Revista

Catolica

Méarcia Machado Marinho
Rondinelle Ribeiro Castro
Emmanuel Silva Marinho

Revista Expressdo Catdlica (Saude) Jul - Dez, 2016; 1 (1)

UTILIZACAO DO METODO SEMI-EMPIRICO PM7 PARA
CARACTERIZACAO DO FARMACO ATALURENO: HOMO,
LUMO, MESP

RESUMO

Atalureno é um farmaco de origem sintética usado no tratamento da dis-
trofia muscular de Duchenne e da fibrose cistica. O conhecimento da estrutura
tridimensional de um farmaco é de fundamental importancia, pois a partir de
descritores energéticos e estruturais, é possivel analisar a interagdo da subs-
téncia com seu alvo biolégico. Os métodos semiempiricos utilizam parametros
e ajustes matematicos para o entendimento das propriedades estruturais e ele-
trénicas de uma molécula. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
a molécula do farmaco Atalureno, utilizando o método semiempirico PM7 (Pa-
rametric Method 7), agregando a essa caracterizagdo descritores disponiveis
em repositérios de moléculas biolégicas. A metodologia consistiu em otimizar
a estrutura do Atalureno e obter parAmetros energéticos como energia total,
energia nuclear, energia eletrbnica, energia dos orbitais moleculares de fron-
teiras HOMO e LUMO, utilizando o programa MOPAC configurado para realizar
método semiempirico PM7. Para correlacionar estrutura e reatividade da molé-
cula, foram utilizados os valores dos orbitais de fronteira para calcular o GAP.
Os resultados mostraram as regides de maior nucleofilicidade nos atomos de
Oxigénio (01, 03, O11) e a regidao mais eletrofilica, no anel composto pelos
atomos de Carbono (C13, C14, C15, C16, C17, C18). Observamos, também,
uma pequena variacdo nos valores dos GAP’s, indicando uma alta reatividade
para a molécula do Atalureno. Concluimos, portanto, que o presente trabalho
constitui uma etapa inicial para o melhoramento do farmaco Atalureno, pois a
partir do completo entendimento das caracteristicas que influenciam a reati-
vidade do composto, é possivel iniciar o planejamento de novos compostos
através de modificagdes estruturais.

Palavras-chave: Método semiempirico. Atalureno. HOMO.LUMO.MESP.

ABSTRACT

Atalureno is a drug of synthetic origin used for the treatment of Duchenne
muscular dystrophy and cystic fibrosis. The knowledge of the three-dimensional
structure of a drug, it is of fundamental importance, because from energy and
structural descriptors, it is possible to analyze the interaction of the substan-
ce with its biological target. The semi-empirical methods use parameters and
mathematical adjustments to the understanding of the structural and electronic
properties of a molecule. This study aimed to characterize the Atalureno drug
molecule, using the semi-empirical method PM7 (Parametric Method 7), adding
this characterization descriptors available in biological molecules repositories.
The methodology was to optimize the structure of Atalureno and get energy pa-
rameters such as overall energy, nuclear energy, energy electronics, energy of
molecular orbitals HOMO and LUMO borders using MOPAC program configured
to perform semi-empirical method PM7. To correlate structure and reactivity of
the molecule, we used the values of the frontier orbitals to calculate the GAP.
The results showed regions of higher nucleophilicity of oxygen atoms (01, O3,
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011), and more electrophilic region, the ring composed
of carbon atoms (C13, C14, C15, C16, C17, C18). We
also observed a small variation in the values of GAP s,
indicating a high reactivity to Atalureno molecule. We
conclude, therefore, that this study is an initial step to-
wards improving the Atalureno drug because from the
full understanding of the characteristics that influence
the reactivity of the compound, you can start the design
of new compounds through structural changes.

Keywords: Semi-empirical method. Atalureno.
HOMO. LUMO. MESP.

1 INTRODUCAO

A concepcéo de desenho de farmacos, a partir de
uma estrutura totalmente nova ou modificando uma es-
trutura preexistente (Drug Design), visa identificar um
composto (adequado para o teste clinico) candidato a
farmaco com uma maior atividade biolégica, associado
a uma diminui¢céo nos efeitos colaterais. As forcas in-
termoleculares (interagOes lipofilicas, polares, eletros-
taticas e estéreas), determinam as interagcdes de um
farmaco com seu receptor biolégico. Para isso, o co-
nhecimento da estrutura tridimensional do candidato a
farmaco, tem uma importancia crucial, pois a partir de
descritores energéticos (cargas) e estruturais (forma),
podemos analisar sua possivel interacdo com seu alvo
biolégico (ARROIO, HONORIO e DA SILVA, 2010).

Desta maneira, substancias que possuam acao
biolégica sobre seu receptor biol6gico, possuem uma
estrutura tridimensional, modulada pelo meio que se
acople de forma que as disposicdes de seus grupos
funcionais favorecam uma maior complementaridade
ao sitio de ligagdo, proporcionando uma diminui¢cao na
energia potencial da molécula (LEWARS, 2004).

Existem varios métodos que utilizam parametros
e ajustes matematicos para o entendimento das pro-
priedades estruturais e eletrébnicas da molécula, séo:
0s métodos classicos (mecénica molecular, dindmica
molecular), quanticos baseados na resolucdo da equa-
¢cdo de Schroedinger (Métodos ab initio, métodos se-
miempiricos, Density functional theory - DFT). Utilizan-
do dados previamente estabelecidos e negligenciando
algumas integrais envolvidas na resolucéo da equacéo
de Schrddinger, os métodos quanticos semiempiricos
reduzem os requisitos computacionais, permitindo as-
sim, fomentar a capacidade de estudar moléculas mais
complexas (SANT'ANNA, 2009).

Dewar e colaboradores (1985) objetivando au-
mentar a acessibilidade dos softwares de modelagem
desenvolveram uma série de programas para calculos
semiempiricos de orbitais moleculares que fornecem
também, informacdes estruturais quimicamente pre-
cisas, tais como o método AM1 (Austin Model 1) e o
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PM3 (Parametric Method 3) (STEWART, 1989) e, recen-
temente, foi desenvolvido o PM7 (Parametric  Method
7) (STEWART, 2016). Todos esses métodos possuem
véarias semelhancas, mas diferem em relagdo a sua pa-
rametrizagao.

Atalureno é um farmaco de origem sintética e usa-
do como um tratamento para a distrofia muscular de
Duchenne (DMD) e fibrose cistica (FC), e tem o poten-
cial para tratar uma série de outras doencas genéticas
causadas por mutacBes sem sentido. Comercialmente
apresentada sob o nome de Translarna®, foi desen-
volvido pela PTC Therapeutics e aprovado pela Unido
Europeia em maio de 2014 (GUPTA et al.,, 2014; LEN-
TINI et al., 2014). Atalureno reduz a sensibilidade dos
ribossomos ao término prematuro da read-through dos
cbédons, que influencia beneficamente o quadro clinico
de pacientes com doencgas como a DMD e fibrose cisti-
ca. Atalureno é sintetizado em escala industrial com alto
rendimento, a partir do acido fluorobenzoéico (C,H,FO,),
com o metilbenzenocarboxilamida (C,HN,) (ALMSTE-
AD et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1 — Sintese do Farmaco Atalureno

OH

o F o N o]
| ]
NC\,,/;\,)‘\O/ 1) NH20H, aq. t-BuOH, 45 °C //»\T/\NJ\]//«\/'\O/ aq. -BuOH
H I e
N 2) 2-fluorobenzoyl chiorde, EtiN ' N 85°C, 93%
aq. t-BuOH, 35°C
91% for 2 steps
“ F
ey 3 PR
= 1 5 M Na 0 =
&1 (\N)\W\v)\o/ 1) 1.5 M NaOH, THF, 100 °C \;?/ \\N/\ _ \[ i
If 2) 1 M HCI, 0
\) 2) Cl,0°C k\/

96% for 2 steps
Ataluren

Fonte: Adaptado de Almstead e colaboradores (2008).

A utilizagdo de imagens tridimensionais de siste-
mas nanoscoépicos vem sendo fomentada com o de-
senvolvimento de computadores com alta performance
de processamento, permitindo a criacdo de softwares
cada vez mais precisos, capazes de realizar calculos
com muita velocidade, possibilitando assim, uma me-
Ihor visualizagdo dos modelos adotados pela comunida-
de cientifica para representar os arranjos atdmicos e os
processos envolvidos nos fendbmenos quimicos. Neste
contexto, o presente trabalho teve como objetivo carac-
terizar a molécula do farmaco Atalureno, utilizando o
método semiempirico PM7 (Parametric Method 7), agre-
gando a essa caracterizacao descritores disponiveis em
repositorios de moléculas biologicas. Sendo o presente
trabalho uma etapa inicial para o melhoramento do far-
maco Atalureno, pois a partir do completo entendimen-
to das caracteristicas que influenciam a reatividade do
composto, é possivel iniciar o planejamento de novos
compostos através de modificagdes estruturais.



2 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento deste trabalho foram uti-
lizados softwares de acesso gratuito, baseados no Sis-
tema Operacional Microsoft Windows®, utilizando um
computador com processador Core 2 Duo (2 GHz), com
4,00 Gb de RAM.

No primeiro momento, foi realizada uma busca no
repositério Drugbank (http://www.drugbank.ca/), utili-
zando o descritor Atalureno, onde foram coletadas in-
formacdes estruturais, taxonémicas e farmacoldgicas.
Seguindo a metodologia proposta por Dewar e colabo-
radores (1985) para otimizar a estrutura e obter parame-
tros energéticos (energia total, energia nuclear, energia
eletrbnica, energia dos orbitais moleculares de frontei-
ras ,.,,0 (HOMO-Highest Occupied Molecular Orbital e
€ ulLUMO-Lowest Unoccupied Molecular Orbital), ca-
lor de formag&o) foi utilizado o programa Molecular Or-
bital Package (MOPAC2016), Versao 16.111W Stewart
2016, configurado para realizar método semi-empirico
Parametric Method 7( PM7 ), usando a aproximacéo de
Hartree-Fock (HF) (método de campo autoconsistente),
para funcéo de onda, tendo como meio o solvente dime-
tilsulfoxido (DMSO), considerando a molécula no estado
fundamental.

Utilizando o arquivo de saida gerado pela otimiza-
¢ao da estrutura, foram gerados os orbitais de fronteira,
HOMO e LUMO, e o Mapa de superficie do potencial
eletrostatico (MESP) que podem ser expressos de acor-
do com a equagéo 1.

Equacéo 1

V{r:] = Z—Zﬁ —

= PO dr'
7 |[Ra —T]

[ 1]

Onde Z é a carga do nucleo A, localizado na R,
p.(R <) € a fungdo de densidade eletronica para a
molécula. V (r) € o efeito liquido eletrostéatico resultante
produzido no ponto r por ambos os elétrons e os nucle-
os da molécula. Onde o primeiro termo representa as
contribuicées em funcdo do potencial de elétrons e o
segundo termo em funcdo dos nucleos (PRABAVATHI,
NILUFER e KRISHNAKUMAR, 2013).

Para correlacionar estrutura e reatividade das mo-
léculas, foram utilizados os valores dos orbitais de fron-
teira para calcular o GAP (Equacéo 2) (ARROIO, HO-
NORIO e SILVA, 2010).

Equacéo 2

GAP= (¢

HOMO -ELUMO)
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3 RESULTADOS E DISCURSSAO

O farmaco sintético Atalureno (Figura 2), possui
nome sistematico acido (3-[5-(2-fluorofenil) -1,2,4-oxa-
diazol-3-il] benzoico, e pode ser classificado como um
composto organico, pertencente a familia dos Benze-
noides (Benzenos e derivados), por conter em sua es-
trutura um benzeno ligado a uma carboxila. Pode ainda,
ser incluido na subclasse dos acidos benzoicos e deri-
vados. Disponivel no drugbank sob o cédigo: DB05016,
possui CAS nimero “775304-57-9”.

Figura 2 — Estrutura bidimensional do farmaco Atalure-
no, disponibilizada no Repositorio Drugbank

OH

Fonte: drugbank (http://www.drugbank.ca/drugs/DB05016#references)

Com relagéo a sua classificagao estrutural, pode
ser classificada como um composto heteromonociclico
aromatico, apesar de possuir um hidrogénio acido, pos-
sui a capacidade de receber até 4 atomos de hidrogénio
por molécula, possui baixa solubilidade em agua (0.117
mg mL?), e observavel no coeficiente de particdo LogS
com valor absoluto de 2,96. O coeficiente de particdo
LogP que representa a relagdo dgua/Octanol™* pode ser
considerado uma indicacdo de hidrofobicidade, o qual
o farmaco apresentou um valor de 2.96, podemos ob-
servar, juntamente com outras propriedades informadas
pelo DrugBank (Tabela 1).

Tabela 1 — Propriedades previstas para a molécula do
farmaco sintético Atalureno

PROPRIEDADE VALOR
Solubilidade em Agua 0.117 mg mL*
LogP 2,96

Log S -34

pKa (em meio acido) 3,9
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pKa (em meio Basico) -1.6

Carga em meio fisiologico -1

Receptor de Hidrogénios 4

Doadores de Hidrogénio 1

Avrea de superficie polar 76.22 A2
Refratividade 94.66 m3-mol*
Polarizabilidade 27.66 A3

Fonte: DrugBank (http://www.drugbank.ca/drugs/DB05016)

O repositério utiliza como uma das suas bases de
dados o AdmetSAR® (http://Immd.ecust.edu.cn:8000/),
que fornece os dados quimicos associados com a ab-
sorcdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢éo e toxicida-
de. O Atalureno possui absor¢éo intestinal de 100%,
tem alta probabilidade de atravessar a barreira hema-
toencefalica (96%), ndo carcinogénico e possui baixa
toxicidade em ratos (Tabela 2).

Tabela 2 — Propriedades previstas na base de dados
AdmetSAR®, para o farmaco sintético Atalureno

Propriedade Valor Probabilidade
Absorgao no intestine humano + 1,0
Atravessa a Barreira + 0,9681
hematoencefalica
Permeabilidade a Caco-2 0,5391
Substrato para a P- glicoproteina  néo 0,8144
Inibidor | da P-glicoproteina N&o inibe 0,8905
Inibidor 1l P- glicoproteina N&o inibe 0,9784
Nao inibe
substrato CYP450 2C9 Né&o-substrato  0,8214
substrato CYP450 2D6 Nao-substrato  0,8367

substrato CYP450 3A4 N&o-substrato 0,661

substrato CYP450 2C9 Néo inibe 0,7856
inibidor CYP450 2D6 N&o inibe 0,885
inibidor CYP450 2C19 inibidor 0,5857
inibidor CYP450 3A4 N&o inibe 0,8332
inibidor promiscuo CYP450 baixa CYP 0,5533
inibicdo
Teste AMES N&o toxico 0,057
AMES
Carcinogenicidade Né&o 0,7693

carcinogénico

Toxicidade em ratos(DLso) 2,3907 mol kg~
1

\s

Fonte: drugbank (http://www.drugbank.ca/)

Os métodos semiempiricos tem se tornado uma
solugédo para a modelagem de moléculas de tamanho
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médio, pois utilizam parédmetros preestabelecidos expe-
rimentalmente, reduzindo o niumero de integrais a se-
rem resolvidas para a solucdo da equacéo de Schrodin-
ger (Equacao 3) (JENSEN, 2007; LEWARS, 2004).

Equacéo 3

_h_.vzl//.;. Epy/: ,ha_l//

2m ot

onde Ep representa energia potencial na regido
considerada, m é a massa da particula associada com
esta fungéo de onda e dy/ot representa a derivada par-
cial da fungdo de onda em ordem ao tempo; 2¥ é o
chamado laplaciano de Y.

A energia total foi utilizada para estimar a esta-
bilidade da molécula, e corresponde a soma da energia
de repulséo nuclear com a energia eletrdnica. A energia
eletrdnica foi determinada mediante a aproximacado de
Born-Oppenheimer, que desvincula os movimentos ele-
trénicos e nucleares, assumindo-se uma posi¢ao fixa
dos nlcleos, e a equacédo de Schrddinger (equagéo 3)
foi resolvido encontrar a energia eletrénica da molécu-
la. Todas as geometrias do farmaco, foram otimizadas
em coordenadas internas com otimizacdo completa de
todos os parametros geométricos, obtendo a estrutura
teoricamente mais estavel por possuir a menor energia
potencial, -3544,78775 eV (Figura 3).

[Energy]

R .

1.0 46 82 118 154 19.0 226 262 298 334 37.0
[Optimization Step]

Possui, também, uma energia eletrébnica de
-19216,76121 eV, energia de repulsdo (CORE-CORE
REPULSION) de 15671,97346 eV, potencial de ioniza-
¢do de 10,641608 eV, e calor de formacédo de 432,55737
KCAL mol*, obtendo assim, a estrutura potencialmente
mais estavel (Figura 4).


http://www.drugbank.ca/drugs/DB05016)
http://www.drugbank.ca/)

Figura 4 — Estrutura otimizada do farmaco sintético Ata-
lureno

Com relagéo a area de superficie 277,80 A?, houve
uma grande discrepancia de 364,47% em relacéo a in-
formada pelo repositério DrugBank, que foi de 76,22 A2
(Tabela 1). Com relacdo ao volume, o valor calculado foi
de 292,40 A3, observavel na estrutura de Van der Walls
(Figura 5).

Atualmente, a modelagem molecular, com o auxi-
lio da computacdo moderna, se tornou uma importante
ferramenta no processo do desenvolvimento racional
de farmacos. O conhecimento da distribui¢do de carga,
identificando suas densidades parciais, ajuda a compre-
ender a forma de interagdo entre uma molécula e outra
(SEMINARIO, 1996; PETRUCCI et al., 2007).

Figura 5 — Mapa de Superficie de Van der Walls do
farmaco sintético Atalureno

A andlise populacional de Mulliken, fundamenta-
-se na teoria de orbitais moleculares associada a coe-
ficientes determinados pelo método de Hartree-Fock, a
andlise populacional baseada na divisdo dos elétrons
de uma molécula em uma malha populacional, na fun-
¢do de base, e na populacdo de recobrimento, para
todos os possiveis pares de fungdo de base conforme
a Equacéo 4.
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Equacéo 4

I’}

N=YN

Onde N é o numero total de elétrons do sistema.

Observando a figura 6, vemos uma carga média de
6 unidades nos atomos de Oxigénio, de 4 unidades para
os atomos de Carbono e 7 unidades para os atomos de
Nitrogénio e Fluor, respectivamente.

Figura 6 — Analise populacional de Mulliken do farmaco
sintético Atalureno

N° ATOMO CARGA
1 O 6.000000
2 C 4.000000
3 O 6.000000
4 C 4.000000
5 C 4.000000
6 C 4.000000
7 C 4.000000
8 C 4.000000
9 C 4.000000
10 N 5.000000
11 O 6.000000
12 C 4.000000
13 C 4.000000
14 C 4.000000
15 C 4.000000
16 C 4.000000
17 C 4.000000
18 C 4.000000
19 F 7.000000
20 N 5.000000
21 C 4.000000

O potencial eletrostatico num ponto (x, y, z) é dado
pela energia potencial eletrostatica entre um ion imagi-
nario carregado positivamente, situado na posicao (X, Yy,
z) e amolécula. A andlise do potencial é baseada na re-
pulsdo ou atragdo do ion, onde consideramos o poten-
cial positivo ou negativo, respectivamente. Regies com
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alta densidade de elétrons apresentam potenciais nega-
tivos e regides com baixa densidade, geralmente, tem
potencial positivo. No MESP, a padronizacdo de cores
indica o potencial, sendo as cores vermelha e azul os
dois extremos de potencial. O vermelho indica o poten-
cial mais negativo e o azul o potencial mais positivo, 0s
potenciais intermediarios séo cores atribuidas de acor-
do com o espectro de cores (PRABAVATHI, NILUFER e
KRISHNAKUMAR, 2013).

O Mapa de superficie do potencial eletrostatico
(MESP), fornece um método visual que ajuda a iden-
tificar a polaridade relativa dos compostos (REED e
WEINHOLD,1985), identificando os sitios nucleofilicos
e eletrofilicos e que, juntamente com o momento di-
polar da molécula pode ser usado para prever os tipos
de interacdo intermolecular, bem como os locais mais
propicios para a formagdo de intera¢des entre molé-
culas biolégicas e seus receptores (YEARLEY et al.,
2008; POLITZER e MURRAY, 2002), como também, é
uma importante ferramenta no estudo de novas drogas
(HIBBS et al., 2004; POLITZER e MURRAY, 2002). Na
figura 7, podemos observar as regies de maior nucle-
ofilicidade nos atomos de Oxigénio (01, 03, O11) e a
regido mais eletrofilica no anel composto pelos atomos
de Carbono (C13, C14, C15, C16, C17, C18).

Figura 7 — Mapa de superficie do potencial eletrostatico
(MESP) do farmaco sintético Atalureno

A teoria dos orbitais de fronteira, baseia-se no prin-
cipio de que quando os orbitais moleculares de dois re-
agentes comecam a interagir e a se sobrepor, ocasiona
a formacédo de dois novos orbitais moleculares, um li-
gante, de menor energia e, outro, antiligante, de maior
energia (SANT'ANNA, 2009). Podemos exemplifica-las
numa reacdo que utiliza o mecanismo de substituicdo
nucleofilica de segunda ordem, onde a reac¢éo inicia-
-se pela interacdo do orbital ocupado de maior energia
(HOMO - Highest Occupied Molecular Orbital), que con-
tém o par de elétrons que vai ser doado ao aceptor, 0
substrato com o orbital molecular ndo ocupado de me-
nor energia (LUMO — Lowest Unoccupied Molecular
Orbital), assim, podemos relacionar a energia dos orbi-

tais HOMO (e e LUMO (g, . ) com a forca de atra-

HOMO) LUMO
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¢ao do par de elétrons que pode ser doado ( alta energia
do HOMO ), como também, podemos relacionar essa
variacdo de energia com a capacidade de receber elé-
trons (baixa energia de LUMO). Essas energias podem
ser melhor visualizadas pelo célculo do GAP (Equacéo
2) (ARROIO, HONORIO e DA SILVA, 2010), pois quanto
menor for o Gap mais facilitada é a reag&o. Na figura 8,
podemos observar uma pequena variacdo nos valores
dos GAP’s, indicando assim, uma alta reatividade para
essa molécula.

Figura 8 — Orbitais de Fronteira (HOMO e LUMO) e va-
lores de GAP do farmaco sintético Atalureno

: LUMO+4 LUMO+3 LUMO+2 LUMO+1 Lumo

9.7831eV 9.0216 eV

7.6339 eV

9.4167 eV

86409 eV

,ﬁ P

HOMO-4

HOMO 3 HOMD 2 HUMO 1

4 CONSIDERACOES FINAIS

A modelagem molecular, com o auxilio da compu-
tacdo moderna, tornou-se uma importante ferramenta
no processo do desenvolvimento racional de farmacos,
permitindo a caracterizag&o estrutural, como foi obser-
vado na modelagem do farmaco sintético Atalureno, que
possui sitios nucleofilicos nos atomos de oxigénio, prin-
cipalmente no oxigénio carboxilico, essa reatividade
foi demonstrada pelos valores de GAP que indicaram
vérias regides com alta capacidade de transicao eletro-
nica.

Este trabalho constitui uma etapa inicial para o
melhoramento do farmaco, pois a partir do completo
entendimento das caracteristicas que influenciam a re-
atividade do composto, podemos iniciar o planejamento
de novos compostos através de modificagdes estrutu-
rais (Drug designer).
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