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OBJETIVOS

Este trabalho tém por objetivos a sintese de compostos imidicos que
apresentem atividade antinociceptiva, realizar o teste biolégico dos mesmos e jcom
estes dados juntamente com dados da literatura montar um banco de dados para
poder planejar de maneira racional, com reducao de trabalho e custos, a sintese de

compostos imidicos com atividade antinociceptiva.
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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados 48 compostos, sendo 37 compostos
inéditos. Alguns destes compostos foram testados quanto a atividade
antinociceptiva e estes dados juntamente com dados da literatura foram utilizados
na montagem de um bando de dados para o trabalho de planejamento racional de
novos compostos imidicos biologicamente ativos. Neste trabalho foram utilizados
métodos quimiométricos, analise de componentes principais e analise de cluster, e
relacao estrutura-atividade quantitativa, QSAR-2D, 3D e 4D. Na analise de PCA foi
possivel separar os compostos mais potentes do que a aspirina, dos menos
potentes. Nesta separacéo foi constatada a importancia da dupla ligacdo no anel
imidico. A partir da PCA foi possivel selecionar novos compostos para teste de
analgesia. Na primeira analise quantitativa, QSAR-2D, obteve-se uma equacao que
relaciona parametros estéreo e eletrostaticos, gerados no programa DRAGON, com
a poténcia biolégica. Esta equacéo foi utilizada para prever a poténcia analgésica de
compostos até entdo nado testados, validando com isso sua utilidade na previsao
destes dados. Um estudo de CoMFA foi desenvolvido para uma QSAR-3D, onde
avalia-se a energia de interacdo estéreo e eletrostatica entre uma sonda e as
moléculas. S&o gerados varios parametros que sao reduzidos através da andlise de
PLS e um modelo (equacgao) é gerado para ser utilizado no planejamento de novos
compostos. Isto é feito com base nos mapas de contorno estéreo e eletrostaticos
gerados e utilizando uma ferramenta do programa SYBYL, o Leapfrog. Novos
substituintes sdo idealizados e a poténcias destes compostos planejados sao
previstas pelo modelo. Ao analisar os resultados biolégicos dos compostos da
literatura e dos sintetizados neste trabalho, juntamente com os resultados obtidos
através dos métodos de planejamento racional, foram verificadas algumas
semelhancgas entre estes resultados e o0 mecanismo de agéo proposto por Kalgutkar
e colaboradores.
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ABSTRACT

In this work 48 compoiunds were synthetized, being 37 unpublished. Some of
these compounds were tested about the antinociceptive activity and those data,
along with data of literature were used in the assembly of a database for the workof
rational planning of new imidic compound biologically active. In this work
chemometric methods, principal components and cluster analyses, and quantitative
structure-activity relationships, QSAR-2D, 3D and 4D were utilized. In the PCA it was
possible to separate the compounds which were more potente than aspirin, from
those which were less potent. In this separation, the importance of the double bond
of the imide ring was verified. From the PCA it was possible to select new
compounds for analgesic test. In the first quantitative analysis, QSAR-2D, na
equation was obtained which relates steric and eletrostatic parameters, generated
with the DRAGON program, with biological potency. This equation was utilized to
predict the analgesic potency of compounds, not tested until now, validating in this
way its utility in the prediction of these data. A CoMFA study was developed for
QSAR-3D, where the energy of the steric and eletrostatic interation between the
probe and the molecules was evaluated. Various parameters are generated which
are reduced through PLS analysis and a model (equation) to be utilized in the
plannig of new compounds in generated. This is carried out based on the steric and
eletrostatic contour maps generated, utilizing the SYBYL programming tool,
Leapfrog. New substituents are idealized and the biological results of the compounds
in the literature and of those synthesized in this study, along with the results obtained
through the rational planning methods, some similarities between these results and
the action mechanism proposed by Kalgutkar and collaborators were verified.



1- INTRODUCAO




Devido a necessidade de obter-se tratamentos farmacoldgicos mais
eficientes e mais baratos, faz-se necessario a busca de novos farmacos. Um
grupo de compostos promissores neste sentido sdo as imidas ciclicas. Estes
compostos sdo obtidos através de sintese rapida, de certa forma facil e com
bons rendimentos (Campos et al, 2002), o que é essencial para o uso na area
de Quimica Medicinal. O crescente interesse pelo estudo desta classe de
compostos € decorrente de seus usos farmacolégicos (antinociceptivo,
sedativos, hipnéticos, anticonvulsivantes, carcinostatico, antimitético, etc). Os
efeitos bioldégicos de maleimidas e compostos relacionados vém sendo
estudados ha anos. Hargreaves e colaboradores (Hargreaves et al, 1970)
destacam especialmente os efeitos antifungico, antibacteriano e inseticida
destes compostos. Nunes (Nunes, 1986) verificou que as maleimidas s&do mais
ativas que as succinimidas em relagdo a atividade antifungica, sugerindo a
importancia da dupla ligagdo imidica na agéo biologica. Algumas naftalimidas
possuem atividade citostatica, sendo utilizadas na oncologia. Muitos destes
compostos tiveram tal atividade avaliada e ja sdo utilizadas na terapéutica. Um
exemplo caracteristico € a mitonafida 1, a qual apresentou atividade citostatica
contra diversos tipos de tumores (Suarez et al, 1994; Arbury, 1994). A
Amonofida 2 foi utilizada em estudos contra tumores malignos, exercendo
atividade em adenocarcinoma de mama e prostata, ndo sendo, porém, efetiva

em células tumorais do pulméao e do colo de utero (Arbury, 1994).

N—\;N/CHS N_\; /CHS
’ E Now, ' z \
on 0 CH,

(1) (@)

Com relacdo a atividade antinociceptiva, estudos relativos ao
mecanismo de agao ja sao realizados, onde se verifica a participacdo do anel
imidico na interacdo com a enzima PGHS (Kalgutkar et al, 1996; Nunes,
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1986). As imidas ciclicas podem ser sintetizadas, por exemplo a partir: a) da
reagcao de acido dicarboxilico e aménia (Hargreaves et al, 1970); b) da reagéao
de anidrido adequado com amina e posterior desidratacdo do acido amico
formado (Campos et al, 2002; Nunes, 1986); c) da reacdo do anidrido
dicloromaleico e amina em acido acético (Walter et al, 1999; Andricopulo et
al, 1998); d) da condensacao de ésteres glioxilatos com acetanamida (Faul et
al, 1999).

Estudos ja realizados em nosso grupo de pesquisa constataram que
imidas ciclicas (Andricopulo et al, 1998; Cechinel Filho et al, 1996; Corréa et
al, 1997), assim como sulfonamidas tém potente acédo analgésica. Todas as
sulfonamidas testadas nestes estudos exibiram consideravel acdo analgésica e
algumas foram mais eficazes do que a aspirina e 0 paracetamol, sob as
mesmas condicdes.

Em vista dos progressos feitos no campo relacionado a macromoléculas
e do desenvolvimento no campo da informatica, é possivel realizar um
planejamento racional de farmacos, para com isso otimizar o trabalho
fundamental da sintese. Este planejamento consiste de metodologias com o
propoésito de descobrir novas substancias quimicas que possuam atividade
farmacolégica. Dentre estas metodologias tem-se: Analise das Componentes
Principais (Principal Component Analysis / PCA-método quimiométrico),
Relacdo Estrutura-Atividade Quantitativa classica (2D) (Quantitative Structure-
Activity Relationship / QSAR), QSAR 3D e QSAR 4D. A PCA é um método de
reducdo de variaveis e investigacdo da existéncia de grupos. Em QSAR, as
relagbes estrutura-atividade sdo representadas através de modelos
matematicos bem definidos, os quais sao avaliados quanto a sua capacidade
de previsdo da poténcia de compostos cujos valores de poténcia bioldgica ja
sdo conhecidos. Um dos métodos utilizados na QSAR 3D € a Analise
Comparativa de Campo Molecular (Comparative Molecular Field Analysis -
CoMFA), baseada na hipétese de que as diferencas da propriedade alvo estao
relatadas na forma do campo nao covalente em torno das moléculas testadas.
Em QSAR 4D, a quarta dimens&o consiste na amostragem de conformagdes
(Hopfinger et al, 1997; Vedani et al, 2000). Neste método, busca-se, além da
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previsdo da poténcia de novos compostos, localizar a conformagéo bioativa
para melhor compreensao da interagao enzima-farmaco.

Por serem as imidas compostos que apresentam promissoras
propriedades medicinais e tendo a possibilidade de planejar racionalmente a
sintese, sinteses estas que sao de facil execugdo com bons rendimentos, tém-

se boa justificativa para dar continuidade aos estudos das imidas.

1.1.Imidas

Muitas classes de compostos tém demonstrado promissores efeitos
bioldgicos e a literatura cientifica relata um crescimento significativo de novas
moléculas com poténcia similar ou superior aquelas requeridas para um
farmaco, sendo que muitos deles encontram-se em estudos pré-clinicos e
clinicos avancados e pormenorizados. Entre estas substancias, pode-se inserir
as imidas ciclicas (Cechinel Filho, 2003).

Imidas sdo compostos que contém o grupo —CO-N(R)-CO-, sendo R um
atomo de hidrogénio, grupo alquila ou grupo arila.

Em um dos métodos de sintese de imidas ciclicas, anidridos de acidos
dicarboxilicos, dissolvidos em éter, sdo tratados com aménia ou uma amina
superior, obtendo-se o respectivo acido amico. O acido é entdo ciclizado na
forma imidica, através da acao do anidrido acético, a quente, na presenca de
acetato de sédio anidro. Este método apresenta bons rendimentos e tem sido
intensivamente utilizado, constituindo-se numa forma segura (com relagéo a

pureza do produto) de obter imidas ciclicas (Esquema 1) (Nunes, 1986).

®) O 0]
éter NHR anidrido acético _
| O+ N HZR agitacao OH  acetato de sédio anidVrO N—R
O @)

Esquema 1 — Sintese de imidas ciclicas a partir do respectivo anidrido.
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Nosso grupo de pesquisa tem alcangado éxito na sintese de maleimidas
derivadas do anidrido 3,4-dicloromaleico, numa uUnica etapa, usando &acido
acético sob refluxo (Walter et al, 1999; Andricopulo et al, 1998).

A N-fenilmaleimida e outras maleimidas sdo substancias muito usadas
para a sintese de derivados com potencial farmacolédgico. A clorossulfonagéao
da N-fenilmaleimida, usando 6 mois de acido clorossulfénico e aquecimento,
leva ao respectivo cloreto de sulfonila, com rendimento superior a 80%. Tal
composto pode ser usado para a obtencao de diferentes sulfonamidas, através
de reagcOes com aminas apropriadas.

O &cido clorossulfénico é um reagente muito usado para a sintese direta
de cloretos de sufonila aromaticos (Gilbert, 1977). O processo provavelmente

envolve a sequancia de reagées mostrada no Esquema 2:

Ar-H +CI-SOH —> ArSOgH + HCI
+ ® -
ArSO.0H —H's  Ars0,0H, S > Arso,Cl

Esquema 2- Sintese direta de cloretos de sulfonila aroméaticos.

Como a reacdo com o &cido clorossulfénico é reversivel, um excesso
consideravel de reagente é requerido para assegurar um bom rendimento do
cloreto de sulfonila (Gilbert, 1977).

A 3.,4-dicloro-N-fenilmaleimida reage com aminas por substituicdo
nucleofilica do atomo de cloro imidico (Walter et al,1999; Andricopulo et
al,1998; Nunes, 1986).

1.2.Sulfonamidas

O desenvolvimento de sulfonamidas € um dos capitulos mais
fascinantes e informativos da quimica medicinal. Considera-se que a
verdadeira era da quimica medicinal iniciou-se nos anos 30, do século
passado, com a preparacao e uso de prontosil 3, uma sulfonamida de atividade
anti-bacteriana (Anand, 1996).
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N SO,NH,
H,N N

(3)

Novas sulfonamidas foram introduzidas no uso clinico com sucesso até
aproximadamente 1945 quando, gradualmente os interesses mudaram para 0s
antibiéticos, mas novos fatores, tais como super infecgées e reagdes alérgicas
aos antibidticos usuais, ressurgiu o interesse pelas sulfonamidas. Os
conhecimentos obtidos durante esse periodo quanto a seletividade de agéo de
sulfonamidas nos parasitas e a relacdo entre sua solubilidade e toxicidade e
sua farmacocinética, deram nova dire¢do para o desenvolvimento neste
campo.

As sulfonamidas, como a sulfona 4, possuem 0 mesmo mecanismo de
acao e tém um amplo espectro antimicrobiano (Anand, 1996). Em todos os
casos sua acao esta relacionada ao antagonismo do &acido p-aminobenzbico
(PABA).

HoN NH,

SO,
(4)

Por serem estruturalmente similares ao PABA, sulfonamidas impedem a
incorporacdo deste na molécula do &cido félico por competicdo. Desde que o
acido félico é essencial ao processo metabdlico normal das bactérias, estes
farmacos interferem no seu crescimento e reproducédo. A presenca da porcao
p-aminofenil torna possivel ao farmaco entrar no sistema enzimatico. A

atividade bacteriostatica de sulfonamidas é altamente dependente da sua
habilidade de dissociar em pH neutro (Wermuth, 1996).

Planejamento Racional de Imidas Ciclicas e Sulfonamidas com Atividade Antinociceptiva. 6

Maria Elena Walter



1.3. Atividade Biologica

1.3.1. Atividade Analgésica

Analgésicos sdo compostos que decrescem ou suprimem a percepgao
da dor em doses terapéuticas e ndo geram efeito anestésico.

Dentre os varios métodos para o tratamento da dor com farmacos, ha o
método onde evita-se a sensibilizacdo de receptores de dor inibindo a
prostaglandina sintase com analgésicos n&o opidides (analgésicos com
propriedades antipirética e usualmente anti-inflamatério e anti-reumatico).

Prostaglandinas (PGs) sao derivadas do &cido araquidénico 5 pela
ativacao da prostaglandina endoperoxido sintase (PGHS), também conhecida

como ciclooxigenase (COX).

()

A PGHS catalisa os dois primeiros passos da biosintese da

prostaglandina (Esquema 3). Ha evidéncias que varias prostaglandinas estao
envolvidas na patogenese de febre e inflamacgao. Agora é conhecido que todas

= = COOH NN
staglandina T s
OO s b
— — O

HOG

(5) PGG;
0 GHS
NP aN

= COOH w9y
: 65 COOH

HGi :
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PGH;

HO
4 : .ll\=/\\/\
0 } COOH
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HO'
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Esquema 3- Biosintese de prostaglandina (PGs).
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as células de mamiferos possuem enzimas que catalisam a biosintese de
prostaglandinas, as quais sdo sempre liberadas quando as células séao
danificadas, sendo encontradas em concentragdes crescentes em inflamacoes.
Quando as prostaglandinas sao injetadas em animais, os efeitos
remanescentes sdo observados durante respostas inflamatérias, nomeadas
vermelhiddo da pele (eritema) e fluido corporal local crescente. Uma longa e
duradoura acdo vasodilatadora também é predominante. Prostaglandinas
podem causar dor de cabeca e dor vascular quando infundida em humanos.
Elevagdo da temperatura corporal durante infecgées também é mediada pela
liberacéo de prostaglandinas.

Da discussao acima, é visto que a inibicdo de prostaglandina sintase,
enzima responsavel pela biosintese de prostaglandinas e compostos
relacionados, € um meétodo desejavel para o desenvolvimento de farmacos
anti-inflamatorios, analgésicos e anti-piréticos (Silverman, 1992).

O mecanismo para acetilacdo (Esquema 4) é uma trans-esterificacao
pelo acido acetilsalicilico (aspirina), por exemplo, atuando com um agente de

afinidade marcada (Silverman, 1992).

m:i./ww
30H \.f\-"'v"'v"i/\:"\.f\-"\-" COOH
HiyC O 2H
CO0OH +
Dy CHx ]

o

Esquema 4 - Mecanismo hipotético da inativacao da PGHS pela aspirina.

Atualmente, o interesse por novas substancias com atividade
antinociceptiva utilizadas principalmente para o controle de varios tipos de dor
vem aumentando significativamente. Varios modelos de nocicepgdo em
animais de laboratério podem ser utilizados para andlise da atividade
antinociceptiva de diferentes compostos. No entanto, de uma maneira geral,
eles possuem caracteristicas proprias que devem ser consideradas, tais como
simplicidade, reprodutibilidade, e validade dos resultados obtidos e,
principalmente, a possibilidade de serem correlacionados com estudos clinicos
(Silverman, 1992).
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1.3.1.1. Imida como Inibidor de PGHS

Imidas sao inibidores de PGHS e a inibicdo ocorre através da ligacéao
desta ao carbono olefinico (no caso das maleimidas) ou ao carbono carbonilico
(no caso das succinimidas e naftalimidas) do anel imidico (Esquema 5)
(Kalgutkar, 1996). Em seu trabalho, Kalgutkar e colaboradores estudaram a
interagdo de varias maleimidas e succinimidas com a enzima PGHS. Através
de estudos de enzimologia, sugeriram que a inibicdo da enzima resulta de uma
modificacdo covalente da proteina. Verificaram que variando-se o tamanho da
cadeia alquilica das maleimidas alterava-se a velocidade, mas nao sua
habilidade para inibir a enzima. Sureriram que ocorre primeiro uma interacao
ndo covalente com um residuo de arginina carregado positivamente, o que
proporciona o posicionamento adequado do farmaco. Posteriormente, ocorre
uma interacdo covalente entre o anel imidico e um residuo de tirosina, via
substituicdo nucleofilica. Note que tanto neste mecanismo quanto no
mecanismo proposto para a interacdo da PGHS pela aspirina (Esquema 4), a

interacdo ocorre via adicdo-eliminacéo.

N\=

proteina PGHS-1 proteina inibida

Esquema 5- Inibicado da Prostaglandina Endoperoxido Sintase (Kalgutkar et
al,1996).

1.3.2. Atividade Antimicrobiana

O Homem, desde longa data, vem utilizando compostos quimicos no
combate a moléstias causadas por microrganismos, os quais podem ser

nocivos a sua prépria saude ou as suas culturas agricolas (Wermuth, 1996).
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Os trabalhos de Pasteur estabeleceram claramente a existéncia de
microrganismos e forneceram a primeira idéia para o desenvolvimento racional
de farmacos para combater doencas. A partir disto, Ehrlich viu que era
necessario encontrar uma quimica que fosse tdxica ao microorganismo e
razoavelmente ndo tdéxica ao hospedeiro (Wermuth, 1996).

Previsivelmente, muitos dos trabalhos recentes tem caminhado no
sentido de fazer um “retorno as origens”. Especialmente no caso dos
compostos biologicamente ativos, o retorno aos compostos sulfonilicos (sulfas
e derivados) foi bastante natural, ja que os modernos produtos de amplo
espectro, apesar da incontestavel efetividade, ndo tem correspondido de
maneira eficaz a constante procura por maior seguranca na administracdo de

medicamentos.

1.3.2.1. Sulfonamida, um agente antibacteriano (Hansch and
Leo, 1995).

Os primeiros farmacos antibacterianos seletivamente toxicos foram os
farmacos da familia sulfas, uma tentativa de Domagk para levar adiante as
idéias de Ehrlich. Paul Ehrlich impressionou-se com o fato de que certas tintas
manchavam algumas células mas n&o outras. Ele fundamentou que deveria ser
possivel encontrar tintas que seriam seletivamente absorvidas pelos
microrganismos, mas nao pelas células do hospedeiro e usou esta idéia para
descobrir um farmaco efetivo contra a sifilis.

Apds Domagk realizar testes com muitos compostos, a tinta prontosil foi
inserida no mercado como um agente antibacteriano de sucesso. Esta
propriedade era inesperada, pois o prontosil 3 ndo apresentava atividade
contra bactéria in vitro. Contudo, em contato com o agente redutor apresentou
atividade biolégica in vivo em funcao de sua metabolizacao, pela reducgao, ao
agente antibacteriano ativo, chamado p-aminobenzenosulfonamida 6, também
chamado sulfanilamida.

A descoberta do prontosil marcou o inicio da quimioterapia moderna.
Durante a década seguinte milhares de sulfonamidas foram sintetizadas e
testadas como agentes antibacterianos. Estes foram os primeiros estudos de
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estrutura-atividade e demonstraram a importancia da modificacdo molecular no
desenvolvimento de farmacos. Isto foi um dos primeiros exemplos onde um
novo composto levou a outros compostos para outras doencas revelando
efeitos colaterais observados durante estudos clinicos e farmacolégicos. Estes
estudos levaram ao desenvolvimento de novos agentes antidiabéticos e

diuréticos.

H,oN S—NH,

1.3.2.2. Mecanismo de acao

Em meados de 1940, Miller e colaboradores (Miller et al, 1944)
demonstraram que sulfonamidas inibiam a biosintese do acido félico, e em
1948 Nimmo-Smith e colaboradores (Nimmo-Smith, 1948) mostraram que a
inibicdo da biosintese do acido félico por sulfonamidas era competitivamente
revertida pelo &acido p-aminobenzéico (PABA). A biossintese do &cido
dihidrofélico é especifica para microrganismos (e algumas plantas) que nao
podem absorver acido dihidrofélico pré-formado. Animais incluindo humanos
nao produzem o 4cido dihidrofélico, mas o obtém dos alimentos. A seletividade
de acdo das sulfonamidas é devido a esta diferenca no metabolismo do acido
félico entre humanos e microrganismos (Foye et al, 1995).

A dihidropteroato sintase (DHPS-EC2.5.1.15) é uma enzima que
catalisa a condensagcdao do PABA com 7,8-dihidropteridina-pirofosfato
(DHPPP), eliminando pirofosfato para formar 7,8-dihidropteroato (Achari et al,
1997), o qual € subseqientemente convertido a tetrahidrofolato. A
reversibilidade da inibicdo foi demonstrada por Weisman e Browm (Weisman
e Browm, 1964) e eles sugeriram que sulfonamidas eram incorporadas no
dihidrofolato. Isto foi verificado por Bock e colaboradores (Bock et al, 1974);
que incubaram a dihidropteroato sintase com difosfato e [*>S]sulfametoxazol 7
e identificaram o produto como 8 (Esquema 6). Este € um exemplo de inibicao

competitiva reversivel, na qual o inibidor também & um substrato.
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Esquema 6 — Conversao catalisada por dihidropteroato sintase de 7 a 8 (Bock
et al, 1974).

Como os folatos sao intermediarios essenciais para a preparacao de
certas bases de DNA, sem as quais as bactérias ndo podem se multiplicar,
esta inibicdo é bacteriostatica e, ultimamente bactericida (Foye et al, 1995).

O &cido folico € uma vitamina do complexo B e deve ser ingerido por
humanos. Além disso, como a bactéria tem de biosintetizar seu folato, ela nao
possui um sistema de transporte para isto. Consequentemente, pode-se ingerir
todo o folato desejado que a bactéria ndo podera utiliza-lo. Isto € outro exemplo
de toxicidade seletiva, inibigdo do crescimento de um organismo “estranho”
sem afetar o hospedeiro 0 que se encaixa na categoria de um inibidor ideal de

enzima.

1.4.Planejamento Racional

A maioria dos farmacos atualmente comercializados para o tratamento
de doengcas em humanos, animais e plantas foram descobertos por
observacbes ou por experimentos sistematicos em grandes séries de
substancias naturais ou sintéticas.

Para que se possa reduzir o tempo gasto na obtencdo de um novo
farmaco, € preciso reduzir 0 empirismo nos projetos para assegurar que 0S

farmacos sintetizados e farmacologicamente testados sejam tao significativos
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quanto possivel. Desta forma, a quimica medicinal tém por objetivo entender as
forcas que governam a atividade de um composto em particular ou de uma
classe de compostos e assim Ter-se mais habilidade para projetar farmacos
para uma proposta especifica. Os melhoramentos desejados sao especificados
pelo objetivo medicinal ou compromisso farmacodinamico (por exemplo, tipos
de efeitos, poténcia, seletividade) assim como propriedades farmacocinéticas,
tais como absorcdo, distribuicio e comportamento metabdlico. Estas
propriedades constituem o perfil da atividade do farmaco.

Sendo assim, o método tradicional de desenvolvimento de farmacos €
atualmente substituido pelos métodos que exploram o crescente conhecimento
dos alvos moleculares participantes de algumas doengas, a tecnologia
computacional e o0s principios fisicos relacionados a interagcdo farmaco-
receptor.

O planejamento racional de farmacos torna-se cada vez mais
importante pelo esfor¢go de promover um ligante biologicamente ativo na busca
de um farmaco Uutii a medicina humana e veterinaria e no mundo
fitofarmacéutico.

As modifica¢des estruturais sdo a chave para manipular a atividade e a
poténcia (quantificagdo da atividade). Varios métodos de modificacdo estrutural
tem sido desenvolvidos objetivando uma melhora do indice terapéutico (em
sistemas in vivo é a razdo entre LDsy e EDso, 50% da dose letal e 50% da dose
efetiva, respectivamente) (Silverman, 1992).

A base da QSAR como ferramenta para o desenvolvimento de farmacos
foi concretizado na década de 1960 com o trabalho de Hansch (Hansch, 1964)
e Free e Wilson (Free e Wilson, 1964). O modelo de Free e Wilson é baseado
na hipotese de que, numa série de compostos que diferem entre si pela
presenca de substituintes em certas posi¢cées da molécula, a contribuicdo dos
substituintes para a atividade biol6gica é aditiva e depende somente do tipo e
da posigcao do substituinte.

Topliss (Silverman, 1992; Hansch e Leo, 1995; Topliss, 1997)
desenvolveu um método ndo matematico e ndo computacional, orientado pelos
principios de Hansch, mais usado quando a sintese de grande numero de
compostos é dificl e quando os testes bioldégicos de compostos sao
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prontamente disponiveis. Este método foi intitulado arvore de decisdo de
Topliss. Esta analise € baseada somente nos valores de n e ¢ (parametros
lipofilico e eletronico, respectivamente); outros fatores tais como efeito estéreo
tem sido negligenciados.

Existem diferentes métodos para os casos onde a estrutura do receptor
€ conhecida e onde a estrutura ndo € conhecida, para interpretar relagbes
estrutura tridimensional-atividade e para designar novas estruturas ativas.

Nos casos onde a estrutura 3D do receptor é desconhecida, ndo se tem
escolha além de desenhar novas moléculas baseados na estrutura 3D de
ligantes naturais ou farmacos conhecidos. Para isto, € necessario presumir de
forma adequada as exigéncias tridimensionais para a atividade, com base no
conhecimento de moléculas ativas. Conformagdes ativas, grupos funcionais ou
atomos essenciais para a atividade, forma e o volume ocupado pelo ligante séo
requerimentos tridimensionais importantes.

Suposi¢des de grupos quimicos ou atomos essenciais para a atividade
sdo chamadas hipéteses farmacoforicas. Farmacéforo era inicialmente um
conceito 2D, mas agora € um conceito 3D. Moléculas com grupos
farmacoforicos arranjados tridimensionalmente em posicées apropriadas sao
consideradas por ter alta probabilidade de apresentarem atividade.
Naturalmente, o ponto conhecido mais importante é como presumir ou assumir
as exigéncias 3D para a atividade e isto determina o sucesso ou a falha do
trabalho.

Se a estrutura 3D do receptor é desconhecida, uma aproximagao pode
ser feita com base na estrutura conhecida do ligante, se a conformacao ativa
de uma molécula ativa é conhecida ou se ha uma molécula ativa com estrutura
rigida. Desde a década de 80, muitos programas de computador para uso em
quimica tém contribuido na construcdo de hipoteses na suposicdo que a
conformacéo ativa de um farmaco é a mesma conformagéo estavel encontrada
no cristal ou em solucdo ou, simplesmente, é a conformagéo de menor energia.
Entretanto, € agora aceito que a conformacao ativa ndo é necessariamente
alguma destas conformacgdes estaveis desde que o importante € a estabilidade
total do sistema ( Itai et al, 1993).

No desenvolvimento de novos farmacos ha uma variedade de
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métodos para identificar um composto prototipo, que serd utilizado na pesquisa

de futuros andlogos:

- Andlise Aleatéria (todos os compostos sdo testados num ensaio sem
considerar suas estruturas);

- Andlise ndo aleatoria (compostos com alguma semelhanca descobertos no
teste aleatério ou com diferentes grupos funcionais com relagdo ao
composto modelo podem ser testados seletivamente);

- Estudo do Metabolismo do Farmaco (compostos resultantes do
metabolismo dos farmacos sao analisados para verificar qual € o
responsavel pela atividade);

- Observacoes clinicas (durante testes em animais ou testes clinicos um
composto pode apresentar mais de uma atividade farmacoldgica, pode
produzir efeito colateral e ser usado como modelo para outra atividade.

Tendo um composto modelo em maos, modificagbes sao feitas para
melhorar a atividade farmacolégica. Contudo, somente uma pequena parte do
composto pode ser envolvido na interacdo com o receptor (farmacéforo)
(Silverman, 1992). Uma vez identificado o farmacoforo, faz-se a manipulagéao
de grupos funcionais.

Em alguns casos um quimico medicinal experiente sabe que
determinado grupo funcional pode provocar um efeito particular. Clorotiazida 9,
por exemplo é um agente anti-hipertensivo que tem um forte efeito diurético
bem conhecido. Sabe-se, com base em estudos de sulfonilamida, que a cadeia
lateral sulfonamida pode apresentar atividade diurética. Consequentemente,
diazoxida 10 foi preparada como um farmaco anti-hipertensivo sem atividade
diurética (Wermuth, 1996).

Cl N N
N ~
L I
H.NO.S P P
oNO, o’ o o’ o

(9) (10)

Na modelagem do composto modelo e demais compostos da série faz-

se uso de métodos computacionais.
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A modelagem molecular consiste numa visualizagdo gréfica
computacional e da representacdo da geometria de uma molécula. Envolve a
manipulacdo e a modificagao de estruturas moleculares. Calculos teéricos no
campo da quimica (mecanica molecular, dindmica molecular e célculos quanto-
mecanicos) sdo usados para estimar as estabilidades energéticas relativas, as
propriedades eletronicas e as interagdes moleculares. Esses métodos s&o
muito Uteis no refinamento de estruturas na modelagem molecular. Célculos de
dindmica molecular monitoram a evolucao temporal de cada atomo no sistema
em funcdo de sua energia cinética e potencial. A energia cinética é
determinada pela temperatura de simulagcéo e pela energia potencial, descrita
pelo campo de forca. Para o proposito de planejamento de novos ligantes
deve-se considerar que, em geral, as reacées quimicas se processam a partir
das estruturas estaveis das moléculas envolvidas, enquanto que a atividade
bioldgica surge de interacdes entre as moléculas do farmaco e o receptor.

Célculos de mecéanica molecular sao usados em muitas areas de
pesquisa para compreensdo, modelagem e exploracdo da relacdo estrutura-
atividade.

Tais areas incluem analise conformacional, identificacdo de farmacoéforo,
“encaixe” (docking) de ligantes a macromoléculas, CoMFA e identificagdo de
sitios de ligacao favoraveis, a partir de campos de interacdo molecular.

A minimizacao de energia é uma das técnicas de modelagem
molecular mais antigas e mais utilizadas. Fornece uma estrutura de baixa
energia. Em muitos casos o interesse esta, dentre todas as conformagdes, na
de menor energia, a minima global. Em outros casos € mais importante
amostrar um amplo (preferencialmente representativo) conjunto de minimos
locais. Contudo, existem muitas conformagdes com minimos locais. Isto
significa que nenhum algoritmo pode garantir que a conformagéo de menor
energia (minimo global) sera encontrada. Este problema é conhecido como
problema do minimo global. Considerando que o numero de minimos
tipicamente cresce exponencialmente com o numero de variaveis, o problema
minimo global é um trabalho extremamente dificil para uma funcéo

multidimensional (Jensen, 1999).

Planejamento Racional de Imidas Ciclicas e Sulfonamidas com Atividade Antinociceptiva. 16

Maria Elena Walter



O dultimo dos métodos quimico-quanticos semi-empirico proposto,
modificado e desenvolvido por Dewar e colaboradores foi o AM1 (Austin Model
1). Este é um método MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) (Dewar et
al, 1985; Dewar and Dieter, 1986).

Numa simulacdo de dindmica molecular (Jensen, 1999) as equagdes
classicas de movimento de Newton sdo resolvidas para um sistema de N

atomos interagindo de acordo com os termos do campo de forga (Eq.1).

Md?ri/ dt? =- V[ V(ry, r2, ..., )]s i =1, N (1)

Para um sistema molecular de N particulas tendo uma massa m;,
posicdo atbmica ri num tempo t, sdo deduzidos do gradiente da energia
potencial V, o qual é classicamente obtido pela mecanica molecular. Como r; é
calculado dentro de um certo intervalo de tempo At de 1-2 fs (Eq.2), a trajetdria
de todos os atomos pode ser monitorada e entdo ter acesso a propriedades
dinamicas que podem ser de interesse para estudar uma grande variedade de
sistemas, por exemplo moléculas de interesse bioldgico, polimeros,
mecanismo catalitico e processos de ligacao.

fi (t + At) = 2ri(t) — ri(t - At) - At V; V(t)/m; (2)

Durante uma simulacdo de dinamica molecular, o sistema sofre
mudancas conformacionais (coordenadas atébmicas) e no momentum
(velocidades), de forma que diferentes partes do espaco conformacional
acessivel a molécula possam ser exploradas.

A capacidade de realizar buscas conformacionais € um dos casos mais
importantes da dindmica molecular. Além disso, varios mecanismos de controle
da temperatura e pressdo dos sistemas simulados permitem amostragens
estatisticas a partir das quais varias propriedades dinadmicas, termodinamicas,
estruturais e energéticas podem ser calculadas.

As moléculas reais encontram suas conformagfées de minimo global
flutuando sobre uma colegdo de configuragbes. Em principio, se o0s

movimentos e flutuacdes experimentados por uma molécula sdo simulados,
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entdo o minimo global é eventualmente amostrado nessa simulagdo. Esta é a
principal aproximagéo feita em uma dinamica molecular.

Ha procedimentos que podem ser utilizados para melhorar a busca
conformacional. O procedimento chamado anelacao (Simulated Anneling -
SA) pode ser usado para este fim. Consiste em resfriar o sistema as
temperaturas mais baixas, a temperatura ambiente por exemplo, e efetuar uma
nova dindmica a essa temperatura para procurar por conformacoes de energias
mais baixas (Figura 1).

Anelacao é um tipo de experimento de dindmica molecular no qual a
temperatura do sistema é variada em fungdo do tempo com o objetivo de
amostrar amplamente o espago conformacional. A raz&o usual para utilizar este
método é obter diferentes conformacdes de baixa energia de uma Unica
molécula ou diferentes configuragdes de baixa energia de um sistema de

moléculas, por exemplo, um ligante “encaixado” ao receptor.

Energia

Conformagao

Figura 1- A anelagdo. Minimizacbes de estruturas dindmicas a altas
temperaturas podem levar a minimos de alta energia. Um resfriamento e
posterior dindmica pode ajudar a encontrar minimos de energia mais baixa. Os

nameros 1, 2 e 3 mostram transicées conformacionais.

Este € um método computacional de duas idéias diferentes. A primeira
idéia é criar um analogo computacional da técnica experimental de anelagao e

a segunda idéia € usar um mecanismo controlado para obter diferentes
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estruturas iniciais usando temperatura para ultrapassar barreiras. Para ambas
as idéias, a proposta é a mesma: aplicar altas temperaturas para permitir ao
sistema rearranjar seu estado presente e baixar a temperatura levando o
sistema ao estado estavel. O ciclo é repetido varias vezes até que multiplas
conformagdes possam ser obtidas e analisadas usando a Tabela Molecular do
pacote de programas SYBYL v6.7 — Tripos 2000. Apéds, as conformacdes
retidas pelo método de SA sdo minimizadas diretamente para assegurar que o
sistema esta realmente no estado de baixa energia.

Com consideragdo a primeira idéia, a anelacao experimental € uma
técnica na qual uma matéria € repetidamente aquecida e esfriada lentamente
para criar uma estrutura que seja favorecida mais pelas consideragcdes
termodindmicas do que pelas inicialmente limitadas consideragdes cinéticas,
dependendo da taxa de resfriamento. Um exemplo disto € um experimento
para crescer um amplo cristal aquecendo um material e entdo resfriando
lentamente para permitir o rearranjo no estado cristalino termodinamicamente
preferido. A SA fornece a habilidade para aquecer o sistema e resfriar
lentamente para encontrar o arranjo atémico preferido dentro do sistema
molecular.

Outro método de busca conformacional é o algoritmo genético (GA)
(Jensen, 1999; Blommers et al, 1992) que tira seus conceitos e terminologias
da biologia. O conceito deste algoritmo foi primeiramente introduzido por
Holland (Holland, 1975). A idéia € ter uma “populagcédo” de conformacgées, cada
uma caracterizada por um conjunto de “genes” (angulos de torcao). Os “pais”
sdo cruzados para gerar “filhos” que tem uma mistura de genes dos “pais”,
esteprocesso é denominado mutacdo. E um método de otimizacdo baseado na
evolugdo Darwiniana, que consiste de transformagfes sucessivas de uma
geracdo de uma série de conférmeros numa outra geragdo usando as
operacdes de selecao (conférmeros com menor energia sdo mais aptos do que
conférmeros de maior energia), permutacao e mutacao. Desde que 0 processo
de selecéo é influenciado pela conformacdo de menor energia, o método GA
leva a uma colegéo de conférmeros de menor energia.

No primeiro estagio, os angulos torcionais da estrutura de partida sdo
aleatoriamente escolhidos dentre os angulos de ligacao torcionais. Assumindo
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que a distdncia de ligagdo e os angulos de ligagdo sdo constantes, a
conformagdo de uma molécula pode ser descrita por um conjunto de angulos
torcionais. Usando este conjunto de angulos torcionais inicial, uma populacao
de conformacdes é gerada.

Tendo gerado 100 “filhos”, por exemplo, suas energias sao
determinadas e porcbes de melhores estruturas “pais” e “filhos” sao
carregadas sobre a proxima geracdo. Cada individuo (cromossomo) da
populacdo tem um valor de “saude”. As conformacbes obtidas de um
cromossomo mutante sdo evolugdes e este procedimento é repetido por véarias
geracgoes.

Uma pequena quantidade de “mutacdes” € usualmente permitida no
processo, isto €, angulos sdo aleatoriamente mudados para produzir
conformacdes fora da faixa contendo a populacao corrente.

E aceito que propriedades fisico-quimicas e caracteristicas estruturais
de compostos quimicos governam sua poténcia biolégica.

Os descritores fisico-quimicos representam uma forma de
informagdes quimicas, contidas na estrutura molecular, os quais sé&o
transformados e codificadas de acordo com problemas toxicoldgicos,
farmacoldgicos e quimicos nos estudos de QSAR. Descritores moleculares
levam em conta diferentes aspectos das informagdes quimicas. O modo de
obter estas informagbes pode (a) ser através de experimentos ou de célculos
tedricos; (b) considerar a molécula toda, fragmentos desta ou grupos
funcionais; (c) requerer o conhecimento da estrutura 3D da molécula ou seu
grafico molecular ou simplesmente sua formula; ou (d) exigir informacdes
definidas pelos valores escalares, campos escalares ou vetoriais. Nos ultimos
anos, varios métodos tem sido explorados e muitos tipos de descritores
moleculares tem sido propostos.

Dentre os descritores tedricos, os mais conhecidos s&o o peso molecular
e os descritores estruturais (descritores 1D, isto €, a quantidade de ligacdes,
atomos de diferentes tipos, quantidade de grupos funcionais e fragmentos, e o0
nimero de anéis de tamanhos diferentes), obtidos de um simples
conhecimento da férmula e descritores topoldgicos (descritores 2D), obtidos do
conhecimento da topologia molecular.
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A complexidade das informagdes quimicas contidas nas estruturas
moleculares 3D exige descritores habeis a levar em conta propriedades
relacionadas a representacoes tridimensionais mais completas das moléculas.

O tipo de parametro apropriado para a pesquisa de novos farmacos
depende do problema em questéao, isto é, se ha interesse no desenvolvimento
de uma série ou na deducao de relagbes estrutura-atividade. No primeiro caso,
somente parametros que possam ser calculados diretamente da estrutura
quimica podem ser usados, enquanto que no segundo caso pode-se também
usar parametros medidos.

Usando valores medidos em analise de estrutura-atividade relacdes
mais realisticas podem ser obtidas, mas altos custos experimentais sao
normalmente requeridos. No caso do experimento requerer menos esfor¢co do
que os calculos, usa-se as medidas experimentais.

indice de conectividade molecular x (Kubinyi, 1993) é calculado a
partir de formulas moleculares num unico caminho e devido a sua definicdo
matematica, algumas propriedades fisico-quimicas de isémeros ramificados e
nao ramificados podem ser descritos com alta preciséo.

Hall e Kier desenvolveram indices de conectividade molecular (Kier Chi)
que refletem a identidade do atomo, o ambiente ligado e o numero de ligagbes
de hidrogénio. Estes indices Kier sdo uteis numa ampla variedade de
aplicacoes (Hall e Kier, 1992).

Os indices Chi v sao definidos em termos de 8" (nimero de vizinhos i), o
qual possui informacodes sobre a identidade do atomo i:

- para a primeira fileira de atomos, 8", = Z"; - h;

- para outros atomos, 8'i = (Z¥i- h) / (Zi - 2" - 1)

onde Z'; é o nimero total de elétrons de valéncia do i, e Z; é o nimero atémico
de i.

Muitos indices topoldgicos tem sido criados nos ultimos  anos.
Similaridade molecular Ras é determinada a partir das propriedades
estruturais P € Pg de duas moléculas comparadas, através do Indice Carbo
(Carbo et all, 1980). Em 1980, Carbo e colaboradores propuseram uma

medida de similaridade: duas moléculas comparadas s&o sobrepostas
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computacionalmente, e sua similaridade S é expressa em termos de

distribuicdo de carga (p1 e p2, Eq. 3)

Rag = p1 p2 dv / (Zp; 2 dv)'"2 (£p,2 dv)"? (3)

A similaridade de forma é avaliada de uma maneira similar usando
uma versao modificada da equacao Carbo (Eq.3) (Good et al, 1953) proposta
por Meyer (Meyer e Richards, 1991). O mecanismo de avaliacdo da
similaridade é o mesmo aplicado a densidade de carga. Para similaridade de
forma, cada ponto da caixa é testado para ver se cai dentro da superficie de
van der Waals de cada molécula. Os resultados sao aplicados para a seguinte
versdo modificada do indice Carbo: Sa = B/ (TaTg)"? (Eq. 4), onde B é o
namero de pontos que caem dentro de ambas as moléculas, enquanto Ta e Tg
sao 0 numero de pontos que caem dentro de cada molécula individualmente.

Descritores WHIM (Weighted Holistic Invariant Molecular) séo indices
moleculares 3D que representam diferentes fontes de informagdes quimicas.
Estes descritores contém informagdes sobre forma, simetria e distribuicao
atdbmica. Estes indices sao calculados de coordenadas x, y, z de uma estrutura
3D da molécula, usualmente de uma conformagéo espacial de energia minima
(Todeschini e Gramatica, 1997).

O programa DRAGON v1.1-2000 (Todeschini and Consonni, 2000)
calcula descritores moleculares a partir dos graficos moleculares através do
somatério dos produtos dos pesos dos atomos terminais em todas as
trajetorias da extensdo considerada. Autocorrelogramas 2D sao plotados para
mostrar a similaridade molecular com base na conectividade. Estes graficos
podem ser “pesados” com uma propriedade atémica, por exemplo raio de van
der Waals (Broto et al, 1984). DRAGON calcula autocorrelagbes-2D para
Moreau-Broto  (ATS) e Moran (MATS) (Moran, 1950). Também calcula
descritores através do somatério dos pesos dos atomos vistos por uma fungao
escalonada angular diferente (Mor) (Schuur e Gasteiger, 1997).

A atividade biolégica raramente depende de uma ou duas propriedades
guimicas isoladamente e, portanto, uma matriz complexa de dados devera ser

analisada. Dados bioldégicos podem ser de dados de afinidade (Dlsg) a
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complexos dados in vivo, refletindo somente a atividade ou inatividade de um
composto. Os dados biolégicos e outras propriedades sdo conhecidos como
variaveis dependentes. Sao usualmente determinadas por medidas
experimentais ou observacdes de alguns sistema teste relevante (van de
Waterbeemd, 1994).

As variaveis independentes sdo propriedades fisico-quimicas, tais como
T e G, as quais dependem da estrutura quimica e ndo dependem dos dados
bioldgicos. Podem ser determinadas experimentalmente ou podem ser
calculadas.

Centenas de parametros fisico-quimicos podem ser calculados através
de programas computacionais. Porém, quantos e quais parametros estdo
realmente relacionados a atividade bioldgica? Empregando regressdo multipla
linear (MRL) para regressdo de dados, deve-se respeitar a razdo de, no
minimo, 1 parametro para cada 5 compostos e observar que sao altas as
chances de correlacdo (multicolinearidade) e isto pode causar solugbes
superestimadas. Isto pode ser resolvido realizando uma selecao de variaveis e
s6 depois empregar a MRL ou pode empregar as técnicas mudltivariaveis
baseadas na componente principal como minimos quadrados parciais (Partial
Least-Squares Regression — PLS) (Ferreira, 2002).

Os parametros fisico-quimicos devem ser padronizados, através de um
pré-processamento. A matriz original normalmente ndo apresenta uma
distribuicao de valores 6timo para as analises (possui diferentes unidades ou
variancia nas variaveis), que requerem algum pré-tratamento para a andlise de
dados. O auto escalonamento, em geral € empregado, resultando em variaveis
com variancia entre zero e um.

A PCA (Ferreira, 2002; Levingstone, 1995, Kubinyi, 1993; Cupon,
1990) é o método mais adequado para analise de dados multivariaveis.

A PCA pode ser encarada por trés pontos de vista:

- método de transformar variaveis correlacionadas em variaveis nao
correlacionadas;

- método para encontrar combinacdes lineares com variabilidade
relativamente pequena ou grande;

- ferramenta para reducéo de dados.
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Um banco de dados contendo informacdes estruturais, eletrbnicas e/ou
estereoquimicas sobre os compostos estudados é construido. A analise inicia
com uma normalizacao do banco de dados. Cada parametro fisico-quimico,
ou descritor, é padronizado para que sejam evitados problemas quanto a
ordem de grandeza destes. Usualmente, estes sao padronizados empregando-
se um procedimento conhecido como “meédia dividida pelo desvio padrdo da
média” para cada parametro (Eq.5). Desta forma, todos os parametros estariam
dentro de um intervalo de 0 a 1.

X'ij = Xij- Xmed)j/ © (5)

Pl

L
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Figura 2 — Representacéo da relagédo entre os vetores de dados (variaveis).

Trabalhando os pontos representando variaveis, pela origem do grafico
da PC é possivel construir vetores (loading) em duas dimensdes de espaco
PC (Fig.2).

Os loadings dessas varidveis sao encontrados pela projecao das linhas
nos eixos PC. Loadings € a contribuicdo da variavel em cada PC.

Os parametros mais importantes sdo selecionados em um grafico de
pesos. A figura 3 ilustra como seria este grafico.

Por exemplo:PC1 = x4Par1 + xoPar2+..., onde Xi,X,... S80 coeficientes
dos parametros, Par1, Par2,.. sdo os descritores ou parametros fisico-
quimicos.

PC1 é definida na direcdo da varidncia maxima do conjunto de dados.
PC2 é a direcao que descreve a variancia maxima, ortogonal a PC1. As
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componentes subsequentes sdo ortogonais as PC’s previamente selecionadas
e descrevem 0 maximo da variancia restante.

A selecdo dos descritores/parametros é feita de acordo com o sua
posicao no grafico (Fig. 3). Os descritores/parametros mais importantes estao
nos extremos deste grafico, sendo sua posigcao relativa, esquerda/direita ou
acima/abaixo das linhas que marcam o ponto 0,0, um indicio de seu
comportamento favoravel ou ndo ao aumento dos valores absolutos de um
determinado descritor/parametro.

Desta forma, a analise de componentes principais pode reduzir o
numero de parametros de um banco de dados de forma eficaz e significativa e
ainda indicar quais parametros representam de forma mais significativa a

variedade estrutural do banco de dados.
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Figura 3 — Gréfico de loadings.

Cada PC tem um autovalor (score) associado, o qual mostra quanto de
variancia do conjunto original € explicado pelas PCs. Score € a resolugédo da
PC para cada composto (y de cada equacgdo da linearizagao inicial). Valores
positivos e negativos das contribuicbes as PCs sédo igualmente significantes,

somente o0 senso da contribuicao é reverso.
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Principal Component 2

Figura 4 — Analise de PCA

A andlise de grupos investiga a existéncia de grupos naturais (cluster) de
objetos (Fig. 4). Quando grupos podem ser determinados, a similaridade entre
0s membros de um grupo tem de ser estabelecida.

Analise de cluster (Hierarchial Cluster Analysis, HCA) é outro
importante método multivariavel de andlise de dados. Seu objetivo é dispor os
dados de maneira a enfatizar seus grupos (cluster) naturais (Ferreira, 2002;
Levingstone, 1995, Kubinyi, 1993).

HCA opera pelo uso de medidas da distancia entre pares de objetos no
espaco multidimensional, tal como a familiar distancia Euclidiana. Objetos
(compostos) sdo “aproximados” num espago tornando-os membros de um
unico grupo. Para um nivel de similaridade um dado numero de grupos sera
formado de um conjunto de dados particular.

A base é o calculo de distancias entre objetos num espaco

multidimensional usando uma equagéo como (Eq.6):
dij = (Z (dix — dix) 2) (6)

Os resultados, os quais sdo de natureza qualitativa, sdo apresentados
na forma de um dendograma (Fig. 5), 0 que permite visualizar os dados num
espaco bidimensional.
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Alta Similaridade Baixa

Figura 5 — llustragdo de um dendograma.

Ja quando se busca resultados quantitativos € necessario realizar uma
analise de QSAR. O estudo de QSAR representa um importante estagio no
desenvolvimento da compreensdo dos processos e fatores controladores da
acao dos farmacos, incluindo o papel da hidrofobicidade. Muitas predicées com
sucesso tem sido realizadas a partir de equacdes de QSAR, levando a
identificacdo de compostos com poténcia aumentada. Equagdes de QSAR tem
fornecido a diregdo para melhorar a seletividade de agédo e decidir quando
terminar uma série de compostos. Desta forma, com o desenvolvimento de
uma série de compostos baseado em QSAR, mais informag¢des por composto
sintetizado podem ser obtidas, levando a um aumento da eficiéncia.

Uma equacdo de QSAR é uma correlagdo entre dados biolégicos e
quimicos obtidos por regressdao MRL.

O papel dos métodos estatisticos € identificar correlacbes entre
propriedades fisicas (descritores) e a atividade. Esta correlacdo ndo pode
surgir por chance, ou seja, € necessario mostrar que ha uma real relagéo entre
propriedades fisicas-quimicas e a atividade.

A regressao multipla calcula uma equacdo (modelo) (Eq.7) que

descreve a relagcdo entre uma Unica variavel dependente y (por exemplo,
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resposta bioldgica) e varias variaveis independentes x; é uma extensdo da
regressao linear (Levingstone, 1995).

Y = aiX1 + azXz +... +apXny +C (7)

onde ai, a2, etc. e ¢ sdo constantes escolhidas para dar o menor erro entre o0s

valores reais de y e os valores preditos de y usando esta equacéo.

Na MRL as equacdes sao constituidas para maximizar a explanacao da
correlagdo entre variaveis dependentes e independentes. A variancia no
conjunto independente é ignorada, os coeficientes de regresséo séo calculados
baseado no ajuste de y as variaveis x.

Em geral, a equacdo de regressdao pode ser aceita em estudos de
QSAR,

- se o coeficiente de correlagdo r estd em torno de ou melhor que 0,9 para
dados in vitro e 0,8 para dados em animais (esses valores ndo dependem
somente da qualidade do modelo, mas também da variancia total dos dados
biolégicos);

- se o0 desvio padrdo s ndo é maior do que o desvio padrdo do dado bioldgico;

- se o valor de F indicar que os niveis de significancia totais sdo melhores do
que 95%;

- se o intervalo de confianca de todos os coeficientes de regressao provam
que eles séo justificados ao nivel de 95% de significancia (ou seja, seus
valores de intervalos de confianga sdo menores que os valores absolutos
dos coeficientes de regressao) ( Kubinyi, 1993).

Dados biolégicos devem cobrir uma faixa de no minimo um, melhor dois
ou mais unidades de logaritmo.

Por razdes estatisticas, a andlises de regressdo multipla ndo podem ser
usadas em métodos de QSAR-3D por considerarem mais descritores 3D do
gue compostos. A alternativa estratégica (PLS) pode ser usadas para encontrar
um modelo quantitativo em tais situagcées. A validacdo cruzada € uma
importante técnica para assegurar a robustez do modelo proposto.

A andlise de PLS (Ferreira, 2002; Levingstone, 1995, Kubinyi, 1993)
pode ser usada para explicar poténcias biolégicas quando um grande numero
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de descritores intercorrelacionados s&o usados na analise. Quando varias
propriedades mostram uma variagdo similar com relacdo a todos os
compostos, essas propriedades podem ser vistas como sendo membros de
uma unica familia. PLS descobre as familias de varidveis que estao
correlacionadas com a atividade bioldgica, gera um conjunto de variaveis
perfeitamente ortogonais, chamadas variaveis latentes (LVs), cada uma
altamente correlacionada com uma Unica familia de descritores e “pobremente”
correlacionada com as demais familias.

Uma analise de PLS pode, a grosso modo, ser descrita como uma PCA
somada a uma regressdo multipla linear.

Durante uma analise de PLS, uma PCA, é realizada no banco de dados
de forma que a maior variancia possivel seja descrita pelo menor niumero de
componentes. Ou seja, 0 método PLS é uma técnica de regressao que faz uso
de quantidade tipo PCs deduzidas do conjunto de variaveis independentes. As
PCs em PLS sdo chamadas variaveis latentes (LV) (Eq.8).

Y=a;LVi+aLVo +..+a,LV,+C (8)
onde a; — a, coeficientes produzidos pela PLS.

A PLS é um método de ajuste de curva muito poderoso. Este método
caracteriza-se por ser capaz de tratar bancos de dados muito grandes com
eficiéncia e rapidez e principalmente, possuir uma grande capacidade de evitar
vicios de andlise tais como os conhecidos por “correlagdes pbr chance”.

Durante o processo de construcao das PCs, ou componentes principais,
a variavel dependente, o parametro biolégico é incluido de forma que em cada
PC contenha os parametros fisico-quimico, ou descritores, mais importantes
para a descrigdo da diversidade estrutural do banco de dados.
Simultaneamente, uma correlacdo matematica, através de uma regressao

multipla com os dados dependentes, € procurada (Figura 6).
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Figura 6 — Representacdo esquematica de uma analise de PLS.

Isto implica, matematicamente, em realizar-se uma operacéao de reducao
de variaveis onde nao sé a significancia estatistica de cada parametro fisico-
quimico em uma determinada componente principal seja avaliada, mas
também sua correlacdo com a propriedade desejada sera testada e, mais
ainda, que ela influencie na determinagao da composi¢cdo das componentes.

Um procedimento de validagdo cruzada (Fig.7) pode ser usado para
selecionar o modelo com alta habilidade preditiva. Em corridas de PLS, muitas
validacbes cruzadas sao realizadas nas quais um ou varios objetos sao
eliminados do conjunto de dados aleatoriamente ou de forma sistematica.
Somente os objetos excluidos séo preditos pelo correspondente modelo.

Um procedimento comumente usado para estimar o erro do modelo de
PLS é a validacao cruzada LOO (/eave-one-out):

A diferenca em habilidade de previsao entre dois modelos é avaliada por
PRESS (Eq.9).

PRESS =X (Yi - Ymed. ) (9)

O desvio padréo Spress € tomado como critério para o numero 6timo de
componentes. Spress € calculado apartir do PRESS, a soma do erro ao
quadrado dividido pelo nimero de graus de liberdade (Eq.10).

Spress = £ PRESS? / n-k-1 (10)

onde n é o niumero de objetos e k é 0 numero de variaveis (Kubinyi, 1993).
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Quéo mais significativas forem as componentes deduzidas numa
analise de PLS, PRESS e spress decrescerdo; se muitas componentes sao
extraidas, resultados superestimados sdo obtidos e PRESS e Spgess
aumentam.

O coeficiente de correlagdo r* é definido em analise de PLS como
numa analise de regressao.

A andlise de PLS tem um numero de importantes vantagens quando
comparada com analise de regressao, entretanto somente em poucos casos
tem sido usado em estudos de QSAR classico. Uma explicagdo pode ser a
complexidade do algoritmo e a melhor disponibilidade de programas de
computador para analise de regressao. Considerando a aplicacao de métodos
de QSAR 3D, por exemplo CoMFA, analise PLS é o método de escolha devido
a sua habilidade para manusear grande numero de parametros fisico-quimicos.
Neste caso, PLS é usada para modelar a relagdo entre as energias de
interacao dos pontos da grade e a variavel dependente.

As relacoes estrutura-atividade quantitativa tridimensional (QSAR-
3D) sdo modelos quantitativos que relacionam a atividade biologica de
pequenas moléculas com suas propriedades calculadas no espaco 3D. Todos
os métodos de QSAR-3D combinam modelagem molecular e andlise estatistica
da poténcia biol6gica em estudo dentro de um conjunto de compostos.

Todas as técnicas de QSAR assumem que (1) todos os compostos
estudados ligam-se da mesma forma ao alvo bioldgico; (2) compostos
estruturalmente similares sdo orientados de forma similar no sitio receptor em
comum; (3) a dinamica do sistema pode ser negligenciada. Os métodos
diferem na forma de descrever os compostos e em como achar a relagcéao entre
propriedades 3D e bioatividade. Como em todos os métodos QSAR, modelos
de QSAR-3D sao posteriormente usados para predizer a poténcia de
compostos ainda nao testados.
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Figura 7 — Processo de validagao cruzada.

O 3D significa que os compostos sao descritos pela localizagéo relativa
de propriedades no espago tridimensional. Usualmente, os métodos
consideram propriedades estereoquimicas, eletrénicas, ligacao de hidrogénio e
hidrofébica (lipofilica). Os descritores moleculares 3D de cada composto séo
variaveis independentes da atividade biolégica em questdo. As propriedades
3D usadas podem ser associadas explicitamente ou implicitamente com as
posicoes XYZ e podem chegar a milhares.

Para aplicar uma metodologia QSAR-3D, em muitos casos o usuario ou
0 programa seleciona a conformagdo mais adequada para cada molécula e
realiza o alinhamento com as demais moléculas estudadas. Sendo assim, o
alinhamento molecular inclui duas decisbes geométricas: uma para determinar
a relevancia conformacional e a segunda para decidir como sobrepor as
conformacgdes. Este é provavelmente o passo mais crucial em QSAR-3D.

De modo geral, QSAR pode ser uma estratégia mais facil para

responder questbes do tipo: como a lipofilicidade destes substituintes tem
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alguma influéncia na poténcia? Experiéncias sugerem que € util aplicar ambos
os métodos de QSAR 2D e 3D.

O “Q” e o “R” distinguem os métodos QSAR e QSAR-3D de outros
métodos de desenvolvimento de farmacos. A relacdo quantitativa descreve
como a mudancga estrutural relata a correspondente mudanga em algumas
propriedades, tais como atividade bioldgica.

O “S” em QSAR designa a estrutura de, geralmente, pequenas
moléculas que servem como ligante para exercer o efeito biolégico de
interesse. QSAR-3D trata um conjunto de compostos estruturalmente diversos,
chamado série de treinamento, assumindo que ligam-se ao mesmo alvo e
provocam a mesma resposta biolégica. Um conjunto de compostos nao usado
para deduzir o modelo é reservado para testar a capacidade preditiva (série
de teste).

Usualmente, um minimo de 15 compostos sdo necessarios para realizar
uma analise de QSAR-3D, porém quanto maior o numero de compostos
incluidos na anélise mais robusto € o modelo. No minimo 5 compostos sao
requeridos para cada propriedade incluida no modelo final. Uma segunda
consideracao é o problema de correlacdo por chance que pode ocorrer se
muitas propriedades independentes sdo exploradas com um pequeno numero
de compostos. Este risco € pequeno para os modelos estatisticos comumente
usados em QSAR-3D.

O “A” em QSAR se refere a propriedade biolégica medida apresentada
pelos compostos. Usualmente, € expresso como o logaritmo do inverso da
concentracdo molar necessaria para produzir uma resposta biologica
predeterminada, tal como 50% de inibicao de uma enzima (pDlsp).

A metodologia de QSAR-3D consiste de trés passos fundamentais:
alinhamento de todas as moléculas num mesmo sistema de coordenadas,
célculo de propriedades moleculares e andlise computacional das relacbes. Os
processos adotado em trés fases estdo intercorrelacionados num dado
método, a ligacao entre estes € somente uma questdo de conveniéncia. Novas

estratégias para todos esses passos sdo continuamente desenvolvidas.
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A conformacdo bioativa ndo necessariamente corresponde ao
conféormero de energia minima global calculado no vacuo ou detectado
experimentalmente em solugdo ou num cristal. Entretanto, determinar as
conformagdes e os alinhamentos a serem usados facilita propor uma plausivel
sobreposicao de diversos compostos se hd no minimo um composto ativo
rigido no banco de dados.

Se uma série treinamento incluir somente congéneros, pode-se
sobrepor os compostos mediante o esqueleto em comum, alinhando tanto
quanto possivel cada estrutura. Nestes casos, a conformagéo escolhida como
subestrutura comum pode néo afetar os resultados estatisticos.

O conceito de farmacédforo fornece um maneira de identificar um
alinhamento para um conjunto ndo congénero. Um farmacéforo € um arranjo
tridimensional de pontos que o composto deve possuir para apresentar uma
propriedade bioldgica particular.

O melhor alinhamento para QSAR-3D ndo necessariamente coincide
com os ligantes na conformacao ligante-receptor (Norinder, 1998). Para
investigar como melhor alinhar as moléculas para QSAR-3D, Klebe e Abraham
estudaram 20 compostos usando alinhamentos deduzidos experimental e
teoricamente (Klebe e Abraham, 1993). Os alinhamentos baseados em dados
cristalograficos do complexo ligante enzima foram estatisticamente piores do
que os resultados obtidos através do alinhamento deduzido da modelagem dos
ligantes. Os autores explicaram que compostos estruturalmente similares néo
sobrepdem exatamente no mesmo sitio de ligacdo. Numa QSAR-3D, tais
alinhamentos aparentemente ruins a principio acrescentam mais “ruidos” do
que “sinais” as propriedades usadas para obter o modelo. Investigacdes
similares com inibidores de HIV-1 protease demonstraram que a melhor
habilidade preditiva de compostos nédo esta no conjunto de dados, assim como
a melhor estatistica para estes no conjunto de dados, é encontrada através do
alinhamento que ignora o sitio de agao, exceto para encontrar a conformacgao
bioativa de cada um dos ligantes da série utilizada na analise.

A pratica de sobreposicdo de compostos com alta e baixa poténcia néo é
fisicamente realista, todavia produz modelos QSAR-3D preditivos. Um
alinhamento molecular efetivo reflete mais do reproduz a realidade; isto €&, as
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moléculas sobrepostas descrevem as causas melhor do que as consequéncias
das suas diferentes afinidades com o receptor.

Desde que Cramer e colaboradores (Cramer et al, 1988) introduziram a
analise de CoMFA, em 1988, este tem-se tornado o ponto chave em QSAR-
3D. Neste método, PLS é utilizado para relacionar atividade biolégica de um
conjunto de compostos com um alinhamento especifico e seus campos de
energia de interacdo 3D. Estes campos sdo determinados numa grade 3D
colocada sobre as estruturas quimicas.

O método CoMFA é intuitivamente diferente de todos os outros métodos
conhecidos como QSAR-3D e é baseado na analise estatistica dos campos de
interacdo 3D. Estes sdo gerados medindo sobre uma caixa 3D regular a
energia de interacao entre uma sonda (a4tomo ou grupo) e o sitio de acao.

Das primeiras formulagdes de um modelo de grade para comparar
moléculas alinhadas com um farmacéforo e mapeando seus campos num
grade tridimensional, foram aproximadamente 10 anos até o modelo CoMFA
ser definido, como usado atualmente. Para ilustrar o grau de inovacéo, pode
ser mencionado que o livro Quantitative Drug Design, compreendendo 766
paginas e publicado em 1990, contem menos que 1 pagina sobre métodos de
QSAR relacionado a CoMFA, no qual somente trés anos ap6s numerosas
aplicacoes tem provado a utilidade do método CoMFA (Kubinyi, 1993).

A idéia basica de CoMFA é que uma amostragem adequada de campos
estéreo e eletrostatico em torno da molécula pode fornecer todas as
informagcdes necessarias para explicar suas propriedades bioldgicas. As
contribuicoes estéreo e eletrostaticas para a energia de interacdo entre o
ligante e a sonda selecionadas séo calculadas numa grade tridimensional de
pontos regularmente espacados abrangendo o ligante. Este método s6 esta
disponivel no pacote de programas SYBYL .

Ha varios passos importantes e criticos num estudo de CoMFA. O
procedimento utilizado num estudo de QSAR-3D para chegar num modelo
preditivo é apresentado na Figura 8.

Inicialmente, um grupo de compostos tendo uma atividade comum é
selecionado. Entdo, estruturas tridimensionais de justificada conformacéo
podem ser geradas de estruturas bidimensionais. Alternativamente, estruturas
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tridimensionais deduzidas de andlises cristalograficas ou estudos de RMN 2D
podem ser usadas.

As estruturas 3D do conjunto de treinamento s&o alinhadas com base
em fatores moleculares em comum, tal como ocupacdo de mesmo volume no
espaco. A energia de interagdo de uma pequena sonda é medida com cada
um dos compostos do conjunto treino colocados na grade coordenada no
espacgo. As estruturas minimizadas sao colocadas em um banco de dados de
forma apropriada de acordo com suas similaridades quimicas usando uma
hipotese de farmacoforo e postulando regras de orientagdo. O alinhamento
molecular, isto é, a selecdo da orientacao relativa de uma certa estrutura 3D, é
o mais importante determinante num estudo de CoMFA.

Os campos que uma certa sonda experimenta num ponto da grade sao
calculados para cada molécula, levando a centenas de colunas no bloco X
(Figura 9).

O campo de forca comumente usado nos estudos de CoMFA é muito
simples e inclui dois termos (a) potencial de Leonnard-Jones 6-12 para
interacbes de van der Waals; (b) termo coulombico para interacoes
eletrostaticas. Considerando o grande numero de estudos de CoMFA com
sucesso, estes dois termos tem sido suficientes em muitos casos (Tand e
Hecht, 1995; Kromer e Liedl, 1996).

Grandes valores de energia positiva, isto € pontos da grade dentro da
molécula, sdo agrupados a certos valores de cut-off para evitar valores de
energia grandes e nao realistas.

CoMFA normalmente considera as energias estéreo e eletrostatica
separadamente para facilitar a interpretacdo dos resultados. Um estudo de
CoMFA pode resultar numa tabela de dados contendo algumas centenas ou
milhares de descritores (Figura 9).

PLS ¢é usado para encontrar a correlacao entre estes pontos no espaco
e a atividade. A equacao de regressao resultante relata a importancia de cada
ponto no espago em descrever y (poténcia biolégica) e pode ser mapeado
gerando mapas de regressdo estéreo e eletrostatico 3D. Estes mapas
representam regidées no espago externo em torno das moléculas onde é
favoravel ou desfavoravel a interacéo dos farmacos com o receptor.
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Figura 9 — As energias de interacdo entre a sonda (4tomo ou molécula) e a
molécula sdo medidas numa caixa 3D regular (grid) e cada ponto no espaco
torna-se um descritor numa analise de QSAR. No caso do CoMFA, cada ponto

no espaco torna-se um descritor eletrostatico e estéreo numa analise de

QSAR.
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O risco de correlagdes por chance parece ser pouco em estudos de
CoMFA se orientagbes arbitrarias de moléculas sdo selecionadas de um
razoavel alinhamento ou se uma série de numeros aleatérios séo
correlacionados com atividades biologicas. Por outro lado, CoMFA oferece
muitos Grandes valores de energia positiva, isto € pontos da grade dentro da
molécula, sdo agrupados a certos valores de cut-off para evitar valores de
energia grandes e nao realistas.

CoMFA normalmente considera as energias estéreo e eletrostatica
separadamente para facilitar a interpretacdo dos resultados. Um estudo de
CoMFA pode resultar numa tabela de dados contendo algumas centenas ou
milhares de descritores (Figura 9).

PLS ¢é usado para encontrar a correlacao entre estes pontos no espaco
e a atividade. A equacao de regressao resultante relata a importancia de cada
ponto no espago em descrever y (poténcia biolégica) e pode ser mapeado
gerando mapas de regressdo estéreo e eletrostatico 3D. Estes mapas
representam regidées no espago externo em torno das moléculas onde é
favoravel ou desfavoravel a interagéo dos farmacos com o receptor.

pontos diferentes, resultantes de alinhamentos pouco distintos das
moléculas ou certo lado da cadeia, diferentes posigdes ou tamanhos da caixa,
diferentes distancias entre os pontos do grid, o uso de diferentes campos e
variaveis adicionais, diferentes valores para cut-off de valores altamente
positivos de energia, etc. Esta flexibilidade do método de CoMFA torna-se uma
poderosa ferramenta para realizar estudos de QSAR, porém o risco de
correlacdo por chance aumenta consideravelmente. Validagcdo cruzada nao
garante evitar tal correlacdo por chance. Contudo, em conjunto de dados bem
determinados, onde um pequeno numero de objetos € selecionado para
explorar um espaco parameétrico com um numero minimo de objetos, a
validacdo cruzada falha porque os objetos eliminados ndo podem ser preditos
pelo modelo deduzido a partir dos outros objetos. O procedimento de
validagédo cruzada LOO da um resultado muito otimista em dados redundantes,
onde todos ou pelo menos muitos objetos tem vizinhos préximos num espaco
paramétrico multidimensional.
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A analise de QSAR-4D compreende liberdade conformacional e de
alinhamento no desenvolvimento de modelos QSAR-3D para um conjunto
treino de dados estrutura-atividade através de amostragem conformacional, a
quarta “dimens&o”. Hopfinger e colaboradores (Hopfinger et al, 1997)
realizaram uma andlise QSAR-4D onde os descritores eram medidas de
ocupagao (espacial), numa grade, dos atomos que compunham cada molécula
num conjunto treino, obtidas da amostragem conformacional e alinhamento. Os
descritores de ocupacao da grade podiam ser gerados por atomo tipo, grupo e
ou farmacoéforo. Segundo Hopfinger, uma dnica conformagéo “ativa” pode ser
postulada para cada composto no conjunto treino e combinada com o
alinhamento 6timo para usar em outro estudo de QSAR-3D. Eles usaram PLS,
regressao e algoritmo genético GA para reduzir os dados e identificar o melhor
modelo.

Num outro trabalho, um estudo de QSAR-4D foi realizado por Vedani e
colaboradores, utilizando o programa QUASAR, onde cada molécula pbde ser
representada por uma amostragem conformacional, orientagdo e estado de

protonagéo (Vedani et al, 2000).
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2- PARTE EXPERIMENTAL




Metodologia 41

2.1.SINTESES

A etapa sintética deste trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sintese e
Estrutura Atividade — LabSEAt, no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) e as analises para caracterizacdo dos compostos
foram realizadas na Central de Analises do mesmo Departamento.

Os pontos de fusdo foram determinados com um aparelho Microquimica AP-
300. Os espectros de infravermelho (IV) foram registrados com um espectrémetro
FT Perkin EImer 16PC em pastilhas de KBr. Espectros de ressonéncia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN-H') foram registrados num espectrometro Brucker
200MHz com tetrametilsilano como padréao interno e os deslocamentos quimicos
apresentados em escala o (ppm). Os espectros de massas (MS) foram registrados
num espectrometro de massa Shimadzu GC-MS-2000" a 70 eV. A andlise
elementar foi determinada com um aparelho Perkin Elmer 2400. A pureza das
substancias foi monitorada por cromatografia de camada delgada (CCD) usando
placas Merck de aluminio pré-revestido com silica com 200um de espessura com
varios sistemas de solvente de diferentes polaridades. As manchas foram
visualizadas usando lampadas de ultra violeta (UV). Os solventes e reagentes foram
purificados de maneira usual. Todos 0os compostos foram caracterizados por dados
espectrais (RMN-H', MS, 1V) e de andlise elementar (CHN), os quais estavam de

acordo com as estruturas propostas.
2.1.1. Sintese de 3,4-Dicloro-N-aril e N-alquilmaleimidas

3,4-Dicloro-1 fenil-1H-pirrol-2,5-diona (11)

Ao anidrido dicloromaleico (3,13g; 18,7 mmol) foi adicionado acido acético (30 mL).
A mistura foi aquecida até refluxar. Anilina (1,75g; 18,0 mmol) foi adicionada e a
mistura refluxada por 2 horas. Apds, a mistura foi colocada sobre agua/gelo (250
ml). O precipitado formado foi filtrado a vacuo, lavado com agua, recristalizado em
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Metodologia 42

etanol e seco em dessecador a vacuo, contendo hidréxido de potassio, produzindo
4,809 (70% de 11), p.f. 204-205°C (lit. 204-206°C (Martins e Dickson,1961)).

» Segundo o método descrito acima, o seguinte composto foi sintetizado:

1-Benzil-3,4-dicloro-1H-pirrol-2,5-diona (12)
86,7%, p.f. 108-110°C (lit. 108-110°C (Andricopulo et al, 1998)).

2.1.2. Sintese de 3-cloro-4-X-N-aril e N-alquilmaleimidas, onde X =
pirrolidino, piperidino, morfolino, deciltetrazolidinilfenoéxi e p-

metoxifenoxi.

3-cloro-1-fenil-4-pirrolidin-1-il-1 H-pirrol-2,5-diona (13)
3,4-Dicloro-N-fenilmaleimida (3,0g;12mmol) foi dissolvida em 46mL de cloreto de
metileno. Adicionou-se pirrolidina (1,70g; 24mmol). Esta solugdo foi mantida sob
agitacao por 2 horas, a temperatura ambiente. O solvente foi evaporado em rota-
vapor. O produto foi recristalizado em etanol e filtrado sob vacuo, e seco em
dessecador a vacuo, contendo hidréxido de potassio, produzindo 2,629 (76,5% de
13), p.f. 135-136°C. C4H13CIN.O> requerida C,60.77; H,4.74; N,10.12; encontrada
C,60.50; H,5.00; N,9.85; IV (KBr,cm™) = 1762, 1706, 1634 (C=0), 1590 (Ar C=C);
RMN-H' (CDCI3) &: 7,40- 7,34 (m, 5H, ArH); 4,00 (t, 4H, N(CH>)2); 1,96 ( t, 4H, 2x
CHz) ppm.

» Segundo o método descrito acima, os seguintes compostos foram sintetizados:

3-cloro-1-fenil-4-piperidin-1-il-1 H-pirrol-2,5-diona (14)
87%, p.f. 126-127°C (lit. 127-128°C (Nunes, 1986)).

3-cloro-4-morfolin-4-il-1-fenil-1H-pirrol-2,5-diona (15)
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Metodologia 43

67%, p.f. 160-1612C (lit. 160-1612C (Nunes, 1986)).

1-Benzil-3-cloro-4-pirrolidin-1-il-1H-pirrol-2,5-diona (17)

54%, p.f. 98,5-99,30C. Ci5H{5CIN2O, requerida C, 61.97; H, 5.20; N, 9.64
encontrada C, 61.78; H, 5.10; N, 9.36; RMN-H' (CDCls) &: 7,33-7,26 (m, 5H, ArH);
4,65 (s, 2H, CHy); 3,91 (t, 4H, N(CH>),); 1,91-1,89 (m, 4H, 2xCH,) ppm.

1-Benzil-3-cloro-4-morfolin-4-il-1 H-pirrol-2,5-diona (18)
46%, p.f. 95,5-96,5°C (lit. 96-97°C (Nunes, 1986)).

1-Benzil-3-cloro-4-piperidin-1-il-1H-pirrol-2,5-diona (19)
70%, p.f. 53,5-55,0°C (lit. 53-54°C (Nunes, 1986)).

3-cloro-4-(4-metoxifenoxi)-1-fenil-1 H-pirrol-2,5-diona (16)

Ao p-metoxifenol (1,02g; 8,26mmol) e trietilamina (0,62g; 6,20 mmol) foi adicionada
uma solugao de 3,4-dicloro-1-fenil-1H-pirrol-2,5-diona 1 em 10 mL de cloreto de
metileno. A solugédo foi mantida sob agitacdo por 2 horas. Apds, a mistura foi
extraida com &cido cloridrico aquoso 1M (4x 25mL), com hidréxido de s6dio aquoso
10% (3x 25mL) e com agua (3x 25mL), seca com MgSO,. 0 solvente foi evaporado
sob vacuo, produzindo 0,689 (67% de 16), pf 128,6-129,8°C. C17H;2CINO, requerida
C,61.92; H, 3.67; N, 4.25; encontrada C,61.58; H, 4.00; N, 4.45; IV (KBr) = 1782,
1726, 1656 (C=0), 1598 (Ar C=C) cm™'; RMN-H' (CDCls) &: 7.46-7.35 (m, 5H, ArH),
7.16-6.89 (m, 4H, ArH OCgH4-p-OMe), 3.83 (s, 3H, OCHj3) ppm.

2.1.3. Clorossulfonacao de 3-cloro-4-X-N-aril e N-alquilmaleimidas e de
1-fenilpirrolidina-2,5-diona (48)

Cloreto de 4-(3,4-dicloro-2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)benzenosulfonila
(20)
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Acido clorossulfénico (3,6g; 30mmol) foi adicionado lentamente a 3,4-dicloro-1 fenil-
1H-pirrole-2,5-diona 1 (1,2g; 5mmol), a 0°C. A mistura reacional foi aquecida em
banho-maria entre 50-60°C, por 15 minutos. Ap6s, a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e colocada sobre agua/gelo (100mL) para formar o cloreto de
sulfonila, que foi seco em dessecador a vacuo, contendo hidroxido de potassio
(1,459; 85%).

» Segundo o método descrito acima, os seguintes compostos foram sintetizados,
salvo excec¢des descritas entre colchetes:

Cloreto de 4-[(3,4-dicloro-2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil]benzeno
sulfonila (21)

80%, p.f. 186,5-187,5°C (lit. p.f. 186-187°C (Nunes, 1986)). M.S. 339, 345 (M*), 304,
308 (M*-Cl), 240, 242, 244 (M*-SO.CI), 184, 166, 122, 118, 87.

Cloreto de 4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-pirrolidin-1-il-2,5-dihidro-1 H-pirrol-1-il)
benzeno sulfonila (22)

90%, p.f. 122-123°C. M.S. 378, 377, 377(M*), 341, 339 (M*-Cl); C14H2CI2N20,S
requerida C,44.81; H, 3.22; N, 7.47; encontrada C,44.91; H, 3.20; N, 7.45.

Cloreto de 4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)
benzenosulfonila (23)

74%, p.f. 88°C (decomposicdo). M.S. 392, 390, 388(M*), 355, 353(M*-Cl), 289,
291(M*-S0O.Cl), 2187, 108, 87.

Cloreto de 4-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)benzenosulfonila (49)
[temperatura (80-90°C), tempo de reacdo (2horas)] (78%); p.f.193-195°C (lit. 192-
194° (Nunes, 1986)).
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2.1.4. Preparacao de derivados 3.4-dicloro-N-fenil e 3-cloro-4-X-N-
fenilmaleimidobenzenossulfonilicos e derivados do cloreto de 4-
(2,5-dioxopirrolidin-1-il) benzenosulfonila (49).

3-cloro-4-pirrolidin-1-il-1-[4-pirrolidin-1-ilsulfonil)fenil]-1 H-pirrol-2,5-diona (24)
Pirrolidina (0,42g; 5,88mmol) foi adicionada a mistura de cloreto de sulfonila 20
(0,5g; 1,47mmol) e metanol (10mL), a temperatura ambiente. A mistura foi mantida
sob agitagdo a temperatura ambiente, por 2 horas e colocada sobre agua/gelo
(30mL). O precipitado formado foi filtrado sob vacuo, lavado com agua. O sdélido
obtido foi recristalizado em acetona/isopropanol e etanol e seco em dessecador a
vacuo, contendo hidréxido de potassio, produzindo 0.71g (70% de 24); p.f. 178,7-
180°C. C1gH20CIN3O4S requerida C, 52.74; H, 4.92; N, 10.25; encontrada C, 52.46;
H, 4.68; N, 9.95; IV (KBr, cm™) = 3458 (NH), 1766, 1716, 1632 (C=0), 1594 (Ar
C=C), 1344,1158 (SO,); RMN-H' (CDCls) 5: 7,91-7,58(m, 4H, ArH); 4,10-4,00 (t, 4H,
N(CH,).); 3,31-3,21 (t, 4H, SO.N(CHy)2); 1,98-1,77 (t, 8H, 4x CHy); 1,79 (m, 4H,
2xCHy) ppm.

» Segundo o método descrito acima, os seguintes compostos foram sintetizados,
salvo excecdes descritas entre colchetes:

4-[(3-anilino-4-cloro-2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil]- N-
fenilbenzenosulfonamida (25)

82%, p.f. 190-191 °C (lit. 184-185°C (Nunes, 1986)). C23H1sCIN3O4S requerida C,
59.04; H, 3.88; N, 8.98; encontrada C, 59.44; H, 4.91; N, 9.25; IV (KBr, cm™) = 3468
(NH), 1772, 1716, 1666 (C=0), 1594 (Ar C=C), 1344,1158 (SO,).

3-cloro-4-morfolin-4-il-1-[4-(morfolin-4-ilsulfonil)fenil]- 7H-pirrole-2,5-diona (26)
58%, p.f. 156,5-158,5°C (lit. p.f. 149-150°C (Nunes, 1986)). CigH20CIN3OcS
requerida C, 48.92; H, 4.56; N, 9.51; encontrada C, 48.50; H, 4.34; N, 9.72 ; IV
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(KBr, cm™) = 3470 (NH), 1772, 1716, 1632 (C=0), 1592 (Ar C=C), 1343,1166 (SO);
RMN-H' (CDCls) 8: 7,85- 7,60 (m, 4H,ArH); 4,08-3,01 (m, 16H, morfolino) ppm.

4-{3-cloro-4-[(4-clorofenil)amino]-2,5-dioxo-2,5-1 H-pirrol-1-il}-N-(4-
clorofenil)benzenosulfonamida (28)

70%, p.f. 215-216°C (lit. p.f. 206-207°C (Nunes, 1986)). C2H14ClsN304S requerida
C, 50.54; H, 2.70; N, 8.04; encontrada C, 50.35; H, 2.57; N, 8.35; IV (KBr, cm™) =
3330 (NH),1780, 1730, 1670 (C=0),1600 (Ar C=C), 1340,1160 (S0y).

3-cloro-1-[4-(piperidin-1-ilsulfonil)benzil]-4-piperidin-1-il-1 H-pirrol-2,5-diona(29)
60%, p.f. 87-88°C. Co1H26CIN3O4S requerida C, 55.81; H, 5.80; N, 9.30; encontrada
C, 55.80; H, 5.80; N, 9.30; IV (KBr, cm™) = 3452 (NH),1764, 1709, 1628 (C=0),
1344,1166 (S0,); RMN-H' (CDClg) &: 7,71-7,45(m, 4H, ArH); 4,69 (s, 2H, CH,); 3,90-
3,80 (t, 4H, N(CHy)2); 2,99-2,94(t, 4H, SO.N(CH>),); 1,70-1,58 (m, 12H, 6x CH,)
ppm.

3-cloro-1-[4-(morfolin-4-ilsulfonil)benzil]-4-morfolin-4-il-1H-pirrol-2,5-diona (30)
65%, p.f. 204-206°C. CigH22CIN3OeS requerida C, 50.05; H, 4.86; N, 9.22;
encontrada C, 50.14; H, 4.68; N, 9.12; RMN-H' (CDCls) &: 7,68-7,55 (m, 4H, ArH);
4,70(s, 2H, CHy); 3,99-2,96(m, 16H, 2x morfolino) ppm.

4-metoxifenil-4-[3-cloro-4-(4-metoxifenoxi)-2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
illbenzenosulfonato (27)

Cloreto de sulfonila 20 (0,5g; 2,06mmol) foi adicionado lentamente, em pequenas
porcoes, a uma mistura de p-metoxifenol (1,02g; 8,26 mmol), trietilamina (0,627g;
6,20mmol) e diclorometano (20mL). A solucdo foi mantida sob agitacdo, a
temperatura ambiente, por 2 horas. Em seguida, foi realizada uma extragédo
adicionando inicialmente éter etilico (30mL) e agua (7mL) a mistura reacional. Apds,
foi adicionado &cido cloridrico aquoso 2M (4x 25mL), com hidroxido de sodio 10%
(4x 25mL) e com agua (3x 25mL). O soélido obtido foi filtrado sob vacuo e seco em
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dessecador a vacuo, contendo hidroxido de potassio, produzindo 0,153g (12% de
27); p.f. 140-141°C. Cu4H1sCINOsS requerida C, 55.87; H, 3.52; N, 2.71; encontrada
C, 55.39; H, 3.67; N, 2.95; IV (KBr, cm™) = 3502 (NH), 1794, 1738, 1658 (C=0),
1594 (Ar C=C), 1340,1146 (SOz); RMN-H' (CDCls) &: 7,93-7,65 (m, 4H, ArH); 7,15-
6,73 (m,8H, ArH-OCgH4-p-OMe); 3,84 (s,3H, OCHj3); 3,77 (s, 3H, OCHj3) ppm.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-pirrolidin-1-il-2,5-dihidro-1 H-pirrol-1-il)-N, N-
dimetilbenzenosulfonamida (31)

Dimetilamina (0,14g; 3,12mmol) foi adicionada a mistura de cloreto de sulfonila 13
(0,59g; 1,56mmol) e metanol (10mL), a 0°C. A mistura foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente, por 2 horas e colocada sobre agua/gelo (30mL). O solvente
foi evaporado em rota-vapor. O precipitado formado foi lavado com agua e filtrado
sob vacuo. O produto foi recristalizado em etanol e seco em dessecador a vacuo,
contendo hidroxido de potassio, produzindo 0,159 (80% de 13), p.f. 199-200,6°C.
C16H1sCIN3O4S requerida C, 50.06; H, 4.73; N, 10.95; encontrada C, 50.17; H, 4.79;
N, 10.64; RMN-H' (CDCls) &: 7,86-7,60 (m, 4H, ArH); 4,01 (t, 4H,N(CH.)2); 2,73
(s,6H,N(CHs)2); 2,00-1,90 (m, 4H, 2x CHy) ppm.

» Segundo o método descrito acima, os seguintes compostos foram sintetizados,
salvo excec¢des descritas entre colchetes:

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)- N, N-dimetil-
benzenosulfonamida (37)

47 5%, p.f. 217,5-219,5°C (lit. p.f. 218-219°C (Andricopulo et al, 1998)). RMN-H'
(CDCl3) &: 7,86-7,58 (m, 4H, ArH); 4,00-3,90 (t, 4H, N(CHy)2); 2,80-2,70 (s, 6H,
N(CHs)2); 1,75-1,65 (m, 6H, 3x CH>) ppm.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
illbenzenosulfonohidrazida (46)
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[tempo de reacao (20 minutos),purificagao (ndo foi purificado, devido a formagao de

uma substéncia altamente viscosa).

4-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)-N,N-dimetilbenzenosulfonamida (50)

69%, p.f. 202-203 (lit. p.f. 203-204°C (Nunes, 1986)). Co1H14sN>04S requerida C,
51.05; H, 5.00; N, 9.92; encontrada C, 51.43; H, 4.91; N, 10.12; IV (KBr, cm ') =
1780,1712 (C=0), 1592 (Ar C=C), 1338, 1 172(SO,); RMN-H' (CDCl3) &: 7,91- 7.53
(m, 4H, ArH); 2.94 (s, 4H, 2xCH>); 2,75 (s,6H, 2xCHs) ppm.

1-[4-(morfolin-4-ilsulfonil)fenil]pirrolidin-2,5-diona (51)

[solvente utilizado na recristalizacdo (acetona/isopropanol)] 57%, p.f. 237,5-238,5
(lit. 238-239°C (Nunes, 1986)). C14H:sN205S requerida C, 51.84; H, 4.97; N, 8.64;
encontrada C, 51.44; H, 4.79; N, 8.33; IV (KBr cm™) = 1782,1712 (C=0), 1594 (Ar
C=C), 1340,1182 (SOy).

1-[4-piperidin-1-ilsulfonil)fenil]pirrolidin-2,5-diona (52)

78%, p. f. 63,9-64,5°C. CysH:1gN204S requerida C, 55.88; H, 5.63; N, 8.69;
encontrada C, 55.77; H, 5.34; N, 8.98; RMN-H' (CDCls) &: 7,88- 7.52 (m, 4H, ArH);
3,04-2,99 (t, 4H, N(CHy>),); 2.95 (s, 4H, 2xCH>); 1,75-1,38 (m, 6H, 3x CH>) ppm.

4-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)benzenosulfonohidrazida (53)
[tempo de reacéo (5 horas)] 41%, p.f. 162-163°C (lit. p.f. 163-164°C (Nunes, 1986)).

N-(4-bromofenil)-4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-pirrolidin-1-il-2,5-dihidro-1 H-pirrol-1-
illbenzenosulfonamida (32)

p-Bromoanilina (0,485g; 2,66mmol) foi adicionada a mistura de cloreto de sulfonila
(22) (0,5g; 1,33mmol) e metanol (10mL), a temperatura ambiente. A mistura foi
mantida sob refluxo, por 1 horas e colocada sobre agua/gelo (30mL). O precipitado
formado foi filtrado sob vacuo, lavado com agua. O sélido obtido foi lavado com
etanol e isolado por cromatografia Dry-flash em silica gel usando acetato de
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etila:hexano, 1:1 como eluente. (63%), p.f. 202-204°C. CxoH17BrCINsO4S requerida
C, 47.03; H, 3.35; N, 8.23; encontrada C, 47.32; H, 3.58; N, 8.47; IV (KBr, cm™) =
3456 (NH), 1764, 1704, 1640 (C=0), 1590 (Ar C=C), 1342,1164 (S0.); M.S. 173,
156 (CgH4Br), 92 (CgHgN™), 65 (CsHs"), 64 (SO.*), 44.

» Segundo o método descrito acima, os seguintes compostos foram sintetizados,
salvo excecdes descritas entre colchetes:

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-pirrolidin-1-il-2,5-dihidro-1 H-pirrol-1-il)-N-(4-
clorofenil)benzenosulfonamida (33)

[tempo de reacdo (6,5 hora)] 56%, p.f. 177°C (decomp.). C20H17Cl2N304S requerida
=C, 51.51; H, 3.67; N, 9.01; encontrada C, 51.78; H, 3.93; N, 8.75; IV (KBr, cm'1) =
3458 (NH), 1766, 1704, 1640 (CO), 1592 (Ar C=C), 1342, 1164(S0.); M.S.
156,127(CgHeNCL. "), 92 (CgHBN™), 64 (SO."), 65(CsHs™).

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-pirrolidin-1-il-2,5-dihidro-1 H-pirrol-1-il)-N-(4-
metilfenil)benzenosulfonamida (34)

[tempo de reacdo (20 minutos)] 43%, p.f. 219-220°C. C21H20CIN3O4S requerida C,
56.56; H, 4.52; N, 9.42; encontrada C, 56.15; H, 4.78; N, 9.73; IV (KBr, cm™") = 3452
(NH), 1762,1712, 1638 (CO), 1594 (Ar C=C), 1336, 1160 (SO,); RMN-H' (CDCI3)
8:7,80-7,48 (m, 4H, ArH); 7,08-6,90 (m, 4H, ArH-CgH4p-Me); 6,30 (s,1H,NH); 3,991,
4H, N(CH,).); 2,28 (s, 3H, CH3); 2,00-1,92 (t, 4H, 2x CH>) ppm.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-pirrolidin-1-il-2,5-dihidro-1 H-pirrol-1-il)-N-(4-
metoxifenil)benzenosulfonamida (35)

[tempo de reacdo (30 minutos)] (58,5%); p.f.167°C (decomp.). Caz1H20CIN3OsS
requerida C, 54.60; H, 4.36; N, 9.10; encontrada C, 54.61; H, 4.36; N, 9.11; IV (KBr,
cm™) = 3462 (NH), 1766,1710,1640 (C=0),1592 (Ar C=C),1340, 1162 (S02); RMN-
H' (CDCls) &: 7,71-7,54 (m, 4H, ArH); 6,96-6,80 (m, 4H, ArH-p-arizidino); 6,30 (s,
1H,NH); 4,00 (t, 4H, N(CH>)»);3,76 (s, 3H, OCH3); 1,97 (t, 4H, 2x CH>) ppm.
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3-cloro-1-[4-(morfolin-4-ilsulfonil)fenil]-4-pirrolidin-1-il-1 H-pirrole-2,5-diona (36)
[tempo de reacdo (20 minutos)] 63%, p.f.147,8-149,0°C. C1gH23CIN4OsS requerida
C, 48.81; H, 5.23; N, 12.65; encontrada C, 48.63; H, 5.10; N, 12.48; IV (KBr, cm'1) =
1766,1718, 1642 (C=0), 1586 (Ar C=C), 1340, 1162 (SOz); RMN-H' (CDCls) &: 7,83-
7,63 (m, 4H, ArH); 4,05-3,98 (t, 4H, N(CH>),); 3,77-3,01 (m, 8H, morfolino); 2,02-
1,97 (m, 4H, 2x CHy) ppm.

N-(4-bromofenil)-4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
illbenzenosulfonamida (38)

75%, p.f. 187,0-189,0°C C,1H19BrCIN;O4S requerida C, 48.06; H, 3.65; N, 8.01;
encontrada C, 48.27; H, 3.19; N, 8.30; IV (KBr, cm™') = 3268 (NH), 1758,1708, 1622
(C=0), 1340, 1162 (S02); M.S. 489, 289, 255, 172, 156 (Ce¢H4Br),108, 91 (CgHsN"),
65 (CsHs*), 55, 41.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N-(4-
clorofenil)benzenosulfonamifa (39)

[tempo de reagdo (6,5 hora)] 32%, p.f. 195,9-196,8°C. C1H19Cl2N304S requerida C,
52.51; H, 3.99; N, 8.75; encontrada C, 52.32; H, 3.40; N, 8.750 IV (KBr, cm'1) = 3450
(NH), 1758,1700, 1622 (CO), 1340, 1162 (SO,); M.S. 479 (M"), 445, 289, 253,
127(CeHeNCI.™), 108, 99, 79, 65 (CsHs™),55.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N-(3,4-
diclorofenil)benzenosulfonamida (40)

[tempo de reacdo (4 hora)] 44,5%, p.f. 205-206°C. C21H1sCIsN3O4S requerida C,
48.99; H, 3.52; N, 8.16; encontrada C, 49.23; H, 3.15; N, 8.39; IV (KBr, cm'1) = 3450
(NH), 1758,1706, 1620 (C=0), 1594 (Ar C=C), 1332, 1164 (SO,); M.S. 479 (M* - Cl),
161 (CeH4NClI2),127(CeHeNCI.™), 90, 63, 40 (CsH4™.).
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4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N-(4-
metilfenil)benzenosulfonamida (41)

[tempo de reacgdo (20 minutos)] 73%, p.f. 189-190°C. C2:H2>CIN3O4S requerida C,
57.45; H, 4.82; N, 9.14; encontrada C, 57.62; H, 4.45; N, 9.50; IV (KBr, cm‘1)=3450
(NH), 1758,1706, 1620(C=0), 1594 (Ar C=C), 1332, 1164 (SO,); RMN-H' (CDCl5)
o: 7,85-7,50 (m, 4H, ArH); 7,10-6,90 (m, 4H, ArH-p-toluidino); 6,37 (s,1H,NH); 3,95-
3,85 (1, 4H, N(CH.>)2); 2,26 (s, 3H, CH3); 1,70-1,80 (m, 6H, 3x CH,) ppm.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N-(4-
metoxifenil)benzenosulfonamida (42)

[tempo de reagdo (30 minutos)] 73%, p.f. 172-173°C. Cx:H2,CIN3OsS requerida C,
55.52; H, 4.66; N, 8.83; encontrada C, 55.21; H, 4.36; N, 8.75; IV (KBr, cm™) =
3284(NH), 1760,1708, 1622 (C=0), 1340, 1160 (SO2); RMN-H' (CDCls) &: 7,75-7,48
(m, 4H, ArH); 7,00-6,75(m, 4H, ArH-p-Ce¢Hsp-OMe); 6,37 (s, 1H,NH); 4,00-3,90(t, 4H,
N(CH.)2); 3,76 (s, 3H, OCHj3); 1,80-1,70(m, 6H, 3xCH.) ppm.

3-cloro-1-[4-(morfolin-4-ilsulfonil)fenil]-4-piperidin-1-il-1H-pirrole-2,5-diona (43)
[tempo de reacdo (20 minutos)] 55%, p.f.207°C. C19H22CIN3OsS requerida C, 51.87;
H, 5.04; N, 9.55; encontrada C, 51.46; H, 5.43; N, 9.32; IV (KBr, cm™) = 1766,1718,
1642 (C=0), 1586 (Ar C=C), 1340, 1162 (S0,); RMN-H' (CDCls) &: 7,83- 7,61 (m,
4H, ArH); 3,95 (t, 4H, N(CH,).); 3,77-3,01 (m, 8H, morfolino); 1,85-1,70 (m, 6H, 3x
CHyz) ppm.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N-piridin-2-
ilbenzenosulfonamida (44)

[tempo de reacgao (30 minutos), purificacao (recristalizacao em acetona/isopropanol)]
17% p.f. 194-196°C. CyH19CIN4O4S requerida C, 53.75; H, 4.29; N, 12.54;
encontrada C, 53.48; H, 4.70; N, 12.42; IV (KBr, cm™") = 3318(NH), 1764,1710,
1634(C=0),1670(Ar C=C), 1398,1182 (S02); RMN-H' (C3D¢O/DMSO) §: 8,05-7,74
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(m, 4H,ArH); 7,40-6,85 (m, 4H, 2-piridil); 4,00-3,85 (t, 4H, N(CH.),); 1,70 (t,6H, 3x
CHz) ppm.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N-(5-cloropiridin-
2-il)benzenosulfonamida (45)

40%, p.f.56,4-57,5°C. CxoH1sCloN4O4S requerida C, 49.90; H, 3.77; N, 11.64;
encontrada C, 49.81; H, 3.54; N, 11.36; RMN-H' (CDCl3) o: 8,31-7,38 (m, 3H, p-Cl-
piridil); 7,92-7,53 (m, 4H,ArH); 4,00-3,85 (1, 4H, N(CH)»); 1,78-1,70 (t,6H, 3x CHy)
ppm.

4-(3-cloro-2,5-dioxo-4-piperidin-1-il-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N°-(1-
metiletildeno)benzenosulfonohidrazida (47)

Acetona (20mL) foi adicionada a hidrazida 46 (0,60g9; 1 ,62mmol). A solugéo foi
refluxada por 1 hora. Apés, a solucéo foi deixada a temperatura ambiente por 45
minutos. O solvente foi evaporado em rota-vapor. O produto formado foi isolado por
cromatografia Dry-flash em silica gel usando acetato de etila:hexano, 1:1 como
eluente, e seco em dessecador a vacuo, contendo hidroxido de potassio. (13%); p.f.
181,3-183°C. C1gH2CIN4O4S requerida C, 50.88; H, 4.98; N, 13.19; encontrada C,
50.97; H, 4.78; N, 13.39; RMN-H' (C3D¢0) &: 7,58- 6,68 (m, 4H, ArH); 5,40(s,1H,
NH); 2,85 (t, 4H, N(CH>).); 2,07-2,03 (m, 6H, 3x CH); 1,84 (s,3H, CH3); 1,81 (s,3H,
CHa) ppm.

» Segundo o método descrito acima, o seguinte composto foi sintetizado:

4-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)-N’-(1-metiletilideno)benzenosulfonohidrazida (54)
50%, p.f. 188-189°C (lit. 189-190°C (Nunes, 1986)).

1-Fenilpirrolidina-2,5-diona (48)
Anilina (9,5g; 0,1mol) foi adicionado a uma solugdo de anidrido succinico (10g;

0,1mol) em éter (150mL) sob agitacdo. O acido N-fenilsuccinamico foi filtrado sob
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vacuo e lavado com éter, produzindo 18,0g (92%), p.f. 204-206°C (lit. p.f. 203-204°C
(Nunes, 1986)). Acido N-fenilsuccinamico (18g; 0,1mol) foi adicionado ao anidrido
acético (40g; 0,05mol), contendo anidrido de sédio anidro e deixado em banho-
maria por 30 minutos. A mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente e
colocada sobre agua/gelo (500mL). O precipitado foi filtrado sob vacuo, lavado com
agua (2 x 30mL) e éter de petréleo (p.e.30-60°C) (30mL) e seco em dessecador a
vacuo, contendo hidréxido de potassio, produzindo 12,59 (77%); p.f. 155-157 °C (lit.
156-157°C (Matsuo, 1965)).

» Segundo o0 método descrito acima, os seguintes compostos foram sintetizados:

1-Fenil-1H-pirrol-2,5-diona (57)
78%, p.f. 87-88°C (lit. 88-89°C (Cava, 1961)).

1-Benzil-1H-pirrol-2,5-diona (58)
75%, p.f. 67-69°C (lit. 69-71°C (Cechinel Filho et al, 1996).

4-metoxifenil-4-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)benzenosulfonato (55)

Cloreto de sulfonila 49 (1,0g; 4,2mmol) foi adicionado lentamente, em pequenas
porcoes a mistura de p-metoxifenol (0,35g; 2,8mmol), trietilamina (0,57g; 5,6mmol) e
cloroférmio (10mL). A solucao foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente,
por 1 hora. Eter etilico (30mL) e agua (7mL) foram adicionados a mistura reacional.
A mistura foi extraida com &acido cloridrico aquoso 2M (4x 25mL), com bicarbonato
de sddio aquoso 5% (4x 25mL) e com agua (3x 25mL). O precipitado formado foi
filtrado sob vacuo e seco em dessecador a vacuo, contendo hidréxido de potassio,
produzindo 0,73g. 80%, p.f. 157,4-158,2°C. C47H15sNO¢S requerida C, 56.50; H, 4.18;
N, 3.88; encontrada C, 56.41; H, 4.37; N, 3.68; IV (KBr, cm™) = 1776,1706 (C=0),
1594 (Ar C=C), 1350,1150(SO,); RMN-H' (DMSO) &: 8,02-7,59 (m, 4H, ArH); 6,96-
6,83 (m, 4H, ArH); 3,72 (s, 3H, OCH3); 2,80 (s, 4H, 2x CHy) ppm.

53
Planejamento Racional de Imidas Ciclicas e Sulfonamidas com Atividade Antinociceptiva.

Maria Elena Walter



Metodologia 54

» Segundo o método descrito acima, os seguintes compostos foram sintetizados,
salvo excecao descrita entre colchetes:

4-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)benzenosulfonato de 2-(metoxi-4-[(1 E)-prop-1-
enil]fenila (56)

[tempo de reagdo (45 minutos)] 31%, p.f.179,7-180,2°C. CxH19NOgS requerida C,
59.84; H, 4.77; N, 3.49; encontrada C, 59.45; H, 4.38; N, 3.78; IV (KBr, cm™) =
1776,1712,1640 (C=0), 1594 (Ar C=C), 1376, 1150(SO,); RMN-H' (CDCls3) &: 7.98-
7.48 (m, 4H, ArH); 7,16-6,62 (m, 3H, ArH fenéxido);6,00- 5.75 (m, 1H, CH); 5.11-
5.03 (m, 2H, CH,); 3,46 (s, 3H, OCHj3); 3.35-3.32 (d, 2H, CHy); 2,94 (s, 4H, 2x CH,)
ppm.

N-benzildibenzobiciclo[2.2.2]octano[2.3-c]succinimida (59)

N-benzilmaleimida (0,3g; 2.6mmol) e antraceno (0,29g; 1.6mmol) foram adicionados
a tolueno (30mL). Deixou-se sob agitacdo e refluxo a 60-70°C, por
aproximadamente 6 horas. O precipitado formado foi filtrado resultando em cristais
brancos, cujo rendimento do material bruto foi de 0,46g (78.60%). O material foi
submetido a recristalizacdo em n-hexano/acetona, nao oferecendo contudo o
material puro, portanto foi submetido a sublimacdo e posterior recristalizagcdo em
cloroférmio/n-hexano fornecendo 0,22g do produto puro, como precipitado branco
(37.60%), p.f. 225-227°C. CasH19NO: requerida C, 82.17; H, 5.24; N, 3.83;
encontrada C, 82.24; H, 5.15; N, 3.91; IV (KBr, cm™) = 3060,3032 (CH, Ar) 2956
(CH, alifatico) 1770,1696 (C=0), 690 (ArH, deformacao angular fora do plano do
anel mono-substituido).

2.2. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

2.2.1. Teste de Contor¢cdes Abominais Induzidas pelo Acido Acético.
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Este trabalho foi desenvolvido no Nucleo de Investigacdo Quimico
Farmacéuticas, NIQFAR, na Universidade da Vale do Itajai, UNIVALI.

Camundongos “Swiss” machos (23-30g) foram mantidos sob temperatura
controlada (23 + 2°C) e iluminagdo em ciclo de 12 horas com racdo e agua “ad
libitum”. A resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se Writhing test com &acido
acético (0,6%) administrado intraperitonealmente (i.p.). Basicamente as contorcoes
consistem na contracdo da musculatura abdominal juntamente com a extensao de
uma das patas posteriores de acordo com os métodos descritos anteriormente
(Collier et al, 1968; Souza et al, 1998).

Os animais foram pré-tratados com os compostos em estudo por via
intraperitonial 30 minutos antes da injecao do acido acético. O grupo controle
recebeu volume semelhante aos compostos de uma solugdo de NaCl (0,9%, 10
mL/Kg). Os animais foram entdo colocados individualmente em caixas de
observacdo e as contor¢des indicativas de dor foram quantificadas cumulativas
durante 20 minutos. O efeito analgésico foi avaliado em fungcdo da inibicdo das
contor¢des e comparado ao grupo controle.

Os resultados estdao apresentados com média = desvio padrdo, e a
significancia estatistica entre os grupos foi analisada por meio de uma andlise de
varidncia  seguida pelo teste de comparacdo mdultipla  Dunnett’s.
Valores P iguais ou menores do que 0.05 foram considerados como indicativo de
significancia. Os valores de Dlsg (a concentragdo do composto que reduz a resposta
em 50% em relagdo ao valor controle) foi estimada por interpolacao grafica dos
experimentos individuais. Os Dlsy estdo apresentados como valores meédios e
intervalos de 95% de confidéncia. O padrdo utilizado foi a aspirina (Dlsg =
133,00uM/Kg).

2.3.PLANEJAMENTO RACIONAL

A etapa de planejamento racional deste trabalho foi desenvolvido no
Laboratério de QSAR e Modelagem Molecular pertencente ao Nucleo de Estudos
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em Quimica Medicinal (NEQUIM), no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). O NEQUIM conta com uma infra-estrutura
montada para o desenvolvimento de trabalhos na area de Quimica Medicinal, no
planejamento racional de novos farmacos. As técnicas empregadas requerem 0 uso
de computadores com interface grafica, programas de modelagem molecular e de
QSAR.

O Laboratério de QSAR e Modelagem Molecular estd equipado com trés
estacées de trabalho Silicon Graphics (uma “octane” e duas “O,”), onde estao
implementados os pacotes de programas TSAR (versao 3.21) (Tsar, 1997) e
SYBYL (versao 6.7) (Sybyl, 2000), empregados em estudos de QSAR, e os
programas Macromodel (MacroModel, 1997) e Insight Il/Discover (versdo 97.0), que
séo pacotes de modelagem molecular.

Para desenvolver o presente trabalho foram utilizados o pacote TSAR,
SYBYL e Insight Il/Discover. O TSAR é um pacote de calculo de descritores
estruturais, de anadlises quimiométricas e andlise de QSAR classica. O pacote
SYBYL é um pacote de calculo de descritores estruturais, de analises
quimiométricas e andlise de QSAR classica e QSAR 3D. O pacote Insight
[I/Discover contém alguns programas para analise de estruturas e dos resultados
de dindmica molecular.

O principal objetivo do NEQUIM ¢é propor a sintese de novas moléculas com
atividade.

2.3.1. Modelagem Molecular

As estruturas tridimensionais de 40 imidas e 16 sulfonamidas foram
construidas usando o programa de modelagem molecular SYBYL numa estagéo de
trabalho Silicon Graphics. Cada estrutura inicialmente teve sua energia minimizada
usando o campo de forga padrao Tripos com uma funcéo dielétrica dependente da
distancia e o critério de convergéncia 0.01. Cargas atdmicas parciais requeridas
para o calculo das interagdes eletrostaticas foram calculadas usando o método
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Gasteiger-Huckel. As estruturas de energia minimizadas foram entdo submetidas a
analise conformacional empregando GA, no SYBYL, nas seguintes condi¢des:
constante  dielétrica 80,0; populagdo 100; numero de geragbes 100. Outra
minimizagdo paralela foi realizada por hamiltoniano AM1, no programa GAMESS
(Schmidt et al, 1993).

As estruturas foram alinhadas pelo método do peso molecular, utilizando o
programa Tsar.

Usando o WHIM-3D, 110 parametros foram calculados para cada molécula.
Usando o programa TSAR v3.21, 75 descritores foram calculados para cada
molécula. Ja o programa DRAGON v1.1-2000, calcula cerca de 800 parametros
para cada molécula.

Todos os descritores sdo padronizados para apresentarem uma variancia
entre0e 1.

De posse destes parametros, fez-se os estudos para o planejamento racional

da sintese de novos compostos, inicialmente por métodos quimiométricos.

2.3.2. PCA

Para investigar a presenga de intercorrelagbes multiplas na matriz de
descritores, uma analise de PCA foi realizada com 32 compostos (compostos da
literatura e compostos sintetizados no presente trabalho de doutorado), subdivididos
em quatro conjuntos para verificar se uma separacdo em grupos era viavel
analisando caso a caso.

Conjunto 1-compostos imidicos obtidos da literatura, sendo que todos foram
sintetizados por membros do LABSEAT (Andricopulo, 1998-a, 1998-Db,
Cechinel Filho, 1996; Corréa, 1997). Compostos 01 a 12 da Tabela 1.

Conjunto 2-compostos imidicos sintetizados no presente trabalho de doutorado.
Compostos 13 a 17 da Tabela 1.

Conjunto 3-compostos 01 a 17 da Tabela 1.

Conjunto 4-compostos do conj. 3 acrescidos de compostos imidicos planejados.
Compostos 01 a 17 da Tabela 1 e compostos 18 a 32 da Tabela 2 .
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2.3.3. Analise de cluster

A analise de cluster investiga a existéncia de grupos naturais
(cluster) de objetos, com base no calculo de distédncias entre objetos num

espaco multidimensional usando uma equagéo como :
dij = (Z (dix — djx) 2) * (11)

Essas distancias sdo usadas para produzir um diagrama (Figura 6),
conhecido como dendograma, que permite a facil identificacdo de grupos
(cluster) de objetos similares.

2.3.4. QSAR

Uma investigagao estatistica PLS foi realizada no SYBYL. Esta analise
foi utilizada para estudar a relagcéo entre os dados experimentais (Dlso) € 0s
valores calculados no programa DRAGON, das imidas ciclicas apresentadas
na Tabela 5.

2.3.5. Algoritmo Genético

Uma anadlise conformacional sistematica por Algoritmo Genético foi
realizada, nas seguintes condi¢des: constante dielétrica 80.0, funcdo dielétrica
distancia, cutoff 16.0, H Bond RS 0.17, populagdo 100, numero de geragdes
100. Nesta andlise foram gerados 20 conférmeros por composto analisado

(Tabela 7, compostos 1-32).
2.3.6. Anelacao (Simulated Anneling — SA)

Uma segunda andlise conformacional foi feita por SA, com as seguintes
condic¢des: corrida de 10 ciclos, temperatura maxima de 1000K por 2000 fs,
anelacao a 300K por 10.000 fento segundos, em fungcdo exponencial, campo
de forga TRIPOS, fungéo dielétrica distancia, constante dielétrica 80.0, cutoff
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8.0. Nesta analise, foram gerados em média 10 conférmeros por composto e 0
tempo de célculo para os 17 compostos (Tabela 7, compostos 1-4, 6-11, 13-19)

foi de 1 semana.

As conformacdes de cada molécula obtidas por estes métodos foram
colocadas em dois bancos de dados para andlises de CoMFA e para analise
quimiométrica de PCA.

As conformacdes geradas por GA, assim como as geradas por SA

tiveram seus RMS’s calculados no pacote Insight.
2.3.7. CoMFA

Um estudo de QSAR 3D foi realizado com dois bancos de dados:
a) banco 1 — 39 imidas (compostos 1 a 37, 53, 54 , Tabela 7;
b) banco 2 — 39 imidas e 15 compostos sulfonados (compostos 1 a 54 , Tabela
7.

Valores de campo CoMFA foram calculados para cada estrutura
colocadas numa regido definida por pontos em intervalos de 2.04 dentro da
caixa de, por exemplo 14A de extensao nas direcdes x, y e z (Figura 10).

Todas as estruturas foram previamente alinhadas baseadas na
sobreposicao do fragmento (C4O2N) do anel imidico em cada molécula (Figura
11), pelo método ponto a ponto, utilizando o programa SYBYL. Os campos
estéreo e eletrostatico foram calculados em cada ponto de intersecdo da caixa
usando fungéo potencial de Leonnard-Jones e de Coulomb do campo de forga
Tripos.

As sondas utilizadas foram nitrogénio trigonal planar (Npls),nitrogénio de
amida (Nam), nitrogénio sp? (Nz), nitrogénio sp® (Ng), oxigénio sp® (Os) e
carbono sp® (Cy).

As energias de interacdo das sondas Ns*', Npls*', Nplg*%42°52° N,*,
Nam*',Nam*%422° 057 03049 (Cs*' foram truncadas em valores de

30Kcal/mol para energia estéreo e eletrostatica.
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Figura 10 - Moléculas alinhadas colocadas numa caixa regular.

Figura 11- Alinhamento das imidas e sulfonamidas a partir da sobreposicao do

fragmento (C4O2N) do anel imidico.

Para melhorar a eficiéncia e reduzir o “ruido”, um filtro de coluna foi
empregado para excluir colunas com variancia menor que 2.0Kcal/mol.

A metodologia PLS foi usada para extrair a relagdo entre o potencial
farmacoldgico (plCso) e fatores tridimensionais (estéreo e eletrostatico) das
moléculas.

Para encontrar o numero o6timo de componentes principais
correspondente ao menor erro de predicdo, um procedimento de validacao
cruzada “leave-one-out’ (LOO) foi realizado fornecendo o coeficiente de

correlacdo validacdo cruzada (r’.).
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2.3.8. Analise de QSAR 4D

Um estudo de QSAR 4D foi realizado com base no trabalho do Professor
Hopfinger e seus colaboradores (Hopfinger et al, 1997), onde é feito um
estudo de QSAR 3D com varios compostos e seus respectivos conférmeros.

Andlises conformacionais foram realizadas conforme descrito na
metodologia de GA e SA.

A analise de QSAR 4D foi aplicada a dois conjuntos treino:

1. 19 imidas ciclicas substituidas (compostos 1-19; Tabela 7) e seus
conférmeros gerados por GA;

2. 17 imidas ciclicas substituidas (compostos 1-4, 6-11, 13-19; Tabela 7) e
seus conférmeros gerados por SA.

Todas as estruturas foram previamente alinhadas com base na
sobreposicao do fragmento (C4O2N) do anel imidico em cada molécula (Fig.
13). Os campos estéreo e eletrostatico foram calculados em cada ponto de
intersecdo da caixa usando funcao potencial Leonard-Jones e de Coulomb do
campo de forca Tripos. As energias de interacdo das sondas foram truncadas
em valores de 30Kcal/mol para energia estéreo e eletrostatica

As condi¢des do estudo de CoMFA sao apresentados na Tabela 19.

O composto 14 (Tabela 7) foi usado como composto referéncia para
realizar o alinhamento. No caso do conjunto 2, foi utilizado para este fim o

composto 9 (Tabela 7).
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3.1.Sintese

3.1.1.Clorossulfonacao de 3-cloro, 4-X-N-fenilmaleimida (3-4)
(X = pirrolidino, piperidino).

3,4-Dicloro-N-fenilmaleimida 11 e 3,4-Dicloro-N-benzilmaleimida 12 foram

sintetizadas segundo método j& descrito na pagina 41 (Esquema 7).

o O
cl CH,)nNH,, Cl ol 0O
CH,COOH | N—(CH/)n YH
| o 4+ T S | N—(CH
refluxoCI (CH,)n
Cl Y o) RR'N
O
NEt, " n=0 (11)
0 © n=1 (12) n=0 Vv = pirrolidino (13)
cl OMe Y = piperidino (14)
Vv = morfolino (15)
| N—(CH,)n n=1 Y- p_irrol?d?no (17)
Y = piperidino (18)
p-MeO CH,O Y Y. = morfolino (19)
n=0 (16)

Esquema 7 - Sintese de 3,4-dicloromaleimidas e 3-cloro-4-X-maleimidas, onde X =

morfolino, piperidino, pirrolidino e p-metéxifenil.

As reacdoes de 3,4-dicloromaleimida com aminas secundarias, como
pirrolidina, piperidina e morfolina ocorrem com a troca de um atomo de cloro,
provavelmente via mecanismo de adi¢do eliminacdo, envolvendo um intermediario
(Esquema 8), o qual perde um atomo de cloro para formar os produtos (13-19),
conforme o Esquema 7.
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N chg f a. J
N—Ar  RRNA, N—A —= N—Ar
Cl RR'N RR'MN
0 0 0
11-12 | |

Esquema 8 — Intermediario do mecanismo de adigéo eliminagéao.

Os espectros no infravermelho e de RMN-H' confirmaram as estruturas
propostas (13-16; 17-19). Os dados espectroscopicos foram obtidos de amostras
purificadas por cromatografia Dry-Flash. O espectro no infravermelho do composto
13, por exemplo, mostrou trés absorcées de carbonila, uma banda fraca em 1762
cm’ e uma forte em 1706 cm™, correspondentes as absorcdes simétrica e
assimétrica, respectivamente, uma vibracdo adicional foi observada em 1634 cm™
devido a conjugacao do grupo pirrolidino com a carbonila como representado pelas
estruturas candnicas, no Esquema 9. Também foi observado uma banda em

1590cm™ (Ar C=C).

0 Q o}
cl cl (M) cl
B/ - -
~ [ N—Ar N=Ar <—s N—A
1" +
R,R,N R,RN R,R,N
O O 0]

Esquema 9 — Formas canonicas.

O espectro de RMN-H' do composto 13, por exemplo, mostrou 5 prétons
aromaticos como um multipleto (& 7,40-7,34), 4 prétons dimetilamino como um
tripleto (0 4,00) e 4 prétons dimetilamino  (pirrolidino) como um tripleto (& 1,96). O
espectro de RMN-H' do composto 16 apresentou, além dos prétons comentados, 3
prétons (OCHz) como um singleto (6 3,63).

As maleimidas 13-14 foi aquecida com &cido clorossulfénico, em excesso (6
equivalentes) produzindo o cloreto de sulfonila 22-23 (80% de rendimento), os quais

foram caracterizados pela reagdo com aminas e hidrazina dando os derivados 31-47
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(Esquema 10).
hidrazida 47.

j:é @ 6 CISO.H
800-90°C
1 hora

R=R'= pll’l’0|ldll'10 13)
R=R'= piperidino (14)

R,R"NH

0
cl
| N@SOZNR1R"
N
o

R,=R"=Me (31)
R,=H; R"=C¢H,p-Br (32)
R,=H; R"=C,H,p-CI (33)
R,=H; R"=C,H,p-Me (34)
R,=H; R"=C,H,p-OMe (35)
R1=H; R"= morfolino (36)

Esquema 10

piperidino.

22
N
o}

65

A reagado subsequente da hidrazina 46 com acetona formou a

R=R'= pirrolidino (22)
R=R'= piperidino (23)

\R1R"NH
| NOSOZNR1R"

M (37)
"=CgH,p-Br (38)
"=CgH,p-Cl (39)
"=C¢H,3,4-Cl, (40)
"=C¢H,p-Me (41)
"=CgH,p-OMe (42)
morfolino (43)
"=piridino (44)
"=p=cloropiridino (45)

@

DDVIDDIDDD
_‘II noonnnnonn

I:DIIIII:D
:u:U" JJ:U:U:U:J
oo

I
I

0]

| NOSOZNHNHZ

Cl

(46)
}Acetona
0
Cl
| NOSOZNHN=C(CH3)Z
N
0
(47)

Clorossulfonagdo de 3-cloro,4-X-maleimida, onde X= pirrolidino,
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Os cloretos de sulfonila sdo extremamente Uteis como intermediarios
sintéticos, pois o atomo de cloro pode ser facilmente substituido através de reacdes
com diferentes reagentes nucleofilicos.

Os cloretos de arilsulfonila podem ser prontamente isolados pela adigdo em
agua gelada, seguida de rapida filtracdo, ou por extracado com solventes organicos.
Por outro lado, os acidos sulfénicos, que poderiam ser eventualmente formados séao
soluveis em agua. Os cloretos de arilsulfonila sdo, em geral, de dificil purificagao,
sendo muito sensiveis a umidade que leva a sua decomposicdo. Geralmente, sao
caracterizados quimicamente pelo tratamento com reagentes nucleofilicos, como
por exemplo aminas, fenois, etc. As sulfonamidas, em particular, apéds
recristalizacdo, sdo geralmente sélidos cristalinos bem definidos (Nunes, 1986).

Os substituintes utilizados foram escolhidos segundo o método de Topliss
(Topliss, 1997).

O espectro no infravermelho do composto 34 mostrou, além das bandas
caracteristicas de maleimidas, duas bandas fortes em 1336cm” e 1160cm™,
correspondentes as absor¢des assimétricas e simétricas, respectivamente, do
grupamento SO, da sulfonamida e uma banda em 3452cm™ do grupo NH da
sulfonamida.

O espectro de RMN-H' mostrou 4 prétons aroméaticos como um multipleto (8
7,80-7,48), 4 prétons aromaticos p-toluidino como um multipleto (67,08-6,90), 1
préton amino como um singleto (6 6,30), 4 prétons dimetil amino como um tripleto (8
3,99), 3 protons metil como um singleto (8 2,28) e 4 proétons pirrolidino como um
tripleto (6 2,00-1,92).

3.1.2. Clorossulfonacao da 3,4-dicloromaleimida (11-12).

3,4-Dicloromaleimida 11 foi preparada pelo procedimento descrito
anteriormente (Esquema 7). A maleimida foi aquecida com 6 equivalentes de acido
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clorossulfénico, fornecendo o cloreto de sulfonila 20 (85% de rendimento), o qual foi

caracterizado pela reagdo com aminas e fendis dando os derivados 24-28

6CISOH _
E 50-60°C
15 min. Q
1)
1(12

(Esquema 11).

SO,NRR! RO

Oso o
n=0 , R-R’=CH,'CH,),CH, (24)

R=H, R’= fenil (25) R"=PhOMe (27)
R-R’=CH,CH,0CH,CHj (26)

n=1, R-R’=CH,'CH,);CHj (29)
R-R’=CH,CH,0CH,CH, (30)

Esquema 11- Clorossulfonagéo de 3,4-dicloromaleimida (20-21).

Os espectros no infravermelho e de RMN-H' confirmaram as estruturas
estimadas. O espectro de infravermelho do composto 24, por exemplo, mostrou uma
banda em 3458cm™ correspondente ao grupo NH da sulfonamida, trés absorcdes
carbonilicas, duas bandas em 1766cm™ e 1716cm™ correspondentes as absorcdes
simétrica e assimétrica, respectivamente. Uma vibracao adicional foi observada em
1632cm™,

O espectro de RMN-H', do composto 24 por exemplo, apresentou 4 prétons
aromaticos como um multipleto (6 7,91-7,58), 4 prétons dimetilamino (pirrolidino)

como um tripleto (& 4,10-4,00), 4 prétons dimetilamino (N(CHz)2) como um tripleto (8
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3,31-3,213,26), 8 prétons metilenicos como um tripleto (6 1,98-1,77) e 4 prétons

metilenicos com um tripleto ( 1,79).
3.1.3. Clorossulfonacao de N-fenilsuccinimida 48.

Anidrido succinico foi tratado com anilina em éter para formar o acido N-
fenilsuccin@mico (Esquema 12), o qual foi desidratado com anidrido acético
aquecido contendo acetato de sodio anidro, fornecendo a N-fenilsuccinimida 48.

A Ultima etapa provavelmente envolve o intermediario acilado (X), o qual
fornece um excelente grupo de saida.

N-fenilsuccinimida foi tratada com &acido clorossulfénico (6 equivalentes) a
80°-90°C fornecendo o cloreto de sulfonila 46 (Esquema 12). O cloreto de sulfonila
49 foi caracterizado por reagdo com aminas, fenol e hidrazina, dando os derivados
(50-53; 55, 56). Subsequente reacao da hidrazida 53 com acetona forneceu a
hidrazona 54.

O espectro no infravermelho, do composto 55, por exemplo, mostrou duas
absorgdes de carbonila, uma banda em 1776cm™ e uma banda em 1706cm™,
correspondentes as absorcdes simétrica e assimétrica, respectivamente, uma banda
em 1594cm™ (Ar C=C), duas bandas em 1350cm™ e 1150cm™ correspondentes as
absor¢cbes assimétrica e simétrica, respectivamente, do grupamento SO, da

sulfonamida.
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0 @]
NH, on o
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O+ éter H Ac,0 H
etilico N AcONa N
o)
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L (X) _
0
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? o)
(48)
NOsozNRR'
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0 CISO,H
NHRR' 0
R=R'=Me (50)
R-R'=CH,CH,OCH,CH, (51) T
R-R'=CH,(CH,),CH, (52) NOSO2CI
49
m 0 49)

o)
E§N4©7802NHNH2 R.OH RToH
1
0

(53) P 0

N‘<3—3020R1 NOSOzOR"
acetona
o o)

R=p-OMeCgH, (55) (56 R'- OMe
0
CH,CHCH,
N SO,HNN=C(CH,)
O (54)

Esquema 12- Reacgéo de N-p-clorosulfonilsuccinimida 49 com nucledfilos.

O espectro de RMN-H', do composto 55, apresentou 4 prétons aromaticos
fendlicos como multipleto (6 8,02-7,59), 4 proétons aromaticos como um multipleto (&
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6,96-6,93), 3 prétons metdxido como um singleto (6 3,72) e 4 prétons metilena como

um singleto (6 2,80).

3.1.4. Reacao de Diels-Alder da N-benzilmaleimida (58) com

antraceno.

N-Benzilmaleimida 58 foi sintetizada seguindo o método descrito por Nunes
(Nunes, 1986) (78% de rendimento), a partir da reacgdo de quantidades equimolares
de anidrido maleico e benzilamina em éter, e subsequente desidratacdo do
intermediario acido maleamico por aquecimento (80%-90°C) com anidrido acético

contendo acetato de sédio (Esquema 13).

e o

Ac,O
AcONa

7 L p
tolueno ‘
"600.700C " N
T b
(54)

Esquema 13- Reagéo de Diels-Alder da N-benzilmaleimida 58 com antraceno.
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Utilizando o mesmo método, foi realizada a sintese da N-fenilmaleimida 57
(Esquema 13) (75% de rendimento).

A succinimida 59 foi obtida da reacdo da maleimida (55) com o antraceno
(Esquema 12) em tolueno aquecido (60°-70°C) (37,6% de rendimento). O espectro
no infravermelho apresentou duas bandas em 3060cm” e 3032cm’
correspondentes a CH aromético, uma banda em 2956cm™ correspondente a CH
alifdtico, duas absorcdes carbonil correspondentes a vibragbes simétrica e
assimétrica em 1770cm™ e 1696cm™, respectivamente e uma banda em 690cm™
correspondente a deformacao angular fora do plano do anel monosubstituido.

3.2. Planejamento Racional de Imidas e Sulfonamidas (Atividade
Antinociceptiva)

Com o intuito de analisar as semelhancas e diferencas estruturais dos
compostos biologicamente testados e relacionar esta analise com os dados
biologicos, realizaram-se andlises quimiométricas, andlises de QSAR-2D, QSAR-3D
e QSAR-4D (ou QSAR-3D utilizando conformacdes).

Estas analises objetivam o planejamento racional de novos compostos, de
forma a obter informagdes que auxiliem na decisdo de sintetizar ou ndo estes

compostos.

3.2.1. Analise de PCA

Buscando uma separacéo estrutural dos compostos (Tabela 1) em grupos
que tenha relagcdo com a poténcia biologica, realizou-se uma analise de PCA.
Parametros fisico-quimicos calculados no programa TSAR e WHIM, para estes

compostos, foram submetidos a uma analise de componentes principais.
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O conjunto de compostos utilizados neste estudo foi dividido em 4 conjuntos
(conjunto 1-compostos da literatura; conjunto 2-compostos sintetizados neste
trabalho; conjunto 3-compostos da literatura e compostos sintetizados neste
trabalho; conjunto 4-compostos da literatura e compostos sintetizados neste
trabalho, com atividade conhecida (conjunto 3) e compostos sintetizados neste
trabalho com atividade desconhecida) para verificar se uma separagao em grupos
através da analise de PCA era viavel, analisando caso a caso.

3.2.1.1. Conjunto 1

PCA foi realizada para o banco de dados (12x60 — n® de compostos x n® de
parametros) para visualizar os complexos dados estruturais calculados no programa
TSAR (compostos 1-12, Tab.1). As trés PC’s podem explicar 74,4% da variagdo do
conjunto 1, um valor bom. Os scores da primeira e da segunda componentes de
cada classe sao mostrados na Figura 12.

Os resultados de PCA mostram que a segunda componente, PC2, separa o0s
compostos menos potentes dos compostos mais potentes (scores na Figura 12
separados por uma linha), com relagao a aspirina (Dlso = 133,00 uM/Kg). Acima da
linha estdo os compostos mais potentes (2-6, 11), os compostos com anel imidico
insaturado. Abaixo da linha estdo os compostos menos potentes (1, 7-10) e de
poténcia moderada (12).

Na PCA deste conjunto os compostos também foram divididos em 3 grupos
(Figura 12): grupo 1- compostos de alta poténcia (2, 3 e 6); grupo 2-
dicloromaleimidas de alta poténcia (4 € 11) e grupo 3- compostos de baixa poténcia
(1,7,8,9,10 e 12). O composto 5, composto de maior poténcia, ficou isolado por
se tratar da Unica bisnaftalimida do conjunto.
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Tabela 1- Banco de dados utilizado na anélise quimiométrica.
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Tendo esta analise como objetivo verificar a viabilidade de uma separacao
em grupos que tivesse relacdo com os dados bioldgicos, ndo se buscou uma
relagdo matematica entre os descritores fisico-quimicos e a resposta bioldgica.

we FTTTTYT T T e —— g
PC2 - O]

L X o

5.0

-6 ty . L

P r
hrt K] ~Idr o0 S 1.0 PCl

Figura 12- Scores da PC1 versus PC2 (conjunto 1).

3.2.1.4. Conjunto 2

Uma andlise de PCA foi realizada com o conjunto treino (05x39) e os
parametros calculados no programa TSAR (compostos 13-17/Tabela 1). Os
compostos sintetizados neste trabalho possuem sua numeracao correspondente a
sintese entre parénteses na Tabela 2. Nesta analise ndo foi possivel encontrar uma
separacao conclusiva com relagcdo aos dados bioldgicos (Figura 13), pois o banco
de dados é muito reduzido. Contudo, isto ndo invalida a continuidade do estudo,
somente demonstra a necessidade de expansdo deste banco de dados e isto

confirma a necessidade de juntar o conjunto 1 € 2 num unico conjunto: o conjunto 3.
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pPC2

0.0

@

5.0 0.0 9.0 PCI

Figura 13- Scores da PC1 versus PC2, obtida do conjunto 2.

3.2.1.3. Conjunto 3
Nesta etapa, uma analise foi realizada com os mesmos objetivos ja
citados acima com o banco de dados completo (17x75) e os parametros calculados
no programa TSAR. As trés primeiras componentes podem explicar 75,3% da
variacdo do banco de dados. Nos scores das duas primeiras componentes (scores

na Figura 15 separados por uma linha) € possivel verificar que a PC2 separa os

PC2

-10.0 = |

PCI
Figura 14- Grafico dos scores da PC1 versus scores da PC2.
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compostos menos potentes e os de poténcia moderada (1, 7-10, 12) dos mais
potentes (2-6, 11, 13-17), como ocorreu na PCA do conjunto 1.

E possivel observar os compostos mais potentes que a aspirina estdo
separados em 3 grupos: grupol- éster sulfonado (14), sulfonamidas (13, 15, 16),
bisnaftalimida (5), grupo 2- maleimidas (2, 3, 6, 17) e grupo 3- 3,4-dicloromaleimidas
(4e11).

O dendograma/HCA também mostra os compostos separados em dois
grupos: A — compostos nao sulfonados e G3- compostos sulfonados e bisnaftalimida
(5, 13-16). O grupo A por sua vez apresenta dois subgrupos (G1- 1, 7-10, 12; G2- 2-

4, 6, 17) de forma concordante com a PCA, exceto pelo composto 4 (Figura 15).

=
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11
5
T - B
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Figura 15 — Dendograma obtido da anadlise de cluster do conjunto 3.

E importante destacar que, na PCA, o composto 12 situa-se entre os
compostos 1, 7, 8, 9 e 10 (,succinimidas) e os compostos 2, 3, 6 e 17. Sua posicao
corresponde as suas caracteristicas estruturais e sua poténcia antinociceptiva. O
composto 12 ndo é apenas intermediario em termos estruturais, mas também em

relagéo a sua poténcia bioldgica.
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Tanto a HCA quanto a PC1 separas imidas das sulfonamidas (13, 15, 16) e
éster sulfonado (14). Esta separacdo néo é relacionavel as poténcias, devido a
diversidade estrutural. Contudo, a localizagdo do composto 5, por se tratar de uma
bisnaftalimida, no grupo dos compostos sulfonados (G3) é interessante. O composto
5 € o mais potente dentre todos os compostos do banco de dados.

Na sequéncia do trabalho buscou-se elucidar quais dentre as diversas
combinacdes de parametros seria capaz de relacionar os compostos de acordo com
sua poténcia antinociceptiva. Para tanto, uma selecdo de variaveis dentre os 75
parametros fisico-quimicos calculados foi realizada primeiro por analise dos
graficos de loading (gréfico das variaveis), onde a significAncia de cada parametro
em cada componente principal foi considerada. Em seguida, uma selecao definitiva
foi obtida analisando a matriz de correlacdo dos parametros para eliminar os
parametros altamente correlacionados. E importante ressaltar que esta relagdo com
a poténcia biolégica, neste momento deve ser intuitiva, pois em nenhum momento
no algoritmo da PCA o dado bioldgico foi introduzido.

Desta forma, a seguinte equacao (Eqg.12) foi obtida

PC = - 0,205 (CarbOsimilaridade, carga , massa, Molg)) — 0,188 CarbOsimilaridade, carga, Mol 12) (12)

A equacdo 12 sugere que serdo mais potentes o0os compostos que
apresentarem distribuicdo de massa e carga diferente daquela dos compostos 8 e
12. Estes compostos ndo apresentam dupla ligacdo no anel imidico, 0 que deve
dificultar a interagdo com a enzima.

Estes resultados sdo concordantes com a separacao obtida para o conjunto,
onde os compostos menos potentes que a aspirina (1, 7, 8, 9, 10 e 12) ficaram
separados dos demais membros do conjunto.

Na analise do conjunto 3 (conjuntos 1 e 2) obteve-se bons resultados. Ja ao
trabalhar somente com o conjunto 2 nao foi possivel obter uma separagcdo em
grupos relacionavel aos dados biolégicos, o que nao ocorreu na PCA do conjunto 1.

Planejamento Racional de Imidas Ciclicas e Sulfonamidas com Atividade Antinociceptiva. 77

Maria Elena Walter



Resultados e Discussao 78
Ou seja, s6 sera possivel trabalhar com o conjunto 2 quando for possivel

aumentar o numero de dados.

Utilizou-se esta analise de PCA (conjunto 3) para a previsdo da atividade
biolégica de 15 analogos de poténcia desconhecida (Tabela 2), inicialmente
planejados com base no diagrama de Topliss (Topliss, 1977), conforme sintese
previamente relatada (Walter et al, 1999).

3.2.1.4. Conjunto 4

Uma analise de PCA foi realizada com o conjunto de treino (1-17) juntamente
com o0s compostos planejados (32x123), com o intuito de prever a atividade
biolégica dos compostos planejados (18-32). As trés primeiras componentes
principais explicam 73% da variagdo do conjunto 4. Os scores da primeira e da
segunda componentes sdo apresentados na Figura 16-b, onde se observam todos
0s compostos (regido A). Para visualizagdo da regido B, os compostos 4 e 11 foram
excluidos e esta regido do gréfico foi amplificada (Figura 16-b).

Assim como na andlise de PCA do conjunto 3, na PCA do conjunto 4 os
scores das duas primeiras componentes (scores na Figura 18a separados por uma
linha) separam os compostos menos potentes (1, 7-10) dos mais potentes (2-6, 11,
13-17) e de poténcia moderada (12).

Analisando as diversas combinacbes dos parametros fisico-quimicos,
conforme procedimento anteriormente descrito, foi possivel encontrar uma relacao
entre os parametros Kier ChiV e similaridade de carga ao composto (26), conforme

equagao 13.

PC1 = 0,132 (Kier ChiV) + 0,100 (Carbosimilaridade, carga, Mol (26)) (13)

A bisnaftalimida (composto 5) nao foi agrupada em nenhuma familia, ou seja
€ um outlier, porque possui um alto valor de Kier ChieV como as sulfonamidas.
Porém, ndo pode ser agrupada a estas porque seu valor de Carbo-similaridade nao
€ tao elevado quanto o das sulfonamidas.
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Possivelmente o aumento da poténcia desses compostos € favorecido por

estruturas com densidade de carga semelhante a do composto 26. Esta molécula
apresenta uma densidade negativa no grupo SOoNHR que, segundo 0 mecanismo
proposto para imidas, participaria da interacdo nao covalente com a PGHS.

As separacOes de todos os grupos foram confirmadas através de Andlise
Hierarquica de Cluster (HCA — dendograma; Figura 18), onde os compostos sao
divididos em dois principais grupos (A —imidas , B — sulfonamidas, éster sulfonado e
bisnaftalimida). O grupo A apresenta 3 subgrupos (G1-G3). G1 é constituido por
imidas de baixa poténcia. G2 é constituido por uma mistura de imidas de poténcia
conhecida (alta poténcia —2,3, exceto 12) e de poténcias desconhecidas (28, 29, 31,
32). O grupo G3 também € uma mistura de compostos de poténcia conhecida (6,
17) e de poténcia desconhecida (30).

O grupo B também apresenta 3 subdivisbes (G4-G6). G4 apresenta
compostos de poténcia conhecida (5, 13) e compostos de poténcia desconhecida
(19, 20, 21). G5 é constituido de dois compostos de poténcias desconhecidas (18,
22). G6 apresenta compostos de poténcia conhecida (14, 15, 16) e compostos de
poténcia desconhecida (23-27).

No grupo B, os compostos sulfonados (13-16) sao separados em dois grupos,
mais potentes — G6 e menos potentes — G4, exceto o composto 15.

Atraves da analise de PCA e HCA, ¢ possivel verificar que os compostos 28,
29, 31 e 32 ficaram agrupados com os compostos 2, 3 e 12, devendo apresentar
alta poténcia. Os compostos 19, 20, 21, 23, 24, 25, 26 e 27 ficaram agrupados com
0os compostos 13, 15 e 16 0 que indica uma provavel poténcia média. O composto
30 ficou agrupado com o composto 6. J& os compostos 18 e 22 ndo estédo
agrupados com nenhum composto de poténcia conhecida.

O composto 14 nao foi agrupado na PCA, pois é o unico éster sulfonado do
banco de dados. Esta situacao é melhor visualizada num grafico tridimensional, pois

ele estd projetado para tras e fica dificil demonstrar na Figura 16b.
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PC2

PC1

Figura 16a- Grafico dos scores da PC1 versus scores da PC2.

PC2

PC1

Figura 16b- Grafico amplificado da regido B dos scores da PC1 versus scores da

PC2.
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Tabela 2-

Compostos planejados com base no diagrama de Topliss

81

(Topliss,1977). Os compostos sintetizados neste trabalho possuem sua numeracao

correspondente a sintese entre parénteses.

INUmero Numero Numero
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0
cl /O o) c /? Q o A q
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Figura 17— Dendograma do conjunto 4.

Com base neste estudo de PCA, os compostos 19, 22, 24, 27, 30 e 32 foram
selecionados para teste biol6gico. Foram selecionados compostos de cada grupo
para poder ndo so realizar o teste biolégico de um numero reduzido de compostos
como também validar a PCA realizada. Os compostos e seus respectivos resultados
biolégicos obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Sendo esta uma andlise ndo supervisionada, os resultados biolégicos estao
dentro da faixa esperada. Contudo, se fosse possivel utilizar ferramentas que o
programa usado nao apresenta, poderia ter-se buscado uma separagdo ainda mais
refinada. Por exemplo, poderia ser feito uma analise da influéncia dos parametros
na separacgao, dois a dois.

Uma analise de PCA também foi realizada com parametros calculados no

programa WHIM-3D, porém nenhuma separagao satisfatéria foi obtida.
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Uma nova analise de PCA foi realizada com o mesmo banco de dados,

porém com as moléculas minimizadas por AM1, no programa GAMESS. Nesta
analise ndo foi possivel obter uma separagdo compativel com as poténcias.
Somente foram separadas as bisnaftalimidas (compostos mais potentes), porém as
menos potentes ficaram agrupadas com os compostos de alta poténcia.

Tabela 3 — Compostos planejados e suas poténcias biologicas.

Composto | Dlsy (uMKg™)
19 (33) 26,24
22 (37) 44,96
24 (40) 22,75
27 (43) 18,87
30 (58) 24,73
32 (60) 34,57

Desta forma, verifica-se que a minimizacao da estrutura de entrada por GA é
mais eficiente para este tipo de analise do que a minimizacéo por AM1.

Outro estudo de quimiometria foi realizado com um banco constituido apenas
pelos compostos sulfonados, compostos estes que foram sintetizados e testados
durante a realizacdo deste trabalho de planejamento racional (Tabela 4). Estes
compostos foram planejados com base no diagrama de Topliss.

Uma anadlise de PCA foi realizada com o banco de dados, cujas moléculas
foram minimizadas por GA, no programa SYBYL, utilizando pardmetros calculados
no programa TSAR (13x87). As trés primeiras componentes principais podem
explicar 65% da variagao do banco de dados, um valor baixo (<70%). Os scores das
duas primeiras componentes sdo apresentadas na Figura 19, onde se verifica que
nenhuma separag¢ao em grupos foi obtida. Nesta analise sé foi possivel a separacao
do composto 3 (mais potente) dos demais.

O mesmo resultado foi obtido no HCA destes compostos (Figura 19).

83
Planejamento Racional de Imidas Ciclicas e Sulfonamidas com Atividade Antinociceptiva.

Maria Elena Walter



Resultados e Discussao

84

Tabela 4- Compostos sulfonados sintetizados e testados durante o trabalho Os

compostos sintetizados neste trabalho possuem sua numeragao correspondente a

sintese entre parénteses.

N.° DI, (UM/Kg)  N.° IDIs, (UM/Kg) [N.° DI, (uM/Kg)
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pPC2

Figura 18- Scores da PC1 e PC2 dos compostos sulfonados (Tab

por GA.

Figura 19- Dendograma dos compostos sulfonados

85

PC1

. 4, minimizados

), minimizados por GA.
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PC3

10 o

=]
13 PC1

12

Figura 20- Scores da PC1 e PC3 dos compostos sulfonados, minimizados por AM1.

Uma segunda andlise de PCA foi realizada com o mesmo banco de dados
acima descrito, porém com as moléculas minimizadas por AM1, no programa
GAMESS, utilizando parametros calculados no programa TSAR (13x103). As trés
primeiras componentes principais explicam 69% da variagdo do banco de dados. Os
scores da PC1 e PC3 sao mostrados na Figura 20, onde novamente nao foi
possivel encontrar uma separagédo. Apenas foi possivel isolar o composto 2 (menos
potente) dos demais.

A andlise de HCA (Figura 21) é concordante com a analise de PCA.

Desta forma, verificou-se que o banco de dados composto por sulfonamidas e
éster sulfonado ndo é adequado a este tipo de analise, sendo necessario uma maior
variagdo estrutural e/ou uma maior variacdo nos dados biolégicos ou ainda, um

maior numero de moléculas.
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Dendrogram for Cluster Analysis (02/12/03 14:221:46)_('.]0&1.2).
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Figura 21 - Dendograma dos compostos sulfonados, minimizados por AM1.

Buscando uma relagdo quantitativa entre a estrutura e os dados biol6gicos
dos compostos sulfonados, fez-se um estudo de QSAR classica.

3.2.2. QSAR Classica

Tendo como objetivo planejar de forma racional novos compostos
biologicamente ativos, buscou-se uma relagdo quantitativa entre a atividade
antinociceptiva e a estrutura dos respectivos compostos ja sintetizados e
biologicamente testados (Tabela 5). Na Tabela 5 os compostos sao identificados
pela numeragdo designada no banco de dados. Para facilitar a identificagdo dos
compostos sintetizados neste trabalho, entre parénteses estd a numeragdo que
identifica estes compostos na sintese.
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Através de um modelo de QSAR ¢é entado possivel prever a poténcia biologica

de novos compostos. Este modelo de QSAR nada mais é do que uma equagao

matematica que relaciona parametros fisico-quimicos (x) e dados biologicos (y).

O estudo envolve o desenvolvimento de um modelo de QSAR para uma série

de imidas previamente estudadas (1-35/Tab. 5) (Andricopulo et al, 1998, Cechinel

Filho et al, 1996, Correa et al, 1997) e imidas sintetizadas neste trabalho (33-

39/Tab. 5). Todos os compostos foram testados quanto a atividade antinociceptiva.

Ap6s o0 modelo ser criado (Eq.14), tabela de dados finais (Tabela 6) e graficos

de valores experimentais versus previstos (Figura 23), assim como grafico de

residuos versus valores previstos (Figura 24) foram obtidos, no programa SYBYL e

Origin.
Tabela 5 - Banco de dados utilizado no estudo de QSAR 2D.
Nimero pDIsNiimero pDI50 Nimero pDIy|
Previsto| Previsto Previsto|
Residuo Residuo Residuo
01 5.555(02 5.398/03 4.450
5.220 5.069 4.064
-0.335 -0.329 -0.392
0 0 /O
o o
o | 0
c \ o w (\ \o
o o) o
04 5.764 (05 5.66006 6.161
5.809 5.583] 5.607
0.045 -0.077 -0.554
o) /o
o]
() ( {
aVa o deva
N\
(o]
07 5.488 | 08 6.000 |09 6.000
5.821 5.822] 6.108
0.333 -0.178 0.108
O Sets il a0l
N N
@a N o O @
T T e v
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Numero pDIs] Nimero pDI5y Nimero pDI;,
Previsto Previsto Previsto
Residuo Residuo Residuo
10 5.672|11 5.733
5.452, 5.882,
-0.220 0.149
(o] o]
O
O Ao
(o] (o]
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(0]
O /
ch—O—N N—@—Cm
/ O N\
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[e)
/
Q{ )
\
o)
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o CH3 (o)
O |07 O
) N
i 4
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HsC
\o o
/ (o) CHj
\ —( o { J :
\ ) O
g {
6]

89

Planejamento Racional de Imidas Ciclicas e Sulfonamidas com Atividade Antinociceptiva.

Maria Elena Walter



Resultados e Discussao

90

Numero pDIs,Niimero pDIs| Nimero pDI;,
Previsto| Previsto| Previsto

Residuo| Residuo| Residuo|

25 3.658 (26 3.523|27 3.523
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Um conjunto de mais de 800 parametros fisico-quimicos foram calculados
para as 33 imidas constituintes do banco de dados (Tabela 5). Os parametros fisico-
quimicos usados na relagdo estrutura-atividade quantitativa estdo na Tabela 6.
Estes parametros passaram por um analise estatistica, onde buscou-se parametros
que apresentassem uma baixa correlagdo. Uma baixa correlacdo entre os
parametros € indispensavel para evitar a colinearidade e relacionar a verdadeira
contribuicdo da estrutura quimica para a atividade biolégica.

O modelo obtido (Eq.14), com 5 variaveis estéreo e eletrostaticas, é descrito

a sequir:

pICso= 0.93Mor24v(+0.38) -1.47Mor31v(£0.35) +1.24Mor28p(£0.22)
+3.03ATS1v(£0.43) +3.96MATS1v(+1.11) + 3.17 (14)

n= 26 F=79.178 s=0.340 r?, =0.788 r*=0.805

As quantidades entre parénteses sdao os desvios padrdes dos coeficientes.
Uma andlise estatistica dos dados experimentais e dos valores calculados da
resposta biologica foi realizada, onde o modelo encontrado € avaliado quanto a sua
capacidade preditiva (r’.,) com base no método LOO.

Os valores experimentais, valores calculados, residuos e erros percentuais
do conjunto treino estdo na Tabela 6. Os compostos sintetizados neste trabalho
estdo com as suas numeragdes correspondentes a sintese identificadas entre
parénteses na Tabela 6.

O modelo apresenta uma boa capacidade preditiva, pois além de apresentar
78% da referida capacidade, os erros percentuais ficaram abaixo dos 20%
aceitaveis. Das 37 previsoes (série treino, série teste e série validacao lateral) feitas
para compostos com poténcia antinociceptiva conhecida, 31 tiveram erro inferior a
10%.

Na Figura 22 esta apresentado o grafico dos valores de poténcia
antinociceptiva experimental versus poténcia prevista pela equacao 14. Nesta figura

nota-se a boa adequagéo do modelo.
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Tabela 6-

Parametros estéreo e eletrdnicos, valores experimentais e valores

92

previstos pelo modelo (Eq.14), residuos e erros percentuais dos compostos da
série de treino (1, 3-5, 7, 8, 11-19, 21, 23-26, 30-33) , série de teste (2, 6, 9, 10, 20,

22, 27) e série de validacao lateral (36-39).

MOR24v |MOR31V | MOR28p | AT51v | MAT51v | pICs, | pICs, |Residuo| Erro
Composto previsto real %
1 0,232 0,006 -0,191 0,746 | -0,044 5,220 | 5,555 | -0,335 6

2 0,234 0,053 -0,183 | 0,699 | -0,032 5,069 | 5,398 | -0,329 6

3 0,070 0,252 -0,212 | 0,586 | -0,078 4,064 | 4,456 | -0,392 9
4 0,137 -0,104 0,079 0,726 0,017 5,809 | 5,764 | 0,045 1

5 0,131 -0,025 0,024 0,710 0,020 5,583 | 5,660 | -0,077 1

6 0,116 -0,133 0,077 0,693 | -0,014 5,607 | 6,161 | -0,554 9

7 0,100 -0,093 0,094 0,747 0,012 5,821 | 5,488 | 0,333 6

8 0,096 -0,066 0,098 0,768 0,006 5,822 | 6,000 | -0,178 3

9 0,185 -0,067 0,347 0,733 0,006 6,108 | 6,000 | 0,108 2
10 0,352 0,177 0,016 0,712 0,011 5,452 | 5,672 | -0,220 4
11 0,761 0,090 -0,018 | 0,695 0,015 5,882 | 5,733 | 0,149 3
12 0,169 -0,055 -0,152 | 0,692 | -0,089 4958 |4,928 | 0,030 1
13 0,236 0,073 0,198 0,712 0,011 5,722 | 5,921 | -0,199 3
14 0,194 -0,147 0,352 0,689 | -0,034 5,949 | 6,337 | -0,388 6
15 0,169 -0,066 0,324 0,762 | -0,002 6,120 | 5,775 | 0,345 6
16 0,147 -0,018 0,320 0,791 -0,009 6,084 |[5,928 | 0,156 3
17 0,187 -0,056 -0,146 | 0,676 | -0,042 5121 |[4,726 | 0,395 8
18 0,119 0,057 -0,067 | 0,644 | -0,031 4,937 |5,125| -0,188 4
19 0,178 0,136 -0,111 0,633 | -0,027 4,804 |5,292 | -0,488 9
20 0,076 0,044 -0,063 | 0,613 | -0,079 4,637 | 5,004 | -0,367 7
21 0,107 0,078 -0,053 | 0,672 | -0,031 4997 | 4,710 | 0,287 6
22 0,253 0,071 -0,244 | 0,720 | -0,037 5,028 | 4,972 | 0,056 1
23 0,116 -0,077 -0,048 | 0,590 | -0,122 4,630 |4,943 | -0,313 6
24 0,001 0,442 -0,32 0,591 -0,032 3,785 | 3,678 | 0,107 3
25 -0,110 0,223 -0,176 | 0,603 | -0,077 4,040 | 3,658 | 0,382 10
26 0,039 0,243 -0,227 | 0,583 | -0,081 4,009 | 3,523 | 0,486 14
27 -0,091 0,213 -0,169 | 0,583 | -0,081 4,004 | 3,523 | 0,481 14
28 0,204 0,011 -0,187 | 0,781 -0,045 5,294 | 5,031 | 0,263 5
29 0,191 0,051 -0,205 | 0,816 | -0,045 5,307 | 5,503 | -0,196 4
30 0,146 0,107 -0,044 | 0,632 | -0,080 4687 |5,602| -0,915 | 16
31 0,149 0,344 -0,282 | 0,600 | -0,020 4188 | 3,910 | 0,278 7
32 0,179 0,050 -0,086 | 0,672 | -0,031 5,064 |4,886| 0,178 4
33 (16) 0,260 -0,110 -0,133 | 0,670 | -0,076 5132 | 4,876 | 0,256 5
34 (13) 0,141 0,224 -0,201 0,650 | -0,050 4,490 | 4,086 | 0,404 10
35 (14) 0,222 0,284 -0,410 | 0,641 -0,045 4211 | 4,412 | -0,201 5
36 (15) 0,241 0,161 -0,339 | 0,632 | -0,093 4279 |4,061 | 0,218 5
37 (58) 0,187 -0,056 -0,146 | 0,676 | -0,042 5121 | 4,610 | 0,511 11
38 (59) 0,299 -0,002 0,151 0,718 0,048 5,997 - - -
39 (18) 0,163 0,344 -0,395 | 0,633 | -0,041 4,078 - - -
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Figura 22- Gréfico da poténcia antinociceptiva experimental versus poténcia prevista

pela equacéo 14 das imidas ciclicas (Tabela 5).

Na Figura 23 mostra-se a aleatoriedade dos residuos, que € outra forma de

avaliar quao bom é um modelo, pois o0s residuos nao podem apresentar uma

variagao previsivel. No caso da equacéo 14 tem-se residuos bem aleatorios.
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Figura 23- Grafico de residuos versus poténcia antinociceptiva prevista pela

equacao 14 das imidas ciclicas (Tabela 5).
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Para avaliar a capacidade do modelo prever a poténcia biolégica de novas
moléculas, ou seja para averiguar se é um bom modelo no auxilio do
desenvolvimento de novos compostos, o modelo (Eq.14) foi utilizado para prever a
poténcia antinociceptiva de uma série teste constituida de 7 compostos (2, 6, 9, 10,
20, 22, 27, Tabela 5).

Como pode ser visto na Tabela 6, todos os compostos tiveram suas
poténcias previstas com erros inferiores a 20%. Sendo assim, este € um bom
modelo para ser utilizado no desenvolvimento de novas imidas ciclicas.

Através deste modelo, € possivel verificar a importancia de parametros
eletrostaticos (Mor24v, Mor31v, Mor28p) (Schuur & Gasteiger, 1997) e estéreo
(ATS1v, MATS1v) (Moran, 1950) na descricdo da atividade biolégica. Porém, o
significado pratico destes parametros ndo esta claro na literatura; sdo parametros
meramente matematicos.

N&ao é possivel idealizar uma alteragdo na estrutura da molécula, com base
nestes parametros, com o intuito de melhorar a resposta bioldgica. Ou seja, ndo é
possivel encontrar uma relacdo causal entre estes parametros e a atividade
biolégica. Contudo, isto ndo invalida o modelo para o planejamento de novos
compostos biologicamente ativos, ja que modelos de QSAR também s&o utilizados
para prever a poténcia bioldgicas.

O modelo foi utilizado para prever a poténcia de compostos até entdao nao
testados — série validagao lateral (34-39, Tabela 5). Os valores dos parametros e
das poténcias previstas destes compostos estédo relatados na Tabela 6.

Durante a execugéo deste trabalho os compostos 34-36 foram sintetizados e
testados para poder validar o modelo, ou seja confirmar as previsdes obtidas. As
poténcias previstas, apresentadas na Tabela 6, divergiram dos valores
experimentais numa faixa aceitavel (erro < 20%). Isto comprova que a equacao 14
relaciona de forma adequada as caracteristicas estruturais e os dados biolégicos.

Uma analise de PCA foi realizada com estes parametros e os compostos da
série treino (26x5), para averiguar a capacidade destes parametros de explicar a

variacdo do banco de dados, ou seja de separar os compostos conforme suas
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caracteristicas estruturais. Os scores das duas primeiras PC’s podem ser vistos

95

na Figura 25, onde é possivel observar que a PC1 (eixo y) separa os compostos

acima

em mais potentes, abaixo em menos potentes € no meio estdo os de poténcia

intermediaria.

PC1

24

Figura 24- Scores de PC2xPC1, conforme parametros da Equacgéo 14.

Na sequéncia deste trabalho, buscou-se uma relagdo quantitativa que

auxiliasse no desenho de um novo composto, além de prever sua poténcia

biologica. Para tanto, fez-se um estudo de QSAR-3D/CoMFA, onde o modelo

7

encontrado é concordante com o modelo de QSAR-2D, confirmando o tipo de

parametro (estéreo, eletrostatico) importante para a relacdo estrutura-atividade

antinociceptiva de compostos imidicos.
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3.2.3. QSAR 3D

Dando continuidade ao estudo da relagdo estrutura-atividade quantitativa,

buscou-se uma relacdo com os parametros 3D- estéreo e eletrostatico. O método
CoMFA realiza este tipo de andlise, proporcionando um planejamento de novos
compostos a partir da visualizacdo dos mapas de contorno estéreo e eletrostético,
assim como a previsdo das poténcias bioldgicas, através do modelo encontrado.
As substancias que compuseram o banco de dados com seus respectivos dados
biolégicos, assim como as substancias planejadas estao apresentadas na Tabela 7.
Nesta tabela os compostos estéo identificados pela numeragédo designada no banco
de dados e entre parénteses estd a numeragdo que identifica estes compostos na
sintese.

Desta forma, realizou-se estudos paralelos com dois banco de dados:

- imidas (compostos 1 a 33; Tabela 7)

- imidas e sulfonamidas (compostos 1 a 33, 39, 40, 44 e 51; Tabela 7).

Os resultados das andlises de PLS podem ser vistos na Tabela 8.

Nesta analise, trabalhou-se com diferentes tamanhos de caixa (grid) e
diferentes sondas com varias cargas, além de dois métodos de minimizagdo (GA e
AM1) (Tabela 8).

Inicialmente, foram utilizadas imidas na série treino (2, 3, 5, 7-15, 18-21, 24-
27, 29-31, 33) e na série teste (1, 4, 6, 16, 17, 22, 23, 28, 32) — Tabela 7. Na
construgdo do modelo foi dimensionada uma caixa que comportasse estas
moléculas (caixa 1, Tab.9). Porém, ao longo do trabalho fez-se necessario construir
um modelo com uma caixa maior que comportasse os compostos sulfonados (caixa
2, Tab.9). Por ter trabalhado com banco de dados minimizados de duas formas
diferentes, foi necessario um novo dimensionamento de caixa para comportar
tridimensionalmente as moléculas minimizadas por AM1 (caixa3, Tab.9). Ou seja, a
variagdo do tamanho da caixa € em funcdo da grande variedade no tamanho

das moléculas trabalhadas, série treino, série
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Tabela 7 — Moléculas constituintes do banco de dados utilizado na QSAR-3D.
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teste e moléculas planejadas. Tentou-se uma caixa que comportasse todas as
moléculas, porém isto acarretou um grande aumento no niumero de pontos do grid.
Isto n&o sé piorou a capacidade de previsdo do modelo encontrado, como também
aumentou o tempo de célculo. Entretanto, isto sera analisado caso a caso.

No caso das sondas, quando estas sao pensadas para o estudo de CoMFA,
a idéia é ter uma sonda que simule o receptor.

Sabe-se através do estudo do Kalgutkar e colaboradores (Kalgutkar et al,
1996) que a enzima PGHS interage com a imida através da Arginina carregada
positivamente numa primeira interacao nao covalente. Apds este posicionamento no
sitio receptor, ocorre uma interacdo covalente com a Tirosina, por ataque
nucleofilico.

Desta forma, pensou-se em sondas N e O, representando a Arg e a Tyr,
respectivamente.

No CoMFA as cargas disponiveis sdo valores inteiros +1, -1, etc.. Por isso,
buscou-se no programa GAMESS o calculo das cargas destes fragmentos (Arg e
Tyr). Através destes céalculos encontrou-se as cargas +0,425525 para N e —0,4792
para O.

No caso do nitrogénio, tentou-se algumas opgdes de tipo de sonda N:

-N2 (Nsp2);
-N3 (Nsp3);
-Npls (N trigonal planar);

-Nam (N amida); para testar os resultados.

A sonda Cs*' (Csp3 positivo) foi utilizada por ser o padrdo do programa.

E possivel observar com estas diferentes tentativas de sonda que a variagéo
destas ndo acarreta mudangas significativas nos modelos encontrados. Isto é
verificado ao comparar os modelos 6 e 7, onde foram utilizadas as sondas N;*' e
N,*', respectivamente. Sé ocorre diferencas significativas quando se compara uma

sonda positiva e uma sonda negativa (modelo 8 e 9).
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Tabela 8 — Modelos de QSAR-3D/CoMFA obtidos da série treino — compostos 2, 3,
5, 7-15, 18-21, 24-27, 29-31, 383.

N® 6timo de % contribuicao Filtragem | SAMPLS | Regido
Modelo | Minimizagao Sonda Caixa 1 | Caixa 2 | Caixa 3 RZ% R? F Erro componentes Estéreo | Eletrost. de coluna de
(2.0) Foco

1 GA Ng™T X - - 0,642 | 0,962 | 120,295 [ 0,196 4 66.3 33.7 X -

2 GA N3 X - - 0,645 | 0,962 | 120,295 | 0,169 4 66.3 33.7 - -

3 GA Ng*" X - - 0,727 | 0,965 | 132,387 | 0,187 4 69.5 30.5 - X

4 GA Npl5™*> - X - 0,581 | 0,983 160,175 0,140 6 69.1 30.9 X -

5 GA Npls'’ X 0,574 | 0,983 | 160,069 | 0,140 6 69.1 30.9 X -

6 GA N3 X 0,642 | 0,962 | 120,295 | 0,196 4 66.3 33.7 X -

7 GA N,*T X 0,642 | 0,962 | 120,295 | 0,196 4 66.3 33.7 X -

8 GA N, X 0,724 | 0,965 | 132,387 | 0,187 4 69.5 30.5 - X

9 GA 0577 X 0,544 | 0,962 120.357 0.196 4 69.6 30.4 X -

10 GA [N X 0.570 | 0.974 | 135.895 | 1.666 5 69.3 30.7 X -

11 GA [N X 0,677 | 0,982 | 154,420 | 0,143 6 70.9 29.1 - X

12 GA N, Oq" X 0,700 | 0,977 | 152,321 0,157 5 (N)34.5 (N) 16.2 X

(0)34.1 (0)15.3

13 GA Nam*™#> - X - 0,581 | 0,983 160,175 0,140 6 69.1 30.9 X

14 GA N, - - X 0,486 | 0,948 85,828 0,231 4 66.6 33.4 -

15 GA Nam'’ - - X 0,574 | 0,983 | 160,069 | 0,140 6 69.1 30.9 X

16 AM1 Nplg ™% - X - 0,511 | 0,720 24.484 0.476 3 61.0 39.0 X

17 AM1 Npls™" - - X 0,421 | 0,809 25,384 0,405 3 73.5 26.5 X

18 AM1 Nam®' - X - 0,454 | 0,678 20.032 0.511 2 63.4 36.6 X

19 AM1 Npl5 > - - X 0,459 | 0,816 26,609 0,397 3 65.3 34.7 X

20 AM1 N, X 0,454 | 0,678 20.302 0.511 2 63.4 36.6 X

21 AMA1 [ - - X 0,505 | 0,714 23.762 0.481 2 61.2 38.8 X

22 AM1 [ - X - 0,450 | 0,815 26.382 0.398 3 66.4 33.6 X

23 AM1 [N - X - 0,421 | 0,809 25.425 0.404 3 73.6 26.4 X

24 AM1 [N - - X 0,453 | 0,926 31.088 0.277 2 70.1 29.9 X

25 AM1 Gy X 0,448 | 0,674 19.630 0.514 2 62.9 37.1 X

26 AM1 N,""O3 " Cy™" X 0,453 | 0,674 19.630 0.514 2 X

Tabela 9 — Caixas utilizadas na construgdo dos modelos 1-26.

Caixa X Y Z Volume (A%
1 14497 ]8]7 4,320
2 | 19|14 9]10] 9] 8 11,286
3 [-20]18]-8[10]-9]10 12,996

A mudanga na carga da sonda resultou em diferentes capacidades de
previsdo (R%.); em alguns casos melhorou e em outros piorou.

Diferentes valores de cutoff (valor de corte) também foram testados, porém
pouca variagdo nos resultados foi observada. Desta forma, para o grupo de
compostos em estudo, o melhor valor de corte é o padrdo do programa
(30Kcal/mol), tanto para o campo estéreo como para o campo eletrostatico.

No CoMFA, diferentes da QSAR-2D, a equacao matematica (0 modelo) nao é
apresentado ao operador. Somente sdo apresentados:

- 0s mapas de contorno estéreo e eletrostatico, para idealizar novos

substituintes;
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- grafico de poténcia prevista versus poténcia experimental, para avaliar a

adequacao do modelo ao banco de dados;

- gréfico de residuos (de previsao) versus poténcia prevista, para avaliar a

aleatoriedade dos erros das previsoes;

- tabela com valores de CoMFA gerados na andlise.

Por isso, na Tabela 8 estdo apresentados apenas os valores da analise
estatistica de cada modelo. Estes valores sao utilizados na avaliacdo destes
modelos, onde o que apresentar maior RZ,, maior R? maior F e menor erro
percentual é selecionado.

Os melhores modelos obtidos (modelo 1-15) foram os encontrados a partir de
moléculas minimizadas por GA.

Os melhores modelos obtidos foram 0 modelo 3 e 8. Estes diferem no tipo de
sonda e no tamanho da caixa. A diferenca de sonda, No*' e N3*', ja foi visto ndo
influenciar muito no modelo resultante. Portanto, a diferenca nos resultados é
decorrente do tamanho das caixas. Uma caixa maior resulta numa maior quantidade
de parametros gerados, pois em cada ponto € registrado a energia de interacao
estéreo e eletrostatica da sonda com a molécula.

O modelo 3 ndo consegue prever bem as poténcias dos compostos
sulfonados testados ao longo do trabalho (série validagéo lateral: compostos 38-
52/Tab.7). Isto € avaliado através do erro percentual, sendo considerado um erro
aceitavel quando este é menor que 20%. As poténcias previstas pelos modelos 3 e
8, assim como os erros percentuais destas previsées sao relatados na Tabela 10.

Como o modelo 3 apresenta este problema de previsdo provavelmente em
fungéo da caixa 1 ndo comportar os compostos sulfonados de forma apropriada, o
tamanho da caixa foi alterado (caixa 2) e encontrado um novo modelo (modelo 8).
Este modelo apresenta residuos maiores nas previsdes das imidas, ja que seu grid
possui pontos em excesso com relagédo a estes compostos pequenos.

Contudo, prevé bem a poténcia da série validacao lateral (compostos 38-52;
Tab.7). A avaliacao destas previsbes pode ser feita através dos valores do erro

percentual (Tab. 10).
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Desta forma, tém-se um modelo bom para prever a poténcia de imidas —
modelo 3 - e um modelo adequado para prever a poténcia de compostos
sulfonados (compostos maiores) - 0 modelo 8.

Outra alternativa foi trabalhar com uma série treino composta por imidas (1-
33/Tab. 7) e compostos sulfonados (39, 40, 51/Tab. 7), aumentando assim a
contribuicdo destes ultimos no modelo.

Num primeiro momento, trés modelos foram encontrados. S&o estes os
modelos 27-29, cujos resultados da anélise de PLS estdo na Tabela 11, abaixo.
Nestes modelos foi utilizada uma caixa (caixa 4) de 7290 A%, com as seguintes

dimensodes:
Xx=-14a13;
y =-7as§;

=-9a09.

Como no decorrer do trabalho, mais sulfonamidas foram testadas (compostos
41-43, 46, 47, 49-52/Tab.7) permitindo aumentar o banco de dados, outros trés
modelos foram encontrados. Trata-se dos modelos 30-32, cujos resultados da
analise de PLS também estao na Tabela 11, abaixo.

Dentre os seis modelos, os melhores séo os de numero 29 e 32. Contudo, as
suas capacidades de previsdo (R%,) estdo aquém do desejado (R%.>0,7).
Novamente, a falta de maiores informagdes bioldgicas a respeito dos compostos
sulfonados em decorréncia da pequena variacao nestes dados dificulta o estudo da
relacédo estrutura-atividade com este banco de dados.

As poténcias previstas pelos modelos 29 e 32, assim como 0s erros
percentuais destas previsdes sao relatados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Valores de pDI50 experimentais, previstos pelos modelos 3, 8, 29 e 32 e seus respectivos residuos e erros %.

104

Modelo 3 Modelo 8 Modelo 29 Modelo 32
Compostos | PPIso experi — — — —
PDIs) previsto Residuo Erro % PDIs) previsto Residuo Erro % | pDIsg previsto | Residuo Erro % | pDIs)previsto | Residuo | Erro %
1 5,555 4,256 1,299 23.39 3,702 1,853 33.36 4,415 1,140 20,53 4,567 0,988 17,78
2 5,398 5,364 0,034 0,62 5,426 -0,028 0,51 5,276 0,122 2,26 5,182 0,216 4,01
3 4,456 4,438 0,018 0,40 4,324 0,132 2,96 4,433 0,023 0,52 4,212 0,244 5,47
4 5,764 5,709 0,055 0,96 5,641 0,123 2,13 5,670 0,094 1,64 6,489 -0,725 12,59
5 5,660 5,743 -0,083 1,46 5,736 -0,076 1,34 5,720 -0,060 1,07 5,868 -0,208 3,68
6 6,161 5,712 0,449 7,29 5,759 0,402 6,52 5,523 0,638 10,36 6,189 -0,028 0,46
7 5,488 5,639 -0,151 2,74 5,483 0,005 0,08 5,656 -0,168 3,07 5,533 -0,045 0,81
8 6,000 5,703 0,297 4,96 5,588 0,412 6,86 5,770 0,230 3,83 6,095 -0,095 1,59
9 6,000 5,981 0,019 0,31 6,212 -0,212 3,53 5,942 0,058 0,97 5,743 0,257 4,28
10 5,672 5,469 0,203 3,58 5,273 0,399 7,03 5,647 0,025 0,43 5,952 -0,280 4,93
11 5,733 5,691 0,042 0,73 5,879 -0,146 2,55 5,620 0,113 1,97 6,094 -0,361 6,30
12 4,928 4,706 0,222 4,51 4,426 0,502 10,19 4,642 0,286 5,81 4,949 -0,021 0,43
13 5,921 6,013 -0,092 1,55 6,317 -0,396 6,69 6,011 -0,090 1,52 5,806 0,115 1,93
14 6,337 6,445 -0,108 1,70 7,055 -0,718 11,33 6,332 0,005 0,08 6,025 0,312 4,92
15 5,775 5,778 -0,003 0,05 5,859 -0,084 1,45 5,838 -0,063 1,09 5,852 -0,077 1,33
16 5,928 5,006 0,922 15,55 5,409 0,519 8,76 5,638 0,290 4,89 6,474 -0,546 9,20
17 4,726 4,731 -0,005 0,11 4,258 0,468 9,90 4,667 0,059 1,25 5,615 -0,889 18,81
18 5,125 4,997 0,128 2,50 4,627 0,498 9,72 4917 0,208 4,05 4,748 0,377 7,36
19 5,292 5,150 0,142 2,69 4,920 0,372 7,04 5,032 0,260 491 4,737 0,555 10,49
20 5,004 5,063 -0,059 1,18 4,763 0,241 4,81 5,188 -0,184 3,68 4,769 0,235 4,70
21 4,710 4,972 -0,262 5,56 4,557 0,153 3,25 4,947 -0,237 5,03 4,813 -0,103 2,19
22 4,972 4,331 0,641 12,89 3,871 1,101 22.14 4,422 0,550 11,05 6,076 -1,104 22,21
23 4,943 4,984 -0,041 0,83 4,617 0,326 6,59 5,205 -0,262 5,30 5,331 -0,388 7,85
104
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Modelo 3 Modelo 8 Modelo 29 Modelo 32
Compostos | PPIso experi _ _ i ,
PDIs) previsto Residuo Erro % PDIs) previsto Residuo Erro % | pDIsg previsto | Residuo Erro % | pDIspprevisto | Residuo | Erro %
24 3,678 3,577 0,101 2,75 2,928 0,750 20.38 3,737 -0,059 1,61 3,713 -0,035 0,95
25 3,658 3,520 0,138 3,78 2,741 0,917 25,06 3,575 0,083 2,28 3,751 -0,093 2,55
26 3,523 3,367 0,156 4,42 2,527 0,996 28.27 3,278 0,245 6,95 3,727 -0,204 5,79
27 3,523 3,535 -0,012 0,34 2,797 0,726 20.62 3,526 -0,003 0,08 3,771 -0,248 7,03
28 5,031 3,990 1,041 20.69 3,535 1,496 29,74 4,349 0,682 13,56 4,270 0,761 15,13
29 5,503 3,976 1,527 27,74 3,214 2,289 41,60 4,065 1,438 26,13 4127 1,376 25,01
30 5,602 5,588 0,014 0,25 5,793 -0,191 3,41 5,554 0,048 0,85 5,069 0,533 9,51
31 3,910 4,120 -0,210 5,37 3,869 0,041 1,05 - - - 3,884 0,026 0,68
32 4,886 4,382 0,504 10,32 5,547 -0,661 13,54 5,305 -0,419 8,58 4,344 0,542 11,09
33 4,876 4,937 -0,062 1,26 4,582 0,294 6,02 3,885 0,991 20.32 4,602 0,274 5,63
34 4,086 5,308 -1,222 2991 3,929 0,157 3,83 4,693 -0,607 14,86 4,246 -0,160 3,91
35 4,412 5,340 -0,928 21,04 3,845 0,567 12,85 4,682 -0,270 6,12 3,964 0,448 10,15
36 4,061 5,308 -1,247 30.71 3,810 0,251 6,19 4,592 -0,531 13,07 3,877 0,184 4,52
37 - 4,563 - - 4,274 - - 4,436 - - 4,401 - -
38 4,299 7,336 -3,037 70,65 4,273 0,026 0,59 - - - 4,605 -0,306 7,12
39 4,187 4,207 -0,020 0,47 5,225 -1,037 24,76 4,187 0,000 0,00 4,385 -0,197 4,71
40 5,130 7,816 -2,686 52,37 - - - 5,184 -0,054 1,06 5,054 0,076 1,48
41 4,855 6,474 -1,619 33.34 5,149 -0,294 6,06 - - - 4,476 0,379 7,81
42 4,580 7,871 -3,291 71.85 4,884 -0,304 6,64 - - - 4,771 -0,191 4,18
43 4,984 8,347 -3,363 67.49 - - - - - - 5,065 -0,081 1,62
44 4,295 6,503 -2,207 51.39 4,800 -0,505 11,76 4,141 0,154 3,59 4,299 -0,004 0,09
45 4,893 2,800 2,093 42,78 10,090 -5,197 106,22 - - - 4,674 0,219 448
46 4,350 7,964 -3,614 83.09 4,675 -0,325 7,46 - - - 4,424 -0,074 1,70
47 4,640 6,867 -2,227 48.00 4,931 -0,291 6,27 - - - 4,523 0,117 2,53
48 4,590 6,503 -1,913 41,68 4,820 -0,230 5,01 - - - 4,415 0,175 3,82
49 4,719 7,101 -2,382 50.49 4,595 0,124 2,62 - - - 4,871 -0,152 3,22
50 4,720 7,237 -2,517 53.32 4,755 -0,035 0,75 - - - 4,794 -0,074 1,57
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Modelo 3 Modelo 8 Modelo 29 Modelo 32
Compostos | PPIso experi z z z z
PDIs) previsto Residuo Erro % PDIs) previsto Residuo Erro % | pDIsg previsto | Residuo Erro % | pDIs)previsto | Residuo | Erro %

51 4,962 7,981 -3,019 60.84 4,259 0,703 14,17 5,161 -0,200 4,02 5,040 -0,078 1,57
52 4,757 5,918 -1,161 24.41 4,233 0,524 11,01 - - - 5,026 - -
53 4,610 4,850 -0,240 5,20 4,258 0,352 7,63 4,627 -0,017 0,36 4,786 -0,176 3,83
54 - 4,662 - - 4,234 - - 5,985 - - 4,445 - -
55 - 7,487 - - 9,775 - - - - - 6,518 - -
56 - 8,689 - - 5,625 - - - - - 6,240 - -

Obs.: - os valores de erro percentual sublinhados é para destacar os erros maiores que 20%;

- 0S numeros entre parénteses na primeira coluna sdo a correspondente numeragao na sintese.

Tabela 11 - Modelos de QSAR-3D/CoMFA obtidos a partir do banco de dados composto pelos compostos 1-54.
Modelos Minimizag&o Sonda R2,, R2 F Erro Filtragem de SAMPLS Regiao de Ne 6timo de %c,ontribuigéo
coluna (2.0) Foco componentes estéreo/eletrost
27 GA Ng* 0,388 0,953 89,270 0,214 X - - 5 66/34
28 GA Ng* 0,422 0,953 89,270 0,214 - X - 5 66/34
29 GA Ng* 0,580 0,958 101,024 0,202 - - X 5 65,2/34,8
30 GA Ng* 0,482 0,975 137,754 0,155 X - - 6 66,3/33,7
31 GA Ng* 0,481 0,975 137,754 0,155 - X - 6 66,3/33,7
32 GA Ng* 0,573 0,977 148,666 0,149 - X 6 62,7/37,3
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E interessante destacar que o modelo 32 tem uma capacidade preditiva (R%.)
0,07 menor do que 0 modelo 29, porém possui uma confiabilidade (R?) maior, um F
maior e um erro menor. Isto se deve ao maior numero de informagdes obtidos
através de um maior banco de dados.

J& ao comparar o modelo 8, Tabela 8 (modelo que prevé bem os compostos
sulfonados), com o modelo 32, verifica-se algo curioso. Apesar do modelo 32
possuir um R?, baixo, ele prevé bem as poténcias da série treino e série teste (erro
<20%). Tém-se apenas 1 previséo, dentre 51, com erro maior que 20%. Enquanto
que o modelo 8 apresenta 10 previsées, dentre 50, com erro maior que 20%.

Numa primeira analise destes erros percentuais € de se concluir que um
modelo originario de imidas, sulfonamidas e éster sulfonado (modelo 32) seria o
ideal ja que apresenta poucos erros acima de 20%. Porém, em fungdo da
diversidade quimica o modelo apresenta dificuldades em trabalhar com casos
particulares. Ou seja, apresenta estas dificuldades por trabalhar com um banco de
dados composto por diferentes tipos de imidas (dicloromaleimidas, maleimidas,
succinimidas, naftalimidas e bisnaftalimidas), além de diferentes compostos
sulfonados (sulfonamidas e éster sulfonado). Por exemplo, apresenta problemas ao
prever a poténcia de bisnaftalimidas. No caso das bisnaftalimidas, o modelo 3
apresenta menor erro percentual.

Este € um problema de QSAR: - se utilizar um banco com pouca variagdo
estrutural o modelo terd problemas para extrapolar seus resultados por falta de
informacdes; - se utilizar um banco com uma diversidade quimica muito grande, o
modelo também tera problemas em extrapolar seus resultados, por possuir muitas
informacées no geral, mas para um grupo de compostos apresenta poucas
informagdes.

Portanto, de um modo geral o modelo 32 apresenta menores erros
percentuais, mas analisando por tipo de compostos 0 modelo 3 possui erros
menores que o0 modelo 32.
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Para melhorar esta situagéo, a idéia é ter um modelo para imidas € um para
compostos sulfonados, com um banco de dados exclusivamente composto por
substancias sulfonadas.

Sendo assim, um estudo de QSAR-3D/CoMFA foi realizado com um banco
composto pelas substancias 38-52, Tabela 7. Neste estudo utilizou-se moléculas
minimizadas por dois métodos, GA e AM1, diferentes tipos de sonda (Tabela 12) e
diferentes caixas (Tabela 13). As variagdes foram realizadas com o mesmo objetivo
ja descrito para os modelos 1-26 da Tabela 8. Desta forma foram obtidos os
modelos 33-39 (Tab. 12). Porém, como a variagdo de plCsy é muito pequena (1
unidade de log), os modelos encontrados sdo péssimos (R%.< 0). Os resultados da

analise de PLS estdo na Tabela 12 abaixo.

Tabela 12 - Modelos de QSAR-3D/CoMFA obtidos a partir do banco de dados
composto pelos compostos 38-52.

\ Filtragem N®
- 2 R Caixa de F Erro % Contr. | Otimo
Modelo | Minim. | Sonda | R%, coluna Est /Elet. de
(2.0) comp.
33 GA N,*" [-0,067| 0,274 1 X 3,404 | 10,036 | 23,3/76,4 1
34 GA O3'1 -0,066| 0,275 1 X 3,415 | 10,027 | 23,7/76,3 1
35 GA N,*" [-0,066| 0,275 1 X 3,409 | 10,027 | 11,8/38,2 1
05" 11,9/38,2
36 AM1 N,*" [-0,561| 0,576 3 X 8,150 | 0,198 | 73,1/26,9 2
37 AM1 Nz” -0,496| 0,559 2 X 7,617 | 0,202 79,6/20,4 2
38 AM1 O;' |[-0,556| 0,576 3 X 8,136 | 0,198 | 72,9/27 1 2
39 AM1 05" |[-0,497| 0,562 2 X 7,690 | 0,202 | 79,6/20,4 2

Tabela 13 — Caixas utilizadas na construgdo dos modelos 33-39.

Caixa X Y Z Volume (A%
5 -12 22 | -12 8 -8 8 10.880
6 13 12 -7 9 -9 10 7.600
7 -12 22 -7 10 -9 9 10.404

Desta forma, o modelo 3 é o melhor para imidas e o modelo 32 é o melhor
para compostos sulfonados.

108
Planejamento Racional de Imidas Ciclicas e Sulfonamidas com Atividade Antinociceptiva.

Maria Elena Walter




Resultados e Discussao 109

E necessario trabalhar com estes dois modelos no planejamento racional até
ser possivel obter um banco composto somente por compostos sulfonados que
apresente variacdo nos dados suficiente para obter um bom modelo.

Diante destas possibilidades, foram selecionados para estudo de
planejamento racional os modelos 3 e 32.

3.2.3.1. Modelo 3

A anélise do modelo 3, tendo por série treino os compostos 2, 3, 5, 7-15, 18-
21, 24-27, 29-31, 33, resulta num R? = 0,965 e um erro padrdo de 0,187. Este valor
de R? mostra a alta correlacédo entre os valores de plCs, experimentais e preditos, o
que pode ser verificado no grafico dos valores de plCsy experimentais versus
preditos (Figura 26). Quase todos os pontos estdo ao longo de uma reta, somente
alguns pontos estao afastados, mas ndo muito. Portanto, este grafico mostra uma
razoavel adequacdo do modelo em todos os casos. A Figura 27 mostra a
aleatoriedade dos residuos.

Figura 26- Grafico da poténcia antinociceptiva experimental versus poténcia prevista
pelo modelo 3.
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Neste modelo de QSAR, ha uma contribuicdo de 69.5% do campo estéreo e
uma contribuicdo de 30.5% do campo eletrostatico. Sendo assim, o modelo final é
mais influenciado pelo campo estéreo do que pelo campo eletrostatico.

Figura 27- Grafico da poténcia prevista versus residuos do modelo 3.

Os fatores mais importantes do modelo CoMFA sao apresentados na forma
de superficies — mapas de contorno. Os contornos do mapa estéreo sdo mostrados
em amarelo e verde e os contornos do mapa eletrostatico sdo mostrados em
vermelho e azul. Valores maiores de medidas de bioatividade sao correlacionadas
com: substituintes mais volumosos préximo da regido verde; substituintes menos
volumosos préximo da regido amarelo; substituintes que proporcionem um aumento
da carga positiva proximo a regido azul e substituintes que proporcionem um
aumento da carga negativa préximo a regiao vermelha.

A Figura 27 mostra os mapas de contorno estéreo e eletrostatico do modelo
3. Para referéncia, o composto 12 é mostrado dentro do campo. Para facilitar a
analise dos mapas resultantes, € possivel mostrar separadamente os mapas de
contorno estéreo e eletrostatico.

No mapa estéreo, as superficies indicam regides préximas a imida onde um

aumento no volume do substituinte (regi&do verde) ou uma redugdo no volume
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(regiado amarela) é desejavel para favorecer o aumento da poténcia

antinociceptiva (Figura 28).

A superficie verde proxima ao anel imidico e préxima ao substituinte do anel
benzénico sugere que a utilizagdo de ligantes mais volumosos favorecem o
aumento da atividade. Um ligante de menor volume na regido do anel naftalico

(Figura 28) favorece a interagédo estérea.

IZ‘-:'\l\:;r Legend

Figura 27- Mapas estéreo e eletrostatico do modelo 3 (Tabela 8), tendo o composto

12 como referéncia.

As interacdes nao covalentes entre farmaco e receptor podem ser do tipo
dipolo-dipolo, ion-dipolo, ligagdo de hidrogénio. Tanto as interagées néo covalentes
como as covalentes sdo dependentes das contribuicdes eletrostaticas dos
substituintes. Contudo, a andlise destas contribuigcdes eletrostaticas € complicada
devido a natureza das interagcbes a longa distancia. Um substituinte tem de ser
analisado nao s6 pela sua densidade de carga como também pelo efeito que exerce
sobre a molécula. Por exemplo, no efeito indutivo um substituinte doador de elétrons
possui uma densidade positiva e proporciona uma densidade negativa aonde esta
ligado. Sendo assim, ao analisar um mapa de contorno eletrostatico onde ha uma
regiao azul € necessario imaginar um substituinte que possa produzir diretamente a

densidade positiva desejada ou indiretamente.
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Os principais fatores do modelo originario das contribuicoes eletrostaticas sdo
indicadas nas regides proximas a molécula de imida, onde um acréscimo no
potencial negativo (regido vermelha) é desejado (Figura 29). Os tipos de
substituintes que séo previstos para estas areas eletrostaticas podem ser pensados
em termos de suas eletronegatividades como grupo funcional. Um substituinte com
uma alta eletronegatividade pode ser previsto para aumentar a atividade na regiao
vermelha, enquanto que um substituinte com menor eletronegatividade devera ser
previsto para aumentar a atividade na regiao azul. Neste modelo, um aumento do
potencial eletrostatico positivo no anel imidico (lado esquerdo) e na regidao do anel
benzénico (lado direito) pode consistir num acréscimo da atividade. Isto pode ser
obtido por introdugéo de substituintes retiradores de elétrons nestes anéis. Também
segundo este modelo, um substituinte que aumente o potencial eletrostatico
negativo deve aumentar a atividade quando adicionado na extremidade direita da
molécula. No composto 14 utilizado como referéncia na Figura 29, esta substituicao
seria no grupo OMe, do lado direito. Isto € verificado através da regido vermelha sob

a regiao azul.

Figura 28- Mapa estéreo do modelo 3 (Tabela 8), tendo o composto 14 como

referéncia.
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Figura 29- Mapa eletrostatico do modelo 3 (Tabela 8) tendo o composto 14 como

referéncia.

A capacidade preditiva do modelo 3 foi avaliada pela série teste formada por
nove compostos (1, 4, 6, 16, 17, 22, 23, 28, 32 — Tabela 7). Os valores calculados
juntamente com os resultados experimentais estéo listados na Tabela 10.

Dentre as nove previsdes realizadas pelo modelo 3, apenas as obtidas para
os compostos 1 e 28 (dicloromaleimidas) apresentaram erro superior a 20%. O
modelo ja apresentava problemas em prever a poténcia para este tipo de composto
na série treino (composto 29 — Erro = 27,74%). O modelo prevé bem as poténcias
de compostos ndo utilizados na obtencdo dele. A incapacidade de prever bem a
poténcia de dicloromaleimidas deve ocorrer provavelmente porque as informagdes
obtidas para estes compostos na analise de CoMFA nao sao suficientes para
relacionar a estrutura e os dados biol6gicos.

O problema deve estar na falta de informag6es com respeito a influéncia dos
atomos de cloro. Note que os compostos que apresentam substituintes diferentes de
cloro no anel benzénico (composto 12 e 23) ou carbono espacador entre o anel
imidico e o anel benzénico (composto 2) tiveram suas previsdes realizadas com erro
< 20%.
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O composto 23 apesar de nao apresentar substituinte no anel benzénico,

apresenta uma caracteristica ja conhecida do modelo através do banco de dados,
0os carbonos espacadores. Esta caracteristica estrutural é encontrada em 4
maleimidas (compostos 18, 19, 20, 21) da série treino.

Provavelmente, a dificuldade encontrada pelo modelo é a falta de
informacdes em determinados casos, apesar da grande quantidade de informacdes
em geral, isto é, da grande diversidade quimica do banco de dados.

Alguns compostos com poténcias antinociceptivas até entdo desconhecidas
(34-56, Tab.7), sintetizados na primeira etapa deste trabalho, tiveram suas
poténcias previstas pelos modelo 3. Alguns destes compostos foram testados
durante a realizacdo do trabalho e desta forma sdo usados como série validacao
lateral na avaliacdo do modelo. Os resultados das previsbes e os valores
experimentais, dos que foram testados, sdo apresentados na Tabela 10.

O modelo néo previu bem as poténcias para estes compostos, apresentando
erro >20%, exceto para o composto 39.

Como ja havia sido comentado, o modelo 3 ndo prevé bem a poténcia de
compostos sulfonados por ndo apresentar nenhum composto deste tipo no seu
banco de dados.

Os compostos 34, 35 e 36 provavelmente nao tiveram suas poténcias
previstas de forma adequada por serem as uUnicas maleimidas que tém por
substituinte no anel imidico um atomo de cloro e uma base nitrogenada ciclica.
Novamente o modelo nao tinha informagdes quanto a este tipo de caracteristica.

Também foram idealizados dois compostos, 55 e 56, com base nas
estruturas da bisnaftalimida mais potente (14) e do composto sulfonado mais
potente (40). Suas poténcias foram previstas pelo modelo 3 e estes valores estao
na Tabela 10.

No caso destes dois compostos nao é possivel avaliar as previsdes pois sdo
apenas compostos idealizados. O que pode ser observado é a coeréncia entre estes
valores e as poténcias dos compostos semelhantes.
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O composto 55 por ser uma substancia sulfonada ja nao era esperado uma
boa previsdo. As poténcias previstas para os compostos sulfonados foram em
média igual a 7,00, o mesmo valor previsto para o composto 55. Provavelmente um
erro de mesma magnitude.

Ja o composto 56, uma bisnaftalimida, teve sua poténcia prevista com um
valor muito superior as demais bisnaftalimidas. Portanto, deve estar ocorrendo
algum erro por causa do grupo nitro.

As poténcias deste compostos devem ser mais bem previstas pelo modelo
32, que prevé bem compostos sulfonados e apresenta uma caixa que comporta

grandes compostos como o 56.
3.2.3.2. Modelo 32

A andlise do modelo 32 (série treino: compostos 1-33, 39-43, 46, 47, 49-
52/Tab. 7) resulta num R? = 0,977 e um erro padrdo de 0,149. Este valor de R?
mostra a alta correlacao entre os valores de pDlsy experimentais e preditos, 0 que
pode ser verificado no grafico dos valores de pDlsy experimentais versus preditos
(Figura 30). Uma analise deste grafico mostra uma razoavel adequacao do modelo
em todos os casos. A Figura 31 mostra a aleatoriedade dos residuos.

Neste modelo de QSAR, ha uma contribuicdo de 62,7% do campo estéreo e
uma contribuicdo de 37,3% do campo eletrostatico. O modelo final é mais
influenciado pelo campo estéreo do que pelo campo eletrostatico, da mesma forma
que o modelo 3, como era esperado ja que o0s bancos de dados utilizados na
construgdo dos dois modelos apresentam moléculas que atuam através do mesmo
mecanismo de acéo.

A Figura 32 mostra os mapas de contorno estéreo e eletrostatico do modelo
32. Para referéncia, o composto 14 é mostrado dentro do campo. Novamente os
mapas de contorno eletrostatico e estéreo sdo mostrados em figuras separadas
para facilitar a analise (Figura 33 e 34, respectivamente).
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Figura 30- Gréfico da poténcia antinociceptiva experimental versus poténcia prevista

pelo modelo 32.

Figura 31- Grafico da poténcia prevista versus residuos do modelo 32.

No mapa eletrostatico (Figura 33) pode ser observado uma regiao
predominantemente negativa no lado esquerdo, uma regido positiva na extremidade
do substituinte do anel benzénico (lado esquerdo) e na regido entre o anel naftalico
e o anel imidico.

Como se trata de uma molécula simétrica € interessante analisd-la como
duas partes (lado esquerdo e lado direito). Desta forma, segundo o mapa
eletrostatico, a interagdo com a enzima é favorecida numa molécula que tenha uma
parte em que predomine a densidade de carga negativa (lado esquerdo) e, na
regiao do farmacéforo (anel imidico) do lado oposto (lado direito), uma densidade

positiva.
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Figura 32- Mapas estéreo e eletrostatico do modelo 32 (Tabela 8), tendo o

composto 14 como referéncia.

Figura 33- Mapa eletrostatico do modelo 32 (Tabela 8), tendo como referéncia o

composto 14.

No mapa estéreo (Figura 34), grupos menos volumoso (regidao amarela) perto

dos anéis aromaticos centrais e préximo do substituinte do anel benzénico (lado
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direito da figura), assim como grupos mais volumosos (regido verde) na regiao do N

imidico (lado esquerdo) favorecem o aumento da atividade.

Figura 34- Mapa estéreo do modelo 32 (Tabela 8), tendo o composto 14 como

referéncia.

A capacidade preditiva do modelo 32 foi avaliada pela série teste formada por
nove compostos (1, 4, 6, 16, 17, 22, 23, 28, 32, 38, 44, 45, 48, — Tabela 7). Todos
os valores previstos apresentam erro inferior a 20%, sendo que apenas dois tém
erro superior a 10%. O modelo mostrou através da série teste ser um bom modelo.
Os valores calculados juntamente com os resultados experimentais estao listados
na Tabela 10.

E interessante observar que os compostos 1 e 28 tiveram suas poténcias
previstas com erro inferior a 20%, 0 que nao havia ocorrido nas previsdes do
modelo 3. A série treino utilizada na construcdo do modelo 32 apresenta varios
compostos clorados no anel imidico, contribuindo assim para a obtengdo de
informacdes a este respeito.

Portanto, o que faltava eram informagdes sobre a influéncia destes atomos.

Da mesma forma ocorreu com os compostos sulfonados (38, 44, 45, e 48).
Como o banco de dados é constituido por compostos sulfonados, o0 modelo obtido
(modelo 32) é capaz de trabalhar com este tipo de substancia.
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Alguns compostos com poténcias antinociceptivas até entdo desconhecidas
(37 e 54), sintetizados na primeira etapa deste trabalho, tiveram suas poténcias
previstas pelos modelo 32. Os resultados das previsbes sdo apresentados na
Tabela 10. Estas previsdes apresentam valores coerentes com a faixa de plC50
esperado para este tipo de composto (pDI50 = 4,5uM/Kg). Nao é possivel fazer
nenhuma outra avaliacdo destas previsbes, pois estes compostos nao foram
testados.

Também foram idealizados dois compostos, 55 e 56, com base nas
estruturas da bisnaftalimida mais potente (14) e do composto sulfonado mais
potente (40). Suas poténcias foram previstas pelo modelo 32 e estes valores estao
na Tabela 9. Nestes dois casos também ndo foi possivel avaliar a previsao
ja que os compostos ainda nao foram testados. Contudo, levando em conta que um
aumento de 1 unidade de log € muito grande em termos de concentracdo, a
previsdo do modelo 32 aparentemente deve ser mais realista, quando comparado
aos valores de plCso dos demais compostos. Levando em conta as previsdes deste
modelo (55, plCsy = 5,846; 56, plCso= 5,828), o composto 56 devera apresentar
poténcia superior ao composto sulfonado mais potente, o éster sulfonado (40).
Porém, o composto 55 nao devera apresentar poténcia superior a bisnaftalimida
(14) mais potente (composto mais potente de todo banco de dados). Neste caso,
nao seria interessante tentar a sua sintese a nao ser que se tenha como obijetivo
averiguar a previsdo do modelo. E melhor sintetizar um composto que apresente
resultados mais promissores.

Até este momento, os modelos 3 e 32 foram utilizados para prever a poténcia
antinociceptiva de compostos sintetizados com poténcia conhecidas ou néo, o que
resultou em boas previsdes. Porém, o objetivo principal na utilizagdo de modelos da
QSAR-3D/CoMFA é planejar novos compostos biologicamente ativos.
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Sendo assim, a proxima etapa do trabalho é encontrar novos substituintes
com base nas moléculas que apresentam as melhores poténcias e nos mapas de
contorno dos modelos.

Normalmente, ap6s a andlise dos mapas estéreo e eletrostaticos (analise ja
descrita acima), se idealiza novos substituintes e o modelo prevé a poténcia destes.
Este trabalho torna-se muito demorado e depende muito do conhecimento do
operador em possiveis substituintes e seus efeitos estéreo e eletrostaticos, aléem da
sua imaginacao.

Para agilizar esta etapa do trabalho, o pacote SYBYL dispée de um
programa chamado Leapfrog.

Leapfrog realiza andlises eletrostaticas fazendo mudangas estruturais
repetidamente e entdo guarda ou descarta os resultados, dependendo da evolugao
(Payne and Glen, 1993; Dixon et al, 1993). Novas estruturas ligantes sao
avaliadas principalmente quanto as suas energias de ligacdo relativas ao seu
precursor imediato (Goodsell and Olson, 1990; Pattabiraman et al, 1985).

Diferentes valores de dificuldades sintéticas sdo fornecidos, baseados em
fatores como numero de centros quirais, anéis, etc.. Os valores padrdes sdo: cada
atomo +0,5; cada anel +2,0; cada centro quiral +15,0. Estes valores podem ser
alterados conforme o interesse do operador. Neste trabalho foram usados os
valores padroes.

Leapfrog analisa o mapa de contorno do modelo em questdo e codifica as
informacdes na forma de pontos azuis, vermelhos e amarelos para indicar regides
favoraveis para ligantes positivos, negativos e lipofilicos, respectivamente.

No caso do modelo 3 aparecem pontos vermelhos e azuis, conforme é visto
na Figura 35. Isto indica que para a interagdo entre a enzima PGHS e as imidas
ciclicas, conforme o modelo 3, sdo importantes somente ligantes negativos e

positivos.
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Figura 35 — Resultado visual de Leapfrog, com uma bisnaftalimida planejada (L2).

Existem trés formas de busca de novos ligantes:

1. Guide

2. Dream

3. Optimize

No primeiro, Guide, a busca ¢é iniciada a partir de uma molécula indicada pelo
oparador, por exemplo a molécula mais potente.

No segundo, Dream, a busca € aleatoria, o programa “sonha” realizando
varias tentativas.

No terceiro, Optimize, realiza-se a busca a partir dos resultados obtidos com
0s dois primeiros métodos.

Neste estudo, primeiro foi realizada uma busca a partir do composto 9,
usando Guide, utilizando o modelo 3 (Tab.8). Este composto foi escolhido por ser
uma bisnaftalimida (imidas mais potentes) com anel benzénico néo substituido.
Neste caso o método apresenta uma variedade de possiveis substituintes (Tabela
14). E importante ressaltar que o método sé substitui &tomos de hidrogénio da
molécula original.

Foram testadas todas as possibilidades e comparadas as energias de ligacao
dos compostos obtidos. O melhor substituinte foi o furano, em meta (composto L1-
Tabela 15).
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Tabela 14 — Possiveis substituintes do GUIDE.

1H-1,2,4-triazol Dimetilfosfato Isoquinolina Propano
1H-tetrazol Etano Isoxazol Pteridina
7H-purina Etanolamina Metano Pirazina
Acido acético Etileno Metanol Pirazol
Acetona Formaldeido Metilamina Piridrazina
Adamatano Formamida n-butano (anti) Piridina
Amébnia Acido férmico n-butano (gauche I) | Pirimidina
Benzeno (meta) Furano n-butano (gauche Il) | Pirrol
Benzeno (para) Hexahidropirimidina | Naftaleno Quinolina
Benzimidazol Imidazol Neopentano Tetrahidroazepina
Benzopirazina Indano Oxazol Tiazol
Benzotiazol Indeno Fenantrieo Tiofeno
Ciclohexano (bote) Indol Fanazina Tiazina
Ciclohexano (cadeira) Indolino Fenotiazina Trimetilamina
Ciclohexano (twist-bote) |Isobenzofurano Ftalan uréia
Ciclopentano Isobutano Piperazina

dimetiléter isoindol Piperidina

Em seguida, foi utilizado o método Dream com essa molécula (L1) e dentre
0s varios compostos apresentados, selecionou-se o de maior energia de ligacao
(composto L2 — Tabela 15).

De mao deste composto, fez-se o Optimize, onde nao foi encontrado
molécula melhor, com relagdo a energia de ligacéo.

O pDlsy previsto pelo modelo 3 para esta molécula (L2) foi de 6,008. A troca
de substituintes melhorou apenas um pouco a poténcia do composto 9 (6,000), mas
permaneceu inferior a poténcia do composto 14 (6,337). Tendo por objetivo
encontrar um composto que apresente poténcia superior ao composto 14 — o mais
potente, faz-se necessario mudar o composto modelo para a busca de novos
ligantes.
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Tabela 15 — Compostos planejados a partir do modelo 3, utilizando a ferramenta
Leapfrog.

Composto Composto

L1
o\ O //o
O
2V tiad
AN

0}

HOHO :\ O
5
L4

O o
O

L6
" @, "
o480

Nova busca foi realizada partindo do composto 14, para tentar melhorar a

poténcia, através da adicdo de subsituintes no lugar do atomo de hidrogénio do
grupo metoéxi.

Novamente todas as opcbes do Guide foram testadas, sendo que a
substituicdo nos trés H do grupo metdxi foram experimentadas, pois diferentes
conformacgdes finais eram obtidas desta forma. O melhor resultado foi encontrado
quando um dos hidrogénios do grupo p-OCHs foi substituido por HOCH.—,
denominado pelo programa de metanol por ser originario desta substancia. Por se
tratarem de moléculas simétricas (bisnaftalimidas), foi adicionado um novo grupo
HOCH>— no H do p-OCH3; do outro lado da molécula. Isto resultou no composto L3

(Tabela 15) e num aumento de mais de 100 vezes na energia de ligagéo.
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O plCsp previsto pelo modelo 3 para esta molécula é de 7,31708. A Dlsg

reduziria de 0,46 uM/kg (composto 14) para 0,048 uM/kg (L3), uma reducao de mais
de 90%. Ou seja , com este composto alcancariamos Dlsy na ordem de nmolar
(48nM/kg).

O programa também apresenta a molécula colorida conforme regides
favoraveis (violeta) ou nao (vermelho, amarelo ou branco) a interacdo, para
distinguir entre atomos que favorecem ou desfavorecem a interacdo (Figura 36). O
interessante nesta analise realizada pelo programa é que apesar da molécula ser
simétrica, as regides favoraveios nao sao iguais nos dois lados da molécula.

Utilizando esta metodologia, cinco novos compostos foram planejados a partir
do composto 14 e do modelo 3, cujas plCsy previstas pelo mesmo modelo estdo na
Tabela 16.

13 5%@

w121 pet £ 632
11

Figura 36 — Molécula L3 (Tab.16) colorida conforme regides favoraveis a interacao
com a enzima (violeta) e regides desfavoraveis (vermelho, amarelo ou branco).
Figura obtida do Leapfrog/SYBYL.

Um outro planejamento de novos compostos foi realizada com o modelo 32,
para obtengdo de compostos sulfonados. Os mesmos passos acima descritos foram
seguidos, no Leapfrog.

Ao utilizar como molécula modelo o composto 40 (composto sulfonado mais
potente) obteve-se o composto L8 (Tabela 17). Ja ao utilizar como molécula modelo
o composto 43 (sulfonamida mais potente) obteve-se os compostos L9 e L10
(Tabela 17).
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Tabela 16 — Valores de pDls previstos dos compostos planejados (L3-L7, Tab.15)
pelo modelos 3.

Modelo 3
Composto pDlso
previsto
L3 7,317
L4 7,106
L5 6,779
L6 6,601
L7 7,060

O composto L8 apresenta poténcia prevista, pelo modelo 32, maior que o
composto 40 (pDlsp = 5,13), 0 que é um resultado promissor no planejamento de
novos compostos sulfonados.

O composto L9 apresenta poténcia prevista, pelo modelo 32, maior que o
composto 43 (pDlsp = 4,98). Ja o composto L10 apresenta poténcia prevista inferior
ao composto 43, contudo sua estrutura ndo deve ser desconsiderada.

As poténcias previstas para estes compostos pelo modelo 32 estao na Tabela
18.
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Tabela 17 — Compostos planejados a partir do modelo 32, utilizando a ferramenta
Leapfrog.

Composto
L8
0
c_ [ 0

L10
(0]
cl o
//
|» R
(o]
A\ S
(o]
CHy
(@]
/

HyC

Tabela 18 — Valores de pDls previstos dos compostos planejados (L8-L10, Tab.18)

pelo modelos 32.

Modelo 32
Compostos pDI50 previsto
L8 5,657
L9 4,975
L10 4,449
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3.2.4. QSAR 4D

O modelo 32 e os demais modelos foram obtidos utilizando moléculas na sua
conformacao de menor energia encontrada.

A conformacéao adquirida pela molécula é muito importante para a interacéao
com a enzima. Isto péde ser visto quando planejava-se novos compostos utilizando
Leapfrog. A substituicdo do atomo de hidrogénio do p-OCHj; por novos substituintes
apresentou resultados diferentes para os trés H. Ou seja, dependendo do H que era
substituido, diferentes conformacdes eram obtidas para uma mesma substancia. Em
alguns casos nao era possivel chegar a uma nova “molécula” por causa da
“colisdo” de atomos. Em outros casos eram obtidas “moléculas” (diferentes
conformagdes) com diferentes energias de ligacao.

Por exemplo, no planejamento da molécula L3 foram encontradas duas
conformagOes (Figura 37) que apresentavam diferentes energias de ligagdo e
poténcias previstas.

Quando néo ha informagdes sobre a conformagao adquirida pelo farmaco no
sitio receptor trabalha-se com a conformag¢do de menor energia. Contudo, desta
forma o universo de informacbes sobre a interagdo com o receptor fica muito
restrito.

Para aumentar a probabilidade de trabalhar com moléculas na sua
conformacao biotiva ou pelo menos com conformagdes proximas a ela, monta-se
um banco de dados com moléculas e suas respectivas conformagdes. Hopfinger e
colaboradores realizaram este tipo de trabalho que foi denominado como
construcdo de modelo QSAR-3D usando o formalismo de anélise QSAR-4D
(Hopfinger et al, 1997).

A idéia € obter um modelo melhor para o planejamento racional. Hopfinger
sugere que se localize a conformacao biativa dentre os diferentes conférmeros, para
encontrar um modelo de QSAR-3D utilizando apenas estas conformacgdes.

No presente trabalho, foi aplicada uma analise de QSAR 4D a dois conjuntos
treino (compostos 1-33/Tabela 7) que diferem no método utilizado para

127
Planejamento Racional de Imidas Ciclicas e Sulfonamidas com Atividade Antinociceptiva.

Maria Elena Walter



Resultados e Discussio 128

busca conformacional (GA e SA). O primeiro conjunto treino (conjunto 1) a ser
discutido é uma série de imidas ciclicas substituidas e seus respectivos conférmeros
gerados por GA com atividade antinociceptiva, inibidores de PGHS. O segundo
conjunto treino (conjunto 2) s&o imidas ciclicas do primeiro conjunto treino e seus
respectivos conférmeros gerados por SA.

Através da analise de QSAR 4D foram obtidos os modelos 40-49, cujos
resultados estatisticos estdo relatados na Tabela 19.

Figura 37 — Molécula L3 nas suas duas conformagdes encontradas durante o

planejamento: (A) molécula com pDlsg previsto = 7,317; (B) pDlso previsto = 6,695.
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Tabela 19- Resultados da analise de PLS dos conjunto 1(GA) e 2 (SA).

129

Filtragem Regido N 6timo
L Caixa|CaixalCaixa| 2 2 de % de de

Modelo| Minimiz. | Sonda 8 9 10 R R F Erro (de colunalSAMPLS Foco | contrib. |compon.

(2.0)
(est./eletr.)
40 SA Ny X - - 10,697 | 0,931 | 436,76 | 0,183 X 62,2/37,8 5
41 SA Ny X - 10,739 | 0,953 | 539,25 | 0,152 - X 66,0/34,0 6
42 SA [FocoN,” X - 10,767 | 0,932 | 366,76 | 0,182 - X 67,1/32,9 6
43 SA 05" X - 10,737 | 0,953 | 540,98 | 0,152 - X 66,2/33,8 6
44 SA |Foco O3" X - 10,765 | 0,931 | 363,90 | 0,183 - X 67,5/32,5 6
45 SA |Foco N2*11 X - 10,766 | 0,932 | 392,92 | 0,185 - X 66,5/33,5 6
Foco Og’

46 SA S X - 10,739 | 0,953 | 539,42 | 0,152 - X 69,9/34,1 6
47 SA NS X - 10,767 | 0,932 | 366,65 | 0,182 - X 67,1/32,9 6
48 GA S - X 10,924 | 0,940 | 966,770 | 0,185 - X 72,1/27,9 6
49 GA S - X 10,935| 0,948 | 1113,83| 0,173 - X 76,2/23,8 6

Neste trabalho foram experimentadas diferentes tamanhos de caixa (caixa 8-

10/tabela 20) e diferentes tipos de sondas (Nz2*', N3 Os™') pelos motivos ja citados

anteriormente no estudo de QSAR-3D.

Tabela 20 — Caixas utilizadas na construgdo dos modelos 40-49.

Volume
Caixa X Y Z (A3)
8 | 14 [13[-9] 9 [-10] 12 | 10,692
9 | 14 [12]-10[10][9] 9 [ 9,360
10 | 14 |15[9] 9 [-8]10] 9,396

Ao comparar os modelos obtidos nos conjuntos 1 e 2 (Tabela 19) verifica-se

que os modelos referentes ao conjunto 2 (modelos 40-47) nao séo tdo bons quanto

os outros modelos (48-49) do conjunto 1, por apresentarem menor capacidade

preditiva (R%).

Quando se realiza um estudo de QSAR-4D espera-se que o modelo

econtrado (modelo 49) apresente melhores resultados que o correspondente
modelo de QSAR-3D (modelo 3). Contudo, os resultados da QSAR-4D n&o devem
diferir muito dos obtidos na 3D, por se tratarem das mesmas moléculas porém sem

a variedade conformacional.
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No mapa de contorno da interacdo estéreo do modelo 49 (Figura 38) existe
esta coeréncia, pois 0o mapa € muito semelhante e concordante com os
correspondentes mapas do modelo 3 (Figura 28) e do modelo 46 (Figura 43).
Sugere a adicdo de grupos menos volumosos na regidao do anel naftalico (regiao
amarela) e de grupos mais volumosos nas regides vizinhas ao anel naftalico.
Entretanto, ndo € o caso do mapa eletrostatico do modelo 49 (Figura 39). Este mapa
apresenta predominantemente regides vermelhas que indicam a necessidade de
utilizar substituintes que aumentem a adensidade de carga negativa. Porém, ao
comparar este mapa de contorno como correspondente mapa do modelo 3 (Figura
29) observa-se que na Figura 29 ha o predominio da regido azul, o que indica a
necessidade de trabalhar com substituintes que aumentem a densidade de carga
positiva. O mesmo tipo de sugestao € encontrada no mapa de contorno eletrostatico
do modelo 46 (Figura 44).

Figura 38- Mapa estéreo das imidas ciclicas obtido do modelo 49 (conjunto 1/Tabela
19).

O modelo 49 foi encontrado utilizando como série treino os compostos 2, 3, 8,
10, 12, 14, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 27, 30-33 (Tab.70). Neste modelo de QSAR
(modelo 49), ha uma contribuicdo de 76,2% do campo estéreo e uma contribui¢cao
de 283,8% do campo eletrostatico. Sdo valores semelhantes aos encontrados para o
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modelo 3, nos dois casos a maior contribuicao € do campo estéreo. Isto mostra a

coeréncia entre os resultados encontrados, ja que os dois modelos partem de banco
de dados semelhantes, diferindo na presencga de conférmeros, no caso do modelo
49.

Figura 39- Mapa eletrostatico das imidas ciclicas, obtido do modelo 49 (conjunto
1/Tabela 19).

A analise do modelo 49 resulta num R? = 0.953 e um erro padrdo de 0.173.
Este valor de R? mostra a alta correlacdo entre os valores de plCs, experimentais e
previstos. Um grafico dos valores de plCsy experimentais versus previstos € visto na
Figura 40. Uma andlise deste grafico mostra uma razoavel adequag¢do do modelo
em todos os casos. Esta figura apresenta alguns pontos proximos, na vertical. Isto
ocorre em fungdo da proximidade dos valores de poténcias previstos de
conférmeros de um mesmo composto. A Figura 41 mostra a aleatoriedade dos
residuos.

As poténcias previstas (modelo 49) para a série treino do conjunto 2 estéo
apresentadas na Tabela 21, onde os compostos estdo identificados mediante
numeragao utilizada na Tabela 7.

Por estar trabalhando com os mesmos compostos porém acrescentando seus
respectivos conférmeros a série treino, o esperado é obter um modelo melhor, com

maior capacidade de previsao, que seja coerente com correspondente modelo 3D.
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O modelo 49 apesar de apresentar resultados surpreendentemente bons
deve ser desconsiderado por apresentar mapa eletrostatico ndo concordante ao
modelo 3 da Figura 29, como ja discutido anteriormente. A discusséo esta baseada
no modelo 3 por ser este o0 melhor modelo QSAR-3D até entdo obtido para este
banco de dados. Além disto, este trabalho de QSAR 4D € baseado no estudo do
professor Hopfinger e colaboradores, onde a busca conformacional € realizada por
Dindmica Molecular com controle de temperatura (Hopfinger et al, 1997). No
presente modelo, os conférmeros foram gerados por GA com o intuito de buscar
uma melhor forma de criar o banco de dados. Contudo, os resultados apresentados
(mapas de contorno) ndo sao satisfatérios. A busca conformacional por GA
apresenta um problema. Quando ndo é encontrada uma nova conformagéo melhor
do que a inicial, a conformacédo inicial & repetida. Desta forma, obtém-se
conformagbes muito semelhantes até mesmo idénticas. Provavelmente € por isso

que o modelo 49 apresenta uma capacidade de previsdo tdo superior ao modelo 3.

Figura 40- Gréfico da poténcia antinociceptiva experimental versus poténcia prevista
pelo modelo 49/Tabela 19 (conjunto 1). No eixo y tém-se as poténcias previstas e no

eixo x as poténcias experimentais.
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Fica bem mais facil prever a poténcia de um composto quando na série treino
existe um conférmero muito semelhante. Isto pode ter ocorrido mesmo apds

realizagédo de calculos de RMS, com o objetivo de localizar conférmeros idénticos.

Figura 41- Grafico da poténcia prevista pelo modelo 49 (Tabela 19) versus residuos
(conjunto 1). No eixo y tém-se os residuos das previsdes e no eixo x os valores de

poténcia prevista pelo modelo.

O modelo 46 foi encontrado utilizando como série treino os compostos 2, 3, 8,
10, 12, 19, 20, 21, 24, 25, 27, 30-33 (Tab.8). O modelo 46 (conjunto 2), apresenta
uma contribuicdo de 69,9% do campo estéreo e uma contribuicdo de 34,1% do
campo eletrostatico. Desta forma, o modelo final € mais influenciado pelo campo
estéreo do que pelo campo eletrostatico, assim como os modelos 3 e 49, onde
foram estudados os mesmos compostos imidicos. Os resultados do CoMFA
novamente sao apresentados como mapas de contorno. A Figura 42 mostra os
mapas de contorno de QSAR final. Para referéncia, o composto 5 (Tabela 7) é

mostrado dentro do campo.
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Tabela 21- Poténcias previstas pelo modelo 46 encontrado para o conjunto 1 .

134

Composto PDIso experimental Modelo 46 (SA) Modelo 49 (GA)
PDIso previsto Residuo Erro % | pDIso previsto Residuo Erro %

2 1* 0,24 19 2,28
5,398 5411 -0,013 5275 0,123

3 7 0,07 1 0,15
4,456 4,459 -0,003 4,449 0,007

g 1 1,98 15 0,05
6,000 5,881 0,119 5,997 0,003

10 8 0,14 9 0,07
5,672 5,664 0,008 5,676 -0,004

12 2 0,06 |° 0,59
4,928 4,931 -0,003 4,899 0,029

4 N eeeem | - —— 10 0,50
6,337 6,305 0,032

13 6 0,46 |6 0,24
5,125 5,101 0,024 5,113 0,012

19 3 0,08 18 2,83
5,292 5,288 0,004 5,142 0,150

20 3 0,77 18 0,09
5,004 5,043 -0,039 5,009 -0,005

21 7 0,31 10 5,59
4,710 4,725 -0,015 4,973 -0,263

X —— 17 0,68
4,943 4,976 -0,033

24 4 0,48 12 0,17
3,678 3,696 -0,018 3,672 0,006

25 2 0,46 20 2,31
3,658 3,641 0,017 3,743 -0,085

27 3 0,57 13 0,23
3,523 3,503 0,020 3,515 0,008

30 N 0,13 | 0,42
5,602 5,610 -0,008 5,578 0,024

31 s 0,03 1 0,02
3,910 3,911 -0,001 3,909 0,001

32 2 0,07 12 0,67
4,886 4,890 -0,004 4,854 0,032

33 9 0,42 20 1,61
4,875 4,854 0,021 4,953 -0,078

*
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Figura 42- Mapas estéreo e eletrostatico obtido do modelo 46/Tabela 19 .

Neste modelo, é possivel verificar que a analise do mapa estéreo (Figura 28)
€ muito semelhante ao modelo do estudo de QSAR 3D (Figura 14), visto na segao
anterior. A regido verde sugere que a presenca de um substituinte mais volumoso
no anel benzénico favorecera a poténcia, assim como um substituinte menos
volumoso no anel naftalico.

A interacdo eletrostatica (Figura 44) é favorecida por um aumento do
potencial eletrostatico positivo nas proximidades das carbonilas e no substituinte do
anel benzénico. O que também é concordante com os mapas da Figura 29 (modelo
3).

Figura 43- Mapa estéreo das imidas ciclicas, obtido do modelo 46 (conjunto 2).
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Figura 44- Mapa eletrostatico das imidas ciclicas (modelo 46/Tabela 19).

Um aumento no potencial eletrostatico negativo na regido do anel imidico
também favorece a interacdo com a enzima.

Sendo assim, € sugerido a utilizagdo de substituintes volumosos e eletro

retiradores.
O modelo encontrado possui uma boa capacidade preditiva, como pode ser

verificado nas Figuras 46 e 47.

Figura 45- Gréfico da poténcia antinociceptiva experimental versus poténcia prevista

pelo modelo 46/Tabela 19.
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As poténcias previstas (modelo 46) para a série treino do conjunto 1 estao
apresentadas na Tabela 21, onde os compostos estdo identificados mediante
numeragéao utilizada na Tabela 7. Ao analisar a Tabela 21 verifica-se que todas as
previsdes feitas pelo modelo 46 apresentaram erro menor que 2%, melhores que o
modelo 49.

Figura 46- Grafico da poténcia prevista pelo modelo 46 versus residuos (Tabela 19).

A capacidade preditiva (R%,) foi avaliada pela série teste composta por dez
substancias (compostos 1, 4, 9, 11, 14, 16, 17, 22, 23, 29). Os valores calculados
por este modelo, juntamente com os resultados experimentais estao listados na
Tabela 22, onde estao identificados segundo numeragao da Tabela 7.

Todos os valores de poténcia para a série teste foram previstos com erro
inferior a 11%, ou seja, 0 modelo apresenta uma 6tima capacidade de previsado. Isto
indica que o modelo é capaz de trabalhar com compostos deste tipo, que nao esta
condicionado aos compostos da série treino.

Ao comparar as poténcias previstas para a série teste do modelo 46 (Tabela
22) com os valores previstos pelo modelo 3 (Tabela 10), verifica-se que o modelo 46
prevé com menor erro percentual os compostos 1, 16, 22 e 29.
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Tabela 22- Série teste do conjunto 2, poténcias experimentais, poténcias previstas

pelo modelo 46 e seus respectivos residuos e erros experimentais.

Modelo 46 (SA)
. E
ComPOStO pDISO experimental pDIso revisto Residuo rro %
1 5,555 5,373 0,1824 3,28
5,674 5,723 -0,0486 0,86
9 6,000 5,936 0,0644 1,07
11 5,733 5,611 0,1222 2,13
14 6,337 5,809 0,5280 8,33
16 5,928 5,334 0,5941 10,02
17 4,721 4,877 -0,1562 3,31
22 4,972 5,101 -0,1293 2,60
23 4,943 4,885 0,0581 1,17
29 5,503 5,043 0,4605 8,37

Alguns compostos com poténcia antinociceptiva até entdo desconhecidas —
série validagao lateral (compostos 34-54/Tabela 7) - tiveram suas poténcia previstas
pelo modelo 46. O resultado das previsdes para estes compostos, os residuos e
erros percentuais dos compostos que foram testados durante a realizacdo deste
trabalho estdo na Tabela 23.

Previsbes com erro acima de 20% para os compostos sulfonados ja eram
esperadas, assim como ocorreu com 0 modelo 3. O modelo 46 também foi
construido com um banco de dados constituido apenas por imidas.

E interessante observar que o modelo 46 previu bem (erro <20%) as
poténcias dos compostos 34, 35 e 36. O modelo 3 n&o havia feito boas previsdes
para estes compostos. Sendo assim, o fato de ter acrescentado ao bando de dados
as conformagdes das moléculas da série treino deve ter aumentado suficientemente

as informacdes necessarias.
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Tabela 23- Previsao da poténcia antinociceptiva da série validagao lateral.

A

Composto || pDIsg experimental DI, pmisms Residuo Erro %
34 4,086 4,787 -0,701 17,15
35 4,412 4,670 -0,258 5,84
36 4,061 4,403 -0,342 8,43
37 - 4512 - -
41 4,855 4,841 0,014 0,30
42 4,580 13,518 -8,938 195,15*
43 4,984 14,368 -9,384 188,28*
44 4,295 4,461 -0,166 3,86
45 4,893 13,810 -8,917 182,25*
46 4,350 12,396 -8,046 184,96
47 4,640 13,117 -8,477 182,69*
48 4,590 4,662 -0,072 1,57
49 4,719 4,578 0,141 2,99
50 4,720 12,414 -7,694 163,02*
51 4,962 4,129 0,833 16,78
52 4,757 3,739 1,018 21,41*
53 4,610 5,251 -0,641 13,90
54 - 4,830 - -

* erros percentuais superiores a 20%.

Em seu trabalho, Hopfinger sugere que a conformacao de um determinado
composto que apresentar valor de poténcia previsto mais proximo do experimental
seja a conformagéo bioativa.

Com base nesta hip6tese, tentou-se a identificagdo das conformacdes
bioativas. Na Tabela 21 estdo apresentados os melhores resultados previstos pelo
modelo 46 e na Figura 47 encontram-se as conformacdes que tiveram suas
poténcias previstas mais préximas da experimental (“conformacdes bioativas”).

Com estas “conformacdes bioativas” foi montado um banco de dados com o
objetivo de encontrar um modelo de QSAR-3D melhor do que o ja obtido, que tenha
como série treino as moléculas nestas conformacdes.

O modelo encontrado apresentou um R, igual a 0,067%, o que é muito
baixo. Por este valor, verifica-se que nao faz sentido, pelo menos para estas

moléculas, trabalhar com estas conformagdes, como sugere Hopfinger.
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Figura 47 — “Conformagdes bioativas” dos compostos 2, 3, 10, 12, 18, 19, 20, 21,
24, 25, 27, 30, 31, 32, respectivamente.

O melhor alinhamento para QSAR-3D n&o necessariamente coincide com os
ligantes na conformacao ligante-receptor (Norinder, 1998). Klebe e Abraham ja
haviam explicado, num estudo com 20 compostos usando alinhamentos deduzidos
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experimental e teoricamente, que o alinhamento baseado em dados

cristalograficos do complexo ligante-enzima eram estatisticamente piores do que os
resultados obtidos através do alinhamento deduzido da modelagem dos ligantes
(Klebe e Abraham, 1993).

O modelo de QSAR-4D (modelo 46) apresentou melhor capacidade de
previsdo em comparag¢ao ao correspondente modelo de QSAR-3D por ter maior
numero de informagdes.

Pelos resultados do modelo 3D utilizando as “conformagdes bioativas”
verifica-se que para trabalhar com uma unica conformacdo de cada composto
imidico o melhor é utilizar a conformacao de menor energia.

Estas “conformacdes bioativas” podem ser utilizadas num futuro trabalho de
mapeamento do sitio receptor, contudo neste estagio do trabalho ndo é possivel

discutir mais nada sobre estas conformacoes.
3.3. Atividade Analgésica

Os resultados dos testes de atividade analgésica apresentados na Tabela 24,
mostram que os compostos sintetizados neste trabalho apresentaram significativo
efeito antinociceptivo quando comparados com farmacos ndo esteroidais como
aspirina e paracetamol (NSAIDs). A atividade antinociceptiva dos compostos foi
avaliada usando o modelo das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético.
E evidente a diferenca na atividade de maleimidas e succinimidas quando séo
comparados os compostos 11 (DI5S0 = 2,80uM/Kg) e a N-fenilsuccinimida
(321,1uM/Kg). Também foi observado que a substituicdo de hidrogénio da dupla
ligagcdo do anel imidico por atomos de cloro (compostos 11; DI50 = 2,80uM/Kg)
aumenta significativamente a atividade da N-fenilmaleimida (DI50 = 19,00uM/Kg).
Quando administrada no peritdbnio de animais, o acido acético libera varios
mediadores inflamatérios incluindo prostaglandina (Dray, 1993; Dray and Bevan,
1991). Tem sido sugerido que os efeitos analgésicos e anti-inflamatérios de drogas
nao-esteroidais e anti-inflamatérias (non-steroidal anti-inflammatory drugs-NSAIDs)

resultam, em parte, da supressdo da PGHS. Considerando a similaridade estrutural
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das maleimidas deste trabalho com as do trabalho de Kalgutkar e colaboradores

(Kalgutkar et al, 1996) e a similaridade na atividade das maleimidas com respeito
a succinimidas, € possivel assumir que estas imidas devem agir sob 0 mesmo
mecanismo de acgdo: inibicdo de PGHS. De acordo com Kalgutkar e colaboradores, N-
(carboxiheptil)-maleimida inibe a atividade da enzima segundos apés misturado com
uma quantidade estequiométrica da proteina PGHS. O leque de inibicao de PGHS de
N-(carboxiheptil)-succinimida sugere que esta inibicdo resulta de uma modificagcao
covalente da enzima. O composto 11 apresentou uma rea¢gdo muito rapida com alguns
reagentes nucleofilicos que substituem um dos atomos de cloro. Este fato confirma a
hipétese de Kalgutkar e colaboradores, que propdem que maleimidas inativam a
PGHS devido a modificagdo covalente da proteina. A alta atividade do composto
11comparada com os compostos 14-16 sugere que a modificacdo covalente ocorre
pelo deslocamento do d&tomo de cloro do anel imidico. Quando um atomo de cloro
do 11 é substituido por bases nitrogenadas, como nos compostos 14-16, o ataque
nuceofilico na dupla ligagdo com substituicdo do segundo atomo de cloro ndo é
esperado ocorrer, resultando em baixa atividade, como pode ser inferido das
estruturas de ressonancia no Esquema 9.

Kalgutkar e colaboradores (Kalgurtkar et al, 1996) sugerem, em seu estudo,
que a inibicdo da PGHS por compostos imidicos resulta de uma primeira interacéo
nao covalente com a arginina protonada, para posicionamento adequado na
cavidade do receptor. Depois, ocorre uma segunda interacdo covalente com a
tirosina. No mesmo trabalho propdem que a interacao covalente ocorre no carbono
olefinico do anel imidico, constatando assim a importancia da ligacdo dupla. Esta
caracteristica importante para a agdo analgésica foi observada na andlise de PCA
dos compostos imidicos (Figura 12), onde os compostos
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Table 24- Poténcia de imidas, compostos sulfonados e drogas referéncia

injetados intraperitonialmente contra contor¢ées abdominais induzidas por &cido

acético (writhing test) em camundongos (numeragao correspondente a sintese).

Compostos Dlso (uM/KQ)
11 2,80 (2,00-3,20) (Andricopulo et al, 1998)
13 81.,88 (51,93-82,54)
14 38,66 (11,14-53,00)
15 86,84 (55,62-100,33)
16 13,31 (10,86-16,26)
24 50,25 (10,20-71,53)
26 64,95 (41,86-102,29)
27 7,36 (5,81-13,37)
29 13,94 (4,75-31,75)
33 26,24 (19,25-35,76)
34 10,36 (5,24-22,42)
35 50,66 (29,44-79,45)
36 12,78 (10,41-27,18)
37 44,96 (34,08-59,31)
40 22,75 (19,36-26,72)
41 25,66 (17,83-48,70)
42 19,10 (8,99-25,88)
43 18,87 (18,30-19,44)
44 10,92 (8,77-13,65)
N-Fenilsuccinimida |321,1(280,10-480,2) (Souza, resultados nao
publicados
N-Fenilmaleimida |19,00 (11,50-31,80) (Cechinel Filho et at, 1996-b)
Aspirina 133,00 (73,00-247,00) (Cechinel Filho et al, 2000)
Paracetamol 125,00 (104,00-250,00) (Cechinel Filho et al, 200(

mais potentes foram separados dos menos potentes. Estes compostos diferem

estruturalmente na existéncia ou ndo da ligagdo dupla no anel imidico.
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Na equacdo 12 também € constatada a importancia da dupla ligagéo para

favorecer o ataque nucleofilico da enzima. Segundo esta equacao, serdo mais
potentes os compostos que apresentarem distribuicAo de carga diferente dos
compostos 8 e 12 — imidas sem a dupla ligacao no anel imidico (Tabela 1.

Contudo, a interacdo com a enzima ndo deve ocorrer apenas através do
ataque nucleofilico no C olefinico. Se esta fosse a Unica possibilidade, as
succinimidas deveriam ser inativas, mas nado é o observado, pois as estudadas
neste trabalho apresentam baixa poténcia, mas sao ativas (compostos 7-10/Tabela
1. Neste caso, uma possibilidade é a interagdo através do carbono carbonilico.
Semelhante mecanismo de acgdo ja foi sugerido por Nunes para a atividade
antimicrobiana de compostos imidicos (Nunes, 1986).

Outro exemplo de compostos ativos sem possibilidade de interagdo com a
enzima através de C olefinico sdo as naftalimidas e as bisnaftalimidas (compostos
4-11, 13-16/Tabela 5. Estes compostos s&o muito potentes.

As sulfonamidas (24, 26, 27, 29, 33-37, 40-44) e o éster sulfénico (27)
apresentaram atividade superior a seus correspondentes compostos “parentes”
(compostos 11, 13-16). O composto 34 foi aproximadamente 13 vezes mais ativo do
que a aspirina, sugerindo adicional interagao nao covalente entre os compostos
imidobenzenosulfonil e os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da
PGHS. Isto implica que a interacdo ndo covalente desempenha um importante papel
na determinacao da atividade de 24, 29, 33-37, 40-44 que sugere que 0 mecanismo
de inibicdo da PGHS, envolvendo os compostos (24, 29, 33-37, 40-44), pode ocorrer
sem a formacgdo de interagdo covalente no C olefinico, ja que a substituicdo das
bases nitrogenadas e/ou atomos de cloro remanescentes ndo ocorrem, como foi
discutido previamente.

Segundo o mecanismo ja proposto para este tipo de substancia, ocorrem
duas interagdes, uma nao covalente com a Arg protonada e uma covalente com a
Tyr. Desta forma, a distancia entre as regides participantes da primeira e da
segunda interagdo deve apresentar um valor ideal para o encaixe adequado ao sitio
receptor.
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Conforme foi visto na separacao obtida através da analise de PCA do

conjunto 3 (Fig. 15), uma bisnaftalimida (composto 5) foi agrupada aos compostos
sulfonados. A colocagcdo destes compostos num mesmo grupo, com base em
propriedades estruturais deve indicar algo a respeito do mecanismo de agéo.

A questdo é: quais as caracteristicas responsaveis pelo afastamento da
bisnaftalimida das demais maleimidas e pela proximidade com os compostos
sulfonados? A posicéo deste composto aliado ao fato dele ser o mais potente, torna
esta questdo no minimo curiosa. As caracteristicas estruturais responsaveis por
essa separacao devem fornecer alguma informacao quanto a atividade biolégica.

O fato das bisnaftalimidas serem os compostos mais potentes da série
estudada sugere uma relagdo da atividade com a distancia, pois € a maior imida da
série, e com o0 ambiente eletrdnico necessario para ocorrer a inibicdo da enzima,
devido a possibilidade de deslocalizacao de elétrons.

A localizacdo do composto 5 com as sulfonamidas também deve apresentar
relacdo com as condigdes de interagdo, pois ao comparar o composto 5 com uma
sulfonamida verifica-se que a disténcia entre o oxigénio das carbonilas de dois anéis
imidicos, na bisnaftalimida, é muito semelhante a distancia entre os oxigénios da
carbonila do anel imidico e o oxigénio do grupo SO, no composto sulfonado (Figura
48). Além disto, a presenca destes grupos em cada molécula deve proporcionar
efeitos eletrostaticos parecidos, produzindo um ambiente eletrénico

semelhantemente favoravel. 12,94 A

12,83 A

7.00 A

| 0
0 HsC
/CH3 \O
N—< :}—o
O
/

(5) (14)
Figura 48 — Compostos (5) e (14), Tabela 1.
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No estudo de QSAR-3D (Figura 29) foi visto que a atividade antinociceptiva é
favorecida por substituintes que proporcionem uma densidade de carga positiva no
anel imidico (a esquerda da Figura 29) e uma densidade de carga negativa na
regiao do substituinte do anel benzénico, no lado direito da Figura 29. O mapa de
contorno eletrostatico indica as densidades de carga opostas a correspondente
regido da enzima. Portanto, é possivel relacionar este mapa de contorno
eletrostatico com uma interagdo de um fragmento negativo da enzima e o anel
imidico, e uma interacdo com um fragmento positivo da enzima e o substituinte do
anel benzénico.

E interessante observar na Figura 29 que a regido azul (potencial
eletrostatico positivo) se posiciona sobre o anel imidico e ndo exclusivamente sobre
o C olefinico. Caso a interagdo ocorresse exclusivamente no carbono da dupla
ligacdo nao haveria razdo do mapa de contorno eletrostatico possuir uma regiao
azul sobre todo o anel imidico. No banco de dados existem moléculas que
apresentam a possibilidade de ataque nucleofilico em C olefinico e moléculas que
ndo apresentam esta caracteristica. As moléculas mais potentes ndo apresentam
esta possibilidade. Portanto, na constru¢dao do modelo em questédo, todas estas
caracteristicas foram avaliadas e evidenciadas no mapa de contorno (Figura 27 e
Figura 29).

Desta forma, uma extremidade da molécula deve participar da interacao nao
covalente e a carbonila do anel imidico do outro lado deve entdo participar da
interacao covalente.

Semelhante observacgao é feita ao analisar a Figura 35 gerada pela Leapfrog,
com base no mapa de contorno do modelo 3. Nesta figura vé-se pontos azuis
(regidao favoravel para ligantes positivos) no anel imidico proximos ao anel naftalico
e, na extremidade oposta (lado esquerdo) tém-se somente pontos vermelhos (regiao
favoravel para ligantes negativos).

Estas diferentes regides favoraveis a interagdo foram também verificadas na
Figura 36, onde o programa Leapfrog colore a molécula segundo regides favoraveis

ou nao a interacdo com a enzima. Nesta figura, o composto L3, planejado segundo
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o modelo 3, apresenta regides favoraveis (cor violeta) no anel imidico a direita,

assim como no anel benzénico ligado a ele. Nota-se também uma regido favoravel a
interacdo no substituinte do anel benzénico a esquerda. Ou seja, nesta figura
verifica-se que, apesar da molécula analisada ser simétrica, ela ndo é colorida
igualmente, mostrando que as regides de interacao nao sao simétricas.

Desta forma, os compostos imidicos devem interagir com a enzima pelo
ataque nucleofilico desta ao C olefinico quando possivel, ou através de ataque
nucleofilico a carbonila. A ligacdo dupla é importante para a atividade
antinociceptiva, mas nao é fundamental.

O mecanismo de acdo ja proposto sugere também uma interacdo nao
covalente com um residuo de Arginina protonado e, segundo discussédo ja
apresentada, esta interacdo desempenha um papel importante na determinagéo da
atividade de alguns compostos, onde verificou-se o aumento da poténcia devido ao
acréscimo do grupo SO2NR ou SO,0R nas moléculas.

Esta segunda interacdo também contribuiria para explicar a diferengca de
poténcia dos compostos 3 e 5 (Tabela 1), por exemplo. Portanto, estas moléculas
maiores (naftalimidas e compostos sulfonados) devem agir através de uma primeira
interacdo nao covalente entre a Arginina protonada e o grupo SO2NR (ou SO,OR)
ou entre o substituinte do anel benzénico na bisnaftalimida (regido marcada com um
retdngulo na Figura 49. Apbs esta interacdo nao covalente, que deve posicionar
adequadamente a molécula no sitio receptor, deve ocorrer uma interagao covalente
entre o residuo de Tirosina e o anel imidico (marcado com um circulo na figura),
através de ataque nucleofilico na carbonila, como no composto exemplo da Figura
50, ou no C olefinico.

— CHy

Figura49 - Composto 5 (Tabela 1).
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Porém, para obter maiores informacbes a respeito das interacbes e poder
afirmar estas propostas de mecanismo de acao faz-se necessario:
- um estudo de cinética da abertura do anel imidico para avaliar a possibilidade de
ataque a carbonila;
- um estudo de docking destes compostos no sitio receptor para verificar quais
interacdes ocorrem entre o composto e o receptor e quais grupos constituintes

da molécula participam desta interagéo.
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Neste trabalho foram sintetizados 48 imidas ciclicas e os compostos
sulfonados, sendo 37 compostos inéditos. Estes compostos derivados sdo de
facil obtencao e purificacdo. Estas caracteristicas da sintese sdo de interesse
da Quimica Medicinal.

Todos os compostos testados quanto a atividade antinociceptiva
apresentaram atividade superior ao composto controle, a Aspirina. De posse
destes compostos com atividade biolégica conhecida, juntamente com
compostos da literatura foi possivel obter um banco de dados especifico de
compostos imidicos para realizar um planejamento racional da sintese de
futuros compostos desta classe biologicamente ativos.

As técnicas de planejamento racional ndo sé auxiliam na obtencao de
novos compostos, através de estudos de quimiometria e QSAR, como também
apresentam indicios sobre o0 mecanismo de ag&o destas substancias.

Através do modelo 3/QSAR-3D/CoMFA foi possivel planejar o composto
L3, Tabela 15, que apresentou pDlsg previsto N@ ordem de 10°uM/Kg. Ele devera
ser sintetizado na continuacao deste trabalho.

As imidas ciclicas e os compostos sulfonados estudados, com atividade
antinociceptiva, devem interagir com a enzima PGHS, através de ataque
nucleofilico ao C olefinico ou a carbonila do anel imidico. A ligacao dupla &
importante para a atividade analgésica, mas nao é fundamental.

Uma primeira interagdo nao covalente, segundo mecanismo ja proposto
por Kalgutkar e colaboradores, ocorre com a Arginina protonada. Esta
interacdo desempenha um papel importante na determinacao da atividade de
compostos sulfonados, ja que estes apresentam pDlsy superior aos compostos
‘parentes”.

Uma segunda interagdo covalente ocorre entre a Tyr e 0 anel imidico, no
C olefinico ou na carbonila.

Sao necessarios estudos de cinética da abertura do anel imidico e um
estudo de docking para obter mais informagdes sobre a interacdo entre o

farmaco e o receptor e poder afirmar estas propostas de mecanismo de agéo.
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