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Artigo

A NEW MODEL FOR THE H, ANTAGONISTS BINDING SITE BASED ON 3D QSAR ANALYSIS. A new model for the H,
antagonists binding site is postulated based on adsorption coefficient values of sixteen antagonists, in the affinities constants of

the primary and secondary binding sites, and in the chemical characterization of these sites by 3D-QSAR. All study compounds

are in the extended conformation and deprotonated form. The lateral validation of the QSARs, CoMFA analysis, affinity constants

and chemical similarity data suggest that the antagonists block the proton pump in the H, receptor interacting with two tyrosines

- one in the helix 5, and other in the helix 6.
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INTRODUCAO

O receptor histaminérgico H, € constituido de sete transmem-
branas' (7TM) capazes de ativar a proteina G, e pela anélise compa-
rativa da seqiiéncia de aminodcidos das 7TM de 225 receptores
acoplados a proteina G (GPCR) este receptor foi catalogado como
pertencente a super familia da rodopsina®. A andlise filogenética
molecular deste receptor ndo revelou uma ramificagdo comum com
os receptores histaminérgicos® H, e H,, possivelmente devido 2 TM
5, cuja seqiiéncia 183-187 desta TM ¢ especifica para este receptor.
A hélice 5 é capaz de acomodar agonistas e antagonistas, e pode
estar envolvida no processo de ativacio da proteina G via transferén-
cia de prétons®.

Como constituintes naturais dos GPCRs, as transmembranas siao
proteinas reativas com respeito a esta proteina, sendo capazes de
produzir respostas celulares na auséncia do agonista®, como por exem-
plo, pela remogdo de fons s6dio®. Estes dados s@o evidéncias de que
estes receptores podem existir em diferentes estados conformacionais
(cujo comportamento ¢é classificado como intrinseco) e sdo capazes
de interagir com a proteina G, mediante os vdrios estados ativos®
(comportamento interativo). Neste caso, o receptor ¢ dito ativado e,
portanto, a adsor¢do de ligantes é dependente destes estados confor-
macionais.

No tocante ao receptor histaminérgico H,, Nederkoorn et al. de-
monstraram por modelagem molecular’, que o estado ativado deste
receptor pode ser caracterizado pela interagdo do anel heterociclico
do agonista com uma tirosina na hélice 5 e, posteriormente, com
outra tirosina na hélice 6, sem que o agonista (a histamina) se dissocie
do fon aspartato na hélice* 3. Segundo este modelo, o processo de
ativag@o do receptor H, consiste em um transporte de prétons medi-
ado pelo agonista (histamina) entre as tirosinas das hélices 5 e 6 e,
posteriormente, entre as tirosinas das hélices 6 e 7, sem que haja a
participagdo do agonista permitindo, assim, a ativacdo da proteina*
G. Nio obstante, um possivel bloqueio destes residuos por um anta-
gonista ndo foi, ainda, caracterizado.

O modelo atual do sitio de interag@o dos antagonistas H, € base-
ado em valores tedricos da energia de interacao dos ligantes com o
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sitio receptor®. Todos os antagonistas estio na forma protonada e
interagem com dois residuos de aspartato existentes na terceira e
quinta transmembranas do receptor H,. O resfduo de aspartato pre-
sente na terceira a hélice constitui o local de a¢do dos agonistas H,
na forma protonada’, e o segundo residuo de aspartato na quinta alfa
hélice é um sitio ancora. Um fon AH* foi usado para modelar um
residuo protonado de lisina, arginina ou histidina capaz de atuar como
um doador de prétons no sitio receptor.

Este presente modelo tem apresentado vérias incongruéncias com
os dados experimentais gerados nos ultimos anos. Por exemplo, se-
gundo o modelo proposto o anel imidazdlico da cimetidina (composto
11 na Tabela 1) estd protonado no sitio receptor, contudo, o fon
imidazdlio é o mais potente 4cido existente na quimica bioorgénica’ e
pode protonar qualquer residuo de aspartato no receptor H,. Estudos
cristalogréficos sobre a cimetidina em meio aquoso mostraram que
este composto desprotona quando cristaliza, apresentando-se na con-
formacgdo estendida, e na forma neutra mono-hidratada'®, contrarian-
do a carga prevista postulada no modelo atual. Estudos cristalograficos
envolvendo antagonistas H, revelaram que o anel guanidinotiazdlico,
presente nos mais potentes antagonistas, ndo esta protonado quando
interage com 4cidos orgnicos'', como postulado no presente modelo.
O fon AH*, usado como um sitio doador de prétons, mostrou-se in-
compativel como um sitio de interacdo para histamina no receptor
histaminérgico H,, como foi demonstrado pelo uso de modelagem
molecular*’ e por QSAR-3D, descrita para outra classe de agonistas -
as imidazolilpropilguanidinas'?. Ainda no presente modelo, o sitio de
interacdio dos antagonistas na forma protonada ¢ o mesmo sitio de
interacdo da histamina, o que contraria os estudos farmacol6gicos
efetuados por Krielaart ef al., que sugerem um bloqueio da acdo da
histamina por seus antagonistas em sitios diferentes'®. Importa consi-
derar ainda, que o estudo de difusio da cimetidina na membrana de
células de Caco-2 revelou que o transporte deste composto na forma
desprotonada é 30 vezes mais rapido do que na forma protonada'®. Em
resumo, os dados referentes a carga dos antagonistas H,, os respecti-
vos sitios de intera¢do e o mecanismo de bloqueio ndo sdo compati-
veis com os dados cristalograficos dos ligantes, com a estrutura 3D do
receptor, com os dados farmacolégicos do mecanismo de agio e com
a natureza fisico-quimica dos ligantes no processo de transporte, res-
pectivamente. Portanto, € coerente admitir que os antagonistas H, blo-
queiem a acdo da histamina na forma desprotonada, como também



500 Fabiano ¢ Montanari

sugerido por Bastiaans et al."® para os antagonistas H,, e por Stark et
al.' para os antagonistas H..

No presente trabalho, é apresentado o cdlculo das constantes de
afinidade de dois sitios do receptor H, para dezesseis compostos e
suas naturezas quimicas sdo determinadas via validagdes laterais'™'®
de QSARs-3D, analisando assim, os sitios que interagem com as
duas subunidades estruturais presentes nos antagonistas H, - o grupo
denominado “equivalente a uréia” e o anel heterociclico substituido.
Um novo mecanismo de ac¢do ¢ sugerido para estes compostos na
conformag@o estendida e na forma desprotonada, no receptor H, do
atrio cardiaco. ValidacGes estatisticas' sdo consideradas para confe-
rir uma maior robustez ao modelo e a andlise comparativa dos cam-
pos moleculares — CoMFA — ¢ feita para caracterizar a ambiéncia
quimica global em torno dos antagonistas H,.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e métodos

As constantes de dissociagdo dos antagonistas, K, (em M), utili-
zadas neste trabalho, foram determinadas por Shankley et al.>".

As estruturas tridimensionais dos antagonistas H, foram geradas
na conformacao estendida e na forma desprotonada, através do pro-
grama Sybyl*! v.6.5.3, e as distancias entre as duas subunidades cons-
tituintes de todos os antagonistas estudados foram determinadas usan-
do o mesmo programa. As cargas foram calculadas através do méto-
do Gasteiger implementado no programa Sybyl.

Os valores dos descritores de superficie molecular para os
dezesseis antagonistas considerados € o ntimero de fragmentos —-NH,
presentes na estrutura destes compostos, foram obtidos através do
programa TSAR - 3D?. Os valores de similaridade quimica foram
obtidos apés o alinhamento dos compostos segundo o critério de
massa molar, usando o médulo ASP do programa TSAR - 3D. As
estruturas alinhadas sdo mostradas na Figura 1. No tocante aos da-
dos de similaridade quimica gerados, o médulo ASP contido no pro-
grama TSAR atribui o valor arbitrdrio de 1.000 a molécula tomada
como referéncia. Os valores calculados de todos os descritores 2D e
3D utilizados neste trabalho sdo mostrados nas Tabelas 1 e 2.

Figura 1. Estruturas alinhadas pelo critério de massas molares

Os coeficientes de adsorgdo dos antagonistas H,, K, dado em
M (ver Tabela 2), foram calculados segundo a Equagéo descrita por
Bushelev*:

K, K,=PB.exp.-p (D

onde B3 é o niimero de moléculas com superficie S (A?) adsorvidas
numa superficie S, do receptor, dada por S_= mur* em A2 1 é a distan-
cia entre duas o hélices que encerram os sitios receptores, aqui con-
siderada igual a 10A, conforme dados da estrutura 3D dos GPCRs>.
Os valores de [ sdo calculados mediante a Equacéo 2,

B=mr/S, ®)
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Tabela 1. Estrutura e valores das poténcias e superficie moleculares
dos compostos estudados

N°.  Composto pPK, S, (A%
HN/\\N
= H
HyC CHSCH,CHNH o
1 J;//Z oy 7,05 380,02
e Ho
(o]
(CH3)2NCH2\®/CH;SCH2CH2NH>I_N_H
2 n/>_/2 -<:>— 7,67 422,03
o CH~ )—CHy
NH,
N)’\NH2
S*N
30 7,74 314,76
CH,SCH,CH,C - NH,
;lSOzNHI
N_ (CH)NH N’*
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7 HJCHCHZSCHZCHZNH(IZ'NHCHZCHZSCHZ)\QH 7’24 380’4
(CHz)zN\A
8 o ‘CH,S CH,CH,NH o NO, 6,75 334’15
CH;HN>_<H
_~_OCH;
9 [ Nex 6,66 296,81
N CH,SCH,CH,NHCNHCH;
= OCH;
10 (] NeN 6,00 28937
N (CH2),NHCNHCHj;
NCN
H;C CHZSCHZCHINH‘(‘?NHCH,
11 yY=( 6,08 275,36
HN\//N
$
HC CH,SCH,CH,NHCNHCH;
12 =( 6,06 296,81
HN\//N
CHNO,
H,C CH,SCH,CH,NHCNHCH;
13 )= 534 275,93
HN\//N
s CHNO,
14 [%CHZSCHZCHZNHCNHCHJ 5,30 272,02
N
s ‘ITICN
15 E%cn,scHzcn,wcwncn3 5,85 268,51
N
CHZCHZ(J-IZCHZNH‘(‘ZNHCHg
16~ 4,92 238,8
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Tabela 2. Valores de poténcia, logaritmo do coeficiente de adsorgdo*, logaritmo negativo das constantes de afinidade dos sitios primdrio (K )
e secunddrio (K,), Similaridade combinada**, Similaridade de forma*** e descritor de superficie molecular, respectivamente, dos antagonistas
H,. Os valores dados entre paréntesis sdo os logaritmos negativos das constantes de afinidade dos sitios primario e secundario, calculados por
Krieelart ef al. (ver ref. 13)

NO pKB logKads pI(I pKZ Sc<16> SI'<]4> Kal

1 7,05 6,61 7,31 5,70 0,166 0,550 19,188
2 7,67 7,19 7,89 6,29 0,168 0,527 21,605
3 7,74 7,31 8,00 (8,00) 6,41 (6,5) 0,103 0,639 17,292
4 7,22 6,78 7,48 5,87 0,073 0,567 20,006
5 7,57 7,14 7,84 6,24 0,259 0,643 16,833
6 7,44 7,00 7,70 6,10 0,277 0,500 18,771
7 7,24 6,80 7,50 5,89 0,213 0,571 19,356
8 6,75 6,32 7,02 (6,9) 5,42 (5,0) 0,327 0,628 18,339
9 6,66 6,23 6,93 5,33 0,470 0,666 15,597
10 6,00 5,56 6,23 4,65 0,418 0,664 15,248
11 6,08 5,64 6,34 (6,5) 4,73 (4,3) 0,399 0,807 15,863
12 6,06 5,62 6,32 4,71 0,443 0,720 12,798
13 5,34 4,91 5,61 4,01 0,381 0,883 14,999
14 5,30 4,86 5,56 3,95 0,427 1,000 14,650
15 5,85 5.41 6,11 4,50 0,469 0,890 13,515
16 4,92 4,46 5,16 3,56 1,000 0,739 11,455

K, . K, eK, sio dados em M. * K & dado em M, e os valores listados foram calculados pela Equacdo 2; ** indica que o composto <16> foi
tomado como referéncia; *** denota que o composto <14> foi tomado como referéncia, conforme notacio do programa ASP. Ver texto para
maiores detalhes.

As constantes de afinidade dos sitios primdrio e secunddrio foram -6,0 7
determinadas graficamente na relagio descrita por log C versus K , .C, log C
onde C € a concentragdo ativa dos antagonistas H,. A concentragdo € 65 - - -
variada na faixa correspondente a janela terapéutica e o produto K .C -
¢é determinado nesta faixa de concentracéo. Nos pontos onde ocorrem
mudangas na inflexdo da curva do gréfico de log C versus K .C, as -7,0 1 -
constantes de afinidade sdo determinadas para os sitios primdrio e se- -
cunddrio. Onde ocorre a primeira mudanca de inflexdo, ou seja em 5

K .-C=0,2, o valor calculado de C identifica-se com o valor da cons-
tante de afinidade do sitio primdrio, K, expressa em M. A segunda
mudanga de inflexdo ocorre em K | C = 8 e C identifica-se com o 8,0 - .
valor da constante de afinidade do 51t0 secunddrio, com K, dada igual-
mente em M. A Figura 2 mostra o gréfico de log C versus K, .C para
0 mais potente antagonista. Os valores das constantes de aﬁmdade do
sitio primdrio e secunddrio calculados sao dados na Tabela 2, como
logaritmo negativo das constantes de afinidade dos respectivos sitios.
Os valores dados entre parénteses sdo aqueles determinados por
Krielaart et al.”® para trés antagonistas: famotidina (composto 3 na

8,5 — — —
0 2 4 6 8
Kags -C

Figura 2. Grdfico de log C versus K
O valor de K

ads

. C para o mais potente antagonista.

usado é mostrado na Tabela 2 como logK . A faixa de

ads®

Tabela 2), ranitidina (composto 8 na Tabela 2) e cimetidina (composto
11 na Tabela 2), cujo método ¢ dado a seguir.

O método® usado por Krielaart ef al. consiste na simulagéo da
isoterma de interacdo da histamina na preseng¢a de um antagonista
descrita pela relacdo:

f=ai/[1+[Al/K,+K /[L] {1 +[AVK,}]q (2a)

onde f € a resposta bioldgica parcial, obtida a partir dos valores de
aumento da freqiiéncia de batimentos cardiacos promovidos pelo
agonista; a.i € a atividade intrinseca do agonista no tecido (0 < a.i. >
1) ; K, € a constante de dissocia¢do do agonista; K, € a constante de
aﬁmdade do sitio primdrio; K, € a constante de aﬁmdade do sitio
secunddrio; q € a reserva de receptores dada por [RL]/[R]; [RL] € a
concentragdo do agonista complexada e [R] € a concentragio total
de receptores. As concentragdes dos antagonistas [A] s3o dadas em
M, bem como as constantes de afinidade.

variagdo de C corresponde aquela da janela terapéutica: de 5x10° M a
4 x 107 M. A primeira mudanga de inclinagdo ocorre em K ,.C = 0,20 e a
segunda mudanga em K ,.C = 8,0. A adsor¢do dos antagonistas H, é
governada por dois sitios quimicamente idénticos

Na simulag@o do efeito do inibidor, a Equago 2a considera que
a presenca do antagonista no sitio secunddrio ndo afeta a interacio
do agonista e vice-versa. Isto equivale a dizer que o comportamento
do receptor no estado ativado € similar ao comportamento no estado
de repouso, quer na presenga do agonista ou do antagonista, ou na
presenca dos dois conjuntamente. Note que a Equag@o 2a considera
que apenas dois sitios antagonistas s@o relevantes na descri¢do do
processo de bloqueio do agonista, mas ndo foi feita uma identifica-
¢do quimica destes sitios, bem como uma descricdo da afinidade
destes por fragmentos moleculares especificos presentes na estrutu-
ra dos antagonistas. Isto torna relevante a andlise das interacdes por
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QSAR para uma série relativamente grande de compostos contendo
uma diversidade quimica de grupos funcionais.

A andlise comparativa dos campos moleculares estéreos e
eletrostéticos, COMFA, foi obtida pelo programa Sybyl*!, operando
uma estacdo de trabalho Silicon Graphics O2. Na determinacdo da
correlag@o entre os valores preditos e calculados, as constantes de
dissociacdo dos antagonistas foram consideradas para a andlise da
validac@o estatistica do modelo.

Estas andlises tornam-se mais relevantes quando existem dois
modelos distintos para o mecanismo de bloqueio do receptor
histaminérgico H,. No modelo atual®, um antagonista bloqueia a ago
da histamina ligando-se nos mesmos sitos de intera¢do desta; no se-
gundo modelo*, o antagonista pode bloquear os residuos protéicos
transmissores de prétons necessdrios a ativagdo da proteina G

RESULTADOS E DISCUSSAO

O alinhamento dos antagonistas na forma desprotonada e na con-
formacdo estendida efetuada pelo critério de massa molar, como
mostrado na Figura 1, é pertinente para a verificacio da hipétese da
adsorcdo dos antagonistas ser governada por dois sitios receptores
quimicamente equivalentes envolvidos numa possivel bomba de
protons, pois a disposi¢@o dos ligantes alinhados, segundo este crité-
rio, apresenta os anéis substituidos com fragmentos moleculares
nitrogenados em posi¢des opostas. Este alinhamento é compativel
com os dados cristalograficos dos mais seletivos antagonistas'®!!,
com 0 mecanismo proposto para a bomba de prétons no receptor H,,
e com a correlaciio entre os logaritmos negativos das constantes de
afinidade pK, e pK, , dada pela Equag@o 2b, que sugere uma simi-
laridade quimica entre dois sitios receptores. Portanto,

pK, = 1,020(x0,027)pK, + 1,522(=0,142) (2b)
n=16;1r>=0,990 ; SD = 0,094)

Importa considerar no presente momento que a Equacio 2b suge-
re a inclusdo de antagonistas com uma cadeia molecular extensa para
o estudo das QSARs-3D com o critério de alinhamento das estruturas
por massas molares, pois possibilita o estudo de um possivel bloqueio
da bomba de prétons, efetuado pelo afastamento dos grupos protéicos
responsaveis pelo transporte de prétons em diferentes hélices.

Uma andlise comparativa dos valores de pK, , do logaritmo do
coeficiente de adsorcdo e das constantes de afinidade mostrados nas
Tabelas 1 e 2 sugere que uma grande superficie molecular e a pre-
senga de fragmentos -NH, presentes na estrutura dos antagonistas
respondem pela eficiéncia destes. Inversamente, antagonistas con-
tendo anéis imidazdlicos que podem ativar uma transferéncia de
prétons pelo seu cardter tautomérico sdo fracamente adsorvidos e
promovem um decréscimo na afinidade pelos dois sitios. Isto sugere
que estes possam ser quimicamente equivalentes.

A coeréncia da metodologia proposta para a determinagdo das
constantes de afinidade dos sitios primdrio e secundario pode ser
vista na Tabela 2, que encerra os dados comparativos das constantes
de afinidade calculados pelos dois métodos. Estas andlises mostram
que os valores das constantes de afinidade para ambos os sitios se
aproximam quanto mais potente é o antagonista, como mostrado para
0 mais potente antagonista da série estudada. As constantes de afini-
dade para o sitio primdrio sdo iguais (pK, = 8) para os dois métodos,
e para o sitio secunddrio sdo ligeiramente diferentes: pK, = 6,5 para
este trabalho, e igual a 6,41 conforme Krielaart et al.". Tsto leva-nos
a concluir que a adsor¢d@o € regulada por dois sitios, e o coeficiente
de adsor¢ao ¢ uma medida quantitativa da seletividade de um estado
conformacional protéico especifico para os antagonistas H,, presen-
tes na forma desprotonada e na conformacéo estendida.

Quim. Nova

Uma andlise conjunta dos valores de pK, e da superficie molecular
dos antagonistas indica que compostos contendo anéis aromaticos
de cinco ou seis membros nitrogenados, ou aromdticos ligados a um
grupo amino possuem uma grande afinidade pelo sitio receptor pri-
madrio, como mostrado na Equagdo 3. A planaridade dos anéis suge-
re a presenga de residuos protéicos contendo anéis aromaticos, for-
mando a cavidade do receptor H, e 0 aumento da afinidade pelo sitio
primério devido aos fragmentos -NH,, indica o caréter hidroxilico
este sitio. Esta é uma caracteristica bdsica das cavidades formadas
pelas hélices 5 e 6 dos GPCR?. A afinidade pelo sitio primdrio au-
menta também devido a presenga de fragmentos —-NH, na estrutura
do antagonista, cujo niimero de fragmentos € descrito pelo parametro
NE. Portanto,

pK, = 0,014 (£0,002)S, + 0,395 (£0,187)NF + 2,038 3)
(n=16;1"=0,862;s=0414 ;1> =0,830)

O valor positivo do coeficiente angular do pardmetro S, na Equa-
¢do 3 sugere que o residuo protéico formador deste sitio estd
direcionado para o interior de uma grande cavidade formada por o~
hélices, onde as restri¢des estéreas sdo pequenas relativamente ao
plano do anel do antagonista. Se considerarmos ainda, que a distan-
cia mdxima entre as duas provdveis hélices seja igual a distancia
entre os fragmentos —-NH, do grupo equivalente a uréia e do anoel
heterociclico do mais potente antagonista estudado, isto é, 14,7A,
entdo este valor aqui obtido € similar aquele descrito para a distancia
mdxima entre as hélices 5 e 6 no receptor [3,-adrenérgico™ (154),
quando interage com seus agonistas e antagonistas. Este valor foi
determinado por modelagem molecular. Isto significa que a hélice 5
no receptor H, possui uma relativa mobilidade. Note que no modelo
dabomba de prétons do receptor histaminérgico* H, ocorre uma trans-
feréncia de proétons entre as hélices 5 e 6 e, se estas hélices se afas-
tam, entdo uma transferéncia de prétons promovida pelo agonista
(histamina) ¢ improvavel.

As caracteristicas estruturais dos antagonistas que impedem a
interacdo com o sitio primdrio podem ser inferidas a partir dos pe-
quenos valores de pK, e sdo representadas pelos grupos 3,4-diamino-
nitroeteno, imidazélico, tiazélico e uréia. No primeiro, o subgrupo
nitro interage com fragmento —NH- da cadeia lateral via ligag@o hi-
drogénio, impedindo a intera¢do deste subgrupo com o sitio recep-
tor. Nos demais grupos contendo enxofre, as ligagdes C-S, C=S, os
dtomos de enxofre sdo bases de Lewis fracas nas interagdes com
grupos doadores de prétons em ligagdes hidrogénio, e o anel
imidazolico pode ativar grupos doadores de prétons devido ao seu
caréter tautomérico'®. Estas caracteristicas sugerem que 0s grupos
ativos dos antagonistas interajam com um residuo fenélico, pois es-
tes possuem uma pequena afinidade com os fragmentos -NO,, C-S €
C=S, como verificado por Abraham et al.’, e pode ser ativado pelo
anel imidaz6lico'®?. Nossos dados mostram que os valores de
log K, constituem um bom critério para o planejamento racional dos
antagonistas H, capazes de interagir com grupos doadores de prétons
nos GPCR.

As caracteristicas acima podem ser verificadas de uma forma
quantitativa na correlacio entre pK, e a similaridade quimica combi-
nada (de carga e forma), considerando o menos potente antagonista
como referéncia. Note que este composto possui uma ligagdo C=S,
onde o enxofre é um fraco receptor de prétons, e possui um anel
imidazélico que pode ativar transferéncia de prétons em grupos
protéicos hidroxilicos'®*. Portanto

pK, = - 4,506 (x0,458)S__ +9,22 4)
(n=16;1"=0,621;5=0,628 ; 1> =0,608)
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E provivel que o sitio primdrio do receptor H, seja uma tirosina,
porque o coeficiente angular da Equagao 4 ¢é similar ao coeficiente
angular da Equagdo 5 determinada por Abraham et al.?®, que descre-
ve a interacdo de aminas, heterociclicos nitrogenados (exceto 2-
piridina), éteres e oximas com 4-nitrofenol como doador de prétons
em ligacdo hidrogénio

logK, = 4.44 (£0.23) — 0,52(+0,15) (5)
(n=31;12=0,930;s=0,20; F=382)

onde K € a constante de equilibrio e B caracteriza a base. Na deter-
minag¢do deste tltimo pardmetro, os termos translacionais foram re-
movidos, e B ¢é proporcional a AH interago 4cido - base. Portanto,
pode ser visto que os pardmetros S e B sdo proporcionais.
Grande parte das caracteristicas mencionadas anteriormente estd
presente na cavidade hidrofébica formada pelas hélices 5 e 6 do re-
ceptor H,, conforme o modelo de Hibert et al.>, como mostrado na

Figura 3, a saber:

1 - Esta hélice possui um residuo de tirosina e, portanto, ¢ portadora
de um grupo fenol direcionado para uma cavidade central'->%.

2 - A tirosina da hélice 5 estd préxima a fase extracelular** podendo
estar ativada e interagir favoravelmente com bases nitrogenadas*
na forma neutra, ou abstrair prétons de bases nitrogenadas proto-
nadas na forma ionizada, através do fon fenolato®.

3 - O grupo fendlico é volumoso, podendo apresentar multiplas
interagdes com outros anéis aromdticos, como mostrado no re-
ceptor histaminérgico H.'".

4 - A cavidade formada por estas duas tirosinas é grande podendo
acomodar ligantes volumosos®, e a distincia entre as hélices 5 e
6 nos GPCR* (de 10 a 17A) é compativel com a distancia entre
os grupos —NH, terroninais, na estrutura do mais potente antago-
nista que ¢ de 14,7A.

Na tentativa de confirmar a natureza fendlica do sitio primdrio e

o grau de impedimento estéreo em torno deste, tentou-se uma corre-

lag@o entre a constante de afinidade do sitio primdrio, pK,, e os

descritores de similaridade combinada, tomando o composto 16 como

Meio extracelular

617

OH
T )
504 i: | 616
HO

613
NH

Hélice 5 Hélice 6

Meio intracelular

Figura 3. Residuos de aminodcidos e suas posicoes relativas nas hélices 5
e 6 formando uma cavidade hidrofébica no receptor H,, segundo o modelo
3D global proposto por Hibert et al. para os GPCRs (ver ref. 25). No modelo
da bomba de prétons do receptor H, as tirosinas 504 (quarta posi¢do na
hélice 5) e 616 (décima sexta posi¢cdo na hélice 6) estdo envolvidas no
transporte de protons
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referéncia, SC(l o © similaridade de forma, considerando o composto
14 como composto lider, S, ,,. por possuirem pequena afinidade
pelo sitio primdrio. A relacéio obtida mostra que os grupos sulfurados
ou oxigenados, descritos pelo termo de similaridade de forma, dimi-
nuem a afinidade pelo sitio primdrio de acordo com a Equacao:

pK, = - 3,006(x0,800) S, — 3,420(0,813) S
(n=16;1"=0,845;5s=0441 ;1 =0,806)

+ 10,770 (6)

f(14)

Numa andlise comparativa entre o coeficiente do termo de simi-
laridade de forma na Equagdo 6, e do coeficiente do termo de
basicidade B na Equagdo 7, determinada por Abraham et al.*, ve-
mos que sdo similares. Esta tltima equagdo descreve a interagdo de 8
bases oxigenadas com 4-fluorofenol,

log KB =3,65(0,33)B, - 0,46 (0,14) @)
(n=8;1r2=0,995;s=0,11;F=125)

onde KB ¢ a constante de equilibrio. Estes dados sugerem novamente
que o sitio primdrio é uma tirosina fortemente ativada, onde o resi-
duo fendlico interage fortemente com os nitrogénios sp® ou sp? liga-
dos a carbono nos antagonistas e, fracamente, com os dtomos de
oxigénio ligados a nitrogénio presentes na estrutura destes ligantes.

No tocante ao sitio secunddrio, a Tabela 2 mostra que os com-
postos 13, 14 e 16 podem ser considerados inativos em relagdo a este
sitio e, portanto, podem ser tomados como referéncias para o estudo
de similaridade quimica ou QSAR-3D, quer separada ou conjunta-
mente.

A QSAR-3D correlacionando a afinidade do sitio secundario,
pK,, com a similaridade combinada tomando o menos potente anta-
gonista como referéncia, mostra que o coeficiente angular da Equa-
¢do 8 ¢ similar aos coeficientes angulares das Equagdes 4 e 5, como
previamente mostrado, sugerindo que este outro sitio é formado tam-
bém por uma tirosina. Este dado é compativel com os dados de afini-
dade mostrados na Tabela 2, bem como com o modelo 3D proposto
por Hibert er al.”® contendo os possiveis sitios de interacéo para os
antagonistas H, nas hélices 5 e 6, mostrados na Figura 3. Portanto,

pK, = - 4,501(x0,448)S_, +7.816 ®)
(n=16;1"=0,618;5s=0,630;1* =0,604)

Como discutido anteriormente, a inatividade do composto 16
em relag@o ao sitio secundario indica a pequena afinidade deste sitio
pela uréia substituida, devido a ligagdo C=S, e pelo fato do anel
imidazo6lico ativar grupos doadores de prétons como tirosinas, devi-
do a sua atividade tautomérica’.

A natureza fendlica do segundo sitio pode ser confirmada pelo
valor AAG, obtido a partir da Equagao 8, como sugerido pelos estu-
dos de modelagem molecular para o receptor B-adrenérgico na
interacdo com seus antagonistas e agonistas®’. Segundo este estudo,
0s antagonistas promovem um aumento na barreira de ativacido dos
grupos doadores de prétons e o valor de AAG dos antagonistas é
uma medida deste aumento. No presente estudo, da barreira de ati-
vagdo obtida a partir da Equagio 8, AAG, = 2,3RT(7,816 — 3,56) €
igual a 6,04 kcal mol™, sendo 3,56 o valor de pK, do menos potente
antagonista e RT = 0,617 kcal.mol'. Este valor é similar ao da ener-
gia de ativagdo de uma tirosina envolvida numa bomba de prétons
no receptor B-adrenérgico (entre 5,0 kcal mol! e 7,0 kcal mol™"),
conforme estudos de modelagem molecular?2. Isto confirma que o
sitio secunddrio € também uma tirosina, mas localizada numa regido
com impedimento estéreo. Este residuo fendlico interage com os
nitrogénios sp* ou sp* ligados a carbono nos antagonistas e, fraca-
mente, com os dtomos de oxigénio presentes na estrutura destes. No
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modelo da bomba de prétons, uma tirosina na hélice 6 estd igual-
mente envolvida no transporte deste fon*. Note que o sitio secunda-
rio estd envolvido na ativagdo da adenilato ciclase" via protefna* G,

Numa outra tentativa de confirmar a natureza fenélica do sitio
secunddrio, foi feita uma correlagdo entre os valores de pK, e os de
similaridade de forma (com o composto 14 como referéncia) e simi-
laridade combinada (com o composto 16 como referéncia). A Equa-
¢do 9 correspondente confirma que este sitio possui pouca afinidade
por grupos oxigenados e o coeficiente angular do termo de similari-
dade de forma (S ) é similar ao coeficiente angular do pardmetro B
da Equacgdo 7, confirmando a natureza fendlica deste sitio, como
mostrado:

pK, = - 3,428(x0,811)S . - 3,002(x0,805)S
(n=16 ;1> =0,845 ; s = 0,441 ; rzCv =0,805)

+ 9,171 )

c<16>

No tocante aos grupos que mostram alta afinidade pelo sitio se-
cunddrio, temos os grupos detentores de fragmentos -NH, como os
grupo (H,N),C=N- ligados ao anel tiazdlico, o substituinte -SO,NH,
e podem ser descritos pelo pardmetro NF na Equacdo 10. Os com-
postos detentores de grupos aromdticos, como por exemplo, o anel
—OC H; e furinico adjacentes a uma amina tercidria, conferem um
aumento de superficie molecular aos antagonistas e aumentam a afi-
nidade pelo sitio secundario de acordo com a equagao:

pK, = 0,014(x0,002)S,, + 0,398(x0,188)NF + 0,708 (10)
n=16;r’=0,862;s=0,415; r2CV =0,828)

O fragmento —-C=NSO,NH, presente no mais potente antagonis-
ta apresenta caracteristicas estruturais semelhantes ao fragmento
—CH,SO,N(CH,), que aumenta a poténcia dos antagonistas [3-adre-
nérgicos, quando ligado na posi¢do meta no anel aromadtico, portan-
to, numa posi¢do terminal®. Similarmente, o anel —OC(‘H5 substitu-
ido também aumenta a poténcia dos antagonistas [B-adrenérgicos
quando posicionado na cadeia terminal ligada a um nitrogénio
aminico®. Note que o modelo de ativagio do receptor B- adrenérgico
envolve uma transmisséo de prétons neste receptor com a participa-
¢do e um agonista tem sido postulado?”?®. Os nossos resultados sdo
coerentes com as relagdes estrutura-atividade de outros sistemas®,
onde bomba de prétons é possivel®.

No modelo proposto por Hibert® para a formagdo da principal
cavidade dos GPCR, os residuos hidroxilicos nas hélices 5 e 6 tém
um papel preponderante. Isto se deve a projecdo destes residuos
protéicos para o interior da cavidade hidrofébica, onde os fragmen-
tos —NH, presentes na estrutura do antagonista podem atuar como
receptores de préton em ligacdo hidrogénio.

Na tentativa de caracterizar a natureza do residuo que interage
com os fragmentos -NH, efetuou-se uma correlagio entre os valores
log K, com o descritor de superficie molecular, K , e com o niime-
ro de fragmentos -NH, presentes na estrutura dos antagonistas. O
respectivo descritor de superficie considera a contribui¢cdo da super-
ficie de cada dtomo para a superficie molecular relativamente a su-
perficie de um dtomo de carbono sp®. A correlac@o obtida, mostrada
na Equag¢@o 11, indica que a adsor¢d@o dos ligantes € facilitada quan-
do estes possuem uma grande superficie molecular e um grande nu-
mero de fragmentos -NH,. Portanto

log K_, = 0,358(+0,068)NF + 0,296(x0,034) K, + 1,94 (11
(n=16;r=0832;5=0410;r =0831)

Uma andlise comparativa do coeficiente angular do parametro
NF na Equacdo 11 mostra que € similar a inclina¢do da Equagdo 12,
que descreve a interaciio de aminas alifdticas (caracterizadas pelos
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valores de pK ) com 4-nitrofenol como doador de prétons, como
determinada por Abraham er al.*. Nesta equago, K, ¢é a constante
de equilibrio. Portanto

log K[3 =0,37(x0,04)pK_ - 1,08 (12)
(n=5;r’=0,974;s=0,14 ;F=110)

Através da analise comparativa dos coeficientes angulares dos
pardmetros NF e pK_ € possivel sugerir que a adsor¢do dos antago-
nistas é governada por residuos de tirosinas presentes no receptor,
pois se o nimero de fragmentos -NH, aumenta, o valor de pK_ tam-
bém aumenta, possibilitando uma maior interacdo dos sitios de
adsorcdo (sitios fendlicos) com estes fragmentos moleculares. Este
resultado é compativel com as QSARs — 3D e suas validacdes.

Analise dos campos moleculares eletrostaticos e estéreos, CoOMFA

Uma caracteristica marcante na ambiéncia quimica em torno de
agonistas ou antagonistas que se posicionam entre as hélices 5 e 6 no
modelo dos GPCR ¢é a presenga de um anel aromdtico de uma
fenilalanina perpendicular ao anel destes ligantes, segundo o mode-
lo de Hibert®. A intera¢do dos antagonistas com este residuo da hé-
lice 6 permite um bloqueio das mudangas conformacionais necessd-
rias 2 ativac@o da proteina G®. Note que nas hélices 5 e 6 existem
tirosinas direcionadas para o interior de uma cavidade central onde
agonistas ou antagonistas podem se posicionar.

Com a finalidade de avaliar a distribuicdo do campo eletrostético
molecular em torno dos antagonistas H, para inferir a possibilidade
das duas subunidades estruturais dos antagonistas interagirem com
uma fonte doadora de prétons, uma interag@o destes ligantes com a
sonda C* (sp®) foi estabelecida. Os resultados mostraram uma regiéo
continua e favordvel para a interagdo com esta sonda no espago entre
o fragmento -NH, do grupo equivalente a uréia e o nitrogénio sp* do
grupo guanidinico ligado ao anel tiazélico do mais potente antago-
nista, cuja estrutura ¢ mostrado na Figura 4. Uma distribuicao desfa-
voravel com esta sonda engloba a regido em torno dos fragmentos
-NH, do grupo guanidinotiazélico do mais potente antagonista.

Hélice 5

Sitio primario

Hélice 6

Sitio secundario

Figura 4. Ambiéncia quimica em torno do mais potente antagonista H, na
forma desprotonada e na conformagdo estendida, de acordo os dados de
QOSAR-3D e a andlise comparativa dos campos moleculares estéreos e
eletrostdticos
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Tendo em vista a possibilidade dos antagonistas interagirem com
o residuo aromdtico de uma fenilalanina e de um triptofano na hélice
6, segundo o modelo proposto por Hibert®, intera¢des entre estes
ligantes e asonda C, ., ... . foram efetuadas. Os resultados mostra-
ram um campo estéreo desfavordvel na interacdo com esta sonda nas
regides perpendicular ao plano superior do anel tiazélico do mais
potente antagonista, e paralela a este anel. Estes dados correspondem
no modelo 3D de Hibert aos anéis aromdticos da fenilalanina 617 e
do triptofano 613, como mostrado na Figura 4. As regides favordveis
a interacdo com esta sonda correspondem ao espago a esquerda do
fragmento -SO, do grupo equivalente a uréia do mais potente anta-
gonista e a direita do grupo guanidinico ligado ao anel tiazélico, do
mais potente antagonista.

Os campos moleculares eletrostaticos e estéreos foram gerados
na condigio padrdo (“cutoffs” de 30 kcal mol™) para as sondas de C*
(sp*) € C, pomanco » Onde os 16 compostos usados foram alinhados
pelo critério de massas moleculares. Na geracdo do modelo estatisti-
co o nimero de componentes principais foi igual a 6, e este mostra
63% de carater estéreo e 37% de carater eletrostatico. A Figura 5
mostra os campos moleculares estéreos e eletrostiticos em torno do
mais potente antagonista, bem como a correlag@o entre os valores
experimentais e calculados da poténcia dos antagonistas, na confor-
magcdo estendida e na forma desprotonada.

A

Figura 5. Correlagdo entre os valores experimentais e calculados de pK, e
campos moleculares estéreos e eletrostdticos em torno do mais potente
antagonista na conformagdo estendida e na forma desprotonada: 1 —
interagdo favordvel com grupos volumosos; 2 — interagdo favordvel com
carga positiva; 3 — interagdo desfavordvel com grupos volumosos e 4 —
interagdo desfavordvel com carga positiva

Os parmetros estatisticos derivados da correlagdo entre pK, e
as energias eletrostaticas de interagdo e repulsdo obtidas da interacio
dos ligantes com a sonda C* (sp®) mostram

n=16;1=0994;s=0,082;F=252,727 ;r* = 0,581

e revelam um bom caréter preditivo do modelo para os compostos na
forma desprotonada e na conformacio estendida.

Os parmetros estatisticos derivados da correlagio entre pK, e
as energias de interacdo e repulsdo entre os ligantes e a sonda
C, romirico revelam, igualmente, uma boa predi¢ao do modelo para
os ligantes na conformag@o estendida e na forma desprotonada.

n=16;r"=0988;s=0,082;F=122952;r’ =0,581
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A distribui¢do dos campos estéreos em torno do mais potente an-
tagonista (Figura 5) revela as caracteristicas basicas do modelo de Hibert
para os ligantes posicionados entre as hélices 5 ¢ 6 — um campo de-
monstrando impedimento estéreo no plano perpendicular ao anel
do ligante (representado pelo anel tiazdlico substituido do mais poten-
te antagonista) devido a presenga da fenilalanina 249 (ou 617 na no-
menclatura de Hibert ez al.) e de outro campo indicando bloqueio estéreo
no plano paralelo e abaixo do anel do ligante, possivelmente devido a
presenga do triptofano 246 (ou 613 na nomenclatura de Hibert ez al.).
Note que a presenca destes dois residuos protéicos nesta disposi¢ao
ndo constitui impedimento para ligantes contendo anéis aromdticos
ou heterociclicos de 5 membros e, portanto, com uma grande superfi-
cie molecular como indicam as QSARs 3 e 10. A Figura 4 mostra a
ambiéncia quimica global em torno do mais potente antagonista deter-
minada pelos métodos aqui utilizados.

A distribuicdo do campo molecular eletrostitico mostra-se con-
tinua ao longo da superficie do ligante (Figura 5), e sugere que uma
transferéncia de carga positiva entre esta regido ¢ factivel, e pode ser
favorecida pelo grupo NH do triptofano 613 (décima terceira posi-
¢do na hélice 6). Portanto, a presenga de nitrogénios substituidos ao
longo da superficie do ligante aumentando a afinidade pelos sitios
primdrio e secunddrio é compativel com a forma e distribuicao deste
campo, e mostra a coeréncia das QSARs 11 e 12. Importa observar
também que as regides em torno dos fragmentos -NH, sdo particu-
larmente favoraveis a intera¢ao com sitios doadores de prétons. Nas
hélices 5 e 6 do receptor H, estes sitios doadores sdo grupos fendlicos
de tirosinas direcionados para o interior da cavidade lipofilica e, por-
tanto, o0 modelo baseado na andlise comparativa dos campos mole-
culares é corroborado pelas validagdes laterais das QSARs-3D.
Interagdes com residuos fendlicos das hélices 5 e 6 do receptor H,
foram propostas para a classe imidazolilpropilguanidinas'> com o
receptor H,, baseadas em QSAR-3D, e mostram a coeréncia do mo-
delo aqui proposto.

CONCLUSOES

O modelo proposto para os sitios de interagdo dos antagonistas
H,, na forma desprotonada e na conformagdo estendida, postula a
interag@o dos grupos fendlicos das tirosinas das hélices 5 e 6 do re-
ceptor H, com as subunidades estruturais dos antagonistas - 0 grupo
equivalente a uréia e ao anel heterociclico substituido. Estas propo-
sicdes estdo baseadas num modelo de adsor¢@o, no qual dois sitios
ativos estdo envolvidos e cujas constantes de afinidades apresentam
valores similares com aquelas obtidas através da isoterma de interagio
dos antagonistas na presenca da histamina. A andlise comparativa
dos campos moleculares estéreos e eletrostdticos revelou, ainda, a
possibilidade da interagdo do anel aromatico de um residuo de
fenilalanina e de um triptofano com o anel heterociclico do antago-
nista, como sugerido no modelo de Hibert para ligantes que interagem
com 0s GPCRs. Estas proposicdes estdo baseadas nas QSARS - 3D,
na QSAR cléssica e nas suas respectivas validacdes, bem como nas
distribui¢cdes dos campos moleculares estéreos e eletrostdticos.

Importa acrescentar que o novo modelo proposto € compativel
com os dados farmacolégicos obtidos, pois um antagonista pode
interagir com o receptor ligando-se as tirosinas das hélices 5e 6, e a
histamina (o agonista) pode permanecer temporariamente ligada ao
receptor pelo aspartato na hélice 3. O bloqueio de tirosinas pelos
antagonistas sugere que o receptor H, possa ser ativado por um fluxo
de prétons, como igualmente sugerido por Nederkoorn et al.* no
modelo da bomba de prétons envolvendo o agonista, baseado em
modelagem molecular.

A possibilidade de o receptor histaminérgico H, ser uma bomba
de prétons secunddria € instigadora, como sugerida pelas validacdes
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laterais das QSARs - 3D aqui apresentadas, e indica uma razio para
ndo haver uma ramificagdo comum do receptor histaminérgico H,
com os receptores H, e H,, como mostrado na filogénese molecular.
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