco computacional € negligenciar ou aproximar
algumas destas integrais. Métodos semi-empiricos realizam este processo por
considerarem apenas 0s elétrons da camada de valéncia. A razdo por tras desta
aproximacdo é que os elétrons envolvidos numa ligacdo quimica, e outros
fendbmenos que podemos desejar investigar, sdo os elétrons da camada de valéncia
(LEACH, 2001).

O primeiro método a utilizar essa aproximacdo € o CNDO (Complete Neglect of
Differential Overlap ou Negligéncia Completa da Diferencial de Sobreposi¢do), no

qual os orbitais atbmicos sdo considerados esfericamente simétricos na avaliagdo
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das integrais de repulséo eletrénica. A direcionalidade dos orbitais p é considerada
apenas pelas integrais de ressonancia de um elétron. O método seguinte foi o INDO
(Intermediate Neglect of Differencial Overlap ou Negligéncia Intermediaria da
Diferencial de Sobreposicédo), que inclui integrais de repulsdo de um centro entre
orbitais atdbmicos do mesmo atomo. O método NDDO (Neglect of Diatomic
Differential Overlap ou Negligéncia da Diferencial de Sobreposi¢cao Diatémica) foi o
primeiro a incluir a direcionalidade dos orbitais atébmicos durante o célculo das
integrais de repulsao (LEACH, 2001).

Dewar e colaboradores desenvolveram uma série de programas com o objetivo
de tornar acessiveis calculos semi-empiricos de orbitais moleculares aos nao
especialistas. Além disso, os programas deveriam fornecer informacdes estruturais
guimicamente exatas com um custo razoavel de tempo de calculo, um objetivo que
s6 pbde ser alcancado parcialmente. O método MINDO/3 (Modified Intermediate
Neglect of Differential Overlap, version 3 ou Negligéncia Intermediéria Modificada da
Diferencial de Sobreposi¢cdo, versdo 3) foi o primeiro programa a introduzir o
conceito de calculos de estrutura e de energia. O método, uma modificacdo do
método INDO, contém um conjunto de parametros desenvolvidos para aproximar as
integrais de repulsdo de um centro, que eram avaliadas analiticamente. Estes
parametros, juntamente com constantes usadas para avaliar integrais de
ressonancia, foram introduzidos para ajustar os resultados de forma a reproduzirem
da melhor maneira possivel dados experimentais e compensar, em parte, as
aproximacoes inerentes a negligéncia da diferencial de sobreposi¢cédo. Contudo, para
moléculas nas quais a repulsdo entre pares de elétrons solitarios € significativa, o

meétodo apresentava alguns erros sistematicos (LEACH, 2001).
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O método MNDO (Modified Neglect of Differential Overlap ou Negligéncia
Modificada da Diferencial de Sobreposicdo) foi entdo desenvolvido a partir da
aproximacdo NDDO, na qual esta presente o efeito da direcionalidade dos termos de
repulsédo elétron-elétron. Seguiram-se os métodos AM1 (Austin Model 1 ou Modelo
Austin 1) e PM3 (Parametric Method 3 ou Método Paramétrico 3). Ambos os
meétodos incorporam aproximacdes muito semelhantes, mas diferem nas suas
parametrizacdes (DEWAR, 1984).

Em 1989, Stewart aprimorou as técnicas de parametrizacdo do AM1 e publicou o
método PM3 que apresenta uma média de erros menores do que o AM1. Logo a
seguir, Stewart aprimorou sua parametrizacdo e foi capaz de aperfeicoar 37
elementos simultaneamente, todos do grupo principal, juntamente com trés metais
de transicdo com orbitais d totalmente preenchidos (Zn, Cd e Hg). O modelo
resultante, PM5 (Parametric Method 5 ou Método Paramétrico 5), possui cerca de
40% de reducdo nos erros médios comparados aos outros métodos semi-empiricos
para todos os 37 elementos (ROCHA et al, 2006).

Recentemente, o método AM1 foi objeto de uma re-parametrizacdo para 0s
atomos de H, C, N, O, P, S, F, CI, Br e |, resultando no método RM1 (Recife Model
1). Para entalpia de formac&o, momento de dipolo, potencial de ionizacao e distancia
interatdmica, os erros médios, para 1736 moléculas estudadas, sdo menores do que
os gerados pelos métodos AM1, PM3 e PM5. O erro médio no angulo de ligagcéo
calculado por RM1 é o unico parametro com resultado levemente maior do que o
obtido por AM1, mas foi inferior ao erro médio nos valores obtido por PM3 e PM5

(ROCHA et al, 2006).
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4.2 METODOLOGIA COMPUTACIONAL

As estruturas 3D dos compostos foram construidas e otimizadas no programa
Spartan’06®, versdo 1.1.2 da Wavefunction Inc., em ambiente Windows®, numa
estacdo de trabalho com processador Intel Pentium® 4, operando a 3.2 GHz de
frequéncia e 2 Gb de memdria RAM.

A distribuicdo das conformacbes foi efetuada através do método AM1
empregando andlise conformacional sistematica com incrementos de 30 em 30
graus. O conférmero de menor energia foi submetido a “single point calculation” pelo
modelo DFT-B3LYP, utilizando a base 6-31G*. A seguir foram obtidos os valores de
momento de dipolo molecular, mapa de potencial eletrostatico molecular (MEP),
mapa de densidade eletrénica do HOMO, mapa de densidade eletrénica do LUMO,
distribuicdo dos orbitais HOMO e LUMO. Os valores de lipofilicidade (cLogP) foram
obtidos pelo modelo de Crippen disponivel no programa Spartan’06®.

Todas as imagens foram capturadas diretamente da tela com o programa
Snaglt®, versdo 8.2.3 da TechSmith Corporation, sem edicdo ou correcdo, com

excecdo da identificacdo ou legenda dos compostos.
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4.3 METODOLOGIA - ESTUDO TEORICO DAS PROPRIEDADES
FARMACOCINETICAS E DE TOXICIDADE IN SILICO - ADMET
(ABSORCAO, DISTRIBUICAO, METABOLIZACAO, ELIMINACAO E
TOXICIDADE)

A farmacocinética teorica in silico é uma abordagem atualmente muito
utilizada no estudo inicial das propriedades ADMET (Absorcdo, Distribuicéo,
Metabolizacdo, Excrecdo e Toxicicidade — também chamada de ADME/Tox) cujo
objetivo € limitar o gasto desnecessario em ensaios bioldégicos de compostos com
alta probabilidade de problemas farmacocinéticos e toxicos futuros, economizando
tempo e investimento (LIPINSKI, 2004; KADAN, 2007; KHAN, 2007; HOU et al,
2007).

A confiabilidade nestes modelos tedricos € dependente de informagfes de banco
de dados proprietarios e que estdo sendo gradualmente liberados pelas industrias
farmacéuticas. Estes modelos também s&o submetidos a testes de desafio, onde o
objetivo é determinar o grau de confianca no mesmo (STOUCH et al, 2003; TETKO
et al, 2006; WANG et al, 2007).

Os dados tedricos a serem relacionados ao potencial comportamento
farmacocinético e toxicolégico dos compostos estudados foram obtidos in silico
usando o programa Osiris® Property Explorer da Actelion Pharmaceuticals®.

Foram obtidos dados relacionados ao risco de toxicidade (mutagénico,
tumorogénico, irritante e efeitos no sistema reprodutor), “druglikeness” (semelhanga
com farmacos) e “drugscore” (indice de aproximagédo para se tornar um potencial

candidato a farmaco).

! http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
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“Drugscore” combina os valores obtidos de “druglikenes”, cLogP (lipofilicidade),
logS (solubilidade), peso molecular e riscos de toxicidade em um Unico valor de
modo a avaliar se o composto tem potencial para se tornar um farmaco.

O risco de toxicidade é baseado no banco de dados de substancias quimicas
gue possuem comprovadamente efeito toxico (Registry of Toxic Effects of Chemical
Substances - RTECS) e validado com um banco de dados contendo farmacos

comercialmente disponiveis e largamente usado no mercado.

Mutagenicidade Efeitos Irritantes
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Tumorogenicidade Efeitos Reprodutivos
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Figura 20- Osiris® Property Explore — Grafico de Treinamento. Resultado
percentual do treinamento com substancias quimicas com efeitos toxicos (A) e
validacdo utilizando-se farmacos em comercializais (B). Adaptado de
(http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/tox.html).
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De acordo com o grafico de treinamento (Figura 20) o programa Osiris tem um
bom grau de confiabilidade. Considerando, por exemplo, os valores obtidos para o
risco mutagénico, apenas 14% das substancias quimicas toxicas avaliadas foram
erroneamente classificadas com risco baixo, enquanto 86% tiveram atribuicdo entre
alto e médio risco e, portanto, de acordo com os dados experimentais.

No processo de validacdo (Figura 19B), utilizou-se apenas farmacos disponiveis
comercialmente, onde apenas 12% dos farmacos apresentaram resultados
discrepantes, distribuidos entre alto e médio risco, enquanto que a maioria dos
farmacos foi corretamente identificada (88%) como nédo possuindo efeito
mutagénico.

O algoritmo de avaliacdo de semelhanca com farmacos (“druglikeness”) foi
desenvolvido pela Actelion. A lista de fragmentos é criada a partir de um banco de
dados de 3300 farmacos comerciais (fragmentos druglike) assim como 15000
substancias quimicas comercialmente disponiveis no catalogo Fluka® (fragmentos
nao-druglike) formando uma lista completa com todos os fragmentos disponiveis. A
geracdo dos fragmentos ocorre a partir da quebra das ligacbes simples. O valor de
druglikeness (d) é, entdo, calculado com a Equacdo 9 somando os valores dos

fragmentos que estdo presentes na molécula em estudo.

D vi
d= \jﬁ Equacdo 9

Todos os fragmentos com freqiiéncia acima de certo limite foram agrupados a

fim de remover os altamente redundantes. Para os demais fragmentos, o potencial
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de druglikeness foi determinado como o logaritmo do quociente da frequéncia nos

farmacos comerciais versus as substancias quimicas do catalogo Fluka (Figura 21).

Farmacos Comerciais

Substancias Quimicas Catalogo Fluka

Figura 21 - Distribuicdo de druglikeness. Farmacos comerciais (em vemelho)
versus substancias quimicas do catdlogo Fluka (em azul). Fonte:
http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/

No gréafico obtido (Figura 20), 80% dos farmacos apresentam um valor de
druglikeness positivo, enquanto que as substancias quimicas do catalogo da Fluka
apresentaram um valor negativo.

Assim, os dados obtidos com o programa Osiris® Property Explorer podem ser

utilizados como parametros na avaliacdo farmacocinética e toxicoldégica com boa

confiabilidade (COSTA et al, 2006).



70

4.3.1 REGRA DOS CINCO

Alta biodisponibilidade oral é freqliientemente uma consideracdo importante
no desenvolvimento de moléculas bioativas como agentes terapéuticos e 0
candidato deve atender a quatro parametros globalmente associados com a
solubilidade e a permeabilidade: peso molecular, Log P (lipofilicidade), nUmero de
doadores de ligacdo hidrogénio namero de receptores de ligacdo hidrogénio. Essa
condicao ficou conhecida pelo mnemonico “Regra dos Cinco”, porque para cada um
dos quatro parametros, os valores encontrados eram proximos a cinco ou multiplos
de cinco (LIPINSKI, 2004).

O WDI (World Drugs Index — Indice Mundial de Farmacos) é um banco de dados
computadorizado contendo mais de 50.000 substancias. Deste banco de dados foi
extraido um conjunto de substancias que serviu de banco de prova para a “Regra
dos Cinco”. A analise destas substancias mostrou que (LIPINSKI, 2004):

» 11% das substancias analisadas apresentam um peso molecular maior do
que 500 Da;

» 10% das substancias analisadas apresentam um cLogP (lipofilicidade)
maior do que 5;

» 8% das substancias analisadas apresentam a soma de OH e NH maior do
que 5;

» 12% das substancias analisadas apresentam a soma de atomos N e O na

férmula molecular maior do que 10.
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A “Regra dos Cinco” estabelece que uma absorgao ou permeacgao reduzida sera
mais comum quando (LIPINSKI, 2004):

v" Houver mais do que 5 doadores de ligacdo hidrogénio (expresso pela
soma de OH e NH na molécula);

v" O peso molecular for maior do que 500 Da;

v" O cLogP for maior do que 5;

v" Houver mais do que 10 aceptores de ligacdo hidrogénio (expresso pela
soma de atomos de N e O);

As classes terapéuticas oralmente ativas que sao excecao a “Regra dos 5” sao:
antibioticos, antifungicos, vitaminas e glicosideos cardiotbnicos. Uma possivel
explicacdo para estas substancias que “violam” a “Regra dos Cinco” seria que
membros destas classes terapéuticas apresentam caracteristicas estruturais que
permitem ao farmaco atuar como substrato para transportadores que ocorrem
naturalmente (LIPINSKI, 2004).

Uma extensao da “Regra dos Cinco” foi formulada apés o estudo de uma série de
compostos ensaiados em ratos. Neste trabalho compostos com o numero de
ligacBes rotaveis menor do que dez (10) e area de superficie polar (PSA) menor ou
igual a 140 A? (ou a soma do nimero de aceptores e de doadores de ligacdo
hiodrogénio menor do que 12) apresentam melhor biodisponibilidade oral no rato.
Também foi observado que uma reduzida PSA correlaciona melhor com o aumento
da velocidade de permeacdo do que a lipofilicidade (cLogP) e que um aumento no
namero de ligacdes rotaveis possui um efeito deletério na velocidade de permeacéo
(VEBER, 2002; KELLER, 20086).

Diversas superficies podem ser calculadas para uma molécula (Figura 22).

Dentre elas, temos a superficie de area polar (PSA — Polar Surface Area).
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Superficie acessivel ao solvente

Esfera de prova
Espaco morto
(inacessivel ao
solvente)

Superficie molecular

Superficie de van der Waals Superficie de contato

Figura 22. A superficie de Van der Waals corresponde ao contorno da
superfice definidas pelos raios de van der Waals dos atomos. A superficie
molecular é gerada rolando-se uma esfera de prova (geralmente de raio 1.4 A,
representando a molécula de agua) sobre a superficie de van der Waals. O
centro da esfera de prova traca a superficie acessivel ao solvente (Adaptado
de: LEACH, 2001).

PSA é definido como a soma das areas de superficies de van der Waals dos
atomos polares (oxigénio e nitrogénio). Uma superficie polar menor do que 90 A% é
referenciada como o limite maximo aproximado para que a molécula ultrapasse a

barreira hemato-encefalica ( WERMUTH, 2003)
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise dos dados de atividade antimicrobiana dos derivados
pirazolo-piridina (1) e tieno-piridina (2)

A oxazilidinona linezolida (Zyvox®) é o farmaco de escolha na terapéutica de
infeccbes hospitalares causadas por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
(Figura 5). Entretanto, a toxidade e casos emergentes de resisténcia, prolongam o
tratamento, podendo torna-lo ineficaz (LOHRAY et al.,, 2004). Estudos recentes
mostram que a fusdo da oxazolidinona com o anel tienopiridina resulta em derivados
com atividade semelhante a linezolida em ensaios in vitro contra S. aureus

(LOHRAY et al., 2004).

A literatura descreve a presenca do sistema pirazolo em inUmeros compostos
com diferentes perfis de atividade biolégica (Figura 23A) (KUMAR et al, 2005).
Como esse anel tem recebido muita atencdo, os métodos de sintese vém sendo
aperfeicoados. Um exemplo € o pirazolo(3,4-d)pirimidina, que apresenta atividade

sobre S. aureus (Figura 23B) (ALI et al, 2003).
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Figura 23 — Estruturas (A) dos derivados pirazol com diferentes atividades bioldgicas
e (B) dos derivados pirazolo(3,4-d)pirimidina com atividade sobre S. aureus. Adaptado
de: A (KUMAR et al., 2005) e B (ALl et al., 2003).

O grupo da professora Dr? Alice Maria Rolim Bernardino do Laboratério de
Sintese de Heterociclicos (LASINHET) do Instituto de Quimica da Universidade
Federal Fluminense sintetizou, com base na literatura, varios sistemas aromaticos
heterociclicos, obtendo derivados com diferentes perfis de atividades. Um exemplo
mais recente refere-se a sintese de derivados benzo-pirazolo-naftiridina
(BERNARDINO et al., 2008) que apresentam atividade inibitoria frente ao virus HSV

em culturas de células (Figura 24)
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R1=H, Me R2 = H, Me, OMe, ClI

Figura 24. Estrutura de derivados 3H-benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridina
com atividade antiviral anti-HSV). Em destaque (vermelho) os nucleos pirazolo-
piridina. Adaptado de (BERNARDINO et al., 2008).

Neste grupo foram sintetizadas duas séries de derivados heterociclicos
(Figura 25) — pirazolo-piridina (1) e tieno-piridina (2) — e testadas in vitro contra cocos
Gram-negativos (Escherichia coli, Serratia morcencens, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter calcoaceticus, Acinetobacter calcoaceticus,
Klebsiella pneumoniae) e Gram-positivos (Enterococcus faecalis e Staphylococcus
epidermidis). As cepas utilizadas sdo de bactérias resistentes, fornecidas pelo
Hospital Universitario Antdnio Pedro da Universidade Federal Fluminense, Niteroi,

Rio de Janeiro.
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Figura 25 — Esquema de sintese dos derivados pirazolo-piridina (série 1) e
tieno piridina (série 2).

A série dos derivados com o nucleo pirazolo-piridina possui seis compostos
substituidos na posicdo meta; seis derivados substituidos na posicdo para (ambas
as substituicbes no anel benzénico ligado ao grupo amino) e um derivado sem
substituintes neste anel (R = H), totalizando treze derivados da série 1 (1, la-m)

(Figura 26).

A segunda série corresponde aos derivados com sistema tieno-piridina e é
composta por seis derivados substituidos na posicdo meta; seis derivados
substituidos na posicdo para (ambas as substituicdes no anel anel benzénico ligado
ao grupo amino) e um derivado ndo substituido neste anel (R = H), totalizando treze

derivados da série 2 (2, 2a-m) (Figura 26).
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Figura 26. Esquema dos derivados pirazolo-piridina (1) e tieno-piridina (2). Em
destaque, a substituicdo isostérica do sistema aromatico pirazolo-piridina
pelo sistema aromatico tieno-piridina

NO,

Apresentam atividade contra Staphylococcus epidermidis os derivados 1a, 1b,
1lc, le e 1f (m-OCHs, m-CHsz, m-Cl, m-F e m-Br, respectivamente) da série 1
(pirazolo-piridina). Os demais derivados da série 1 e todos os derivados da série 2
sao inativos (Tabela 3). Deve-se ressaltar que n&o foi observada atividade
antimicrobiana nos compostos quando ensaiados frente as outras cepas resistentes
de bactérias gram positivas e negativas provenientes do Hospital Universitario

Antbdnio Pedro, descritas anteriormente.

Utilizou-se como controle positivo neste estudo os seguintes farmacos:

ampicilina, cloranfenicol, oxacilina, penicilina G e vancomicina.
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Os testes de susceptibilidade das cepas bacterianas as substancias foram
efetuados pelo método de difusdo qualitativo (OLIVEIRA, 2001) em concentracao de

10 mg/mL. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

A concentracdo minima inibitéria (MIC — Minimal Inhibitoty Concentration) foi
determinada apenas para os derivados ativos pela técnica de difusdo utilizando-se o
método de macro-diluicdo. A concentracdo para cada derivado testado variou de 0,5
pg/mL a 1024 pg/mL. O MIC é definido como a menor concentracdo de cada
derivado que impede o crescimento bacteriano visivel. Todos os ensaios de MIC

foram realizados em triplicata (OLIVEIRA, 2001).

Os ensaios de citotoxicidade em células sanguineas periféricas
mononucleares (PBMCs - Peripheral blood mononuclear cells), obtidas de doadores
saudaveis, foram realizados em duplicata ao menos 3 vezes e resultaram em
toxicidade nula para os derivados ativos da série 1 (1a, 1b, 1c, le e 1f). Foi utilizada

uma concentracdo 15 vezes maior ao do MIC.
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Tabela 3. Comparacéo entre o perfil antimicrobiano sobre S. epidermidis (Halo
de inibicdo, concentragdo Minima Inibitoria - MIC - e citotoxicidade em células
sanguineas periféricas mononucleares - dos derivados pirazolo-piridina (1,1a-
m) e tieno-piridina (2,2a-m).

Derivado R Halo MIC cc?
(mm) (Mg/mL) (%)

1 H 0 ND" 91
12 m-OCHjs 15 16 100
1b m-CHs 16 64 100
1c m-Cl 17 16 100
1d m-NO, 12 ND 100
le m-F 20 16 100
1f m-Br 17 16 100
1g p-OCHj 0 ND 100
1h p-CHs 0 ND 100
1i p-Cl 0 ND 100
1 p-NO, 0 ND 88
1l p-F 0 ND 100
Im p-Br 10 ND 92
2 H 0 ND 100
2a m-OCHj3 0 ND 100
2b m-CHs 0 ND 100
2c m-ClI 0 ND 100
2d m-NO, 0 ND 100
2e m-F 0 ND 100
2f m-Br 0 ND 100
29 p-OCHjs 0 ND 100
2h p-CHj 0 ND 100
2i p-Cl 0 ND 100
2j p-NO, 0 ND 100
2l p-F 0 ND 100
2m p-Br 0 ND 100

dCitotoxicidade é representada pela viabilidade celular (%) a 700uM do composto
®Nzo determinado (ND)
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5.2. ANALI$E CONFORMACIONAL DOS, DERIVADOS PIRAZOLO-
PIRIDINA (SERIE 1) E TIENO-PIRIDINA (SERIE 2)

As duas séries (pirazolo-piridina (1) e tieno-piridina (2)) foram submetidas ao
estudo de modelagem molecular com o intuito de identificar as propriedades

estereoeletronicas que pudessem ser correlacionadas com a atividade bioldgica.

Numa primeira abordagem, utilizou-se a analise conformacional para avaliar a
geometria dos derivados das duas séries. A série 1 (pirazolo-piridina) apresentou
todos os substituintes meta do lado oposto ao nucleo pirazolo-piridina. A analise
conformacional efetuada para os derivados meta-substituidos revelou um minimo de
energia global (conformagdo mais estavel) quando o substituinte esta distante do
anel pirazol. Observando-se, por exemplo, o derivado le (m-F), a analise
conformacional resultou em 32 conformacdes e apresentou em média uma diferenca
de cerca de 10 kcal/mol (barreira rotacional) entre a conformacdo de menor e a de
maior energia (Tabela 4). A ligacdo hidrogénio entre o &tomo de oxigénio (O1) do
grupo carboxila e o atomo de hidrogénio (H1) do grupo fenilamina (Figura 27) pode

contribuir para a maior estabilidade (menor energia) desta conformacao.

Existem diversos modos de classificar uma ligacdo hidrogénio.
Tradicionalmente sdo definidos trés tipos de ligacdo hidrogénio dependendo dos
valores de energia associado a este tipo de ligacdo. Assim, ligacdes hidrogénio com
energias entre -10,04 e -50,21 kJmol™* sdo definidas como fracas, aquelas com
energias entre -50,21 e -100,42 kJmol™ s&o definidas como fortes e ligacdes
hidrogénio com valores inferiores a -100,42 kJmol™ sdo consideradas muito fortes

(ROZAS, 2007)
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A distancia entre o atomo de hidrogénio e o atomo aceptor da ligacdo também
é utilizada como indicador da forca da ligacéo e, assim, distancias entre 1,2 a 1,5 A
s&o atribuidas a ligacdes hidrogénio muito fortes, distancias entre 1,5 a 2,2 A seriam
encontradas nas ligacdes fortes e entre 2,0 a 3,0 A corresponderiam as ligacdes

fracas (ROZAS, 2007).

Diedro CIN1C2C3 = -159,77° Diedro CIN1C2C3 = 75,67°
Distancia H1 -01=2,07 A barreira rotacional = 9.8 DistanciaH1 -01 =507 A
E = 29.28 kcal/mol kcavmol E = 39,07 kcal/mol

Figura 27. Comparacéao entre as conformacgdes de menor (esquerda) e de maior
(direita) energia para o derivado 1le (m-F) da série 1. A linha tracejada entre
H1<---->0O1 representa a ligacdo hidrogénio intramolecular.

A formacdo da ligacdo hidrogénio intramolecular favorece uma maior
estabilidade da molécula e também restringe a liberdade conformacional em torno
da rotacdo da ligacdo N1C2 do diedro C1IN1C2C3. Os valores obtidos para a
distancia interatbmica entre o atomo de hidrogénio H1 (do grupo amina) e o atomo
de oxigénio O1 (do grupo carboxila) revelam que, com o aumento da distancia,

ocorre um aumento na energia relativa da molécula (Tabela 4).
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Tabela 4. Distancias interatdmicas (Angstron - A) entre H1 e O1 e valores de
energia das 32 conformacdes (C01-C32) obtidas por analise conformacional,
pelo método AM1, parao derivado 1le (m-F) da série 1.

Conf.? E° E rel.t DH101 Conf.? E° E rel.t D H101
# (kcal/mol) (kcal/mol) (A) # (kcal/mol)  (kcal/mol) (A)
co1 29,28 0,00 2,07 C17 31,95 2,67 3,90
C02 29,36 0,08 2,07 C18 31,97 2,69 3,87
Cco3 29,41 0,13 2,07 C19 31,97 2,69 3,91
co4 29,45 0,17 2,07 C20 31,98 2,70 3,85
Co5 31,72 2,44 3,88 C21 32,40 3,12 3,85
Co6 31,72 2,44 3,88 C22 32,40 3,12 3,89
co7 31,75 2,47 3,91 C23 32,41 3,13 3,89
Cco8 31,76 2,48 3,91 C24 36,98 7,70 3,94
Cco9 31,78 2,50 3,87 C25 36,98 7,70 3,94
C10 31,81 2,53 3,89 C26 36,99 7,71 3,94
Ci11 31,82 2,54 3,90 C27 37,00 7,72 3,94
C12 31,82 2,54 3,88 Cc28 37,10 7,82 5,13
C13 31,84 2,56 3,89 C29 37,12 7,84 5,13
Ci4a 31,84 2,56 3,88 C30 37,50 8,22 5,14
C15 31,92 2,64 3,88 C31 37,53 8,25 5,15
Cl6 31,94 2,66 3,91 C32 39,07 9,79 5,07

a) Conf. = numero da conformacao; b) E = energia; c) E rel. = diferenca de energia
em relacdo a conformacao C01; d) D H101 = distancia interatbmica entre H1 e O1

As conformacdes CO1 (de menor energia), C02, C03 e C04 apresentam,
praticamente, a mesma distancia interatbmica entre o atomo de hidrogénio H1 e o
atomo de oxigénio Ol (H1<---->01) e todas apresentam ligacdo hidrogénio
intramolecular. Nas demais conformac¢des ndo foram observadas ligagdo hidrogénio

(Tabela 4 e Figura 28).
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Figura 28. Gréafico de energia relativa em funcdo da distancia interatdmica
entre H1 e O1. A esfera no gréfico representa a conformac&o de menor energia
(C01) (maior estabilidade) obtida pela analise conformacional do derivado le
da série 1.

Os derivados ativos da série 1, isto &, derivados 1a, 1b, 1c, 1e e 1f, sdo todos
substituidos na posicdo meta no anel C, enquanto que nesta mesma série, 0S
derivados com 0s mesmos grupos substituintes na posi¢do para do anel C foram
inativos, desta forma, foram realizadas medidas de distancias interatdmicas entre o
substituinte na posi¢cdo meta do anel C e o atomo de hidrogénio (na posi¢ao para) do
anel fenila (anel D) (distancia D1) e entre o substituinte na posicéo para do anel C e
o atomo de oxigénio do grupo carboxilico (distancia D2) visando propor um

farmacéforo preliminar. Foi avaliada também a area CPK (A?) da série 1 (Tabela 5).
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Tabela 5. Distancias interatémicas D1 e D2 (A) e area CPK (A?) da série 1
realizadas para a conformacado mais estavel de cada composto.

\D2 (A)
D1 (A)
v H
Derivado X Y D1(A) D2 (A) AreaCPK (A?

1 H H 13,04 9,50 337,92
la OCH3 H 13,32 9,49 367,52
1b CHs H 13,30 9.51 357,86
1c Cl H 13,60 9,49 352,82
1d NO; H 13,50 9,46 363,57
le F H 13,40 9,44 344,36
1f Br H 13,72 9,48 357,60
1g H OCH; 12,70 9,84 368,78
1h H CHs 12,65 9,96 358,71
1i H Cl 13,08 10,06 353,63
1] H NO, 13,44 9,68 363,61
1l H F 13,07 9,74 343,89
im H Br 13,20 10,26 357,96

As medidas de distancias interatdbmicas D1 e D2 foram feitas
considerando o atomo pesado diretamente ligado ao anel fenila (anel C). Os

derivados meta-substituidos apresentaram uma distancia média D1 igual a 13,47 A e



85

uma distancia média D2 igual a 9,48 A. Os mesmos substituintes na posi¢éo para do
anel C revelaram uma distancia média D1 igual a 13,02 A e uma distancia média D2
igual a 9.92 A. O decréscimo em D1 é em média 0,45 A e o acréscimo em D2 é em
média de 0,44 A. A area CPK (Corey-Pauling-Kotton) aumenta para todos os
derivados substituidos na posicdo para do anel C em média 0,47 A% Estes dados
mostram que ndo existe uma diferenca significativa das distancias (D1 e D2)
calculadas e as areas CPK para os derivados meta e para substituidos que

justifiguem o perfil de atividade apresentado.

A andlise conformacional efetuada para a série 2, revelou que os derivados
meta-substituidos, diferente da série 1, apresentam as conformagdes mais estaveis
quando os substituintes em meta estdo localizados proximos ao sistema tieno-
piridina. Esta conformacdo também é favorecida pela presenca de uma ligacdo
hidrogénio intramolecular entre o atomo de hidrogénio da amina (H1) e o atomo de
oxigénio do grupo carboxila (O1) (Figura 29) e apresentou uma barreira rotacional de

9,9 kcal/mol (conformacédo mais estavel).
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Figura 29. Comparacéao entre as conformacdes de menor (esquerda) e de maior
(direita) energia para o derivado 2e (meta-F) da série 2. A linha tracejada entre
H1<---->0O1 representa a ligacdo hidrogénio intramolecular.

Tabela 6. Distancias interatbmicas entre H1 e O1 e valores de energia das 22
conformacdes (C01-C22) obtidas por andlise conformacional, pelo método
AM1, para o derivado 2e (m-F) da série 2.

Conf.? E? E rel. DH101*  Conf.? E° E rel. D H101°

#  (kcal/mol) (kcal/mol) (A) # (kcal/mol)  (kcal/mol) (A)
co1 -51,27 0,00 2,08 C12 -44,83 6,44 3,92
Co2 -51,26 0,01 2,08 C13 -44,79 6,48 3,92
co3 -49,02 2,25 3,89 Ci14 -44,79 6,48 3,92
Cco4 -48,95 2,32 3,89 C15 -44,71 6,56 5,08
Ccos -48,92 2,35 3,92 Cl6 -44,28 6,99 5,10
Co6 -48,90 2,37 3.90 C17 -42,37 8,90 3,37
co7 -48,90 2,37 3,88 C18 -42,36 8,91 3,38
co8 -45,47 5,80 2,12 C19 -42,32 8,95 3,37
co9 -45,36 5,91 2,13 C20 -42,31 8,96 3,38
C10 -44,85 6,42 2,15 C21 -41,88 9,39 5,02
C11 -44,84 6,43 2,15 C22 -41,37 9,90 5,02

a) Conf. = numero da conformacao; b) E = energia; c) E rel. = diferenca de energia
em relacdo a conformacédo C01; d) D H101 = distancia interatdmica entre H1 e O1
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Observando-se a Tabela 6, as conformacfes identificadas como C08, CQ9,
C10 e C11 podem, em funcédo das distancias interatbmicas H1-O1, formar ligacbes
hidrogénio. Entretanto, estas conformacdes apresentam maior energia,
provavelmente devido a interacdo estérica entre o atomo de hidrogénio da hidroxila

do grupo carboxila e o atomo de hidrogénio do anel piridina (anel B) (Figura 30).

Figura 30. Sobreposicdo entre as conformacdes C08, C09, C10 e Cl11 do
derivado 2e (m-F) da série 2. O simbolo )( representa a interacdo estérica
mencionada no texto.

Estes resultados séo reforcados pela analise das conformacgées C03 a C07,
gue apresentam energia menor do que as conformacfes C08 a C11, formando
ligagbes hidrogénio, ndo com o atomo de oxigénio da carboxila (O1), mas com o
atomo de oxigénio da hidroxila (O2) e sem o fator estérico observado nas
conformacdes CO8 a C11; resultando em maior estabilidade (Figura 31). As
conformacdes CO1 e C02 sdo praticamente idénticas entre si e apresentam a menor
energia (maior estabilidade) entre as conformagbes pesquisadas. A ligagcéo
hidrogénio nestas conformacdes ocorre entre o atomo de hidrogénio da amina (H1) e

0 atomo de oxigénio do grupo carboxila (O1) (Figuras 29 e 32).



88

Ligagao
Hidrogénio

Figura 31. Sobreposicao entre os conférmeros C03, C04, C05, C06 e C0O7 do
derivado 2e (m-F) da série 2, mostrando a ligacéo hidrogénio entre H1<---->02.

6.667

E rel. (kcal/mol)

3.033 4.067
distancia H1<>01 (A)

Figura 32. Gréafico de energia relativa em funcdo da distancia interatdmica H1<-
--->01. A esfera no grafico representa a conformacao de menor energia (C01)

(maior estabilidade) obtida pela analise conformacional do derivado 2e da série
2.

Foram realizadas também as medidas D1 e D2 para a série 2. Neste caso, a

distancia D1 foi efetuada entre o atomo do substituinte em meta diretamente ligado
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ao anel C e o atomo de enxofre do sistema tieno-piridina (2). Foi também avaliada a

area CPK (A% (Tabela 7), conforme realizado para a série 1.

Tabela 7. Distancias interatdmicas D1 e D2 (A) e area CPK (A?) da série 2.

Derivado X Y D1(A) D2(A) CPK Area (A?

2 H H 453 931 262,88
2a OCHjs H 6,45 9,29 292,73
2b CHs H 6,43 9,32 282,84
2¢c Cl H 6,76 9,24 279,24
2d NO, H 6,31 9,19 288,69
2e F H 6,62 9,25 269,32
2f Br H 6,79 9,24 283,80
29 H OCH; 824 9,63 294,01
2h H CHs 831 975 284,09
2i H Cl 8,44 9,92 279,46
2j H NO, 854 945 288,84
2l H F 831 954 269,80
2m H Br 8,45 10,06 284,00

Os derivados meta-substituidos apresentaram uma distancia média D1 igual a
6,56 A (aproximadamente 51% menor do que a mesma distancia média determinada
para os derivados pirazolo-piridina com 0os mesmos substituintes) e uma distancia

média D2 igual a 9,26 A (muito proximo dos valores determinados para a série 1).
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Os mesmos substituintes na posicéo para do anel C geraram uma distancia
média D1 igual a 8,38 A (aproximadamente 35% menor do que a distancia média
determinada para os derivados com 0s mesmos substituintes na série 1) e distancia
média D2 igual a 9,73 A. A area CPK (Corey-Pauling-Kotton) aumenta para todos os
derivados da série 2 substituidos na posicado para do anel C. Entretanto, todos os
derivados desta série apresentam uma area CPK média 283,06 A% cerca de 15%

menor que a area CPK média dos derivados da série 1 (327,63 A?).

Estes resultados mostram que as distancias D1 e D2 séo diferentes para as
duas séries (1 e 2). Os derivados da série 1 possuem distancias maiores para D1 e
D2 quando comparados com a série 2, cujos derivados foram todos inativos. Assim,
podemos sugerir que sao necessarias distancias D1 e D2 adequadas entre os
grupos assinalados nos derivados avaliados para que ocorra uma interagdo com o
sitio receptor. Entretanto, outros fatores estéricos e eletrbnicos devem ser
igualmente importantes, considerando que o derivado m-nitro e todos oS compostos

na posicao para da série 1 foram inativos.

Assim, a partir das conformacgfes mais estaveis, buscou-se observar se
existiam outros fatores estéricos que pudessem influenciar o perfil de atividade dos
derivados da série 1 e da série 2. A comparacado do alinhamento estrutural dos
derivados mais ativos da série 1 (la, 1b, 1c, le e 1f) com outros derivados
substituidos da mesma série, na posi¢do para, sugerem um impedimento estérico
guando os substituintes estao localizados nas posi¢des para do anel fenila (anel C),
provavelmente criando uma zona de restricdo estérica (vermelho) que pode impedir
um perfeito encaixe com o sitio receptor (LEAL et al, 2008 - DOI

10.1016/j.bmc.2008.07.035) (Figura 33).



91

Figura 33. Sobreposicéo (A) derivados meta (1a-f); (B) derivados para (1g-m) da
série 1 em modelo CPK ; (C) sobreposicao dos derivados (1, 1a-m). No detalhe,
o anel C com a zona de impedimento estérico (restricdo estérica) (vermelho)
(LEAL et al, 2008 — DOI 10.1016/j.bmc.2008.07.035).



92

5.3 PROPRIEDADES ELETRONICAS

5.3.1 CALCULOS DE ENERGIA DE HOMO (Enowo): ENERGIA DE
LUMO (EL.umo) E MOMENTO DE DIPOLO DOS DERIVADOS
PIRAZOLO-PIRIDINA E TIENO-PIRIDINA

Foi realizado um estudo global dos parametros tedricos para os derivados
das duas séries (pirazolo-piridina e tieno-piridina) que pudessem ser correlacionadas
com a atividade biologica. Calculou-se as energias de HOMO e LUMO (Epomo €

ELumo) € momento de dipolo de todos os derivados (Tabela 8).

Os dados obtidos revelam que todos os derivados da série 2 (2, 2a-m)
apresentam valores de lipoficilidade inferiores aos respectivos derivados da série 1
(1, 1a-m). Como era de se esperar, a auséncia do anel fenila (anel D) na série de

derivados tieno-piridina contribui para a reducéo da lipofilicidade.
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Tabela 8. Comparacéo dos parametros teoricos calculados por DFT e base 6-
31G* (Enomo, ELumo € momento de Dipolo) para os derivados da série 1 (1,1a-m)
e série 2 (2,2a-m).

Derivado R Exvomo ELumo Dipolo
(eV) (eV) (debye)
1 H -5,82 -1,50 1,33
1a m-OCH; -5,78 -1,47 2,45
1b m-CHs -5,78 -1,45 1,73
1c m-Cl -5,96 -1,67 1,20
1d m-NO, -6,17 -2,43 4,51
le m-F -5,94 -1,70 1,18
1f m-Br -5,97 -1,68 1,27
1g p-OCHjs -5,69 -1,29 2,50
1h p-CH3 -5,76 -1,32 2,23
1i p-Cl -5,87 -1,47 1,73
1j p-NO, -6,26 -2,41 5,52
1l p-F -5,86 -1,58 0,72
im p-Br -5,91 -1,77 1,22
2 H -5,78 -156 2,89
2a m-OCH; -5,69 -1,60 1,82
2b m-CHjs -5,74 -1,52 3,12
2c m-Cl -5,88 -1,59 2,93
2d m-NO, -6,21 -2,33 4,45
2e m-F -5,84 -1,55 2,79
2f m-Br -5,89 -1,60 2,93
2g p-OCH; -5,54 -1,29 3,83
2h p-CHs -5,65 -1,35 3,55
2i p-Cl -5,85 -1,58 1,36
2j p-NO, -6,34 -2,35 4,04
21 p-F -5,79 -1,46 1,93
2m p-Br -5,86 -1,60 1,32

As energias de HOMO, um acrénimo para Highest Occupied Molecular
Orbital (Orbital Molecular de mais Alta Energia Ocupado) e LUMO, um acrénimo
para Lowest Unoccupied Molecular Orbital (Orbital Molecular mais Baixa Energia
Desocupado) sédo descritores quanto-mecanicos muito utilizados na area de

planejamento de farmacos (KARELSON, 1996).
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De acordo com a teoria dos orbitais moleculares, a formac&o de um estado de
transicdo € devido a interacdo dos orbitais de fronteira (HOMO e LUMO) das

espécies reagentes (ANSLYN, 2004).

A energia do HOMO esta diretamente relacionada ao potencial de ionizacao e
caracteriza a habilidade da molécula em realizar um ataque nucleofilico. A energia
do LUMO esta diretamente relacionada com a afinidade por elétrons e caracteriza a
susceptibilidade da molécula em sofrer um ataque nucleofilico. A diferenca entre as
energias HOMO e LUMO (HOMO-LUMO) é um importante indicador de estabilidade
da molécula. Uma grande diferenca entre as energias HOMO-LUMO implica em uma
maior estabilidade da molécula no sentido de uma menor reatividade frente a

reacoes quimicas (ANSLYN, 2004).

N&o se observou correlacdo entre os dados obtidos para as energias de
HOMO, LUMO e momento de dipolo e a atividade antibacteriana observada para os

derivados de ambas as séries.

5.3.2 MAPAS DE POTENCIAL ELETROSTATICO

O mapa de potencial eletrostatico molecular pode ser uma abordagem
alternativa com o intuito de compreender a contribuicdo eletrostatica destes
derivados para a atividade, visto que o0s parametros eletrbnicos sdao um dos

principais fatores que governam a interacao farmaco-receptor.

O potencial eletrostatico molecular, €, € definido como a energia de

interacdo entre um atomo de prova carregado positivamente com uma molécula e
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representa um balanco entre as interacdes de repulsdo com os nucleos dos atomos
carregados positivamente e as interacfes de atracdo com os elétrons carregados

negativamente (HEHRE, 2003).

As regides de uma superficie na qual o potencial eletrostatico é negativo
delineiam locais na molécula que s&o passiveis de interagir com areas positivas de
outra molécula (receptor), caracterizando o que a literatura descreve como
complementariedade eletronica, isto pode ser observado no plano acima e abaixo do
anel da molécula do benzeno e proximo ao atomo de nitrogénio da molécula de

piridina, onde sdo observadas uma maior densidade eletrénica (Figura 34).

Figura 34. Potencial eletrostatico da molécula de benzeno (A) e piridina (B).

A superficie de potencial eletrostatica ndo leva em consideracdo a
energia de redistribuicao eletrénica (a energia de “polariza¢ao”). Isto conduz a falhas
no modelo e é solucionado considerando-se explicitamente a energia de polarizacao
na equacao de obtencdo do potencial eletrostatico. O potencial de polarizagcéao
fornece a energia originada pela reorganizacado eletronica da molécula como

resultado da interacdo com a carga positiva. A soma dos potencias eletrostatico e de
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polarizacdo fornecem uma melhor descricdo da interacdo da carga positiva com a

molécula (HEHRE, 2003).

Um terceiro descritor, o potencial de ionizacdo local, indica a facilidade
relativa com que um elétron pode ser removido (ionizagdo) de qualquer ponto na

molécula.

Estes descritores podem ser expressos como funcbes de coordenadas
tridimensionais (x,y,z). Um modo de visualiza-los numa tela de video ou péagina de
papel bidimensional é definir um valor de superficie constante também conhecido
por “superficie de densidade eletrbnica constante” ou “isosurface” (Equacao 10)

(HEHRE, 2003).
f (X’ y’ Z) — C Equacéo 10

O valor da constante (C) pode ser escolhido para refletir uma propriedade
fisica especifica, por exemplo, o “tamanho” de uma molécula no caso da superficie
de densidade eletrénica. Assim, uma superficie de densidade eletrénica com C = 0,1
e/lua® fornece, praticamente, a mesma informacdo obtida com o desenho

bidimensional da molécula (Figura 35).
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0,1 elua’ 0,001 elua’

Figura 35. Molécula do benzeno visualizada sem aplicacdo da superficie de
densidade eletrbnica (esquerda); com superficie de densidade eletronica e
valor “isosurface (C)” de 0,1 e/ua® (centro) e 0,001 e/ua® (direita).

Uma informacdo (uma “propriedade”) pode ser adicionada a qualquer
isosurface utilizando-se cores para representar valores da propriedade. Cores num
extremo do espectro visivel representariam valores menores da propriedade, e cores
no outro extremo, valores maiores da propriedade mapeada sobre a superficie. Por
exemplo, o valor do potencial eletrostatico mapeado sobre uma superficie de
densidade eletrdnica constante pode ser empregado para distinguir regides ricas e
deficientes em elétrons mostradas em cores diferentes (em geral, no caso do mapa
de potencial eletrostatico, a cor vermelha indica alta densidade eletrbnica e a cor

azul indica baixa densidade eletronica (HENRE, 2003).

O mapa de potencial eletrostatico nos fornece regides de uma superficie
particular, comumente uma superficie de densidade eletrénica correspondente ao
tamanho da molécula. A construcdo do mapa de potencial eletrostatico envolve:

a) A construgéo da superficie de densidade eletronica da molécula;

b) A construgéo da superficie de potencial eletrostatico;

c) A aplicacao de cores a superficie obtida para designar valores de potencial

(Figura 36).
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Figura 36. Superficie de densidade eletronica total do benzeno (A); superficie
de potencial eletrostaticos do benzeno (B) e mapa de potencial eletrostatico do
benzeno (C).

Neste exemplo, cores proximas ao vermelho indicam valores extremos de
potencial negativo, enquanto que cores proximas ao azul escuro representam
valores extremos de potencial positivo (cores laranja, amarela, verde e azul claro
representam valores de potencial intermediario). Os valores sdo indicados em
kcal/mol.

O mapa de potencial eletrostatico para os derivados da serie 1 é

mostrado na Figura 37.
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Figura 37. Mapa de potencial eletrostatico dos derivados da série 1 (1, 1a-m)
sobre uma isosurface de 0,002 eV/ua® e faixa de -25 a +55 kcal/mol.
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Os mapas de potencial eletrostatico da série 1 sugerem que a densidade
eletrbnica esta concentrada sobre o sistema fenil-pirazol (anéis A e D) e anel C e,

aparentemente, influencia o perfil de atividade bioldgica.

Os derivados 1la, 1c, le e 1f com substituintes contendo &tomos
eletronegativos (metoxila, cloro, flior e bromo, respectivamente) apresentaram
melhor atividade antibacteriana do que o derivado 1lb, que apresenta um grupo
metila como substituinte, que tem baixa contribuicdo eletrénica sobre o anel fenila
(anel C). Isto pode sugerir a menor atividade biolégica em fungdo da auséncia de
interacbes importantes com o0 receptor quando comparados com 0S outros

substituintes (LEAL et al, 2008 — DOI 10.1016/j.bmc.2008.07.035).

O derivado 1d (m-NO,) apresentou um perfil eletrébnico completamente
diferente dos outros derivados. O grupo nitro € um forte grupo retirador de elétrons
(1d e 1j) e reduziu drasticamente a densidade eletrénica no anel fenila (anel C) e do
sistema pirazolo-piridina, o que poderia explicar a reduzida atividade biol6gica do

derivado 1d apesar de ser meta-substituido.

Comparado os derivados ativos da serie 1 meta-substituidos (1a, 1b, 1c, le e
1f) com os derivados inativos apresentando 0S mesmos grupos substituintes na
posicdo para do anel C (1g, 1h, 1i, 1l e 1m), ndo se observou alteragbes

significativas da densidade eletrénica do anel C (Figura 37)

A série 2 (2, 2a-m), também teve seu mapa de potencial eletrostatico
analisado com o objetivo de obter algum dado eletrbnico que pudesse ser

correlacionado com a auséncia de atividade destes derivados (Figura 38).
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Figura 38. Mapa de potencial eletrostatico dos derivados (2, 2a-m) da série 2
sobre uma isosurface de 0,002 eV/ua® e faixa de -25 a +55 kcal/mol.

A série 2 inativa apresentou, aparentemente, as mesmas densidades
eletrbnicas sobre o anel fenila substituido (anel C), quando comparados aos
mesmos derivados com 0s mesmos substituintes na série 1. Entretanto, as
densidades eletrénicas ao longo do sistema tieno-piridina sdo aparentemente

menores quando comparadas com o sistema pirazolo-piridina (Figura 38).

Foi observado também que o grupo nitro presente nos derivados 2d e 2j (m-
NO, e p-NO,, respectivamente) alterou totalmente o perfil eletrénico, reduzindo a

densidade eletrGnica tanto no anel C como no sistema tieno-piridina.

Correlacionando-se os mapas de potencial eletrostatico dos derivados da
série 1 e 2, observamos uma maior densidade eletronica localizada sobre o sistema
pirazolo-piridina (vide Figuras 37 e 38). Isto pode explicar em parte, o maior perfil de

atividade para a série 1.
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5.3.3. MAPAS DE DENSIDADE HOMO

O mapa de densidade de HOMO codificado sobre uma superficie de van der
Waals, variando de vermelho (baixo valor de HOMO) a azul (alto valor de HOMO),

dos derivados da série 1 (1, 1a-m) pode ser observado na Figura 39.

?
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Figura 39. Mapa de densidade de HOMO dos derivados da série 1 (1, 1a-m)
codificado sobre uma isosurface de 0,002 eV/ua®.

A analise da densidade de HOMO revelou uma maior concentracdo sobre o
sistema pirazolo-piridina que pode ser susceptivel a interacdo com regides de baixa

densidade eletrénica do sitio receptor via interacéo do tipo n-n stacking.

O mapa de densidade HOMO da série 2 também foi calculado e esta descrito

na Figura 40.
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Figura 40. Mapa de densidade de HOMO dos derivados da série 2 (2, 2a-m)
codificado sobre uma isosurface de 0,002 eV/ua®.

A série 2 apresentou uma baixa densidade de HOMO localizada sobre o
sistema tieno-piridina em todos os derivados (2, 2a-m) quando comparados aos

derivados com 0s mesmos substituintes na série 1 (1, 1a-m) (vide Figura 39 e 40).

5.3.4 MAPAS DE DENSIDADE LUMO

A avaliagdo da densidade eletrbnica de LUMO, codificada sobre uma
isosurface de 0,002 eV/ua®, dos derivados da série 1 (1, la-m) estdo descritos na
Figura 41. As regibes em azul caracterizam baixos valores de densidade eletrénica
(baixo valor de LUMO) e em vermelho delineam areas com altos valores de

densidade eletrénica (alto valor de LUMO).
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Figura 41. Mapas de densidade LUMO dos derivados da série 1 (1, la-m)
codificados sobre uma isosurface de 0,002 eV/ua®.

Comparando os derivados 1a, 1b, 1c, 1e e 1f (derivados ativos) da série 1,
podemos observar diferencas na densidade de LUMO localizada na regido sobre o
atomo de carbono do grupo carboxila. Destes derivados, o derivado 1e (m-F), o mais
promissor dos derivados ativos desta série, apresentou menor densidade eletrénica
de LUMO (cor azul) localizada sobre a regido do grupo carboxila quando comparado
com o derivado 1l (p-F), onde observamos um aumento da intensidade de cor azul
(maior valor de LUMO), podendo estar correlacionada com a auséncia de atividade

bioldgica observada para este derivado (circulos azuis em 1e e 1l, Figura 41).

O derivado 1b (m-CH3) é um dos derivados da série 1 que apresentou a
menor atividade bioldgica (MIC de 64 pg/mL e um halo de inibicdo de 16 mm).
Comparando-se os derivados 1b e 1h (m-CHsz e p-CHs, respectivamente),

observamos um aparente aumento na intensidade de cor azul (maior LUMO)
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localizada sobre a regido do grupo carboxila (circulos azuis em 1b e 1h, Figura 41) e

o derivado 1h foi inativo.

Todos os derivados para-substituidos da série 1 (1g, 1h, 1i, e 1)
apresentaram uma maior densidade de LUMO sobre a regido do carbono do grupo
carboxila. As excecBes ocorrem com os derivados 1j (p-NOy), que devido a
caracteristica fortemente desativante do grupo nitro altera completamente o perfil
eletrbnico da molécula e 1m (p-Br), que ndo apresentou um aumento na densidade
LUMO nesta mesma regido. Assim, apesar do baixo valor de LUMO sobre a regiao
do grupo carboxila no derivado 1m, outros fatores parecem estar interferindo na
atividade biolégica, possivelmente, uma interacdo estérica, uma vez que este
derivado é para-substituido e como foi discutido anteriormente, esta posicdo possui

restricdo estérica, impedindo uma interacdo adequada com o sitio receptor.

A avaliacdo da densidade eletrbnica de LUMO, codificada sobre uma
isosurface de 0,002 eV/ua®, revela diferentes intensidades de LUMO (cor azul)
localizada sobre a regido do grupo carboxila dos derivados da série 2 (2, 2a-m)

(Figura 42).
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Figura 42. Mapas de densidade LUMO dos derivados da série 2 (2, 2a-m)
codificados sobre uma isosurface de 0,002 eV/ua®.

Os mapas de densidade eletrénica LUMO dos derivados da série 2 (2, 2a-m)
revelam que todos os derivados apresentam uma cor azul (maior densidade LUMO)
de intensidade variavel localizada sobre a regido da carboxila, sendo a intensidade
mais proeminente nos derivados com substituintes na posicdo para do anel fenila

(2g, 2h, 2i, 2| e 2m) (Figura 42).

Comparando-se os derivados das duas séries com 0S mMesmos
substituintes, podemos observar as alteragdes que ocorrem na densidade eletrdnica
LUMO localizada sobre a regido do atomo de carbono da carboxila. Por exemplo, os
derivados 1c, le e 1f (m-Cl, m-F e m-Br) da série 1 foram ativos, enquanto o0s
derivados 2c, 2e e 2f (m-Cl, m-F e m-Br) da série 2 foram inativos; estes ultimos
apresentaram uma maior densidade de LUMO (representada em azul) localizada
sobre a regido do carbono da carboxila quando comparados aos derivados com 0s

mesmos substituintes da série 1 (Figuras 41 e 42).



106

O MIC obtido para os derivados ativos da série 1 (1a, 1b, 1c, 1le e 1f) sobre
Staphylococcus epidermidis mostra um perfil de atividade semelhante ao da
oxacilina ou mesmo maior do que a do cloranfenicol, dois farmacos em uso no

mercado (Figura 43).

Figura 43 - Comparacao entre os MIC obtidos para os derivados ativos da série
1 (1a, 1b, 1c, le e 1f) e farmacos atualmente em uso comercial.

A importancia da posi¢do do substituinte (meta ou para) no anel benzénico
(anel C) para a atividade biologica foi avaliada testando-se o efeito dos derivados
fluorados (m-F, p-F e 0-F) em ensaios com cepas resistentes de Staphylococcus
epidermidis. Culturas com estas cepas na fase logaritmica de crescimento foram
incubadas com os trés derivados fluorados e os valores de densidade O6ptica

observados representam o crescimento percentual comparado ao do controle.
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O derivado m-F da série 1 (1e), com um MIC de 16 pg/mL e um halo de
inibicdo de 20mm, foi considerado o mais promissor da série. O seu analogo, o
derivado p-F (11), entretanto, foi inativo. A fim de avaliar a importancia da posicao de
substituicdo no anel C, foi sintetizado o derivado o-F (1n) e foram realizados os

ensaios de halo de inibicdo.

O mapa de densidade LUMO dos trés derivados fluorados nas posicoes orto,
meta e para (1n, le e 1f, respectivamente) mostrou um aumento da densidade de
LUMO sobre a regido do atomo de carbono do grupo carboxila para os compostos

1n e 1f (Figura 44).

Esta hipotese pode ser reforcada quando comparamos todos os derivados
fluorados, meta e para-substituidos, das duas séries (pirazolo e tieno-piridina), onde
os derivados inativos apresentam um maior valor de LUMO sobre a regido do atomo

de carbono do grupo carboxila (Figura 45).
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Figura 44. Mapas de densidade LUMO dos derivados 1n, 1le e 1l (o-F, m-F e p-F,
respectivamente) da série 1 codificado sobre uma isosurface de 0,002 eViua’,
mostrando a variacao de densidade de LUMO sobre aregido do atomo de carbono do
grupo carboxila (circulos azuis).

Figura 45. Mapas de densidade LUMO dos derivados 1n, le e 1l (o-F, m-F e p-F,
respectivamente) da série 1 e 2e, 2l (m-F e p-F, respectivamente) da série tieno
piridina codificado sobre uma isosurface de 0,002 eV/ua®, mostrando a variacdo de
densidade de LUMO sobre a regido do a&tomo de carbono do grupo carboxila.
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Assim a atividade antibacteriana foi determinada comparativamente para 0s

derivados fluorados da série 1 (1e, 1l e 1n; respectivamente, m-F, p-F e o-F). Os

resultados demostraram que o derivado o-F foi inativo, possivelmente, devido aos

fatores estereoeletrénicos descritos anteriormente (Figura 46).
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Figura 46. Gréafico do crescimento bacteriano percentual em funcédo do tempo
para os derivados fluorados da série 1 (o-F, m-F e p-F). O controle é

representado em preto.
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5.4 ANA,LISE DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E
TOXICOLOGICAS “in silico”

5.4.1 “REGRA DOS CINCO” (LIPINSKI)

Um farmaco para ter boa absorcdo oral deve satisfazer, teoricamente, a

“Regra dos Cinco” de Lipinski, que estabelece (LIPINSKI, 2004):

v" Peso molecular menor do que 500 daltons;
v" cLogP menor do que 5;
v" Maximo de cinco grupos doadores de ligacédo hidrogénio;

v' Maximo de dez grupos aceptores de ligacao hidrogénio.

Os dados para avaliacdo da “Regra dos Cinco”, de todos os derivados das

duas séries (pirazolo e tieno-piridina) podem ser observados na Tabela 9.

Os dados mostram que 0s compostos da série 1 apresentam valores maiores
de lipofilicidade, peso molecular, nGmero de grupos aceptores de ligacdo hidrogénio

e PSA (area de superficie polar) do que os compostos da série 2.

Uma analise mais detalhada dos compostos ativos da série 1 (1a, 1b, 1c, le e
1f) mostrou que todos satisfazem a “Regra dos Cinco” de Lipinski (peso molecular =
344,37-409,24, cLogP = 3,15-4,11, nHBA = 6-7 e nHBD = 2) (Tabela 9) e s&o
semelhantes aos farmacos comerciais tais como cloranfenicol, oxacilina, ampicilina,

penicilina G e linezolide (www.molinspiration.com/cgi-bin/properties).



http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
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Tabela 9. Valores de cLogP, HBA (aceptores de ligacdo hidrogénio), HBD
(doadores de ligacdo hidrogénio), PM (peso molecular) e PSA (area de
superficie polar) dos derivados pirazolo e tieno-piridina.

Derivado cLogP HBA HBD PM PSA
(g/mol) (A?)

1 3,28 5 2 330,35 58,49
la 3,15 6 2 360,37 65,59
1b 3,76 5 2 344,37 58,49
1c 3,83 5 2 364,79 58,48
1d 3,31 8 2 375,34 97,18
le 3,43 5 2 348,34 59,65
1f 4,11 5 2 409,24 58,43
1g 3,15 6 2 360,37 65,73
1h 3,76 5 2 344,37 58,53
1i 3,83 5 2 364,79 58,18
1 3,31 8 2 375,34 97,24
1l 3,43 5 2 348,34 58,47
im 4,11 5 2 409,24 59,39
2 2,97 4 2 270,31 46,27
2a 2,85 5 2 300,34 53,20
2b 3,46 4 2 284,34 46,28
2c 3,53 4 2 304,76 46,14
2d 3,01 7 2 315,31 84,15
2e 3,13 4 2 288,30 46,20
2f 3,80 4 2 349,21 46,20
29 2,85 5 2 300,34 53,29
2h 3,46 4 2 284,34 46,33
2i 3,53 4 2 304,76 46,22
2j 3,01 7 2 315,31 84,12
2l 3,13 4 2 288,30 46,32
2m 3,80 4 2 349,21 46,23
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A toxicidade “in silico” foi avaliada utilizando-se o programa Osiris® Property
Explorer. Os dados obtidos de toxicidadeestdo na Tabela 10 e indicam 0s riscos
toxicidade tedricos para os derivados ativos da série 1 (1a, 1b, 1c, le e 1f)

comparados com farmacos comerciais:

Tabela 10. Toxicidade teérica dos derivados ativos da série 1 (1a, 1b, 1c, 1e e 1f)
obtidos com o programa Osiris® Property Explorer.

Toxicidade
Risco Risco Risco Risco
Derivado Mutagenico Tumorogenico Irritante Reprodutivo
la Médio Baixo Baixo Alto
1b Baixo Baixo Baixo Baixo
1c Baixo Baixo Baixo Baixo
le Baixo Baixo Baixo Médio
1f Baixo Baixo Baixo Baixo
Oxacilina Baixo Baixo Baixo Baixo
Penicillina G Baixo Baixo Baixo Baixo
Cloranfenicol Alto Alto Baixo Alto
Linezolida Alto Alto Baixo Baixo

Ampicilina Baixo Baixo Baixo Baixo
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O derivado la (m-OCHj3) da série 1 apresentou um risco tedrico de efeito
mutagénico médio e um risco tedrico alto de efeito desfavoravel sobre o sistema
reprodutor. Um risco tedrico médio sobre o sistema reprodutor foi atribuido ao
derivado le (m-F) da série 1. Entretanto, comparando-se estes dois derivados com
os farmacos Cloranfenicol e Linezolida, comercialmente disponiveis e em uso
atualmente, os efeitos desfavoraveis tedricos atribuidos aos dois derivados (1a e 1e)
sdo menores do que os mesmos efeitos computados para os farmacos comerciais

mencionados.

Deve-se ter em mente que o baixo efeito téxico atribuido aos demais
derivados ndo significa auséncia de possiveis efeitos tOxicos graves mas uma
probabilidade de um bom desempenho no aspecto avaliado. A avaliagao “in silico”

da toxicidade, ndo elimina a necessidade dos testes toxicoldgicos tradicionais.

O indice de “druglikeness” indica se um composto apresenta determinadas
caracteristicas essenciais observadas na maioria dos farmacos disponiveis no
mercado. Assim, este indice mostra a capacidade de um determinado composto em
ser um candidato potencial a se tornar um farmaco. O gréfico abaixo mostra os

. . .. © .
valores computados e atribuidos pelo programa Osiris~ aos derivados 1a, 1b, 1c le
e 1f comparados com os valores de alguns farmacos comercialmente disponiveis no

mercado (oxacilina, cloranfenicol e linezolida) (Figura 47).

Todos os derivados ativos da série 1 obtiveram um valor tedrico de

druglikeness melhor que o cloranfenicol e a linezolida.
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Druglikeness

Figura 47. Druglikeness dos derivados 1a, 1b, 1c le e 1f (série 1) ativos
comparados com farmacos comerciais (oxacilina, cloranfenicol e linezolida).

O indice “drugscore” é a soma de todas as caracteristicas do composto
(cLogP, solubilidade, toxicidade tedrica, druglikeness e peso molecular) calculadas
pelo sistema Osiris® que permite avaliar o quanto um determinado composto pode
vir a ser habilitado como um futuro farmaco. Segundo os critérios estabelecidos,
quanto mais préximo de 1 (um), maior € a probabilidade teérica de sucesso (Figura

48).
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Figura 48. Drugscore do derivados ativos la, 1b, 1lc, le e 1f da série 1
comparados com farmacos comerciais atualmente em uso.

Todos os derivados ativos da série 1 (1a, 1b, 1c, le e 1f) apresentaram um
melhor desempenho tedrico na avaliacdo do indice drugscore pelo programa Osiris®
comparados com o mesmo indice obtido por farmacos como o cloranfenicol ou

linezolida.
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5.5. MODIFICACAO ESTRUTURAL DO ANEL TIENO-PIRIDINA

Visando observar se alteracdes de grupos substituintes do anel tieno-piridina
pode influenciar na atividade antibacteriana, o grupo acido carboxilico foi substituido

pelo iséstero tetrazol (Figura 49).

R R
\ NH o] \ NH h}/N\\N
/™ N o g | N7
S N/ S N/

Substituigdo isostérica do

grupo acido carboxilico

Figura 49. Substituicdo isdsterica do grupo acido carboxilico do sistema tieno-
piridina pelo grupo tetrazol.

Foram sintetizados derivados meta e para-substituidos com 0s mesmos
grupos funcionais (OMe, Me, Cl, NO,, F e Br) das séries anteriores. Estad nova série

(série 3) deu origem aos derivados (3, 3a-m) (Tabela 11).
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Tabela 11. Valores dos derivados tetrazois da série 3 (3, 3a-m): ensaio de halo
de inibicdo (Halo) e energia de HOMO (Enumo), energia de LUMO (E_umo),
momento de dipolo, cLogP, peso molecular, PSA, HBD e HBA.

= NH N
/ >N
~ N
74 | N
SN

“Regra dos Cinco” de Lipinski

Deriv R Halo Enyomo ELumo Dipole cLogP PM PSA HBD HBA
(mm) (eV) (eV) (debye) (g/mol) (A?

3 H 0O -6,14 -182 8,01 3,55 294,34 67,77
3a m-OCH; O -586 -1,86 7,27 3,43 324,37 75,24

3b m-CH; 18 -6,07 -1,80 7,70 4,04 308,37 67,74
3c m-Cl 18 -6,34 -197 7,16 4,11 328,79 68,09

1
1
1
1
3d m-NO, O -666 -248 657 4,08 339,34 107,53 1
3e m-F 0 -630 -194 7,25 371 312,33 6814 1
3f m-Br 0 -635 -198 7,12 4,38 37324 6812 1
3g pOCH; 0 -571 -172 7,15 343 32437 7491 1
3h p-CHs O -596 -177 7,94 404 30837 67,72 1
3i p-Cl 0 -615 -1,96 833 4,11 32879 6806 1
3i, pNO, O -673 -2,34 1000 3,59 339,34 107,56 1
3l p-F 0 -612 -191 826 3,71 31233 6808 1
3m pBr 0 -617 -1,99 835 487 37324 6814 1

W o O oo ~NO O O O)N O

Todos os derivados desta nova série foram submetidos aos ensaios para
avaliacdo da atividade antimicrobiana (ensaio de halo de inibicdo — 5 mg/mL).
Baseados nestes resultados, os compostos 3b e 3c apresentaram atividade
antimicrobiana e foi determinado o MIC (concentragdo minima inibitoria) para estes

derivados.
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Foi observado que o grupo metila na posicdo meta do anel fenila no derivado
3b favorece um melhor perfil antimicrobiano uma vez que o MIC determinado para
este derivado foi menor (MIC = 64 pg/mL) do que o derivado 3¢ (m-Cl) com o
substituinte na mesma posi¢cdo, mas com um MIC mais elevado (MIC = 512 ug/mL).
A atividade antimicrobiana do derivado 3b foi da mesma ordem de grandeza dos

farmacos cloranfenicol (MIC = 32 pg/mL) e oxacilina (MIC = 16 pg/mL) (Figura 50)
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Figura 50. Comparacgao entre as concentracdes inibitorias minimas (MIC) dos
derivados 3b e 3c com farmacos comerciais.

Foram realizadas também as medidas D1 e D2 para a série 3 (tetrazol). A
distancia D1 foi efetuada entre os atomos pesados ou o atomo de hidrogénio nas
posicoes meta e o atomo de enxofre do sistema tieno-piridina (3). A distancia D2 foi

realizada entre os atomos pesados ou o atomo de hidrogénio nas posi¢coes meta e o
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atomo de nitrogénio (N1) do grupo tetrazol (3). Foi também avaliada a area CPK, em

A? (Tabela 12) conforme realizado para a série 1 e 2.

Tabela 12 - Distancias em D1 e D2 (A) e area CPK (A?) da série 3.

Derivado X Y D1(A) D2(A) CPK Area (A?)

3 H H 9,20 6,43 281,86
3a OCHjs H 9,34 6,46 311,68
3b CH3 H 9,56 6,42 301,56
3c Cl H 9,60 6,52 297,56
3d NO, H 9,30 6,58 309,73
3e F H 9,31 6,53 288,61
3f Br H 9,76 6,50 302,34
39 H OCH; 9,33 6,50 311,37
3h H CH; 923 6,68 301,53
3i H Cl 9,11 6,99 297,61
3 H NO, 8,99 6,94 310,18
3l H F 9,15 6,68 288,51
3m H Br 9,07 7,17 302,60

Os derivados meta-substituidos apresentaram uma distancia média D1 igual a

9,47 A e uma distancia média D2 igual a 6,50 A. Os mesmos substituintes na

posicdo para do anel C revelaram uma distancia média D1 igual a 9,14 A e a

distancia média D2 igual a 6.82 A. A area CPK (Corey-Pauling-Kotton) dos derivados

meta-substituidos é 301,91 A% e dos derivados para-substituidos é 301,96 A%. Estes
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dados mostram que ndo existe uma diferenca entre as distancias calculadas (D1 e
D2) para as posicoes meta e para e o perfil de atividade apresentado pelos

derivados 3b e 3c.

Foi observado que as distancias D1 e D2 foram diferentes quando
comparados para as séries 1 e 2. Assim, ndo foi possivel elaborar um modelo
farmacoforico de distancias que explicasse um perfil de interacdo com o sitio

receptor das séries sintetizadas.

O estudo das propriedades eletronicas desta série (Eqomo, ELumo € momento
de dipolo) ndo mostrou nenhum dado que pudesse ser correlacionado com a
atividade antimicrobiana.

Uma andlise inicial do mapa de potencial eletrostatico molecular dos
derivados da série 3 (3, 3a-m) mostrou uma densidade eletrénica semelhante para
todos os compostos. Entretanto, uma comparacdo com as séries 1 e 2 revelaram

gue a presenca do grupo tetrazol inseriu uma regiao com maior densidade eletronica

no anel heterociclico aromatico (Figura 51).

Figura 51. Mapa de potencial eletrostatico molecular dos derivados da série 3
(3, 3a-m), codificado numa faixa de -25 a +55 kcal/mol sobre uma superficie de
densidade eletrénica constante de 0,002 eV/ua®.
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A atividade antimicrobiana observada no derivado 3b (m-CHs) ndo pode ser
explicada com base no mapa de potencial eletrénico, pois as caracteristicas sdo
semelhantes aos dos derivados inativos da série 2 (Figura 51).

Entretanto, também foi observado que a posicédo do substituinte no anel fenila
€ um fator importante, uma vez que apenas os derivados 3b e 3c (m-CHz e m-Cl,
respectivamente) apresentaram atividade biologica e estes derivados contendo os
mesmos substituintes na posicao para do anel fenila foram inativos. Isto pode sugerir
a presenca de uma regido favoravel (verde) ou desfavoravel (vermelha) dos
substituintes na posi¢do para restringindo a interagdo com o sitio receptor (Figura

52), conforme observado para a série 1.

Figura 52. Sobreposicao dos derivados da série 3 (3, 3a-m) (A); detalhe do anel
fenila substituido do derivado ativo m-CH3 (3b, verde) e do derivado inativo p-
CH3 (3h, vermelho).

Comparando o mapa de densidade eletrbnica de LUMO dos derivados da
série 3 (tetrazdis), obtidos pela substituicdo isostérica ndo classica do grupo acido
carboxilico presente na série 2, observamos que a maior densidade de LUMO (cor

azul) estd distribuida sobre o sistema tieno-piridina da série 3, ao contrario da séries

1 e 2 onde essa concentracao foi observada na regido do grupo carboxila (Figura 53
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e 42). Assim, podemos inferir que a atividade do derivado 3b pode atuar atravées de
um modo de interacdo diferente com o sitio receptor ou por outro mecanismo de

acao ao dos derivados da série 1.
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Figura 53. Densidade eletronica LUMO dos derivados da série 3 (3, 3a-m)
(tetrazol) codificada sobre uma isosurface de 0,002 eV/ua®.
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Uma vez que todos os derivados da série 2 (2, 2a-m) foram inativos e na série
3 (3, 3a-m) observamos 2 derivados ativos (3b e 3c) é possivel que a alteracdo na
distribuicdo eletrénica da densidade de LUMO observada seja importante para
atividade antimicrobiana.

Os derivados 3b e 3c da série de tetrazoéis, também foram avaliados quanto a
farmacocinética e toxicologia tedrica in silico comparados com o cloranfenicol e a
oxacilina. Os valores de drugscore e druglikeness se mostraram melhores que os
indices calculados para o cloranfenicol e semelhantes aos indices da oxacilina
(Figura 54). A avaliacdo da toxicologia in silico para os derivados 3b e 3c é

apresentada na Figura 55.
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Figura 54. Comparagdo dos valores calculados de “drugscore” e
“druglikeness” para os derivados 3b e 3c (tetrazéis) com o cloranfenicol e
oxacilina obtidos do Osiris® Property Explorer.

Figura 55. Comparacdo da toxicologia in silico para os derivados 3b e 3c
(tetrazois) com o cloranfenicol e a oxacilina (farmacos comerciais) obtida
através do Osiris® Property Explorer.
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Por ultimo, os valores avaliados para a “Regra dos Cinco” de Lipinski (cLogP
<5, PM =< 500, PSA < 140, HBD < 5 e HBA < 10) dos derivados 3b e 3c atenderam
0s parametros para um provavel candidato a farmaco. A lipofilicidade (cLogP) média
dos derivados 3b e 3c apresentaram valor proximo a 4 e apesar deste valor ser
maior do que aos calculados para o cloranfenicol e oxacilina (0,73 e 2,03
respectivamente) é inferior a 5 (cinco), o que é importante para uma boa absorcéo

por via oral segundo Lipinski.
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6. CONCLUSOES

Foram sintetizados, inicialmente, duas séries de derivados pirazolo-piridina
(Série 1), tieno-piridina (Série 2) e ensaiados contra cepas de bactérias resistentes.
Os derivados da série 1, substituidos na posicdo meta foram ativos contra cepa de
S. epidermidis enquanto os derivados da série 2 foram inativos. A introducédo de
mudancas estruturais no sistema tieno-piridina, através da substituicdo do
grupamento carboxila pelo iséstero tetrazol, gerou os derivados da série 3.

Estudos tedricos foram realizados para as trés séries e um modelo
farmacofaorico preliminar foi elaborado. Os resultados mostraram que a série 1 possui
distancias (D1 e D2) maiores do que as séries 2 e 3. Assim, as diferencas de
distancias D1 e D2 entre as séries 1 e 3 (ativas) sugerem gue 0 arranjo geométrico
desses grupos ndo permite adotar este modelo farmacoférico para propor novas
derivados

A avaliacdo dos parametros estéricos realizados para a série 1 foi possivel
evidenciar que o0s substituintes na posicao meta favorecem uma melhor geometria
de interacdo com o sitio receptor, diferente dos derivados para e orto substituidos
gue possivelmente direcionam tais substituintes para regides restritivas (proibitivas)
impedindo um perfeito encaixe com o alvo terapéutico.

Uma analise eletrbnica dos derivados das séries 1 e 2 através do mapa de
potencial eletrostatico molecular revelou que a densidade eletrbnica, na série 1, esta
localizada sobre o sistema pirazolo-piridina, ao contrario do observado na série 2. A
analise dos orbitais de fronteira revelou que a intensidade da densidade de LUMO é

menor na posicdo meta do que nas posicdes orto e para em ambas as séries (1 e 2)



126

enquanto que a densidade HOMO esta concentrada sobre o nucleo 1-H-pirazolo[3,4-
b]piridina quando comparado com o sistema tieno[2,3-b]piridina.

Os derivados da série 3 foram ensaiados contra S. epidermidis e apenas dois
compostos na posicdo meta (3b e 3c) foram ativos. Uma analise sobre o mapa de
potencial eletrostatico molecular mostrou que a presenca do grupo tetrazol inseriu
uma regido com maior densidade eletrénica no anel heterociclico aromatico

Os dados dos parametros fisico-quimicos, associados com a Regra dos Cinco
de Lipinski mostraram que os compostos ativos das séries 1 e 3 foram melhores ou
semelhantes aos farmacos comerciais.

Neste estudo também foi verificado que o “drugscore” o qual combina
“druglikenes”, cLogP, LogS e peso molecular € um parametro que pode ser usado
para avaliar o perfil potencial de um composto se tornar um farmaco. Foi observado
que os derivados ativos da série 1 apresentam valores maiores do que o
cloranfenicol e linezolida.

Os dados teodricos de toxicidade também foram avaliados e os derivados
ativos apresentam um baixo risco de toxicidade similar & oxacilina, ampicilina e
penicilina G e estes mesmos riscos foram inferiores quando comparados ao
cloranfenicol e linezolida. Estes dados teodricos reforcam que os dados experimentais
de citotoxicidade apontam estes compostos como candidatos a futuros prototipos

com baixa citotoxicidade.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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