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RESUMOG

Neolignanas sintéticas, tendo apresentado atividade bioldgica anti-Leishmaniose,
foram analisadas com o infuito de se investigar os fatores, em termos de par@metros
fisico-quimicos, responsdveis pela atividade bioldgica e dessa forma sugerir novos
compostos ?Gs?siveimenw mais ativos.

Como primeira etapa do irabalho, foi realizada wma andlise conformacional dos
compostos, com o método de mechnica molecular, WiMZ, a fim de sec obier a
conformacio mais estdvel para cada um deles, uma vez que estes dados ndo sdo
dis?oni’veis na literatura. Essa andlise foi feita para os compostos em meio biciSgico e
também no vécuo, com finalidades comparativas. Uma andlise populacional usando-se
a distribuicZo de Boltzmann foi realizada e assim pudemos ter uma iddia das
conformactes de minima energia realmente significativas; essa andlise auxiliou também
as comparagbes feitas para os compostos no vicuo € em meio bicldgico.

Na segunda etapa, alguns parimetros eletrbnicos e estruturais foram obtidos
para 0s composios com as geometrias otimizadas em meio bioldgico, através do
método semi-ernpirico MNDO-PM3 e do método de mecinica molecular, MM2. Esses
pardmetros foram entfio utilizados na terceira etapa, onde procurou-se correlacionar
atividade bioldgica com estrutura quimica, usando-se métodos de reconhecimento de
padréo.

Algumas sugestdes de compostos possivelmente mais ativos foram leitas.



il
ABSTRACT

Some synthetic neolignans have shown biological activity in vitro against Leish-
maniasis. We have analysed some of these compounds using computational methods o
determine which physical properties may be responsible for activity. In this connection
we hope to propose structures of new compounds looking for higher activity. In order
10 obtain our aim we have studied both active and inactive compounds.

In the first step of this work we have performed conformational analysis using
the molecular mechanic programme, MM2, both in a vacuum and biological environ-
ment to find out which conformation is favoured for the activity and to compare and
establish the importance of biological environment.

Parameters calculations are being performed using the active and inactive com-
pounds supposing their favoured conformations. Finally, biological activity and chemi-
cal structures relationship are calculated using statistical methods - Pattern Recogni-
tion.

Using these methodologies new compounds which may have biological activities

higher than the originals were suggested.



CAPITULO 1 - INTRODUCAQ

Calcula-se que o Brasil disponha de aproximadamente 120 mil espécies
vegetais (Barata, 1.E.S - comunicacfio pessoal) e provavelmente 40% delas deve conter
propriedades terapéuticas. Enfrefanio, o pais chega a importar matéria-prima para 90%
dos remédios sintéticos consumidos pela populagfo, gastando com isto, 2 a 3 bilthSes
de ddlares por ano . Esses niimeros mostram a necessidade de se explorar a nossa
flora, no sentido de se investigar as espécies com propriedades medicinais e seus
principios-ativos, com a finalidade de produzir-se noves medicamentos, mais baratos,
talvez mais eficientes do que aqueles usados atualmente e com a possibilidade de se
encontrar gspéeies ativas para doencas , as quais a cura nfo € ainda conhecida.

Uliimamente, a quimnica ¢ atividade bioldgica de um certo grupo de compostos,
denominados Neclignanas, t8m despertado grande interesse.

Meolignanas sdo dimeros formados pelo acoplamento oxidativo de alil ¢ pro-
penil fendis; esses compostos sfo encontrados em plantas da familia Myristicaceae,
sendo o género Virola o mais representativo nas Américas”.

Em 1970, foram realizados os primeiros estudos pelo grupo do professor
LLE.S. Barata (1Q - UNICAMP), das folhas de Virola surinamensis , uma drvore da
familia Myristicaceae, abundante na Amazdnia. O extrato bruto dessas folhas apresen-
tou atividade nos ensaios de protegdo contra a penetragfo de cercdrias do Schistosoma
mansoni em camundongos. O fracionamento desse extrato levou ao isolamento de uma
mistura de duas neolignanas denominadas Surinamensina (&) € Virolina (b), mostradas

na figura 17



a) R = -OCHj3 (Surinamensina) b} R = H (Virolina)

Figura 1 - Os composios a (Surinamensing) ¢ b (Virolina) foram isolados do extrato bruto de folhas de

Virpla surinamensis € mostraram atividade biolégica contra Schistosoma mansoni.

Com a finalidade de investigar a atividade bioldgica de neolignanas, o mesmo
grupo citado acima sintetizou (figura 2) uma série de compostos andlogos aqueles na-
turais da figura 1, e os submeteu & avaliagGes nos ensaios antifungico, antibacteriano,
anti-Leishmaniose, anti-Esquistossomose, anti-PAF (Fator de Agregacio Plaquetdria),
anti-Céancer, tendo mostrado especial interesse em se investigar os fatores responsdveis
pela atividade anti-Leishmaniose. A escolha da série de compostos com atividade anti-
Leishmaniose foi feita apenas com critérios empiricos, usando-se “intuigdo quimica®;
por esse motivo, teve inicio o presente trabalho, no qual pretendemos, através de

métodos computacionais, definir tais fatores e sugerir novos compostos para sintese.
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Figura 2 - Shiese de andlogos de neolignanas®,

A leishmaniose € causada por um protozodrio que recebeu o nome gendrico
de Leishmania, em homenagem ao bactericlogista escocés W. B. Leishman (1865 -
1929) que o identificou, em 1903. Essa doenca atinge cerca de 400 mil pessoas por
ano, ndo s6 nos paises mais pobres, mas tambdm nos desenvolvidos e apresenta-se sob
duas formas principais: a visceral e a cutinea. A primeira ¢ quase sempre fatal gnando
ndo tratada, ocorrendo principalmente no bago, figado, medula dssea, pulmdes e intes-
tinos. A forma cutanea, conhecida também por dlcera de Bauru, pode atingir as muco-
sas, destruindo progessivamente os tecidos da cavidade nasal , faringea e da boca®,

Os protozodrios causadores das diversas formas de Leishmaniose, hospedam-se
primeiro em insetos da subfamilia Phlebotominae conhecidos por mosquitos-patha no
sul do Brasil e birigiii no Norte e Nordeste, depois em vérias espécies de mamiferos e
no homem. Nos primeiros, os parasitas se desenvolvem sob a forma de promastigotas,
fixando-se no aparetho digestivo do inseto-vetor; nos mamiferos, tornam-se amastigotas
(Fig.3).



Figura 3 - Ciclo dos parasitas causadores da Leishmanicse®,

A transmissio da doenga, ocorre da seguinte forma: o insefo transmissor
(somente a fémea se alimenta de sangue), ao sugar o mamifero infectado, ingere as
formas amastigotas, que no seu tubo digestivo se transformam em promastigotas.
Quando ¢ inscto pica o homem, wransmite-The as formas promastigotas do protozodrio
que sdo fagocitadas pelas células da pele que possuem essa fungdo. Nelas, as promasti-
gotas retornam a forma amastigota, reproduzem-se, rompem a célula e invadem novas
células do organismo humano (Fig.3)*.

Existem vi#rias espécies de Leishmania e a forma visceral, abordada neste fra-
balho, ¢ causada por Leishmania donovani. A Leishmaniose visceral atinge, normal-
mente, populagdes rurais e grupos etdrios mais jovens (0-14 anos), podendo atingir

tarnbém adultos. As manifestagdes clinicas sfo, geralmente, febre irregular, aumento de



volume do bago e do figado. O comprometimento dos pulmdes e intestinos acarreta
pneumonia, bronquite, tosse, vOémitos, anorexia ¢ enterite. No Brasil, a Leishmaniose
visceral tem sido detectada em todos os estados costeiros , do Pard ao Parand, € no in-
terior de Minas Gerais, Goids ¢ Mato Grosso do Sul, mas o maior nimero estd no
Nordeste, sobretudo no Ceard *. A prevencdo da doenca depende em grande parte de
evitar-se ¢ contato com o vetor. Os medicamentos, nem sempre sio efetivos ¢ re-
querem repetidos e cxiensos periodos de tratamento, produzinde freglientes efeitos
colaterais, como diarréia, vhmito, anorexia, dores de cabeca e 3s vezes, lesdo renal®. E
necessario, portanto, desenvolver novos medicamentos mais eficientes e com menores
efeitos colaterais.

Os compostos estudados neste trabalhc s8o mostrados nas tabelas 1 e 2 e
foram ensaiados contra Leishmania donovani na London School of Hygiene and Tropi-
cal Medicine - University of London, sob coordenacfio do Dr. Ralph Neal. Os ensaios
in vivo foram feitos apenas para alguns dos compostios listados nas tabelas 1 e 2, en-
quanto que os tesles in virro foram realizados para todos; portanto, utilizaremos os
resultados dos testes in virro. Nos ensaios in vitro foram utilizados macréfagos peri-
toniais infectados com amastigotas obtidas de hamsters; as drogas foram adicionadas
ao meio de cultura e apds 7 dias de exposicio A droga, os macréfagos foram fixados e
tingidos com Giensa. A proporcio dos macrdfagos livre de amastigotas foi determina-
da microscopicarente. As concentragbes iniciais de cada composto testado foram de
300 e 100 p M, e onde a eficdcia fol observada, a concentragio foi reduzida 3
dilui¢Bes) nos expenimentos subsegilentes, até que uma baixa ou nenhuma atividade foi
mostrada. Os resultados foram analisados utilizando andlise de regressfo linear e teste
T para a significlincia estatistica . Neste trabalho, serfo estudadas molécnlas ativas
(tab.2} e inativas (tab.1), uma vez gque o método escolhido para tal andlise (cap.IV) re-
quer os dois tipos de compostos; além disso, o ndmero de compostos ativos € muito
pequeno para uma andlise estatistica qualquer. Sendo a Leishmaniose, a segunda mais
importanie doenga causada por protozodrios (perdendo sé para a maldria) e, tendo-se
em maos os resultados dos testes bioldgicos feitos com os andlogos 4s neolignanas na-
turais da figura 1, achamos gue a aplicacio dos métodos tedricos a estes resultados,

para correlacionar atividade bioldgica com estrutura quimica, seria wma boa maneira de



se estudar esses métodos, no sentido de verificar suas limitacBes ¢ aplicabilidade a este

tipo de problema.
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Tab.1 Neolignanas sintéticas, inativas contra Leishmaniose. Os ensaios biclégicos foram faitos in vitro,
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Tabela 2: Meolignanas sintéticas, ativas contra Leishmaniose. Os ensaios bioldgicos foram feitos in vi-

tro, mas os valores nuunéricos ndo sdo necessdrios para a andlise realizada neste rabalho.



1.1 - OBJETIVOS

Pretendemos, neste trabatho, definir os fatores responsdveis pela atividade
biol6gica, ¢ através desses fatores, correlacionar a estrutura quimica com atividade,
usando apenas guimica tedrica e computacional. Com esses resultados, procuraremos
estabelecer uma metodologia 4 procura de novos novos compostos para sintese.

Pretendemos ainda, verificar a necessidade de realizar os cdleulos em meio
biolégico, uma vez que estamos trabathando com fdrmacos € que 0s mesmos vao atoar
em organismos vivos; os férmacos sfio considerados moléculas flexiveis que podem al-
terar a sua conformagio no momento de interagdo com ¢ receptor, COmo Veremos nos
préximos capitulos. Portanto, desejamos investigar as possiveis modificacSes nos resul-
1ados, quando este fato € levado em consideragfo.

A andlise desses compostos, usando-se apenas guimica tedrica, nos leva também a
um dltimo objetivo: o de estudar alguns métodos tedricos, possibilitando-nos verificar
suas limitacBes e aplicabilidade em QSAR (RelagBes Quantitativas entre Esirutura

Quimica e Atividade Bioldgica).



CAPITULO II - ANALISE CONFORMACIONAL

I.1) INTRODUCAQO

A primeira etapa num trabalho onde se pretende planejar novos composios,
com base nos testes biolégicos feitos para uma série de andlogos, consiste em averi-
guar a conformacio de cada um desses andlogos no momento da interagdo com o re-
ceptor. Duas abordagens diferentes sfo feitas a esse respeito.

A primeira considera a possibilidade da droga alterar a sua conformacho pre-
ferida (de minima energia) para ajustar-se ao receptor, mas uma outra idéia seria a de
que a droga ligar-se-ia imediatamente ao receptor, mantendo a sua conformacg3o pre-
ferida. Entretanto, a primeira possibilidade parece mais provivel, de acordo com estu-
dos mais tecentes . Sendo assim , € necessdrio realizar-se uma andlise conformacional
a fim de se obter a conformagfio com a maior probabilidade de ser aquela que se ajusta
ao receptor. Para tal andlise, sdo feitos cdlculos para uma série de posicGes de uma
parte da molécula em relaglo  outra parte e a energia de cada posigdo ¢ comparada.

Se hd apenas uma ligagfo na molécula, sobre a qual pode ocorrer roi:ar;éé, oS
resultados podem ser apresentados na forma de uma curva de energia versus angulo
(Fig.4).

ERERGIA

Figura 4 - Representacio esquemdtica da variacdo da energia potencial conformacional com um &ngulo

de torsdo varidvel.
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agrama tridimensional € obtido (energia, &ngulos de torsdo T1 e T2) conforme as
figuras S.a e 5.b que mostram o mapa conformacional do composto XII estudado neste
rabalho. A figura 5.c mostra os ¢ixos T1 e T2 do composto XII, sobre os quais € feita

a rotacio.

\/}=?: 14 (Lalh
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Fig.5 a) - Variag8o da cnergia potencial conformacional com dois angulos de torsfo, Tl e T2, para o
composto XII deste trabalho; b) - superficie de potencial para © mesmo composio {XI), mostrando os
dois eixos torsionais e o eixo de encrgia (E); os vales s& mostrados com letras maiisculas ¢ a nomen-
clatura dos mesmos serd explicada no ftlem 112, ¢) - Os &ngulos de torsdo T1 e T2 correspondem 208

angulos diedros formados pelos dtomos: 14-13-12-6 ¢ 18-17-13-12, respectivamente,

* A pameragio dos fomos em todas as moléeulas do texto segue quela obiids da saids do programa de otimizagio de geometria

utitizado.
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Algumas consideragdes devem ser feitas na andlise da conformacio de
fdrmacos e 2 primeira delas € a de que os cdlculos devem ser feitos em meio
bioldgico. Deve-se observar também a flexibilidade das moléculas, isto €, a facilidade
com que a molécula passa da conforma¢io de um minimo local para uma ouvira e ainda
deve-se lembrar que as populacles relativas de dois minimos locais na superficie de
potencial dependerd da largura do pogo nessa superficie. Por exemplo, na figura 6 ,
apesar da conforsmacdo B ser de energia mais baixa do que de A, a populagio em A
pode ser maior, j& que um maior nimero de conformacfes estd contido nesse pogo, em

- -]
comparacio com B,

ENERGIA

Figura 6 - Variac80 da energia potencial com a conformagdo, mostrando um minimo local raso (A) e
um profundo (B)®.

A populacdo relativa entre 0os minimos locais de energia pode ser calculada
usando-se a fun¢&o de particio molecular (Z), a qual indica como as moléculas estio

distribuidas pela superficie de energia. Essa fungdo € descrita da seguinte maneira:

Zzze QAT eq.1

H
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onde E € a energia calculada para determinada conformacfo, & € a constante de Boltzmann |,
T € a temperatura ¢ t € o angulo que define a conformagio da molécula.
Para verificarmos a probabilidade relativa entre os minimos locais encontrados na

molécula, devernos associar cada minimo com a probabilidade:
Z(:)=ewf{l}!k7' 6{32

E feito, entfo, um somatdrio das fungdes de probabilidade sobre todos os
minimos, de forma a se obter a fungio Z (eq.1). Agora, cada fun¢fio de probabilidade (asso-

ciada a cada minimo) pode ser normalizada:
Zy=Z204)Y12 eq.3

Como j4 foi citado anteriormente, a populacio em cada pogo de potencial depende
da sua largura. Portanto, deve-se antes definir os limites dos pogos, isto €, onde termina um
¢ onde comega O oulro. A porgdo de energia considerada normalmente como pertencente a
um determinado pogo, € o valor da energia do ponto de minime local, somado de 2kT°.
Assim, na figura 6, cada minimo local ndo € considerado apenas como sendo o fundo do
poco onde a energia € minima, mas também toda a superficie em tormo desse ponto, definida
pela energia minima mais 2kT. Portanto, se € necessdrio grande rotagfio nas ligagdes da
molécula para atingir o limite do pogo (Emin. + ZkT), verifica-se que o pogo € largo como o
poso A da figura 6 e a sua probabilidade alta. Ao contrdrio, se uma pequena rotagio j4 leva
ao limite do pogo, este serd estreito como o pogo B da figura 6, significando que um mimero
menor de conformages estd dentro deste pogo (baixa probabilidade).

A superficie de potencial completa para uma moléeula, isto €, com os dngulos tor-
sionais tendo sido variados de 0 a 360 graus, € chamada de mapa conformacional e toda a
informac8o necessdria para esse tipo de andlise estd contida no mapa. Assim, observando os
mapas conformacionais de uma série de andlogos ativos, pode-se procurar alguma indicagdo
das conformagdes favordveis 3 atividade. Comparando-se zinda os mapas conformacionais
das moléculas ativas e inativas, pode-se verificar se dentro das conformacgdes favordveis 3
atividade, existe alguma proibida 3s inativas (nfo correspondente a um mihimo local). Se
existir, esta serd justamente aquela "essencial” d atividade, pois, além de favorecer a ativi-
dade, esta ndo € permitida para as inativas®,

Entre os métodos tedricos usados para obter os pontos de minima energia para
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moléculas grandes (no caso deste trabalho, temos molérulas com ndmero de fiomos entre 28
e 52), estdo os métodos semi-empiricos € o método de mecinica molecular. Preferimos o
método de mec@nica molecular, ao invés dos métodos semi-empiricos, principalmente pela
reducdo no termnpo computacional que o primeiro proporciona, pois um cdlculo feito com
qualguer método semi-empirico para a molécula 1 (tabela 1), a qual contém 28 #tomos,
requer um iempo computacional de aproximadamente uma hora, enquanto que o método de
mecinica molecular requer apenas alguns minutos (aproximadamente dez).

Assim, o8 576 cdlculos citados no item I1.2 , necessdrios para a andlise conforma-
cional da molécula T puderam ser concluidos em 96 horas com o método MM2, mas com
um método semi-empirico, a mesma andlise necessitaria de um tempo computacional de 576
horas. Como n0 seria possivel dispender-se de tanto tempo numa s6 molécula, terfamos que
reduzir o nimero de cdlculos, isto €, ao invés de girarmos os eixos T1 e T2 a cada 15 graus,
como foi feito, deverfamos fazé-lo 2 cada 30 ou 45 graus, o que reduziria muito a efici®ncia
desta andlise,

Portanto, considerando a necessidade do grande niimero de cdlculos a ser realizado e
do termpo computacional de cada método, concluimes que o método de mecinica molecular
seria mais eficiente para este conjunio de moléculas.

O método de meclnica molecular emprega um conjunto de equagBes que sdo
fungBes potenciais, no cdiculo de propriedades moleculares. Esse conjunto de equacBes €
chamado "Campo de Forca” e contém pardmetros ajustdveis que sdo otimizados para obter o
melhor conjunto de propriedades para as moléculas, como geometrias, energias conforma-
cionais, calores de formacdo e outros. Em mecfnica molecular, esses parimetros uma vez
ajustados podem ser transferidos de uma molécula para outra; assim, pode-se ajustar um
conjunto de par@meiros para moléculas simples e os mesmos podem ser usados nos cdlculos
para uma molécula rnaior’.

Neste trabalho, por exemplo, foi necessdrio ajustar alguns parimetros torsionais
para a molécula I, pois precisdvamos das constantes torsionais referentes aos dtomos 1-6-
12-16 e 1-6-12-13 (fig.7).
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Figura 7 - As constanies lorsionais para a moldoula I, referenies aos Sngulos designados pelos dtomos 1-6-12-

16 e 1-56-12-13 forarn parametrizadas.

O ajuste dos par@metros foi feito entfio para as moléculas similares e mais simples,

acetofenona e benzaldeido, mostradas na figura 8.

Acetofenona Benzaldeido

Fig.8 Os compostios acetofenona ¢ benzaldeido sfo mostrados; os mesmos foram usados na parametrizacdo de
constanics torsionais, usando-se como dados de referncia as harreiras de rotagdo sobre a ligacio T1 da aceto-

fenona e do benzaldeido.
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Para essas duas moléculas, foi possivel encontrar dados experimentais na literatura
como barreiras de rotagfo, sobre os eixos T1, os quais foram usados como referfncia ao
ajuste dos parfimetros torsionais (apéndice 1). Finalmente, estes par@metros assim obtidos
puderam ser aproveitados para todas as moléculas deste rabalho.

Um campo de forca simples em mecinica molecular inclul estiramento de ligacfo,

deformagio angular, torsdo e interacdes de van der Waals:

V= ZVM + Evﬁfsmg + Evzan + zv%’a’ﬁ’, Q{}.4

onde "est." € o estiramento de ligacfo, "defang.” € deformacfio angular "tor.” € a torso de
ligacio e "vdW" € interaglo de van der Waals. _
Assim, na equacfo 4 as somas s@o feitas sobre todas as ligacSes, &ngulos de
Hgacdo, dngulos de torsde e sobre os diomos nfio ligados. A soma destes termos € chamada
energia estérica da molécula. Para que o campo de forca possa reproduzir dados experimen-
tais, os parameiros devem ser ajustados ou até€ a inclusio de novos parametros pode ser con-
N ?
siderada .

O apendice 1 mostra uma explicacfo mais detalhada sobre este método.

1.2 CALCULOS

Os célculos de Gtinﬁzaca“o de geometria foram feitos com o método de mecinica
molecular MM2 (campo de forga de 1987), acrescido de alguns par@metros obtidos com uma
nova versio do MM2, denominada MM2’®, que estd brevemente explicada no apéndice 1.
Algumas parametiza¢Ges necessdrias foram realizadas e outras cedidas pelo professor Hase
(1Q - UNICAMP).

Iniciamos a otimizacio de geometria pela molécula mostrada na figura 9 (composto 1
da tabela 1), uma das menores deste trabatho, contendo 28 éiomos ¢ possuindo duas ligagGes
com rotacdo livre gue foram investigadas: a ligacfo 12-13 e 13-17; vamos chamd-las de
ligagBes T1 e T2 respectivamente, dacjui em diante. Consideraremos a molécula I como a
estrutura bdsica de outras moléculas andlogas que possuem apenas alguns dtomos de

hidrogénio substituidos por outros radicais.
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Fig.9 O composto I foi girado sobre as Jigacdes T1 e T2, a cada 15 graus ¢ a energia em cada ponto fol deter-

minada,

Assim, a parte da molécula que compreende os dtomos de ndmero 1 a 16 (parte 1)
foi mantida numa posicio fixa, enquanto a outra parte que compreende os dtomos de 17 a 28
(parte 2) foi girada sobre a ligacdo T2 (através do &ngulo diedro determinado pelos dtomos
18-17-13-12 ¢ chamado de &ngulo diedro T2), de 0 a 360, em intervalos de 15 graus e a
energia foi calculada paré, cada posi¢do da molécula. A seguir, a parte 1 da molécula foi
girada de 15 graus na ligacdo TI, através do dngulo diedro T1, deierminado pelos dtomos
14-13-12-6 ¢ fixada novamente, enquanto a segunda parte da molécula foi girada, em inter-
valos de 15 graus, de 0 a 360 sobre a ligagio T2, como anteriormente. O processo foi
repetido até que o dngulo diedro T1 atingisse 360 graus e assim, 576 posicdes foram obtidas
¢ portanto, 576 cdlculos foram feitos para esta molécula.

Foram encontrados 8 minimos locais para a molécula 1, os quais sfo mostrados na

figura 10.
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Fig.10 Minimos locais encontrados para o composio I. Et ¢ Ed significam energia total e energia de interagdio de dipolos, respectivamente.
D(Et) = Et(vicuo) - Ei(meio bioldgico) e D(Ed) = Ed(vdcuo) - Ed (meio bioldgico), A porcentagem (%) foi calculada usando a distribuicio de

Boltzman, Eatr. ¢ Erep. sfio as energias de atracio e de repulsdio, respeclivamente.
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A nomenclatura dada as conformacgGes da molécula 1 (Bg.10), A, B, C D, E F, Ge
H, refere-se aos angulos diedros Tl ¢ T2 e foi mantida para as outras moléculas, de forma
que a conformagdo A da molécula I, por exemplo, possui os angulos diedros T1 e T2
préximos aos mesmos Angulos da conformacdo A das outras moléculas. Os ngulos diedros
da conformagfio A das outras moléculas podem ser vistos no apéndice 4. Para todos os
casos, os dngulos T1 e T2 da conformacdo A estfo préximos de 60 graus.

Observando também os mapas conformacionais das moléculas ativas (figuras El.é a
11.h), veremos que para todas as moléculas, as conformagdes de mesmo nome estfc na

mesma regifo dos mapas. Compare, por exemplo, os mapas das moléculas X1 ¢ XL

Composte X1II ' Compostio XK1

&)
SN
e
1

. ,'
b

18242
T2

1i.a 11b

Fig.11 Mapas conformacionais para os compostos ativos] as setas indicam os limites dos vales, correspondendo

& regifio minima (E) ¢ E somado de 2RT.
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Fig.11 continuagao;
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Os cdlculos dos minimos locais para as outras 17 moléculas com a mesma estrutura

bdsica da molécula I, foram feitos da seguinte maneira: Para cada um dos oito mihimos
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locais encontrados (no caso da molécula 1), os grupos substituintes foram sendo colocados
um a um nos anéis ¢ para cada um foi feita uma rotacdo de 0 a 360 graus, com intervalos de
16 graus e a energia para cada ponto fol calculada. Por exemplo, para a molécula IV (figura
12), o radical meibxi foi introduzido em substituicfo ao hidrogénio 28 na molécula I, para
cada um dos cito minimos locais de 1. O radical foi girado em torno da ligacdo "x", em
intervalos de 10 graus para o minimo local A e a energia para cada ponto foi anctada.
Verificou-se a posicdo do -OCH; que resuliou na menor energia ¢ esta fol considerada a
posicdo com que o radical deve ser colocado no minimo local A da molécula 1 para gerar o
minimo local A da molécula IV, O mesmo fol feito para os outros sete minimos locais de [

¢ assim obtivemnos 0s oito minimos locais para a molécula IV,

GCH,

Fig.12 O radical metdxi foi girado sobre a ligag8o x, a cada 10 graus, em cada um dos oito minimos locais

encontrados para a moldenla L

Apenas para o caso das duas moléculas (XV e XVI da tabela 2) que nfo possuem a
mesma estrutruza bdsica da molécula 1, foi necessdrio investigar novamente os minimos
locais, variando-se as ligagGes T1 e T2 como para a meolécula 1. Para estas dltimas, nove
minimos locais foram enconirados.

Os cdlculos para otimizagdo de geometria foram feitos no vicuo e em meio biolégico,
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através da alieracfo da constante dieléirica do meio, no arquivo de dados de entrada do pro-
grama MM2°’. A constante diclétrica do meio bioldgico foi determinada por Schellman,
usando méiodos de eletrostdtica cldssica ao problema explicado a seguir.

35 _ 1

A energia cletrostdtica cldssica de interacfio entre duas cargas "g" separadas pela

T3

distncia "r" em um melo de constante dielétrica "D", € dada por:
E=q¢%IDr €q.3

Assim, para uma dada distincia de separagfio, € com cargas constantes, a magnitude da
interacio € dependente da constante dielérica. Quando consideramos interacdes eletrostdticas
entre moléculas pequenas, a distorgdo da constante dielétrica do meio entre as cargas, pela
interferéneia da estrutura molecular, € pequena e como primeira aproximagdo, o valor da
constante dielétrica da fase principal (80 para dgua) pode ser usada. Uma proteina globular
(uma esfera fortemente empacotada) pode ser tratada como uma regifio de baixa constante
dielétrica, envolvida por um meio de alta constante dielétrica, e para cargas interagindo den-
tro da protefna , um valor de 2-5 para constante dielétrica tem usualmente sido assumido.
Considerando a associagcdo entre um fon em solugfo e wn grupo carregado da proteina, a
presenca desta regido de baixa constante dieléfrica tem um efeito marcante na constante
dielétrica do meio entre os jons. Schellman, entdo, aplicou os métodos de elorostdtica
cldssica a este problema de interag8es ibnicas préximas d interface entre regifes de alta e
haixa constante dielétrica, encontrando o valor de 28 para a constante dielétrica do meio ™.

Apds a obtencdo dos minimos locais para todas as moléculas, foi possivel obter os
mapas conformacionais para as moléculas ativas; para isso, para cada moiécula, partimos da
geometria de um minimo Jocal gualquer e giramos as ligacdes T1 e T2 em intervalos de 15
graus, como foi feito para a molécula 1, de O a 360 graus. Os pontos foram anotados e assim
o mapa pdde ser obtido. Os mapas sio mostrados nas figuras 11.a a 11.h. Nesses mapas,
vemos regifes marcadas com letras de A a 1. Essas regides sdo justamente os vales {ou
pogos de potencial) que representam os minimos locais. As curvas em torno desses vales
possuem valores de energia crescente, significando que ¢ ponto central de cada vale possui o
menor valor de energia (minimo local). H4 também, regides de mdxima energia entre oS
vales, dando uma idéia da barreira de rotacio da molécula, para passar de uma conformacio
para oufra. As setas indicando determinado contorno para cada vale, mostram o limite dos

minimos locais, com o valor de energia igual 3 energia minima do pogo, somada de 2RT "

* Usanos R ac invés de B¢, pois estamos trabethando com mol de moldonias; pars macro-sistemas nsa-s2 2 constanie R,



A probabilidade de cada conformacdo para as moléculas ativas, foi determinada a
partir de informacgdes obtidas com os mapas conformacionais, da seguinte maneira: Para a
molécula XII, quatro minimos locais diferentes foram enconirados, conforme explicarermos
no ftem I1.3.2. Esses minimos possuem os seguintes valores de energia, em meio biolégico
{em kcal): A = 26,16, C= 2590, D = 25,74 ¢ E = 25,27, A ordem de estabilidade entre eles
¢ E>D>CoA, segundo os dados acima de energia; entretanto, ndo podemos dizer que a
conformacio E, mmais estdvel, € tambérn a mais provdvel sem antes analisanmos ¢ mapa con-
formacional da mnolécula, na figura 11.a. Nessa figura, vemos o8 quatro pogos de energia
correspondentes aos minimos locais diferentes. (Quando consideramos que cada minimo
local € formado por todas as conformagSes com valores de energia entre a energia minima
do pogo, E, e E + 2ZRT, conforme cxplica‘m{}s no ftem IL1, encontramos conformacgfes com
os seguintes valores de energia {em kcal) para os minimos locais A, C, D e E: A = 26,16,
26,29, 26,31, 26,50, 26,60, 26,64, 26,77, 26,82, 26,99, 27,11 e 27,32, C = 2595, 26,07
26,11, 26,30, 26,34, 26,40, 26,74, 27,00, 27,03, e 27,03. D = 25,74, 25,93, 25,94, 26,36,
26,36, 26,42, 26,56, 26,60, 26,83, 26,96, 26,96 ¢ 26,98. E = 2527, 2542, 25,66, 25,72,
26,23, e 26,28. '

Devemos associar cada conformacgio com a probabilidade da equacgiio 2 (fiem IL1) e
entdo, obter a fungio de partigio Z para cada minimo local através do somatério da equagio
1 (tem I11).

Zy = 1,64.107% | Zo =299.107% 7, = 330,107 Z; = 4,85.1071%

Agora, fazemos urmn outro somatdrio sobre os quatro minimos locais encontrados e
obternos a fungdo de partigio molecular que indica como as moléculas est3o distmribuidas

pela superficie de energia:
Z =1.2810"

Para obtermos a probabilidade relativa entre os minimos locais, basta dividirmos Z de

cada conformacio, pelo Z total:
Py =Zy 1 Z=1641071%71281077 = 13%,
onde P € a probabilidade. Da mesma forma,

Pe =13%, Pp = 26% ¢ Pg = 38%.
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Vemos gue neste caso, a ordem de probabilidade, E>D>C>A, coincide com a ordem
de estabilidade. Os mesmos cdlculos foram feitos para as outras molécuolas ativas € os resul-

tados das probabilidades sdo mostrados na tabela 5.

L3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

Na andlise conformacional dos compostos envolvidos neste trabalho, Procuramos
investigar os seguinies pontos que achamos de fundamental imporitdncia para o pros-
seguimento do mesmo:

1- Verificar qual € o melhor méiodo para a3 otimizacfo de geometria.

2- Definir a importancia de se efetuar os cdlculos em meio bioldgico.

3- Analisar os mapas conformacionais das moléculas ativas, a fim de se verificar a
possivel existéncia de uma conformacfio favordvel 3 atividade.

O ftem 1 que se refere 3 escolha do método para otimizacfo de geometria, jd fol

explicado no tépico IL.1; os outros serfo discutidos aqui.

[1.3.1 - COMPARACAQ ENTRE OS CALCULOS REALIZADOS
EM MEIO BIOLOGICO E NO VACUO.

Inicialmente, foram encontrados oito minimos locais para a molécula I, guando as
ligagdes T1 e T2 foram giradas de 0 a 360 graus, conforme descrito no ftem I1.2. Obser-

vando a figura 10, onde sfo mostradas as oito conformacgdes da molécula I, vemos que os
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pares de conformagdes B e G, C e F, E e H possuem valores de energia muito préximos e
sdo imagens especulares nio superponiveis entre si (enancidmeros); observe a energia
estérica total em keal (Ei) para esses pares, em meio bioldgico: B (Bt = 4,02), G (Bt = 4,03),
C (Bt = 3,03), I (£t = 3,08}, E (£t = 2,90}, H (Et = 2,51). Observando também as figuras,
verificamos a semelhanga existente entre esses pares que pode ser comprovada pelos valores
dos 8ngulos diedros T2 e T3 (designado pelos dtomos 17-13-12-6), com valores de 65,7
graus € -91,07 graus, respectivamente, para a conformacfo B, em meio bioldgico. Para G
{"enancidmero” de B) esses valores sfo -66,7 graus e 95,01 graus, também em meio
bioldgico. Escolhemos esses dois dngulos para analisar, porque eles representam as rotacSes
realizadas sobre os eixos T1 e T2 mostrados na figura 9. Como essa molécula ndo possui
nenhum grupo substituinte, essas conformagdes podem ser consideradas iguais do ponto de
vista fisico-quirnico, isto €, as propriedades fisico-quimmecas calculadas para esses
enancidmeros serdo idénticas, de forma que a molécula T apresenta apenas cinco minimos
locais diferentes: A, B, C, D ¢ E. A mesma conclusfio € obtida se observarmos os valores no
védcuo. As figuras das conformagbes nfo diferem para a molécula no vdcuo ou em meio
bicldgico, pois ©s valores dos dngulos diedros estudados (T1 e T2) variou muito pouco,
como veremos mais 2 frente.

O apéndice 4 mostra as conformagdes encontradas para todas as outras moléculas;
podemos verificar que para as molécuias I e I, onde o substituinte estd em "para” e para a
molécula X1 que ndo possui substituintes, apenas as cinco conformacdes, A, B, C, D e E
foram encontradas. Mas para a molécula 1V, com o grupo substituinte -OCH3 em "orto",
todas as oito conformagbes enconiradas para 1 mostraram-se diferentes em energia. As
molécnlas V, VI e X que possuem o substituinte -CHz no carbono de ndmero 13 também
apresentaram oito minimos locais diferentes, pois qualquer substituinte nesse carbono
impediria a formacdo dagueles enancidmeros. Isso pode ser facilmente verificado na figura
10, observando-se que a posicdo dos hidrogénios ligados a esse carbono estd invertida
naqueles pares de conformagdes. Observe, por exemplo, as conformacgdes C e F na figura 10.
A molécula IX, com o radical -CHjz em meta possui apenas 5 conformagdes diferentes (A,
C, D, E e H). Pode-se verificar que os Angulos diedros T2 e T3 sdo muito préximos para os
seguintes pares: A eI, C e F, E ¢ H, bem como as energias desses pares, mas E ndo €

enancidomero de H, pois em E o radical -CH; estd projetado para frente e os hidrogénios
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ligados ac carbono nlimero 13, para trds; mas em H, ambos estfo para frente.

No caso da molécula VII, também com o substituinte -CHj3 no carbono 13, apenas seis
minimos locais foram encontrados apesar de ndo haver nenhum par de conformagdes. Para
obter os minirnos locais de VII, partiv-se dos oito minimos locais da molécula VI e
acrescentou-s¢ © novo grupo substitwinte, -HC=CH-CHj; no carbono 21. Verifique as duas
molécolas na tabela 1. A otimizacfo foi feita conforme estd explicado no ftem 1.2, Entre-
tanto, ocorrerarn alguns casos em que o novo grupo substituinie foi colocado numa determi-
nada conformagfo da molécula VI e a otimizagfio sesultou em outra conformagio para a
moléonla VII Por exemplo, para obtermos ¢ minimo local "B" para a moléoula VI, acres-
centamos o radical -HC=CH-CH3 no carbono N° 21 da conformacdo B da molécula VI e
fizemos os cdlculos com MM2. Ao verificarmos os resultados, vimos que os &ngulos diedros
T1 e T2 correspondiam 3queles da conformacio C, (com os &ngulos diedros T1 = 200 graus
¢ T2 #50 graus). Dessa forma, encontramos apenas seis minimos locais: A, C, D, E, Fe H,
pois a conformagao G de VI também resuliou em outra para VIL

G mesmo ocorrey com 3 moiécula VI, contendo o radical -NQyno carbono 19; ape-
sar de ndo aparecer nenhum par de conformago, apenas cinco minimos Incais diferentes
foram encontrados: A, C, E, Fe H. A tabela 3 mostra os minimos locais encontrados para as
molécul:s inativas (I a XI) e a ordem de estabilidade das conformagles.

Os cdlculos delc)t%m%zacéo de geometria foram feitos no vdcuo ¢ em meio biolégico,
para verificarmos possiveis modificacfes nas conformagfes das moléculas, mas observamos
que tal alterag@o no ocorreu, isto €, os &ngulos diedros T1 e 12 penmaneceram muito
préximos. Apenas no caso da molécula X, ocorreu alteracio nos #ngulos diedros da
conformacio A, pois quando esta foi calculada no vidcuo, obteve-se como resultado a
conformacdo B. A energia estdrica, porém, apresentou valores bem menores em meio
biolégico para a maioria das moléculas. No caso da conformacdo A da molécula I (figura
10), por exemplo, a energia estérica total (Ef) no vdcuo € de 6,27 keal € em meio bildgico €
de 3,40 kcal, mas os &ngulos diedros T1 e T2 quase ndo sofreram alteracdo, pois no vécuo,
Tl = 73,4 graus € T2 = 61,6 graus € em meio bioldgico, T1 = 78,6 graus e T2 = 63,6 graus.
Todas as outras conformacdes apresentam essa semelhanca quando calculadas no vécuo ou
em meio bioldgico.

A redugdo no valor da energia esiérica total em meio bioldgico deve-se ao fato de que
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neste meio, a constante dielétrica € maior (28) do que no vicuo (1), diminuindo assimn, as
interacdes eletrostdticas, segundo a equacio 5.

Esta conclusfo pode ser comprovada, verificando-se na figura 10 que o decréscimo na
energia estérica total D(EY) € bem préximo do decréscimo na energia de interacfo de dipo-
los, D(E4), dnice termo no campo de forca usado em MM2 que envolve constante dieléirica
(apéndice 1). Observe por exemplo, a conformacic A da molécula 1 novamente, para esta
conformacdo, D(Et) = Et(vécuo) - Et(meio bioldgico) = 6,27 - 340 = 2,87 ¢ D(EQD) =
Rd{vécuo) - Ed(meio bioldgico) = 2,98 - (,17 = 2,81,

Observou-se também que o decréseimo de energia D(Et) € maior para as conformacGes
menos esidveis (A, B, D), onde o valor das interagdes de dipolo (Ed) € maior. Comparar,
por exemplo, as conformacBes A {pouco estdvel) e C (mais estdvel); para A, DE)=28T7e
Fd (vécuo) = 2,98, Para C, D(Et) = 1,96 ¢ Ed (vdcuo) = 2,02.

Assim, como as conformacBes de maior energia sofrem um decréscimo também maior
de energia, em neio bioldgico, a diferenca de energia entre uma conformacio ¢ outra €
menor do que no vicuo, de forma que as porcentagens relativas entre as conformagdes, cal-
culadas através da disiribuigfo de Bolizmann sobre os minimos locais, $30 mais uniformes
em meio bioldgico do que no vdcuo. |

Observe na figura 10, as porcentagens relativas entre as cinco conformacdes diferentes
(A, B, C, D ¢ E) do composto 1.

Podemos verificar que aquelas conformagbes com porcentagens muiio baixas no vécuo,
tendem a aumentar suas porcentagens em meio bioldgico e aquelas com porcentagens muito
altas no vicuo tendem a diminui-las em meio bioldgico. Por exemplo, a conformacdo A da
molécula I (fig.10) possui um aumento de 4% para 18% em meio bioldgico ¢ a conformagao
E possui uma queda de 58% para 40%. Esse fato pode ser observado também para outras
moléculas (apéndice 4), através da comparacdo das energias no vicuo em meio biolGgico.

Apenas © caso da molécula XV € diferente. Para esta, a energia esiérica total mostra-se
major em meio biolégico do que no vécuo, pois ¢ somatdric das energias de interag@o de
dipolos possui valor negativo (energia de atragdo). Assim, a diminuni¢do nesse valor resultard
num valor maior da energia estérica total, da qual serd subtraido um valor menor, enquano
que para as outras moléculas, onde a energia de interagdo de dipolos € de repulsdo (+), a

diminuicio resulta na soma de um valor menor, diminvindo a energia estérica.
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Como todas as conformacSes ficam com as energias mais préximas entre si, em meio

biolégico, ocorre as vezes, inversfo na ordern de estabilidade das conformacdes.
Para a molécula V, por exemplo (i2b.3), a ordem decrescente de estabilidade no vdcuo
é: E>CoB>H>F=A>D>0 ¢ em melo bioldgico € B>E>C>ASF>H>D>G. Verificar na tabela

3 esses resultados para as outras moléculas inativas.
Este fato mostra a importincia de se realizar os cdlculos de otimizagdo de geometria

em meio biolégico, pois, apesar de nfo ocorrer alteragfio nas conformacles, ocorre grande

alteragdo nas suas energias, influenciando a concluso sobre o minimo global.

Moléculas | Ordem decrescente de estabilidade
Vacuo Meio biologico
| E>C>A>B>D E>C>A>B>D
I E>C>A>B>D E>C>A>B>D
Iz E>CD>A>B E>C>D>A>B
PH>CoB>E>GSASD F>H>B=C=E>G=A>D
A4 E>C>B>H>F=A>D>G B>E>CSASF>H>D>0
VI | F=CRB>E>H>ASD>G B>Co>F>E>ASD>H>G
Vil C>ASE>D>H>F C>E>A>D>H>F
p2111 H>F>CoA=E H>F>CoE=A
X E=H>D>C>A E=H>D>CoA
X B>E>F>A>CSD>H>G B>E>F>A>D>C>G>H
XI B>C>E>A>D B>CoE>A>D

Tabela 3. Ordem decrescente de estabilidade para a5 conformacfes das moléeunlas inativas, com base nos dados

de energia do apéndice 4, no vécuo e meio biolGgico.



Ainda na figura 10, vemos que as conformacdes mais estdveis ndo sfo aquelas em que
os andis estio mais afastados, A e D, como poderiamos pensar A primeira vista, mas aguelas
em que a distdncia € intermedidriai C (= F) ¢ E (= H). Tomando como exemplo as
conformacdes D, F ¢ G (= B), vemos que em D, onde os anéis estdo mais afastados, a ener-
gia de atracfio (Eatr.}) € menor {em mddulo) do que em F e G, enquanto a repulsfio (Erep.) €
alta. A medida gue os anéis se aproximam (F), a energia de atracdo aumenta, enguanto as
repulsfes diminuem, esiabilizando a molécula. Entretanto, quando o8 andis se aproximam
muito (G), todas as interacBes sfo maiores, mas as de repulsfo crescem mais do gque as
interacBes de atracio, desestabilizando o composto , em relagfio A F, obtendo-se a seguinte

ordem decrescente em estabilidade: F>G>D. A tabela 4 também mosira esses resultados.

Conformacio | Erep. (kcal) ; Eatr. (kcal)
D 20,53 12,75
F 18,27 13,25
G 20,88 14,11

Tabela 4. A conformagfo D, com os andis mais distantes € menos estdvel do que F e G, onde a disiincia

entre eles € menor, dovido & variacles nas energlas de atragfo (Eawr) e repulsio (Erep.).

Se observarmos a ordem de ¢stabilidade dos minimos locais na tabela 3, veremos que
esse raciocinio se aplica ds outras moléculas, pois o minimo global nfo foi D em nenbuma
situagdo, mas na maioria das moléculas inativas, as conformacSes mais estdveis em meio
bioldgico foram aquelas em que os andis apresentavam distdncias intermedidrias: E, H, F ¢
C, e em alguns casos, aquela em que 08 anéis estdo mais préxirmnos: B.

Para as moléculas ativas, os cdlculos também foram feitos em meio bioldgico € no
vicuo para confirmar estas conclusOes. Entretanto, os mapas conformacionais foram feitos
apenas em meio biolégico, visto que nessa etapa j4 haviamos concluido a necessidade de se
prosseguir os cdlculos em meio bioldgico.

A andlise para esse conjunto de moléculas € feita no tépico 11.3.2.
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IL.3.2 - ANALISE DAS MOLECULAS ATIVAS

Os mapas conformacionais para as moléculas ativas foram obtidos conforme estd expli-
cado no ftem 11.2, a fim de investigarmos a conformagfo favordvel 4 atividade e sio mostira-
dos nas figuras 11.2a 1Lh

O mapa da moiécula X1I mostra sete minimos locais, mas se observarmos a figura
correspondente no apendice 4, veremos que os enancibmeros verificados para algumas
moléculas inativas, também ocommem agui:t A e I, Ce F, E e H. Os ngulos diedros T2 e T3
para esses enancidmeros sdo bem préximos, assim como as energias, Assim, a probabilidade
serd calculada considerando-se apenas as quatro conformacdes diferentes: A, C, D e E.

A molécula XIII também apresenta os enancidmeros Ae L Ee H, C e F, de forma
que novamente temos apenas quatro conformac@es diferentes: A, C, D e E.

J4 no caso da molécula XTIV, C e F nfo formam pares, porque os fngulos T2 e T3
para C nfo sfo muito préximos aos mesmos dngulos da conformagiio F, de forma que os
anéis aromdticos em C estdio mais préximos do que em F.

As conformacGes E ¢ 1 da mesma molécula também nfo sdo enancibmeros, pois
apesar de possuirem T2 e T3 préximos, o carbono de ndmero 42 em E estd em "cis” com o
carbono nimero 22, mas em H, os mesmos carbonos estdo em "trans”. Entretanto, coinciden-
temente, sdo equivalentes em energia. Assim, a molécula XIV apresenta seis conformacdes
diferentes: A, C, D, E, Fe H.

As outras moléculas ativas possuem o radical -CHj3 no carbono 13 e portanto, como
jd fol explicado para as moléculas inativas, nfo apresentam enancidmeros e fodos os
minimos locais que aparecem nos respectivos mapas, so diferentes. A questdo a ser resol-
vida agora € "Qual deles corresponde 4 conformacgfiio com a qual a molécula vai se ligar ao
receptor?” Nio sabemos nada sobre a conformagfio do receptor. Se soubéssemos, o problema
estaria resolvido, isto €, poderiamos pensar que a droga ligar-se-ia com a conformacio que
melhor se ajusiasse ao receptor.

Contudo, sabemos que existe uma probabilidade para cada minimo local e que

quando a molécula for se ligar ao receptor, ela poderd adotar qualquer uma dessas
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conformacdes de minima energia e ainda, escolhido o minimo local supostamente mais
préximo da conformacdo do receptor, a molécula poderd alterar um pouco a sua
conformacio de forma a adotar uma conformacdo pertencente ao minimo local escolhido,
mas que nfo seja aquela com menor energia, isto €, a molécula talvez ndo esteja no fundo
de um pogo de potencial, mas em qualquer conformagio dentro do limite considerado e indi-
cado pela seta.

Assirn, vamos inicialmente considerar que o recepior € uma molécula rigida, que nfio
altera a sua conformacfo ao ligar-se & droga e que todos os compostos em estude adotardio
uma mesma conformacio (de alta probabilidade) para ajustar-se a ele. Devemos entio,
verificar quais s&o os minimos locais comuns a todas as moléculas ativas e escolher entre
esses, aquele de alta probabilidade em todos os compostos como sendo a conformacio ativa.
A probabilidade de cada conformacdo para todas as moléculas ativas ¢ mostrada na tabela 5
e foi obtida conforme estd explicado no item ILZ, com excegdo da molécula XVI, para a
qual nfo foi possivel obter o mapa conformacional, devido ao ndmero extenso de 4tomos
necessdrio para fazer a rotagdo sobre o ¢ixo T2. O programa MM2 faz rotago de uma parte
da molécula em relagdo & outra, mas a parte que serd girada pode conter no méximo 32

- gtomios € neste ¢aso, 0 nimero era maior.



-133.

Melécula | Minimo local | E (keal) Z P (% Estabilidade Probabilidade

A 26,16 1.64 E -18 i3

X C 25,920 259 E-18 23 Ex>De(CoA Es-DeCsA
> 23,74 330 E-18 26
E 25,27 48 E-18 38
A 32,19 855 E -23 is

XHi < 3236 700 E 23 13 E=DsASC E>DoASC
D 31,92 1,178 .22 21
E 31.45 278 E -22 30
A 18,87 746 E -13 T
C 18,43 £36 E-13 i9

p-¢LY > 18,64 308 E-13 2 HoE=F=CxDxA Hol=FsFoliA
E 17,83 625 E -13 i9
F 18,28 4 E -13 1z
H 17,78 11,25 E-13 24
A 20,55 426 E-15 1 B
B 17,91 6,47 E -13 78
c 1980 | 3.42E-14 4

XV D 20,28 306 E -15 1 BoHsEsCaDe ASFG>T | B baH>Cr AxDeF=0=1
E 19,60 830 E -14 10
F 25,11 428 E .18 0
G 2102 351 E-19 ¢
H 19,41 532E-14 6
i 27,40 1,69 E .19 O

Tabela 5. Cada minimo local possui conformagdes com energia variando de E até E + 2RT (onde E € a ener-
gia de menor valor do minimo local) ¢ a funcdo de particio Z para cada minimo local € mostrada, bem como

as probabilidades; com os dados de energia minima ¢ de probabilidade, obtivemos as ordens de esiabilidade e
de probabilidade, respectivamente. A tabela continua na pagina seguinte.



Motécula | Minimo jocal | E (keal) Z P (%) Estabihdade Probabilidede
B -1,14 26,91 33
C i,76 0,36 1
XV D 132 1,11 2 BoFoExD>C>G BeFExDnC>0
E 0,26 849 17
F 0,40 13.5% 27
G 2,78 644 E -2 g
B 3,29 858 E-3 89
c 181 220E -5 g
XV D 1,76 1L7SE -5 ¢ B>ExFeDnC=CrH | BrPEsD=CalG=H

E 593 526 E 4 5

F 6,06 530E 4 6
G 7.81 LISE-S 0
H 8,73 190 E -6 0
A 15,38 811 E-11 10
B 14,38 345E-10 55
C 1524 | 941 E-11 15

XX D 16,97 788 E -12 1 B>ExCHASES B>C>E»A>F>
>H>D>G >H=D>G

E 15,20 8382 E-11 14
F 16,15 221 E-11 4

G 17,41 109 E -12 0

H 16,79 | 680 E -12 1

B 4,62 Z09E -3 82
C 8,48 TIS5E -6 Lt

XX D 8.28 457 E -6 G B>E>FDC=0GoH | BrE>FeC=D=G=H

E 6,34 253E 4 10
F 6,53 211E 4 g

G 8,48 3,16 E-6 g

H 9,26 204 E -6 G

Tabela 5 (continuacio).
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Observando a tabela 5, que mostra a ordem de estabilidade das moléculas ativas
(baseando-se nos valores de energia) € a probabilidade calculada baseando-se nos mapas
conformacionais, conforme o ftem IL2, vemos que ocorreu inversio nas probabilidades dos
compostos XIV, XV, XVII, XIX e XX, isto €, na figura 11l.c (composto XIV), vemos que o
"poco” para a conformagio C € nitidamente 1uails largo do que o pogo para as conformactes
E e F com energia interna mais baixa, resultando na inversfo das probabilidades destes
minimos, de forma que C (menos estdvel que E e F) € 1o provével quanto E e mais
provivel do que T

Na figura 11.d (composto XV), vemos que o pogo E € mais largo do que H, de
forma que a conformacio E € mais provdvel do que H, apesar de H ser mais estdvel do que
E. A conformacBo A também € igualmente provdvel a D, apesar de D ser mais estdvel,
porque o pogo A € mals largo do que o poco D.

Ma figura 11.{ (composto XV, verios que o pogo da conformacio F € mals largo
do gue E, possibilitando 2 inversfo na probab:lidade dessas conformagSes; da mesma forma,
C € bem mais largo do que D e apesar de C ser menos estdvel do que D, os dois sfo igual-
mente provdveis. Na figwra 1l.g {(composte XIX), podemos observar que o pogo da
conformacio C € mais largo do que E, invertendo as probabilidades destas conformagSes.
Também observamos que D, com energia mais alta do que H, possui a mesma probabili-
dade.

O composto XX (fig.11.h) também apresenta inversio nas probabilidades das
conformagbes € ¢ D e de G ¢ H. De fato, podemos ver que a largura do pogo da
conformacic menos esidvel, C, € maior do que D, possibilitando a inversdo de probabili-
dade. No caso de G e H, H também € bem mais largo do gue G e apesar de ser menos
estdvel, possui a mesma probabilidade. Apesar das inversSes de probabilidades ocorridas,
nic houve alteracfo na probabilidade do minimo global, de forma que a conformagfo mais
provével € também a mais estdvel.

As outras moléculas nfio apresentam inversfo nas probabilidades dos minimos locais.

Observamos (tabela 3) que das nove moléeculas ativas, seis { XV, XVI, XV,
XVHI, XIX e XX ) apresentam a conformacdo B, com os anéis fechados, mais provdvel (ver
as figuras no ap€ndice 4) - com o &ngulo T1 entre 150 e 180 graus e T2 entre 50 ¢ 90 graus

- enguanto para as outras wés (XII, X1l e XTIV, as conformacSes com os anéis abertos H,
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{T1 = -50 ¢ T2 = 180 graus ), no caso da molécula X1V, ¢ E (T1 e T2 = 180 graus) no caso
de XII ¢ XIII, s8o mais providveis.

Entretanto, se considerarmos que o receptor € uma moléeula rigida (3 possibili-
dade da existéncia de receptores rigidos e flexiveis serd discutida no flem IV.D), 2
conformagdo E, com os 4ngulos Tl e T2 préximos de 180 giaus, pode ser a conformagio
com que as moléculas ativas se ligam, pois esta conformacfo estd presenie em todas as
moléculas ativas, com alta probabilidade. Observe na tabela 5, a probabilidade de E para
todas as moléculas. Entretanto, se o receptor for flexivel, poderd alterar a sua conformacio
a0 interagir com © COmposto ativo; nesse caso, cada um liga-se ao recepior com a sua
conformacio mais provdvel.

Prosscguiremos o trabalho entfio, considerando as duas hipdieses.

Se existisse uma conformacfio provdvel a todas as ativas ¢ a0 mesmo 1empo proi-
bida para as inativas, esta seria uma conformacio favordvel 4 atividade, mas pelas tabelas 3
€ 3, vemos que 0s minimos locals que apirecem nas moléculas ativas aparecem também nas
inativas. Assumiremos entdo, as duas prineiras hipdtcses j4 mencionadas, no prosseguimento
dos cdlculos, onde alguns parimetros fisico-quiimicos serfo calculados,

Quando a primeira hipftese for considerada ( receptor rigido ), cdlculos de
parAmetros fisico-quimicos serfo feitos para a conformacio E no caso das moléoulas ativas e
também inativas, pois estamos considerando que essa € a conformacgio complementar ao
receptor € portanto devemos analisar as moléculas, quanto 2 atividade, nesta conformagio,
isto €, se a molécula for ativa ela deverd estar nesia conformacio e se for inativa, deverd ser
inativa apesar de estar nesta conformacdo, pois além da conformagio, outros fatores
influenciam a atividade das moléculas e estes serfio discutidos nos préximos capitulos.

Quando considerarmos a segunda hipétese, cada molécula (ativa ou inativa )

assurnird a sua conformacio de maior probabilidade.
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i3 CONCLUSOGES

Neste capftulo, trés pontos fundamentais ao prosseguimento do tabalbo foram men-
cionados e puderam ser investigados; as seguintes concluses sfo mosiradas:

1- Para este conjunto de moléeulas, o método de mechnica molecular - MMZ mostrou-
se mais eficiente e vidvel na otimizacio de geometria,

2- Todos os cdleculos devem ser efeinados em meio bioldgico, visto que nesse meio
1odos os minimos locais ficam mais préximos em energla do que no vicuo, possibilitando a
inversfo entre eles, em termos de energia minima.

3- Concluimos, da andlise conframacional para as moléculas ativas, que a conformacgio
E deve ser aguela com a qual & molgcula liga-se ao receptor, se este for considerado uma
molécula rigida. Conclulmos ainda, a necessidade de considerar que o recepior tarmbém pode
alterar a sua conformacfo ao inferagir com o composto ativo, uma vez que a conformacio

mais provével ndo € a mesma para (040 08 COMPOSIOS.
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CAPITULO 1T - PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

L - INTRODUCAD

Um substituinte, numa molécula, produz modificacSes principalmente nas s
seguintes propriedades fisicas: eletrdnica, estérica e hidrofdhica (ou Iipofilica). As relagles
das duas primeiras propriedades com a atividade biolégica foram estudadas, inicialmente, por
Hammett e Taft ¥, respectivamente.

Hidrofobicidade fol o nome dado 4 propriedade fisica da molécula, relacionada com a

sua partigio (P) entre um solvente aquoso e nfo aquoso, segundo a equagio 6

o 1Pro8a g,
" [Drogal, eq.6

onde P € a conslante de equililsio da reagfo [Drogal - =z [Drogal ! é o solventes
ndo aguoso e aq. significa gue o solvente € a dgua.

A relacdo dessa propriedade com a atividade bioldgica foi estudada inicialmente por
Overton (1897) 7 ¢ Meyer (1899)™; cles observaram que a atividade narcética de uma série
de compostos é funcio do seu coeficiente de partigio P.

O efeito eleudnico de substituintes no benzeno foi estudado por Hammett (1940 -
1970) “, que relacionou o efeito eletrdnico do substituinte ¢ com a constante de equilibrio

(k) da reacfio enire ¢ composto nio substituido, kﬁ, e substituido, k:
) _
log— = p.C eq.7
ko

onde p € a constante de proporcionalidade, caracterfstica da sensibilidade da reagdo ao efeito

eletrdnico.

Por volta de 1950, Taft esiendeu a eguacfio de Hammett, incluindo o efeito esiérico
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dos substituintes em composios ndo aromdticos. O efeito estérico do substituinie foi
chamado de E, € o efeito ¢lettbnico do substituinte de compostos néo aromdticos, ¢ *.

Na equacdo de Taft, a constante de equilibrio estd relacionada como * ¢ E, !
.k
log - = p*.o¥+ 8.E, eq.8
g

Concluido entfo, o efeito dos substituintes nestas propriedades fisicas da molcula,
Hansch et al. (1963) " postularam o efeito dos substitnintes nas propriedades biolégicas das
moléculas, como resultado da alteragfo nessas propriedades fisicas.

As mesmas propriedades fisico-quimicas podem ser relacionadas com a atividade
biolégica, através de outros parfmetros, diferentes desses citados acima. Alguns par@metros
eletrbnicos, comumenie relacionados com a atividade bioldgica e calculados com meclnica
quintica sio as energias do HOMO (orbital molecular mais alto ocupado) e do LUMO (orbi-
tal molecular mais baixo desocupado).

A tentativa de buscar 3 explicacfio das interagles dos farmacos com seus receplores, ao
nivel eletrdnico, € vdlida, uma vez que as propriedades fisico-quimicas apresentam origem
eletrdnica. Algumnas revisdes " mostram o emprego de modelos de quimica quintica na
correlacdo da estrutura quimica com a atividade biol6gica; esses modelos utilizam vesultados
de cédiculos de orbital molecular, através da resolugio da equagdo de Schroedinger.

Exisiem alguns métodos em mechnica quéntica, que visam a vesolugfo das cquacSes
envolvidas com certas aproximacfes nas integrais; sfio os métodos semi-empiricos. Estas
aproximacSes consistem em ignorar integrais cujo valor previsto € pequeno, utilizando dados
experimentais para aproximar outras, cujo significado fisico permite relaciond-los diretamente
com ohservéveis. Esses métodos foram desenvelvidos, visando diminuir o tempo computa-
cional de cdlculos para moléeulas com muitos diomos ¢ o méodo semi-empirico vtilizado
para calcular alguns dos parBmetros fisico-quinicos deste trabatho, estd explicado no

apéndice 2.



IIL1.1I ENERGIAS DO HOMO E LUMO

(uando duas moléculas se aproximam, numa reacfio, seus orbitais interagem formando
novos orbitais moleculares ligantes e anti-ligantes. A formagfo dos orbitais ligantes, normal-
mente € exotfrmica, E; enquanto a formacfo dos orbitals antiligantes € endotérmica, £, ,

conforme a figura 13

Fig.13 Interacio do HOMO de oma moldosla com o BOHO de outra,

As interagSes que produzem um importante efeito de abaixamento de energia sdo as
combinacSes de orbitais ocupados com desocupados, pois, neste caso nfo haverio eléirons

para ocupar o orbital antiligante, de energia mais aita (fig.14).”
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Fig.14 InteragBo de um orbital ocupado de uma moldeala com um despcupado de outra,
Entretanto, € a interagfio do HOMO (orbital molecular mais alte ocupado) de uma

molécula com o LUMO (orbital molecular yuais baixo desocupado) de outra que leva ao
maior abaix..nento de energia, devido & proximidade entre os dois orbitais, pois, o abaix-
amento de energia € maior para interacio entre orbitais com encrgias similares do que para

interagfo entre orbitals com energias muito diferentes (figura 15).
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Fig.15 Inieracio do HOMO de uma moiécnla com o LUMO de cutra

Isso mosira por gue esses orbitais, o8 orbitais de fronteira como Fukui % os chamou,
sdo 130 importantes.

Klopman © e Salem ™ propuseram uma equacio para o ganho ¢ perda de energia,
guando os orbitais de duas moléculas interagem numa reacfo € mostraram que as energias
do HOMO ¢ do LUMO sfo importantes, pois guando duas moléeulas colidem, trés forgas

operam principalmente:

1 - Os orbitais ocapados se repelem;
2 - Qualguer carga positiva atral uma negativa e cargas iguais se repelem;
3 - Os orbitals ocupados (HHOMO, principalmente) interagemn com os nio ocupados

(LUMO), causando atragfo entre as moiéculas.

As energias do HOMO e do LUMO correspondem &s energias necessdrias para rem-
over um elétron da molécula e para adicionar, respectivamente, isto €, a energia do HOMO €
proporcional ao potencial de ionizagdo ¢ a enmergia do LUMO, 2 afinidade eletrbnica da

molécsla. Por isso, costuma-se relacionar essas energias com os potenciais de oxidagdo e
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redugio.

Em QSAR (Relacdes Quantitativas entre Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica),
costuma-se usar dados sobre as energias do HOMO e do LUMO para estimar essas
propriedades de oxidagfo-reducdo; um exemplo deste tipo de aplicacfo € encontrado no tra-
batho de Martin et al. ™ Virios outros trabalhos foram realizados com a finalidade de correla-

cionar as energias do HOMO e LUMO com a atividade biolégica™”,

11112 DUREZA E MOLEZA MOLECULAR

O conceito de 4cidos e bases, duras ¢ moles, foi introduzido por Pearson ) ele
classificou 4cidos € bases de Lewis num desses dois grupos e verificou que dcidos duros
reagem mais rdpido e fortemen’e com bases duras ¢ doidos moles reagem mais rdpido e for-
temente com bases moles. Inicialmente, os dcidos e bases foram classificados em duros ¢
moles, de acordo com o tamanho € a carga, de forma que as bases sltamente polarizdveis,
facilmente oxiddveis e de baixa eletronegatividade foram classificados como bases moles e
as bases duras seriam aquelas com propriedades opostas. Os dcidos com baixas cargas posi-
tivas, altamente polarizdveis e de grande tamanho foram chamados de moles € aqueles com
propriedades opostas, de 4cidos duros.

A teoria de orbital molecular classifica como 4cidos moles, agqueles que possuemn baixa
energia do LUMO e bases moles, aqueles que possuem alta energia do HOMO. Os deidos
duros possuem alta energia do LUMO e as bases duras possuem baixa energia do HOMO.
Assim, 4cidos duros ligam-se fortemente s bases duras, devido & grande diferenca enire os
orbitais envolvidos, formando ligacdo ibnica, conforme o exemplo da figura 16, Por ocutyo
lado, 4cidos moles ligam-se fortemente 3s bases moles devido 2 proximidade entre as ener-

ias dos orgitais envolvidos, formando ligacdo covalente forte, conforme a figura 135 2
g g g



Fig.16 Ligagfo Bnica fonmada pels inlerac8o de orbitals com grande diferenca de enerpia.
£ £ £ £

Dizemos que uma molécnla € mole, quando a separacfio dos orbitais de fronteira €
pequena ¢ a distribui¢do dos elérons € facilmente rearranjada por uma perturbagfio. A
molérula dura € aquela gue possul grande separacio enite os orbitais de fronteira e a
distribuicio eletrOnica resiste a0 reammanjo de uma perturbagio. A dureza molecular €

expressa pela diferenca entre a energia de ionizacfo do dtomo neutro ¢ seu &nion ™

n= 0 - A eq.10

Onde I € o potencial de jonizacfo ¢ 4, € a afinidade cletrdnica da melécula. Este valor € a

metade da separa¢io entre os dois orbitais de fronteira. A mioleza € expressa pelo inverso da
dureza:

| 2

11
n U ~A) ~

Os conceitos de dureza e moleza ajudam o Quimico Inorginico a prever reacdes; por
exemplo, R38i* € vm dcido duro e sais da forma Ag X’ convertem R.SiX 2 R,8% se X for

mais duro do gue X. Isto ocorre, por que a base mais dura X prefere o 4tomo Si duro € 2
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base X, mais mole, prefere o deido Ag+ também mais mole:

AgK’ + RaSIX ——m3 AgX + RSSIX eq.12

ILL3 MOMENTOS DIPOLARES

Momento de dipolo, p, € am velor, o qual € a medida da magnitude da carga deslocada

guando dtomos de eletronegatividades diferentes sfo interligados, e € definido por:
=ed

onde 4 € o vetor distAnela que separa as cargas positivas ¢ negativas de magnitude e.

A direcdo do momento de dipolo de uma molécuia € baseada nas eletronegatividades
relativas dos diomios componentes ¢ o valor € obtido pelo vetor resultante dos momentos de
dipolo de cada ligacho presente na molécula,

Um dipolo, numa molécula, pode afetar um diomo nfo ligado diretamente, através de
interacfes eletrostdticas por um efeito indutivo. Por exemplo, devido 2 diferenca de eletrone-
gatividade entre © C e o Cl, o Cl agird como um retirador de elérons, induzindo uma carga
positiva no carbono adjacente. Este, por sua vez, tentard "acomodar” sua carga positiva
induzida sobre todos os ftomos a ele ligados, criando um efeito em iodas as ligagSes suces-

sivas na molécula:

3338 4338 =53 18 ~3
C ~ C— C—C~Cl

A formagfio de dipolos numa molécula, produzida por substituintes de diferentes
eletronegatividades, altera propriedades moleculares como a acidez e a basicicade do com-
posto, de forma que o momento de dipolo pode dar alguma indicacio sobre a reatividade do
mesmo *. Momenitos dipolares sdo usados também para correlacionar estrutura quimica com

« . P 3334
atividade biolégica.”



Cs momentos dipolares também fornecem informacdes sobre a geometria, especialmente

sobre os Angulos entre as ligagbes ™,
1114 ELETREONEGATIVIDADE DE MULLIKEN

Um dos conceitos mais familiares e dteis em quiinica € a elewonegatividade relativa.
Pauling introduziu a eletronegatividade como "o poder de um dtomo numa moléeula para
afrair a si mesmo, ¢létrons”, de forma que a eletronegatividade € vma propriedade de ligagdo
e ndo de dtomos isolados. Assim, Pauling definiu como a difercuca de encrgia entre uma

ligacio A-B e 2 média geomdirica das energias de ligago A-A e B-B:

1
A’ = D(A-B) - D {A-A DB ~B ] ? eq.13

Observou-se que a quantidade A’ aumentava com a diferenga de cletronegatividade entre

A e B. Pauling conseguiu ajustar os dados disponiveis a uma expressio empiiica:

A= (A-B) = 300r, — ¥a)® eq.14

onde 7, -7 € a diferenca de eletronegatividade e A(A-B) € expresso em guilocalorias. O
mimero 30 € arbitrdrio, para trazer a escala de eletronegatividade a um intervalo numérico
convenicnte. ™

Uma abordagem diferenie ¢ mais fisica ao conceito de eletronegatividade foi feita por
Mulliken. ™

Mulliken propds que, dadas duas espéuies "a" e "b", a energia necessdria para "a"
retirar um eléiron de b € Ib -Aa, onde I e A sfo ¢ potencial de ionizagio e a afinidade
cletrdnica, respectivamente. Da mesma forma, a energia necessdria para "b" retirar um
elétron de "a" € Ia -Ab. Quando a e b possuem a mesma eleonegatividade, Ja - Ab = Ib -
Aa; assim, poderos escrever: Ia + Aa = Ib + Ab, o que sugere que podemos definir a

cletronegatividade  da seguinte forma:

x:%(le»A) eq.15
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onde 1/2 € um fator arbitrdrio ™.
Esse conceito foi usado por nds, para estimar a eletronegatividade de moléculas, onde 1
e A sio, neste caso, o potencial de ionizacfo e a afinidade eletrnica da molécula, Im ¢ Am.

O potencial de ionizacfo (Im} e a afinidade eletrbnica (Am) podem ser calculados on deter-
minados experimenialmente. A goantidade o, = %am +A,, daria a capacidade de uma

molécula M, (por exemplo, o firmaco) arair elémons de uma outra molécula M, (por exem-
plo, o receptor) , quando as duas, M, € M, se aproximam. O efeito elernico produzido por
umn substituinte numa molécula, pode ser indutive ou de ressondncia; os efeitos indutivos
devem-se 4 migragdes eletrdnicas ao longo de ligagdes simples, devido 4 atrag@o exercida
por deierminados grupos, em razdo da sva cletronegatividade. Portanto, usamos essa

propriedade como um par@metro eletrbnico.
LS VOLUME MOLECULAR

Usamos o volume molecular no nosso conjunto de parfimetros fisico-quimicos, pois o
mesmo estd correlacionado com o coeficienie de particio (P). Craig ' observou que o
coeficiente de particdo estd correlacionads com o parfimetro estérico (Es) e com a refrativi-
dade além do veolume molecular, mas concluin ser de pouca valia o uso de mais de um
desses parimelros a0 mesmo tempo.

O cdlculo de volume molecular foi feito com o programa SURF (Gandio, A, C,, ¢
Takahata, Y.). O algorfimo utilizado para estimar o volume foi proposto por Higo & Go™, e
o procedimento do cdlculo € explicado abreviadamente, a seguir.

Considera-se, iniciglmente, que a moléoula estd contida numa caixa, com arestas de
comprimento miltiplo de um valor "a". A seguir, cada aresta € dividida em unidades de "a”",
de forma que a caixa transforme-se num conjunto de cubos de aresta com valor "a". Cada
cubo € entfio, classificado em ti€s tipos: interno, externo ou superficial & molécula. Se o
cubo for externo, serd desprezado. Se for interno, passard a fazer parte do volume molecular.
Se for superficial, serd subdividido ¢m noveos cubos de aresta com valor "a”. Os novos cubos

serdo classificados e processados da mesma forma que os primeiros, € o procedimento
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repetir-se-d até © nivel estabelecido pelo operador. Finalmente, determinada fraco do
volume serd computada como pertencente 8 moléoula.

O volume foi usado por nds como um parfmetro esiérico. Um exemplo da aplicacfo do
volume molecular em QSAR, pode ser visto na refer@neia 34, onde alguns pesguisadores
propuseram que diversos parimetros, entre eles o volume molecular, deveriam ser considera-

dos na relagfo atividade bicldgica-estrutura quimica.

HL16 OUTROS PARAMETROS

Alguns fngulos diedros foram utilizados como parfmetros estéricos. Mo capftulo I,
falamos sobre os 3ngulos diedros T1 e T2, o5 guais foram alierados a cada 15 graus, de 0 a
360 graus na andlise conformacional dos compostos. Os mesmos foram empregados como
pardmetros estéricos.

Usamos ainda o calor de formacio (AH,) , na tentativa de correlacionar com a atividade

bicldgica da nossa série de compostos.

1.2 CALCULOS

Os célculos de todos os parfmetros fisico-quimicos foram realizados para 0s compostos
ativos ¢ inativos, na conformacio E ( conformacfo com os Gngulos T1 e T2 préximos a 180
graus) e posteriormente, na conformacfo mais provdvel encontrada para cada composto,
tendo sido estas conformacdes obtidas em meio bioldgico (a tabela 3 mostra a conformagio
mais estdvel para cada composto inativo e a tabela 5 mostra a conformacfo mais provdvel
para cada composio ativo; para 08 compostos inativos, a conformacfo mais estdvel foi con-
siderada também a mais provédvel, isto €, aguela com maior probabilidade de se ligar ao
recepior).

Alguns pardmetros foram obtidos com o méiodo semi-empirico MNDQO-PM3, através
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do programa MOPAC 6.0; outros, foram obtidos com o programa MM2 e o velume, com o

programa SURF. A tabela 6 mostra os parfmetros calculados e os métodos utilizados:

PARAMETRO METODO

WWQGMO MNDO-PM3
LUMO MNDO-PM3
x MNDG-PM3
4] MNDQ-PM3
i MNDO-PM3

[} MM2

T MM2

T2 MM2

YOLUME programa SURF

B fw,m MNDO-PM3

Tabela 6 - Méndos utilizados no cdicule dos parfmernros fisico-quimicos, onde ¥ € a eleonepntividade de
Mulliken, 11 € 2 dureza molecular, 1/ € 2 moleza, 1 € ¢ momento dipolar, T1 e T2 sfo os 8agulos diedros

definidos no flem 112 e AH, € o calor de formagio.



TIL3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tzbela 7 maostra os valores das propriedades fisico-quimicas calculadas para o5 com-
postos inatives © ativos, na conformaclo E e a tabela 8 mostra os valores das mesmas
propriedades calculadas para os compostos inativos e ativos, na conformagio mais provdvel.

O método utilizado para calcular os pardmetros eletrbnicos (4 citados, fol o méwodo
sermi-empirico MINDO-PM3 (modified neglect of diatomic overlap, parametric method 3),
isto €, a terceira versfo do MNDO (modified neglect of diatomic overlap), sendo que a
segunda versio € o método AMI (primeira reparametrizaco do MNDO)®

Atualmente, o métode MNDO-PM3 € considerado um dos melhores méiodos semi-
empiricos disponiveis, e por isso foi escolhido por nds.

O méodo MNDO foi parametrizado para H, C, N, O, F, AL 81, P, §, Cl, Bre |, sendo
que o nimero de compostos usados na parametrizagfo fol muito menor do que no caso do
MNDO-PM3, de forma gue as diferencas entre as propriedades calculadas e observadas,
usando o MNDO-PM3 foram bem menores do que aguelas usando MNDO ou AM17.

Os parimemos do MNDO-PM3 foram otimizados para reproduzir as seguinies
propriedades moleculares: calores de formacfo, momentos dipolares, potenciais de ionizag&o
e geometrias moleculares . A energia do LUMO, usada neste trabatho, nio estd incluida na
lista das propriedades moleculares otimizadas pelo MNDO-PM3 e estd relacionada com a
afinidade eletrdnica {Ae), bem como com a eleironegatividade de Mulliken, dureza e moleza
moleculares, os quais sfo calculados com expresses que incluem o termo afinidade
eletrdnica.

Um outro possivel método para calcular essas propriedades € o método semi-empirico
HAM/3 (hydrogenic atoms in molecules) que foi otimizado para calcular a afinidade
eletrbnica, além das outras propriedades necessdrias para o presente trabalho; entretanto, ndo
foi parametrizado para os elementos Cl e S, presentes em alguns compostos da nossa série
em estudo. O métode HAM/3 foi parametrizado apenas para H, C, N, O e F™.

Dessa forma, escolhemos o método MNDO-PM3 entre aqueles que foram parametriza-
dos para todos os elementos por nds requisitados. Além disso, ndo estamos interessados em

saber a energia do LUMO para cada composto independentemente, mas 0 que importa de



A

fato € a comparacfo entre as energias do LUMO (e das outras propriedades relacionadas)

dos compostos em estudo.
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COMPOSTO | HOMO | LUMG | 7 1M % " Ti T2 v AH,
(ev) {ev) {ev) (ev) {ev) D) | (gaw) | (grau) Al kcal
i o261 | 0573 | 0230 | 4344 | 4917 | 2813 | 17563 | 17761 | 1922 | -1142 ]
1 9,141 | 0635 | 0235 | 4253 | 4888 | 2211 | 176,78 | 181,25 | 2109 | -17.74
1 8807 | 0555 | 0242 | 4,126 | 4,681 | 2933 | 16822 | 18506 | 2230 | 4607
v 8830 | -0482 | 0239 | 4174 | 4656 | 3,383 | 17426 | 185751 | 2196 | -4530
v 8,933 | 0452 | 0236 | 4241 | 4692 | 2240 | 17782 | 17221 | 2593 | 8392
VI 8874 | 0389 | 0236 | 4242 | 4631 | 2971 | 15493 | 17309 | 2831 | -117.88
VI L8876 | -0437 | 0237 | 4220 | 4656 | 3,671 | 17825 | 161,56 | 3257 | -101.88
VIl 9891 | -1,155 | 0229 | 4368 | 5523 | 5215 | 17858 | 181,00 | 2164 | -1275
X 9362 | 0518 | 0226 | 4422 | 4,940 | 3,056 | 18003 | 17823 | 2149 | -1884
X 8011 | 0632 | 0242 | 4139 | 4772 | 2.536 | 16826 | 17288 | 2713 | 43385
X1 29142 | 0685 | 0237 | 4228 | 4913 | 2664 | 15801 | 161,80 | 2141 | 2747
X1 9,126 | 0557 | 0233 | 4284 | 4841 | 1,717 | 17738 | 17897 | 2690 | -109,i5
X1 G062 | 0369 | 0230 | 4347 | 4716 | 4380 | 17543 | 1797 | 2921 | -13456
XIV 8879 | 0464 | 0238 | 4208 | 4671 | 3,616 | 17743 | 16718 | 3120 | 9928
XV 8678 | 0,132 | 0234 | 4273 | 4,405 | 3819 | 17932 | 16234 | 3333 | -11575
XVI 803 | <0114 | 0236 | 4245 | 4359 | 4,580 | 178,73 | 16566 | 3766 | -134,10
XViI 9190 | 0798 | 0238 | 4,196 | 4994 | 2,067 | 16570 | 17282 | 2400 | 2010
XVHI 8899 | 0608 | 0241 | 4,145 | 4753 | 2,729 | 16782 | 17323 | 2875 | -52.83
XIX 8081 | 0513 | 0236 | 4234 | 4747 | 1,260 | 177,57 | 17206 | 2967 | 9032
XX 8952 | 079 | 0245 | 4078 | 4874 | 2052 | 16825 | 17280 | 2866 | -49.83
XXI 8,640 | 0102 | 4269 | 0234 | 4371 | 353,1 | 17998 | 16237 | -10627 | 3953
XXII 29,197 | 0577 | 4310 | 0232 | 4887 | 2118 | 17621 | 17761 | -1630 | 3,725
XX 0242 | 0834 | 4204 | 0238 | 5038 | 2240 | 157,88 | 16185 | 2149 | 1859
XXIV 0047 | 0343 | 4352 | 0230 | 4695 | 3088 | 178,03 | 16071 | -13596 | 4436 ]
XXV 8912 | 0626 | 4,144 | 0241 | 4770 | 2730 | 16747 | 17409 | 516 | 2722

Tabela 7 - Pardmetros fisico-quitnicos calculados para os compostos inatives e atives, na conforr. 80 E e para
o conjunio teste (XK1 a XXV) também pa conformacdo E.
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COMPOSTO | HOMO | LUMO | 1 m M i 1 T2 v AH;
{ev) {ev} {ev) {ev) {ev) (D) (grau) {grau) Al keal

1 29261 | 0573 | 0230 | 4244 | 4017 | 2813 | 17563 | 17761 | 1922 | 1142
1 9,141 | 0635 | 0235 | 4253 | 4388 | 2211 | 17678 | 18125 | 2109 | -17.74
1 8,807 | 0555 | 0242 | 4126 | 4681 | 2933 | 16822 | 18506 | 2230 | 4607
v 8,913 | 0453 | 0236 | 4230 | 4683 | 1,978 | 18841 | 310,451 | 2208 | -44,13
v 8,951 | 0403 | 0234 | 4274 | 4677 | 1,884 | 16199 | 56381 | 2588 | -8132
Vi 8,903 | 0350 | 0234 | 4277 | 4627 | 2,149 | 16408 | 59380 | 2832 | -115.13
Vil 8,800 | 0362 | 0237 | 4223 | 4,586 | 2,305 | 26136 | 60,506 | 3285 | -10248
VI 9,920 | -1,051 | 0228 | 4384 | 5536 | 5314 1 30524 | 17852 | 2178 | -1248
X 9,362 | -0518 | 0226 | 4422 | 4940 | 3,056 | 18003 | 17823 | 2149 | -1884
X 8,990 | 0,557 | 0237 | 4216 | 4773 | 2854 | 15078 | 57380 | 2710 | -4087
X1 9,155 | 0,686 | 0236 | 4235 | 4921 | 2,889 | 146045 | 66,74 | 2083 | 2992
Xi 9,126 | 0585 | 0234 | 4271 | 4855 | 1716 | 31508 | 174,77 | 2600 | -10842
X1l 9,053 | 0364 | 0230 | 4344 | 4,709 | 4388 | 20094 | 1783 | 2935 | -134.37
X1V L8865 | 0474 | 0238 | 4,196 | 4571 | 3,609 | 30423 | 18006 | 3129 | -99.08
XV 8611 | 0093 | 0235 | 4259 | 4352 | 1,885 | 18682 | 86,170 | 3378 | -111.27
XVI 8,533 | 0031 | 0233 | 4251 | 4282 | 2024 | 18507 | 86830 | 3780 | -120.72
XVII 9,194 | 0731 | 0236 | 4231 | 4963 | 2,678 | 15170 | 58270 | 2396 | 2335
XVl 8981 | 0538 | 0237 | 4222 | 4760 | 2951 | 15400 | 58630 | 2870 | -4921
XIX (8,984 | 0459 | 0235 | 4263 | 4,721 | 1,084 | 16277 | 5649 | 2739 | -87.09
XX 9,027 | 0708 | 0245 | 4085 | 4868 | 2,671 | 15286 | 5771 | 2861 | 4598
XX1 ‘8,556 | 0030 | 4263 | 0235 | 4293 | 3574 | 18602 | 8637 | -101.54 | 2,104
XXII 9,197 | 0577 | 4310 | 0232 | 4887 | 2118 | 17621 | 17761 | -1630 | 3,725
XXHI 9,257 | 0810 | 4224 | 0737 | 5030 | 2234 | 14628 | 6631 | 24035 | 2.545
XXIV | -8,393 | 1406 | 3494 | 0286 | 4900 | 3121 | 9900 | 6849 | -2845 | 3,129
XXV 8,999 | 0562 | 4219 | 0237 | 4781 | 2718 | 15372 | 5926 | 47,728 | 2966

Tabela 8 - Parfimeiros fisico-guimicos calculados para os composios inativos e stivos, na conformacfo mais

vrovdvel ¢ para 0 conjunto teste {(XXI a XXV) tambdm na conformaqdo mais provdvel.




CAPITULO IV - RELACOES ENTRE ATIVIDADE BIOLOGICA E ESTRUTURA.

iVl - INTRODUCAO

IV.LE - INTERACAO FARMACGO-RECEPTOR

Alguns fdrmacos manifestam atividade bioldgica em pequenas concentracBes, sendo
chamados de estruturalmente especificos; o efeito produzido por eles € awibuldo & interaglo
com pma substdncia receptora especifica. Como resultado desta interacdo, o fdrmaco forma
um complexo com o componenie celular que recebe 0 nome de receplor,

SupSe-se que os fdrmacos estruturalmente especificos apresentam alio grav de com-
plementaridade para com o sitio em que atuam, sendo que a interagfo de um fdrmaco deste
tipo com ¢ seu receptor assemetha-se 2 interacZo de vm subsirato com o centro ativo de uma

enzima, conforme a figura 17:

Difostato de adencsina ** Giicose-B-fosfate

(&HDP}

Fig.17 Interacfo enire os substratos ADP e glicose-6-fosfato, ¢ o sitio ativo da enzima,
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Provas experimentais indicam que ¢s recepiores estdo situados em macromoléoulas, a
maioria delas comn propriedades proteicas ¢ que 1€m a capacidade especifica de interagir pelo
menos com Os subsiratos naturais em seu centro ativo.

As forcas de interagio que Jigam os fdrmacos aos receptores sfo as mesmas gue
ocorrem nas interacbes de molécnlas simples. Em geral, formam-se ligages fracas do dpo:
ibnica, polares, pontes de hidrogénio, transfer€ncia de carga, hidrofébicas, van der Waals.
Dessa forma, os efeitos produzidos sdo reversiveis, isto €, rompem-se as ligacSes fdrmaco-
receptor ¢ © medicamento deixa de agir assim que diminui a sua concentragdo, cono se
deseia na maioria dos casos (que a agfo produzida pelo fdrmaco dure um tempo limitado).

Sobre a topografia de receptores em geral, algumas hipéteses foram feitas,

inicialmente, admitiu-se que o fdrmaco deveria apresentar estrutura complementar & do
receptor, andloga aquela gue hd entre chave e fechadura. Eniretanto, observacSes na estrutura
¢ geomnetria e alguns fdrmacos sabidamente ativos mostraram que existe a possibilidade do
receptor sofrer variagBes conformacionals para melhor "acomodar” a droga.

Um exemplo desse faio € dos receptores de analgésicos narcéticos; baseando-se num
grupo de analgésicos andlogos e derivados da morfina que apresentavam uma por¢fo da
molécula em comum, fol proposta uma topografia para o recepior, eguivalente ou com-
plementar dquela por¢do. Porém, outroas analgésicos sintéticos {(narcéticos), com acfo andloga
i da morfina, t&n esirutura muito mais simples, ndo apresentando aquela porgdo da moléeula
em Comum. _

Assim, a primeira hipdiese gue admite sitio receptor essencialmente inflexdvel, no caso
de analgésicos, foi modificada e, baseando-se no fato de que as macromoléculas podem
sofrer variagSes conformacionais, Portoghese ¥ apresentou a hipdtese de que a complexacio
de analgésicos narcdticos diferentes com os recepiores, pode compreender modos diferentes
de interagdo. Portanto, a imtcragfo de analgésicos diferentes com uma inica espéeie de
receptores poderia se dar também através de alteragdes conformacionais do receptor (recep-
tor dindmico) em alguns casos; a interagdo poderia ainda, se dar com ouiras espécies de
receptores.

Mo caso deste trabalho, ndo temos informagdo sobre o receptor dagueles compostos que
apresentaram  atividade. Devemos entfio, inicialmente, considerar a hipdtese do receptor

estdtico e dindmico. Na andlise conformaciona] obtivemos variagdes nas conformacSes mais



provdveis de cada composto ativo, como foi explicado ro ftem 11.2, de forma que um grupo
de compostos ativos apresentou como conformagio mais provdvel aquela com os an€is mais
fachados (conformacio B) e outro com os andis um pouco mais afastados (E e H); observe
na tabela § a ordem de probabilidade dos compostos ativos ¢ na figura 10, as posicGes rela-
tivas entre o8 andis para cada conformacio.

Assumindo a hipdtese de que o receptor pode alterar a sua conformagfo para methor se
ajustar & droga, admitimos que cada composto adquiriuv 2 sua conformagdo mais provivel
{para os compostos inativos, a conformagiic mais provdvel € a mais estdvel energeticamente)
e assuminde a hipStese de receptor estdrico, sugerimos que todos oS compostos ativos
apresentariam a mesma conformagio e escolhemos a conformacho E por ser um minimo
local presente ernt todos os compostos (ativos e inatives) e com alta probabilidade para os
ativos e para a maioria dos inativos, Assumindo que a conformagfo E € a conformacdo com-
plomentar ao teceptor, j4 estamos levande em considersg@o rambém o fato de que a
conformacio ndo € o tnico fator responsdvel pela atividade, uma vez gue alguns COmpostos
inativos apresentam esta confonmagio como mais extdvel.

Devemos lembrar ainda que alguns compostos apresentavam conformacdes com seus
respectivos enancidmeros. Este fato deve ser considerado, pois mesmo os dois isbmeros
apresentando propriedades  fisico-quimicas idénticas, as conformacSes sdo diferentes,
podendo alterar a atividade, se a conformagdo do firmaco for fator determinante. Dentro dos
pardmelros que usamos para correlacionar a atividade biolégica com estutura, somente oS
angulos diedros seriam diferentes para os enancidmeros; ¢ mElodo que usamos para correla-
cionar atividade biolégica com estrutura serd explicado no préximo tdpico, mas resumi-
damente, podemos adiantar que esse método classifica um dado composto em estudo Como
ativo ou inativo, através da semelhanca entre os pardmetros fisico-quimicos do composto em
estudo e da série de compostos para a qual fol dada a informagdc sobre a atividade
biolégica. Entretanto, num par de enancidmeros néo sabemos qual € complementar ac recep-
tor; entio devemos escolher qualquer uma das duas conformagSes, desde Gue seja a mesma
tanto para o copjunto de composios para o qual a atividade bioldgica foi medida, quanto
para o conjunto que se deseja classificar. Por exemplo, o par de enancidmeros E ¢ H possui
as mesmas propriedades fisico-quimicas, mas angulos diedros diferentes; entdo devemos

escolher entre essas duas conformagles, a mesma para {0dos 08 COMpPostos.
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IV.1.2 METODOS UTILIZADOS PARA CORRELACIONAR
ATIVIDADE BIOLOGICA COM ESTRUTURA QUIMICA,

Parz analisar o nosso conjunto de composios, escolhemos ¢ conjunto de méiodos
estatisticos chammados de Reconhecimento de Pradrfio (RP) ¥, por ser vantajoso em relagdo
aos outros méodos conhecidos, principalmente no seguinie aspecto;

- Em RP, nfo ¢ fundamental que se conhega os valores das atividades bioldgicas, bas-
tando saber se ¢ composio apresenta on ndo atividade, como € o nosso caso. Métodos como
o de Hansch® e Free Wilson™ requerem esse tipo de informacio.

Os métodos de RP permitem determinar as propriedades fisico-quiticas capazes de dis-
tinguir os andlogos ativos dos inafivos, reduzir o ndmero de ;}rﬁpriﬁéadesg fisico-guimicas
sern perdas de informacdes e ainda decidir quais andlogos sintctizar.

Em RP, chamamos os composios de objelos ¢ o conjunio de objetos com a mesma
propriedade (ativa ou inativa) de caregoria.

Assim, os compostos ativos sfo os objetos de uma categoria e os inativos sfo os objetos de
outra categoria.

Os objetos com categorias conhecidas pertencem 2o conjunto chamado treinamento,
do qual informacdes sdo extraldas para tornar possivel a classificagio de novos objetos {con-
junto teste), cormn base nas medidas feitas para estes objetos. Em algumas aplicagdes, estas
informagfes sfo usadas para classificar um conjunto de objetos adicionais, onde se

cornhecem as medidas, mas as categorias sac desconhecidas (hg.18).
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Fig. 18 - Representacio dos N objetos num espaco M dimensional, onde M € o nidmero de medidas feitas

sobre esses N objotos,

A representacfo gréfica mostra uma iddia central dos méiodos de RP. Os objetos sdo
considerados pontos no espaco M dimensional, onde M € o nidmero de medidas feitas

sobre ¢sses objetos.
A distBncia euclidiana entre dois pontos 1 e j de coordenadas Yy e ¥y €

dado por:
o L
d; =13, Fu - Yy)1?
k=1

onde a soma € feita sobre as M medidas e ¢; pode ser relacionado com uma medida
de similaridade. Considera-se que quanto menor a distdncia entre  estes, malor a similari-

dade. 1Ima medida de similaridade € definida como:
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s =1-— dij !(dij}m;x

onde (d;)... € a maior distdncia interponto no espago M dimensional. Para objetos
idénticos, s; = 1 , enquanto que s; =0 descreve dois pontos que sfo separados pela malor
disténcia interponto para o conjunto sob estudo. _

Antes de iniciar a andlise com RP, foi necessdrio escalonar os valores obtidos para as
propriedades fisico-quimicas, pois estas possuem unidades diferentes. O escalonamento dos
dados € feito para possibilitar as comparagdes na mesma escala. Fste méiodo € explicade
mais detathadamente no apéndice 3.

Com os dados 4 escalonados aplicou-se o método de Transformacio de Karhunem-
Loeve que tamb€m € chamado de Andlise de Componentes Principuis. Este método tem por
finalidade reduzir o nimero de varidveis (propriedades fisico-quimicas) pa andlise. O métado
gera novas varidveis que sfo combinagBes lineares das originais, de forma que a primeira
nova varidvel contém a maior varifncia e assim sucessivamente, até um ponto onde
as ltimas varidveis ©©m variincias gue sfo zero ou préximas a zero. As varidveis com
varidncias préximas a zero 380 tuncadas, diminuindo a dimensionalidade do pro-
blema,

Grdficos bidimensionais entre as componentes principais foram entfo gerados com a
finalidade de verificar se os compostos podem ser scparados nas suas respectivas categorias
usando-se apenas duas componentes principais, ¢ dessa forma verificar quais sfo as
propriedades fisico-quitnicas mais importantes na discriminagio dos compostos.

Outro método aplicado fol o Agrupamento Hierdrquico, que agrupa os composios simi-
lares da seguinie forma: uma matriz de similaridade € obtida e percorrida para o maior
valor; os dois pontos produzindo este valor sdo juntados. Dal emn diante, os dois pontos
s3o considerados como Unico (formando um centro de gravidade) para calcular uma nova
¢ menor malriz de similaridade. Este processo continua até que todos os pontos estejam
contidos em um agrupamento.

Finalmente, o método SIMCA (Statistical Isolinear Multiple Component Analysis) foi
aplicado. Este método usa andlise de componentes principais para consiruir separadamente
um modelo para cada categoria do conjunto de treinamento; cada classe de objetos similares
€ descrita por um modelo com um pequeno nimero de componentes principais e uma vez

que os modelos para cada classe tenham sido estabelecidos, podero ser usados para



classificar objetos pertencentes 2 categorias desconhecidas.
O SIMCA € capaz de indicar quando um objeto ndo pertence a nenhuma das categorias
definidas no conjunto de treinamento. O apéndice 3 mostra como o SIMCA constéi os

modelos para cada categona.

V.2 CALCULOS

Utilizamos © programa ARTHUR/UNICAMP (Adaptacio do Programa ARTHUR/ZS de
Computadores "Mainframe” para microcomputadores “). Os seguintes sub programas do pro-
grama ARTHUR, forare utilizados:

SCAL - Usado para escalonar os dados.

DISTAN - Calcula s matriz de distincias entre todos os objefos.

KARLOV - Faz o cdlculo de componentes principais.

SIMCA - Consiréi uvm modelo de componentes principais para cada classe {(ou catego
ria), com a finalidade de classificar objetos do conjunio teste, baseando na similaridade com
os modelos que representam as classes.

VARVAR - ¥ usado para fazer gridficos em duas dimensSes usando a impressora.

HIER - Produz um dendograma que descreve o agrupamento hierdrquico.

Os objetos do conjunto de treinamento foram os vinte compostos das tabelas 1 e 2, e 0
conjunto teste € mostrado na tabela 9. As propriedades fisico-quimicas calculadas sfo mos-

tradas nas tabelas 7 e 8, juntamente com 05 composios do conjunto de treinamento.
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Tabels 9 - Compostos viilizados no conjunto teste,

IV.3 - RESULTADGS E DISCUSSAO

V.21 - ANALISE DOS RESULTADOS, CONSIDERANDO RECEPTOR RIGIDO

Com:o jd fol cxplicado, para o caso de receptor rigido, escolhemos a conformacio E
para os compostos. Os resultados obtidos com a andlise de componentes principais sfo
apresentados na tabela 10, onde sfo mostrados os autovalores, a porcentagem de varidncia
correspondendo & cada autovetor, a porcentagem de varifincia acumulada e os coeficientes
das propriedades fisico-quitnicas calculadas.

Na tabela 10, vemos que os dois primeiros autovetores contém 71% da varifncia total.
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A soma dos autovetores devem corresponder a 100% da variincia total. Os autovetores ou
componentes principais s@o fun¢des lincares das propriedades fisico-guimicas ¢ podem ser

£SCritos como segue:

CP. 1 =-0,448 HOMO - 0397 LUMO + 0,202 » - 0,205 % + 0443 ¢ - 0,407 YV -

0,004 T1 + 0,260 T2 + 0,359 ad, - 0,022 u

CP 2 =-0,133 HOMO + 4,225 LUMO + 0,514 » - 0,512 1 0,025 ¢y + 0,143 V +

7
0,423 T1 - 0,017 T2 - 0,267 aH, + 0,367

A primeira componente principal contém 44% da varifincia total e as propriedades

importantes sfo: HOMO, LUMO, x , V e AH, ; a segunda componente principal contém
27% ¢a varincia total, com 7, ,% , u e Tl importuntes. Praticamente todas as propriedades

sfo importantes para explicar a atividade biolégica, pois apenas T2 possui um coeficiente
pouceo significativo nas duas primeiras componentes principais.

Tabela 10 - Resuliados da andlise de componeontes princinais para o8 compostos na conformagiic E.
i iy |

Auvto- | Vari- Yari- Autoveilores
valor ancia ancia
Ao
tada
HOMO | LuMO | n 1/q xz v T1 T2 AH,
{ev) {ev) {ev) {ev) {ev} AY | (gaw) | (graw) | keal
4397 | 440 | 440 | -0.448 | -0397 | 0202 | -0205 | 0443 | 0407 | 0004 | 0260 | 0359 | 0,022
2744 | 274 71,4 0033 | 0225 | 0514 | 6512 | 0025 | 0143 | 0423 | 0017 | 0267 | 0367
0548 | 9.5 80,9 0,198 | 0243 | 0000 | 0041 | 02 0283 | 0264 | 0728 | -0,131 | 0,404 |
0,749 | 75 84,4 0024 | 0279 | 0328 | 0326 | 0,116 | 0168 | 0245 | 0434 | 0194 | 0616
0,669 | 67 95,1 6,02 | 0226 | 6131 | 0,122 | 0246 | 0278 | -G,685 | 0245 | 0069 | 0,485




- 63 -

Para verificar se as duas primeiras componentes principais sdo suficientes para separar as

duas categorias, tragamos o grdfico dessas duas componentes, mostrade na figura 19,
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Fig.19 - Gréfico tragado usando-se as duas primeias componenies principais, para os compostos na

conformacio E,



Observamos um espalhamento dos dados, o que indica que as duas primeiras com-
ponentes principais, apesar de conterem 71% da varifincia total, ndo estfio explicando bem a
atividade bioldgica. Talvez um nimero maior de componentes principais seja necessdrio para
discriminar 0s COompostos, o que leva 2 inclusfio da propriedade T2 comeo fator importante,
pois:

CP. 3 =0,198 HOMO + 0,243 LUMO + 0000 n - 0,041 % - 0,200 ¢ - 0283 V +
0,264 T1 + 0,728 T2 - (,131 aH, - 0,404 u , onde T2 € realmente um termo significante,

A seguir, obtivemos o dendograma, mostrado na figura 20. Para o valor de similaridade
% a 0,6, vemos a separacio dos compostos em dois grupos ¢ o composto VI separado
desses grupos. Um dos grupos € formado pelos compostos VI, XIV, XV, XVI e Xiil e
chamaremos de A e ¢ cuiro grupo (B) pelos demais compostos. Se voltarmos ao grédfico da
figura 19, veremos « ue os compostos VI, X1V, XV, XVI e X1 estio realmente formando
um agrupamenic € ¢ composto VI enconira-se bem separado de todos os outros compostos.
Esses resuliados s8o portanto, concordantes, mas nfo estio separando 08 compostos nas duas
categorias. Podemos apenas concluir que o composto VI € bem diferente dos demais e que
talvez o grupo A, formado pelos compostos VI, XIV, XV, XVI ¢ XIII contenha os compos-
tos cormn maior atividade, pois nesse grupo hd apenas um ¢ oposto inativo para 4 ativos,
enguanto gue no ouwo grupo, hd 9 os compostos inativos restantes, agrupados com apenas
cinco ativos, restantes. Porém, nio podemos nos certificar disto, pois ndo temos valores para
a atividade biolégica de todos os compostos.

Enireianto, € interessante ressaltar que o dendograma baseia-se na matriz de distincia eucli-
diana, a qual € construida considerando um espago em termos de todas as varidveis originais,
o que indica a possibilidade dos parametros fisico-gquiinicos nio estarem explicando

suficientemente bem a atividade bioldgica.
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Figura 20 - Dendograma obtido com o método "Agrupamento por Hiermrquia®jpara o8 composios na

conformacio E,



A aplicaciio do méiodo SIMCA, entzetanto, deu bons resultados. O méiodo conseguiu
criar um modelo para cada categoria, com $0% de acerio, usando 4 componentes principais
para as duas categorias. O ndmero de componentes principais confirma a necessidade de se
incluir todas as propriedades fisico-quimicas calculadas.

s resutiados s30 nostrados na abela 11

CATEGORIA | NUMERO TOTAL | COMPOSTOS CLASSIFICADOS
DE COMPOSTGS INCOFRETAMENTE
ATIVA 9 -
INATIVA i1 Viie X

Tabela 11 - Resuliados obiidos com o médtodo 5IMCA para os composios na conformaciio B.

Apenas os dois compostos inativos, VII e X foram classificados como a%é%es, mas (odos
os compostos atives foram classificados corretamente. Esse vesultado nos animou a propor
um conjunto feste; o composto XXI da tabela 9 fol escolthido, por ser Lem parecido estru-
turalmente, com ©s compostos atives XV e XVI e por nfo haver nenhum composto inativo,
parecido com o mesmo. O composto XXV também € esiruturalmente parecido com o com-
posio ativo XVTIL. Os compostos XX1II e XXIV sfo parecidos com compostos ativos e ina-
tivos (XXIII € parecido com XVII e com XI ¢ XX1V € parecido com XII ¢ com Vi), mas
queriamos ter uma idéia, nesses casos, de qual sitio seria mais importante. Por exemplo, o
composto XXIH difere do composto XVII, porque em XXIII, o carbono némero 13 nfo €
substituido, mas em XVII hd um radical -CHj ; por outro lado, o composto XI nio tem o
carbono de ndmero 13 substituido, nem o carbono ndmero 210 A figura 21 mostra essas

informacdes:
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Compoite ¥IVE (afivel

Fig.21 Comparacdo do composic XX do conjunio teste com os compostos X1 ¢ XVIL

Como o composto XXTII foi classificado como inativo, € mais parecido com X do que
com XVII. Entio, concluimos que a substituicBo no carbono nimero 21 nfo € tdo impor-
tante, guanto no carbono mimero 13. Observe agora, na figura 22, um esquema semethante

para o composto XAIV:

QCH,

HeC .c
O 4]
HyCO

Comppito ¥V {natve)

Hsce . \Hﬁ
L O
cargerc o NP NP>

Compozts X8 (ativo)

Fig. 22 Comparac3o do composio XXIV do conjunio teste com os composios VIe XL



Novamente, © composto fol classificado come inativo e concluimos que 2 substituicio

no carbono 23 tarmbém ndo € tHo fmportante quanto no carbono 13
O composto XXII € parecido com 05 COMpOstos inativos, L, 11, Il IV e VII mas
desejdvamos verificar nma nova substituic@o no carbono 19. Esse composto também fol

classificado como inativo.
A tabela 12 mostra a classificacdo do conjunto teste, pelo método SIMCA:

COMPOSTO | CLASSIFICACAQ
xXXI ATIVO
XXII INATIVO
XXM INATIVO
B XXEV ENA’? O
XXV ATIVO B

Tabela 12 - Resultados obtidos com o método SIMCA para o conjunio tste {onformagio E).

O méiodo de escolha do conjunto teste foi intuitivo, sendo que os métodos de RP é que

vio nos dizer quais compostos deste conjunto, deve-se sintetizar.

1V.3.2 ANALISE DOS RESULTADOS, CONSIDERANDO RECEPTUR FLEXIVEL

Para este caso (receptor flexivel), os compostos foram estudados na sua conformacio
mais provivel (ou mais estdvel energeticamente), como j4 foi explicado.

Os resultados aqui, foram bem parecidos com aqueles para o5 Compostos na

conformagio E.
A tabela 13 mostra os resultados obtidos com a andlise de componentes principais:



_ET.

Auto- | Yari- Y ari- Autovelores
valor | ancia ancia
Aciune-
tada
HOMO | LUMO il /n % Y Ti T2 AH i
{ev} {ev) {ev} {ev} {ev) Al {grag) | (grau} koal B
1842 | 484 | 484 | 0443 | 0394 | 0239 | 0202 | 0434 | 0354 | 0105 | 0179 6,305 | 0305
2329 233 F1.7 4,012 3,237 0,444 0,458 0,102 1 0,244 | -0,469 1 0,214 | 0417 | 0165
1,282 12.8 84,5 8,606 {3,254 6,437 | -0,449 | D321 | 0,237 | 0520 | D112 | §,198 | 0387
0,978 9.8 94,3 8,164 6,192 | 0,128 6,102 | 0,141 1 D363 G075 0,846 | 0,049 @ 0,247
1,366 3,7 2a.06 8,211 0,239 0017 1 0,059 1 0,230 00048 0372 0,167 | 0221 (3,792
Tahela 13 - Reeultados obtidos com a andlise de componenies principais, para os coipostos na ooformagio

mais provavel.

As duas primeiras componentes principais contém 71,7% da varifincia total ¢ sdo descri-

{as coOmo segue:

C.P.1 = -0,443 HOMO - 0,394 LUMO + 0239 1 - 0,222 1m + 0434 ¢ - 0334 V +

0,105 T1 + 0,179 T2 + 0,305 aff; + 0,305

C.P2 = 0012 HOMO - 0,237 LUMO - 0,444 n + 0,458 1m + 0,102 ¢ - 0,244 V - 0,469

T1 - 0214 T2 + 0,417 A, - 0,165 p

Na primeira componente principal, as propriedades HOMO, LUMO, y . V, AH; e u sdo

importantes e na scgunda componente principal, as mais importantes sdoi m , Im, T1, a#H,.

Novamente, TZ nfo estd incluida como uma propriedade importante nas duas primeiras
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componenies principais.
O grdfico das duas primeiras componentes principais € mostrado na figura 23 e podemos
observar que os compostos XH, X1, XIV, XV, XVI, VI e VII formam um grupo separado

dos demais e novamente o composto VI aparece fora dos dois grupos.
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Figwra 23 - Grdfico tragado com as duas componenies principais, para 08 composios na conformscio mais

provivel
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O dendograma, também mostra essa separagdo, num valor de similaridade de £ 0,6, A
figura 24 mostra esse resuliado e chamamos os grupos de A’ e B’. O grupo A’ neste caso €
bem parecido com ¢ grupo A da andlise anterior, mas agora mais um composto ativo foi

incluldo,
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Figura 24 - Dendograma obtido com o méiodo "Agrupamenio por Hierarquia”, para os composios na

conformag8o mais provével.
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O méodo SIMCA novamente conseguin criar um modelo para cada categoria, com 90%

de acerto, usando 5 componentes principais para cada caiegoria. O resultado € mostrado na

tabela 14,
CATEGORIA | NUMERO TOTAL | COMPOSTOS CLASSIFICADOS
DE COMPOSTOS INCORRETAMENTE
ATIVA 9 XVil e XIX
INATIVA 11 -

Tabela 14 - Resulindos obiidos com o méiodo SIMCA, para os composios na conformacfo mais provivel,

Batretanto, neste caso, dois compostos ativos foram classificados como inativos e

nenhum inativo fol classificado incorretamente.
O conjunto teste foi o mesmo escolhido anteriormente ( composios XXE a XXV }, mas

agora cada um com a suva conformagio mais provdvel. Trés compostos foram classificados

como ativos, conforme a tabela 15:

COMPOSTO | CLASSIFICACAO
XX1 A‘E’i"\’()
XX1 INATIVO
XX ATIVO
XXV | ATIVO
XXV | INATIVO

Tabela 15 - Resaliados obiidos com o método SIMCA, para o conjunto tesie na conformac®o mais provdvel,

Observou-se que apenas ¢ composto XX ndo foi classificado como ativo em nenhum

caso e este € jusiameniz o composto parecido apenas com os compostos inativos. O
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composto XXIIT e XXIV agora foram classificados como ativos, mostrando que se © recep-
tor for flexivel, as substitui¢les nos carbonos 21 e 23, respectivamente s80 mais importantes
do que no carbono 13. O composto XXV, por sua vez, apresentou-se inativo, mosirando a

importancia da substituigdo no carbono 13 neste caso.

V4 - CONCLUSOES

Os métodos de RP utilizados, mostraram que todas as propriedades fisice-quimicas sfo
importantes para classificar os compostos, pois o método SIMCA que deun os maelthores resul-
tados nos dois casos (receptor rigido e flexivel ) usou guatro componentes principais na
primeira andlisc € cinco na segunda.

A tentativa de discriminar os composios em duas categorias através do grifico, usando
as duas primeiras componentes principais ndo mostrou bons resuliados, confirmando a neces-
sidade de se incluir outras componentes principais; mas, apesar de todas as propriedades
fisico-quimicas serem importantes, talvez nfo estejam sendo suficientes para explicar a ativi-
dade biolégica, uma vez que apenas um dos méodos aplicados conseguiu discriminar os
COFPOSIOS.

Notou-se, contudo, que os resultados obtidos com o método "agrupamenteo por bierar-
quia” concordam com aqueles obtidos com os grédficos tragados com as duas primeiras com-
ponentes principais; resultados numéricos para a atividade bioldgica poderiam auxiliar a
andlise neste caso, pois talvez os grupos A ¢ A’ nos dendogramas das duas andlises sejam
formados pelos compostos mais ativos e os grupos B e B’ sejam formados pelos compostos
inativos e outros com atividade baixa.

Mormalmente usa-se esses resultados para escolher quais compostos do conjunto teste
ndo devem ser sintctizados, isto € a escolha dos "candidatos" para sintese € feita por
exclusio (Brups, R. E. - comunicagfo pessoal). Portanto, quanto ac conjunto teste, concluiu-
se que o composto XXI deve ter a maior prioridade para sintese, pois foi classificado como
ativo nos dois casos (receptor flexivel e rigido) e a sintese de XXHI, XXIV e XXV deve ter

segunda prioridade; o composto XX1I nfo deve ser sintetizado.
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CAPITULO V - CONCLUSOES GERAIS

Pretendiarmos com este trabatho, propor uma metodologia para estudar as relagdes
estruturg-atividade de uma série de compostos bem diversificada quanio as substituicSes e
onde apenas alguns apresentaram atividade biolSgica, usando métodos computacionais com 0
intuito de possibilitar a sugestio de novos compostos para sintese, baseando-nos nas
propriedades fisico-quitnicas dos composios com atividade bicldgica conhecida.

Concluiinos que a andlise conformacional desses composios (com grande nidmero de
ftomos) € mais eficiente com o mdiedo de meclnica molecular do que com os semi-
empiricos, devido A rapidez do primeiro que permite fazer uma andlise mais detalhada, com
maior nimero de cflculos. Concluinos também a importdncia de considerar meio bioldgico
na andlise conformacicnal de fdrmacos, devido a alteragio nos minimos globais que
pudemos observar. |

No esmado dos compostos com atividade bicldgica fol importante considerar a flexibi-
lidade das moléculas no momento de interagfo com o receptor, pois isto levou a uma
conclusdo mais realista sobre as conformagSes ativas mais provéveis, isto €, observamos que
a ordem das probabilidades relativas entre os minimos locais, calculadas usando a
distribuicfo de Boltzmann, sofreram alteragSes quando consideramos que cada minimo local
poderia ser qualguer conformagdo periencente ao "pogo” de determinado minimo local, com
energia entre & encrgia minima do pogo (E) e E + 2RT.

QOutro fator importante considerado aqui fol a possibilidade do receptor ser uma
molécula rigida ou flexivel, uma vez que nfo conhecemos nada sobre os recepiores de neo-
lignanas ativas contra Leishmaniose. Pudemos notar significativa diferenca na sugestio de
novos compostos, guando consideramos gue todas as moléculas ligar-se-iam ao receptor com
uma tnica conformagio ou quando as moléculas adotariam a conformscdo mais provdvel ao
interagir com o receptor (flexivel).

Quanto aos pardmetros fisico-guimicos calculados, parece que ndo estio sendo
suficientes para explicar a atividade biolSgica, apesar dos métodos de RP mostrarem que foi
necessdrio a utilizagdo de todos os parfmetros psra discriminar 05 compostos nas duas

categorias. Apenas o método SIMCA conseguiu discriminar com 90% de acerto, mas 08
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resultados obtidos com os outros métodos de RP talvez possam ser melhorados com a
inclusio de outras varidveis (parimeiros fisico-guimicos). Concluimos ainda que existe a
possibilidade desses outros métodos com resultados aparentemente ruins estarem separando
os compostos mais atvos dagueles com atividade baixa e inativos. Nesse caso, ¢ problema
nd0 seria com os parhmetros fisico-guimicos e valores para a atividade dos compostos auxi-
Hariam essa andlise. Um malor nimero de compostos, também poderia melhorar os resulta-

dos ohtidos com RP, que baseia-se na comparacio entre os objetos de estudo.
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APENDICE 1 - 0 METODO DE MECANICA MOLECULAR.’

O método de mechnica molecular usa um conjunto de funcBes potenciais para descr-
gver as interacBes intramoleculares do sistema em estudo. Esse conjunio de funcdes €
chamado "Campo de forga” € contém parimetros ajustdveis que sdo otimizados pars obter o
melhor conjunto de propriedades das moléculas, como geomeirias, calores de furmagio,
energias conformmacionais ou ouiras propriedades. Esse méiodo baseia-se na aproximacio de
Bor-Oppenheimer, comumente usada em mecinica quintica, que estabelece que a eguagio
de Shridinger para moléculas pode ser separada em duas partes estudadas independen-
temente: urna parte descrevendo o movimento dos elérons e outra o movimento do niicleo.
Normalmente, a posicfio do niicleo € fixada e entio, a estrutura eletrbnica € estudada. Em
mecinica molecular, € feito ¢ oposto; os movimentos do niicleo sfo estudados e os eldmons
ndo sio considerados explicitamente, mas como um potencial efetivo. A energia da moléoula
no estado eletrGnico fundamental € fungdo da posicio nuclear.

Os cdiculos de campo de forga t8m suas origens na espectroscopia vibracional, sendo
necessdrio entendermos inicialmente o formalismo dos campos de forga apropriados para
andlise vibracional.

" ff

Quando uma molécula com dtomos, definida por 3n coordenadas "x" € deformada
da sua geometria de energia potencial minima, V o€ coordenadas, x , 2 energia poiencial

pode ser escrita como uma expansio da série de Taylor (equagio 16):

i=m3a 1 i=3n 1 i=3n

Vo _Ve+z( —E( )gé.xﬂx+

e Ax; e&}: Ax
= 6, 2" 8113}.';8 3, 0 e

~

Na andlise vibracional de uma molécula tendo geometria correspondente 3 energia
minima, o primeiro termo "v " € zero. Da definicdo de minimo potencial, segue que nesta
geometria o termo da pnmeira derivada também se anula; de acordo com a aproximagio
harmdnica, os termos maiores <o que o guadrdtico sdo wuncados e a energia potencial
depende apenas do terceiro termo.

Chamando a derivada segunda de f {constante de forga), obtemos a seguinte equagio
]
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(eq.17) para um campo de forga harmbnico:

3 i=3A
Voor = g_Zfij'&r:‘Mj eq.17

i, f=1
Em mec@nica molecular, apenas os termos onde i=j sfio considerados, resultando num

campo de forga com potencial harmdnico, scguindo a lei de Hooke, do tipo mostrado na

eq.18:
Vier = 3 5f (s = 50)° £q.18

Os twermos (fungbes pofonciais) incluidos num campo de forca simples sfor
estiramento de ligacdo, deformagio angular, torsfo e interaces entre dtomos ndo Hgados,
onde cada uma dessas fungdes potenciais assumem forma da eq.18.

Assim, a fungdo de estiramento de lgacfo seria:
v, = %Z@{ruf@z eq.19

onde kb € a constante de forca harmbnica para o estiramento de uma ligagdo particular
er € o comprimento de ligacdo de referfacia; o somatdrio € feito sobre todas as ligacSes .
kb er sido parametros ajustdveis no campo de forga.

A figura 25 mostra a curva da leil de Hooke, a curva onde os termos de ordem mais
alta sfo adicionados 2 equagfio 19 e a curva de Morse para ¢ estiramento de ligagio. A lei
de Hooke ¢ uma boa aproximacio para pequenas distorgSes da molécula. Para grandes
distor¢les, os termos cubicos, de quarta ordem, etc. devem ser adiconados 3 eguacio 19 e
alternativamente, esse campo de forca pode ser representado pela funcfo de Morse (equagio
Z0:

D (lespl-a(-r)]) eq.20

I

onde "D" e "a" sfo parhmetros.
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AN

Fig. 25 Curvas mostrando ¢ comporiamento harmbnico ¢ anarmbnico do estiramento de HgacSor |, funglo

de Morse; .. ., potencial hammbnico; .., poiencial harmdnico com o termo obhico adicionado,

A energia de defuormacfo angular tambdm € representada pela lei de Hooke, numa

primeira aproximacio:
. :
Vg = “fiZke{@”%)z eq.21

onde kg € 2 constante de forga harmOnica para a deformagfo angular, 8 € o ngulo de ligagdo
e 8, € algum Engulo de referencia. Aqui, k4 € 8, tambdém sdo par@melros ajustdveis.
A energia torsional € aproximada pela equagdo 22;
Vir 2k {1 —cos2 @) eq.22
onde @ € o ingulo torsional
Em especiroscopia vibracional, € comum escrever a fungdo potencial torsional com-

pleta, conforme a equagio 23

Vir = 3V, 1~ cos G 0) ] eq.23
i
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onde j determina a periodicidade do movimento de torsfo e em mecinica molecular, inicial-
mente encontrou-se que o potencial para j=3 era suficiente para descrever todos os tipos de
Angulos de tors@0 para um determinado sistema em estudo, mas somente em 1976, foi
reconhecido que o melhor rvel de precisdio era encontrado quando os dois primeiros fermos
da equacio 23 eram tambdm usados.

As interagdes entre dlomos nfo ligados , comumente incluem as interacSes de van der

Waals e de dipolos. As interagfes de dipolos sfio caleuladas pela equacio 24:

Vispotas = %i%};—{easx ~ 3 ¢cos o; o5 o) eq.24
. jj

onde D € a constante dieldica, x € o &ngulo entre os dipolos i e 1y; € o sfo os &ngulos

que os dipolos formam com o vetor conectando os dols dipolos (fig.26):

Fiz.26 Definicdic dos termos geomdiricos que aparstem na equacio 24,

As interacSes de van der Waals sio calculadas pela equagdo 25:

~1250rg iy

G
VDW =29010¢ ¢ ~225¢ ()8 eq.25
I

onde e=Vg £, ; €€ €, sd0 as "durezas” dos dtomos (kcal/mol) ry= r4r, € raio combinado de
van der Waals dos dtomos "i" e "k" e "r" € a distincia interatdmica efetiva.

A soma de todos os termos do campo de forga € chamada energia estérica da molécula
¢ para que o campo de forca reproduza bem os dados experimentais, € necessdrio otimizar
esses parametros ou introduzir outros. Algumas téenicas experimentais vsadas para deter-
rminar estruturas s8o: difragfo de raio-x para cristais ¢ difracfo de elérons e especiroscopia

de microondas para gases.
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Em mecanica molecular, parameos e constantes de for¢a podem ser transferidos de
urna molécula para outra; assim, € comum ofimizarmos os parimetros para um conjunto de
moléculas simples, usando dados experimentais de estrutura para comparacio, ¢ posterior-
mente, usar 0§ mesmos parfmetros para moléculas mais complexas e semelhantes s
primeiras,

O primeiro campo de forca desenvolvido em mecénica molecular foi o MMI1(1973)% ¢
em 1977 surgiu a segunda geragdo de mechnica molecular - MM2 (mecinica molecular, pro-
grama 2)7, o qual aperfeicoou consideravelmente o campe de forga de 1973 (MM1), devido
principalmente a iniroducio do termo torsional V2.

O campo de forga de 1977 de MM2 ainda necessitava de algum refinamento, pois
notou-s¢ fathas na reprodu¢do de barreiras de rofagfo internas nas ligagdes simples C-C.
MM2 ambém possui certa tendencia em superestinar as distAncias H...1. Alguns pardmetros
torsionais aparentemenie $80 muilo pequenos e os pardmetros de van der Waals para as
interagBes H..H, muio grandes. Assim, MMZ2 {oi reparametrizado, surgindo um nove campo
de forca: MM2’ (ou MM2 modificado) *. Parimetros torsionais ¢ potenciais de dtomos nfo
ligados foram reajustados.

Em 1987, um nove campo de forga de MM2 surgiu com novos zjustes no campo de
forga de 1977 *. LigacOes hidrogénio sdo consideradas apenas qualitativamente nas 1 versdes
do MM2, mas nfo quantifativamente. Experimentalmente, as ligagSes hidrog2nio sfo mais
curias ¢ fortes do que aquelas calculadas pelas 1 versdes do MMZ2Z. O novo campo de forca
de MM2(87), corrige este fato pela reducdo dos reios de van der Waals dos hidrogénios
envolvidos nas ligacfes hidrogénio e pelo incremenio na atragdo de Van der Waals entre o
hidrogénio e os vdrios dtomos eletronegativos.

Para o conjunto de moléculas deste mabalho, vsamos o campo de forga do MM2Z (87),
tendo-se incluido alguns pardmetros do campo de forca MM2’. Os parimetros foram obtidos
pelo professor Hase (1Q - UNICAMP) através de carta ao antor do méiedo, tendo-nos forne-
cido posteriormente.

As geometirias dos compostos inativos 1 a VI e IX a XI (tab.1 - cap.l} e dos compostos
ativos XILXINT ¢ XVH a XX (tab.2) foram otimizadas com o método MMZ(E7).

Para as moléculas com oxigénio na ponte, as constantes torsionais referentes aos diomos

13-12-6-1 ¢ 16-12-6-1 foram parametrizadas (figura 27):
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Fig.27 Estrutura bdsica dos compostos estudados nesie trabalho, com oxigénio na "ponte”. Os substituintes

eatdo representados por "R

A parametrizacio foi feita para as moléoulas mais simples, acetofenona e benzaldeido
(fig.28) da segninte maneira:

1- Obteve-se da literatura® a barreira de rotacio enire as formas planar ¢ ortegonal para
os dois compostos, do substituinie em relacio ac anel aromdtico.

2- Realizou-se o célculo com MM2 para esses compostos, usando valores arbitrdrios
para as constanies iorsionais v1, v2 ¢ v3 referentes aos dtomos 13-12-6-1 ¢ 14-12-6-1, para o
composto planar € depois ortogonal, 1€ que a barreira de rotacio fosse reproduzida.

3- As constantes assim parametrizadas, foram usadas nas moléculas mais complexas

citadas, Obteve-se: vl =0, v2 =202 v3=0.
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Fig. 28 As constanies iorsionals referentes aos dlomos 13-12-6-1 & 14-12-8-1 formm parameirizadas.
g g

Para as moldculas com "5" na ponte, os parfimetros em falia foram cedidos pelo profes-

sor Hase.
Os compostos VI, Vil e XIV {tab.1 € 2 do capitulo ) tiveram as geometrias otimizadas

com o métode MMZ’ e novamente os parimetros necessdrios foram cedidos pelo professor

Hase.
Para as moléculas XV e XVI ( tab. 2 do cap. I), as constantes torsionais referentes aos

dtomi s 16-13-12-6 ¢ 14-13-12-6 foram parametrizadas (figura 29).
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Fig.29 As constanies iorsionais referentes aos domos 16-13-12-6 ¢ 14-13-12-6 para a moldoula XV, foram

parameirizadas e usacas posteriorments na molécula XV

Imicialmente, realizou-se a parameirizagfo das constantes citadas, vsando-se dados da
literatura sobre &ngulos diedros para a molécula mais simples da figura 30. Angulos
referentes aos dtomos 16-13-12-6 (T1) e 17-16-13-12 (T2) foram encontrados, de cdlculos

feitos com o método de mechinica molecular (MMPM1)™,

Fig.30 Angulos diedros referentes aos diomos 16-13-12-6 € 17-16-13-12 foram encontrados na bteratura e util-

izados para parametrizar consiantes torsionais para a molécula XV deste wabalho.

MNa referincia citada, os seguintes valores foram testados para os Angulos diedros Tl e
T2



Conformacao | Angulos diedros (graus)
T1 T2
& 180 180
b 180 &0
o -6 &0
d -60 180
¢ -50 50

Tabela 16 - Valores testados para os 8ngulos diedros Tl & T2, na referfacia 530,

Inicizlmente, atribulmos valores iguais a zero para as consiantes torsionais vi, v2 e v3
reforentes 208 dtomos 16-13-12-6 e 17-16-13-12 da moléevia da figura 30 e caleulamos as
energias para as conformacdes a, b, ¢, d, e. A seguinte ordem de estabilidade foi obtida:
a>d>b>c>e, a qual ndo variou muito daquela enconirada na literatura: a>d>c>b>e. Para os
dois casos, ¢ minimo mais estdvel foi o mesmo,

Assim, usando os valores testados das constantes torsionais, obleve-se os minimos locais
para a molécula da figura 31, endo-se variado os ingulos diedros referenies aos {tomos 14-
13-12-6 ¢ 19-18-13-12 em intervalos de 15 graus. Apss essa etapa, a otimizacio da
geomeiria da moldeula com os substituintes (moldeula XV) foi feita da mesma forma que

para as cotras moléenlas, como estd explicado no ftem 11.2.

Fig.31 A otimizacfo de geometria da molécula XV foi feita, inicialmente, para o composic sem oS substi-

tuinies.
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APENDICE 2 - O METODO MNDO-PM3

Iniciaremos pelo método MNDO * (Modified Neglect of Diatomic Overlap), do gual
deriva o método MNDO-PM3 ™ (Modified Neglect of Diatomic Overlap - Parametric
Method 3). O méiodo AM1” (Austin Model 1) foi a primeira reparametrizacio do MNDO e
também serd explicado agui, uma vez que os resultados ohtidos com ambos os méodos
(MNDO e AM1) foram usados para comparacio no desenvolvimento do MNDO-PM3,

As aproximagies feitas pelo méiodo semi-empivico MNDO 2 egquaciio de Hartree-Fock-
Roothan referem-se & moléculas de camada fechada, considerando-se apenas os eléirons de
valéncia e com prmeira aproximacio, considera-se os elémons das camadas injernas como
parte do nicleo (aproximacfo do carogo).

No méiodo Hartree-Fock-Roothan ™ | os orbitais moleculares da camada de valncia {¢,)
sdo representados por comwbinacdes lineares de vm conjunto de funcBes de base referentes

aos orbitais atfimicos (W)

== XCW‘ $v 5@%26

onde os coeficientes C,; podem ser obtidos resulvendo a equacio de Hartree-Fock-Roothan:

ZCVE‘ [F}“, - E"S}_w} = 0 &}.27

onde g € o autovalor do orbital molecular v, | F.., € a matriz de Fock e §,,, =30 as integrals
de sobreposicio, guando as funges de base ¢, nfo sio ortogonais:
g;zv = _;5%%?;4" 7 ﬁng

O méodo MNDO parte da ¢7pacio de Hartree-Fock- Roothan, jd aproximada pelo

mﬁiodﬁ sermi-empirico NDDO®, da seguinte maneira:

ECW {F;,LV - &; 5§W} =0 6(}29

onde 8, ¢ o delta de Kronnecker.
Os clementos £y, da matriz de Fock sfo a soma do Hamiltoniano de um eléiron, H,,
(aproximagdo do carogo) € da parte de dois elévons, G, 5 a energia eletrOnica toial, E,; €

dada por:



Ey = Efzzzppv(}{pv*'ﬁgv} &123@
B

onde P, € um elemento da maftriz de ordem de ligagdo e 33 P, fornece o nimero tois! de
BV

eléirons sobre determinado dlomo.
Assumindo gue o8 orbitais atdmicos ¢, e ¢, estdo centrados no diomo A € ¢, e §, no

dtomo B (4=8) , os ¢lementos da matriz de Fock NDDO sio:

4 ]
Flup=Uy + %Vﬁ%ﬁ + %:PW{W,W} - 12V avY] + %;,%Pw{;ig,}@} eq.31
2
Fuv =3V + V2P L300V v) — o)l + 3 5P GivAo) £q.32
8 Bio
A8
F;L?. == 52;1 - Ef’zzymﬁfé,&ﬁ) %33
L«

onde;

- Uy, € a energia de win ¢léton (um contro) ¢ representa a soma da energia cinéiica de um
elétron no orbital atbmico ¢, no dtomo A e sua encrgia potencial devido 3 atracdo pelo
carogo do domo Al

- (v} = g, SAO as integrais de repulsio de dois e!éirons em um centro.

~ {pv vy = ,, SAD as integrais de froca

- B, s@io as integrais de ressondncia do carogo (dois centros e um elétron),

- (uv,ho) sfo as integrais de dois centros de repulsdo entre dois eléirons.

A energia total, £, da molécula € a soma da energia elemrbnica £, e das repulsdes

EZ§°7 enire 08 carogos dos dlomos A ¢ B:

Ef:rof = Ee! + Zzgﬁmca @q34
A B i

Os termos de um centro, g, € hy, 530 obtidos airavés do méiodo de Oleari™ e U/, €
tratado como um termo varidvel em MNDO. Os valores de Uy, otimizados em MNDOQ sio
dados na refer@ncia . No método de Cleari, as energias tedricas dos estados de valéncia dos
dtomos ¢ seus fons devem corresponder & valores especiroscGpicos.

As integrais de dois centros {(uvio) representam a energia de interagfio entre as

distribuicfes de carga ed,$, no dtomo A e edé, 50 dtomo B, onde ¢ € a carga elementar.
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Classicamente, essas integrais sfo iguais & soma sobre todas as interagSes enire 08 Momentos
de multipolo My, das duas distribuices de carga, sendo que os subscriptos 1 e m especificam
2 ordem e orientacdo dos multipolos. Baseando neste conceito cldssico, as integrais de
repulso de dois centros s3o expandidas em termos de interacSes entre muliipolos M{ M1

@wAe) = SN TM A ME ] £q.35

Hil,m

As interacSes semi-empiricas entre multipolos mostram o comportamento nos limites
Ry © R0 {distincia interatdmica R ). Para R, oo , as inferacSes devem convergir
para valores cldssicos de interacfio e para 2.3 -0 , devem reproduzir valores semi-empiricos
para as correspondentes infegrais de repulsdo de um centro.

Cada muliipolo M,, ¢ representado por uma configuacdo apropriada IM,,] de 2! cargas
pontuais de magnitude ¢/2' com separagio de cargas D, A interacio enire dois multipolos
M. ME,] € entdo, calculada pela aplicagdo de uma f6rmula semi-empirica apropriada para
cada interagfo entre as cargas nas duas configuragbes e pelo somatdrio sobre todas essas

inieragbes . Assim, chamando a distincia entre as cargas i e | nos dtomos A ¢ B, de R,
3 i,

obiemos:
. s e? A2, '
DMl My ] = EEEFQZZ;&{R‘?) eq.36
i=1j=

onde f.(R;) € substituido por qualquer expressio semi-empitica com o comportamento
apropriadc nos limites R, o € R0 Para f WR;;) foram asadas as férimulas baseadas nas

aproximacSes de Dewar-Sabelli-Klopman (DSK) 7 ;
fiRi) = ER;? + (QI? + Pus Yrine q.37

Os valores para piep, s80 calculados por méiodos somi-empiricos e sfo dados na referfncia
51

As atracles carogo-cléiron, Vi, 5 € repulsdes Ef5* sdo dadas pelas seguintes equagBes,
em MINDO:

V;s.v.B = MZB mAVA’SgSB) +f2{RAB} @Qﬁs
ELE = 24 258454 S8 88) + f3(Run) €q.39

onde fy(Ruef s(Rap) incluem um termo exponencial de forma exp(~aR ) com o ajustdvel, 1al
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que a repulsfo entre dlomes neutros se anule no limite B g3
O dlumo termo aproximado em MNDO € a integral de ressonfncia By, que fornece a
principal contibuicdo 4 energia de ligacdo da molécula. Como nos métodos semi-empiricos

mais antigos, assume-se em MNDO, que B, € proporcional &s insegrais de recobrimento 5,

Bia = falRaz)S e.40

As integrais de recobriments sio determinadas analiticarnente, sendo gue 05 expoentes
das funcbes orbitais sfo parfimetros sjustdveis ¢ sfo dados na referfncia 51,

As funcles f4(R,) foram investigadas de forma que as expressdes referentes contém
um parfmetro ajustdvel B

O procedimento de parameinizacio das funcBes f,-f, € dado na referncia 51, bem
como o8 valores para todos os parfmetros otimizados pelo método MNDQ,

O método MINDO foi parametrizado inicialmente para H C, N ¢ O ¢ apresentou alguns
erros como a tendéncia em superestimar repulsfes. Dewar et gl modificaram entfo, a funcio
de repui-fo do carogo, FiFF, na tentativa de resolver os erros apresentados no métoso

MNDQO. Assim surgiu o méiodo AMI, onde £557 € dado por:

ESEoe = 2, 7p(5* S* 5P SEY + £ (Rup) + (L ZIR {zxAgex;m (Rag—Mu; Y1+ 3 Kajexplly; (Rig-Ma; 32}}
H i

onde apenas o terceiro termo refere-se i modificacdo feita pelo AMI, sendo que o primeiro
e segundo termos s&o do MNDQ,

Os parametros M, K e L sio dados na referéncia 53, sendo que K e M sio otimizdveis.

A forma das equagBes em AMI € a mesma do méodo MNDO, 6 diferindo no termo
de repulsfio, £55°° Com esse novo métedo, foi feita wma reparameirizacdo do primeiro
{MNDO) pera os seguintes elementos: H, C, N, O, F, 1, 8i, Cl ¢ Br, sendo que o MNDO j4
havia sido parametrizado para: H, G, N, O, F, P, S, 1, Al, §i, Cl e Br.

O méiodo MNDG-PM3 consiste da terceirs parametrizacio, usando o mesmo formal-
ismo, isto €, as mesmas equagdes do método AMI.

Resulfados obtidos com 0 novo conjunto de parimetros foram comparados com agueles
obtidos com os métodos anteriores, MNDO e AM]1, e observou-se que as diferencas enire as
propriedades calculadas pelo novo método e observadas eram mencres do que para os

méiodos MNDQO e AM1” . O método desta nova parameirizacio € dado na referéncia 52.
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APENDICE 3 - METODOS DE RECONHECIMENTO DE PADRAQ
ESCALONAMENTQ ©

O escalonamento consiste numa transformacio dos dados (propriedades fisico-quiimicas),
para que eles possam ser comparados nurma mesma escala, apesar de possuirem unidades
diferentes.

Neste trabalho, as propriedades fisico-quimicas (varidveis) foram transformados tal que a
média (eq.42) tomou-se zero € a variancia, um (eq43) ; esse tipo de transformacfo €
chamado de "auto-escalonamento”.

W
}:‘ - Ey‘kifN @Q‘éz

&=1

onde ¥; € a mddia da varidvel 1 calculada para os N objetos e ¥, € a2 medida da varidvel i

para o ol ‘o k. A varilincia para a i-{sima varidvel &
N —
§P=% (¥ -T2/ (N-D eq.43
k=i

As propriedades calculadas para os objetos, Y, foram transformados em Y, , pela

seguinte equacdo

Y=g - )15 eq.44
tal gue:
_ W
Fi= VN =0 eq.45
£=1
€

N
§2= (¥ a-Y)IN-D=1 eq.46

A=l



AMALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS ®

Inicialmente, © conjunto de ponios representando os objcios ( ou compostos ), localiza-

dos no espaco pelos seus valores das propriedades fisico-quimicas calouladas, € representado
por seu ponto central, ¥ definido por:
f:‘w(?‘iﬁﬁ }—’; ?_N)

onde ¥, € &a média da propriedade fisico-quitnica k para ¢ conjunio.

A matriz de dados Y , da figura 18 € entfio vepresentada pela equacio 47:

¥ =1 eq.47

onde E € a matriz contendo os desvios das médias.

A figura mostra a representacio dos dados Y num espago irimensional ¢ a representacdo

do ponto central, ¥

. vend

var. 3

Figura 32 - Representacfio dos dados Y num espago tridimensional, e do ponto central, ¥

Agora, uma reta € ajustada aos M pontos no espaco N, de modo gue os desvios sdo os
menores possiveis. Os coeficientes de direcdo desta reta sfo chamados "Loadings”, sendo um
para cada varidvel k, representados pelo vetor P,

Quando cada ponto € projetado nesta linha, obiemos os "Scores” 1, , isto €, a
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coordenada do ponto i ao longo do eixo P,

O valor 1,P, € subtraido de £© para obter os novos desvios g9 :
EV-tiPi=Y -1¥ -0,y = EV — ¥ = 1Y + 1,21+ ED .48
onde IEW < (g
A equaglio 48 descreve o modelo de 1 componente principal que € representada por

uma linha no ¢spago N dimensional € wma equacdo lnear com uma varidvel |, a componente

principal (figura 33).

var. 3 Py

voar, 1

Fig. 33 - Representag 8o da prunciva componeniz principal, num espago widimensional,

Essa linha contém o méximo de varidncia dos dados, ou seja, 0 médximo de informacio
estatistica.
Em seguida, subirai-se o modelo de wma componente principal de Y, o que implica na

remopdo da direcdo Py

¥ - 1}7 "igij; :g(l) e";'ég

Entfo, ajusta-se uma ocutra reta aos pontos {perpendicular A primeira componente princi-
pal), de modo que os novos desvios sdo os menores possiveis. Esta reta representa a segunda

componenie principak:
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O modelo de duas componentes principais € representado por um plano no espago N
dimensional ¢ urma equagio linear com duas varidveis (as duas componenies principais). A

figura 34 mostra a representacdo de duas componentes principais.

var %

Fig.34 - Representag B0 das duas primeiras comnponenies principais nem espaco tnidimensional,

Entre todas as retas perpendiculares 4 linha da primeira componente principal, a linha da
segunda componente principal contém a maior varifincia possivel.
Este procedimento € repetido N vezes e as dltimas componentes principais terdio

varidncias préximas ou iguais a zero, podendo ser ignoradas.

SIMICA (Statistical Isolinear Multiple Component &ﬁéi}fﬁés) @

O método SIMCA constréi um modelo de componentes principais para cada categoria
do conjunto de treinamenio; esses modelos podem ter ndmeros diferentes de componentes

principais, conforme a figura 35,
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O nitinere de comsonentes principais pode ser determinado por "Cross Validation”.

Uma vez definido o modelo que descreve cada categoria do conjunto de treinamento, o
SIMCA pode classificar objetos de categorias desconhecidas (conjunto teste), permitindo
ainda, a identificacio de amostras que nfo pertengam 3s categorias definidas. A classificagfo
do conjunto ieste € feita pelo ajuste desses obietos, por regressfo midltipla, zos parimetros

dos modelos calculados usando o conjunto de treinamento.

Year, 3

Fig.35 - Regresentasd3o & modelos com nimeros diferentes de componentes principals, para cada categoria.
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MINIMOS ¥ DCAIS ENCONTRADOS PARA OF COMPOSTOS ATIVOS E INATIVOS
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