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RESUMO

O pacote de softwares Spartan™ vs 04 foi utilizado
para calcular algumas propriedades fisico-quimicas
de uma série de inibidores da Enzima Conversora de
Angiotensinogénio ECA. Simultaneamente, o pacote
MarvinSketch 5.0.0 foi empregado para calcular o
Coeficiente de Particio P dos inibidores. Através da
analise dos resultados, conclui-se que: a) o arranjo
termodinimico mais estavel desses inibidores mimetiza
aquele dos residuos pré-terminais da angiotensina II,
b) ha grande similaridade entre as cargas dos atomos
que se ligam a macromolécula e c) os calculos mostram
diferencas significativas entre os valores de P para os
inibidores. Portanto, as diferencas farmacolégicas
existentes entre os inibidores estio mais intimamente
relacionadas ao coeficiente de particio do que a
capacidade destes de inibir o sitio ativo da ECA.
Palavras-chave: ECA.Abinitio. Equilibrio conformacional.
Lipofilicidade

INTRODUCAO

O Sistema  Renina-Angiotensina-Aldosterona
(SRAA) ¢ ativado em resposta a redugdo da pressdo
arterial. Por sua vez, a ativacdo desse sistema produz
uma série de respostas que atuam de forma a restaurar a
pressdo arterial ao seu valor normal. Uma das etapas desse
sistema ¢ a conversao da angiotensina I em angiotensina II,
reagdo catalisada pela Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA, do inglés ACE — Angiotensin Conversor Enzyme).
Alguns farmacos que bloqueiam a resposta fisiologica sao
antagonistas dessa enzima e foram desenvolvidos com o
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objetivo de tratar pacientes hipertensivos (Pina & Roque,
2009). O primeiro entre esses farmacos foi o captopril,
derivado de estudos sobre os efeitos do veneno de jararaca,
Bothrops jararaca, em humanos. Esse farmaco mimetiza
os aminoacidos prolina e fenilalanina presentes na
angiotensina I e inibe, quando se liga a enzima, a clivagem
dos dois tltimos aminoacidos da angiotensina I, histidina,
leucina e, consequentemente, todo o SRAA, como
mostrado na Figura 1 (Cushman et al., 1977; Redelinghuys
et al., 2005). A partir desses estudos, uma série de farmacos
carboxialcanoilicos e mercaptoalcanoilicos foi produzida
com o intuito de inibir a clivagem da angiotensina I em
angiotensina I, no SRAA (Brunton et al., 2006).
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Figura 1 Sitio ativo da ECA, pontos de ligagdo com os ligantes,
substrato enddgeno e dois inibidores.
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O reconhecimento molecular do farmaco pela
enzima depende do arranjo espacial dos grupamentos
funcionais e das propriedades estruturais do inibidor, que
devem ser complementares ao sitio receptor em casos de
inibi¢cdes competitivas (Brew, 2003). Esse reconhecimento
¢ fundamental para que a inibicdo seja eficiente. Por
exemplo, a ECA contém zinco e, portanto, é necessario que
o inibidor possua um grupo funcional capaz de interagir
com esse metal (Cushman et al., 1977). Nessa mesma
linha, um sitio carregado positivamente em uma enzima
implicaria na existéncia de um sitio de alta densidade
eletronica em seus possiveis inibidores. Ainda no que
concerne ao arranjo molecular dos grupos, é essencial o
estudo do equilibrio conformacional cis-trans, pois este se
relaciona a probabilidade do “encaixe” entre a enzima e o
inibidor (Thorsett et al., 1986), como mostra a Figura 2.
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Figura 2 Equilibrio conformacional da N-alanilprolina.

No planejamento da sintese desses farmacos, ¢é
necessario, também, considerar a forma de eliminacao dos
mesmos. A lipofilicidade de um farmaco ¢ definida pelo seu
coeficiente de parti¢do, verificada entre uma fase aquosa e
uma fase organica (geralmente o octanol) ¢ esta intimamente
ligada a eliminagdo de farmacos. Ja o coeficiente de
particdo ¢ definido como a razdo entre a concentragdo da
substancia na fase organica ¢ sua concentra¢do na fase
aquosa, em um sistema em equilibrio (Ranadive et al.,
1992). Os farmacos que apresentam maior coeficiente de
parti¢do e, consequentemente, maior lipofilicidade, podem
apresentar a circulagdo entero-hepatica, o que pode ser um
fator favoravel em alguns estados patolégicos, como o de
insuficiéncia renal. Por exemplo, no caso de farmacos que
atuam no SRAA, deve-se levar em conta que os pacientes
que sofrem de hipertensdo podem, muito possivelmente,
sofrer de (ou apresentar sintomas associados a) disfungdo
renal. Logo, o tratamento com um farmaco pode causar
sérios problemas colaterais ou invalidar o tratamento
como um todo, caso esses possuam uma rota de excre¢ao
predominantemente renal, como acontece com os farmacos
tiolicos, similares ao captopril, e carboxialcanoilicos,
similares ao enalapril (Marshall et al., 1989). Essas
consideracdes e problemas estdo, por exemplo, na base
do planejamento e do desenvolvimento de um farmaco, o
utibapril, no qual a substituicdo da prolina por um grupo
tiadiazolico favoreceria uma excrecdo essencialmente
biliar do mesmo (Bennion et al., 1991; Buijema, 1997).

Em suma, o planejamento deve levar em conta o
provavel coeficiente de particdo do farmaco, por este ser
uma indicagdo da transferéncia da substancia através de
uma membrana lipoproteica e, portanto, uma indicacdo
da eficacia desse inibidor. Considerando o exposto, o
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planejamento de um farmaco tem de passar pela previsdo
de varias das suas propriedades fisico-quimicas e ndo mais,
como acontecia, pela determinacdo das mesmas “apos
a sintese” dos compostos em questdo, uma abordagem
dispendiosa envolvendo erros e acertos. Ou seja, ¢
primordial se empregar, no minimo para economia de
tempo e dinheiro, os mais variados e adequados recursos
disponiveis do campo da quimica computacional na
previsdo das propriedades fisico-quimicas de determinados
alvos, bem como para o planejamento de rotas sintéticas
plausiveis (Barreiro & Fraga, 2008).

MATERIAL E METODOS

Cilculos semiempiricos e ab initio

Como um todo, foi utilizado o pacote de programas
Spartan™ vs 04’ (Wavefunction, Inc., Irvine, CA) para
os calculos. O método semiempirico utilizado foi o PM3
(parametric method 3) e o ab initio foi, primordialmente,
o Hartree-Fock 3.21G. Através desses programas,
foram feitos o estudo da estabilidade conformacional, a
otimizacdo geométrica e a determinacdo computacional das
propriedades termodindmicas, incluindo o valor das cargas
eletrostaticas dos atomos que potencialmente se ligam aos
pontos de contato do sitio ativo da ECA.

Com o mesmo pacote de programas e utilizando
o método ab initio Hartree-Fock com a base 6.31G, as
propriedades termodindmicas dos farmacos enalapril
e captopril (Figura 3) foram determinadas. Para esses
farmacos, também se fez a otimizagdo geométrica,
obtendo-se os fossos de energia para os conférmeros cis e
trans, os perfis de energia dos conférmeros gerados a partir
de possiveis rotagcdes em torno da ligacdo C-N amidica
e as extensdes da prevaléncia entre os isdmeros desses
compostos.

Os farmacos captopril e lisinopril, os pro-farmacos
enalapril, benazepril, fosinopril, quinapril, e utibapril, bem
como seus respectivos farmacos ativados enalaprilato,
benazeprilato, fosinoprilato, quinaprilato e utibaprilato
(Figuras 3 e 4), foram submetidos a calculos de equilibrio
geométrico e posterior determinagdo das respectivas
energias de formacdo e afins, ambos feitos pela suite
Spartan 04’ com o método ab initio Hartree-Fock 3.21G.
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Figura 3 Enalapril e Captopril.
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Figura 4 Lisinopril, Utibapril, Benazepril, Quinapril e Fosinopril.

Tendo em vista o sitio ativo da ECA e os locais de
ligagdo do inibidor, as cargas de cada atomo dos farmacos e
pro-farmacos foram calculadas e analisadas de acordo com
a carga do local de ligag@o na enzima (Figura 5).
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Figura 5 Atomos de oxigénio que se ligam a ECA.
Lipofilicidade

Nesse trabalho, utilizou-se o pacote de programas
MarvinSketch Version 5.0.0 (ChemAxon Ltd., http://www.
chemaxon.com) para a determinagdo do coeficientes de
particdo dos farmacos e pro-farmacos estudados.
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RESULTADOS

Otimizacio geométrica de Captopril e Enalapril

A partir da otimizagdo geométrica dos farmacos
captopril e enalapril, bem como da determinagdo dos
minimos de energia, concluiu-se que ndo ha uma rotagdo
livre em torno da ligagdo amidica dos farmacos. Ou seja,
existe uma conformagdo em comum mais estavel para
os dois farmacos (Green et al., 1991), notadamente para
o enalapril (Figura 2), e uma barreira rotacional muito
grande que torna, em termos termodinamicos, improvavel
a conversdo destes nos conféormeros menos estaveis.

Ou seja, através da andlise dos dados da Tabela 1,
que foram encontrados a partir dos minimos de energia e da
determina¢do da extensdo dos isdmeros cis e trans de cada
farmaco, conclui-se que o farmaco captopril apresenta-se
praticamente na mesma extensdo para os dois isdmeros.
Por sua vez, o conformero trans do enalapril apresenta & =
0.95 (95% da populagdo). Desse forma, pode-se dizer que
o arranjo trans € o predominante.

Tabela 1 Propriedades termodindmicas molares, variagdo da
Energia Livre, constantes de equilibrio e extensdo dos isdmeros
dos farmacos Captopril e Enalapril, medidas a 298.15 K ¢ 1.00
atm

Energia

Entalpia Entropia Cv livre G rans K ¢
kJ/mol J/imol.K  J/mol.K kJ/mol
kJ/mol
trans-Captopril ~ 718.65 512.87  213.94 565.74
0,1 0.96 0.49
cis-Captopril 718.56 512.91 213.84  565.63
trans-Enalapril  1391.68 766.64  393.31  1163.10
-7.14 17.82 0.95
cis-Enalapril 1392.16 79222 39420 1155.96

Propriedades termodinimicas dos inibidores

A Energia Livre das conformagdes de menor energia
de cada farmaco estdo na Tabela 2. As cargas eletrostaticas
(da fungdo electrostatic charges do programa MarvinSketch
Version 5.0.0 e do método ab initio pertinente) dos oxigénios
que supostamente se ligam ao sitio ativo sdo mostradas na
Tabela 3. De um modo geral, ndo se notam significativas
variagdes na distribui¢do de cargas eletronicas entre os
atomos dos farmacos que se ligariam aos pontos seletivos
do sitio ativo da ECA. Por exemplo, a carga no oxigénio da
carbonila amidica no captopril (oxigénio 3, Figura 5) ¢ de
-0.609 e no mesmo oxigénio do benazepril é de -0.644 (~6
% de diferenca).

Tabela 2 Energia Livre dos farmacos estudados a 298.15 K e 1.00
atm. Parametros: [Cl-] = 0.1; [K+,Na+] = 0.1

Inibidores Energia Livre kJ/mol
Captopril 563.42

Enalapril 1167.15

Lisinopril 1356.03

Benazepril 1229.94

Quinapril 1217.70

Fosinopril 1868.59

Utibapril 1275.30
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Tabela 3 Cargas cletrostaticas dos atomos de oxigénio que se
ligam a ECA 2298.15 K e 1.00 atm

Cargas eletronicas o1 02 03 04 05
Captopril -0.769 -0.617 -0.609 -0.318 (S4) -
Enalapril -0.677 -0.649 -0.584 -0.440 -0.633
Enalaprilato -0.827 -0.702 -0.642 -0.759 -0.698
Benazepril -0.813 -0.621 -0.644 -0.669 -0.670
Benazeprilato -0.812 -0.626 -0.666 -0.818 -0.624
Lisinopril -0.792 -0.596 -0.754 -0.751 -0.672
Quinapril -0.798 -0.607 -0.674 -0.643 -0.680
Quinaprilato -0.795 -0.606 -0.680 -0.849 -0.654
Utibapril -0.769 -0.580 -0.541 -0.562 -0.662
Utibaprilato -0.771 -0.578 -0.553 -0.767 -0.673
Fosinopril -0.826 -0.621 -0.684 -0.741 -0.823
Fosinoprilato -0.585 -0.631 -0.648 -0.961 -1.046
Lipofilicidade

Os coeficientes de particao (logP) de cada farmaco
e pro-farmaco sd3o mostrados na Tabela 4. O pro-farmaco
fosinopril e seu correspondente hidrolisado, o fosinoprilato,
apresentam um alto coeficiente de lipofilicidade,
confirmando dados de que o fosinopril apresenta as duas
formas de excreg¢do: biliar e renal (Goodman, 2007).

O utibaprilato, obtido através da hidrolise do
utibapril, tem o maior coeficiente de partigao (4.15) ¢ ¢
eliminado pela via biliar, preferencialmente (Remko, 2007;
Bennion et al., 1991; Carr et al., 1990). Por outro lado, o
captopril, com um coeficiente de 0.51, e o enalapril, com um
coeficiente de 2.10, confirmam que a baixa lipofilicidade
estd diretamente ligada a excre¢do pela via renal.

Tabela 4 Valores de logP para os pro-farmacos e seus respectivos
farmacos medidos a 298.15 K e 1.00 atm. Parametros: [Cl-] =0.1;
[K+,Na+]=0.1.

Classificagado quanto a

Compostos 10gP o 109P erimontal eliminaco
Benazepril 3.30 - -
Benazeprilato 2.92 - Renal
Captopril 0.51 0.34 Renal
Enalapril 2.10 - -
Enalaprilato 1.73 -0.74 Renal
Lisinopril 1.49 -1.22 Renal
Quinapril 3.53 - -
Quinaprilato 3.16 - Renal
Fosinopril 3.67 >5 -
Fosinoprilato 1.18 3.69 Renal e biliar
Utibapril 4.52 - -
Utibaprilato 4.15 - Biliar
DISCUSSAO

Dado o grande aumento da qualidade e eficiéncia
dos computadores e programas para calculos estruturais e
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propriedades fisico-quimicas de substancias, ndo € surpresa
que simulagdes computacionais tenham se tornado passo
essencial no planejamento de farmacos. Por outro lado, esse
planejamento e essas simulagdes passam, necessariamente,
pelo crivo da sua confiabilidade, mostrando suas
capacidades de se reproduzirem e se tornarem instrumentos
para a explicagdo do comportamento ¢ das propriedades
reais dessas substancias ou de grupos afins.

Calculos ab initio e semiempiricos sdo recursos
da quimica computacional utilizados para varios fins,
inclusive na determinacdo das propriedades fisico-
quimicas relevantes em planejamentos de farmacos. O
método semiempirico utiliza parametros pré-determinados,
baseados em dados experimentais, e ignora algumas das
solugdes empregadas na Equagdo de Schrodinger. Por
outro lado, o método ab initio esta associado ao calculo
de intimeras integrais e, consequentemente, requer maior
demanda computacional ¢ de tempo.

No presente estudo, os métodos semiempiricos
serviram como guia aos calculos ab initio. Os primeiros
foram utilizados por apresentarem resultados qualitativos
altamente condizentes com estudos ja publicados para
esse grupo de inibidores e os métodos ab initio por serem
particularmente tteis na determinagdo de propriedades
moleculares inacessiveis experimentalmente ¢ para a
interpretacao de dados experimentais (Folkers et al., 2008).

As metodologias mistas deste trabalho, empregadas
no estudo tedrico de uma série de farmacos e pro-farmacos
com reconhecida atividade inibidora da ECA, levam as
seguintes conclusdes: esses inibidores coexistem em duas
formas com relag@o a distribuicdo dos grupos em torno da
ligag@o amidica; os conformeros mais estaveis sdo aqueles
denominados “trans”, em que a carbonila amidica e a
carboxila a a esse grupo se encontram em posi¢des opostas;
esses conformeros sdo, de fato, verdadeiros isOmeros
geométricos, ja que a rotagdo em torno da ligagdo amidica
desses compostos ¢ proibida em termos termodindmicos; a
densidade eletronica dos sitios passiveis de interagir com
o sitio ativo da ECA ¢, basicamente, a mesma em todos
os farmacos e pro-farmacos estudados e, por sua vez, o
coeficiente de parti¢do desses farmacos e pro-farmacos
varia significativamente no conjunto estudado.

Em suma, o estudo teodrico indica, com base
somente nas propriedades fisico-quimicas calculadas,
que esses farmacos possuem a mesma capacidade de
interagdo com o sitio ativo da ECA. Entretanto, Patrick
(1998) relata que, no desenvolvimento do enalapril, a
presenca do substituinte benzila favorece a interacdo
deste com um sitio hidrofobico na proteina. Esta interacdo
aumentou em mais de 1.000 vezes a poténcia inibitoria do
enalapril em relagdo ao seu precursor. No estudo, ndo se
encontrou esse resultado, pois os métodos utilizados nao
preveem as interacdes hidrofébicas entre os farmacos e a
macromolécula. Programas que promovem a compreensao
dos mecanismos de reconhecimento molecular receptor-
ligante poderiam ser mais eficientes para predizer essas
interagdes. Especificamente, métodos de docking receptor-
ligante sdo peca-chave na area de Desenho Racional de
farmacos Baseado em Estrutura (DRBE) (Scherrer &
Howard, 1977). Esse método consiste na predigdo do modo
de ligagdo de uma pequena molécula ligante (inibidor) na
regido de ligacdo (sitio ativo) de um alvo molecular, bem
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como na quantificagdo da afinidade da ligacdo entre o
receptor e o ligante.

Assim, o planejamento molecular e o
desenvolvimento racional de farmacos (inclui-se aqui todos
0s processos, como predicao e modificagdo de propriedades
fisico-quimicas, desenho racional basecado em estrutura,
relagdo estrutura-atividade, entre outros) sdo estratégias
modernas utilizadas por industrias e laboratorios para a
obtengdo de novos compostos biologicamente ativos.

ABSTRACT

Theoretical study and determination of physicochemical
properties of antihypertensive angiotensin-converting
enzyme inhibitors

The software package Spartan™ 4.0 was employed
to calculate some physicochemical properties of a
series of available ACE inhibitors. Simultaneously, the
program MarvinSketch 5.0.0 was employed to calculate
the partition coefficients (P) of the same compounds.
After analyzing the results, we conclude that: a) from a
thermodynamic point of view, the most stable conformer
of each inhibitor resembles, as expected, the most stable
spatial arrangement of the preterminal residues of
angiotensin II; b) there is great similarity among the
charge profiles of the potential binding sites of all the
inhibitors; c) there are large differences in P among
these compounds. Summing up, the pharmacological
differences reported between the inhibitors are more
closely linked to their lipophilic properties than to their
capacity to block the ACE active center.

Keywords: ACE. Ab initio. Conformational equilibrium.
Lipophilicity.
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