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RESUMO

O surgimento continuo de cepas virais resistentes aos farmacos
atualmente empregados reforca a necessidade do desenvolvimento de novas
entidades quimicas mais eficientes e menos toxicas. Assim, focaremos nesse
trabalho, estudos de relacdo estrutura-atividade (SAR), de parametros
farmacocinéticos e toxicologicos (ADMET) in silico e de biodisponibilidade oral
(“Regra-dos-Cinco” de Lipinski) de novos derivados heterociclicos candidatos a

farmacos antivirais para o tratamento de doengas como Herpes Simples.

Na primeira parte deste trabalho, realizamos estudos de SAR de
derivados 1-hidroxiacridona (1a-j), recentemente descritos na literatura como
inibidores de HSV-1 da classe dos nédo-nucleosideos. Com base nessas
moléculas, aplicamos principios tradicionais de Quimica Medicinal de
modificacdo molecular, tais como restricdo conformacional (abordagem do
analogo rigido) e substituicdo isostérica, no planejamento e sintese de novos
derivados 3H-benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinicos das séries 2 (2a-i) frente
ao HSV-1. O melhor perfil de inibicdo do HSV-1 foi observado para o derivado
pirazolo-naftiridinico 2f que contém um atomo de cloro em C10, mesmo

substituinte do derivado acridona de melhor atividade (1b).

Todos os resultados obtidos com os estudos tedricos e atividade
biologica reforcam o perfil antiviral promissor dos derivados natftiridinicos, no

entanto, investigacdes experimentais mais aprofundadas sdo necessarias.



ABSTRACT

The viral infections are among the most common human diseases and
the drug-resistant virus strains is a complex problem in the treatment, reinforced
the design and synthesize of new chemical entities more efficient and less
toxics. In this work we report the study of a new moieties inhibition of Herpes
Simplex Virus-1 (HSV-1)

In this work, we assess the structural features and electronic properties
of a series of ten 1-hydroxyacridone derivatives (1a—j) recently described as a
new class of non-nucleoside inhibitors of Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1).
Based on these molecules, we applied rigid analogue and isostérica
replacement approaches to design and synthesize nine new 3H-
benzo[b]pyrazolo[3,4-h]-1,6-naphthyridine derivatives (2a—i) and determination
the activity against HSV-1. The biological and computational results of these
new molecules were compared with 1-hydroxyacridones. An inhibitory profile
was observed in 10-Cl substituted 3H-benzo[b]pyrazolo[3,4-h]-1,6-naphthyridine
derivative (2f), which presents the same substituent at the analogous position of
1-hydroxyacridone derivative (1b). The structure—activity relationship (SAR)
studies pointed out the 10-position next to nitrogen atom as important for the
anti-HSV-1 profile in the pyrazolo-naphthyridine derivatives tested. The most
potent acridone and pirazolo naphthridine derivatives were also submitted to an
in silico ADMET screening in order to determine their overall drug-score, which

confirmed their potential antiviral profile.

All theoretical studies and biological activity results reinforced the
promising profile antiviral but is important new further experimental investigation

there derivates.
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INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As infec¢Bes virais sdo de grande preocupac¢do para a saude publica visto
que provocam diversas doencas em seres humanos, muitas vezes com elevado
grau de morbidade e ou mortalidade. Como exemplo, podemos citar as encefalites
herpéticas, causadas pelos virus do Herpes Simples (BANFI, 2003; MELLADO et al.,
2003; GRUPTA et al., 2007); as hepatites virais causadas pelos virus da Hepatite
(REIS et al., 2008); o cancer cervical causado pelos virus do Papiloma Humano
(DAS et al, 2008); a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (acquired
immunodeficiency syndrome, AIDS), causada pelos virus da Imunodeficiéncia

Humana (SIMON et al., 2006; LAMEIRA et al., 2006; CASTRO et al., 2006).

Essas infecgbes virais se tornam mais preocupantes quando observamos o
surgimento de novas epidemias virais como, por exemplo, a dengue (ARAUJO et al.,
2008) e a gripe suina (COLLIN et al, 2009). Nos ultimos anos, doengas infecciosas
virais corresponderam a 25,4% de todas as doengas infecciosas emergentes no
planeta, incluindo aquelas provocadas por cepas resistentes aos farmacos em uso
clinico, mostrando que a alta capacidade de mutacdo dos virus é uma grande
ameaca (JONES et al.,, 2008). Estes dados reforcam a necessidade de estudos
detalhados dos virus patogénicos e de novas entidades quimicas que possam

combater o surgimento cada vez maior de cepas resistentes.

Nesse trabalho, focaremos o estudo de novos candidatos a farmacos visando
o tratamento das infe¢cdes provocadas pelos virus do Herpes Simples (Herpes

Simplex Virus, HSV).
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1.2 VIRUS HERPES SIMPLES (HSV)

1.2.1 Aspectos Gerais

Os virus do Herpes Simples (Herpes Simplex Virus, HSV) estédo entre aqueles
gue mais causam infec¢cdes na populacdo mundial (COREY, 2002; HEWLET et al.,
2004; KHAN et al., 2005). Estudos soroepidemioldgicos mostram que cerca de 60%
a 95% da populacdo mundial possui anticorpos séricos contra pelo menos uma das

cepas de um dos virus HSV (LUPI, 2000; YEUNG-YUE et al., 2002).

Os virus HSV pertencem a familia Herpesviridae e a subfamilia
Alphaherpesviridae e compreendem duas espécies, o0 HSV do tipo-1 (HSV-1) e o
HSV do tipo-2 (HSV-2), classificadas com base em diferencas imunoldgicas,

epidemioldgicas e clinicas.

As infec¢cdes por HSV podem produzir dois quadros distintos: o herpes
genital, com predominancia do HSV-2, e as formas extragenitais, principalmente a
orolabial, com predominancia do HSV-1 (RILEY, 1998; WHITLEY & ROIZMAN,
2001; GRIFFITHS et al., 2004). No entanto, o HSV-2 também pode estar associado

ao herpes extragenital, bem como o HSV-1, ao herpes genital (LUPI, 2000).

Os virus HSV tém a propriedade de infectar alguns tipos de células de forma

litica (produtiva) e outras de forma latente (hibernante) (Figura 1).

A infeccéo produtiva ocorre por lise celular, com liberacédo de secrecdes ricas
em virions que, em conjunto com a resposta inflamatoria local, resultam nas lesées
herpéticas caracteristicas. O contato direto entre as mucosas (ou as solucbes de
continuidade na pele) e as secrecdes infectadas sédo as principais forma de

transmissao dos virus (LUPI, 2000).
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As infeccdes latentes podem ocorrer apés uma infeccéo produtiva, quando os
virus HSV migram das terminacdes dos neuronios, através do axdnio, para 0 corpo
das células nervosas, onde podem se alojam nos ganglios trigémeo, cervical ou
lombo-sacral. A particula viral pode permanecer nessas células em estado de
laténcia por toda a vida do individuo, sem nunca ocasionar doenca ou sintomas
clinicos relacionados a infeccdo viral (fase assintomatica), porém pode contribuir
para a propagacdo da doenca (QUINN et al., 2000). Assim, a infectividade viral ndo
ocorre somente na fase sintomatica ou ativa da doenca, mas também na fase

assintomatica ou latente (KRIEBS, 2008).

Dependendo do estado imunoldgico dos individuos infectados ou em resposta
a certas situacdes, como estresse, aumento das concentracdes citosoélicas de AMPc
e hipertermia (SCHLEISS, 2008), os virus HSV podem ser reativados, provocando
infeccdo viral recorrente (PEREIRA, 2002; LAZARINE et al., 2006; KRIEBS, 2008).
Neste caso, as particulas virais deslocam-se ao longo do axénio, até chegar as
células do tecido mucocutaneo, promovendo nova infeccdo produtiva e

conseqguentemente, lise celular (Figura 1).

Além de infectar as superficies mucocutaneas, os virus HSV podem produzir
infeccbes mais graves quando, por exemplo, atingem o sistema nervoso central
(SNC), levando a encefalite (QUINN et al., 2000; BANFI, 2003; MELLADO et al.,
2003), ou quando infecta outras visceras, tais como traquéia e pulmdo (COPLORE,
2002). Pode provocar também ceratoconjuntivite, uma das principais causas de
cegueira nos paises em desenvolvimento (COREY & SPEAR, 1986), além de

infeccdes herpéticas congénitas (LEVI et al., 1982).
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Figura 1. Estagios de infec¢do pelo HSV. a) Infec¢@o priméria (infeccdo e replicagdo produtiva na
célula epitelial, entrada do virus nas inervac@es nervosas e transporte do nucleocapsideo viral ao
corpo neuronal, onde o DNA viral é liberado no nicleo e circularizado, mantendo o estado de
laténcia). b) Reativacao viral, com formacgdo do capsideo e transporte as terminacdes nervosas, no
gual a particula infecciosa de HSV é liberada as células epiteliais resultando numa infeccao
recorrente (Adaptado de KNIPE et al., 2008).

As infec¢Bes por HSV séo freqientemente benignas, contudo, em pacientes
imunocomprometidos, como nos individuos infectados por HIV, existe maior risco de
infeccbes graves (FONSECA, 1999), com aumento da taxa de mortalidade

(FERREIRA & SOUSA, 2002).
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1.2.2 Morfologia Viral

Estruturalmente, o HSV é formado por um genoma linear de &cido
desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid, DNA) em dupla hélice, envolvido por um
capsideo icosaédrico (uma estrutura proteica medindo cerca de 100 nm). O conjunto
genoma e capsideo, denominado nucleocapsideo, € envolvido pelo tegumento, um
material amorfo composto por proteinas que permitem o inicio da replicacao viral.
Por ultimo, o tegumento é envolvido por um envelope, uma bicamada lipidica, na
qual estdo inseridas glicoproteinas que sdo essenciais para as etapas de

reconhecimento e invasao celular (WHITLEY, 2001; SPEARS, 2004) (Figura 2).

Nucleocapsideo

Envelope

Glicoproteinas

Tegumento

Figura 2. Organizagéo estrutural esquematica do HSV [Modificado de COHEN & SCHAFFER, 2003].

1.2.3 Ciclo Replicativo do HSV e Alvos Anti-HSV

O processo de replicacdo do HSV ocorre durante a fase de infeccéo produtiva
e envolve quatro etapas principais (Figura 3): (a) reconhecimento e entrada da
particula viral na célula hospedeira, (b) transcricdo, (c) replicacdo, (d) montagem e
liberacdo da particula viral. O conhecimento aprofundado do ciclo replicativo tem
permitido a identificacdo de alvos macromoleculares para o desenvolvimento de

novos farmacos anti-HSV-1, como sera discutido a seguir.
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A entrada do HSV-1 nas células envolve uma série de interacfes entre as
diferentes glicoproteinas do envelope viral e moléculas da membrana plasmatica
celular (MARROZIN et al., 2004). As glicoproteinas C (gC) ou glicoproteina B (gB)
virais se ligam a proteoglicanos celulares (e.g., Heparano Sulfato, HS), adsorvendo a
particula viral a célula e, consequentemente, ativando uma interacdo especifica da
glicoproteina D (gD) viral com um dos receptores secundarios da célula hospedeira,
denominados de receptores de entrada ou de fusdo celular (SPEAR &

LONGNECKER, 2003; SPEAR, 2004).
Estes receptores de entrada ou de fuséo celular podem ser:

i) Mediador de entrada dos virus do Herpes (herpesvirus entry mediator,
HVEM), presente em uma grande variedade de células, incluindo células T e B,
células epiteliais e fibroblastos, porém néao foi encontrado em células neuronais

(MONTGOMERY et al., 1996; SCIORTINO et al., 2008);

i) Nectina-1 e Nectina-2, presentes em células epiteliais, neuronais e
fibroblastos sdo os principais mediadores da entrada do HSV-1 nas células

hospedeiras (YOON & SPEAR, 2002; MAROZIN et al., 2004);

iii) Moléculas de HS modificadas pela acdo da enzima 3-O-sulfotransferase
(3-O-sulfated heparan sulfate, 3-OS-HS), expressas em células neuronais e

endoteliais (TIWARE et al., 2005; SHUKLA et al., 1999).

A interacdo da gD viral com estes receptores (i.e., HVEM, Nectina-1, Nectina-
2 e 3-OS-HS) permite a fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica da
célula hospedeira (etapa a, Figura 3). A interrupcdo dessa etapa € uma abordagem
importante para o desenvolvimento de novos farmacos, visto que nao € necessario

gue o farmaco penetre nas células para agir (COEH & SCHAFFER, 2003), podendo
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diminuir os efeitos adversos do mesmo. Estudos mostraram que a Heparina soluvel,
uma glicosaminoglicana estreitamente relacionada com o receptor 3-OS-HS, pode
se ligar a certas glicoproteinas do HSV e inibir o ataque viral a célula (PERTEL et al.,

1996).

Uma vez no citoplasma celular, o nucleocapsideo migra em direcao ao ndcleo
da célula hospedeira, onde se liga aos poros nucleares e injeta o DNA viral no
nucleoplasma, essa etapa pode seguir dois mecanismos diferentes de acordo com o

tipo de infeccéao.

No ciclo latente, o DNA viral inserido no nucleo se circulariza e se associa as
histonas celulares. Esse estado se caracteriza pelo bloqueio de praticamente todos
0S genes virais de transcricdo, exceto o0 gene de transcricdo associado a laténcia
(latency-associated transcrip, LAT) (SCHLEISS, 2008) mantendo o estado de

latencia do HSV.

Na infeccao litica, inicia-se a expressdo dos genes virais no nucleo da célula
hospedeira por processos de transcricdo (etapa b, Figura 3) e replicacéo (etapa c,
Figura 3), enquanto a estrutura do nucleocapsideo viral se mantém no citoplasma
celular (OJALA et al.,, 2000; MARROZIN et al., 2004). O nucleocapsideo contém
proteinas virais em seu tegumento responsaveis por “desligar’ a célula hospedeira
(virus host shutoff, VHS), através da degradacdo do RNA-m e a interrupgao

(“desligamento”) da sintese proteica na célula hospedeira (WHITLEY, 2001).

No ndcleo, durante a etapa produtiva, o DNA viral linear é incorporado ao
DNA celular e o processo de transcri¢do (fase b, Figura 3) génica do HSV prossegue
em trés fases denominadas alfa (immediately-early), beta (early) e gama (late)
(RAJCANI et al., 2004), resultado da expressdo de trés grupos de genes virais

(etapas b, ¢ e d, Figura 3). Assim, o desenvolvimeto de farmacos capazes de
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interromper a expressao génica viral também é uma estratégia promissora, pois

limitaria a sintese de proteinas virais (COEH & e SCHAFFER, 2003).

Na fase alfa (immediately-early), sdo sintetizadas proteinas que regulam
positivamente as fases associadas a replicacéo viral. Esta fase tem inicio quando as
proteinas virais do tegumento se ligam a fatores celulares, formando o complexo de
pré-iniciacdo viral da sintese proteica (WHITLEY, 2001). Duas classes de moléculas
com atividade anti-HSV, pirazoloquinolinas (e.g., SCH-43478) e benzotiofenonas
(e.g., PD-146626) (Tabela 1), sdo descritas na literatura como inibidores da
expressdo de proteinas dessa fase. No entanto, em ambos 0s casos, as
propriedades farmacocinéticas se mostraram insatisfatorias, exigindo novos estudos

(COEH & SCHAFFER, 2003; BOULWARE et al., 2001; ALBIN et al.,1997).

Na fase beta (early) sdo sintetizadas enzimas analogas as enzimas celulares
responsaveis pela replicacdo do DNA viral (e.g., timidina quinase e polimerase de
DNA) e também pelo metabolismo dos nucleotideos. E na fase beta que agem os
analogos de nucleosideos inibidores da polimerase de DNA, como o aciclovir e
derivados. O sucesso desses farmacos estimulou o desenvolvimento de novos
compostos com o objetivo de identificar novos sitios de acédo sobre a polimerase de
DNA, como o PNU-183792, um composto da classe das dihidroquinolonas (Tabela
1) que apresentou alta especificidade a polimerases de DNA viral e praticamente
inativos contra DNA polimerases humanas, mostrando se pouco toxicos (HARTLINE

et al., 2005; BRIDEAU, 2002; COEN & SCHAFER, 2003).

Além de inibidores da DNA-polimerase, foram identificados novos compostos
gque atuam na fase beta, como os inibidores do complexo helicase-primase,
essencial no processo de replicacdo viral (WU et al., 2005), Como exemplo destes

inibidores, podemos citar os derivados 2-amino-4-fenil-tiazola (e.g., BILS-179-BS,
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Tabela 1) (CRUTE et al., 2002) e 5-aminosulfonil-tiazola( e.g., BAY-57-1293, Tabela
1) (KLEYMANN et al.,, 2002), que sao eficazes contra HSV-1, HSV-2 e também
contra cepas de HSV resistentes ao Aciclovir, além de apresentar perfis

farmacocinetico e toxicologicos mais favoraveis (COEN & SCHAFFER, 2003)

Por ultimo, na fase gama (late) sdo sintetizadas proteinas estruturais virais
que interagem entre si, para a montagem de uma nova particula viral no nucleo
celular. Em seguida, o nucleocapsideo se funde a membrana nuclear interna,
permanecendo encapsulado no espaco perinuclear e apés fusdo com a membrana
nuclear externa, a nova particula viral € exocitada. Alternativamente,
nucleocapsideos sem envelope podem permanecer no citoplasma e ser re-
envelopados por vesiculas do complexo de Golgi (etapa d, Figura 3) (SPEARS,

2004; COEN & SCHAFER, 2003).

Diferentes classes de compostos inibem o processo de encapsulacdo e
dissociacdo do DNA viral do genoma hospedeiro na fase late da replicagdo. Como
exemplo, podemos citar derivados tioureia (e.g. WAY-150138, Tabela 1) que tem
como alvo a proteina UL6, responsavel pela entrada do DNA viral no capsideo
(NEWCOMB et al., 2002) e derivados de acridona (AKANITAPICHAT, 2000, Tabela
1), classe que sera discutida posteriormente. A eficacia clinica de inibidores da
protease do HIV estimulou o estudo de proteinas envolvidas na fase late da
replicacdo do herpesvirus, porém, sem sucesso na identificacdo de novas moléculas

ativas contra este virus especifico (COEN & SCHAFFER, 2003).
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Figura 3. Ciclo replicativo do HSV (Modificado de COHEN & SCHAFFER, 2003).
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Exemplo de diferentes compostos com atividade anti-HSV
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Figura 4. Exemplo de diferentes classes de compostos que apresentam atividade inibitoria da

replicacdo do HSV.

1.3 FARMACOS ANTIVIRAIS USUAIS

O estudo do ciclo replicativo dos virus possibilitou a identificacdo de alguns
alvos macromoleculares suscetiveis a intervencdo terapéutica como discutido
anteriormente. O arsenal de antivirais inclui 40 compostos oficialmente aprovados
pelo FDA para uso clinico, sendo que a maioria destes compostos € utilizada como
anti-HSV e anti-HIV (DE CHERCQ, 2004) e apresenta como principal alvo as

enzimas virais essenciais para replicacao.
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1.3.1 Anélogos de Nucleosideos: Um marco como Antivirais

O desenvolvimento da terapéutica antiviral iniciou-se na década de 1960 com
a utilizacdo de dois farmacos analogos de nucleosideos ldoxuridina e Vidarabina,
para tratamento anti-HSV. No entanto devido a toxicidade sistémica, estes
compostos tiveram uso limitado (PEREIRA, 2002; COEN & SCHAFFER, 2003).
Outros analogos de nucleosideos foram introduzidos na pratica clinica como
farmacos antivirais, dentre os quais se destaca o Aciclovir, um analogo aciclico de
nucleosideo purinico (i.e., 2’deoxiguanosina), comumente usado no tratamento de

infeccdes por HSV (DE CLERQ, 2003).

Os analogos de nucleosideos atuam por conpeticdo com nucleosideos
naturais (endogenos) pela incorporacdo ao DNA viral, etapa catalisada pela DNA-
polimerase viral (BARRECA et al, 2003). Ao serem incorporados a cadeia de DNA,
torna-se impossivel o alongamento da mesma, interrompendo o processo de
replicacdo viral nas celulas (PECANHA et al., 2002; KRAJEWSKI et al., 2006). O
Aciclovir (ACV), assim como outros analogos de nucleosideos comporta-se como um
pré-farmaco, pois a forma ativa € o trifosfato, conforme pode ser observado no
mecanismo de acdo esquematizado na figura 5..Inicialmente, o ACV sofre uma
primeira fosforilacdo, mediada pela enzima viral timidina quinase (thymidine kinase,
TK) (herpes - especifica), permitindo uma concentracdo 40 a 100 vezes maior do
farmaco nas células infectadas (YEUNG-YUE, 2002; LUPI 2000). Posteriormente, a
forma monofosfato (ACV-MP) é fosforilada para a forma difosfato (ACV-DP) que por
sua vez é fosforilada para a forma trifosfato (ACV-TP), sendo que essas duas
fosforilacbes subseqientes sdo mediadas por quinases celulares. Finalmente o
Aciclovir-trifosfato compete com o 2’-desoxinucleotideo-5-trifosfato (ANTPs) pela

polimerase viral, sendo ele proprio incorporado a cadeia de DNA viral em formacéo,
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ocupando o lugar do nucleotideo. Entretanto, a auséncia do grupo 3’-hidroxila na
estrutura do ACV, impede a incorporacdo de novos nucleotideos necessarios ao
alongamento da cadeia de DNA viral. Desta forma, o ACV-TP atua como um inibidor
competitivo, finalizando a cadeia e, consequentimente, inativando a DNA-polimerase
(LUPI, 2000; PEREIRA, 2002; COEN & SCHAFFER, 2003) (Figura 5). A etapa de
ativacdo pela TK viral, no entanto, ndo € necessaria para analogos de nucleotideos
(i.e., analogos de nucleosideos mono-, di- ou trifosfatados), como o cidofovir (Figura

6).

Durante tratamentos prolongados de infec¢cdes por HSV com analogos de
nucleosideos, como o ACV, frequentemente surgem cepas resistentes (STRANSKA
et al., 2005). Outros analogos de nucleosideos/nucleotideos em uso clinico, como o
valaciclovir (pré-farmaco do aciclovir na forma de Ester de valina), Penciclovir,
Fanciclovir (pré-farmaco do penciclovir na forma diacetato), Ganciclovir e Cidofovir
(n&o analogo de nucleosideo, e sim analogo de nucleotideo) (Figura 6). Apresentam
sucesso terapéutico no tratamento de infeccfes pelo HSV, principalmente nos casos
de cepas de HSV resistentes ao Aciclovir. No entanto, estudos mostram o
surgimento de novas cepas resistentes também a esses farmacos (DE CLERCQ et
al., 2001; YEUNG-YUE et al., 2003; ADELSON et al.,, 2005; WU et al., 2005;

SIMPSON, 2006).

De um modo geral, a resistencia viral esta diretamente relacionada ao
surgimento de mutacdes 0s genes que codificam enzimas essenciais a0 processo
de replicacdo vira, associada a caracteristicas proprias do virus, como variabilidade

genética, laténcia e reativacdo (DE CLERQ et al., 1998).

No caso dos virus HSV, a resistencia aos analogos de nucleosideos esta

relacionada, geralmente a mutacdo nos genes que codificam as enzimas virais TK,



32

tornando-a incapaz de realizar a primeira etapa de fosforilacdo (FONSECA, 1999), e
DNA polimerase, tornando-a incapaz de incorporar o farmaco na forma trifosfato a

cadeiade DNA e crescimento (COEN & SCHAFFER, 2003).
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Figura 5. Mecanismo de acédo do Aciclovir (De clercq, 2004).

Persistir no tratamento de infec¢gbes por cepas HSV farmaco-resistentes, além
do desconforto da propria infeccdo e da manutencéo da carga viral, ocasiona uma
reducao significativa do indice terapeutico do farmaco em questédo, exigindo dose
maior para produzir o efeito clinico, o que causa sérios efeitos colaterais (COEN &

SCHAFFER, 2003).

Os efeitos colaterais destes farmacos, independentes da resisténcia, também
devem ser considerados. No caso do ACV, por exemplo, estudos mostram que a

administracdo sistémica de ACV esta correlacionada com a formacdo de cristais
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deste farmaco nos rins, podendo provocar insuficiencia renal (LYON et al., 2002).
Assim como o cidofovir, que também é nefrotoxico (BREDY & BERNSTEIN, 2004).
Além disso, tanto o ACV quanto o Ganciclovir podem ocasionalmente apresentar

neurotoxicidade (ERNST & FRANEY, 1998).

Anélogos de nucleosideos anti-HSV
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Figura 6. Estrutura dos analogos de nucleosideos anti-HSV licenciados.

1.3.2 Inibidores Anélogos de Pirofosfatos

Os analogos de pirofosfatos, na forma de &acido fosfonoférmico ou
fosfonoacético, exercem atividade antiviral ligando-se O estudo de inibidores né&o
analogos de nucleosideos comecou ha aproximadamente 18 anos, com a
descoberta da classe do hidroxi-etoxi-metil-feniltiotimina (HEPT) e do
tetraidroimidazobenzodiazepinona (TIBO) como inibidores da transcriptase reversa
do HIV (BRITO, 2008). Os inibidores ndo nucleosideos da RT (NNRTIs) ligam-se ao
sitio especifico da enzima, alterando sua habilidade funcional (BARRECA et al.,

2003) e inibe a atividade enzimatica (KRAJEWSKI et al., 2006).

Um farmaco ndo analogo de nucleosideo usado no tratamento anti-HSV é o
Foscarnet (acido fosfonoformico trissédico) (CHILUKURI & ROSEN, 2003)
comumente usado em infec¢cdes mucocutaneas por HSV Aciclovir resistentes em

pacientes imunocomprometidos. O Foscarnet tem duas acdes, ele pode agir
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diretamente inibindo a atividade da DNA-polimerase, como € o caso do herpesvirus,
e também pode inibir a transcriptase reversa nos retrovirus (HODINKA). No entanto,
possui uma nefrotoxicidade acentuada, também associada a formacdo de cristais.
Entretanto, cepas resistentes ao Foscarnet também estdo surgindo e exigindo que
novos agentes antivirais para o tratamento de HSV sejam desenvolvidos (BRADY &
BERNSTEIN, 2004; MORFIN & THOUVENOT, 2003; CHILUKURI & ROSEN, 2003)

(Figura 7).

N&o analogos de nucleosideos anti-HSV
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Figura 7 — Estrutura do Foscarnet.

A necessidade de desenvolver novos farmacos antivirais mais potentes as
diferentes cepas resistentes, com baixos efeitos colaterais e custos reduzidos
impulsiona muitos pesquisadores no estudo de compostos mais promissores, assim
focamos nosso trabalho no estudo de derivados de acridona e naftiridinicos com

atividade anti-HSV-1.

1.3.3 Derivados Acridona Candidatos a Farmacos

Derivados de acridona é uma classe de agente bioativos usada como
antibacteriano e antiprotozoario (DELMAS et al., 2004; PASQUALI, 2008).
Recentemente estudos tem revelado sua propriedade antitumoral (BOUFFIER et al.,
2006; KANOPA, 2001) e antiviral. Acredita-se que a area planar do nudcleo triciclico

da acridona (Figura 8) favoreca na habilidade da molécula de se ligar ou intercalar
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aos pares de bases nucleotidicas da hélice de DNA ou RNA (FADEY!I et al., 2008;
SOURDON et al., 2001). Além disso, estudos sugerem essas moléculas como alvo
na inibicdo de diferentes pontos dos processos metabdlicos das células, como por
exemplo, na inibicdo de sistema enzimaticos como as topoisomerases celulares
(PINZARU e MORARI, 2004), e inibicdo na bomba transmembranar de proteina que
fornecem multi-resisténcia a linhagens de celulares cancerosas (EVERS et al.,

2000).

Diferentes derivados de acridona, sintéticos ou naturais, tém mostrado
resultados promissores na atividade antiviral através de mecanismos de acao
diversos e atipicos. Como exemplo, podemos citar od derivados os derivados acido
carboxilico 4-acridona, que tem acdo contra os virus da hepatite C,inibindo a as
enzimas helicase e polimerase (STANKIEWICZ-DROGON et al., 2008); e o
composto 10-carboximetilacridona (10-CMA), com acdo na inibicdo do virus do
influenza,e adenovirus atuando como um potente indutor de interferon com baixo
peso molecular, que também apresenta outros mecanismos de ac¢do inibitéria na

replicacédo viral (ZARUBAEV et al., 2003).

Estudos de Taraporewala (TARAPOREWALA et al., 1992) mostraram que 10-
CMA também apresenta inibicdo da replicacdo do HIV em celulas mononucleares do
sangue periférico. Mostrou também que o Dercetin (Pirido[4,3,2-mn]tiazolo[5,4-
blacridine), outro derivado natural de acridona, originada da fauna marinha, pode
apresentar acdo extracelular, evitando o ataque viral por inibir a ligacdo do HIV-1
aos linfocitos H-9, ou acédo intracelular, pela intercalacdo aos &cidos nucleicos
funcionando como um antiviral ndo nucleosideo (TARAPOREWALA et al., 1992).
Derivados sintéticos de acridona, como bistriazoloacridona (Temacrazine) e 1-

hidroxi-10-metil-9,10-dihidroacrid-9-one (RD6-5071) também mostram acédo anti-HIV.
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Temacrazine inibe processos relacionados a transcricdo do HIV-1, mostrando um
bloqueio na formacdo do RNA do virus sem interferir na transcricdo do gene celular
ou nhas proteinas regulatérias da expressdo genica do HIV. Além disso, o
temacrazine ndo afeta o ataque viral nem a atividade enzimatica da transcripase
reversa do HIV-1 (TURPIN et al., 1998). O RD6-5071 inibe a infeccdo cronica do
HIV-1 em varias celulas de linhagem mieloide, estando diretamente relacionados a
inibicdo de mecanismos presentes na via de ativacdo da replicacdo viral como

Proteina-Kinase C celular ( FUJIWARA et al., 1999, GELUS et al., 1999).

Muitas pesquisas no desenvolvimento de antivirais com derivados de acridona
foram realizados frente ao virus da herpes. O alcaloide citrusinina-l1 (1-hidroxi
acridona) foi um dos primeiros derivados de acridona descritos frente aos virus d
herpes (HSV-1 e HSV-2), atuando como um potente inibidor da sintese de DNA viral

(YAMAMOTO et al., 1989).

Mais recentemente, Lowden e Baston (2003) relataram dois derivados 1,3-
dihidroxiacridona (Figura 8) que apresentam potente atividade inibitoria do processo,
i.e., os derivados 5-metoxi-1,3-dihidroxiacridona (EDsp = 2.2 yM ) e 5-cloro-1,3-

dihidroxiacridona (EDsp = 4 £ 1 uM).

Esses resultados se tornaram mais interessantes quando identificados
diferentes mecanismos de acdo para esses derivados. O derivado 5-cloro-1,3-
dihidroxiacridona inibiu uma ou mais etapas do processo de desenvolvimento viral,
levando a formac&o de capsideos virais defeituosos, enquanto que o derivado 7-
Cloro-1,3-dihidroxiacridona inibe a DNA topoisomerase Il , usada no processo de
replicagédo (BASTOW et al., 1994 e VANCE E BASTOW, 1999; AKANITAPICHAT et

al., 2000; AKANITAPICHAT & BASTOW, 2002; LOWDEN & BASTOW, 2003).
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Derivados de Acridona com atividade anti-viral
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Figura 8- Esquema e estrutura dos derivados de acridona antiviral.

Esses estudos sugerem que derivados acridona sdao uma nova classe
inibidora da replicacdo do HSV, reforcando que esses compostos podem ser
protétipos antivirais promissores, exigindo estudos de novos derivados analogos da

acridona.
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1.4 PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

1.4.1 Panorama geral

A sobrevivéncia e crescimento da indastria farmacéutica requerem
investimentos significativos em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de novas
entidades quimicas, que possam atuar como farmacos com maior eficacia e
seletividade. Entretanto esse processo é custoso, demanda tempo além de ser
altamente arriscado, visto que a probabilidade de sucesso ¢é inferior a 20%.(YU YU &
GITTINS, 2008). Estudos de DIMASI e colaboradores (DIMASI et al., 2003) estimam
gastos que excedem US$ 800 milhdes em um tempo de aproximadamente 10-15
anos (PhRMA, 2007; RAWLINS, 2004). De acordo com a Pharmaceutical Research
and Manufactures of America - PhRMA- dentre 5.000-10.000 candidatos a
farmacos, apenas um passa para fase de testes pré-clinicos e clinicos e € submetido
a aprovacao da agencia regulatéria de drogas e alimentos (Food and Drugs Agency

— FDA) para comercializacéo.

Assim, para minimizar tempo e custos, inovacoes cientificas e tecnolégicas
gue combinam conhecimentos multidisciplinares de informatica, biotecnologia,
quimica e biologia (DREWS, 2003) surgem como ferramentas que auxiliam no
planejamento de novos farmacos. O planejamento de farmacos auxiliado por
computador (Computer-Aided Drug Design - CADD) é uma dessas evolucbes
tecnolégicas promissoras (TANG et al., 2006), visto que a modelagem molecular
possibilita a construcdo, visualizacdo, manipulacdo e estocagem de modelos
moleculares tridimensionais, incluindo também anélise conformacional, célculos de

propriedades estéricas, eletrbnicas, fisicas entre outras.
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Como todo processo de desenvolvimento de um novo farmaco inicia com um
grande numero de candidatos, o CADD permite a elaboracéo precoce de moléculas
com perfil adequado e direciona a pesquisa para moléculas mais ativas,
minimizando o universo de compostos a serem analisados, com isso 0s gastos na
pesquisa de novo farmaco podem reduzir em até 50% (GELDENHUYS et al., 2006)

(Figura 9).

Compostos
candidatos
(5.000 a 10.000)

US$ 800
milhdes anos

Figura 9. Esquema do processo de P&D de novos farmacos,ilustragdo do estreitamento de

candidatos a um novo farmaco.

Muitas sdo as técnicas de CADD disponiveis para serem empregadas nha
descoberta de novas moléculas candidatas a farmacos e a escolha de uma delas
depende das informacgfes estruturais disponiveis da molécula alvo por exemplo,
enzima, receptor, DNA/RNA, etc) e do ligante como substrato, inibidor, agonista,

antagonista (MEEK et al., 2006). De um modo geral, o planejamento de novos
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candidatos a farmacos por CADD pode ser dividido em duas abordagens

denominadas planejamento “direto” e “indireto”.

Com o método “direto” considera nos estudos a estrutura tridimensional do
complexo ligante e macro-molecula-alvo, quer seja experimentalmente por por
difracdo de raios-X ou por ressonancia magnética nuclear, quer seja obtida por
modelagem por homologia (ou comparativa). Por esse meétodo analisa-se o0
complexo ligante-macromolecula, identificando possiveis sitios de ligacdo e
principais modos de interacdo. Isso permite sugerir modificagcdes especificas no
ligante, com o objetivo de aumentar o grau de afinidade e/ou especificidade com

relacdo ao alvo (JORGENSEN et al., 2004; CHAVATTE E FARCE, 2006).

O método “indireto”, por sua vez, nao considera a estrutura tridimensional da
molécula-alvo. Nesse caso, informacfes como atividade biologica, caracteristicas
estruturais e estéreos eletrénicas de uma serie de ligantes ( compostos ativos e
inativos) determinam propriedades especificas que podem influenciar na interacao
com a macromolécula-alvo (JORGENSEN et al., 2004). Esses dados podem ser
usados em estudos de Relacédo Estrutura-Atividade (Structure Activity Relationship,
SAR), permitindo gerar um modelo que pode ser utilizado para a selecdo de
compostos de um banco de dados ou para orientar no processo de planejamento de
novos farmacos (SOUZA, 2007; BARREIRO et al., 1997; LEACH, 1996; COHEN,

1990).

Outra estratégia que pode reduzir o tempo gasto em Pesquisa e
desenvolvimento de um novo farmaco € a realizacdo de estudos farmacocinéticos e
toxicologicos com estagios iniciais de P&D. A predicdo in silico de parametros
ADMET (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecédo e Toxicidade) permite uma

avaliacao, a priori, do perfil farmacocinético e toxicolégico esperado para candidatos
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a protétipos de farmacos, consistindo num método alternativo para auxiliar na

selecéo do prototipo de melhor perfil farmacoteraperutico.

1.4.2 Métodos de célculo de Modelagem Molecular

1.4.2.1 Mecéanica Molecular

A mecanica molecular trata a molécula como uma colecdo de esferas
conectados por molas, onde as esferas representam o0s nucleos atbmicos e as
molas as ligacbes quimicas (RODRIGUES, 2001) Os movimentos dos nucleos sao
estudados por forcas harmdnicas ou elasticas, usando os principios da fisica
classica (Leis de Newton), enquanto que os elétrons ndo sao explicitamente
examinados, mas assume-se que estes tém uma distribuicdo 6tima em torno dos

nucleos (LEACH, 2001; FORESMAN, 1993).

Esses calculos adotam um conjunto de forcas descritas como funcbes de
energia potencial de caracteristicas estruturais (i.e., comprimento de ligacdo, angulo
de ligacdo, angulo diedro) e néo ligantes (i.e., eletrostaticas e van der Waals). A
combinacédo dessas func¢des de potencial e o conjunto de parametros associado &

denominado “campo de for¢ca” (do inglés, force field).

Assim, a energia potencial total (Eiwt) de um sistema molecular é descrita
simplificadamente, pela equacdo de Westhemeier (Equacéo 1) (ANDREI et al., 2003;
COHEN, 1996; SANT'ANNA, 2002), que representa a somatoria dos termos de

energia ligante (Ejgante ) € N&o0 ligante (E nzo-ligante) -

Ewwa = (E ligantes) + (E ndo-ligante) = (Es +Ea +E; )+ (Eelet + Evaw) (Equacao 1)
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Na equacao 1, Es= energia de deformacao (estiramento ou compressao) axial
(comprimento de ligacdo); E, = energia de deformacao (abertura ou fechamento)
angular (angulo de ligacéo); E; = energia de rotacdo de ligacdo (angulo de torcéo);

Eelet = €nergia eletrostatica; E,q, = energia de van der waals (estérica).

Cada um desses termos representa a diferenca de energia entre a molécula
hipotética, sendo todos os parametros estruturais, em valores “ideais’ou “naturais”
(ANDREI et al., 2003; SANT’ANNA, 2002), onde qualquer desvio desses parametros
dos valores “ideais” resulta em penalidades energéticas para a geometria molecular

(SOUZA, 2007).

Os parametros associados ao conjunto de atomos que compdem uma
molécula permanecem razoavelmente constantes entre estruturas diferentes, desde
gue os tipos de ligacbes e a hibridacdo dos atomos envolvidos (i.e. tipos de atomos)
sejam os mesmos (COHEN, 1996), permitindo que as funcdes de energia potencial

possam ser transferidas entre conjuntos de moléculas semelhantes.

Comparada a outros métodos de calculo da estrutura molecular, a mecéanica
molecular é relativamente simples, rapida e pode ser aplicada a sistemas grandes
como enzimas, no entanto, os resultados séo limitados pela qualidade e abrangéncia

dos parametros e pelas constantes usados na construcdo do modelo.

Os perfis de energia potencial obtidos com estes métodos tém significados
limitados, visto que, normalmente apenas pontos extremos sdo usados nho
procedimento de parametrizacdo (COHEN, 1996). Assim a confiabilidade desses
calculos depende das funcdes de energia potencial e da qualidade dos parametros
utilizados, sendo, a escolha de um campo de forca adequado para uma

investigacado, de grande importancia (AFONSO, 2008).
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Diferentes campos de forcas estdo disponiveis nos programas
computacionais, tais como: uma serie de campos de forca denominados “MM3”
(Molecular Mechanics 3) e “MM4” (Molecular Mechanics 4) contendo diversos termos
desenvolvidos por Allinger e colaboradores, empregados para reproduzir dados
experimentais (e.g., calor de formacdo) de moléculas organicas em geral, campos
de forca mais simples, como AMBER (Assisted Model Building and Energy
Refinement) e CHARMM (Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics),
empregados para simulacdo de moléculas mais complexas, como aminoacidos e

proteinas, dentre outros (COHEN, 1990).

1.4.2.2 Mecanica Quantica

Métodos de mecanica quantica consideram, explicitamente, os nucleos e 0s
elétrons dos atomos que compdem uma molécula e sdo fundamentados em
solucbes aproximadas para a equacdo de Schrodinger, onde o comportamento

ondulatério dos elétrons é considerado no célculo de energia do sistema.

Nesta abordagem, postula-se a existéncia de uma funcdo de coordenadas
nucleares e eletronicas, denominada como funcdo de onda ¥, que € a solucédo da
equacdao de Schrodinger. Para o arranjo de elétrons e nucleos, sao obtidas energias
da molécula e a funcdo de onda associada. A funcdo de onda contém todas as
informacBes sobre a molécula e, a partir dela, podem ser calculadas todas as

propriedades eletrénicas e estruturais da molécula (ANDREI et al., 2003)

As funcdes de onda séo descritas por orbitais como os gerados pelos atomos
de hidrogénio, assim, a solucdo exata das equacdo de Schrodinger s6 pode ser

resolvida para sistemas monoeletrénicos, como o atomo de hidrogénio
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(FORESMAN, 1993). Todavia, solucbes aproximadas sao possiveis para as
moléculas de interesse, acrescentando-se algumas aproximacdes, com variacdes
adicionais, que otimizam os calculos. De um modo geral, dois tipos de tratamentos
guanto-mecanicos tém aplicacdo em modelagem molecular, sdo eles os métodos ab

initio e os métodos semi-empiricos.

1.4.2.2.1 Métodos ab initio

O termo ab initio deriva do latim e significa “a partir do principio”, ou seja, 0s
meétodos ab initio estdo embasados nos principios da fisica quantica, utilizando a
equacao de Schrodinger, na medida do possivel, sem aproximacfes, para tratar
todos os elétrons de um sistema quimico. Os célculos utilizam conjuntos de bases
atbmicas que requerem parametros de constantes fisicas fundamentais como
velocidade da luz, constante de Planck e massa das particulas elementares

(AFONSO, 2008).

Na pratica, aproximacdes sdo necessarias para restringir a complexidade da
funcao de onda eletrdnica e tornar seu calculo possivel (SANT'ANNA, 2002). Assim,
funcdes de ondas muito precisas para os orbitais foram desenvolvidas inicialmente
por Hartree e, depois, ajustadas a expressdes analiticas, denominadas funcdes de
onda atdbmica de Slater (também conhecidas como orbitais do tipo Slater, STO,
Slater type orbital). No caso dos métodos ab initio mais modernos, sdo empregadas
funcdes de probabilidade Gaussianas (e.g., 3-21G, 6-31G) que, apesar de néo
descreverem as funcfes de onda atbmicas tdo bem quanto as funcbes de Slater,

permitem que os calculos sejam executados mais rapidamente (RODRIGUES, 2002)
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O primeiro tipo de calculo de estrutura eletrénica ab initio foi o método de
Hartree-Fock (HF). Esse modelo emprega nos céalculos um conjunto de funcdes de
base (“basis set”), que contém o numero minimo de fun¢cbes necessario para
acomodar todos os elétrons de um atomo nos orbitais. Por exemplo, uma Unica
funcao do tipo 1s para os atomos de hidrogénio e hélio, funcdes 1s, 2s e 2p para 0s
elementos do litio ao nednio e assim por diante. Assim, uma base minima de dados

inclui todos os orbitais atbmicos em uma camada (SOUZA, 2007).

A nomenclatura dos varios métodos define o modo de subdivisdo das funcbes
de base, por exemplo, no conjunto de base 3-21G, cada orbital atdmico de camada
interna é representado por uma Unica funcdo descrita em termos de trés
Gaussianas, enquanto que as funcdes que representam 0s componentes internos e
externos dos orbitais atdbmicos de valéncia sdo descritas como expansao de duas e

de uma Gaussiana, respectivamente (LEACH, 2001).

No entanto, as bases ditas como minimas apresentam diversas deficiéncias,
um problema, em particular, ocorre com compostos contendo atomos do final do
periodo, como oxigénio e fllor. Estes atomos sdo descritos utilizando-se 0 mesmo
namero de funcdes de base usado para os atomos do inicio do periodo, apesar
deles possuirem mais elétrons. O simples aumento do namero de funcbes nao,
necessariamente, soluciona o problema ou aprimora o modelo. A solucdo mais
comum deste problema é a introducéo de funcbes de polarizacdo, que possuem um
namero quantico angular mais elevado, correspondendo aos orbitais p para o

hidrogénio e d para os demais atomos (LEACH, 2001).

O uso de bases contendo fungBes de polarizacdo € indicado pela letra que
designa a funcao (e.g., p, d) ou por asterisco (*). Assim, 6-31G(d) ou 6-31G* refere-

se a base de dados 6-31G com funcdes de polarizacdo (i.e., d) para atomos
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pesados (i.e., ndo hidrogénio); 6-31G(d,p) ou 6-31G** refere-se a base de dados 6-
31G(d) com funcdes de polarizacéo (i.e., p) para os atomos de hidrogénio e hélio. A
base de dados 6-31G(d,p) é particularmente atil quando ocorrem interacdes por

ligacdo hidrogénio (LEACH, 2001).

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

uma relacéo custo/beneficio aplicavel (KARELSON et al.,1996).

Apesar dos métodos ab initio fornecerem uma predicdo quantitativa de alta
qualidade para uma grande variedade de sistemas, eles sdo demorados e de alto
custo computacional para serem aplicados a moléculas relativamente grandes. Para
solucionar este problema, um recurso comumente usado € o de empregar um
conjunto de bases mais simples nas etapas de otimizacdo de geometria e, na
geometria resultante, executar calculo aplicando de ponto Unico (Single Point) um
método mais completo. Isso permite determinar diversas propriedades de um
sistema molecular, atreves de bases de calculos mais sofisticados(FORESMAN,

1993).

1.4.2.2.2 Métodos Semi-Empiricos

Os métodos semi-empiricos sado baseados no mesmo formalismo dos
métodos ab initio, entretanto, empregam apenas bases minimas, considerando
somente os elétrons da camada de valéncia, e incorporam parametros nos calculos

dos elétrons da camada interna. Estes parametros podem ser empiricos (i.e.,
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derivados de dados experimentais, como geometria de equilibrio, calor de formacao,
momento dipolo e potencial de ionizacdo) (HENRE, 2003) ou previamente
calculados (a partir da equacdo de Schrodinger), tornando desnecessario o céalculo
de alguns integrais presentes nos métodos ab initio, simplificando os calculos

computacionais (SANT’ANNA, 2002).

O primeiro método a utilizar essa aproximacédo € o CNDO (Complete Neglect
of Differential Overlap ou Negligéncia Completa da Sobreposicédo Diferencial, onde
0s orbitais atdbmicos sdo considerados esfericamente simétricos na avaliacdo das
integrais de repulsdo eletrbnica. O estagio seguinte € representado pelo método
INDO (Intermediate Neglect of Differencial Overlap ou Negligéncia Intermediaria da
Sobreposicado Diferencial) que inclui integrais de repulsdo do centro entre orbitais
atbmicos de um mesmo atomo. O método NDDO (Neglect of Diatomic Differential
Overlap ou Negligéncia da Sobreposicdo Diferencial Diatdmica) foi o primeiro a

incluir a direcionalidade dos orbitais atbmicos nos calculos das integrais de repulsao.

Objetivando tornar os calculos mais acessiveis, uma série de outros métodos
semi-empiricos foram desenvolvidos, como o método MINDO/3 (Modified
Intermediate Neglect of Differential Overlap, version 3 ou Negligéncia Intermediaria
Modificada da Sobreposicdo Diferencial, verséao 3), que € uma modificacdo do INDO,
usando parametros para aproximar as integrais de repulsdo de um centro e
constantes para avaliar integrais de ressonancia, no entanto a repulséo entre pares

de elétrons solitarios € significativa, apresentando erros sistematicos.

Além do método MNDO (Modifield Neglect of Differential Overlap ou
Negligencia Modificada da Sobreposicdo Diferencial), desenvolvido a partir da

aproximacdo NDDO, seguiram-se os métodos AM1 (Austin Model 1 ou Modelo
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Austin 1) (DEWAR, 1985) e PM3 (Parametric Method 3 ou Método Paramétrico 3)

(STEWART, 1989), que sédo os métodos semi-empiricos mais comumente utilizados.

Os dois métodos incorporam aproximacfes muito semelhantes, porém
diferem nas suas parametrizacbes, com diferencas como: PM3 que usa duas
funcdes Gaussianas para funcdes de repulsdo do nucleo, ao invés de um numero

variavel como usado pelo AM1 (SOUZA, 2007).

A grande vantagem dos métodos semi-empiricos é a velocidade de
processamento, uma vez que os calculos sédo simplificados, reduzindo os custos de
memoria e tempo computacional, além de fornecerem descricdes qualitativas

razoaveis dos sistemas moleculares (FORESMAN, 1993).

1.4.3 Anélise Conformacional

A anadlise conformacional € uma busca das possiveis conformacdes que uma
molécula pode assumir e seus respectivos estados de energia. Esta analise é
realizada pela rotacdo das ligacGes simples, onde sdo alterados os angulos de
torcdo ou angulos de diedro e calculados os correspondentes estados de energia

para cada conformacédo (LEACH, 2001; THOMAS, 2003).

A analise conformacional € uma das primeiras etapas em estudos de
modelagem molecular de um candidato a farmaco. As moléculas desenhadas e
minimizadas na forma tridimensional ndo estdo, necessariamente, na conformacéao
mais estavel, visto que, durante a geracdo das estruturas 3D, podem ocorrer
distor¢cdes na molécula, como deformacdes de comprimentos de ligacdo, de angulos

de ligacao e de angulos de torcéao.
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A técnica mais rigorosa de realizar uma analise conformacional é combinar
sistematicamente todos os angulos de torcdo relevantes de um molécula, chamada
pesquisa de grade (grid search). No entanto, a aplicacdo desta metodologia é
limitada ao nimero excessivo de de conformacfes que podem ser geradas, em
funcdo do numero de ligacdes rotaveis existentes na molécula. O numero de
conférmeros a ser analisado equivale a (360°/6)", onde 6 é o incremento (em graus)
usado no processo de varredura de cada angulo de tor¢cdo e n é o numero de
ligacBes rotaveis avaliadas. Quanto menor for o incremento 6 e quanto maior for o
namero de ligacdes rotaveis, maior sera o0 numero de conformacdes geradas, mas,

na pratica, apenas alguns conférmeros sao importantes.

1.4.4 Descritores Moleculares

A modelagem molecular permite a identificacdo e uma maior compreensao de
propriedades fisico-quimicas, estruturais e estéreo-eletrdbnicas das moléculas,
verdadeiras “impressoées digitais”, que nos informam o grau de diversidade estrutural

num conjunto de compostos.

Sabendo que moléculas bioativas formam complexos com as
biomacromoléculas-alvo (e.g., enzimas e receptores) por um mecanismo de
reconhecimento molecular, diretamente relacionado a estrutura quimica das
moléculas envolvidas (COHEN et al., 1990; BARREIRO et al., 1997), obter esses
parametros, também chamados de descritores moleculares, € de suma importancia

no estudo da relacéo estrutura quimica e atividade biolégica.

Um descritor molecular pode ser considerado como sendo o resultado obtido

de procedimento l6gico e matematico, aplicado as informacgdes quimicas codificadas
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pela representacdo de uma molécula (CONSONNI et al.,, 2002). Por exemplo,
calculos de mecanica quantica podem evidenciar, detalhadamente, a natureza
eletrbnica das estruturas moleculares e, assim, os estudos tedricos podem fornecer
resultados de grande valia, devido ao alto conteudo de informac@es fisico-quimicas

de moléculas farmacologicamente ativas ou inativas (THOMAS, 2003).
Como exemplos de alguns destes descritores, podemos citar:

a) Mapa de Potencial Eletrostatico Molecular (Molecular Electrostatic
Potential, MEP), que revela o volume e a forma moleculares e a localizacdo dos
potenciais eletrostaticos atrativos (negativos) e repulsivos (positivos) na superficie

da molécula;
b) Momento de Dipolo Molecular, que reflete a polaridade global da molécula;

c) Orbitais Moleculares de Fronteira HOMO (orbital molecular ocupado de
maior energia, Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (orbital molecular
desocupado de menor energia, Lowest Unoccupied Molecular Orbital) e seus
respectivos valores de energia sdo importantes nas reacdes quimicas e na formacéao
de complexos de transferéncia de carga; os coeficientes indicam a contribuicdo
atbmica; e as densidades indicam regides suscetiveis a ataques nucleofilicos e

eletrofilicos.

1.4.5 Parametros Farmacocinéticos e Toxicoldgicos in silico

O planejamento racional de farmacos compreende estudos que visam o
aumento da poténcia e da seletividade, a adequacao dos perfis farmacocinético e
toxicoldgico (diminuicdo da toxicidade) de uma substancia protoétipo. Durante o

processo de P&D de um farmaco, um estudo ADMET (Absorcdo, Distribuicéo,
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Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) eficiente é essencial para que a Industria

Farmacéutica tenha uma economia de tempo e dinheiro.

A otimizacdo destas propriedades, por modificacbes moleculares de
compostos promissores, € essencial na selecdo de substancias candidatos com
maiores probabilidades de ndo serem descartados na fase clinica. Assim,
atualmente, estudos ADMET vém sendo aplicados em etapas anteriores do
desenvolvimento de farmacos, economizando tempo e delineando melhor o estudo

de novos compostos (DAVIS & RILEY, 2004).

A lipofilicidade de uma molécula € uma das propriedades mais importantes no
processo farmacocinético, sendo considerada nos estudos de absorcéo intestinal,
permeabilidade da membrana, ligacdo a proteinas e distribuicdo em diferentes
tecidos. Esse descritor é definido, geralmente, pelo coeficiente de particdo (P) de um
composto entre 1-octanol e agua, sendo expresso na forma logaritmica, i.e., LogP

(RAEVSKY,2004).

Para uma andlise precisa do perfil ADMET (farmacocinético e toxicolégico) de
um candidato a farmaco, métodos de triagem (screening) in vitro sdo realizados,
como ensaios de solubilidade, absorcdo, permeabilidade, metabdlitos formados
(YAMASHITA & HASHIDA, 2004). Sabendo-se que os efeitos adversos e a
toxicidade dos compostos estdo diretamente relacionados as respectivas estruturas
quimicas, essas sao lancadas em modelos computacionais, que correlacionam as
caracteristicas estruturais e as propriedades fisico-quimicas com alguns efeitos em
potencial como toxicidade, mutagenicidade entre outros, realizando um screening

virtual.

Assim, a estimativa de propriedades ADMET por métodos computacionais

(i.,e., ADMET in silico) € uma area promissora (VOTANO et al., 2004), podendo
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auxiliar na reducdo do tempo e do custo do processo de P&D de novos farmacos

(HOU et al., 2007; SITARAMA et al., 2006; VOTANO et al., 2004).

1.4.5.1 ADMET in silico

A cada ano, é crescente 0 numero de publicacbes de métodos
computacionais que sao capazes de estimar o perfil ADMET de um composto e a
confiabilidade desses métodos depende do banco de dados estabelecido, que estao
sendo gradativamente liberados pelas Indastrias Farmacéuticas (TETKO et al.,

2006).

Dentre os diversos programas que estimam parametros farmacocinéticos e
toxicolégicos, o programa OSIRIS® Property Explorer (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo) da Actelion Pharmaceuticals (http://wwwl.actelion.com/) &
um programa de acesso gratuito pela Internet, que permite desenhar estruturas
quimicas em duas dimensdes e estimar, com um bom grau de confiabilidade,
algumas propriedades fisico-quimicas, biolégicas e drug-like (KAPETANOVIC, 2008)
relevantes no planejamento de novos farmacos. Este programa esta fundamentado
no uso de uma lista de fragmentos distintos, gerados a partir da quebra das ligacdes
simples das moléculas, que estdo associados a uma classificacdo de similaridade a

farmacos (drug-likeness).

O potencial de drug-likeness de um composto esta relacionado a semelhanca
com farmacos do mercado, sendo baseado em descritores topologicos, dados
estruturais ou outras propriedades como cLogP (coeficiente de particdo octanol/agua
calculado) e peso molecular (TETKO; 2007). Atualmente, sdo definidos como

compostos “drug-likeness” aqueles compostos que possuem grupos funcionais e/ou
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propriedades fisico-quimicas parecidas com a maioria dos farmacos conhecidos
(WALTERS & MURCKO, 1999), ou entdo, com compostos que possuem
propriedades ADMET suficientemente aceitaveis para resistir a Fase Il dos ensaios

clinicos (LIPINSKI, 2001).

No caso do programa OSIRIS®, a lista de fragmentos quimicos foi obtida a
partir de dois bancos de dados: um de farmacos comerciais (i.e., gerando
fragmentos drug-like), contendo 3.300 compostos; e um de substancias quimicas
(ndo farmacos) disponiveis no catalogo comercial Fluka (i.e., gerando fragmentos
nao drug-like), contendo 15.000 compostos. Fragmentos similares com uma mesma
frequéncia foram agrupados removendo aqueles altamente redundantes. As analises
demonstram que 80% dos farmacos comerciais tém um valor de drug-likeness
positivo, enquanto que a maioria dos compostos do catalogo Fluka apresenta valor

negativo (Figura 10).

B Farmacos comerciais
O Substancias quimicas de Fluka \
l-lltlll.lll\ll III.

.15 -1

Figura 10 . Distribuicdo de druglikeness de farmacos comerciais (em vermelho) versus substancias

quimicas do catalogo Fluka (em azul) (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo).
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A toxicidade de um farmaco € um fator de extrema importancia, uma vez que
um numero significativo de farmacos € reprovado nos ensaios clinicos devido aos
efeitos toxicos. Os riscos de toxicidade, abordados no programa OSIRIS®, séo
baseados em bancos de dados de substancias quimicas que apresentam efeitos
toxicos comprovados (Registry of Toxic Effects of Chemical Substances, RTECS) e
validados com um banco de dados contendo farmacos comercialmente disponiveis
(AFONSO, 2008) (Figura 11). Os alertas de risco toxicologicos indicam que 0s
compostos em avaliacdo possuem determinados fragmentos que podem ter efeitos

irritantes, tumorogénicos, mutagénicos ou causam efeitos maléficos na reproducéao.

(a) Mutagenicidade Efeitos Irritantes (b) ; X
4 Mutagenicidade Efeitos Irritantes
1
5 3 14 9 3 4 4
P 2
» » . 88 / N, 92 /
Tumorogenicidade Efeitos Reprodutivos

Efeitos Reprodutivos

M Risco Alto 9 1

5 4
19 5 ' ( PP mriscoAlto
/ Risco Médio Risco Médic
1
8

. o4 \ %y 90 /
Risco Baixo 3 Risco Baixo

Figura 11. (a) Resultado percentual do treinamento com substancias quimicas com efeitos toxicos e

Tumorogenicidade

(b) validagéo utilizando-se farmacos em comercializacéo, realizados no programa Osiris® Property

Explore (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo).

Outra propriedade disponivel no programa OSIRIS ®, € o drug-score, que é
utilizado para inferir o potencial de um composto de se tornar um farmaco. Este
indice combina os valores de drug-likeness, cLogP, LogS (solubilidade em agua),

peso molecular e risco de toxicidade em um unico valor.
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1.4.5.2 Outras abordagens farmacocinéticas - Regra dos Cinco de Linpiski

A primeira barreira a se ultrapassar para uma boa biodisponibilidade de um
farmaco de uso oral € a absorcéo intestinal humana (HIA), o que se torna um grande
desafio no desenvolvimento de um novo composto, visto que essa etapa envolve
uma serie de fatores bioldgicos e fisico-quimicos, que se relacionam diretamente
aos parametros farmacocinéticos, como distribuicdo, absorcdo, metabolismo,

excrecdo (SUBRAMANIAN, 2008).

Para uma boa absorcdo, o farmaco deve se dissolver e solubilizar no trato
gastrointestinal para que seja absorvido pela membrana intestinal. Assim,
caracteristicas como solubilidade sédo importantes, pois, uma baixa solubilidade é
prejudicial para uma boa absorcéo, outra caracteristica importante no estudo da HIA
é a lipofilicidade (associada ao coeficiente de particdo agua/oleo) dos farmacos, que
se relaciona diretamente a permeabilidade na membrana, ligacdo a proteinas e
distribuicdo em diferentes tecidos. Substancias lipofilicas promovem a passagem
pela bicamada lipidica das membranas celulares, acessando ao seu sitio de acgéo

(WATERBEEMD, 2003; HOU et al., 2007).

Neste contexto, uma abordagem tedrica dos parametros farmacocinéticos foi
iniciada em 1997, quando Lipinski e colaboradores da indastria farmacéutica Pfizer
desenvolveram a Regra dos Cinco (Rule of Five) identificando parametros dos
compostos que levam a problemas de absorcdo e permeabilidade. O estudo é
fundamentado nas propriedades de aproximadamente 2500 farmacos orais
comercialmente ativos do banco de dados do WDI (World Drug index- indice
Mundial de Farmacos) aprovados para a Fase Il dos ensaios clinicos. Com a
finalidade de prever a biodisponibilidade oral de farmacos, essa regra é baseada em

caracteristicas fisico-quimicas dos compostos analisados, tais como massa
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molecular, lipofilicidade, sitios doadores e aceptores de ligacdo Hidrogénio
(LIPINSKI, 2004). A Regra dos cinco estabelece que uma boa absorcdo e

permeacao sejam mais comuns quando:

a. Numero de grupos aceptores de ligacdo hidrogénio é menor ou igual a

10 (expresso pela soma de atomos de N e O);

b. Numero de grupos doadores de ligacdo hidrogénio € menor ou igual a

5 (expresso pela soma de OH e NH na molécula);
C. Massa molecular € menor ou igual a 500 Da;
d. cLog P € menor ou igual a 5.

Essas regras foram reforcadas por pesquisadores que identificaram outros
parametros importantes para que um composto tenha uma biodisponibilidade oral
ideal, como o numero de ligacdes rotacionaveis, que deve ser menor ou igual que 10
(VEBER et al., 2002), pois uma lexibilidade é importante para a passagem atraves
das membranas. Além disso, a literatura também indica que compostos com areas
de superficie polar (PSA) menor ou igual a 140 A®? apresentam melhor

biodisponibilidade oral (CLARK & PICKETT, 2000).

A PSA é definida como a soma das areas de superficies de van der Waals
dos atomos polares e esta diretamente relacionada a capacidade de formar ligac6es
hidrogénio e a polaridade. A habilidade de formar ligacdo hidrogénio, por sua vez,
esta relacionada ao namero de atomos de oxigénio e nitrogénio presentes na
molécula. Também foi observado que uma reduzida PSA correlaciona melhor com o
aumento da velocidade de permeacdo do que a lipofilicidade (cLogP) e que um

aumento no numero de ligacBes rotacionaveis possui um efeito deletério na
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velocidade de permeacdo (KELLER et al.,, 2006; PAJOUHESH & LENZ, 2005;

LEACH, 2001).

1.4.5.3 Regra de Lipinski — abordagens para o sistema nervoso central

Farmacos que tem como alvo o sistema nervoso central (SNC) devem ser
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) para exercerem a sua
atividade, portanto, propriedades que influenciam na permeacdo devem ser
consideradas. Em geral, os farmacos que tem como alvo o SNC, sdo mais lipofilicos,
menos polares, menos flexiveis, possuem menor peso molecular e menor volume

molecular do que farmacos com outras indicacdes terapéuticas (ABREU, 2008).

Diante dessas propriedades, Lipinski elaborou um novo conjunto de regras
aplicaveis para farmacos que devem ter uma penetracao eficiente no SNC. Baseado
em 1500 farmacos orais comercialmente ativos para SNC, observou que as
propriedades fisico-quimicas, em geral, ttm um limite menor do que no caso de
outras classes de farmacos (PAJOUESH E LENZ, 2005). De acordo com este
estudo, os farmacos que conseguem atravessar a barreira hematoencefalica e

apresentar atividade no SNC apresentam:

a. Massa molecular menor ou igual a 400 Da;

b. cLogP menor ou igual 5;

C. Numero de grupos aceptores de ligacdo hidrogénio menor ou igual a 7,
d. Numero de grupos doadores de ligacao hidrogénio menor ou igual a 3;
e. Area de superficie polar (PSA) menor que 90AZ;

f. Numero de ligacdes rotaveis menor que 10.
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2 JUSTIFICATIVA

O tratamento de infeccBes virais se baseia principalmente na utilizacdo de
farmacos sintéticos com rotas sintéticas dificeis de obter e com reagentes caros e
geralmente muito téxicos, que atuam, principalmente, na inibicdo das enzimas de
replicacdo viral. No entanto a resisténcia viral a terapia disponivel atualmente e os
problemas de toxicidade desses medicamentos fomentam a necessidade da
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos mais eficientes e menos

citotoxicos.

O desenvolvimento de novas entidades quimicas para o tratamento antiviral
despertou um grande interesse em nosso grupo de pesquisa, em especial, na busca
de novos agentes antivirais heterociclicos. Ao longo dos anos relatamos a sintese e
atividade de varios derivados heterociclicos bioativos pirazolo[3,4-b]piridina, como
por exemplo, os derivados acidos-1H-pirazolo-[3,4-b]piridina que apresentaram
significante atividade anti-HSV-1 além de atividade inibitéria sobre a RT-HIV-1

(AZEVEDO, 2006, BERNARDINO et al., 1996).

Atualmente, estudos descritos na literatura com base nos derivados naturais
ou sintéticos do alcal6ide acridona mostraram um 6étimo perfil de atividade anti-HSV
(GOODELL et al.,, 2006; YAMAMOTO et al., 1989; AKANITAPICHAT at al, 2000;

LOWDEN & BASTON, 2003).

Esses fatos despertaram um grande interesse pelo nosso grupo na sintese de
derivados modificados da acridona, baseado nos dois sistemas heterociclicos que
apresentaram perfil anti-HSV, os derivados acidos-1H-pirazolo [3.4-b] piridina-5-
carboxilicos (3a-i) e derivados sintéticos do acridona (la-i), consolidando assim a

busca de um novo sistema heterociclico antiviral (Esquema 1). O novo heterociclico
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denominado 3H-Benzol[b]pirazolo[3,4-h]-[1,6]-naftiridina, foi sintetizado pelos
principios tradicionais da quimica medicinal, como substituicdo isostérica, e
abordagem de um analogo rigido cuja atividade foi avaliada frente aos HSV-1.
Assim, métodos computacionais serdo empregados visando realizar um estudo de
investigacdo do impacto isostérico da substituicdo aromatica, a influéncia da
restricdo de liberdade imposta na molécula e a relacdo estrutura atividade da nova
série naftiridinica e seus derivados (2a-i). Isto permitird investigar a importancia
estrutural e estereoeletronica dos novos compostos naftiridinicos com atividade anti-

HSV-1 que sera comparada com os derivados acridona com perfil antiviral.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal deste trabalho é gerar informacdes relevantes sobre a
Relacdo Estrutura Atividade (SAR) de duas séries distintas de compostos com
atividade anti-HSV-1 (Figura 12). Esse estudo utiliza a aplicacdo de metodologias de
modelagem molecular, acoplados a estudos fisico-quimicos e toxicoldgicos in silico a
fim de contribuir para o desenvolvimento de antivirais mais potentes, seletivos,

menos toxicos e com acao sobre virus resistentes aos farmacos em uso corrente no

mercado.
0
N R, Ry
N-.
R = 2 R Ph
= \\(Lf/"
O OH X X= Clou=0
Analogos de Acridona Naftiridinicos
Derivados 1 a-j Derivados 2 a-i
[Anti-HSV-1] [Anti-HSV-1]

Figura 12. Estrutura dos analogos de acridona (1a-j) e derivados pirazolo-naftiridinicos (2a-i ) com
atividade anti-HSV-1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Emprego de técnicas de modelagem molecular para a realizacdo do estudo
de SAR de todos os derivados, com o intuito de obter parametros estruturais e
estereoletrbnicos, tais como, a determinacdo dos mapas de potencial eletrostatico
molecular, energia, coeficientes e densidade dos orbitais de fronteira HOMO e
LUMO, célculos de cLogP, momento de dipolo e outros que possam estar

relacionados com a atividade antiviral dos compostos analisados.
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Avaliacdo do perfil fisico-quimico e toxicolégico desses derivados, através da
predicdo tedrica que visa analisar a mutagenicidade, a tumorogenicidade, a
irritabilidade, efeitos na reproducéo e propriedades como a lipofilicidade, drugscore e
o drug-likeness,, que sdo importantes na selecdo de novas substancias bioativas

candidatas a farmacos.

Analise dos requisitos descritos nas Regras de Linpinski, visando avaliar a
possibilidade desses derivados serem bons candidatos a farmaco por via oral e para

penetracao no SNC.



62

4. METODOLOGIA

4.1 CALCULOS DOS PARAMETROS TEORICOS DE MODELAGEM MOLECULAR

As estruturas tridimensionais de cada derivado foram construidas e
otimizadas no programa SPARTAN'06®, versao 1.1.2 da Wavefunction Inc, em
ambiente Windows®. Por modificacGes apropriadas do composto néo substituido, a
analise conformacional foi efetuada, através do método semi-empirico usando o

Hamiltoniano AM1, com incremento de 30°.

Apés a otimizacdo geométrica, os conférmeros de menor energia foram
submetidos ao calculo ab initio em ponto Unico (Single-Point), no qual se calculou os
parametros eletrbnicos de um arranjo Unico dos atomos, utilizando o método

Hartree-Fock na base 6-31G*.

Considerando que a interagdo farmaco-receptor € dependente das
propriedades estéreo-eletrénicas, descritores quanto-mecéanicos foram analisados
em funcdo da sua grande utilidade na éarea de planejamento de farmacos

(KARELSON et al., 1996). Assim usamos 0s seguintes descritores:

4.1.1 Mapa de Potencial Eletrostético

O mapa de potencial eletrostatico molecular (MEP) é uma abordagem interessante,
pois nos permite compreender de forma mais ampla, as contribuicdes eletrostaticas
para o processo de interacdo ligante-receptor, que confere atividade a molécula.
Sendo um dos descritores mais utilizados (HENRE, 2003), e revela o tamanho
molecular total e a localizacdo dos potenciais eletrostaticos na molécula. As
superficies tridimensionais dos MEPs sdo geradas apdés a interacdo de uma

particula carregada positivamente (geralmente de densidade de carga constante
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(0,002e/aud) com a superficie molecular. A superficie de contato de van der Waals
da molécula gera um balanco entre as interacdes de repulsdo com os nudcleos dos
atomos carregados positivamente e de atracdo com o0s elétrons carregados

negativamente (HENRE, 2003).

As regides cujas superficies tém potencial eletrostatico negativo delineiam na
molécula os locais passiveis de interagir com areas positivas de outra molécula
(receptor). Essas propriedades podem ser representadas por diferentes cores nas
quais distinguem as regides ricas das deficientes em elétrons numa molécula.
Assim, o mapa de potencial eletrostatico de cor vermelha indica alta densidade
eletrbnica (potencial negativo) e a cor azul indica baixa densidade eletronica
(potencial positivo), coloracbes laranja, amarelo e verde representam valores

intermediarios de potencial (HENRE, 2003).

Para a construcdo do MEP s&o necessarias trés etapas: (A) a construcéo da
superficie de densidade eletrénica da molécula, (B) a constru¢do da superficie de
potencial eletrostatico e a (C) aplicacdo de cores a superficie obtida para designar

valores de potencial (Figura 13).

Figura 13. Representacao das etapas de construcdo do MEP da molécula de benzeno.
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4.1.2 Energias dos Orbitais Moleculares

A energia de HOMO esta diretamente relacionada ao potencial de ionizacao
do composto e caracteriza a capacidade da molécula em realizar ataques
nucleofilicos. A energia de LUMO esta diretamente relacionada a afinidade
eletrnica, caracterizada pela susceptibilidade do composto em relacdo a ataques
por nucledfilos (GRANT, 1996). O “GAP” de energia HOMO-LUMO, obtido a partir da
diferenca entre as energias desses orbitais, € um importante indicador de
estabilidade molecular. Alto valor de “GAP” indica alta estabilidade da molécula, no
sentido de baixa reatividade nas reacdes quimicas, enquanto moléculas com baixo

valor de “GAP” sdo geralmente reativas (ZHANG, 2007).

4.1.3 Densidade dos Orbitais de Fronteira

A densidade eletrbnica dos orbitais de fronteira nos atomos fornece uma
forma (til para a caracterizacdo detalhada das interac6es doador-aceptor. A maioria
das reacfes quimicas ocorre no local de maior densidade eletrénica nos orbitais de
fronteira, que sdo definidos de acordo com o tipo de reacdo: numa reacao
eletrofilica, a densidade de HOMO é essencial para a transferéncia de cargas
enquanto a densidade de LUMO representa as areas mais suscetiveis a ataques

nucleofilicos (GRANT, 1996).

4.1.4 Distribuicao do Coeficiente Tridimencional dos orbitais de fronteira

A analise do coeficiente de distribuicéo tridimensional dos orbitais de fronteira
HOMO e LUMO dos derivados tém o intuito de analisar a contribuicdo atdmica de

ambos os orbitais de fronteira, sendo que a cor vermelha e azul representa fases e
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as formas representam as regides na molécula onde o par de elétrons pode ser

encontrado no orbital molecular considerado (COSTA et al., 2003)

4.1.5 Momento de Dipolo

Considerando que a interacdo de farmaco e receptor ocorre em funcéo das
diferencas de cargas com valores opostos, diversos descritores tém sido propostos
para quantificar os efeitos de polaridade, dentre os quais, 0 momento dipolo da
molécula (que reflete apenas a polaridade global da mesma) é importante para

varias propriedades fisico-quimicas.

Assim a energia, densidades e coeficiente de distribuicdo de HOMO e LUMO,
o MEP, o momento dipolo e cLog P (obtido pelo modelo Crippen disponivel no
programa SPARTAN’06®), foram calculadas para todas as moléculas objetivando
obter parametros para o estudo da Relacdo Estrutura-Atividade (SAR) das

moléculas estudadas.

4.2 ANALISE IN SILICO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS E DE

TOXICIDADE

Os derivados mais potentes abordados neste trabalho foram submetidos a
analise in silico dos parametros ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade) usando o programa Osiris Property Explorer
(http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html), com os quais foram
determinados o potencial de Druglikeness e o Drugscore. A avaliacao in silico da
toxicidade de moléculas inclui efeitos mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a

reproducao.
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O processo que determina os calculos se inicia a partir do desenho da
estrutura quimica no programa Osiris ® (Figura 14). Em seguida, calculam-se o perfil
toxicoldgico, as propriedades fisico-quimicas, Druglikeness e Drugscore, sendo
registrados no lado direito do painel, conforme demonstra a Figura 14. A medida que
se desenha a estrutura a ser analisada no programa Osiris®, o preditor de risco de
toxicidade avalia os riscos toxicos potenciais, uma vez que a estrutura em analise
seja uma entidade quimica valida. Os alertas de riscos toxicologicos indicam que os
compostos em avaliacdo possuem determinados fragmentos que podem ter efeitos
irritantes, por exemplo, ou alto grau de tumorigenicidade (quando varia da coloragéao

verde para a vermelha).
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Figura 14 - Calculos de perfil toxicolégico, propriedades fisico-quimicas, drug-likeness e drug-score

pelo programa Osiris.

O Drug-Score combina os valores obtidos de Drug-Likeness, cLogP
(lipofilicidade), logS (solubilidade), massa molecular e riscos toxicolégicos em um

anico valor de modo a avaliar se o composto tem potencial para se tornar um
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farmaco, valores mais préoximos de 1 (um) indicam um bom perfil Drug-Score (Figura

15).

farmacos

Figura 15. Escala do perfil Drug-Score de um potencial candidato a farmaco.

Como os compostos planejados sao para a administracdo via oral, eles
devem ser capazes de ser absorvidos no trato gastrointestinal e conhecer se esses
derivados apresentam propriedades favoraveis para atravessar a barreira
hematoencefalica e atuar no sistema nervoso central (SNC) € importante para casos
de encefalites virais. Desta forma, eles foram avaliados de acordo com a “Regra dos
Cinco” para biodisponibilidade oral e a Regra de Lipinski modificada para penetracao
no SNC, que estabelece que pelo menos trés dos requisitos apresentados na tabela
1 devem ser satisfeitos para que o composto apresente uma boa biodisponibilidade

oral e/ou penetracdo no SNC.

Tabela 1 - Parametros e valores estabelecidos pela Regra de Linpiski.

Regra dos cinco para  Regra dos cinco modificada

Parametros biodisponibilidade oral para penetracado do SNC
Massa Molecular (MM) < 500 Daltons <400 Daltons
clog P <5.0 <5.0
HBA <10 <7
HBD <5 <3
PSA < 140 A? <90 A?

Ligacdes rotaveis <10 <10
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Estas propriedades foram obtidas utilizando os programas Spartan’06 e

Molinspiration (http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties) e comparadas aos

farmacos de

correlacionados com as atividades biolégicas, conforme o fluxograma abaixo.

referencia. Todos o0s parametros tedricos foram avaliados e
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 APLICACOES DE MODELAGEM MOLECULAR NO ESTUDO DE SAR DE

DERIVADOS ACRIDONA E NAFTIRIDINICOS

5.1.1 Analise dos dados obtidos dos estudos de modelagem molecular dos

derivados 1-hidroxiacridona com perfil Anti-HSV-1

A primeira etapa deste trabalho foi um estudo global dos parametros teoricos
de 10 derivados de 1-hidroxiacridona sintetizados a partir da molécula da acridona
(Figura 17) e testado in vitro frente a replicacdo do virus HSV-1 por Lowden and
Bastow (2003), com o intuito de identificar nesses compostos as caracteristicas
estruturais e eletrbnicas que pudessem ser correlacionados com a atividade anti-

HSV-1 e, portanto,auxiliar no desenvolvimento de novos compostos antivirais.

5 o OH
0 U
| | ¥
H R, H
ACRIDONA 1-HIDROXIACRIDONA

Figura 17. Estrutura da acridona e derivado sintético 1-hidroxiacridona desenvolvido por Lowden e
Bastow com atividade anti-herpes.

Os derivados 1-hidroxiacridona, segundo Lowden e Bastow, mostraram
diferentes perfis anti-HSV-1, sendo que os derivados com grupamento hidroxila no
atomo de carbono C-3 (metoxila), sdo compostos mais ativos (derivados 1,3

dihidroxiacridona) do que aqueles que apresentam outros substituintes no atomo C-
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3, tais como os grupos metoxil, metil e insercdo de um outro anel aromatico,
presentes respectivamente nos derivados 1h, 1li e 1j, que apresentaram valores
mais altos de 1Cso (menor concentracdo capaz de inibir 50% das celulas infectadas).
Os derivados que apresentaram melhor perfil inibidor da replicacdo do HSV-1 foram
0s compostos 5-metoxil-1,3-dihidroxiacridona (1a, ICs0=2,2 uM) e o derivado 5-cloro-

1,3-dihidroxiacridona (1b, 1ICsp=4 uM) (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade Anti-HSV-1 (ICs, uM), citotoxicidade (CCso, uM) e célculos da energia de HOMO
(Evomo, €V) e de LUMO (E.umo, €V) e momento dipolo (u, Debye) de 10 derivados
1-hidroxiacridona (1a-j).

*

No. ICso CCso* Exomo ELumo Gap*** M
la 5-OMe OH 2,2 30 -7,75 2,24 9,99 6,69
1b 5-Cl OH 4+1 60+3 -8,16 1,86 10,02 4,49
1c 5-Me OH 8+1 32 -7,89 2,19 10,08 6,53
1d 6-Cl OH 101 29+4 -8,22 1,88 10,1 5,84
le 8-ClI OH 10+2 7014 -8,06 1,95 10,1 7,56
1f 7-Cl OH 164 52+6 -8,06 1,86 9,92 7,62
1g H OH 45 68 -7,98 2,14 10,12 6,30
1h 5-Cl OMe >50 >100 -8,08 1,90 9,98 4,95
1i 5-Cl Me NA 13 -7,97 1,82 9,79 4,27
1 - ** NA >100 -7,39 1,13 8,52 2,80

* realizados por Lowden & Bastow. NA = N&o ativo. ** Estrutura apresentada. *** GAP=E, yvo -Enomo

Calculamos inicialmente as energias de HOMO (E wowmo), Energia de LUMO (E
Lumo), GAP e momento dipolo (1) dos derivados, a fim de correlaciona-las com a

atividade anti-HSV-1. No entanto, o estudo da Relacdo Estrutura Atividade (SAR)
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mostrou que os valores de E wowo, E Lumo € U, ndo permitindo efetuar uma correlagéo

direta com atividade (Tabela 2).

Foi realizada uma andlise do coeficiente de distribuicdo tridimensional dos
orbitais de fronteira HOMO e LUMO dos derivados acridona, com o intuito de
analisar a contribuicdo atdbmica de ambos os orbitais de fronteira,e os resultados
revelaram uma similaridade global da distribuicio de HOMO e de LUMO pelo
sistema de anéis da acridona tanto nos derivados ativos quanto nos inativos, com
excecdo do composto 1j, que apresentou uma maior distribuicdo de HOMO no anel

aromatico D (Figura 18).

Figura 18. (A) Coeficiente de distribuicdo dos orbitais HOMO e (B) coeficiente de distribuicdo dos

orbitais LUMO dos derivados acridona.
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O mapa de densidade LUMO descreve areas deficientes em elétrons que
podem ser susceptiveis a interacdo com regides de alta densidade eletrénica do
alvo. A area deficiente em elétrons, ou seja, com baixos valores de densidade
eletrbnica ou baixo valor de LUMO (representado pela coloracdo azul) esta
concentrada na regido central da molécula de forma semelhante em todos os
derivados ndo mostrando diferencas significativas entre os derivados de acridona

(Figura 19).

Figura 19. Densidade de LUMO dos derivados acridona, gerada numa superficie de densidade

eletrdénica constante de 0,002 e/ua3.

A andlise do mapa da densidade de HOMO, que codifica sobre uma
superficie de van der Waals uma densidade eletrénica que pode variar de vermelho
(baixo valor de HOMO) a azul (alto valor de HOMO), revela uma diminuicdo da
densidade eletronica no sistema de anéis (representado pela coloracdo azul) nos
derivados com menor atividade (1h-j). Essa analise sugere uma susceptibilidade da
regido de anéis a uma interagdo com regides de baixa densidade eletrénica no sitio

receptor (Figura 20).
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Figura 20. Densidade de HOMO dos derivados acridona, gerada numa superficie de densidade

eletrdnica constante de 0,002 e/ua3.

Os mapas de potencial eletrostatico molecular (MEP) dos derivados 1,3-
dihidroxiacridona (Figura 20) mostram uma densidade eletronica similar, em todos os
derivados, concentrada principalmente nos grupos hidroxila (C-1) e carbonila ( C-9).
No entanto essa caracteristica ndo mostra relacdo com atividade, pois também estéo

presentes em derivados nao ativos como 1h-j.

Quando o substituinte da posicdo R3 apresenta atomos eletronegativos, como
0s grupamentos hidroxila (la-g) ou metoxila (1h), revela uma alta densidade
eletrdnica (potencial negativo- coloragdo vermelha) na mesma regido. Quando
comparamos ao substituinte metila (1i) ou anel aromatico D em posi¢édo R3 (1)), ndo
h& atividade anti-HSV-1 e o MEP revela uma contribuicdo eletrénica baixa ou
auséncia desta. Este resultado sugere que a presenca de substituintes ricos em
elétrons na posicdo R3 pode ser um dos fatores responsaveis pela atividade anti-
HSV-1 dos compostos, podendo realizar interagbes importantes com o sitio receptor
(Figura 21). No entanto, os grupamentos hidroxila (1a-g) podem agir tanto como
doadores como aceptores de ligagdes de hidrogenio, diferente do grupo metoxila

(1h) que apresentou menor atividade antiviral ICsp (>50 uM).
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Figura 21. Mapa de potencial eletrostatico (MEP) dos derivados 1-hidroxiacridona (1a-j), sobre uma

isosurface de 0,002 eV/ua® entre -25 a 30 Kcal/mol.

Numa analise mais detalhada, observa-se que com a presenca do grupo 3-
hidroxila e auséncia de substituintes R no anel A (R =H, 1g), ocorre uma diminui¢ao
drastica da atividade antiviral em comparacdo aos demais compostos ativos,
mostrando que a presenca de grupos funcionais (R substituinte - nas posi¢cées em
C-5, C-6, C-7 e C-8) é importante para manter a atividade anti-HSV-1. A presenca do
cloro (elemento eletronegativo) como substituinte nas posi¢cdes C-5 (1b), C-6 (1d),
C-7 (1f) e C-8 (1e) é importante para a atividade. Entretanto, podemos supor que o
aumento da densidade eletronica, proporcionado pelo grupamento metoxila
(R=OCH3) em C-5 (la) (ICsp = 2,2uM) esteja relacionada com a atividade
apresentada,, aumentando.de 2 a 4 vezes quando comparados aos derivados
1b(ICs0 = 4 uM) e 1c(ICso = 8 uM) (Tabela 2). Este aumento de densidade eletronica

pode ser observada pela intensa cor vermelha no sistema do anel A (Figura 21).
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O potencial positivo (coloracdo azul, carga positiva) observados no MEP
corresponde a presenca dos atomos de hidrogénio nas posi¢coes C-4 e N-10. Esse
potencial positivo esta menos intenso nos compostos 1 h-j, permitindo-nos inferir
uma relacdo entre a reducao no potencial positivo desses derivados a uma auséncia

ou diminuicdo da atividade antiviral.

A estrutura rigida do anel triciclico da acridona mantém-se intacta em todos
os derivados estudados por Lowden e Bastow (2003), isso permitiu avaliar com
maior seguranca o impacto de grupos funcionais substituidos na atividade desses
derivados (LOWDEN e BASTOW, 2003). Essa informacéo € importante e pode se
transferida para a proposta de novos analogos que contenham esses grupos

funcionais em posicdes semelhantes.

Assim, baseado nesse estudo de SAR e das caracteristicas estruturais
observadas, realizamos o planejamento e o estudo da relacdo estrutura atividade de
uma nova série de derivados, denominados 3H-benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-

naftiridinicos, descritos abaixo.

5.1.2 Planejamento e andlise dos dados obtidos de modelagem molecular dos

derivados pirazolo-naftiridinicos anti-HSV-1

Uma nova série de derivados naftiridinicos, denominado 3H-
Benzo[b]pirazolo[3,4-h]-[1,6]-naftiridina, foi sintetizada pelo grupo da professora Dr2
Alice Maria Rolim Bernardino do Laboratério de Sintese de Heterociclicos
(LASINHET) do Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense. O
planejamento dos derivados naftiridinicos foi feita com base na literatura de dois

sistemas heterociclicos com atividade anti-HSV-1, os derivados sintéticos da
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acridona (la-i) (LOWDEN e BASTOW, 2003) como descritos anteriormente, e 0s
derivados acidos-1H-pirazolo-[3.4-b]-piridina-5-carboxilicos (3a-i) (AZEVEDO, 2002),
também sintetizados pelo grupo da professora Dr2 Alice Maria Rolim Bernardino do

Laboratério de Sintese de Heterociclicos (LASINHET).

A literatura descreve a presenca de sistema pirazolo-piridino em inimeros
compostos com diferentes perfis de atividade bioldégica (KUMAR et al., 2005).
Acredita-se que esses sistemas possuem uma relacdo estrutural com inddis,
azaindois e bases purinicas do DNA e RNA, e dessa forma justifica a sua
importancia biolégica (AZEVEDO, 2006). Assim novos estudos séo realizados
visando o aperfeicoamento da sintese de novos compostos que contenham esse

sistema aromatico.

Com base nos principios tradicionais da quimica medicinal, combinando-se a
substituicdo isostérica e a abordagem do analogo rigido, os derivados naftiridinicos
(2a-i) foram planejados utilizando-se como analogos dois sistemas heterociclicos:
pirazolo-piridina (derivados 3) e hidroxi-acridona (derivados 1) (LOWDEN E

BASTOW, 2003), ambos apresentando perfis diferenciados anti-HSV-1 (Figura 22).

A sub-unidade acridona (serie 1) é um iséstero classico do 3H-
benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinico (serie 2), e o fechamento do anel pirazolo-
piridina (serie 3) no grupamento carboxilico leva ao sistema aromatico naftiridinico,

correspondendo a abordagem do analogo rigido (Figura 22).
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Figura 22. Substituicdo isostérica e utilizagdo da metodologia do andélogo rigido aplicados para o

planejamento dos derivados 3H-benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinicos.

Conforme se pode observar, determinadas caracteristicas estruturais do
ndcleo acridona tais como os grupos Njp -H e carbonila em C-9 sdo mantidos nas
mesmas posicdes nos derivados naftiridinicos 2a-b que corresponde aos grupos
Ni;-H e carbonila em C-6, respectivamente. Entretanto, para os demais derivados
(2c-i) foi mudada a caracteristica de doador de ligacdo de hidrogenio do Njo-H da
acridona para aceptor (Ni; da naftiridina) e foi efetuada a remogdo do grupo
carbonila em C-9 do anel acridona e a inser¢cdo de um atomo de cloro na posicéo 6
do anel naftiridina. O grupo hidroxila na posicdo C-1 do anel acridona ndo se
manteve na naftiridona (2a-b) e nem na nafitiridina (2c-i). Contudo, o atomo de N-4
das naftiridinas que ocupa uma posi¢cdo préxima ao grupo hidroxila em C-1 das
acridonas, manteve a mesma capacidade aceptora de ligacdo de hidrogenio.

Segundo Lowden e Bastow (2003), os grupos carbonila C-9 e hidroxila em C-1
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podem ser responsaveis pela toxicidade celular dos derivados da acridona, assim
propor substituicbes nessas posi¢cdes sugere a possibilidade de obter um farmaco

mais seguro.

Além dessas modificacdes nos derivados naftiridinicos (2a-i), foi proposto a
inclusdo de substituintes em R1 e em R2 com o intuito de observar as caracteristicas
estruturais e propriedades eletrénicas que podem afetar a atividade antiviral nessa
classe de substancias. A posicdo R1 nos derivados da serie 2 ndo esta presente no
sistema acridona. No entanto, avaliamos nos derivados ndo substituidos (2 a-d) e
nos derivados com o substituinte metila (2e-i). Entretanto, a posi¢cdo R2 corresponde
diretamente aos substituintes nos atomos C-5, C-6, C-7, e C-8 do sistema acridona
desenvolvidos por Lowden e Bastow (2003). Nos derivados pirazolo-naftiridinicos os
substituintes estdo restritos as posicdes em C-10 ou C-8 (derivados 2a-i),
correspondentes as posicoes C-5 e C-7 das acridonas, respectivamente, com 0s

mesmos substituintes (hidrogenio, metila, metoxila ou cloro).

Apoés a sintese, os derivados benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinico foram
submetidos aos testes de atividade antiviral (HSV-1) e citotoxicidade pelo grupo da
Dra Helena C. de Castro e Dra Izabel C.P.P. Frugulhetti do Laboratorio de Biologia
Celular e Molecular da UFF. Os estudos dos efeitos antivirais foram realizados in
vitro, no qual avaliou a porcentagem de inibicdo do processo de replicacdo do HSV-1
em células VERO (rim de macaco verde da Africa), apds tratamento com 50uM dos
derivados. A citotoxicidade foi determinada atraves da metodologia de exclusao do
corante azul de tripan em celulas VERO néo infectadas. Com os derivados mais
promissores foi determinado a concentracao citotéxica (CCsp) comparando-os ao

farmaco em referencia aciclovir.
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5.1.2.1 Estudo de SAR dos derivados benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinico anti-

HSV-1.

O estudo dos derivados benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinico (2a-i),

mostrou que eles possuem um bom perfil inibitério do HSV-1.

Dentre todos os derivados avaliados, o composto 2f com o atomo de cloro no
C-10 estruturalmente analogo ao derivado da acridona 1b, exibiu a melhor atividade
anti-HSV-1 (100%) e o derivado 2i com o grupamento metil no C-8, ndo apresentou
atividade inibitéria. Ambos o0s derivados possuem como substituinte R1 o
grupamento metil, no entanto, se analisarmos os demais derivados sem substituintes
em R1 (2 c-d), observamos que a atividade inibitoria da replicacao viral € significante
(> 50%). Os demais derivados sem substituinte (2 a-b) e com o grupo carbonila na

posicdo C6 também nao aboliram completamente a atividade do HSV-1.

Esses dados revelam que a presenca de substituintes na posicdo R1,
aparentemente, ndo é determinante para a atividade antiviral desses derivados ao
contrario dos substituintes na posicdo R2 que parece ser essencial para o perfil

antiviral, conforme os derivados acridona estudados.

No entanto, a presenca de substituintes no anel (R2 em C-8 e C-10) parece
ser mais importante para atividade antiviral, considerando que 2f e 2h (substituinte
em C-10) apresentaram maior atividade do que seus analogos 2g e 2i (substituinte

em C-8) (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade anti-HSV-1 (% de inibicado do HSV-1 numa concentragdo de 50uM) e célculos da
energia de HOMO (Enowmo, Ev) € LUMO (E_ymo, Ev) € momento dipolo (u, Debye) dos derivados 3H-
benzolb]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinico.

No R R2 HSV-1 Eromo E.umvo  GAP M

2a H H 74 -8,15 1,52 9,67 5,60
2b H 8-Me 92 -8,20 1,63 9,83 5,39
2C H 8-Me 82 -7,83 0,06 7,89 5,26
2d H 8-OMe 68 -7,69 0,01 7,70 545
2e Me H 70 -7,84 0,04 7,88 4,85
2f Me 10-Cl 100 -7,91 -0,21 8,12 5,37
29 Me 8-Cl 39 -7,93 -0,19 8,12 2,47
2h Me 10-Me 66 -7,81 0,07 7,88 4,60
2i Me 8-Me NA -7,75 0,08 7,83 5,44

NA = nao ativo

Nos ensaios de citotoxicidade da série de derivados pirazolo-naftiridinicos (2
c-i), observou-se que as concentracdes citotoxicas sdo mais altas (CCso= 640-4258
KUM) do que o aciclovir (CCsp = 126 uM), tanto para os derivados ativos quanto para
os inativos (conforme Figura 23). Esses dados reforcam que a nova série de
derivados naftiridinicos apresenta um perfil de baixa citotoxicidade, favorecendo o

uso desses derivados como novos prototipos antivirais.
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Figura 23. Comparagédo da concentracao citotéxica dos compostos naftiridinicos mais ativos e menos

ativos com o aciclovir.

A conformacdo mais estavel de minimo de energia para todos os derivados
naftiridinicos revelou que o anel fenil na posicédo N-3 é co-planar ao sistema pirazolo-
naftiridinico, provavelmente devido a atracdo eletrostatica entre o atomo de
hidrogénio na posicdo orto do anel N3-fenil e os atomos de nitrogénio N-2 e N-4 do

sistema pirazolo-natftiridina.

Estudos computacionais dos derivados naftiridinicos foram realizados e as
propriedades estruturais e eletrdnicas foram avaliadas com o intuito de obter
informacdes importantes sobre o perfil da atividade antiviral. Uma andlise geral das
propriedades eletronicas foi calculada tais como energia de HOMO e LUMO,
coeficientes de HOMO e LUMO e os valores do momento dipolo. No entanto essas
propriedades ndo demonstraram uma correlacdo direta com a atividade anti-HSV-1,

semelhante ao observado nas acridonas (Tabela 3 e Figura 24).

Os coeficientes de distribuicdo de HOMO mostraram um perfil semelhante
entre os derivados 2a, 2b, 2e, 2f e 2g, no qual a distribuicdo € maior no anel fenila e

nos anéis C e D, mostrando a contribuicAo dos atomos de nitrogénio para a
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formacdo do centro nucleofilicos da molécula, enquanto nos demais derivados (2c,
2d, 2h e 2i) a presenca de substituintes metil e metoxi na posicdo em R2,
contribuiram para uma distribuichio de HOMO por todo o conjunto de anéis do
derivado. Ja o estudo dos coeficientes de distribuicdo de LUMO mostra que o centro
eletrofilico se distribui igualmente entre os derivados sobre o sistema naftridinico,
exceto o derivado ndo substituido 2e (Figura 24). Apesar dessas diferencas nao foi
possivel correlacionar esses dados com possiveis pontos de interacdo com o

receptor que justifique a atividade anti-HSV.

Figura 24. (A) Coeficiente de distribuicdo dos orbitais HOMO e (B) coeficiente de distribuicdo dos

orbitais LUMO dos derivados naftiridinicos.

A densidade de LUMO para os derivados pirazolo-naftiridinicos (Figura 25)

mostrou uma area deficiente em elétrons, representada pela coloracdo azul,
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concentrada na regido central do nucleo naftiridinico de forma similar aos derivados

de acridona (Figura 19).

Figura 25. Densidade de LUMO dos derivados naftiridinicos, gerados numa superficie de densidade

eletrénica constante de 0,002e/ua3.

A analise dos mapas de potencial eletrostatico dos derivados 2a-i mostrou
mudancas significativas na sub-unidade naftiridina nos derivados que possuem o
grupo carbonila em C-6 (2a e 2b) quando comparado aos derivados com cloro em
C-6 (2 c-i). Entretanto, deve-se ressaltar que existem compostos com atividades
muito semelhantes tanto com grupo carbonila (2b, 92%) quanto com atomo de cloro

(2f, 100%) nesta posicao .

Assim, o potencial eletrostatico na posicdo C6 dos derivados pirazolo-
naftiridinas ndo é um fator determinante para a atividade antiviral, fato
correspondente ao grupo carbonil em C-9 dos derivados da acridona. Conforme
discutido anteriormente, esse potencial eletrostatico esta presente no MEP de
compostos ativos (1la-h) e inativos (1i-j) dos derivados de acridona, mostrando nao

ter também, uma correlacéo direta com a atividade anti-HSV-1.

Contudo, desde que Lowden e Bastow propuseram a remocao e/ou

substituicdo de grupamento carbonila em C-9 e/ou grupomento hidroxila em C-1 no
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sistema acridona com o intuito de reduzir a citotoxicidade, o nosso grupo planejou
uma nova série que ndo contém estes grupamentos simultaneamente, reduzindo a

possibilidade de citotoxicidade dos compostos (Figura 26).

N R, R, N RI R2
2f Me 10-Cl

2b 2g Me 8-<Cl
2c 2h Me 10-Me
2d 2i Me B8-Me
2e

2 R A

Figura 26. Mapa de potencial eletrostatico (MEP) dos derivados benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-
naftiridinico, sobre uma superficie de 0,002 e/ua3 entre -25 a 30 Kcal/mol.

Nos resultados tedricos do MEP de 2f e 2g observamos que a densidade
eletronica (coloracdo vermelha) diminuiu quando o atomo de cloro esta no C-8 (29g)
(Figura 26). Provavelmente a perda dessa regido negativa pode ser deletéria para a
ligacdo de 2g ao receptor/alvo do virus, ao contrario do observado para 2f

(substituinte cloro em C-10) conforme visto no ensaio biolégico. Além disso,
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comparando com os derivados 2h (com substituinte metila em C-10) e 2e (ndo
substituido) os resultados de atividade anti-HSV-1 foram menores que nos derivados
com substituintes mais eletronegativos em posicdo R2 (2f), corroborando com os
dados obtidos para os derivados da acridona (1 a-j), em que grupos mais

eletronegativos (como o Cloro ) no C-5 aumentam a atividade anti-HSV-1.

As series 1 e 2 possuem similaridades estruturais. Os derivados da acridona
(serie 1) e a por¢ao naftiridinica dos derivados da serie 2, em especial os derivados
1b e 2f, em que o substituinte cloro em C-5 e C-10, respectivamente, se sobrepdem.
Foi realizado o alinhamento estrutural do derivado acridona mais ativo (1b) com
derivado naftiridinico mais ativo (2f) e do derivado inativo (2i), com o intuito de
explorar as similaridades entre as estruturas, revelando que essas posi¢cdes sdo de

suma importancia para a atividade anti-HSV-1.(Figura 27).

Assim, na comparacdo dos MEPs entre os derivados acridona (la-j) e os
derivados natftiridinicos (2a-i) demonstrou que o0 maior potencial eletrostatico
negativo esta préximo a posi¢do C-5 (R3=0OH) nos analogos da acridona e ao N-2
dos derivados pirazolo- naftiridinicos. E apesar do volume proporcionado pelo
grupamento metila em C-8 no derivado inativo (2i), esta caracteristica estrutural ao
parece ser relevante, uma vez que o derivado 2c também apresenta essa

substituicdo e demostrou atividade anti-HSV-1 relevante (82%de inibicao).
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Figura 27. Sobreposicado do derivado pirazolo-naftiridinico mais ativo (2f) e do derivado inativo (2i)

com o derivado acridona de maior atividade (1b).

Apesar desses resultados, vale ressaltar que quando a base de dados
experimentais € uma célula e ndo o ligante/receptor propriamente dito, o estudo de
SAR se torna limitado, principalmente quando o alvo ou 0 mecanismo de acdo é

desconhecido, como ocorre nos casos descritos.

Estudos de Lowden e Bastow (2004) mostram que dois compostos regio-
iIsomeros apresentam mecanismos de acdo diferentes, no qual o derivado 1h
interfere na clivagem e empacotamento do DNA do HSV-1, enquanto o derivado 1f
possui uma inibicao viral mediada por uma via diferente, possivelmente pela inibigao
da DNA topoisomerase-ll celular, pe¢ca chave na replicacdo viral. Esses dados
explicam em parte, a auséncia de correlacdo direta entre parametros estereo-
eletrbnicos com a atividade biologica (Tabela 2 e 3). Assim, o fato de ainda nao

serem elucidados o alvo terapéutico e 0 mecanismo de a¢ao dos derivados pirazolo-
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natiridinicos, limita a interpretacdo dos resultados obtidos pelo método

computacional, permitindo estudos continuos.

5.1.2.2 Andlise dos Parametros Fisico-Quimico e Toxicoldgicos In Silico dos

derivados 3-H-benzo[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-naftiridinico anti-HSV-1.

Teoricamente a boa absorcéo oral de um farmaco pode ser relacionada com
0os parametros abordados na Regra dos Cinco, no qual os parametros devem ter
Massa Molecular (MM) <500 g/mol, cLog P < que 5, numero de ligacdes rotaveis
<10, area de superficie polar (PSA) <140 A?, nimero de aceptores de ligacédo de
Hidrogénio (HBA) <10 e numero de doadores de ligagédo de hidrogénio (HBD) <5 .
Assim, para avaliar a possibilidade dos derivados estudados se tornarem farmacos

de administracao oral, esses parametros foram calculados (Tabela 4).

Os valores obtidos indicaram que todos os compostos sdo suficientemente
hidrofébicos para penetrar as membranas biologicas e acessar o sitio de acéo
atendendo a regra dos cinco que define critério de cLogP menor que 5. A analise de
sitios doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio, mostra que nos derivados
acridona (1a-j) o numero de doadores de ligacdo de hidrogénio € maior que nos
pirazolo-naftiridinicos (2 a-i), devido a presenca das hidroxilas, enquanto que 0s
aceptores de ligacdo de hidrogénio estdo relativamente semelhantes. Apesar dessa
diferenca, as duas séries atendem a regra dos cinco. Os valores de PSA e numero
de ligacdes rotaveis também satisfazem a regra para boa biodisponibilidade oral dos

derivados das duas séries estudadas.
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Tabela 4. Valores de cLogP, MM (Massa Molecular), PSA (area de superficie polar), N° Rot (niimero

de ligagbes rotaveis), HBA(aceptor de ligacdo de hidrogénio) e HBD (Doadores de ligagdo de

hidrogénio) dos derivados de acridona e naftiridinicos mais ativos.

Der.

cLog P MM (g/mol) PSA (A?) N°Rot HBA HBD

la
1b
1c
1d
le
1f
19
1h
1i
1j
2a
2b
2c
2d
2e
2f
29
2h
2i
ACV

2,44
3,16
2,86
3,16
3,16
3,16
2,55
3,35
3,77
4,64
2,59
2,91
4,06
3,64
4,16
4,78
4,78
4,48
4,48
1,42

257,24
261,66
241,24
261,66
261,66
261,66
227,21
275,69
259,69
295,72
312,33
326,35
344,82
360,80
344,80
378,25
379,25
358,83
358,83
225,20

82.55
73.31
73,31
73,31
73,31
73,31
73,32
62,32
53,9

53,09
63,58
63,58
43,08
52,84
43,61
43,61
43,61
43,61
43,61
119,06

1

0
0
0
0
0
0
1
0
0
1
1
1
2
1
1
1
1
1
4

5

o ~ b b b Db O DA OO W WD D™DDDDSDS DD DSBS
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Todos os compostos também atenderam aos requisitos da “regra dos 5" de

Lipinski modificada para penetragdo no SNC inferindo uma boa capacidade de

penetracdo no SNC, visto que farmacos que agem no SNC devem ter uma éarea de

superficie polar (PSA) < 90 A% (Tabela 4) e nimero de ligacdes rotaveis <8, além de

PM menor ou igual a 400, cLogP menor ou igual 5, HBA menor ou igual a 7 e HBD

menor ou igual a 3.
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Esses dados sdo de suma importancia, visto que, o Sistema Nervoso Central
(SNC) pode agir como reservatorio de particulas virais que podem levar a encefalites
e a progressiva destruicdo das funcbes cerebrais que chegam a ser fatais em
determinados casos (TATTEVIN, 2009). Assim a liberacdo de agentes antivirais
nesses locais € extremamente necessaria. Estudos mostram que antivirais analogos
de nucleosideos como o aciclovir (ACV), AZT e didanosina (DDI), atualmente usados
nas encefalites herpéticas e deméncia causada pela AIDS, exibem baixas
penetracbes no SNC (para ACV os valores sdo menores que 5%) apesar de
apresentarem lipofilicidade favoraveis. Esse mecanismo ndo esta totalmente
elucidado, mas acredita-se que bombas de efluxo e de transporte ativo excluam
essas moléculas, limitando a distribuicAo dessas drogas para o0 cérebro
(HASEGAWA e KAWAGUCHI, 2002). Esses dados sao interessantes visto que o
ACV possui um PSA de 119 A? valores néo favoraveis para uma boa permeacéo

pela barreira hematoencefalica, conforme Regra de Linpisnki (PSA < 90 A?).

Calculando o Drugscore dos compostos mais ativos contra HSV, ou seja, 0s
derivados 1-hidroxiacridona (1a e 1b) e dos derivados pirazolo-naftiridinas (2b, 2c, e
2f), observa-se um valor de drugscore semelhante ao do farmaco de referencia
ACV. Curiosamente, os derivados 2b, 2c, e 2f apresentaram um valor de drugscore
semelhante ao aciclovir, enquanto os compostos derivados de acridona ( 1a e 1b)

apresentaram um potencial drugscore maior (Figura 28).

A analise da toxicidade in Silico foi realizada através da predicdo dos riscos
toxicolégicos — mutagénico, tumorigénico e risco de reproducdo dos compostos.
Apenas o composto 2b apresentou algum tipo de risco, sendo esse de irritabilidade,
0 que explica o baixo potencial drugscore do mesmo. Os baixos efeitos na

reprodutividade, irritabilidade, e tumorigenicidade dos demais compostos avaliados
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(1a, 1b, 2c, e 2f) indicaram um perfil de baixo risco, similar ao aciclovir, que nos

aspectos analisados se apresentou como seguro para uso terapeutico. E importante

ressaltar que a toxicidade predita ndo € totalmente confiavel, nem garante que esses

compostos sdo completamente isentos de efeitos toxicos. Contudo, ressalta o perfil

promissor desses compostos para estudos experimentais mais aprofundados.
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Figura 28. Calculo do valor de drug score e do risco toxicolégico teérico dos compostos mais ativos

da serie 1 e 2 e do aciclovir (ACV), usando o programa OSIRIS.
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6 CONCLUSAO

Estudos teoricos dos derivados acridona (1 a-j) com atividade anti-HSV, além
do planejamento e sintese de novos derivados 3H-benzol[b]pirazolo[3,4-h]-1,6-
naftiridinicos da série 2 (2a-i), os quais também apresentou um bom perfil antiviral,

foram avaliados nesse estudo.

A analise dos parametros estéreo-eletronicos do mapa de potencial
eletrostatico dos derivados acridona (la-g) e os derivados naftiridinicos (2a-i)
demonstrou que o maior potencial eletrostatico negativo esta proximo a posi¢cao C-3
substituida pelo grupo hidroxila nos analogos da acridona e ao N-2 dos derivados
pirazolo-naftiridina (grupamentos ricos em elétrons), Sugerindo que essa regiao tem
grande importancia para interacdes eletrostaticas com o sitio receptor, em ambas as

séries.

O melhor perfil de inibicdo do HSV-1 da série 2 foi observado para o derivado
2f que contém um &tomo de cloro em C10, semelhante ao derivado acridona de
melhor atividade (1b). Assim, no estudo da relacdo estrutura-atividade dos derivados
a posicao dos grupos funcionais tem impacto sobre a atividade observada. Assim, o
substituinte cloro na posi¢do do C-5 das acridonas, proximo ao atomo de nitrogénio
do anel, € extremamente importante para a atividade inibitéria do HSV-1 na serie 1.
Funcionalidade semelhante é observada nos derivados naftiridinicos (série 2), cujo
derivado com maior atividade inibitéria possui o atomo de cloro na posicdo C-10

também localizado proximo ao atomo de nitrogénio no anel central.
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Embora o risco de toxicidade definidos pelo programa Osiris ndo sejam
inteiramente confiaveis, a previsdo tedrica de baixo perfil de toxicidade desses
compostos, reforca a atividade significativa de 2c e 2f. Este resultado tedrico,
reforcada pelo ensaio experimental de citotoxidade, confirma que estes derivados
possuem baixo perfil de toxicidade.

Os dados dos parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos in silico dos
derivados acridona e pirazolo-naftiridinicos mais ativos (1 a, 1b, 2c e 2f) mostraram
semelhantes ou melhores que o aciclovir, farmaco atualmente em uso.
Portanto,,analises de outras propriedades moleculares poderiam ser Uteis para a
concepcao de novos farmacos anti-HSV-1 usando alguns desses derivados como

prototipo, tal como composto 2f.

Todos os resultados obtidos com os estudos tedricos e atividade biologica
reforcam o perfil antiviral promissor dos derivados pirazolo-naftiridinicos, bem como,
indicam a necessidade de novos estudos que permitam entender a especificidade de
acdo dos derivados, no entanto, investigacdes tedricas e experimentais mais

aprofundadas séo necessarias.
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