UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

LUIZ FREDERICO MOTTA

PLANEJAMENTO RACIONAL NO DESENVOLVIMENTO DE
NOVOS DERIVADOS DE CHALCONA COMO AGENTES ANTI-
CANDIDA ALBICANS

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA AO
INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP PARA
OBTENCAO DO TITULO DE DOUTOR EM CIENCIAS.

ORIENTADOR: PROFA. DRA. WANDA PEREIRA ALMEIDA

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA
POR LUIZ FREDERICO MOTTA, E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. WANDA PEREIRA ALMEIDA.

Assinatura do Orientador

Campinas, 2012



Tese de Doutorado

Luiz Frederico Motta

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR SIMONE LUCAS - CREB/B144 -

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP

MES8p

Matta, Luiz Frederco (1971-).

derivados de chalcona como agentes anti-Candida
albicans / Luiz Frederico Motta. — Campinas, SP: [s.n],
2012,

Crientador: Wanda Pereira Almeida.
Tesze (doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Quimica.

1. Chalconas. 2. Candida albicans. 3. QSAR.
4. Condensagdo de Claisen-Schmigf. 5. Glutationa.
I. Almeida, Wanda Pereira. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Inatituto de Quimica. 111, Titulo.

Plansjamento racional no desenvolvimento de novoes

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Rational planning in the development of new chalcone derivatives as anti-
Candida albicans

Palavras-chave em inglés:

Chalcones

Candida afbicans

QSAR

Claisen-Schmidt condensation

Glutathicne

Area de concentragio: Fisico-Quimica

Titulagdo: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora:
Wanda Pereira Almeida [Orientador]
Marco Edilzon Freire de Lima

Sergio Pinheiro

Rodrigo Ramos Catharino
Marcelo Lancellotti

Data de defesa: 27/101/2012

Programa de pds-graduagio: Quimica



Tese de Doutorado

Luiz Frederico Motta



Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

Dedico este trabalho:
A& MINHA AMADA
ESPOSA, FABIANA
MOTTA;
MARAVILHOSOS FILHOS,



Tese de Doutorado

Luiz Frederico Motta

Vi



Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Profa. Dra. Wanda Pereira Almeida, pelo enorme apoio
dado desde o inicio do trabalho, pelo carinho, pela compreensdo e pela
tolerancia para com a minha pessoa. Posso afirmar que sem estes atributos,
jamais teriamos prosseguido. E também € claro, pela orientagdo no
desenvolvimento deste trabalho.

A minha amada e querida esposa, Fabiana Martins Batista Motta, a quem
dedico esta tese de doutoramento, em fun¢ao de tudo que ja conquistamos até
o presente momento e ainda conquistaremos, pela fidelidade, pelo amor,
carinho e paciéncia durante esses dezoito anos de muita luta: “nada estd
perdido, sempre existe uma solugdo”.

Aos meus queridos filhos: Frederico Martins Motta e Fernando Martins Motta,
que tanto se sacrificaram nos momentos de minha auséncia. O pai promete,
que a partir de agora teremos momentos maravilhosos.

Ao Prof. Dr. Fernando Coelho (UNICAMP-SP), que em 2008, época que
passel por um momento muito delicado, utilizou-se da tolerancia e com o dom
de um excelente conselheiro soube-me ‘“‘apaziguar”, além de indicar-me a
orientadora adequada para a realizacdo deste trabalho.

A Profa. Dra. Madrcia Miguel de Castro Ferreira (UNICAMP-SP) e ao Prof.
Dr. Eduardo Borges de Melo (UNIOESTE-PR) pelo apoio, atencdo e pelas
valiosas contribuicdes na parte de QSAR-2D e nos processos de validacao
estatistica. Certamente, o trabalho ndo iria a diante sem o auxilio prestado por
estes dois docentes-pesquisadores.

Ao Prof. Dr. Anderson Coser Gaudio (UFES), que gentilmente cedeu-me o
programa de sua autoria BuildQSAR versao 2.1 (2009), que foi de grande
valia em minha pesquisa QSAR-2D.

Vi



Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

A todos os membros do Laboratério de Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos (LAFAME), pelo apoio, companhia e amizade, e também pelos
momentos de dedicacdo a este trabalho: Gisele, Paula, Edivania, Gabriela,
Renan e Renata, a todos vocés, muito obrigado.

Aos alunos de Iniciagdo Cientifica Leandro de S4a Bortolozzo, Amanda
Franceschini e Flavio Luiz Pessanha, pela valiosa contribuicdo na realizacao e
no auxilio da sintese organica de alguns derivados de chalcona.

Aos funciondrios do Instituto de Quimica, em especial a Bel, secretaria da
CPG, que sempre estiveram prontos a atender as nossas necessidades. A
pesquisa agradece!

Ao Instituto Federal do Triangulo Mineiro (IFTM) pelo apoio e pela liberagao

total remunerada, concedida nos anos de 2009 e 2010.

viii



Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

CURRICULUM VITAE

1. Dados Pessoais
Nome : Luiz Frederico Motta. Cita¢ao: Motta, L. F.
http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/visualizacv.do?1d=K4756706U6

e-mail: motta@iftm.edu.br; profmotta@ email.com

2. Formacao Académica/Titulacao

2004: Mestrado em Quimica.

Instituto de Quimica - Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP.
Titulo: Estudo Tedrico das Relacdes Estrutura Quimica-Atividade Bioldgica
de uma Série de Derivados de Chalcona (1,3-difenil-2-propen-1-ona) como
Agentes Anti-Plasmodium falciparum (Agentes Antimalaricos). Orientador:
Yuji Takahata.

2002: Especializaciao: Pés-graduacdo Lato Sensu em Quimica.

Faculdades Oswaldo Cruz, Sao Paulo - SP. Titulo: Burnout: uma epidemia na
educacdo. Orientador: Maria Ambrosina da Costa

2001: Graduacdo: Licenciatura Plena em Quimica. Centro Universitdrio
Fundacdo Instituto de Ensino de Osasco (UNIFIEO). Osasco - SP.

1998: Graduacao: Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Sdo Francisco.

Braganca Paulista — SP.

3. Atuacao profissional: Docéncia e Pesquisa

Instituto Federal do Tridngulo Mineiro (IFTM): Uberaba — MG (2008 — Atual)

4. Atividades Académicas


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4756706U6
mailto:motta@iftm.edu.br
mailto:profmotta@gmail.com

Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

4.1. Artigos publicados
4.1.1 Motta, L. F., e Almeida, W.P. Quantitative Structure-Activity

Relationships (QSAR) of a Series of Ketone Derivatives as Anti-Candida
albicans. International Journal of Drug Discovery (IJDD): Bioinfo
Publications. 2011, 3, 100.

4.1.2 Azevedo, L. C., Reis, M.M., Motta, L. F., Rocha, G.O., Silva, L.A.,
Andrade, J. B. Evaluation of the Formation and Stability of

Hydroxyalkylsulfonic Acids in Wines. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2007, 55, 8670.
4.1.1 Motta, L. F., Gaudio, A. C.; Takahata, Y. Quantitative Structure-Activity

Relationships of a Series of Chalcone derivatives (1,3-diphenyl-2-propen-1-
one) as Anti-Plasmodium falciparum Agents (Anti malaria agents). Internet
Electronic Journal of Molecular Design, 2006, 5, 555.

4.2 Trabalhos em Eventos

4.2.1 Motta, I.. F. e Almeida, W. P. Quantitative Structure-Activity

Relationships of a Series of Ketone Derivatives as Anti-Candida albicans. In:
IT International Symposium on Drug Discovery, 2011, Araraquara — SP.

4.2.2 Motta, L.F. e Almeida, W. P. Quantitative Structure-Activity

Relationships of a Series of Chalcone Derivatives as Anti-Candida albicans
In: IIT Congresso Brasileiro de Biotecnologia, 2010, Fortaleza - CE.
Outros trabalhos completos e resumos, consultar:

http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/visualizacv.do?1d=K4756706U6

5. Orientacoes e supervisoes concluidas de Iniciacao Cientifica
S.1. Jucimar Gomes Venceslau, 2006.

5.2. Fabiana Martins Batista Motta, 2006.

5.3. Annielly Mayara Gomes Trindade, 2006


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4756706U6

Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta
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€ que faz a diferencga”.

Benjamim Franklin
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determina a consciéncia”.
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0 PRAZER DOS GRANDES HOMENS
CONSISTE EM PODER TORNAR O

PROXIMO MAIS FELIZ.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi identificar os principais descritores dos
derivados andlogos de chalcona com intuito de correlacionar com a atividade
anti-Candida albicans. A incidéncia de infec¢Oes sist€micas por C. albicans
vem crescendo bastante nos ultimos anos, particularmente nos casos de HIV e
também em fun¢do do aumento da resisténcia ao arsenal terap€utico existente.
Realizamos um estudo QSAR-2D, obtendo um modelo multidimensional pelo
método PLS. O modelo obtido possui quatro descritores: refratividade molar,
potencial de ioniza¢cdo, comprimento molecular e Verloop B4(A). Com apenas
3 varidveis latentes (PCs), foi capaz de acumular 96,14% da informacao
original, elucidando 85% da variincia total e predizendo 78% da atividade
biologica. O modelo proposto possui bom grau de ajuste e significincia
estatistica (R2 = 0,776 e SEC = 0,229). Os métodos LOO cross-validation,
LNO cross-validation, Y-randomization e a validagcdo externa indicaram que o
modelo € significante, robusto e possui elevada previsibilidade interna e
externa. Levando em consideracdo o modelo QSAR-2D, propusemos a sintese
de novos andlogos de chalcona. Realizamos a sintese de 28 chalconas alvo
derivadas de aldeidos aromaticos, empregando-se a condensacdo de Claisen-
Schmidt, e avaliamos a atividade anti-Candida albicans. Os compostos foram
caracterizados estruturalmente por métodos espectrométricos. Das 28
chalconas alvo, 18 sdo inéditas. Os rendimentos quimicos variaram entre 53%
e 98%. Com relacdo a avaliacdo da atividade antiftingica, foi realizado o teste
de difusdo em disco para todos os compostos, empregando o meio RPMI 1640

e seguiram-se os protocolos padrdes publicados no documento M27-A2
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(CLSI, 2002). As chalconas que apresentaram halo de inibi¢do > 10 mm foram
consideradas ativas, e a CIM e CFM foram determinadas pelo método da
microdiluicilo em caldo. O estudo QSAR-2D corroborou o resultado
experimental observado. A chalcona mais ativa apresentou CIM =9 ug/mL, e
no teste de citotoxicidade para células 3T3 nao mostrou atividade, sugerindo
toxicidade seletiva. A chalcona mais ativa apresentou um perfil Drug Likeness
e Drug Score baixo em relacdao ao fluconazol, mas sobreviveu a Regra de
Lipinski apresentando biodisponibilidade oral. O MEP, MDEyomo €
MDE, ymo da chalcona mais ativa revelou que o orbital HOMO € evidenciado
na carbonila, que o carbono C4 possui orbital LUMO e potencial eletrostatico
positivo, indicando que a chalcona possui centro eletrofilico em C4 sujeito a
ocorréncia de ataques nucledfilos. O MDEyoMmo da glutationa reduzida revelou
que o orbital HOMO estd no dtomo de enxofre do grupo sulfidrila do
aminodcido cisteina. Em fun¢do da ocorréncia do mecanismo de ressonancia,
as chalconas possuem uma estrutura quimica com centro eletrofilico no
carbono C4, o que indica provéavel interacao entre o orbital HOMO do dtomo
de enxofre da GSH e o orbital LUMO do carbono C4 da chalcona resultando
em ligacdo covalente e na formacdo de conjugado glutationa-chalcona. A
diminui¢do na concentracdo de glutationa reduzida no meio intracelular do
fungo resulta em stress oxidativo celular e, portanto morte da Candida

albicans.
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ABSTRACT

The objective of this study is to identify the main descriptors of the
derivatives of chalcone analogues with the aim to correlate with the activity
anti-Candida albicans. The incidence of systemic infection by C. albicans has
increased greatly in recent years, particularly in cases of HIV and also due to
increased resistance to existing therapeutic arsenal. We performed a study
QSAR-2D, obtained a multidimensional model by PLS method. The obtained
model has four descriptors: molar refractivity, ionization potential, molecular
length and Verloop B4 (A). With only three latent variables (PCs), was able to
earn 96.14% of the original data, explaining 85% of the total variance and
predicting 78% of biological activity. The proposed model has a good degree
of fit and statistical significance (R* = 0.776 and SEC = 0.229). The methods
LOO cross-validation, LNO cross-validation, Y-randomization and external
validation indicated that the model is significant, robust and has high internal
and external predictability. Taking into account the model QSAR-2D, we
proposed the synthesis of new analogues of chalcone. We performed the
synthesis of 28 chalcones target derived from aromatic aldehydes, using the
Claisen-Schmidt condensation, and evaluated the activity anti-Candida
albicans. The compounds were characterized by spectrometric methods. Of
the 28 chalcones target, 18 are new. The chemical yields ranged between 53%
and 98%. Regarding the evaluation of antifungal activity, we performed the
disk diffusion test for all compounds, using the RPMI 1640 and followed
standard protocols published in document M27-A2 (CLSI, 2002). The

chalcones that presented inhibition halo > 10 mm were considered active, and
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the CIM and CFM were determined by broth microdilution. The study QSAR-
2D corroborated with the observed experimental result. The most active
chalcone showed MIC =9 pg/mL, and the test of cytotoxicity to 3T3 cells had
no activity, suggesting selective toxicity. The chalcone most active gave an
overview Drug Likeness and Drug Score low in relation to fluconazole, but
survived the Lipinski Rule of presenting oral bioavailability. The MEP,
MDExomo and MDE; ymo of chalcone most active shown that the HOMO
orbital is evidenced in the carbonyl, the carbon C4 has the LUMO orbital and
a positive electrostatic potential, indicating that the chalcone has electrophilic
center in C4 subject to the occurrence of nucleophilic attack. The MDEyomo
of reduced glutathione revealed that the HOMO orbital on sulfur atom of the
sulthydryl group of the amino acid cysteine. Because the occurrence of the
resonance mechanism, the chemical structure of chalcones have a carbon C4
electrophilic, indicating a probable interaction between the HOMO orbital of
the sulfur atom of GSH and the LUMO orbital of the carbon C4 of chalcone
resulting covalent bond and the formation of glutathione-chalcone conjugated.
The decrease in the concentration of reduced glutathione in the intracellular
environment of the fungus results in cellular oxidative stress and therefore the

death of Candida albicans.
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1.1 Algumas Caracteristicas do Reino Fungi

Durante anos, os fungos foram considerados vegetais e somente em 1969,
que Robert Whittaker criou o Reino Fungi, classificando os seres vivos em
cinco Reinos: Monera, Fungi, Protista, Plantae e Animalia (ZAITZ et al,
2010) e JORGE, 2010).

Os fungos foram classificados em um Reino a parte, pois diferem dos seres
vivos dos demais Reinos em fun¢do de apresentarem caracteristicas proprias.
Em relacdo aos vegetais, ndo apresentam pigmento fotossintético, nao
possuem celulose na parede celular, ndo apresentam capacidade para
armazenar amido e ndo formam tecidos verdadeiros. Em relacdo as bactérias,
diferem quanto ao processo reprodutivo, apresentam caracteristicas de
crescimento sob a forma de brotamento e hifas, possuem atividade metabdlica
menos diversificada e apresentam composicdo e ultraestrutura da parede
celular diferenciada. Em relacdo aos demais seres vivos, possuem estrutura
somdtica representada por hifas e dicariofase prolongada (JORGE, 2010) e
(MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006). Diferentemente dos vegetais,
obtém energia por intermédio da absor¢do de nutrientes (nutricdo
heterotréfica). Semelhantemente ao Reino Animalia, armazenam glicogénio e
apresentam quitina na parede celular (MADIGAN, MARTINKO e PARKER,
2004), (ZAITZ et al, 2010) e (JORGE, 2010).

Macroscopicamente, os fungos apresentam capacidade de formacdo de
colonias em meios de cultivo [Figura 1]. Geralmente as colOnias
leveduriformes, possuem aspecto pastoso ou cremoso € com vdrias cores

dependendo da espécie, enquanto as coldnias filamentosas sdo aveludadas,
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algodonosas, pulverulentas e com diversos tipos de pigmentagdo (ZAITZ et al,

2010).

Figura 1: Aspecto macroscépico de levedura e de fungo filamentoso.'

1.2 Fungos Leveduriformes e Patégenos do Género Candida

As leveduras sdao fungos unicelulares que reproduzem assexuadamente por
brotamento unilateral podendo originar mais de 24 células por intermédio
deste processo reprodutivo (TORTORA, FUNKE e CASE, 2005). Apesar de
existirem trés tipos de doengas humanas relacionadas aos fungos, alérgicas,
toxicas e infecciosas, as doencas flingicas mais encontradas no homem sdo as
infecciosas. As micoses infecciosas sdo classificadas em fungdo do tipo de
tecido comprometido no hospedeiro (ZAITZ et al, 2010). Portanto, as micoses
humanas podem ser classificadas em: superficiais, cutdaneas, subcutaneas,
sistémicas e oportunistas.

As leveduras do género Candida s3o micro-organismos comensais
comumente encontrados nas mucosas bucais, vaginais e do trato

gastrointestinal, que podem se transformar da forma comensal em forma

Y(ZAITZ et al, 2010)
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patogénica, resultando a candidiase ou candidose (MURRAY, ROSENTHAL
e PFALLER, 2006).

A espécie de maior relevancia médica € a Candida albicans, seguida de C.
glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. Outras espécies como, C. krusei, C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. rugosa, C. Catenulata e
C.Kefyr também sdo isoladas (MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006)
e (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

Candida albicans é o patdgeno isolado de maior freqii€ncia em material
clinico e responde em geral, por 90%-100% dos isolados mucosos e por 50%-
70% dos isolados sanguineos (BSI, do inglés blood stream infection).
Atualmente, o género Candida representa a quarta causa mais comum de
infeccOes sanguineas nosocomiais (adquiridas no hospital) (MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2006). Entre 1980 e 2003, a freqiiéncia de BSI
por Candida aumentou consideravelmente nos hospitais em todas as faixas
etarias [Tabela 1] (PFALLER e DIEKEMA, 2004). Aproximadamente 95%
dos 1solamentos de candidiases sanguineas sdo causadas pelas quatro espécies:
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, sendo que a C.
albicans é a espécie mais freqiientemente isolada (PFALLER e DIEKEMA,
2004).

C. albicans é, dentre os fungos oportunistas, o de maior incidéncia.
(ZAITZ et al, 2010). As infeccoes causadas por C. albicans emergiram como
uma das principais causas de morte em pacientes com imunodeficiéncia
(portadores da AIDS e individuos submetidos a algum tipo de quimioterapia).
Pode ser perigoso para pacientes com saude debilitante, como por exemplo,
pacientes que estdo em unidade de tratamento intensivo (UTI). Portanto, C.
albicans tem despertado grande interesse das pesquisas na drea de saide

(TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).
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A patogenicidade de C. albicans ndo pode ser atribuida apenas a um fator
isolado. Alguns fatores entre os quais: 1) Estrutura de sua superficie celular,
parametro determinante para eficiente adesio celular e penetracio quando em
contato com as cé€lulas do hospedeiro; 2) Alteragdes fenotipicas: transi¢ao
entre a forma tipica de levedura (branca e circular) a forma opaca com formato
de pequenos bastdes (pseudo-hifal); 3) Producdo de enzimas extracelulares
hidroliticas. A combina¢do concomitante dos fatores mencionados faz com
que o micro-organismo se transforme num tipo de célula adaptada a invasao

dos tecidos de um hospedeiro imunocomprometido (JORGE, 2010).
Tabela 1: Distribui¢do das espécies de Candida isolada do BST*

% de isolados por ano (pacientes testados)

Espécie 1992 1995 1997 1999 2001 2003

(235) (332) (413) (320) (2770) (1715)

C. albicans 443 53,3 54,0 54,7 59,8 65,1
C. glabata 16,6 20,5 15,3 15,3 16,4 14,2
C. parapsilosis 21,7 9,0 18,9 10,3 10,7 9.3
C. tropicalis 11,9 11,4 7.0 11,9 7,9 6,9
C. krusei 2,6 4,2 1,7 2.8 2,7 2,7
C. lusitanie 2.1 0,6 0,0 2.2 1,3 0,4
C. guilliermondii 0,4 0,4 1,9 0,9 0,6 0,3

*adaptado de (PFALLER e DIEKEMA, 2004)

C. albicans resistente possui maior capacidade de multiplicagdo e na
presenca de liquidos (soro de mamiferos) que induzem a sua patogenicidade,
expressa os seus fatores de viruléncia, tal como a formacdo de pseudo-hifas.
Estas capacitam as células para exercerem forca mecanica, ajudando-as no
mecanismo de penetracdo nas superficies epiteliais, € uma vez na corrente
sanguinea possui a¢do danosa sobre o endotélio, o que permite a invasao de
tecidos profundos do organismo hospedeiro (figado, pulmao, bacgo, coracao,

cérebro e pancreas) [Figura 2] (PEMAN, CANTON e VALENTIN, 2008).
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Figura 2: Forma pseudo-hifal de Candida albicans invadindo tecido profundo.

Pesquisas revelam que mais de 90% de individuos HIV+ sofrem de
candidiase de mucosas ao menos uma vez ao decorrer da doenca. A severidade
e a cronicidade da candidiase oral em pacientes com AIDS sdo atribuidas
principalmente a imunodeficiéncia de células T auxiliar e redugdo de
linfécitos T CD4 (SIDRIM e MOREIRA, 1999) e (HOLMBERG e MEYER,
1986).

O mecanismo de adesdo do fungo representa a etapa inicial da infeccao. A
adesdo celular pode ocorrer em tecidos ou na superficie de materiais como as
proteses (biofilmes). As espécies de C. albicans aderem a uma variedade de
superficies por intermédio de interagOes ligante-receptor especificas. Os
organismos de Candida albicans resistentes invadem as superficies teciduais
com mais facilidade, resultando infeccao sist€émica (GOLAN et al, 2009).

Alguns estudos demonstraram que Candida albicans secreta diversas
enzimas extracelulares (proteinases, lipases e fosfolipases) (KOTHAVADE e
PANTHAKI, 1998), (SHIMIZU, 1989), (RUCHEL, TEGELER e TROST,
1982), (CHAKRABARTI, NAVAK e TALWAR, 1991) e (BORG e
RUCHEL, 1988). Estas enzimas hidroliticas provocam danos as células do
hospedeiro, como exemplo, a fosfolipase é uma enzima que degrada

fosfolipidios, freqlientemente associados as membranas celulares.
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A candidiase ocorre em todas as partes do globo, com diversas variagoes
clinicas. As manifestagdes clinicas variam de acordo com o local da infec¢do.
Segundo Armstrong (1995), as candidiases sao classificadas em duas
categorias: candidiase ndo hematogénica (superficial e profunda) e candidiase

hematogénica disseminada.

1.3 Quimioterapia anti-Candida albicans

A terapia antifingica estd passando por profundas transformacdes nos
ultimos anos. No passado os agentes anfotericina B e 5-fluorocitosina, mesmo
apresentando toxicidade, mantiveram dominio Unico por muitos anos.
Atualmente, com o avanco na disponibilidade de novos agentes antifungicos
ativos e também a possibilidade de se ter novas formulacdes das drogas
antigas, evidencia-se mudancgas em prol de uma quimioterapia mais eficaz e
com menor toxicidade. A quimioterapia anti-Candida albicans € classificada
em funcdo do local de a¢do do farmaco.

A [Figura 3] ilustra de forma esquematica os principais locais de acdo dos

antifungicos que atuam contra C. albicans.
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Figura 3: Principais locais de a¢do dos agentes anti - C. albicans’

As principais categorias de agentes antifungicos contra C. albicans sdo:
imidazdis, triazdis, alilaminas, polienos, antimetabdlitos e equinocandinas. Os
imidazadis, triazdis e alilaminas atuam como inibidores da sintese de ergosterol
da membrana plasmadtica do fungo. A [Figura 4] representa as estruturas de

dois agentes antifungicos: um imidazol (cetoconazol) e de um triazol

(fluconazol).
F F ’N*I
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Figura 4: Estruturas do cetoconazol e do fluconazol

O fluconazol, como os demais triazdis, apresentam o mesmo mecanismo de

acdo dos imidazoéis, porém a interacdo € mais especifica com o alvo.

?(MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006).
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Geralmente, os imidazo6is podem ser administrados por via oral ou uso tépico,
enquanto os triaz6is por via oral ou intravenosa (RANG et al, 2004),
(KATZUNG, 2010), (GOLAN et al, 2009) e (MURRAY, ROSENTHAL e
PFALLER, 2006). As alilaminas (terbinafina e naftifina) atuam inibindo a
enzima esqualeno epoxidase e apresentam espectro amplo. Percebe-se que os
imidazois, os triazdis e as alilaminas apresentam mecanismo de acdo na via

metabdlica da sintese de ergosterol do fungo [Figura 5].

3 Acetil-CoA
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lanosteral
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. . ,a . s. y ldc-esterol
(imidazdis e triazois) gesmetilase —_
ergosterol
polienos ?
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Figura 5: Biossintese do ergosterol e locais de ac@o de antiftingicos.

Os polienos, como a anfotericina B [Figura 6] e a nistatina, interagem
diretamente com o ergosterol promovendo dano oxidativo direto na membrana

do fungo. A anfotericina B também possui amplo espectro, sendo mais
10
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utilizada nas infeccOes invasivas, mas apresenta elevada nefrotoxicidade.
Objetivando reduzir a nefrotoxicidade da anfotericina B costuma-se utilizar
formulacoes lipossdomicas do farmaco. A anfotericina B € administrada por via
intravenosa ou topica, mas a formulagdo lipossomica possui custo elevado
(RANG et al, 2004), (KATZUNG, 2010), (GOLAN et al, 2009) e
(MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006).

oH O OH  OH OH oOH o
H Qo

HO

o 0 S N T | T e OH

HO OH

H,

Figura 6: Estrutura quimica de um polieno: a anfotericina B

A 5-fluorocitosina ou flucitosina [Figura 7], o antimetabdlito antiftingico,
penetra na célula fingica via enzima transmembrana citosina permease. No
interior da célula a citosina desaminase converte a 5-fluorcitosina em 5-
fluoruracila (5-FU), que ¢ subsequentemente convertido em é&cido
monofosfato 5-fluordesoxiuridilico (5-FAUMP). O composto 5-FAUMP inibe
a enzima timidilato sintase e antdo bloqueia a sintese de DNA e producao de
proteinas [Figura 8]. E administrado por via oral e geralmente em combinacio
com a anfotericina B ou fluconazol devido a ocorréncia de resisténcia
secunddria. A 5-fluorocitosina possui hepatotoxicidade e intolerancia
gastrointestinal (RANG et al, 2004), (KATZUNG, 2010) e (GOLAN et al,
2009).

* http://www.zct-berlin.de/struktur/
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Figura 7: Estrutura quimica de um antimetabdlito: a 5-fluorocitosina
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Figura 8: Mecanismo de acdo da 5-fluorocitosina

As equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina)
correspondem a uma nova classe terapéutica altamente seletiva de
lipopeptideos semi-sintéticos, que inibem a sintese de glucanas, um
importante constituinte da parede celular fingica. A [Figura 9] ilustra a
estrutura quimica da caspofungina, a primeira equinocandina a ser aprovada

(KATZUNG, 2010) e (GOLAN et al, 2009). J4 a nicomicina Z € capaz de

12
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inibir a sintese da quitina da parede celular e ainda encontra-se em fase de
avaliacdo clinica. Tanto as equinocandinas como a nicomicina Z sao
administradas por via intravenosa (GOLAN et al, 2009).

A anfotericina B continua sendo o antiftingico de maior espectro de acao e
geralmente € associado a 5-fluorocitosina ou fluconazol.

Nas duas ultimas décadas, a incidéncia de infec¢cdes por C. albicans
aumentou de forma considerdvel nos Estados Unidos. Isto ocorreu devido, a
inexisténcia de farmacos seguros e eficazes, acarretando a reincidéncia das
micoses (ELLIS, 2002). Outro fator relevante, é que a taxa de mortalidade €
superior a 70% em pacientes com doencas hematoldgicas (RODDEN,
ZAOUTIS e BUCHANAN, 2005).

Muito do que se sabe sobre os mecanismos de resisténcia aos antifingicos
se deve em funcdo do género Candida como agente etiologico de micoses
invasivas. Ao contrario dos mecanismos de resisténcia aos agentes
antibacterianos, nao ha evidéncias de que os fungos sejam capazes de destruir
ou alterar os agentes antifungicos. Outro detalhe interessante reside no fato de
que, os genes da resisténcia antifingica ndo sdo transmissiveis de célula a
célula, o mesmo ndo ocorre com muitos dos genes da resisténcia bacteriana.
Sabe-se que alteracdes em bombas de efluxo multidroga, modificagdes no
alvo da droga, alteracbes na assimilacdo do antifingico, alteragdes no
processamento intracelular do antifingico e alteracdes nas enzimas da via de
sintese de ergosterol sdo 0os mecanismos mais importantes da resisténcia aos

agentes antifingicos (ZAITZ et al, 2010).

13
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Figura 9: Estrutura quimica de uma caspofungina: equinocandina4

1.4 O Desenvolvimento de Farmacos e a Industria
Farmacéutica

No intuito de conservar e manter a qualidade do sistema de sadde, o
homem vem utilizando os mais variados recursos para prevenir € combater as
doencgas por intermédio de medidas profilaticas e terapéuticas. A medida
terapéutica € o conjunto de acdes que inclui a utilizacdo de medicamentos e/ou
outros recursos que objetivam o tratamento ou a cura de uma determinada
doenga no organismo do individuo. Geralmente, os produtos utilizados como
medida terapéutica sdo os medicamentos e correspondem a uma variedade
imensa de farmacos com efeitos bioldgicos diversos (GENNARO, 2004).

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos
fundamenta-se na integracdo de varios campos estratégicos: inovagao,
conhecimento, tecnologia, gerenciamento e investimentos em Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D) (GUIDO e ANDRICOPULO, 2008). A trajetéria da

descoberta e do desenvolvimento de um novo farmaco potencialmente ativo e

* http://www.zct-berlin.de/struktur/
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com o minimo de efeitos adversos, é longa, complexa e onerosa [Figura 10].
Desde a concepcao do projeto até a introducdo de um tnico farmaco no
mercado farmacéutico, sdo investidos de 12 a 15 anos em P&D, com valores
totais estimados, no biénio 2004-2006, da ordem de US$ 500-880 milhdes,
podendo em alguns casos alcangar cifras superiores a US$ 1 bilhdo (GUIDO e
ANDRICOPULO, 2008), (LOMBARDINO e LOWE, 2004) e (DIMASI,
HANSEN e GRABOWSKI, 2003). Pouquissimas moléculas que chegam a
fase de desenvolvimento sdo finalmente aprovadas como farmacos: a cada
10.000 compostos considerados promissores nos ensaios iniciais, menos de 10
repetem a acdo nos ensaios clinicos e apenas 1-2 sdo, por fim, aprovadas
(GOLAN et al, 2009), (KATZUNG, 2010) e (GENNARO, 2004). Nos ultimos
vinte anos aproximadamente 90% dos farmacos lancados no mercado foram
desenvolvidos em industrias farmacéuticas (LIMA, 2007). Mesmo 0s custos
associados a P&D de um novo farmaco podendo chegar a casa dos bilhdes de
délares, as industrias farmacéuticas ainda continuam investindo neste
empreendimento arriscado, visto que os farmacos bem sucedidos sdo bastante
lucrativos (LIMA, 2007) e (GUIDO e ANDRICOPULOQO, 2008).

Apesar do elevado custo para o desenvolvimento de um novo farmaco, a
industria farmacéutica tem se destacado como uma das mais inovadoras, com
empresas multinacionais capazes de incorporar aos seus produtos os principais
avangos das ciéncias biomédicas, biolégicas e quimicas. Neste aspecto, em
termos econdmicos tem se colocado entre as mais rentdveis em escala global.
Segundo a Intercontinental Medical Statistics, IMS Health, o mercado
mundial de varejo foi de 550 bilhdes de dolares em 2004 e um aumento entre
7% a 8% para 2005, correspondendo a casa de 590 bilhdes de dolares
(BRESOLIN e CECHINEL-FILHO, 2010).

15
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Estagio 1: Descoberta dos candidatos a farmacos

6.5 anos

Estagio 2: Estudos pré-clinicos

] |

Pedido de registro _de novo farmaco em investigacio

Estagio 3: Estudos clinicos

&

Fase 1: 20-100 voluntdrios
Fase 2: 100-500 voluntarios
Fase 3: 1000-5000 voluntarios

7 anos

Pedido de registro de novo farmaco

Estdgio 4: Farmacovigildncia

@ 1,5 anos

Figura 10: Fases de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos’

Segundo a Federagdo Brasileira da Indistria Farmacéutica, Febrafarma, o
mercado farmacéutico brasileiro ocupava a 11* posicdo no ranking do
mercado farmacéutico mundial em 2003, ocupando em 2008 a 9* posi¢do no
ranking [Tabela 2] (BRESOLIN e CECHINEL-FILHO, 2010).

Este crescimento € um claro sinal do dinamismo do mercado exportador de
farmacos no Brasil, o que vai de encontro com a expansdo consistente do
comércio internacional de produtos farmacéuticos (CECHINEL-FILHO e
BRESOLIN, 2010). As perspectivas de crescimento da industria farmacéutica
sdo boas. Vdrias doencas ji conhecidas poderdo ser tratadas num futuro

proximo e, conseqiientemente, havera aumento na expectativa de vida do

> Adaptado de (GUIDO e ANDRICOPULO, 2008).
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homem. Além disso, o aporte cada vez maior no que diz respeito aos
investimentos financeiros e tecnoldgicos por parte das indudstrias estimula a
competitividade entre elas, promovendo lucros elevados. A descoberta de
farmacos de enorme sucesso, que fazem parte da categoria dos blockbusters,
termo inglés utilizado para designar os medicamentos com vendas anuais
superiores a US$ 1 bilhdo, continua sendo o alicerce para o desenvolvimento

da industria farmacéutica mundial (ANDRICOPULOQO, 2008).

Tabela 2: O crescimento das vendas de medicamentos em alguns paises *

Ano
Paises (US$ milhdes)

2005 2006 2007 2008
USA 183.357 196.218 205.725 206.700
Canada 11.899 13.658 152.291 169.900
Alemanha 27.001 27.463 31.319 34.800
Franga 24.674 25.362 28.989 31.100
Italia 15.196 15.533 15.850 16.900
Reino Unido 14.581 14.896 17.456 17.000
Espanha 10.930 11.504 13.588 15.100
Japdo 60.684 56.679 58.049 63.500
México 6.950 8.791 8.645 8.700
Brasil 7.386 8.087 10.112 11.900
Argentina 2.018 2.270 2.646 2.900
Nova Zelandia 5.694 5.770 6.964 7.900

* Adaptado de (BRESOLIN e CECHINEL-FILHO, 2010)

Neste cendrio, a quimica medicinal vem contribuindo de modo decisivo na
descoberta e no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, onde se nota
nos dltimos anos um enorme avanco nas tecnologias de desenvolvimento de
farmacos. A quimica medicinal possui papel central nesse complexo
paradigma de planejamento e otimizagdo de novas moléculas com atividade
biolégica (LIMA, 2007), (GUIDO e ANDRICOPULO, 2008) e (GOLAN et
al, 2009). Com as novas tecnologias, os modelos animais submetidos a

“nocaute genético” e as informacdes do projeto genoma humano, prevé-se que
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novas e importantes classes de farmacos serdo descobertas nas proximas

décadas (PANDIT, 2008).

1.5 A Importancia da Quimica Medicinal

A Quimica Medicinal engloba a invencao, a descoberta, o planejamento, a
identificacdo e a preparagdo de substancias biologicamente ativas. Estes
aportes abrangem a interpretacdo de seu modo de a¢do no ambito molecular,
no estudo de seu metabolismo e no estabelecimento das relagdes estrutura-
atividade, buscando o desenvolvimento de novos e eficientes farmacos
(BRESOLIN e CECHINEL-FILHO, 2010). E uma drea cientifica marcada
pela trans-disciplinaridade e com nitido envolvimento de diversas dreas do
conhecimento, sendo justificavel pelo amplo espectro de fatores envolvidos e
também por se tratar de sistemas biologicos (BARREIRO e FRAGA, 2008).
Estd intimamente associada a farmacologia molecular no sentido de
compreender cada vez mais as razOes moleculares das interacdes farmaco-
receptor (THOMAS, 2007).

Um dos paradigmas da Quimica Medicinal moderna baseia-se no fato de
que o mecanismo de acdo farmacoldgico dos ligantes estd associado as
interacdes intermoleculares ou as reacdes quimicas dessas substancias com as
estruturas macromoleculares presentes no sistema vivo (BARREIRO, 2009).
Estas biomacromoléculas apresentam uma estrutura quimica tridimensional
estéreo-especifica para com os ligantes (farmacos) (LIMA, 2007) e
(BARREIRO e FRAGA, 2008).

O entendimento das interagdes farmaco-receptor em sistemas bioldgicos é
uma tarefa minuciosa e extremamente complexa, pois envolve uma
diversidade de fatores que estdo relacionados com a resposta terapéutica.

Portanto, a resposta bioldgica em fun¢do da acao de um determinado farmaco
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€ resultado do reconhecimento molecular do farmaco pelo receptor bioldgico
(PANDIT, 2008) e (THOMAS, 2007).

O estudo das interagdes farmaco-receptor, dos possiveis mecanismos de
acdo dos farmacos e de seus efeitos bioldgicos sdo alvos da farmacodinamica.
A quimica medicinal ndo se restringe apenas a farmacodinamica, leva também
em consideracdo outros fatores como a absorcdo, distribuicdo,
biotransformag¢do ou metabolizacdo e a eliminacio (ADME) dos farmacos,
aspectos relacionados a farmacocinética. A biodisponibilidade e o perfil de
toxicidade do farmaco também deverdo ser pesquisados e fazem parte da
Quimica Medicinal (PANDIT, 2008), (THOMAS, 2007), (BARREIRO e
FRAGA, 2008), (GOLAN et al, 2009) e (GENNARO, 2004).

Na Quimica Medicinal utilizam-se diferentes abordagens metodoldgicas no
planejamento racional de farmacos. No entanto o sucesso no planejamento
racional de um novo farmaco requer conhecimento inter/multidisciplinar e
interatividade continua entre os pesquisadores em cooperacdes miutuas.
Objetivando a interatividade continua de pesquisadores, surgiu no Brasil, a
Divisédo de Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica, precursora da Divisao de
Quimica Medicinal, no ambito da Sociedade Brasileira de Quimica
(AMARAL e MONTANARI, 2002).

Por intermédio da Quimica Medicinal, moléculas candidatas a bioatividade
podem ser correlacionadas estruturalmente objetivando planejar andlogos com
base no tipo de interacdo ligante-biomacromolécula. Através de pesquisas das
relagcdes entre estrutura quimica-atividade bioldgica (SAR e/ou QSAR),
estruturas quimicas poderdo ser otimizadas, validadas e escolhidas para
estudos in vivo e posteriormente selecionadas para ensaios pré-clinicos e
clinicos. O planejamento adequado de variagdes na estrutura quimica de um
composto bioativo pode resultar em derivados com maior interesse
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terapé€utico, seja por apresentar maior atividade bioldgica, menor toxicidade
ou, ainda, por adquirir uma caracteristica farmacotécnica mais adequada
(MONTANARI e BOLZANI, 2001), (BARREIRO, 2002) e (TAVARES,
2004).

1.6 O Planejamento Racional de Farmacos

As moléculas bioativas ou ligantes t€ém a sua origem a partir de produtos
naturais ou através de sintese organica ou cole¢des combinatérias. Os ligantes
podem ser identificados por intermédio de triagens reais ou virtuais, ou ainda
através do planejamento racional, mas em todos os casos mencionados, as
suas atividades bioldgicas devem ser determinadas experimentalmente. Na
fase inicial, geralmente sao identificadas moléculas com baixa afinidade, que
necessitam ser otimizadas em relacdo a uma série de propriedades (como
exemplo, poténcia, afinidade, seletividade, biodisponibilidade, toxicidade,
etc). Os compostos bioativos com propriedades melhoradas sdo identificados
como compostos-protétipos (do inglés, lead compound) para posterior
otimizagcao molecular [Figura 11].

Diversas estratégias na Quimica Medicinal podem ser empregadas no
planejamento racional de compostos bioativos. As estratégias modernas no
planejamento racional de um novo composto-prototipo (lead compound)
levam em consideracdo a abordagem fisiopatologica. Nesta abordagem, o
planejamento estrutural de uma nova molécula com potencial atividade
bioldgica, fundamenta-se no alvo terapé€utico eleito. Portanto, a eleicdo do
alvo terapéutico representa a etapa crucial no processo de descoberta de novos

farmacos (BARREIRO e FRAGA, 2008) e (MONTANARI, 2011).
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) e clonagem e validacdo do alvo
Identificacao, selecdo e e desenvolvimento de ensaio biologico
validacao do alvo o farmacogendmica

o desenvolvimento de ensaio HTS

Identificacio de moléculas X o N . ..
e sintese orgnica e cole¢des combinatoriais

bioativas . .
e triagem de produtos naturais
Identificacio de compostos- | * estudos estruturais
lideres e triagem virtual e QSAR

Otimizacao de

) e poténcia e seletividade
compostos-lideres

® poténcia e seletividade
Candidato a farmaco e atividade in vivo, in vitro ADME/Tox

® biomarcadores

‘ Estudos Clinicos ‘

Figura 11: Etapas envolvidas no planejamento racional de firmacos °®

A compreensdo das interagdes intermoleculares ligante-bioreceptor &
fundamental na acdo bioldgica e, de fato, a compreensdo destas interacoes
esclarece os provaveis mecanismos envolvidos na complementaridade
estrutural entre a molécula do ligante e o bioreceptor (BARREIRO, 2009),
(LIMA, 2007), (BARREIRO e FRAGA, 2008) e (MONTANARI, 2011). A
complementaridade ligante-bioreceptor € justificada em func¢do de interacoes
especificas que contribuem na elucidagdo dos processos energéticos
envolvidos (MONTANARI, 2011). E justamente neste estigio, que a
metodologia computacional se apresenta de forma promissora, pois a partir
dela pode-se ter uma descricdo mais apurada da estrutura quimica 3D do

bioreceptor, das interacOes intermoleculares envolvidas, e se for o caso, das

°Refere-se a etapa 1. Adaptado de (GUIDO e ANDRICOPULO, 2008)
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reagOes quimicas ocorridas entre o ligante e o bioreceptor (BARREIRO e
FRAGA, 2008), (MONTANARI, 2011) e (SAN’TANA, 2009).

Levando em consideracdo a abordagem fisiopatologica, duas estratégias
basicas podem ser exploradas no planejamento racional de compostos
bioativos (MONTANARI, 2011), (SAN’TANA, 2009), (GUIDO e
ANDRICOPULOQ, 2008) e (BARREIRO e FRAGA, 2008):

4+ Métodos independentes do bioreceptor/enzima ou conduta centrada nos
compostos (planejamento indireto): Ligand-Based Drug Design
(LBDD) — planejamento baseado na estrutura do ligante;

4 Métodos dependentes do bioreceptor/enzima ou conduta centrada na
biomacromolécula (planejamento direto): Structure-Based Drug Design

(SBDD) — planejamento baseado na estrutura do bioreceptor.

Na primeira abordagem (LBDD), as intera¢cdes com a biomacromolécula
(bioreceptor ou enzima) sdao consideradas indiretamente, através da correlacdo
entre a atividade bioldgica experimental de compostos conhecidos e as suas
estruturas quimicas. Isto ocorre por intermédio da selecio de parametros
fisico-quimicos (descritores) que estdo correlacionados a essas estruturas
quimicas. Estes métodos constituem uma importante drea do planejamento
racional de compostos bioativos, a das relagdes estrutura quimica-atividade
biolégica (SAR e QSAR) (BARREIRO e FRAGA, 2008), (SAN’TANA,
2009) e (GUIDO e ANDRICOPULOQ, 2008).

Na segunda abordagem (SBDD), as interacdes com a biomacromolécula
sao consideradas explicitamente no processo do planejamento. Neste caso, a
estrutura da biomacromolécula € conhecida diretamente, através de dados
experimentais (geralmente por cristalografia de raios-X ou Ressonancia

Magnética Nuclear - RMN) ou indiretamente, através de um procedimento de
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modelagem molecular (geralmente modelagem por homologia) (BARREIRO
e FRAGA, 2008), (SILVA e SILVA, 2007), (SANTOS FILHO e
ALENCASTRO, 2003) e (GUIDO e ANDRICOPULO, 2008).

Esté claro que, por intermédio da Quimica Medicinal, € possivel explorar o
imenso espaco quimico delineando o trabalho investigativo na identificacao,
na selecdo e na otimizacdo de moléculas capazes de interagir com elevada
afinidade e seletividade com o alvo molecular selecionado (GUIDO e

ANDRICOPULO, 2008).

1.7 A Relacao Estrutura Quimica-Atividade Biologica

A maioria dos farmacos disponiveis no mercado nao foi descoberta em sua
forma final, e passaram por diversos processos de experimentagdo e
modificacdo molecular a fim de tornéd-los agentes terapéuticos.

O ponto inicial na descoberta de um farmaco € a identificacio de um
composto-protétipo. O composto-prototipo serve como um modelo inicial que
sofre modificagOes estruturais para manter ou melhorar a atividade biol6gica
desejada e para eliminar ou minimizar propriedades indesejaveis (PANDIT,
2008). Um composto-protétipo € aquele que possui atividade farmacologica
desejada, mas que pode apresentar outras propriedades desfavordveis como
elevada toxicidade, problemas de absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecao (ADME/Tox) ou algum problema no processo de produc¢iao em larga
escala (ANDRICOPULO, 2008), (PANDIT, 2008) e (THOMAS, 2007). Desta
forma, um composto-protétipo deve ser transformado em um farmaco por
meio de alteragdes em sua estrutura quimica para resultar em propriedades de
farmaco apropriadas, drug-like properties, tais como baixa toxicidade e
habilidade em atingir o sitio de acdo em concentra¢des apropriadas (PANDIT,

2008) e (GENNARO, 2004). Este processo pelo qual a estrutura quimica do
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composto-protétipo ¢ modificada com finalidade em resultar propriedades

desejaveis ¢ chamado de otimizacdo do prototipo. De modo geral, a estrutura

molecular de um farmaco pode ser subdividida em componentes [Figura 12]:

Grupos vetores

Grupo
transportador

Grupo
vulneravel

Farmacoforo

Figura 12: Estrutura de um farmaco: farmacéforo e grupos vetores ’

4+ Farmacoéforo: regiio da molécula que interage com o sitio alvo e,

portanto é o responsdvel pela atividade bioldgica.

farmacoforica da molécula e o sitio alvo

complementaridade estereoquimica ligante-bioreceptor.

A regido
devem possuir

Uma vez

satisfeita tal complementaridade, ocorrerd o reconhecimento do

farmacoforo pelo bioreceptor/enzima, desencadeando a resposta

bioldgica;

% Grupos vetores: regidio da molécula que desempenha papel

fundamental nos processos farmacocinéticos e também auxilia

minimizando efeitos de toxicidade. Podem ser classificados em:

A) Grupos transportadores: controlam os mecanismos de ionizacdo ¢ a

lipofilicidade molecular e, conseqiientemente, influenciam nos

processos de absorcao, distribui¢ao e excre¢ao;

’ Adaptado de (PANDIT, 2008).
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B) Grupos vulneraveis: estdo relacionados aos mecanismos de

metabolizacdo do farmaco e sdo susceptiveis a acdo enzimatica.

Varias abordagens bioldgicas estdo disponiveis na identificagdo de um
composto-protétipo. Geralmente, realizam-se testes laboratoriais que sao
caracterizados como bioensaios ou screening, o que determina se 0 composto
possui a atividade biolégica desejada. O screening pode ser realizado em
células e/ou tecidos, em ensaios de ligacdo, em animais ou entdo High-
Throughput-Screening (HTS). A técnica HTS € uma triagem rapida de alta
demanda onde se utiliza tecnologia baseada em robdtica miniaturizada para
testes em grandes bibliotecas de compostos para ligacdo a um determinado
alvo. O avanco em HTS vem permitindo aos pesquisadores testarem um
nimero imenso de compostos em pequeno intervalo de tempo (GENNARO,

2004), (PANDIT, 2008) e (MONTANARI, 2011).

A disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos de
dados em rede sdo, atualmente, ferramentas fundamentais na descoberta € no
planejamento de novos farmacos. Essas informacdes assim obtidas permitem
uma anélise rdpida da atividade bioldgica e a comparacdo das propriedades
fisico-quimicas (propriedades moleculares) de uma série de moléculas
analogas.

Uma vez obtido o composto-prototipo, pode-se lancar mdo de estratégias
computacionais de modificacio molecular para aperfeicoar e predizer a
atividade bioldgica de compostos andlogos. A correlagdo entre estrutura
quimica-atividade biolégica pode ser realizada quantitativamente, neste caso
temos o QSAR (relagdo quantitativa entre estrutura quimica e atividade

bioldgica) ou qualitativamente, denominada de SAR (relagdo qualitativa entre
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estrutura quimica e atividade biolégica) (CARVALHO et al, 2003),
(RICHARDS, 1994) e (MONTANARI, 2011).

A utilizacdo de QSAR-2D (QSAR cldssico) nos permite correlacionar para
uma série de compostos andlogos, propriedades moleculares da estrutura
quimica com as atividades bioldgicas experimentais. Por intermédio da
Quimiometria, € possivel obter modelos multiparametros no intuito de
predizer a atividade bioldgica experimental das chalconas pesquisadas. Desta
forma, varios métodos estatisticos multivariados podem ser empregados para
obtencdo destes modelos multidimensionais (FERREIRA, MONATANARI e
GAUDIO, 2002).

A obtencdo de modelos matemdticos multidimensionais requer a
elaboracdo de uma matriz de dados contendo a medida quantitativa
experimental da atividade bioldgica (MIC, Log K, ICs)) e os parametros
fisico-quimicos calculados. Levando em consideracdo, o método de Hansch-
Fujita conhecido como modelo Extra-termodinamico, os valores de atividade
bioldgica experimental sdo correlacionados aos valores calculados das
varidveis independentes (propriedades moleculares) através de métodos de
regressdo (HANSCH e FUJITA, 1964). O modelo de Hansch-Fujita ¢ uma
combinacdo linear entre as varidveis independentes, capaz de explicar de
forma aproximada os valores experimentais da atividade bioldgica de uma
série de compostos andlogos. Isto ocorre pelo fato que, o modelo
extratermodindmico, na abordagem QSAR cldssico, € uma estimativa de
modelo que tenta correlacionar as propriedades moleculares dos compostos
pesquisados com a variagdo de energia livre de Gibbs (' G°) envolvida no

processo de interagdo ligante-biorreceptor (KUBINYT, 1993).
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1.8 A Quimica Tedrica Computacional

Através da Quimica Teorica Computacional, utilizando métodos da
Mecanica Molecular (MM) e da Mecanica Quantica (MQ) € possivel prever os
provéaveis tipos de interacdes intermoleculares e os envolvimentos energéticos
no processo de complexacgdo ligante-bioreceptor. Levando em consideracio a
“teoria da perturbagdo macromolecular”, proposta por Belleau, onde a
formacdo do complexo ligante-biomacromolécula €é acompanhada de
variacoes da energia livre de Gibbs (AG®), pode-se entdo concluir que a
complexacdo ocorrerd simultaneamente com alteragdes conformacionais no
alvo bioldgico. Esta teoria oferece fundamento termodinamico plausivel para a
explicacdo de processos fisico-quimicos que ocorrem na regido ativa do
biorreceptor (VERLI e BARREIRO, 2005), (LEACH, 2001) e
(MONTANARI, 2011).

Na fase de descoberta do composto prototipo, estudos SAR e QSAR tém
sido muito uteis na identificacio de regides farmacoféricas e grupos vetoriais.
Este estigio € conhecido como planejamento de farmacos auxiliado por
computador, CADD, do inglés Computer-Assisted Drug Design (THOMAS,
2007), (LEACH, 2001) e (PATRICK, 2002). O planejamento de farmacos
auxiliado por computador (CADD) € o conjunto de técnicas computacionais,
portanto da Quimica Teodrica Computacional, utilizadas para descobrir,
planejar e otimizar compostos biologicamente promissores. O universo em
CADD amplia-se a cada momento por interven¢cdo de uma -crescente
tecnologia computacional, pela utilizacdo de novas metodologias aplicadas
aos cdlculos em Quimica Tedrica Computacional e por intermédio dos

principios da Quimica Quantica.
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A Quimica Teodrica Computacional € extremamente util no estudo das
relacdes SAR e QSAR, pois utiliza métodos matemdticos para executar
célculos de propriedades moleculares simulando o comportamento molecular.
Assim, a Quimica Teoérica Computacional vai além dos limites tradicionais
das ciéncias, permitindo explorar moléculas por intermédio de computadores e
atua como um suplemento para a quimica experimental. “Quanto mais as
ciéncias fisicas progridem, mais elas tendem a entrar no dominio da
matematica, que € um tipo de centro para onde elas convergem. NOs podemos
julgar o grau de perfeicdo que a ciéncia tem alcancado pela facilidade com que
ela pode ser submetida a CALCULO” — (A. Quetelet) (MORGON, 2001).

Uma das indmeras vantagens da Quimica Tedrica Computacional € a de
atuar como ferramenta de apoio na andlise e interpretacdo de dados
experimentais, através de informacdes que muitas vezes niao sao possiveis de

serem obtidas diretamente dos experimentos.

1.9 Os Métodos Computacionais em Sistemas Biologicos

Através da Quimica Teodrica Computacional utiliza-se os métodos tedricos
no sentido de avaliar e prever propriedades moleculares que sdo de suma
importancia no entendimento das correlagdes estrutura quimica-atividade
biologica (SAR e/ou QSAR). Os métodos da Quimica Tedrica aplicado a
sistemas  biol6gicos fundamentam-se nos conceitos da Mecanica
Classica/Molecular (MM) e da Mecanica Quantica (MQ) (MORGON, 2001) e
(LEACH, 2001). Os métodos computacionais podem executar calculo de
energia potencial de superficie (PES) para uma estrutura molecular, que pode
ser entendido como, a concretizacdo das forcas de interagdo entre os atomos
em uma molécula com finalidade em obter informacdes estruturais desta

molécula. O cdlculo da energia potencial de superficie para um determinado
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conjunto de coordenadas atdmicas € denominado Single Point Energy
Calculation (JENSEN, 2007), (MORGON e COUTINHO, 2007) e (LEACH,
2001).

Os métodos Mecanicos Moleculares [(mecanica dinamica: deterministica)
e (monte Carlo: estocastico)], utilizam as leis da fisica cldssica aos nucleos
atomicos das moléculas sem considerar explicitamente os efeitos eletronicos e
confiam em um campo de forca com parametros empiricos embutidos. Sao
métodos que posam da vantagem de serem computacionalmente menos
intensivos, rapidos e tuteis em computadores com recursos limitados. Outra
vantagem reside no fato de serem utilizados para macromoléculas e enzimas
(sistemas de milhares de dtomos). Estes métodos possuem desvantagens, tais
como, o fato do campo de forca ser aplicidvel a uma limitada classe de
moléculas, o de ndo executar cdlculos de propriedades eletronicas, a
necessidade de requerer dados experimentais para os parametros e pelo fato de
serem utilizados para sistemas ou processos onde ndo ocorrem nenhuma
ruptura ou formacao de ligagdes quimicas (LEACH, 2001), (JENSEN, 2007) e
(ALCACER, 2007).

A mecanica molecular (MM), também conhecida como método de campo
de forga, trata as moléculas como uma colecido de massas interagindo entre si
através de forcas harmonicas, utilizando as leis cldssicas da fisica para
predizer as estruturas e as propriedades das moléculas. A mecanica molecular
utiliza uma expressdo de energia potencial em funcdo apenas das posicdes dos
nicleos, negligenciando a movimentagdo dos elétrons (LEACH, 2001),
(JENSEN, 2007). Um campo de for¢a (Force Field) de mecanica molecular
contém parametros referentes as interacdes ligantes (comprimento de ligagao,
angulo de ligacdo e angulo diedral) e ndo-ligantes (eletrostiticas e de van de
Waals) que sdo utilizados para calcular a energia estérica e a geometria de
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uma molécula (ALCACER, 2007). Desta forma, a energia total (Er) ou
energia estérica de um sistema molecular representado de forma geral pela
[Equacdo 1] e conhecida como Equagdo de Westhemeir, pode ser dividida em
varias componentes denominados forcas potenciais ou equacgdes de energia
potencial, que sdo calculados separadamente e somados para obter a Er da
molécula, como as energias relacionadas a deformag¢do do comprimento de
ligacdo (Es), a deformacdo do angulo de ligacdo (Ea), ao angulo de torsdo
(Et), as interagdes de van der Waals (EvdW) e finalmente as eletrostaticas
(Eele) (LEACH, 2001), (JENSEN, 2007), (SANT’ANNA, 2009) e (MELO,
2009).

Er=XEs + XEa + XEt + ZEvdW + XEele Eq. 1

A escolha do campo de forca é fundamental, visto que a confiabilidade dos
dados obtidos € dependente das funcoes de energia gerado por esses campos.
Alguns campos de for¢a sdo encontrados em programas computacionais, cOmo
o campo de for¢a “MM1” (Molecular Mechanics 1) desenvolvido por Norman
Allinger em 1976. Em 1977, Allinger, realiza algumas mudangas e introduz o
“MM?2” (Molecular Mechanics 2) que possibilitou a realizagdo de maior
acuricia nos célculos. Diferentes campos de forcas estdo disponiveis nos
programas computacionais, tais como: “MM3” (Molecular Mechanics 3) e
“MM4” (Molecular Mechanics 4) contendo diversos termos desenvolvidos
por Allinger e colaboradores. Outros campos de forca utilizados, mas para
simulacdo de macromoléculas (proteinas e enzimas) ¢ o “AMBER” (Assisted
Model Building and Energy Refinement) ¢ o CHARMM (Chemistry at
Harvard Macromolecular Mechanics) (LEACH, 2001), (JENSEN, 2007).

Os métodos Mecanicos Quanticos (ab initio, semi-empirico e funcional de

densidade) confiam na equagdo de Schrodinger para a descricao de moléculas
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levando em consideracdo o tratamento explicito da estrutura eletrOnica.
Diferente dos métodos de mecanica molecular, os métodos de mecanica
quantica consideram os nucleos e os elétrons que compde o sistema molecular.
Entdo, os modelos quanticos sdo fundamentados nas solug¢des aproximadas
para a equagdo de Schrodinger [Equagdo 2], sendo considerado o
comportamento ondulatorio dos elétrons no calculo de energia do sistema.

HY = EW Eq. 2

Na [Equacdo 2], H é o operador Hamiltoniano que representa a energia da
molécula, incorporando a energia cinética (Ec) dos elétrons e a energia
potencial (E,) das interagdes elétron-elétron e elétron-nucleo e ¥ € a fungdo de
onda descrita em termos de coordenadas espaciais dos elétrons que constituem
o sistema molecular em um determinado estado. A mecénica quantica € util
para o cdlculo de valores de afinidade eletronica, calor de formagdo, potencial
de ionizacdo e momento dipolar das moléculas. Também pode ser utilizado
para o célculo da “probabilidade relativa” de se encontrar elétrons (densidade
eletronica) numa estrutura molecular, justificando a determinacdo dos locais
mais provaveis para reacoes com eletrofilos ou nucledfilos (THOMAS, 2007),
(LEACH, 2001), (MAGALHAES, 2009), (JENSEN, 2007) e (SANT’ANNA,
2009).

Os métodos ab initio sao Métodos Quanticos utilizados para sistemas
moleculares pequenos (dezenas de 4tomos) e nao requerem nenhum parametro
empirico. Estes métodos apresentam vantagens de serem utilizados para uma
ampla gama de sistemas quimicos e bioldgicos, ndo depender de dados
experimentais, serem matematicamente rigorosos € capazes de determinar ndao
s6 estados fundamentais como também estados de transicdo e estados
excitados. A desvantagem dos métodos ab initio reside no fato de serem
computacionalmente muito intensivos (MORGON e COUTINHO, 2007),
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(ALCACER, 2007), (JENSEN, 2007), (TRSIC e SIQUEIRA-PINTO, 2009),
(ATKINS, DE PAULA e FRIEDMAN, 2011), (ATKINS e DE PAULA,
2008) e (THOMAS, 2007).

O termo em latim ab initio significa “a partir do inicio” ou “a partir dos
principios fundamentais”, ou seja, sdo calculos realizados a partir de
constantes fisicas fundamentais, usando equacdes exatas, que envolvem uma
populacgdo eletronica total da molécula sem o uso de parametros experimentais
e sem aproximagOes adicionais. O primeiro método de célculo da estrutura
eletronica foi o método de Hartree-Fock (HF), que emprega a equacdo de
Schrodinger completa para tratar todos os elétrons de um sistema quimico
(ATKINS, DE PAULA e FRIEDMAN, 2011), (ATKINS e DE PAULA,
2008), (MAGALHAES, 2009), (THOMAS, 2007) e (SANT’ANNA, 2009).
Este método emprega conjuntos de funcdes de base (basis set) nos célculos
tais como as fungdes do tipo Slater (STO) e as fun¢des Gaussianas (GTO: 3-
21G, 6-31G). Essas bases minimas apresentam diversas defici€ncias e para
aprimora-las faz-se a inclusio da funcdo de polarizacdo (i.e., orbitais p
representado por *) (LEACH, 2001), (MAGALHAES, 2009), (ATKINS, DE
PAULA e FRIEDMAN, 2011), (TRSIC e SIQUEIRA-PINTO, 2009) e
(JENSEN, 2007). Assim, 6-31G* refere-se ao conjunto de base 6-31G com
funcdo de polarizacdo para atomos pesados (i.e., dtomos diferentes de
hidrogénio), 6-31G** refere-se a inclusdo da funcdo de polarizacdo para os
atomos de hidrogé€nio e hélio. A base 6-31G** € particularmente util em
sistemas com ligacdes hidrogénio (LEACH, 2001), (ATKINS, DE PAULA e
FRIEDMAN, 2011), (TRSIC e SIQUEIRA-PINTO, 2009), JENSEN, 2007) e
(MAGALHAES, 2009).

Os métodos semi-empiricos sao métodos quanticos utilizados para sistemas
moleculares de tamanho intermedidrio (centenas de dtomos) e que requerem
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parametros empiricos experimentalmente derivados. Possuem como vantagem
o fato de serem computacionalmente menos exigente que os métodos ab initio
e também sdo capazes de calcular estados de transi¢do e estados excitados.
Estes métodos posam de desvantagens como, o fato de exigirem dados
experimentais para parametros e de serem menos rigorosos que os métodos ab
initio (MORGON e COUTINHO, 2007), (ALCACER, 2007), (JENSEN,
2007), (TRSIC e SIQUEIRA-PINTO, 2009), (ATKINS, DE PAULA e
FRIEDMAN, 2011), (ATKINS e DE PAULA, 2008) e (THOMAS, 2007).

Os métodos semi-empiricos utilizam o mesmo formalismo quanto-
mecanico como se empregam conjuntos de base incluindo apenas os elétrons
da camada de valéncia do sistema. O motivo desta aproximac¢ido € que 0s
elétrons envolvidos numa reacdo quimica e em outros fendmenos
intermoleculares sao os elétrons da camada de valéncia (ATKINS, DE
PAULA e FRIEDMAN, 2011), (ATKINS e DE PAULA, 2008), (THOMAS,
2007) e (MAGALHAES, 2009). A equaciio de Schrodinger é uma equagio
diferencial e sua resolucdo envolve a resolucdo de um grande nimero de
integrais. No caso de calculos com métodos ab initio, o0 nimero de integrais
cresce aproximadamente com a quarta poténcia do nimero de funcoes de base,
chaegando a alguns milhdes mesmo para moléculas pequenas. Nos métodos
quanticos semi-empiricos, a negligéncia de um grande nimero dessas integrais
foi a solucdo adotada para economizar tempo de maquina e também reduzir a
quantidade de memoria necessaria nos cédlculos (MORGON e COUTINHO,
2007), (ALCACER, 2007) e (SANT’ANNA, 2009). Apods os trabalhos
pioneiros de Pople e colaboradores, Dewar e colaboradores desenvolveram um
série de programas com o objetivo de tornar acessiveis os cdlculos semi-

empiricos de orbitais moleculares (SANT’ANNA, 2009).
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O primeiro método a utilizar essa aproximacdo € o CNDO (Complete
Neglect of Differential Overlap) Negligéncia Completa da Diferencial de
Sobreposi¢do, no qual os orbitais atdbmicos sdo considerados esfericamente
simétricos na avaliacdo das integrais de repulsdo eletronica. Outros métodos
também utilizam essas aproximagdes tais como, INDO (Intermediate Neglect
of Differencial Overlap), Negligéncia Intermedidria da Diferencial de
Sobreposicio e NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap),
Negligéncia da Diferencial de Sobreposicdo Diatdomica (LEACH, 2001),
(MORGON e COUTINHO, 2007), (ALCACER, 2007), (JENSEN, 2007) e
(MAGALHAES, 2009). Os métodos semi-empiricos mais comumente
utilizados sao AM1 (Austin Model 1) e PM3 (Parametric Method 3), € ambos
os métodos incorporam aproximagdes muito semelhantes, mas diferem na
parametrizagdo. Recentemente, o método AMI1 foi objeto de uma re-
parametrizacdo para os atomos de H, C, N, O, P, S, F, Cl, Br e I, resultando no
método RM1 (Recife Model 1), com menores erros de célculos do que os
gerados pelos métodos AM1 e PM3 (MORGON e COUTINHO, 2007) e
(MAGALHAES, 2009). A parametrizacdo para estes métodos foi
desenvolvida para reproduzir uma série de dados experimentais, incluindo
geometrias de equilibrio, calores de formag¢ao, momentos de dipolo e energias
de ionizagao (SANT’ANNA, 2009).

A Teoria do Funcional de Densidade (Density Functional Theory — DFT) é
um formalismo muito bem sucedido, onde o principal objetivo € substituir a
fun¢do de onda, usada para descrever os elétrons em métodos como o Hartree-
Fock, pela densidade eletronica. Os célculos HF consideram uma densidade
eletronica média, ja os cdlculos DFT consideram as interagdes instantaneas de
pares de elétrons com spins opostos (MORGON e COUTINHO, 2007),
(JENSEN, 2007), (ATKINS, DE PAULA e FRIEDMAN, 2011). Trata-se de
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uma aproximacgdo baseada na teoria de Hohenberg e Kohn que afirma que
todas as propriedades de um sistema sdo fun¢des da densidade de carga. O
teorema de Hohenberg-Kohn permite descrever a energia eletrOnica total de
um sistema quimico como uma fun¢do da densidade eletronica p [Equacao 3]:

E(p) = Exe(p) + Ec(p) + Eu(p) + Ex(p) Eq.3
onde, Exg(p) € o termo de interagdo nucleo-elétron, Ec(p) € o termo da energia
cinética, Ey(p) ¢ o termo da energia de Coulombiana e E,.(p) ¢ o termo que
contém as contribui¢des de troca e correlacdo. Assim, independente da forma
como o método € apresentado, todas as propriedades sdo funcionais da
densidade eletronica p, e a energia do estado fundamental de um sistema
multieletronico sob um dado potencial externo € descrito de acordo com a
[Equacdo 3].

Nos métodos DFT considera-se que a energia de um conjunto de elétrons
sob influéncia de um campo externo € um funcional tnico da densidade
eletronica. Esta dependéncia aparece em dois termos da energia eletrOnica,
chamados funcional de troca e funcional de correlagio (MORGON e
COUTINHO, 2007), (JENSEN, 2007) e (SANT’ANNA, 2009). Outra
vantagem dos métodos DFT é a incorporacdo de efeitos de correlacdo
eletronica no calculo da energia. Os diferentes funcionais disponiveis usam
diferentes formas de calcular a correlacdo. No esquema de Kohn-Sham, por
exemplo, € definido um potencial de troca e correlacdo, que € derivada
funcional da energia total de troca-correlagio (MORGON e COUTINHO,
2007). Os melhores funcionais DFT podem fornecer resultados de qualidade
similar aos métodos ab initio que consideram a correlacao eletrOnica, porém a
um custo computacional muito menor (MELO, 2009) e (MORGON e
COUTINHO, 2007). O método B3LYP (Becke, Lee, Yang e Parr) € um
método hibrido amplamente aplicado, onde parte do funcional € obtido por
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Mecanica Quantica (combina energia de troca HF com o termo de troca DFT)
e parte é parametrizado (adiciona funcionais de correlacio) (MAGALHAES,
2009), (MELO, 2009), (JENSEN, 2007) e (MORGON e COUTINHO, 2007).

O importante € salientar que nem todos os tipos de cédlculos sdo executados
por todos os métodos e nenhum método é melhor o suficiente para todos os
propositos. Assim, cada método apresentard vantagens e desvantagens para
uma determinada aplicacdo, e por fim, caberd ao pesquisador a escolha do
método mais eficaz, levando em consideragdo uma série de critérios como a
natureza da molécula, o tipo de informacao obtida, recursos computacionais e
a disponibilidade em usar determinados parametros que foram determinados
experimentalmente (MORGON, 2001).

Atualmente, um novo cendrio vem sendo tracado, fruto do “‘casamento”
entre os métodos Mecanicos Moleculares (MM) e os métodos Mecanicos
Quanticos (QM). Esta combinacao deu origem aos métodos hibridos classico-
quantico, uma técnica mais satisfatoria, conhecida por Quantum

Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM) (MORGON, 2001).
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Chalconas como agentes antifiingicos

Atualmente, existem vadrias classes de compostos organicos sintetizados
servindo como um Lead Compound na producdo de novos farmacos:
alcalodides, esteroides, terpendides, flavonoides, entre outros, naturalmente
presentes numa gama imensa de vegetais. Uma importante categoria de
flavonoides destaca-se por apresentar moléculas com potencial farmacoldgico:
as chalconas (SIMOES et al, 2004).

Derivados de chalcona sdo precursores biossintéticos de flavondides e que
apresentam o nucleo 1,3-difenil-2-propen-1-ona, ou seja, sdo cetonas o,p-
insaturadas ou enonas (MOTTA, GAUDIO e TAKAHATA, 2006),
(McMURRY, 2011) e (CAREY, 2011). Sdo compostos quimicos encontrados
abundantemente em fontes naturais, em especial, plantas superiores, podendo
ainda ser obtidos por sintese organica, pela reacdo entre cetonas e aldeidos
aromaticos em meio alcalino, num processo conhecido como Condensacao de

Claisen-Schmidt [Figura 13].
O 0 O

I
X
+ base @ @
aldeido cetona chalcona

Figura 13: Esquema geral da condensacdo de Claisen-Schmidt

A obten¢do de novas chalconas, com diferentes grupos substituintes nos
anéis aromaticos, tem sido explorada por pesquisadores com intuito de obter
melhores resultados terapéuticos. Alguns autores sugerem que a atividade
antimicrobiana, em especial a atividade antiftingica, seja atribuida a

reatividade da carbonila do grupamento cetdnico das chalconas.
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Loépez e colaboradores avaliaram a atividade antiftingica de 41 chalconas
em meio Sabouraud relatando que a unidade o,B-insaturada dos compostos
poderia estar atuando como aceptores da reagdo de Michael, ligando-se aos
agrupamentos tiol de enzimas que participam na sintese da parede celular
fingica. As chalconas ativas foram testadas para 3-1,3-glucan sintase e quitin-
sintase, enzimas que catalizam a biossintese dos polimeros (B-1,3-glucana e
quitina) da parede celular. Os pesquisadores constataram que: a) grupos
doadores de elétrons no anel A tendem a reduzir a atividade antifingica; b)
grupos retiradores de elétrons na posi¢do-para no anel A tendem a aumentar a
atividade bioldgica; c¢) grupos NO, e Cl na posi¢do-para no anel A diminuem
a atividade antifungica; d) efeitos estéricos no anel A sdo considerados
relevantes e) substituintes orto-volumosos no anel A apresentam a planaridade
afetada, o que justifica o impedimento estérico; e) substituintes na posicao-
orto no anel B representam a perda total da atividade bioldgica; f)
surpreendentemente, o composto a seguir foi o que apresentou maior atividade

antifingica [Figura 14] (LOPEZ et al, 2001).

O
H3CO
Br

(2E)-1-(4-bromofenil)-3-(3-metoxifenil)-
prop-2-en-1-ona

Figura 14: Estrutura quimica da chalcona com maior atividade antifingica (LOPEZ et
al, 2001).

De acordo com Nowakowska [NOWAKOWSKA, 2007], as chalconas
preniladas na [Figura 15], isoladas das folhas de Maclura tinctoria,
mostraram-se ativas contra os fungos Candida albicans e Cryptococcus

neoformans.
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oo
HO
(2E)-1-[2-hidroxifenil)-3-(3-metilbut-2-en-1-il)-fenil]-3-(4-hidroxifenil)
prop-2-en-1-ona

O OH
¢
H
HO ©
(2E)-1-[2-hidroxifenil)-3-(3-metilbut-3-en-1-il)-fenil]-3-(4-hidroxifenil)
prop-2-en-1-ona

Figura 15: Chalconas hidroxiladas com atividade bioldgica

Okunade e colaboradores realizaram um screening bioldgico de derivados
de dihidroxichalconas contra cepas de Candida albicans e Cryptococcus
neoformans em pacientes HIV demonstrando uma atividade antiftingica
relativamente elevada (OKUNADE et al, 1997).

Uma série de 44 chalconas foi sintetizada e avaliada para a atividade contra
Candida albicans. O estudo SAR realizado mostrou que a atividade
antifiingica € extremamente dependente da substituicdo nos anéis e
correlaciona em grande parte com a capacidade dos compostos em interagir
com grupos sulfidrila. As mais ativas foram as chalconas hidroxiladas e a
atividade antiftingica estd relacionada com a localiza¢ao do grupo hidroxila no
anel aromatico B, obedecendo a seguinte ordem: orto-OH > para-OH > 3,4-di-
OH > meta-OH. Demonstraram que as chalconas mais ativas provavelmente
interagem com componentes celulares tiol de C. albicans, mas os autores
consideram que o mecanismo € complexo e necessita de maiores investigacoes
(BATOVSKA et al, 2007).

Lahtchev e colaboradores sintetizaram e avaliaram a atividade antiftingica
de uma série de 21 chalconas. No que diz respeito ao modo de acgdo

antifungica das chalconas foi demonstrado que o DNA ndo era o principal

41



Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

alvo para as chalconas. O estudo revelou que a glutationa intracelular das
leveduras e moléculas de cisteina desempenham um papel significativo como
uma barreira na defesa contra a acdo das chalconas. A pesquisa revelou
também que: a) a localizacdo favoravel para grupo hidroxila € posicao-meta
no anel B; b) em contraste, estudos anteriores mostraram que posi¢cao-orto foi
a mais favordvel para atividade de chalconas hidroxiladas contra cepas de C.
albicans; c) Efeitos eletrOnicos de substituintes na posi¢ao-para em anel B das
chalconas nao s3o cruciais para exibicdo de atividade antifingica
(LAHTCHEYV et al, 2008).

Recentemente, Sivakumar e colaboradores, sintetizaram, avaliaram a
atividade contra quatro espécies de fungos e realizaram um estudo QSAR para
48 chalconas. O estudo QSAR indicou que a atividade antifingica estd
correlacionada com descritores do tipo: ADME, eletrofilicidade, topoldgico e
espacial. A importincia de substituintes elétron-retiradores na estrutura
quimica das chalconas estd altamente correlacionada com a atividade
antifungica dos compostos mais ativos € com a presenca de orbital LUMO
(SIVAKUMAR, KUMAR e DOBLE, 2009).

Uma série de onze chalconas quinolinicas foi preparada e testada para
atividade antifungica in vitro contra 08 cepas de fungos patdgenos em
humanos. Seis derivados da série apresentaram elevada atividade antiftingica
in vitro. A lipofilicidade dos derivados foi determinada por intermédio de
HPLC e apresentou correlagdo com a atividade biolégica in vitro dos
compostos. Trés derivados mostraram atividade antifingica in vitro maiores
que o padrao fluconazol. Notaram que a presenca de grupo polar em anel fenil
na posicao-orto € muito importante para a atividade antifingica (MUSIOL et

al, 2006).
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Onze novas chalconas sulfonamidas foram sintetizadas e a atividade
antimicrobiana foi testada contra vdarios fungos patogé€nicos e algumas
bactérias. Verificou-se que as chalconas apresentaram considerdvel atividade
antifungica e uma menor atividade antibacteriana (JAIN, CHOURASIA,
RAO, 2004).

Recentemente, uma série de seis novas chalconas derivadas de 2-acetil
piridina foi sintetizada e a atividade antimicrobiana (antibacteriana e
antifingica) destes compostos foi avaliada. Os resultados revelaram que
quatro chalconas apresentaram boa atividade bacteriana e quatro apresentaram
consideravel atividade antiftingica (PRASAD et al, 2008).

Azad e colaboradores prepararam uma série de chalconas quinolinicas e
avaliaram contra diferentes cepas de bactérias e fungos. Todos os compostos
preparados mostraram significante atividade bioldgica antifingica (AZAD,
MUNAWAR, SIDDIQUI, 2007).

Turkar e colaboradores sintetizaram 12 chalcona e avaliaram a atividade
contra 06 espécies de bactérias e 03 espécies de fungos. Cinco compostos
apresentaram atividade anti-Candida albicans com valores inferiores a
8ug/mL. Observou-se que as chalconas que apresentavam um grupo isobutila
no anel derivado da cetona, e grupos heterociclicos (2-piridinil, 3-tiofeno e 3-
furano) derivados de aldeidos apresentaram boas atividades antifliingicas.
Presenciaram também que grupos trimetoxi em posi¢des 1, 2 e 3 no anel
derivado do aldeido aumentam consideravelmente a atividade antifingica
(TURKAR et al, 2010).

Swamy e colaboradores sintetizaram 12 compostos de chalcona derivados
de 3-hidroxi benzofurano e avaliaram a atividade contra 02 espécies de

bactérias e 02 espécies de fungos, entre elas Candida albicans. Todos os
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compostos sintetizados apresentaram excelente atividade antifiingica
(SWAMY e AGASIMUNDIN, 2008).

Recentemente, foram sintetizados 08 chalconas derivadas do 3-acetil-2,5-
dimetilfurano substituido aromético e aldeido heterociclico. Os compostos
foram avaliados contra 03 espécies de fungos e 05 espécies de bactérias.
Todos os compostos sintetizados mostraram excelente atividade antifungica
com um halo de inibicdo maior que 13 mm em baixas concentracdes dos
compostos (SRIDHAR et al, 2011).

Com o objetivo de avaliar o potencial antifungico, uma série de chalconas
contendo enxofre foi sintetizada e testada quanto a sua atividade in vitro. Os
compostos possuem como parte do anel heteroaromdtico o tiofeno ou como
cadeia lateral o tiometil, onde alguns dos compostos mostraram atividade
significativa contra a cepa resistente ao fluconazol (BAG, RAMAR e
DEGANE, 2008). Utilizamos esta série de chalconas modificadas como parte
deste trabalho de doutorado, para a realizacdo de um estudo QSAR cldssico
(QSAR-2D), com intuito de predizer a atividade bioldgica anti-Candida
albicans para novas chalconas que serdo sintetizados e posteriormente

avaliados microbiologicamente.
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3.1 Objetivo Geral

Através do estudo Quantitativo Estrutura Quimica - Atividade Bioldgica,
OSAR Classico, propor a sintese de novas chalconas. Sintetizar 0os novos
compostos, caracterizar estruturalmente os compostos, avaliar a atividade
microbioldgica in vitro contra as cepas de Candida albicans das chalconas
sintetizadas e posterior citotoxicidade in vitro para as chalconas sintéticas
mais ativas. Finalmente, serd analisado o perfil farmacocinético-toxicolégico
in silico dos compostos sintéticos mais ativos e faremos uma proposta para o

mecanismo de acdo dos compostos estudados.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar estudo QSAR cldssico para uma série de chalconas com
atividade bioldgica contra cepas de Candida albicans, com intuito de obter
modelos multidimensionais lineares segundo a abordagem de Hansch-
Fujita, por intermédio do método quimiométrico: Regressao por Quadrados
Minimos Parciais (PLS);

® Propor a sintese de chalconas levando em consideracdo os modelos
multidimensionais propostos;

e Sintetizar e caracterizar estruturalmente as chalconas propostas;

e Avaliar a atividade microbiolégica in vitro dos derivados sintetizados
contra as cepas de Candida albicans;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos derivados sintetizados mais ativos;

e Realizar a validagao externa do modelo QSAR-2D proposto utilizando os

compostos mais ativos sintetizados como série externa;
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e Avaliar o perfil de toxicidade in silico (mutagenicidade,
tumorogenicidade, irritabilidade e efeito no sistema reprodutor) dos
compostos sintetizados mais ativos;

e Avaliar o perfil farmacocinético in silico Drug-Likeness e Drug-Score
para os compostos sintetizados mais ativos;

e Aplicar a Regra de Lipinski para as chalconas mais ativas com intuito de
prever a biodisponibilidade oral dos derivados;

e Propor um provédvel mecanismo de acdo para as chalconas estudadas

neste trabalho.
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SUBDIVISAO DO TRABALHO

A primeira parte deste trabalho (Parte A) consistiu na realizacdo do estudo
QSAR classico com intuito de propor a sintese organica de novos derivados

andlogos de chalcona.

A segunda parte deste trabalho (Parte B) consistiu na sintese de novas
chalconas, caracterizacdo estrutural dos compostos sintetizados, avaliacdo da
atividade microbiolégica in vitro contra as cepas de Candida albicans,

avaliacao da citotoxicidade in vitro para as chalconas mais ativas.

A terceira parte deste trabalho (Parte C) consistiu na realizacdo da
validacdo externa para os compostos mais ativos avaliados
microbiologicamente, avaliacdo do perfil toxicoldgico in silico, avaliagdao do
perfil farmacocinético in silico e proposta para o mecanismo de agdo

antifiingica de chalconas.
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Parte A

Estudo QSAR classico e Proposta de Sintese de Novas

Chalconas

1. CONSIDERACOES GERAIS
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O planejamento computacional de farmacos é uma drea de rapido
crescimento que atualmente € considerada como sendo uma componente
fundamental na Quimica Medicinal. A possibilidade de projetar compostos
com propriedades terapéuticas bem definidas evitando enormes custos na area
de sintese organica € algo que motiva bastante os Quimicos Teodricos
Computacionais que atuam no estudo das relagdes quantitativas entre a

estrutura quimica e a atividade bioldgica (QSAR).

Basicamente, as técnicas utilizadas em QSAR consideram a existéncia de
uma relacdo entre as propriedades moleculares de um dado composto com a
sua atividade biolégica experimental. As propriedades fisico-quimicas dos
compostos bioativos sdo um reflexo de sua estrutura quimica e podem ser
descritas matematicamente por intermédio de modelos multidimensionais, que
na realidade correlacionam os descritores estruturais de uma série de
compostos analogos com a atividade bioldgica observada. Assim, a Quimica
Teoérica Computacional € uma disciplina fundamental nos estudos QSAR, pois
utiliza métodos matemaéticos para o calculo das propriedades moleculares e
para a simulagdo molecular. Outra disciplina de extrema importancia nos
estudos QSAR € a Quimiometria, pois por intermédio dela se utiliza métodos
estatisticos multivariados na andlise de matrizes de dados quimicos
complexos, obtendo equacdes multiparametros por intermédio de métodos de

regressdao multipla.

Pelo contexto mencionado, nos estudos QSAR nota-se uma
multidisciplinaridade envolvendo as ciéncias exatas e biologicas com o
objetivo de predizer a atividade biolégica de compostos andlogos e assim
possibilitar modificagdes moleculares nos compostos em estudo no sentido de

planejar novos compostos quimicos com maior atividade bioldgica, melhor
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efici€ncia terapéutica, menor toxicidade e o estudo dos possiveis mecanismos
de acdo dos compostos. A andlise QSAR consta de vdrias etapas, como:
planejamento dos objetivos, a determinagdo da geometria molecular dos
compostos, o cdlculo de parametros fisico-quimicos, a andlise estatistica
multivariada, o estabelecimento de modelos matematicos, a validacdo dos

modelos propostos e finalmente a interpretacdo da equagao multiparametros

estabelecida.

Neste trabalho levaremos em consideracdao que a atividade bioldgica de
compostos estd relacionada com a energia livre de Gibbs (AG®) envolvida na
interacdo farmaco-receptor. Esta abordagem que envolve a correlacdo de
descritores sob o ponto de vista termodindmico € chamada de Abordagem
Extratermodinamica, e constitui a base da andlise de Hansch-Fujita (HANSCH

e FUJITA, 1964), considerada como QSAR cldssico ou QSAR-2D.

A maior finalidade deste trabalho (Parte A) é investigar se a metodologia
computacional QSAR-2D realmente auxilia no planejamento de novas
chalconas mais ativas, que por intermédio da sintese organica destes derivados
possamos avaliar a atividade bioldgica dos compostos sintetizados. Caso o
planejamento seja concretizado, estariamos constituindo uma triade entre a
Quimica Tedrica Computacional, a Sintese Organica e a Farmacologia. Esta
triade é conhecida como, a triade da Quimica Medicinal baseada na
abordagem fisiolégica, e também chamada de Principio de Price

(MONTANARI, 2011).
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Objetivando o estudo das relacoes quantitativas entre estrutura quimica-
atividade bioldgica, utilizamos os dados da literatura segundo o paper de Bag
e colaboradores (BAG, RAMAR e DEGANE, 2008). A estrutura quimica das
chalconas apresenta um esqueleto prototipo representada de acordo com a
[Figura 1A]. Os dados de atividade microbiolégica referem-se ao MIC:
Concentracio Inibitéria Minima em mol.L™' (molar), que indica a atividade
biologica dos compostos determinados experimentalmente necesséria para
inibicdo das cepas resistentes de Candida albicans (NCIM 3446). Os dados
foram convertidos em escala — log MIC que indica pMIC [Tabela 1A]. O

antifungico fluconazol foi usado como controle nos ensaios biologicos.

Figura 1A: Esqueleto bésico de uma chalcona.

A proposta do presente trabalho € realizar um estudo Quimico Quantico
QSAR para as chalconas [Tabela 1A] com finalidade de investigar quais
propriedades moleculares (descritores) sdo relevantes no intuito de descrever a
atividade bioldgica experimental dos compostos e propor um possivel modo
de interacdo destes compostos andlogos. Levamos em consideracdo a
abordagem de Hansch-Fujita (HANSCH e FUJITA, 1964) na anélise QSAR
classica para obter modelos multidimensionais lineares através do método

quimiométrico PLS.
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Tabela 1A: Série de treinamento utilizada no estudo QSAR cldssico.

O
X AN S
DA RO U
1-12, tipo X 13-20, tipo Y

Composto Tipo RA RB y/ pMIC

01 X 4-SCH; 4-F - 4,531
02 X 4-SCH; 4-Cl - 4,159
03 X 4-SCH; 4-Br - 3,522
04 X 4-SCH; 2,4-Cl - 3,208
05 X 4-SCH; 4-NO, - 3,477
06 X 4-SCH; 4-OCH; - 4,152
07 X 4-SCH; H - 3,804
08 X 4-SCH; 4-OH - 3,829
09 X 4-SCH; 2-OH - 4,130
10 X 4-SCH; 3-OH - 3,829
11 X 4-SCH; 4-fenil - 3,120
12 X 2,3-OCH; 4-OCH; - 4,474
13 Y 4-SCH; - H 4,716
14 Y 4-SCH; - Br 3,832
15 Y 3,4-OCH; - H 4,136
16 Y 3,4-OCH; - Br 3,548
17 Y 4-fenil - H 3,064
18 Y 4-fenil - Br 3,169
19 Y 4-OCH; - H 4,086
20 Y 4-OCH; - Br 3,508

pMIC = - log MIC; * MIC = Concentracdo Inibitéria Minima (molar); RA: substituintes em anel A para

compostos do tipo X e Y; RB: substituintes em anel B para compostos do tipo Y; Z: substituintes em anel B

para compostos tipo Y. Os autores ndo citam o valor de MIC do fluconazol, que foi o controle utilizado.

2.1 Otimizacdo de Geometria e Analise Conformacional

A informagdo da estrutura quimica de uma molécula de cada composto

analogo estd relacionada ao arranjo tridimensional (3D), com as propriedades

eletronicas de regides especificas da molécula, com suas propriedades
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estereoquimicas, a topologia molecular e aos seus aspectos dimensionais.
Sabe-se que a otimizacdo da geometria molecular consiste na minimizacao da
energia estérica de um modelo inicial resultando estruturas mais estaveis.

Seja qual for o programa utilizado no desenho 3D das estruturas quimicas
para cada derivado andlogo, as moléculas inicialmente ndo estdo na geometria
molecular mais adequada, isto €, em sua conformacdo mais estavel. Durante o
processo de desenho da estrutura quimica, ocorrem distor¢des em ligacoes
quimicas, nos angulos entre as ligacdes e nos angulos diedrais. Além das
distor¢des, ocorrerd também interacdo entre dtomos ndo ligantes, competindo
com a mesma regido no espaco, justificando assim, as elevadas repulsdes
estéricas, aumentando o valor absoluto da componente fun¢do potencial E,,.
bondeds S€ja por interacdo de van der Waals ou interacdo eletrostatica
Coulombiana (LEACH, 2001) e (CARVALHO et al, 2003). Portanto, a
molécula desenhada em 3D nio estd numa conformacgdo estdvel e muito
menos na mais estdvel, necessitando de alteracdes em sua estrutura quimica
inicial de forma a reduzir a energia potencial (Ey) (CARVALHO et al,
2003).

Sabemos que mesmo realizando a minimiza¢do energética (otimizagao
geométrica), obteremos necessariamente a estrutura quimica mais estavel, pois
ao executar o célculo de minimizacdo, o programa computacional para ao
encontrar minimos de energia, mas ndo necessariamente serd um minimo
correspondente a conformagdo mais estavel. Os minimos de energia
encontrados representam conformacoes estdveis e sdo chamados de minimos
locais [Figura 2A]. Os minimos locais fornecem informagdes a respeito do
arranjo espacial de uma das muitas conformacdes encontradas (THOMAS,

2007) e JENSEN, 2007).
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A estabilidade molecular pode ser explicada em termos de energia
potencial. Uma molécula pode apresentar vérias conformag¢des com baixa
energia potencial. Se o programa encontrar o estdgio molecular de menor
energia potencial, entdo, ter-se-4 a informacgao a respeito do arranjo espacial
mais estdvel. Este estado energético da molécula é denominado de minimo
global [Figura 2A] sendo que a estrutura quimica de uma molécula s6 pode
apresentar um estado assim. Quando dizemos que determinada molécula
encontra-se em um minimo global, isso significa que sua estrutura apresenta a
menor energia em uma superficie potencial (TRSIC e SIQUEIRA-PINTO,
2009). Entre o estado de minimo local e o de minimo global existe uma
barreira de energia potencial que conduz a um estdgio molecular de mais alta
energia potencial. Este estdgio molecular é considerado estado de transi¢do
molecular e pode também ser chamado de saddle point [Figura 2A]
(THOMAS, 2007), (PATRICK, 2002) e (JENSEN, 2007).

O maior dilema consiste em saber qual serd a conformagao biologicamente
ativa. Por mais que facamos a minimizacdo energética, a otimizagdo
geométrica e a andlise conformacional para as estruturas quimicas de cada
derivado levando em consideracdo as ligacdes quimicas com possibilidade de
giro rotacional, nada garante que a estrutura quimica resultante seja a
conformacdo biologicamente ativa (LEACH, 2001) e JENSEN, 2007).

N3o ha como saber qual serd a conformagdo bioativa sem estudos
experimentais, pois isto geralmente utiliza-se a conformacdo de mais baixa
energia. Teoricamente, esta serd a conformac¢ao com maior probabilidade e em
maior numero durante o processo de interacdo com o receptor. Quanto maior
for a presenca de ligacdes quimicas com possibilidade de giro rotacional,
maior serd a dificuldade em encontrar a estrutura quimica de menor energia
para o composto em estudo (SADOWSKI, SCHWAB e GASTAIGER, 2004).
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Energia
(E)

——> E minima global

Variacdo conformacional

O E inicial E minima local

Figura 2A: Diagrama de energia potencial x varia¢do conformacional.®

A minimizagdo energética, a otimizacdo da geometria € a andlise
conformacional da estrutura quimica inicial podem ser realizadas por métodos
Mecanicos Moleculares (MM), Quanticos (MQ) ou pela combinacao dos dois
métodos (MM/MQ) (MORGON, 2001). Assim, durante o processo de
obtencdo da geometria molecular estidvel, ocorrerdao ajustes nas coordenadas
atdmicas no sentido de obter uma conformac¢do com menor energia potencial
possivel (THOMAS, 2007) e (LEACH, 2001).

A busca pela geometria molecular estdvel das estruturas quimicas dos
compostos pode ser realizada computacionalmente por intermédio de trés
procedimentos (MUNDIM, 2003):

1. Calculo das derivadas da funcao energia potencial: determinacio das

estruturas estdveis pelo método dos gradientes;

2. Mapeamento da hiper-superficie de energia: determinacdo das

estruturas estaveis através de métodos estocasticos;

® Adaptado de (CARVALHO et al, 2003).
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3. Evoluc¢ao temporal do sistema molecular: determinagdo das estruturas

estaveis através de simulacao Dinamica Molecular (MD).

Neste trabalho, utilizaremos o procedimento de calculo das derivadas da
energia potencial através dos métodos gradientes que podem ser classificados

em (MUNDIM, 2003):

e Método gradiente Steepest descents ou método do maximo declive;

e Método Newton-Raphson ou método gradiente conjugado;

e Método Fletcher-Powell;

e Método Simplex ou

e Combinacao dos métodos mencionados anteriormente.

Um procedimento muito utilizado € a obtencdo do desenho 3D de
estruturas similares as chalconas a partir de raios-X, que podem ser obtido no
PDB, ou em bancos especificos para moléculas menores, como a Cambridge

Structural Database (http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/csd). A analise

conformacional da estrutura quimica de uma molécula € realizada pela rotacao
(giro) da ligacdo covalente sigma, com mudanca paralela dos angulos
torsionais ou diédricos das ligacdes, e cdlculos correspondentes de energia
estérica, decorrente da sobreposi¢do espacial de atomos nao ligados e barreiras
torsionais de ligacdo (ANDRADE, TROSSINI e FERREIRA, 2010).

Preocupamos em utilizar uma metodologia consistente, no sentido em
minimizar a0 maximo a energia potencial das estruturas quimicas para cada
derivado de chalcona, pois o processo de minimizacdo da energia potencial
permite obter estruturas quimicas mais estiveis € com uma maior
probabilidade de aproximacdo da conformagao bioativa.

Para a execucdo dos cdlculos foi utilizado um computador pessoal Core-

seven equipado com sistema operacional Windows® Seven. As estruturas
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quimicas das chalconas foram desenhadas e visualizadas em 3D utilizando o
programa ACD/ChemSketch versdao 12.0 (Advanced Chemistry Development,
Inc., 2010). O primeiro passo para otimizacdo da geometria molecular das
chalconas [Tabela 1A] foi executada com a utilizagdo do método semi-
empirico Hamiltoniano PM3 (Parametric Method 3) através do programa
Arguslab versao 4.0 (Thompson and Planaria Software LLC, Inc., 2004). As
op¢Oes utilizadas para as chalconas de estudo no programa Arguslab via

método semi-empirico PM3 foram:

Menu Setup: Charge and Spin: SCF controls:
Semi-empirical PM3 Total charge = 0; | Acelerate convergence;
Spin  multiplicity = 1;|State: Lowest

Spin pairing = RHF

Menu compute: Algoritmo: RMS gradiente:

Geometry optimization Steepest descentes 0,1 Kcal/A mol

ApOs realizar este primeiro procedimento, a estabilidade molecular foi
obtida utilizando a Teoria do Funcional de Densidade (Density Functional
Theory - DFT) via método hibrido B3LYP (Becke, Lee, Yang e Parr)
empregando a fung¢do de base 6-31G (B3LYP/6-31G) no programa
ChemSitePro versao 9.0 (ChemSW, Inc., 2009). Posteriormente minimizamos
a energia molecular das estruturas quimicas pelo método Simplex utilizando
constante dielétrica igual a = 46,7 para simular ambiente DMSO
(dimetilsulfoxido), com potencial Lennard-Jones 6-12 e funcdo ligacdao de
hidrogénio (Hydrogen Bond Function). Esta minimizag¢do energética foi
executada com auxilio do pacote computacional Molecular Modeling Pro Plus
(MMPP) versao 6.3 (ChemSW, Inc., 2004), utilizando os seguintes

parametros:
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Menu Geometry: Minimization: Strain unbonded:

Minimize geometry Método Simplex Potencial 6-12 Lennard-Jones

Maximum iterations = 1000 | Constante dielétrica (= = 46,7)

Use H-bond function

Finalmente, executamos a andlise conformacional para todos os compostos
com auxilio do pacote computacional MMPP versio 6.3. A andlise
conformacional foi realizada para cada estrutura quimica utilizando
simultaneamente o giro em 10° das duas ligacdes simples (C2-R2 e C4-R1)
[Figura 1A], fixando Root Mean Square Gradiente (RMS) em 0.1 Kcal/molA,
potencial Lennard-Jones 6-12 e constante dielétrica igual a = 46,7. Os
conformeros de mais baixa energia obtidos foram utilizados na andlise
Quimica Quantica QSAR. Utilizamos o método de busca sistemdtica para a
andlise conformacional onde o nimero de conformacdes resultantes pode ser
calculado pela [Equacdo 4].

Nimero de conformacdes = (360/m)" Eq. 4
onde, m = angulo de incremento (graus); n = numero de ligacdes rotaciondveis
(KROGSGAARD-LARSEN et al, 1996) e (LEACH, 2001).

Devemos levar em consideracio que os valores da energia total pds-
otimizacdo geométrica e andlise conformacional das estruturas quimicas das
chalconas de estudo sao bem diferentes quando em meios distintos, ou seja,
utilizando diferentes constantes dielétricas [vacuo ( = 1) ou em meio solvente
DMSO ( = 46,7)]. Por este motivo utilizamos o método de minimizagao
energética do tipo Simplex com constante dielétrica 46,7 (meio DMSO), visto
que as chalconas estudadas sdo dissolvidos em dimetilsulféxido antes de
serem avaliados microbiologicamente in vitro contras as cepas resistentes de

Candida albicans.
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2.2 Calculo de Parametros Fisico-quimicos

Em QSAR cldssico, as propriedades moleculares calculadas sao
denominadas de parametros fisico-quimicos e, posteriormente, na proxima
etapa do trabalho (andlise estatistica multivariada: PLS) serdo chamadas de
variaveis independentes ou descritores. A segunda etapa do QSAR cldssico
deu-se no calculo das diversas propriedades moleculares utilizando a estrutura
quimica dos conformeros de mais baixa energia.

Os parametros fisico-quimicos calculados [Tabela 2A] sdo de natureza:
hidrofébica, eletronica, estereoquimica, termodindmica, topoldgica,
dimensional e geométrica. Todas as propriedades moleculares foram
calculadas utilizando o pacote computacional MMPP versdo 6.3 e o programa
ChemSitePro versdao 9.0. Os parametros eletronicos calculados foram
subdivididos em propriedades de natureza empirica e quantica. Para os
parametros eletronicos empiricos utilizamos o pacote computacional MMPP,
enquanto para os parametros eletronicos quanticos utilizamos o programa
ChemSitePro. Todos os parametros eletroOnicos quanticos, inclusive os Mapas
de Potencial Eletrostiatico Molecular (MEP) e as energias dos orbitais de
fronteira: Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia (HOMO) e Orbital
Molecular Desocupado de Menor Energia (LUMO) foi determinado utilizando

o método da Teoria do Funcional de Densidade (DFT-B3LYP/6-31G).

Tabela 2A: Propriedades moleculares calculadas

NATUREZA DOS PARAMETROS PROPRIEDADES MOLECULARES

HIDROFOBICOS Log P Hansch; Log P Ghose; Log P Moriguchi; MR Ghose;
(24) Q Log P; VM. Q Log P; HLB Volumétrico; P.S. Hansen 3D;
Dispersdao de Hansen 3D; Polaridade de Hansen 3D; Ligacdo de

Hidrogénio de Hansen 3D; P.S. Krevelen 3D; Dispersdo de

Krevelen 3D; Polaridade de Krevelen 3D; Ligacdo de Hidrogénio

de Krevelen 3D; V.M. Krevelen 3D; Energia de Coesao; Area
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Superficial Hidrofilica; % Area Superficial Hidrofilica; Tensdo
Superficial; S.W. Klopman; Log S.W. Klopman; Log Molar S.W.
Hansch; Log Molar S.W. Ghose.

DIMENSIONAIS Volume de van der Waalsi; Area Superficiali; Densidadei; Volume
(08) Moleculari; Comprimento  Molecular; Largura Molecular;
Profundidade Molecular; Nimero de Centros Atdomicos.
TOPOLOGICOS Indice de Wiener 3D; Indice de Balaban Q: Indice de Balaban S:
(06) Indice de Balaban D; Indice de Balaban A; Indice de Balaban P.
Calor de Formacdo; Energia Total; Eyomo; Enomo - 15 Enomo - 25
ELETRONICOS QUANTICOS  Evumo; Erumo + 15 ELumo + 23 4 (O1); g (€2); q (C3); q (C4); q (CA);
(29) q (CM); q (CP); q (CB); Momento de Dipolo Molecular; 1; 1/1;

Eletronegatividade de Miilliken; Gap; Hydrogen Bond Donor;
Hydrogen Bond Acceptor; DE (O1); DE (C2); DE (C3); DE (C4);
DE (CA); DE (CB).

ELETRONICOS EMPIRICOS Hamett o* (A); Hamett o-para (A); Hamett o-meta (A);

(04) Hamett 6-induction (A).
ESTEREOQUfMICOS Refratividade Molar“; Verloop L1 (A); Verloop Bl (A);
(1) Verloop B2 (A); Verloop B3 (A); Verloop B4 (A);

Verloop L1 (B); Verloop Bl (B); Verloop B2 (B); Verloop B3 (B);
Verloop B4 (B).

TERMODINAMICOS Energia Livre de Gibbs; Potencial de Tonizagdo™; Parachor; H.B.N.
(04)
GEOMETRICOS a (O1C2CB); a (C2C3C4); o (C3C4CA); d (C2CB);
(08) d (01C2); d (C2C3); d (C3C4); d (CACA).

P: Coeficiente de Parti¢do; MR: Refratividade Molar; V.M: Volume Molecular; HLB: Balanco Hidrofilico-
Lipofilico; P.S.: ParAmetro de Solubilidade; S.W.: Solubilidade em H,O; q: Carga Parcial de Miilliken;
Elomo: Energia do Orbital Molecular Mais Alto Ocupado e E| yuo: Energia do Orbital Molecular Mais Baixo
Desocupado; Gap: Eyomo - ELumo; 11 (Hardness: dureza molecular) = (Epymo - Enomo)/2; (Softness: moleza
molecular) = 1/1 ; o: Constante Substituinte Hammett; CM: Carbono-meta em substituinte A; CP: Carbono-
para em substituinte A; DE: Densidade Eletronica; H.B.N.: Nimero de Liga¢des de Hidrogénio; a: Angulo
entre LigacOes; d: Distincia Interatdmica; ' Estas propriedades moleculares sdo consideradas em muitos
trabalhos como pardmetros fisico-quimicos geométricos e alguns autores ainda as consideram como sendo
estéricos; " Alguns autores consideram a refratividade molar como sendo uma propriedade molecular de
cardter misto estéreo-hidrofébico; " O potencial de ionizagdo para alguns autores pode ser considerado como
um pardmetro eletronico quantico.

2.2.1 Parametros Hidrofobicos

Sado parametros relacionados a solubilidade e ao transporte do firmaco em

meio bioldgico. As propriedades moleculares desta natureza constituem
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medidas do carater hidrofébico e hidrofilico dos farmacos, e estdo associados
a passagem das substincias quimicas por membranas bioldgicas. A mudanca
nos substituintes de um prototipo pode alterar significativamente o carater
hidrofébico ou hidrofilico e conseqiientemente a sua atividade bioldgica. Nao
devemos esquecer que, substincias que apresentam elevado carater
hidrofébico, atravessam as membranas bioldgicas com maior facilidade,
interagem com maior intensidade com as proteinas plasmdticas e podem
atravessar a barreira hematoencefélica, atingindo o Nervoso Central (SNC)
(BARREIRO e FRAGA, 2008). Portanto, € importante termos uma
previsibilidade quantitativa do carater hidrofébico e hidrofilico dos compostos
pesquisados para que possamos correlacionar a sua estrutura quimica com a
solubilidade. Um composto deve ter um balango de propriedades hidrofilicas e
hidrofébicas para ser um farmaco de sucesso. Desse modo, a sua estrutura
quimica deve ser projetada para ser compativel tanto em fase aquosa e como
lipidica.

A hidrofobicidade também se relaciona a inimeros fatores: interagdo do
farmaco as proteinas plasmaticas, acumulo de farmacos nos tecidos,
reconhecimento do farmaco pelo receptor e afinidade farmaco-receptor. Para
um farmaco exercer seu efeito bioldgico, deverd passar por um conjunto de
processos farmacocinéticos: absor¢do, distribuicdo, biotransformacdao e
excrecdo (ADME), além dos mecanismos farmacodinamicos, ao interagir com
seu sitio de acdo (BRESOLIN e CECHINEL-FILHO, 2010) e (KATZUNG,
2010). Utilizaremos o termo ligante para a molécula do farmaco ou droga, € o
termo receptor, bioreceptor ou biomacromolécula, para a estrutura bioldgica
(proteina ou glicoproteina) presente na membrana ou no interior das células

que apresenta o sitio alvo do ligante, e que, produz ou ndao uma resposta
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bioldgica diante a interagao ligante-receptor (KATZUNG, 2010), (GOLAN et
al, 2009) e (RANG et al, 2004).

Os farmacos geralmente atravessam as barreiras celulares por difusdo
passiva ou mediada por transportadores. O principal fator que determina a taxa
de transferéncia por difusdo passiva pelas biomembranas € a lipossolubilidade
da substancia. A transferéncia do farmaco por transportadores envolve uma
proteina transmembrana, que se liga a molécula ou ion em um dos lados da
membrana, ocorrendo alteracdo conformacional na proteina e posterior
liberac¢ao no outro lado da membrana (RANG et al, 2004).

De modo geral a interagdo entre o ligante e o bioreceptor resulta em dois
mecanismos basicos:

A) Interacdo do ligante na superficie extracelular do receptor promovendo

a ativacao de um segundo mensageiro, que posteriormente desencadeara
uma cascata de eventos bioquimicos para gerar a resposta
fisiopatoldgica;

B) Interacdo do ligante com receptor resultando em abertura de canal

10nico na membrana bioldgica (THOMAS, 2007) [Figura 3A].
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MEIO EXTRACELULAR

canal i6nico
! ligante X
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MEIO INTRACELULAR (_evemos bioguimicos)

l resgosta biolégica '

Figura 3A: Efeitos da interacdo entre ligantes e bioreceptores9

Uma propriedade molecular hidrofébica muito pesquisada € o coeficiente
de particdo (P) [Equacdo 5], usualmente estabelecida na escala logaritmica
(log P). De modo geral, compostos que apresentam log P < 0 (P — 1) sado
extremamente hidrofilicos para serem candidatos a farmacos, pois teriam
dificuldade de permear membranas biolégicas. J& compostos com log P > 0 (P

1) s@o extremamente hidrofobicos, de forma que nao se solubilizariam em
meio aquoso. Portanto, se um determinado composto apresenta valor de log P
muito alto ou muito baixo, os pesquisadores tentam modificar a sua estrutura
quimica por intermédio de substituintes a fim de alterar o coeficiente de
particdo de maneira previsivel (PANDIT, 2008), (BRESOLIN e CECHINEL-
FILHO, 2010) e (HANSCH e LEO, 1995).

= [orgénica] / [aquosa] Eq.5

® Figura cedida por W. P. Almeida — Material de Apoio — FR 507
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O coeficiente de particdio € determinado pela medida da particdo do
composto entre uma fase lipidica (usualmente 1-octanol) e uma fase aquosa
(tampao fosfato pH = 7,4), através do método shake flash. O sistema 1-
octanol/H,0 ¢ utilizado como referéncia, pois 1-octanol simula com bastante
eficiéncia as biomembranas. Apds a realizacdo da particdo do composto, a
quantificacao da concentracdo da substincia em cada uma das fases pode ser
determinada por diferentes metodologias: titulagdo, potenciometria,
espectroscopia de ultravioleta e até por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (BRESOLIN e CECHINEL-FILHO, 2010) e (PANDIT,
2008).

Outro detalhe interessante reside na circunstincia do processo de
comunicag¢do celular ocorrer por meio de interagcdo entre as moléculas ligantes
e seus receptores. Entdo ligantes mais hidrofilicos interagem com os
receptores na superficie celular, enquanto os ligantes mais hidrofébicos podem
interagir com receptores intracelulares apds atravessarem membranas
biologicas (BARREIRO e FRAGA, 2008).

2.2.2 Parametros Eletronicos

Sdo parametros relacionados com a distribui¢do eletronica na molécula,
com a facilidade com que essa distribuicdo possa ser modificada e também
estdo associados as for¢as de interagdo farmaco-meio e farmaco-receptor.

As interagOes farmaco-meio e farmaco-receptor estdo relacionadas, com
uma série de mecanismos que dependem da distribui¢do eletrbnica na
molécula, que por sua vez estdo relacionados a distribuicdo das cargas
atdmicas parciais na molécula. E importante lembrar que os alguns firmacos
em meio aquoso estdo sujeitos aos processos de ionizacdo ou dissociagdo

10nica, portanto a passagem dos farmacos por membranas bioldgicas
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dependera do pH do meio e do pK; (- log K;) das substancias (FRAGA, 2001).
Geralmente os farmacos s@o 4cidos fracos e bases fracas e o seu pK; (pKa ou
pKb) pode ser determinado pela equacdo de Henderson-Hasselbach
(GENNARO, 2004) e (RANG et al, 2004).

O mecanismo de passagem dos farmacos pelas biomembranas estd
intimamente associado a constante de ionizacdo (K;) destes, visto que,
espécies quimicas polares e apolares ndo ionizadas (moleculares) atravessam
as membranas bioldgicas com maior facilidade por apresentarem neutralidade
molecular. Substincias quimicas que sofrem ionizacdo ou dissociacdo idnica
em meio aquoso resultam particulas eletricamente carregadas, que
normalmente encontram-se solvatadas por moléculas de dgua, o que dificulta
o processo de difusdio do farmaco pelas membranas (FLORENCE e
ATTWOOD, 2003), (GOLAN et al, 2009) e (RANG et al, 2004).

O farmaco em presenga do sitio-alvo biologico resultard em interacdes
intermoleculares entre o ligante-receptor, portanto, a distribuicdo eletronica
em sua estrutura quimica € fundamental para a compreensdo dos processos
energéticos envolvidos, e na elucidagdo dos principais tipos de forcas
envolvidas no reconhecimento molecular ligante-sitio receptor, ou seja,
correlaciona com a atividade biologica (THOMAS, 2007) e (BARREIRO e
FRAGA, 2008).

Os farmacos estruturalmente especificos exercem seu efeito bioldgico pela
interacdo seletiva (estereoseletividade) com um determinado receptor. Entao,
o reconhecimento molecular do farmaco pelo bioreceptor depende do arranjo
espacial dos grupamentos funcionais da molécula ligante, que devem ser
complementares ao sitio de ligacdo no receptor, ou seja, deve haver um

mecanismo de complementaridade molecular (BARREIRO e FRAGA, 2008).
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Do ponto de vista qualitativo, o grau de afinidade e a especificidade da
interacdo  ligante-sitio receptor sdo determinados por interagdes
intermoleculares, que podem ser do tipo: forcas eletrostéticas (i6nicas), forcas
de dispersao, interacdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio ou por ligagcdes
covalentes (FRAGA, 2001) e (BARREIRO e FRAGA, 2008) [Figura 4A].
Geralmente, a ocorréncia de ligacdo covalente entre o ligante e o bioreceptor
caracteriza uma interacdo quimica forte, com envolvimento de elevada energia
(50-150 Kcal/mol), promovendo uma inibicdo enzimatica irreversivel
(inibidores suicidas) ou inativacdo do sitio-receptor (THOMAS, 2007) e
(KATZUNG, 2010).
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Figura 4A: Principais interagdes ligante-bioreceptor e energias livres de Gibbs
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Quantitativamente, os farmacos estruturalmente especificos apresentam
duas etapas relevantes na interagdo ligante-bioreceptor:

A) Interacdo ligante-bioreceptor: Expressa pelo termo afinidade molecular
e indica a capacidade do ligante em complexar com o sitio do receptor;

B) Producdo da resposta bioldogica: Expressa pelo termo atividade
intrinseca e indica a capacidade do complexo ligante-receptor em
desencadear uma determinada resposta biolégica (WERMUTH, 1996),
(FRAGA, 2001), (GOLAN et al, 2009), (BARREIRO e FRAGA, 2008)
e (RANG et al, 2004) [Figura SA].

A eficicia ou atividade intrinseca (o) de um farmaco depende da
estabilidade do complexo farmaco-bioreceptor e do nimero de sitios ocupados
pelo bioreceptor. Desta forma, a ocupagdo do sitio receptor estd relacionada
com a afinidade molecular do ligante pelo bioreceptor, enquanto a eficacia do
ligante € determinada em funcdo da capacidade deste em ativar o receptor, ou
seja, capacidade em promover a resposta fisiopatologica. Levando em
consideragdo o processo de ativacdo (eficacia) dos farmacos, podemos
classifica-los em:
A) Agonista total: possui afinidade molecular e produz resposta bioldgica
(efeito) maxima (o = 1);

B) Agonista parcial: possui afinidade molecular e ndo produz resposta
bioldgica maxima (0 <a < 1);

C) Antagonista: possui afinidade molecular e ndo produz resposta

bioldgica (o = 0).

Portanto, a afinidade molecular de um ligante ndo traduz necessariamente,
a capacidade do ligante em produzir uma determinada resposta bioldgica.

Geralmente a afinidade do ligante é representada pelos valores de atividade
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biolégica como, por exemplo, o ICs,, enquanto a atividade intrinsica do
ligante classifica-o em: agonista, agonista parcial e antagonista (FRAGA,

2001), (BARREIRO e FRAGA, 2008) e (WERMUTH, 1996).

. K
SlzbStoan'Cslti)X + Receptor A — e XA =L AR resposta intensa
agoni K a

substancia Y

K
i R t A —— o h h
(antagonista) eceptor % 1_ YB %9 sem resposta

A K,
sub.stanma Z Receptor A = 7B C——)> resposta menos
(agonista parcial) .
K, intensa

Figura SA: Diferenca entre agonista, agonista parcial e antagonista.

Como mencionado anteriormente, os parametros eletronicos calculados
foram subdivididos em duas categorias:
e Parametros eletronicos classicos ou empiricos: Siao propriedades
moleculares determinadas empiricamente e que caracterizam os efeitos
provocados pelos substituintes na molécula. Neste trabalho, foram estimados
os valores das constantes de Hammett (o) dos substituintes A (R1) para as
chalconas de estudo. Os parametros eletronicos empiricos correlacionam a
habilidade do substituinte na molécula quanto ao poder em ceder ou atrair
elétron. A distribuicdo dos elétrons na molécula dependerd da natureza dos
grupos elétron-retirantes (¢ > 0) e elétron-doadores (o < 0), encontrados em
uma determinada estrutura quimica (THOMAS, 2007) e (KUBINYI, 1993).
e Parametos eletronicos quanticos: Sao propriedades moleculares calculadas
por intermédio de métodos Mecanicos-Quanticos (MQ). As propriedades de

natureza eletrOnica quantica foram calculadas utilizando o método da Teoria
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do Funcional de Densidade (DFT-B3LYP/6-31G). No programa
ChemSitePro, ao executar o Single Point Energy Calculation utilizando DFT-
B3LYP/6-31G, o programa acompanhara o cdlculo da energia em funcdo da
densidade eletronica da molécula no estado fundamental, dai o surge o termo
onde uma funcdo é dependente de outra funcdo, portanto é denominada de
Teoria do Funcional de Densidade DFT (Density Functional Theory) (TRSIC
e SIQUEIRA-PINTO, 2009), (ALCACER, 2007) ¢ (PARR e YANG, 1989).

2.2.3 Parametros Estereoquimicos

Para que a molécula de um farmaco possa interagir em um determinado
sitio do bioreceptor, € fundamental compreender as suas propriedades
estereoquimicas e quais delas sdo relevantes na complementaridade ligante-
sitio receptor da biomacromolécula.

O reconhecimento molecular ligante-receptor envolve interacdes
intermoleculares [Figura 4A] entre a micromolécula (ligante) e a
biomacromolécula (receptor). Desta forma, as propriedades moleculares dos
substituintes na molécula do ligante interferem no arranjo espacial da regido
ativa do receptor e sdo caracteristicas estruturais do ligante de extrema
importancia na elucidac@o das energias envolvidas no reconhecimento ligante-
bioreceptor (PATRICK, 2002) e (KROGSGAARD-LARSEN et al, 1996).

Grupos substituintes volumosos (elevado volume molecular: VM) podem
dificultar a interagdo ligante-biomacromolécula pela ocorréncia de
impedimento estéreo-espacial, como podem também provocar mudangas
conformacionais na regido ativa do receptor, facilitando o encaixe ligante-
bioreceptor, intensificando assim a afinidade bioldgica e atividade intrinseca.

Pode-se dizer que os parametros estereoquimicos estdo intimamente
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relacionados com as caracteristicas configuracionais da molécula
(KROGSGAARD-LARSEN et al, 1996) e (FRAGA, 2001).

De forma andloga, farmacos quirais que apresentam propriedades fisico-
quimicas idénticas, diferenciando-se apenas pela atividade Optica, podem
apresentar atividades intrinsecas diferentes. Estes farmacos sdo denominados
de enantioméricos (isdmeros R e S), e apresentam diferenciagdo na atividade
intrinseca, em fun¢do da natureza quiral dos aminoécidos na regido ativa das
biomacromoléculas. Este processo refere-se ao fendmeno da quiralidade
(estereoisomerismo) e relata a importancia do formato espacial da molécula
dos farmacos, de forma a permitir a complementaridade ligante-bioreceptor.
Diferencas no arranjo espacial entre os estereoisOmeros de um farmaco
implicam na perda de complementaridade molecular e, consequentemente, em
perda de afinidade molecular e atividade intrinseca (FRAGA, 2001) e (FOYE
e WILLIANS, 1995).

O comprimento molecular (L.1) e os raios (Sterimol Verloop B1-B4)
[Figura 6A] dos substituintes sdo propriedades estruturais estratégicas na
compreensdo do processo de complexacdo ligante-bioreceptor, visto que o
mecanismo de agdo dos farmacos leva em consideracdo o processo de
complementaridade molecular 3D entre os grupos funcionais do ligante e os
atomos do centro ativo do receptor (PATRICK, 2002), (KROGSGAARD-
LARSEN et al, 1996) e (PANDIT, 2008). O célculo dos parametros Sterimol
Verloop ¢ determinado em funcao dos angulos entre as ligacdes quimicas (o),
raios de van der Waals (RdW) e comprimentos de ligacdes quimicas (d)

(PATRICK, 2002) e (VERLOOP et al, 1976).
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Figura 6A: Pardmetros estereoquimicos de Verloop'®

A estereo-especificidade (seletiva) entre as moléculas dos ligantes e os seus
respectivos alvos bioldgicos € também explicada pelo envolvimento de
interagdes quimicas em locais especificos dos bioreceptores. Caso o
bioreceptor seja uma enzima, costuma-se chamar estes locais especificos, de
sitios ativos ou centros ativos. Entdo, é perfeitamente compreensivel
pesquisarmos as caracteristicas estereoquimicas dos substituintes nas
moléculas dos compostos estudados a fim de “compreendermos” a possivel
regido farmacoférica da molécula e indicar quais propriedades
estereoquimicas estdo correlacionadas com a atividade biologica (BARREIRO
e FRAGA, 2008), (THOMAS, 2007) e (PATRICK, 2001).

A refratividade molar (MR), expressa um parametro fisico-quimico de
cardter misto constitutivo-aditivo, sendo, portanto, extremamente dependente
da estrutura quimica do composto. A [Equacdo 6] indicada por Lorentz-
Lorenz, representa a expressao matemdtica para calculo da refratividade molar
(TAVARES, 2004). Entao, a refratividade molar é uma medida do volume
molecular (VM) ajustado da estrutura quimica do composto que contém uma
contribui¢do eletronica e também de quanto ele se polariza com facilidade,

que pode ser indicado pelo indice de refracdo (n) do composto (THOMAS,

' Figura cedida por W. P. Almeida — Material de Apoio — FR 507
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2007) e (KUBINYI, 1993). Na realidade a polarizacio molecular da
substancia é dada pela [Equagio 7], pois quando a relacdo de Maxwell (n® = )
¢ estabelecida, a refratividade molar (MR) iguala-se a polarizacdo molecular
(Pv) (MONTANARI, MONTANARI e GAUDIO, 2002) e (KUBINYT, 1993).
MR =[(n*=1)/ (> +2).(MM/ p)] Eq. 6

onde, n = indice de refracdo do composto; p = densidade da substancia e
MM = Massa molecular do composto; entito MM / p = VM (Volume
molecular do composto).

PM=[( -1)/( +2).(MM/ p)] Eq. 7
onde, = constante dielétrica do composto.

A refratividade molar € uma propriedade ambivalente. Ela pode representar
a presenca de forcas dispersivas no centro ativo auxiliando na interacio
ligante-bioreceptor, onde neste caso, esperar-se-ia um coeficiente da MR ¢é
positivo. Como também, pode representar a capacidade do ligante distorcer a
conformacdo do bioreceptor evitando o processo de interacdo intermolecular.
Neste caso, ocorreria mudanca conformacional no bioreceptor e o coeficiente
da MR € negativo. Desta forma, coeficientes negativos para a MR representam
impedimento estereoquimico (MONTANARI, MONTANARI e GUADIO,
2002).

Na fase farmacodinamica, podemos considerar que a interacdo entre a
molécula do ligante e a biomacromolécula ocasionard o deslocamento de
algumas moléculas de dgua superficiais, sem garantir 0 acesso imediato do
ligante ao centro ativo do bioreceptor, visto que as interagdes ligante-
bioreceptor envolve miltiplas etapas de acomodacdo conformacional, de
modo a produzir a interacdo mais favordvel energeticamente, tanto em termos

entdlpico (AH°) como entrépico (AG°) (KROGSGAARD-LARSEN et al,
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1996), (THOMAS, 2007), (KUBINYI, 1993) e (BARREIRO e FRAGA,
2008).

2.2.4 Parametros Termodinamicos

A aproximagdo entre moléculas em processos quimicos desencadeia
interacOes entre os orbitais destas moléculas que por conseqiiéncia sio
acompanhadas pelas variagdes da energia livre de Gibbs (AG®). Quando a
variacdo de energia ocorre no sentido de diminuir a energia global do sistema
em estudo (processo exotérmico: AH® < 0), a estabilidade do sistema tende a
aumentar € o processo quimico € caracterizado como sendo favoravel
energeticamente. Em conjunto, se ocorrer aumento da desordem molecular
(Termo Entrépico = T. AS® > 0), o processo quimico apresentard uma sobra de
energia util, ocorrendo de forma espontinea, ou seja, apresentard variacao da
energia livre de Gibbs negativa (processo endergonico: AG°~ 0) (ATKINS,
DE PAULA e FRIEDMAN, 2011). Convém lembrar que a variacdo da
energia livre de Gibbs (AG®) relaciona-se com a entalpia (H) como também
com a entropia (S) por intermédio da [Equacao 8].

AG® = AH° - T. AS° Eq. 8

Portanto, no processo de reconhecimento molecular, a energia livre de
Gibbs (AG®) € determinada pela combinacido das contribui¢Oes entélpicas e
entropicas. Este conceito é uma aproximac¢do, uma vez que a componente
entdlpica (AH°) é razoavelmente caracterizada e descrita, entretanto, as
contribui¢des entrdpicas (T. AS°) sdo dificeis de descrever, pois dependem de
um numero significativo de fatores, como, por exemplo, drea superficial
hidrofébica, a liberacdo de moléculas de dgua associadas a cavidade de
ligacdo (dessolvatacdo) e a imobilizacdo das ligacdes rotaciondveis na
molécula do ligante. Portanto, as fungdes nos programas de Docagem
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Molecular, sao funcdes simplificadas e aproximadas (SAMS-DODD, 2007) e
(GUIDO e ANDRICOPULO, 2008).

De acordo com a Teoria da Ocupagdo de Clark, complementada por
Ariens e Stephenson, na década de 1950, sabemos que a atividade bioldgica
(poténcia) de um determinado farmaco € determinada pela sua afinidade
molecular com o receptor, que ¢ medida pela sua constante K , representado

pelo equilibrio dindmico:
Ligante + bioreceptor = complexo ligante-bioreceptor = Resposta

onde, K¢, = constante de equilibrio para formagdo do complexo e Kq= 1/ K¢,
constante de dissociacdo do complexo ligante-bioreceptor.

Para Ky menor ou K., elevado, implica uma grande concentragdo do
complexo farmaco-bioreceptor, portanto, uma maior afinidade do farmaco
pelo bioreceptor [Equacdo 9]. Desta forma, Ariens e Stephenson
caracterizaram a poténcia do farmaco pela sua afinidade molecular ao
bioreceptor, enquanto a eficicia pela resposta fisiopatologica (THOMAS,
2007).

K4 = [complexo ligante-bioreceptor] / [farmaco] . [bioreceptor] Eq. 9

A formacdo espontanea de uma ligacdo quimica entre os dtomos resulta de

7

uma diminui¢do da energia livre de Gibbs do sistema reacional, isto é, AG® €

negativo (processo endergOnico: espontaneo). A mudanca na energia livre de
Gibbs esté relacionada com a constante de equilibrio quimico K4, conforme a
[Equacao 10]. Entdo, as alteracoes em AG° determinam alteracdes
consideréveis na constante de equilibrio quimico K.

AG°=-R.T.InK Eq. 10
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A probabilidade de ligacio da molécula do ligante em sua conformacgao
bioativa estd intimamente relacionada com a energia livre de Gibbs
conformacional (AG.,). Esta energia € definida como a diferenca entre a
energia livre de Gibbs da conformacdo bioativa e a energia livre de Gibbs de
sua conformacdo atual. Isto é relevante, pois, indica que a conformacdo
bioativa, ndo €, necessariamente a conformag¢do de mais baixa energia. A
energia livre requerida para o ligante assumir a conformagdo bioativa €
indicada por AG,,, enquanto AGj,., corresponde a energia livre relacionada
aos processos de interagdo intermolecular no complexo da conformagao
bioativa-receptor. A energia livre de ligacdo AGy,;,q pode ser determinada pela
[Equacdo 11] (KROGSGAARD-LARSEN et al, 1996), (KUBINYI, 1993) e
(LEACH, 2001):

AGpina = AGinter - AGeont Eq. 11

As interagOes intermoleculares entre a conformacgdo bioativa do ligante
com o bioreceptor, representada por AGiye, ¢ devido a complementaridade
entre os dtomos da regido farmacoforica do ligante e os dtomos do sitio ativo
do bioreceptor. O termo AGs estda relacionado com a probabilidade de
Boltzmann (P.onr). A AGens pode ser determinada pela [Equagdo 12]
(KROGSGAARD-LARSEN et al, 1996), (KUBINYI, 1993) e (LEACH,
2001):

AGeons =-R . T .In P, Eq. 12

Até o presente momento, o reconhecimento molecular foi tratado via
complementaridade ligante-sitio do bioreceptor de “forma estatica”, ou seja,
semelhante ao modelo “chave-fechadura”, onde se tem uma nogao tradicional
de uma complementaridade rigida entre o ligante e o receptor. Isto induz a
uma conceituacao erronea, pois, a flexibilidade ligante-bioreceptor (concepcao
dindmica) € um fator essencial na compreensdo da afinidade molecular e
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atividade intrinseca do ligante, o que implica na ocorréncia de mudancas
conformacionais nos bioreceptores, induzida pelo ligante ou substrato (Teoria
do Encaixe Induzido: Induced Fit) (VERLI e BARREIRO, 2005), (COHEN et
al, 1996), (THOMAS, 2007), (KROGSGAARD-LARSEN et al, 1996),
(KUBINYI, 1993), (GENNARO, 2004), (KOROLKOVAS e
BURCKHALTER, 1988) e (LEACH, 2001) [Figura 7A].

(A) selecdo de conformagdes do ligante

——_—_—» receptor

o 00

(B) modificagdao do ambiente molecular do sitio do receptor

—_—_—» receptor

o oy 80

Figura 7A: Selecdo da conformacdo bioativa do ligante (A) e de inducdo da mudanca
conformacional do biorreceptor (B)11

A variabilidade conformacional dos ligantes é um fator complicador
enfrentado rotineiramente nos estudos de Modelagem Molecular. Portanto, a
andlise conformacional dos compostos € uma etapa fundamental, pois, busca a
conformacdo mais estdvel da molécula (VERLI e BARREIRO, 2005), ou seja,
com maior probabilidade de se aproximar ao estado conformacional bioativo.

As variagOes no arranjo espacial envolvendo a rotacdo de ligacdes covalentes

" Figura cedida por W. P. Almeida — Material de Apoio — FR 507
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do tipo sigma, normalmente estdo associadas a uma variacao energética menor
que 10 Kcal.mol”, e sdo de extrema importincia para o reconhecimento
molecular dos ligantes (FRAGA, 2001).

Um detalhe fundamental em termos de propriedades termodinamicas estéd
na ocorréncia de reagdes do tipo oxi-reducdao (REDOX), ou seja, reacdes com
ocorréncia de transferéncia eletronica. A energia absorvida para remover um
elétron de uma determinada molécula refere-se ao 1° potencial de ionizagdao
(PI), enquanto a energia liberada para que a molécula receba um elétron indica
a sua eletroafinidade (EA). Os orbitais de fronteira HOMO e LUMO estao
diretamente correlacionados com as propriedades PI e EA, respectivamente. A
energia do HOMO mede a capacidade elétron-doadora molecular, enquanto a
energia do LUMO mede a capacidade elétron-aceptora molecular (ARROIO et
al, 2010).

Para que ocorra a transferéncia eletronica em um dado processo quimico,
um elétron do orbital de fronteira HOMO de uma molécula (elétron-doadora)
serd removido para o orbital de fronteira LUMO de outra molécula (elétron-
aceptora). Neste caso, a molécula elétron-doadora (orbital HOMO) funciona
como uma base de Lewis (centro nucleofilico), enquanto a molécula elétron-
aceptora (orbital LUMO) funciona como um 4cido de Lewis (centro
eletrofilico). (ATKINS e DE PAULA, 2008), (BRUICE, 2006),
(CONSTANTINO, 2008) e (COSTA et al, 2003).

Os conceitos de dureza (1)), hardness, e a maciez molecular (1/1), softness,
sdo muito importantes em estudos QSAR. Para uma base “mole” (macia), o
atomo pode ser facilmente oxidado, portanto, apresentard maior energia de
orbital HOMO, o que facilita a transferéncia eletronica para orbital LUMO de
acidos “macios”. Entdo, a interacdo quimica ocorre entre base “mole” com

acido “mole”, ou seja, menor € a variagdo energética (A€) entre os orbitais de
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fronteira HOMO e LUMO. Este principio enunciado por Pearson, em 1963, e
também caracterizado como principio HSAB (Hard Soft Acids Bases
Principle) foi demonstrado por Parr e Yang (PARR e YANG, 1989) a partir
do formalismo DFT (MORGON e COUTINHO, 2007) e (ARROIO et al,
2010). Interagdo quimica entre uma base “dura” e um acido “duro” ¢ a que
possui maior diferenca energética entre os orbitais de fronteira HOMO e
LUMO, portanto, dificulta a transi¢do eletronica (ATKINS e DE PAULA,
2008), (ARROIO et al, 2010) e (CONSTANTINO, 2008).

2.2.5 Parametros Dimensionais

A partir de cada conformero, com auxilio do programa MMPP, calculamos
as propriedades dimensionais de cada estrutura quimica. Para calcular as
dimensdes de cada molécula, o programa gira a molécula em incremento de 5
graus ao longo dos eixos Y e Z por 360 graus, encontrando as dimensoes de
maximo e minimo, que logo sdo informadas. O programa oferece a op¢ao de
orientar as moléculas em dimensdes de mdximo ou minimo ao longo dos eixos
X, Y ou Z. Uma vez perguntado qual seria a op¢do dimensional (maximo ou
minimo), preferimos entdao escolher as opcdes de maximo dimensional ao
longo dos eixos X, Y e Z. Este procedimento foi realizado para todas as
chalconas de estudo, fixando suas estruturas quimicas em um maximo
comprimento molecular Lx, largura molecular (Ly) e também profundidade
molecular (Lz).

O volume molecular (VM) permite avaliar ndo apenas a questdo
dimensional dos substituintes e da molécula bem como o efeito
estereoquimico com a modificacdo dos substituintes na molécula, ou seja, o
tamanho dos substituintes no composto estd relacionado ao volume total da

molécula (KROGSGAARD-LARSEN et al, 1996). Ao utilizarmos a estrutura
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quimica com a sua geometria otimizada para o cdlculo do VM, estamos
levando em consideracdo uma estrutura quimica com a menor intensidade em
termos de tensdo energética no que diz respeito aos “overlaps atdomicos’.
Levando em consideracdo os raios de van der Waals (RdW) determina-se o
volume das esferas que posteriormente € subtraido dos volumes relativos aos
overlaps atdbmicos. O volume de van der Waals (VdW) estd relacionado ao
relevo de uma determinada estrutura quimica, ou seja, pode ser definido como
o volume impenetravel por outra molécula, obedecendo a lei da agdo das
massas (TAVARES, 2004).

2.2.6 Parametros Topolégicos

Os indices topoldgicos representam a andlise da estrutura quimica sob o
ponto de vista da conectividade molecular, da forma molecular e dos valores
de equivaléncia topoldgica. Os indices de conectividade molecular sdo
atributos estruturais da molécula. Os valores de equivaléncia topoldgica
caracterizam atomos e grupos de dtomos no esqueleto molecular, e que sdo
utilizados para determinar 4tomos quimicamente equivalentes “dentro” de
uma molécula (TRINAJSTIE, 1992), (SILVA e FERREIRA, 2003) e (NEVES
et al, 1998).

Os indices de conectividade molecular sdo interpretados pela ado¢do de
uma representacao apropriada para a estrutura quimica. Esta representacdo é
baseada no esqueleto molecular, o qual contém a rede de ligacbes quimicas,
incluindo os atomos e as conexdes entre eles. Tal representacdo da estrutura
quimica ¢ chamada de “grafico molecular”. Este por sua vez ¢ constituido de
vértices, representados pelos dtomos, e lados, representados pelas ligacOes

quimicas. A série de dtomos e conexdes no grafico molecular que contém a
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informacao estrutural € transformada em um indice numérico que representa a
estrutura molecular (NEVES et al, 1998).

De forma resumida, as propriedades moleculares topoldgicas sao
parimetros desenvolvidos utilizando a Teoria de Grafos (TRINAJSTIE,
1992). Em termos gerais estas propriedades caracterizam a molécula por meio
de um unico ndimero, e quantificam a estrutura molecular descrevendo
caracteristicas como disposicdo dos atomos na molécula, forma e ramificacao
das mesmas. Para representacdo de “grafos” das moléculas, os atomos sdo
representados como vértices e as ligacoes quimicas como tracos (SILVA e
FERREIRA, 2003).

Varios indices podem ser determinados computacionalmente, sempre no
sentido de conter maior quantidade de informagdes estruturais da molécula. O
célculo de uma série de descritores topoldgicos para um conjunto de
moléculas €, do ponto de vista matematico, consideravelmente simples. O
emprego de metodologias computacionais €, portanto, recomenddavel nao
apenas pela reducdo no tempo necessario para tratar um determinado nimero
de moléculas, mas principalmente, por evitar a chance de erro na obtencdo dos
descritores. Propriedades moleculares tais como calor de vaporizagdo, calor
de formacdo, ponto de ebulicdo, refratividade molar, solubilidade, densidade,
coeficiente de particdo, polaridade e tempo de retencdo, tém sido
correlacionadas com os indices topoldgicos, que por sua vez podem ser
correlacionados com as atividades biolégicas dos compostos (NEVES et al,
1998).

2.2.7 Parametros Geométricos

Para todos os anédlogos de chalcona, apds obtermos os conférmeros de mais

baixa energia, algumas propriedades moleculares relacionadas diretamente
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com a estrutura quimica foram avaliadas. E importante ressaltar que as
estruturas quimicas dos diferentes andlogos sdo similares, indicando de modo
geral que os parametros geométricos determinados [distancias interatdmicas
(d) e angulos entre as ligacdes quimicas (a)] ndo devem ser muito Uteis para a
discriminacdo dos compostos em ativos e inativos. As chalconas sdo cetonas
a,f insaturadas, ou seja, os conformeros dos compostos estudados apresentam
um sistema de ligacdes quimicas 7 conjugadas com a carbonila e insaturacao
olefinica, e um esqueleto protétipo com a presenca marcante de ressonancia,
resultando em estruturas quimicas hibridas dos compostos, que possuem uma
certa “planaridade” em termos de geometria molecular 3D. Mesmo assim,
preferimos inserir na matriz de dados utilizada nos métodos quimiométricos
tais parametros fisico-quimicos (d € a), por intuitivamente “imaginarmos” que
a regido farmacofdrica das substancias pesquisadas esteja relacionada com a
regido do esqueleto protétipo, ou seja, talvez alguma propriedade descritora

geométrica apare¢a no modelo QSAR-2D.

2.3 Analise Estatistica Multivariada

Uma vez estabelecidas a geometria molecular e andlise conformacional dos
compostos, calculou-se as diversas propriedades moleculares dos compostos.
O terceiro momento do estudo QSAR cldssico refere-se a estatistica
multivariada, ou seja, correlacionar a estrutura quimica dos compostos
pesquisados com os dados experimentais de atividade bioldgica. Esta relacado
ajuda a compreender e explicar um provavel mecanismo de acao de farmacos
em termos moleculares e ainda permite o planejamento e desenvolvimento de
novos compostos que apresentem atividades biologicas desejaveis (KUBINYT,

1993).

87



Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

Nesta secdo, as diversas propriedades moleculares calculadas serdo
chamadas de varidveis independentes, descritores ou varidveis explicativas,
enquanto a atividade biologica (MIC) € caracterizada como varidvel
dependente. Desta forma, temos uma matriz de dados originais, onde as
variaveis independentes (X) e a varidvel dependente (Y) correspondem as
colunas da matriz de dados, e as amostras (compostos estudados)
correspondem as linhas da matriz de dados. Nota-se que temos duas categorias
de varidveis: independentes (parametros fisico-quimicos) e a dependente
(atividade biolégica).

Neste momento do estudo QSAR classico, utilizaremos a abordagem de
Hansch-Fujita (HANSCH e FUJITA, 1964), mais tarde complementada por
Unger e Hansch (UNGER e HANSCH, 1973). Esta abordagem leva em
consideracdo que a atividade biolégica dos farmacos € dependente das
variaveis independentes, e que estas sdo correlacionadas linearmente com a
energia livre de Gibbs (AG®) no processo de interacao ligante-bioreceptor, por
isto a abordagem utilizada € caracterizada como extratermodindmica
(KUBINYI, 1993).

Nesta etapa do QSAR cldssico, o objetivo fundamental € a construcao de
modelos matemadticos lineares (modelos multidimensionais) que relacionem a
estrutura quimica dos compostos com a atividade bioldgica experimental
(MIC). Feito isto, estamos selecionando as propriedades moleculares das
substancias que melhor explicam os valores observados de atividade
biologica. Neste trabalho os derivados analogos sdo os compostos derivados
de chalcona, que diferem entre si quanto aos substituintes nos anéis A e B.

Em 1973, Unger e Hansch, estabeleceram cinco regras gerais para a

proposicdo de modelos matematicos multidimensionais que correlacionem
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estrutura quimica com a atividade biolégica (UNGER e HANSCH, 1973) e
(GAUDIO e ZANDONADE, 2001):

Selecdo de variaveis independentes: Um grande nimero de propriedades
moleculares de natureza diversificada deve ser calculado a fim de selecionar
as varidveis mais relevantes a participarem da “melhor” equagdo
multidimensional proposta. As varidveis (descritores) que participarem da
equacao devem ser independentes;

e Validacao estatistica das varidveis independentes: As variaveis
selecionadas por intermédio de parimetros estatisticos, € que constituirdo a
equacdo multidimensional linear proposta, deverdo ser avaliadas quanto a
qualidade estatistica e submetidas a processos de validacao;

e Principio da Parcimonia (Navalha de Occam): Quando houver divida na
escolha do modelo multidimensional entre muitos que sdo equivalentes, deve-
se escolher o mais simples;

e Numero de variaveis por modelo: O minimo de compostos (amostras) ¢
cerca de 5 a 6 por varidvel independente incluida no modelo. Este critério tem
como objetivo minimizar a ocorréncia de “correlacdo por coincidéncia”
(TOPLISS e COSTELLO, 1972) e (UNGER e HANSCH, 1973);

e Modelo qualitativo para o mecanismo de acao dos compostos: O modelo
multidimensional linear proposto deve ser consistente com o mecanismo de

acdo bioldgica dos compostos em termos moleculares.

A finalidade de Unger e Hansch, ao estabelecer tais regras, foi a de
esclarecer procedimentos para a proposicao de modelos matematicos, para a
validacdo dos modelos propostos e facilitar a interpretacio dos modelos
matematicos em termos de QSAR classico. Na realidade ao falarmos em

proposi¢do de modelo matematico estamos nos referindo a uma “estimativa de
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modelo”, pois ndo devemos descartar os erros aleatdrios relativos a obtengao
dos dados experimentais de atividade biologica (GAUDIO e ZANDONADE,
2001).

O método utilizado para obtencdo de equacdes multidimensionais lineares
¢ o Método dos Minimos Quadrados (MMQ) (KUBINYI, 1993) e
(FERREIRA, 2002). Por intermédio da Quimiometria € possivel utilizar
métodos estatisticos para extrair o maximo de informacdo quimica a partir dos
dados originais multivariados (HAIR et al, 2006) e (WATERBEEND, 1995).
Ao lancar mdao do MMQ estamos propondo uma hipotese matematica através
de regressdo para estimar (predizer) os valores de atividade bioldgica
experimental em fun¢do das propriedades moleculares calculadas. Obviamente
esta hipotese deverd ser avaliada por métodos de validagdo estatistica
(FERREIRA, MONTANARI e GAUDIO, 2002), (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001) e (FERREIRA, 2002).

A equacdo classica de Hansch-Fujita (combinacdo linear de varidveis
independentes) para um determinado modelo multidimensional é descrita com
o termo dependente (- Log ICsy ou - Log MIC) em funcdo das varidveis
independentes de acordo com a [Equacgao 13]:

- Log MIC = a (Xyigrofsbico) + b (KXeletronico) + € (Xestéreo) + d (Xpotar) + €2 Eq. 13
onde, (- Log MIC) refere-se a atividade biologica prevista; (X) refere-se as
variaveis independentes de natureza diferente; (a-d) refere-se aos coeficientes
de ajuste da regressao e (£2) indica o erro sistemético da regressao (GAUDIO
e ZANDONADE, 2001).

Ao propormos um modelo QSAR cldssico, devemos avaliar a qualidade da
equacao multidimensional. A qualidade da equacdo proposta € inicialmente
realizada pela andlise de parametros estatisticos que indicam o grau de ajuste e

o grau de significancia estatistica do modelo (HAIR et al, 2005).
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O grau de ajuste do modelo proposto € dado pelo coeficiente de correlacao
de Pearson (R) ou coeficiente de determinacio multipla (R?), pelo erro padrio
da calibracdo (SEC: Standard Error of Calibration) ou estimativa de variancia
(SEC)2 e pelo diagrama da atividade observada (Yo,s = MICgps) versus
atividade prevista (Ypea = MIC,eq) ou atividade observada (Yons) versus
residuos da regressao (Yies= Yobs - Yprea). Desta forma, podemos entdo afirmar
que a variabilidade total da regressdo (SS.)° corresponde 2 somatdria entre a
variabilidade explicada pelo modelo (SSreg)2 e variabilidade nao explicada
pelo modelo (SSres)2 [Equagdo 14]:

(SSi00)” = (SSree)” + (SSres)’ Eq. 14
onde, (SS)2 = soma dos quadrados dos desvios; (SStot)2 = variabilidade total da
regressao; (SSreg)2 = variabilidade explicada pelo modelo de regressdo e
(SSmS)2 = variabilidade ndo explicada pelo modelo (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001). Entdo, podemos melhorar a [Equacdo 14]
convertendo-a na [Equacdo 15] (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2002):

Yy-7)V=YF-7) +Xy-9)’ Eq.
15
onde (Yobs = ¥); (Ypred = ¥); (Ymea =¥ ); portanto:
Yy -7 ) =(SSw)’; Eq. 16
Y =7 )" = (SSrp)’ Eq. 17
Y(y = 9)* = (SSws)’ Eq. 18

O termo coeficiente de determinacdo multipla (R2 = SSre / SSio0)s
corresponde a fracdo da variabilidade total que € explicada pelo modelo de
regressdo, ou seja, um modelo QSAR cldssico com R = 0,80 € capaz de
explicar 80% da variabilidade dos valores observados de atividade bioldgica
(GAUDIO e ZANDONADE, 2001). De acordo com a literatura, o coeficiente
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de determinacio multipla (R®) deverd satisfazer a condicdo: R* > 0,60
(GAUDIO e ZANDONADE, 2001) e (FERREIRA, MONTANARI e
GUADIO, 2002). Quanto maior for coeficiente de determinacdao multipla (R2

1) e menor for o erro padrao da calibracdo (SEC = 0), maior serd o grau de
ajuste do modelo proposto.

Na anélise visual do diagrama da atividade observada (Y., = MICgy)
versus atividade prevista (Y preq = MIC,,eq) devemos verificar a distribui¢do dos
pontos. Caso os pontos estejam dispostos aleatoriamente ao longo da reta, isto
¢ um sinal da indicacdo que a regressdo satisfaz quanto ao grau de ajuste
(HAIR et al, 2006) e (GAUDIO e ZANDONADE, 2001).

Amostras (compostos) que apresentam elevado residuo (Yres= Yobs - Ypred)
num determinado modelo de regressdo apresentam comportamento andmalo e
sao denominadas outliers. Estas amostras ndo acompanham a homogeneidade
do conjunto amostral, pois ndo pertencem aos limites do intervalo de
confianca (95%), acabam influenciando no grau de ajuste do modelo e
geralmente sdo excluidas do modelo de regressao, visto que a sua exclusao
melhora significativamente o ajuste da equacao (FERREIRA, MONTANARI
e GUADIO, 2002). Geralmente, quando o residuo (Yies = Yobs - Yprea) da
amostra for superior a duas vezes o desvio padrio do modelo proposto,
provavelmente a amostra serd considerada um outlier (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001) e (FERREIRA, MONTANARI e GUADIO, 2002).
Mesmo que a remog¢do da amostra outlier melhore consideravelmente o grau
de ajuste do modelo, deve-se evitar a0 maximo a remocao do outlier
(WATERBEEND, 1995), visto que a quantidade de amostras ¢ pequeno neste
estudo QSAR cldssico.

O grau de significancia estatistica do modelo proposto pode ser verificado

pelo teste de hip6tese de Fischer (teste F). Isto € feito comparando o valor de F
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da regressao (F.,) com o valor F referencial (Fi, = Foico) que € encontrado
em tabelas de estatistica, de forma que F,e, > Fip = F nk.1), onde k = nimero
de variaveis latentes (PLS) ou varidveis descritoras no modelo (MLR) e n =
nimero de compostos (amostras) (FERREIRA, 2002). O teste F pode ser
determinado como a razdo entre a variabilidade explicada pelo modelo pela
variabilidade que permanece sem explicagdo (F = SS,., / SS,.). Quanto maior
for o F,., em relacdo ao Fqc0, maior serd a significincia estatistica do modelo
proposto (GAUDIO e ZANDONADE, 2001) e (WATERBEEND, 1995).

Um dado interessante € que no estudo QSAR cléssico calcula-se diversas
propriedades moleculares e geralmente a equagdo proposta de Hansch devera
conter um numero de varidveis descritoras K = 6. A utilizagdo de muitas
varidveis descritoras (K) no modelo proposto determina a presenca de
overfitting, ou seja, um mecanismo de “ajuste for¢ado”, que indica a “ilusdo
de ajuste” do modelo QSAR (FERREIRA, 2002). Para que ndo ocorra
overfitting, € necessario estabelecer procedimentos de selecdo de varidveis
independentes. Existem diversos algoritmos disponiveis na literatura e
utilizados para o processo seletivo de varidveis, entre os mais utilizados, tém-
se (GAUDIO e ZANDONADE, 2001), (FERREIRA, MONTANARI e
GUADIO, 2002), (FERREIRA, 2002), (WATERBEEND, 1995), (KUBINYI,
1995) e (HAIR et al, 2006):

1) Busca Sistematica;

2) Sistema Genético ou Algoritmo Evolucionario;

3) Redes Neurais;

4) Métodos Quimiométricos de Projecao.

Os métodos 1) e 2) sdo bastante utilizados em regressao linear multipla

(MLR), também chamada de regressdo por quadrados minimos inverso. A
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MLR (Multiple Linear Regression) ¢ uma técnica muito utilizada pela sua
simplicidade, mas € sensivel a multicolinearidade entre os descritores. Isto
significa que, varidveis altamente correlacionadas, ou seja, que contribuem
para mesmo tipo de informac¢do quanto a natureza das propriedades, nao
podem estar na equacdo multivariada, pois gera um processo de instabilidade
matematica na regressao (FERREIRA, 2002) e (ERIKSSON et al, 2003).

E fécil ocorrer multicolinearidade entre os descritores, pois o ndmero de
propriedades moleculares calculadas € muito maior que o nimero de
compostos (amostras), sendo normal encontrar varidveis altamente
correlacionadas entre si (FERREIRA, MONTANARI ¢ GUADIO, 2002) e
(FERREIRA, 2002). Entdo, a utilizacdo da MLR requer que o nimero de
descritores seja menor que o numero de compostos (HAIR et al, 2006) e
(FERREIRA, 2002). Assim, o quimiometrista devera ter muita cautela para
selecionar as varidveis independentes.

Uma forma de reduzir o ndmero de propriedades moleculares € através da

andlise do coeficiente de correlacio entre varidveis (Rij). Em QSAR, varidveis

altamente correlacionadas sao aquelas que apresentam Rij > 0,60

(FERREIRA, MONTANARI e GUADIO, 2002). Neste caso, verifica-se qual
a propriedade que mais contribui para com a atividade biol6gica mantendo-a,
e descarta-se a outra varidvel descritora. Para verificar se duas varidveis Xi e
Xj sdo altamente correlacionadas, basta calcular o coeficiente de correlacdo

entre varidveis (Rij) de acordo com a [Equacdo 19] (FERREIRA,
MONTANARI e GUADIO, 2002):

. Sij
Rii = Eq. 19
’ JSii . Sjj q
onde, Sij=.XiXj-.Xi.,. Xj/n Eq. 20
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Sii = > Xi* = (> Xi)*/n Eq. 21
Sjj =>Xj* - (X))’ /n Eq. 22

Em termos préticos, podemos construir a matriz de correlacdo (M) entre as
varidveis Xi e Xj, com intuito de facilitar a exclusdo das varidveis que sio
muito correlacionadas entre si. A matriz de correlacdo (M) é quadrada e
simétrica em relacdo a diagonal dos elementos rij, assim, se i = j, percebemos
que o valor dos termos da diagonal principal serd igual a 1 (FERREIRA,
MONTANARI e GUADIO, 2002).

Outra forma de evitar a multicolinearidade entre as varidveis, pois
necessariamente elas devem ser independentes, ¢ a utilizagdo de métodos
quimiométricos de projecao multivariada (PCR = Regressao por Componentes
Principais ou PLS = Regressao por Quadrados Minimos Parciais) (KUBINYI,
1995), (FERREIRA, MONTANARI e GUADIO, 2002) e (ERIKSSON et al,
2003). Estes métodos baseiam-se nos principios aplicados na chamada Andlise
de Componentes Principais (PCA: Principal Component Analysis). Os
métodos PCR (Principal Component Analysis) e PLS (Partial Least Squares)
projetam as varidveis originais em um espaco de dimensao menor, constituido
por varidveis nao colineares (ortogonais) (ERIKSSON et al, 2003),
(FERREIRA, MONTANARI e GAUDIO, 2002), (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001) e (FERREIRA, 2002). Neste trabalho comentaremos
apenas sobre o método de regressao PLS, visto que serd a nossa ferramenta de

pesquisa.

A regressdo por quadrados minimos parciais (PLS) é um método de
compressdao dos dados originais. E um método que se baseia na correlacdo

entre as variaveis, obtendo-se novas variaveis, que sdo chamadas de varidveis
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latentes, fatores, autovetores ou componentes principais (FERREIRA, 2002),
(WATERBEEND, 1995) e (KUBINYI, 1995). Este método agrupa as
varidveis altamente correlacionadas em Componentes Principais (PCs), que
sdo ortogonais entre si e construidas em ordem decrescente da quantidade de
variancia nas PCs. Portanto, PLS € um método quimiométrico de projecao
linear onde os dados originais multivariados sdo projetados num espaco de
dimensionalidade menor contendo o méaximo de informacgdo sobre os dados
originais. Desta forma, ndo se corre o risco de ter varidveis altamente
correlacionadas na equacdo multidimensional de Hansch (ERIKSSON et al,

2003) e (FERREIRA, 2002).

Geralmente utiliza-se o ndmero de PCs equivalente a uma variancia
acumulada de 95%. Este nimero de PCs ¢ chamado de dimensionalidade
intrinseca ou posto quimico (/) e indica o nimero de varidveis latentes
necessario para descrever o maximo de informacao relevante que correlacione
a atividade biologica (Y,ps) com as varidveis independentes (X) (FERREIRA,
2002), (WATERBEEND, 1995) e (KUBINYI, 1995).

Matematicamente, a PLS decompde a matriz de dados originais [X] em
duas matrizes: matriz de Scores [S] e matriz de Loadings [L]. A matriz de
Scores [S] expressa a relacdo entre as amostras, ou seja, a similaridade entre
0s compostos e 0 agrupamento entre eles. A matriz de Loadings [L] expressa a

relacdo entre as varidveis independentes (descritores) (FERREIRA, 2002).

Em QSAR deve-se realizar um pré-processamento dos dados originais
antes de executar a regressao, pois as propriedades moleculares na matriz de
dados originais sao de natureza diferente e apresentam unidades bem

diferentes em termos de escala. O pré-processamento caracterizado como
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universal em QSAR cldssico é o autoescalamento, onde sera fornecida a
mesma escala numérica a todos os descritores. O autoescalamento consiste
em, além de centrar os dados na média, dividir todos os elementos da coluna

pelo desvio padrao da coluna (ERIKSSON et al, 2003) e (FERREIRA, 2002).

Na realidade o procedimento para o calculo dos Scores [S] e Loadings [L]
€ realizado por um método chamado de Decomposi¢ao de Valores Singulares
(SVD). Este método decompde a matriz de dados originais [X] em trés
matrizes: [U], [B] e [L]. As matrizes [U] e [L] sdo quadradas e ortonormais,
ou seja, as colunas de [U] e [L] sdo ortogonais entre si e normalizadas. A
matriz [B] € retangular diagonal contendo os valores singulares na diagonal e
todos os elementos fora da diagonal € igual a zero. A [Equacido 23]

esquematiza o procedimento SVD:
[X]=[U].[B].[L]" Eq. 23

onde, o produto [U].[B] representa a matriz de Scores [S] e [L]" corresponde a
matriz de Loadings [L]. Entao, [U] . [B] = [S] e [L]" = [L] matemético
(WATERBEEND, 1995), (FERREIRA, 2002) e (WOLD, SJOSTROM e
ERIKSSON, 2001).

No método de regressio PLS o vetor de Scores € relacionado com a
atividade bioldgica (Y,p) otimizando a decomposicdo, pela maximizacdo da
correlacdo entre as varidveis independentes e a atividade biolégica dos
compostos (FERREIRA, 2002) e (WOLD, SJOSTROM e ERIKSSON, 2001).
O método PLS apresenta a vantagem em relacdo ao PCR porque apresenta
resultados semelhantes, com menor nimero de varidveis latentes, visto que
leva em consideracio a informacdo existente na varidvel dependente
(atividade biolégica) na constru¢do do modelo matematico (FERREIRA,
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2002), (WATERBEEND, 1995) e (KUBINYI, 1995). O desenvolvimento
matricial do algoritmo do método PLS utilizado neste trabalho estd bem
explicado de acordo com a literatura JORGENSEN e GOEGEBEUR, 2007).

2.3.1 Procedimento da Analise Estatistica Multivariada

Neste trabalho, ao propormos o modelo muldimensional linear de Hansch-
Fujita, levamos em consideracio o grau de ajuste (R, R* ¢ SEC), o grau de
significancia estatistica (teste F) e o grau de previsibilidade (Q%Loo» Q’Lxo ©
szmd) do modelo proposto. Maiores detalhes sobre o grau de previsibilidade
ainda serd apresentado na secdo sobre os métodos de validacdo estatistica do

modelo.

Inicialmente, realizamos a regressao linear simples para as 94 propriedades
moleculares calculadas e a atividade biologica (MIC). Avaliamos os valores
do coeficiente de correlacdo de Pearson (R), do coeficiente de determinacdo
multipla (Rz), do desvio padrao da regressao (SEC) e do teste de Fischer (F).
O programa BuilQSAR® versdo 2.1 (desenvolvido pelo Professor Dr.
Anderson Coser Guadio da Universidade Federal do Espirito Santo, 2009) foi
utilizado para a realizacdo da regressdo linear simples. As propriedades
moleculares que apresentaram coeficiente de correlacio de Pearson (|R| <
0,25) foram excluidas da andlise QSAR cldssica. Geralmente, quando a
correlacdo linear de Pearson (R), entre um descritor e a atividade biolégica em
estudo € muito baixa, este ndo apresenta informacao suficientemente relevante
para ser utilizado no estudo QSAR cldssico. Portanto, um procedimento
bastante utilizado pelos pesquisadores é a eliminacdo dos descritores cujo |R|
esteja abaixo de um valor pré-fixado pelo pesquisador. Isto auxilia na redugdo
do tempo de trabalho, reduzindo de forma considerdavel o nimero de variaveis,

visto que as varidveis restantes sdo as que apresentam maior relevancia

98



Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

estatistica, apresentando uma maior probabilidade de auxiliar na obten¢do de
bons modelos (MELO, 2009). Com a realizacdo deste procedimento, o

numero de varidveis foi reduzido de 94 para 54.

Posteriormente, os descritores foram autoescalados (pré-processamento) e
utilizamos o algoritmo do método PLS para busca seletiva de varidveis
(melhores combinacdes lineares). O algoritmo do método PLS reorganiza as
colunas da matriz de dados de tal forma que as propriedades moleculares mais
importantes s@o classificadas de acordo com o vetor de regressao (coeficiente
de regressdo), determinando a relevancia do descritor (descriptor relevance)
em relacdo a atividade bioldgica. As melhores combinagdes lineares de
descritores foram classificadas em seqiiéncia de prioridade, levando em
consideracdo o grau de ajuste e o grau de significincia estatistica. No processo
de selecdo das melhores combinagdes entre as varidveis, indicamos o nimero
de varidveis latentes (PC = 3), o nimero miximo de descritores (D = 4), o
coeficiente de determinagio multipla (R* > 0,60), menor SEC e maior F. As
regressoes PLS das melhores combinagdes entre as varidveis selecionadas
foram realizadas com auxilio do programa Molegro Data Modeller® versao
2.5 (Molegro Computational Drug Discovery, 2010). Com a realizacdo deste

procedimento, o nimero de variaveis passou de 54 para 14.

Finalmente a série de 14 descritores foi refinada utilizando o método PLS
do programa The Unscrambler® versao 7.6 (CAMO Software AS, 2005),
removendo mais varidveis, até a obtencdo de um modelo otimizado,
satisfazendo entdo o grau de ajuste, o grau de significancia estatistica e o grau
de previsibilidade (Q*o0o > 0,50 e menor SEV). O programa The
Unscrambler®, também permite a visualizagdo e a correlagdo entre os
diagramas de Scores e Loadings, plota a importancia dos descritores, 0s
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respectivos coeficientes de regressao das varidveis independentes no modelo e
a % de varidncia acumulada na dimensionalidade intrinseca (|]).
Posteriormente, o0 modelo proposto no processo de regressdao foi submetido
aos métodos de validagdo estatistica interna e externa.

2.4 Validacao Estatistica do Modelo

Apo6s a obtengdo de uma estimativa de modelo QSAR cldssico que satisfez
o grau de ajuste e o grau de significancia estatistica, o0 mesmo foi validado
antes de sua interpretacdo em termos moleculares e aplicacdo fisico-quimica
no que se refere as atividades biologicas (WOLD e ERIKSSON, 1998).
Portanto a proposta de modelo multidimensional linear foi avaliada quanto ao
grau de previsibilidade. O grau de previsibilidade do modelo é realizado pela
chamada validacdo cruzada (cross-validation) e posterior validacdo externa

(GAUDIO e ZANDONADE, 2001) e (FERREIRA, 2002).

A cross-validation se refere a utilizacdo de uma ou mais técnicas
estatisticas para avaliar a predicdo interna do modelo, onde diferentes
propor¢cdoes de compostos quimicos (amostras) sdo omitidas da série de
treinamento (ERIKSSON ef al, 2003) e (TROPSHA, GRAMATICA e
GOMBAR, 2003). A qualidade do grau de previsibilidade interna do modelo é
verificada pelos métodos: validacaio LOO (Leave-One-Out: “deixe um de
fora”) e validacdo LNO (Leave-N-Out: “deixe alguns de fora’’) (FERREIRA,
2002), (ERIKSSON et al, 2003) e (TROPSHA, GRAMATICA ¢ GOMBAR,
2003).

Na validagdo cruzada LOO, uma das amostras (composto) € retirada da
série de treinamento, o qual é reconstruido novamente o modelo e utilizado

para prever o valor da atividade biologica da amostra excluida. O mesmo
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procedimento € repetido para as demais amostras da série de treinamento. O
resultado predito deverd apresentar o0 minimo de desvio em relagdo ao valor
experimental (observado) (GUADIO e ZANDONADE, 2001), (FERREIRA,
2002), (ERIKSSON et al, 2003) e (TROPSHA, GRAMATICA ¢ GOMBAR,
2003). A validacdao cruzada LOO ¢ avaliada em fun¢do dos parametros
estatisticos: coeficiente de correlacio da validacio LOO (Q* 00) € pelo erro
padrio de validacdo (SEV: Standard Error of Validation) (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001), (FERREIRA, 2002), (OECD, 2007) e (MELO, 2009).

Um parametro interessante na validacio LOO a ser analisado é a
quantidade de variabilidade predita: o modelo devera ser capaz de predizer
pelo menos 50% da variabilidade, ou seja, QZLOO > 0,50 (ERIKSSON et al,
2003), (FERREIRA, MONTANARI e GUADIO, 2002), (GOLBRAIKH e
TROPSHA, 2002), (GOLBRAIKH et al, 2003), (ZHANG et al, 2007),
(MELO, 2009) e (TROPSHA, GRAMATICA ¢ GOMBAR, 2003). Deve-se
também verificar a diferenca entre os valores R* e R* oo, sendo que diferencas
maiores que 0,30 unidades podem constituir forte indicio de overfitting (ajuste
forcado) (FERREIRA e KIRALJ, 2009), (MELO, 2009) e (TROPSHA,
GRAMATICA e GOMBAR, 2003).

A validagdo cruzada LNO, apresenta processo semelhante ao da validacao
LOO, com a seguinte diferenga: retira-se um niimero de compostos da série de
treinamento, que se refere ao “N”, o qual o modelo ¢ reconstruido sem os
mesmos, € 0 novo modelo € utilizado para predizer a atividade bioldgica das
amostras (FERREIRA e KIRALJ, 2009) e (TROPSHA, GRAMATICA e
GOMBAR, 2003). Para que o teste seja realmente eficaz, o “N”, deve
representar uma frac@o entre 20% a 30% das amostras da série de treinamento.
Cada “N” deve ser realizado em triplicata, onde em cada replicata as linhas da
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matriz de dados (X e Y) sdo aleatorizadas (FERREIRA e KIRALJ, 2009),
(MELO, 2009), (TROPSHA, GRAMATICA e GOMBAR, 2003) e
(MELAGRAKI et al, 2007).

Semelhantemente a validacao LOO, a avaliacdo da validacdo cruzada LNO
¢ realizada em funcao dos parametros estatisticos: coeficiente de correlacdao da
validagao LNO (QZLNO) e pelo erro padrao de validacao (SEV: Standard Error
of Validation). Alguns autores consideram a validacdo LNO como sendo uma
técnica de verificacao da robustez do modelo, ou seja, a capacidade do modelo
em resistir a pequenas modificacdes em seus parametros (FERREIRA e
KIRALJ, 2009) e (JORNADA e PIZZOLATO, 2007). Esta técnica de
validacdo ndo apresenta limites para QZLNO médio, mas é importante que QzLNO
médio seja elevado e preferencialmente préximo ao Q2Loo (Q2LNO QZLOO)
(TROPSHA, GRAMATICA e GOMBAR, 2003). Se, na validacao LNO, um
modelo QSAR cldssico possuir elevada média Q% no, pode-se chegar a
conclusdo que o modelo € robusto e que possui boa predicdo interna. Para os
procedimentos de validagdo interna, quanto maior for QQLOO e QzLNO; € menor
for a variacdo para cada SEV, maior serd o grau de previsibilidade interna do

modelo (MELO, 2009) e (TROPSHA, GRAMATICA e GOMBAR, 2003).

Outro procedimento realizado na validagdo estatistica do modelo esta
relacionado a possibilidade deste apresentar correlagdo ao acaso. A técnica
indicada para esta verificacio € o teste de randomizacdo de Y (Y-
randomization ou Y-scrambling) (FERREIRA e KIRALJ, 2009) e (MELO,
2009). Nesta técnica, o valor das colunas referentes as propriedades
moleculares na matriz de dados original permanece inalterado, enquanto os
valores da coluna referente a atividade bioldgica sdo “misturados”

aleatoriamente, e o processo € repetido vdrias vezes. Com a realizacdo da
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técnica, espera-se que os resultados obtidos sob estas condicdes sejam de
péssima qualidade (baixo R* e Q° o0), 0 que caracteriza forte indicio de que as
propriedades moleculares (descritores) que constituem o modelo de calibracao
ndo apresentam variabilidades explicadas e preditas ao acaso e provavelmente
os descritores estejam correlacionados com a atividade bioldgica experimental
(WOLD e ERIKSSON, 1998), (FERREIRA e KIRALJ, 2009), (ERIKSSON
et al, 2003) e (TROPSHA, GRAMATICA e GOMBAR, 2003).

Com relagdo ao teste de randomizacdo de Y, ndo existe consenso na
literatura no que se refere aos limites para os parametros estatisticos. A
proposta mais adequada € a de Eriksson e colaboradores (2003): de acordo
com os autores, o procedimento leva em consideragdo a construcao de um
diagrama do Q%o em funcio de [R’, plotando no diagrama os pontos
relativos a cada randomizagio realizada. O intercepto no diagrama (Q* oo X
IR?|) deverd obedecer a condicdo: |R*| < 0,30 e Q%00 < 0,050. Caso isto
aconteca, o modelo estard livre de correlacdo ao acaso (MELO, 2009),
(ERIKSSON et al, 2003) e (FERREIRA e KIRALJ, 2009). Quanto ao nimero
de randomizagdes realizadas também nao hi consenso na literatura, mas em
trabalho recente de Ferreira e Kiralj (2009), os autores demonstraram que 0s
resultados com dez e com mil randomizagdes sdo praticamente idénticos

quando se utiliza o método proposto por Eriksson e colaboradores (2003)

(MELO, 2009) e (FERREIRA e KIRALJ, 2009).

Um procedimento considerado fundamental no processo de validacao
estatistica para a proposicao de modelos QSAR ¢ a utilizagdo do modelo
proposto para predizer a atividade bioldgica de outros compostos andlogos que
nao facam parte da série de treinamento. Estes compostos ndo podem ser

utilizados na constru¢do do modelo e o protocolo de ensaio farmacoldgico
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deve ser o mesmo. Este procedimento é chamado de validacdo estatistica
externa e constitui o procedimento mais adequado para verificar a habilidade
preditiva do modelo proposto quanto a atividade biolégica de outros
compostos que sejam da mesma série (mesmo dominio quimico). Quanto
menor for o desvio entre os valores de atividade bioldgica experimental e a
predita pelo modelo que resistiu ao processo de validagdo interna, melhor sera
o grau de previsibilidade externa do modelo (FERREIRA e KIRALJ, 2009),
(WOLD e ERIKSSON, 1998), (GOLBRAIK e TROPSHA, 2002), (APTULA
et al, 2005) e (ERIKSSON et al, 2003).

De forma semelhante a validacdo interna, deve-se avaliar o coeficiente de
correlagdo da validacdo externa (szred = Rzpred) e o erro padrao de predi¢ao

externa (SEP: Standard Error of Prediction).

Uma sugestdo para andlise dos parametros estatisticos quanto a validag¢do
externa € a proposta feita pelos autores Golbraikh e Tropsha (2002): szred
entre 0,50-0,60 (GOLBRAIKH e TROPSHA, 2002). Outras sugestdes
também foram propostas, como a de Melagraki e colaboradores (2007), onde
szmd > 0,60 (MELAGRAKI e al, 2007) e ainda a de Roy e Roy (2008a e
2008b), onde szred > 0,50 (ROY, LEONARD e ROY, 2008) e (ROY e ROY,
2008). Em alguns casos, pode até acontecer de szred > QzLOO. Este fendmeno
€ conhecido como Paradoxo de Kubinyi (DOWEYKO, 2008) e (TROPSHA,
GRAMATICA e GOMBAR, 2003).

Golbraikh e Tropsha; Melagraki e colaboradores; Tropsha, Gramética e
Gombar, ainda sugeriram a realizagdo de dois testes confirmatérios para a

verificacio da qualidade preditiva externa (TROPSHA, GRAMATICA e
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GOMBAR, 2003), (MELAGRAKI et al, 2007), (GOLBRAIKH e
TROPSHA, 2002) e (GOLBRAIKH et al, 2003):

1) Avaliacdo das inclinagdes das retas obtidas pela regressdo simples
realizada entre os valores observados X valores preditos (k) e entre os
valores preditos X valores observados (k*); a condi¢ao de existéncia €
que: 0,85 < kou k°<1,15.

2) Avaliacdo dos coeficientes de determinacdo (R* e R'%)) obtidos pela
mesma regressao simples com a reta centrada arbitrariamente na
origem; a condicio de existéncia é: |R* e R*%| < 0,30.

2.4.1 Procedimento da Validacao Estatistica do Modelo

Apo6s termos realizado a andlise do grau de ajuste e do grau de
significancia estatistica, seguimos para a etapa de validacdo estatistica interna
e externa do modelo proposto. Antes de verificarmos a capacidade preditiva
interna e externa do modelo, convém lembrar que o modelo proposto
selecionado apresentou: (R2 > 0,60), o (SEC) foi o menor possivel e o valor do
teste de Fischer apresentou (F.,) superior ao (Fuqico) (tabelado). Para
encontramos na tabela o F-valor tem-se que (Fy 1), onde que k = nimero de
varidveis latentes e n = numero de compostos (amostras). Os parametros
estatisticos listados na [Tabela 3A] foram utilizados para avaliar a qualidade

do modelo QSAR proposto.

Para avaliar a qualidade preditiva interna utilizamos os limites
recomendados na validagdo cruzada Leave-One-Out: (QZLOO > 0,50) e (R2 -
QZLOO < 0,30). A robustez do modelo foi examinada por intermédio da
validacdo cruzada Leave-N-Out (LNO, “N” =1, 2, 3,......10). A média do valor
de cada QzLNO devera ser proxima a de QzLOO e o valor do SEV préximo de

ZE€r0.
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A possibilidade da ocorréncia de correlacdo ao acaso foi testada pela
andlise Y-randomization, onde a coluna Y (atividade bioldgica) foi
“misturada” 10 vezes aleatoriamente. Foi utilizada a abordagem sugerida por
Eriksson e colaboradores (2003), onde se construiu o diagrama de QZLOO em
funcdo de [R?|, plotando no grifico os pontos relativos a cada randomizacio
concretizada. O intercepto no diagrama (QQLOO X |R2|) devera obedecer a
condigdo: (|R2\ <0,30e QzLOO < 0,050), e caso satisfaca a condi¢do, o modelo

estard livre de correlagdo ao acaso.

ApOs avaliagdo da qualidade preditiva interna e confirmagdo da robustez
do modelo, realizamos o procedimento de validacdo externa para um conjunto
de chalconas. Esta série de andlogos escolhida (fest set) apresenta uma escala
de atividade bioldgica (pMIC) homogénea quando comparada a atividade

bioldgica da série de treinamento.

Os dados de atividade biologica experimental da série externa foram
obtidos do paper de Batovska e colaboradores [série A: cinco chalconas]
(BATOVSKA et al, 2007) e também do paper de Turkar e colaboradores
[série B: quatro chalconas] (TURKAR et al, 2010) [Figura 8A]. Estas
chalconas que pertencem a série externa, € que apresentam variacoes
estruturais em seus substituintes, foram utilizados para testar a capacidade
preditiva externa do modelo proposto. A qualidade estatistica do modelo
gerado para os compostos externos ndao deve ser muito diferente da qualidade

do modelo relativo a série de treinamento.
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Figura 8A: Chalconas da série externa e validac¢do do estudo QSAR

O parametro szred foi utilizado para verificar a for¢a preditiva externa do
modelo QSAR cléassico proposto. Neste trabalho, utilizamos o limite
recomendado (szred > 0,50). Entretanto, este parametro (szred) ainda nao €
uma condicdo suficiente para garantir que o modelo QSAR proposto seja
realmente preditivo externamente. Entdo, seguindo as recomendacdes da
literatura, ainda analisamos:
I) As inclinagdes das retas obtidas pela regressdao simples realizada entre
os valores observados X valores preditos (k) e entre os valores preditos
X valores observados (k*), onde a condi¢ao de existéncia seja: 0,85 < k
ou k°< 1,15.

2) Os coeficientes de determinagdo (R% e R%) obtidos pela mesma
regressao simples com a reta centrada arbitrariamente na origem, onde a

condicio de existéncia seja: [R% e R*%)| < 0,30.
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Tabela 3A: Parametros estatisticos analisados

Parametro Estatistico Simbolo e equacio
Coeficiente de determinac¢do multipla da calibragcao R’

Erro padrao do modelo de calibracao SEC

Teste de Fischer (F) com intervalo de confianca (95%) F

Coeficiente de determinacdo multipla da validagio cruzada: Qo
“Leave-One-Out (LOO)”

Erro padrdo da validacdo cruzada SEV
Coeficiente de determinagdo miltipla da validacdo cruzada: Q%o

“Leave-N-Out (LNO)”

Coeficiente de determinacdo multipla da predicdo externa szred
Erro padrao da predicdo externa SEP
Inclinacao das retas da regressao linear KeK’

2.5 Proposta de Sintese das Chalconas propostas por QSAR 2D

O método QSAR-2D ¢ alvo de critica por parte de alguns pesquisadores,
entretanto muitos outros, mundialmente conhecidos o utilizam como
ferramenta no Planejamento Racional de Farmacos. Para realmente
concluirmos que a metodologia QSAR-2D € uma ferramenta util na proposta
de modelos lineares segundo a abordagem de Hansch-Fujita, levamos em
consideracdo que para uma equacdo multidimensional proposta seja
promovida a um modelo QSAR-2D consistente, além da validacao estatistica
interna e externa, ¢ fundamental também que a equagdo proposta seja capaz de
fazer previsdes para compostos analogos fora da série de treinamento e da
série externa. Este aspecto nem sempre acontece nos estudos tedricos de
QSAR, pois implica na sintese organica de novos compostos € também nos
ensaios bioldégicos in vitro e/ou in vivo, que geralmente requer um custo
adicional, sem comentar na existéncia de uma relagdo harmoniosa entre

quimicos tedricos, quimicos organicos sintéticos e farmacologistas, ou seja,

108



Tese de Doutorado Luiz Frederico Motta

fazer pesquisa de qualidade requer estreitar lacos de forma multilateral. Foi
pensando em fazer pesquisa sob as condi¢cdes em nosso alcance, que surgiu a
idéia deste projeto, incorporando os conhecimentos da quimica tedrica
computacional (Laboratério de Quimica Tedrica e Quimiometria do Instituto
Federal do Tridngulo Mineiro: IFTM), com a sintese orginica e a
espectroscopia  (Laboratério de Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas: UNICAMP), dos ensaios microbioldgicos in vitro (Laboratorio de
Investigacdo de Fungos da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas) e dos ensaios citotoxicos in vitro (Instituto de Biologia
da Universidade Estadual de Campinas). Levando em consideracdo o modelo
QSAR-2D proposto, apds termos realizado os procedimentos de validagdo
interna e externa, analisando os descritores selecionados e contando com a
intuicdo dos quimicos organicos sintéticos, propusemos a sintese de novos
compostos organicos andlogos de chalcona, para posterior verificagdo da
atividade microbiologica in vitro (MIC) contra cepas de Candida albicans,
avaliacdo citotoxica in vitro para oS compostos mais ativos e finalmente

avaliacdo farmacocinética-toxicoldgica in silico para estes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Ap0s termos realizado a otimizagdo geométrica e a anélise conformacional
para as chalconas, cdlculo das propriedades moleculares (parametros fisico-
quimicos), selecionarmos uma estimativa de modelo multidimensional linear
segundo abordagem de Hansch-Fujita e finalmente executarmos a validagao
interna e externa do modelo proposto, torna-se necessario a andlise quimica
quantica QSAR cldssica e a interpretacdo dos descritores selecionados com
intuito de predizer a atividade bioldgica experimental das chalcona e
finalmente propor a sintese de novos compostos.

3.1 Analise Quimica Quantica QSAR

O estudo QSAR classico realizado neste trabalho incluiu 20 chalconas,
conforme apresentados na [Tabela 1A]. Estas chalconas apresentam variacoes
nos substituintes dos anéis A e B. A proposta para este estudo QSAR
investigou modelos com apenas quatro descritores. A proposta de modelo
multidimensional linear foi obtida utilizando a metodologia quimiométrica dos
Quadrados Minimos Parciais (PLS). Na andlise multivariada PLS, os
descritores da matriz de dados sdo decompostos em matrizes ortogonais com
uma relacdo entre as varidveis dependente (propriedades moleculares) e
independente (atividade biolégica: MIC). Portanto, ao contrario de andlise de
regressao linear multipla (MLR), o problema da multicolinearidade relativo
aos descritores € omitido na analise PLS, e um nimero minimo de variaveis

latentes (PCs) foi utilizado para a modelagem por intermédio do PLS.

Ao final de todo o processo utilizando o método PLS, encontramos quatro
combinagdes de 4 descritores, onde as propriedades moleculares, refratividade
molar [MR], potencial de ionizacdo [PI] e Verloop B4 para o substituinte no
anel A [B4(A)], estavam presentes nas quatro combinagdes, diferenciando em

apenas uma varidvel: d (C2CB), Hamett c-meta (A), Hardness (n) e
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Comprimento Molecular (Lx). As trés primeiras combinagdes que
apresentavam os descritores [d (C2CB), Hamett c-meta (A) e Hardness ()]
foram descartadas em func¢do da quantidade de outliers (2, 3 e 3,
respectivamente) encontrados nos modelos e também porque ndao foram
aprovadas nos processos de validacdo interna e externa. Portanto, sé nos

restou uma combinacao de 4 descritores, que refere-se ao modelo proposto.

Desta forma, o modelo proposto QSAR-2D, apresentou com apenas trés
variaveis latentes (PC1, PC1 e PC3) a capacidade de descrever 96,14% da
informagdo original, de modo que: PC1 = 54,34%; PC2 = 26,88% e PC3 =
14,91%. Os descritores selecionados e que participam do modelo proposto
foram: refratividade molar [MR], potencial de ionizacdo [PI], comprimento
molecular [Lx] e Verloop B4 para o substituinte no anel A [B4(A)]. Os
valores dos descritores selecionados para constituigdio do modelo e os
resultados da validag¢do cruzada Leave-One-Out (LOO cross-validation) estao

representados na [Tabela 4A].

Tabela 4A: Valores dos descritores utilizados na constru¢do do modelo QSAR, validacdo
cruzada Leave-One-QOut e residuos

Compostos [MR] [PI] [Lx] [B4 (A)] pMIC ;s  pMIC eq Residuos
1 77.983 8.66002 17.4220 2.50670 4.531 4.722 -0.191
2 83.000 8.64373 16.5513 2.58952 4.159 4.104 0.055
3 85.898 8.65428 16.8184 2.42155 3.522 3.846 -0.324
4 87.867 8.65601 16.2988 2.20084 3.208 3.347 -0.139
5 87.761 8.79137 17.1150 2.51513 3.4717 3.664 -0.187
6 84.394 8.58195 17.3553 2.23950 4.152 4.072 0.080
7 78.133 8.60710 15.9419 2.12793 3.804 3.973 -0.169
8 79.658 8.60860 15.8854 2.39803 3.829 4.029 -0.200
9 79.658 8.68011 15.9428 2.24248 4.130 3.730 0.400
10 79.658 8.62572 16.6768 2.20566 3.829 4.116 -0.287
11 102.24 8.59834 19.0341 2.17772 3.120 3.431 -0.311
12 84.328 8.78265 17.8516 2.66742 4.474 4.074 0.400
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13 77.334 8.60593 15.9786 227782 4.716 4.012 0.704
14 85.099 8.66701 16.9147 2.26500 3.832 3.752 0.080
15 77.268 8.79500 15.8240 2.68451 4.136 4.077 0.059
16 85.033 8.83799 16.2757 2.68364 3.548 3.700 -0.152
17 88.853 8.87031 18.0011 1.78522 3.064 3.084 -0.020
18 96.618 8.94672 19.3098 1.84424 3.169 2.621 0.548
19 71.007 8.97866 15.7680 2.57941 4.086 4.114 -0.028
20 78.772 9.06768 17.0855 2.50322 3.508 3.887 -0.379

Analisando a [Tabela 4A], notamos que o modelo proposto possui
pequenos residuos (pMIC,ps - pMIC,q). As propriedades moleculares do
modelo proposto [Equacdo 24] foram capazes de elucidar 85% da variancia
total e predizer 78% da atividade bioldgica experimental. Somente com a
primeira varidvel latente (PC1), o modelo possui capacidade para explicar
aproximadamente 54% da variancia dos dados originais e 50% da atividade

bioldgica experimental.
pMIC = + 0,339 [Lx] - 1,783 [PI] — 0,0708 [MR] + 0,891 [B4 (A)] + 17,473 Eq.24

n =20; PCs = 3;
informacao acumulada = 96.14% (PC1 = 54,34%; PC2 = 26,88% e PC3 = 14,91%);
R? = 0,776; SEC = 0,229; Fg3.16) = 14,172 (F. = 3,24) ; Q*L00 = 0,609; SEV = 0,295.
O diagrama representado pela [Figura 9A] mostra a atividade observada

(pMIC,ps) versus a atividade predita (pMIC,,q) para a série em treinamento.
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Figura 9A: Modelo de regressao para a série de treinamento

18, 17 e 11 foram agrupados separadamente dos demais compostos. Estes

compostos sao os que apresentam menor atividade bioldgica da série de

treinamento dos andlogos no estudo QSAR cldssico [Figura 10A].
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Figura 10A: Diagrama de Scores (PC1 x PC2) para 20 chalconas.

Para uma melhor interpretacdo do diagrama de Scores devemos analisar o

diagrama de Loadings (PC1 x PC2) [Figura 11A], onde notamos que a
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refratividade molar [MR] € um descritor que contribui para estas substancias,
ou seja, apresentam elevados valores de [MR] e de acordo com a [Equacio 24]
a atividade bioldgica dos derivados devera ser maior quanto menor for o valor
da [MR]. Isto também pode ser analisado através da [Tabela 4A], onde
verificamos que tais compostos (menos ativos) sao 0s que apresentam maiores
valores de [MR] e os menores valores de atividade bioldgica. Apenas com
duas varidveis latentes (PC1 x PC2), confrontando o diagrama de Scores com
o de Loadings notamos uma boa discriminagdo entre 0s compostos mais ativos
e os menos ativos (amostras 18, 17 e 11). A andlise do diagrama revela que as
propriedades moleculares, refratividade molar e o potencial de ionizacao,

influenciam negativamente em relacdo a atividade biologica (pMIC).

PC2 X-loading Walghis and Y-loadings

< L

- | | | T

0 | a a a a . 54(“2

- MR

- Pl

-04 -02 0 02 04 06

N -06
RESULTS, X-expl: 53%,19% Y-expl 50%,16%

Figura 11A: Diagrama de Loadings (PC1 X PC2) com os descritores utilizados na
constru¢do modelo PLS

O modelo proposto na [Equagdo 24] indica que a atividade inibitéria dos
compostos contra as cepas resistentes de Candida albicans depende dos
parametros de natureza termodinamica, dimensional e estereoquimica. A
[Figura 12A] indica os coeficientes de regressdo dos descritores e a [Figura
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13A] mostra a relevancia de cada varidvel independente (descriptor

relevance), ou seja, a relevancia dos descritores utilizados no modelo

proposto. A andlise do diagrama de Loadings revela que os descritores [MR] e

[PI] contribuem negativamente para PC1 e PC2, que o descritor [B4(A)]

contribui positivamente para PCl e que o descritor [Lx] contribui

negativamente para PC1 e positivamente para PC2. Isto significa que os

descritores que mais contribuem para PC1 sdo [MR], [PI] e [B4(A)], enquanto

o descritor [Lx] € o que mais contribui para PC2.
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Figura 12A: Diagrama dos coeficientes de regressao dos descritores utilizados no

modelo PLS.
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Figura 13A: Diagrama do poder de relevancia dos descritores utilizados no modelo
PLS (escala de 0 a 10).

O sinal negativo do parametro misto estérico-hidrofébico [MR] no modelo
proposto, indica que a molécula do composto deverd possuir menor volume
molecular [VM] para favorecer a atividade biologica (pMIC). Os compostos,
11, 17 e 18 apresentam grupo fenila como substituinte, o que aumenta
consideravelmente o volume molecular de suas estruturas quimicas,

contribuindo para uma menor atividade bioldgica.

Partindo-se do principio que existe certa possibilidade dos compostos
estudados interagirem com algum bioreceptor do fungo, entdo, a regido de
atividade do bioreceptor deve possuir um centro ativo onde os ligantes com
moléculas maiores apresentam dificuldade em complexar, ndo favorecendo as

interacdes intermoleculares ligante-bioreceptor.
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O sinal negativo da refratividade molar, provavelmente, mostra que o
ligante tem a capacidade de “distorcer a conformagdo” do sitio ativo do
bioreceptor por intermédio de impedimento estérico, ou seja, a refratividade
molar estd contribuindo como um descritor estérico dos substituintes
(MONTANARI, MONTANARI e GUADIO, 2002). Um detalhe importante €
o fato de que o grupo fenila encontra-se na posi¢ao-para tanto em substituinte
no anel A ou em B. Assim, substituintes volumosos nesta posi¢ao no anel A
ou em B reduzem a atividade bioldgica dos compostos estudados, o que indica
a dificuldade para a complexag¢do ligante-bioreceptor, de certa forma

confirmando a presenga do impedimento estérico.

Lembrando a equacdo de Lorentz-Lorenz (TAVARES, 2004), nao
devemos esquecer que, a refratividade molar é uma medida relacionada ao
volume molecular de um composto e o qudo facilmente ele € polarizado, ou
seja, € uma propriedade molecular de cardter misto. Até poderiamos pensar
que o sulco do bioreceptor que acomoda o anel B do composto deverd possuir
certa hidrofobicidade. Isto vai de encontro com a andlise do composto 13, que
possui atomo de hidrogénio como substituinte no anel B, sendo o composto
que apresenta maior atividade bioldgica da série de andlogos em estudo. Mas
ao analisarmos os compostos 01, 02 e 03, com o0s seus respectivos
substituintes no anel B, percebemos que a polaridade diminui (hidrofobicidade
aumenta) e a atividade biolégica diminui. O que justificaria entdo este
comportamento? Neste caso, ndo devemos esquecer que outro fator além da
hidrofobicidade, estaria influenciando na atividade biolégica dos compostos.
Nota-se um aumento no raio atdmico dos elementos substituintes (Rg < R¢; <
Rg;), 0 que implica proporcionalmente num aumento do volume de van der

Walls do substituinte em anel B, trazendo novamente a tona a questdao do
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impedimento estereoquimico. Devemos mencionar também, que o anel do
composto 13, apesar de apresentar o substituinte hidrogénio, ele ndo é o

nucleo benzénico e sim o nucleo tiofénico.

O sinal negativo do parametro termodinamico, [PI], indica que a estrutura
quimica precisa de menor quantidade energética para que ocorra remog¢ao de
elétrons, favorecendo a sua atividade bioldgica. Portanto, se a molécula requer
menos energia para remover elétrons, obviamente maior serd a energia do
orbital de fronteira HOMO. A energia de ionizacdo € um descritor que se
relaciona com a energia do orbital de fronteira HOMO, pois [PI] = - Egomo, Ou

seja, quanto menor [PI], maior serd Egomo.-

Chalconas sdao compostos que possuem um evidente orbital molecular
HOMO na regido da carbonila, favorecendo a sua capacidade doadora de
elétrons, bem como esta regido possui um notdvel cardter nucleofilico,

funcionando como uma base de Lewis.

Levando em consideragdo o potencial de ionizagdo, a interacdo ligante-
bioreceptor pode estar ocorrendo por meio de interacOes fracas e que
necessitam de uma menor quantidade de energia no processo de transferéncia
de elétrons e no mecanismo de complexacdo. Assim, a interagdo ligante-
bioreceptor possui grande probabilidade de nédo ser do tipo eletrostética, o que
nos resta como opg¢ao para as chalconas, a ocorréncia de interagdo covalente
entre o ligante e o bioreceptor via adicdo nucleofilica em carbono C4.
Devemos lembrar que as chalconas, sdo passiveis da ocorréncia de adi¢cdo
nucleofilica tanto em C2 como em C4. A adicao nucleofilica em C2 ocorre por
intermédio de interacdo eletrostatica e a adi¢cao nucleofilica em C4 ocorre por

intermédio da interacdo covalente entre o orbital molecular de fronteira
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LUMO em C4 da chalcona (ligante) com o orbital molecular de fronteira
HOMO de algum aminoidcido presente no sitio ativo da molécula

bioreceptora.

E importante notarmos que existe insatura¢io olefinica entre os carbonos
C3 e C4, ou seja, as chalconas sdo substincias quimicas que apresentam
insaturagdes conjugadas, o que justifica 0 mecanismo de ressonancia através
da deslocalizacdo da ligacdo n em funcdo da presenca da carbonila. Desta
forma, as chalconas estdo predispostas a ocorréncia de uma reacao quimica do
tipo “adicdo de Michael”. Do ponto vista droga-receptor, caso a molécula
bioreceptora seja uma enzima, poderd ocorrer ligacdo covalente ligante-
enzima com inibicdo irreversivel (inibicdo suicida), caso ocorra interacao
entre orbital LUMO de C4 da chalcona com o orbital HOMO de aminodcido
da enzima. O aminodcido cisteina presente em vdrias enzimas é um alvo
interessante para a ocorréncia deste tipo de interacdo, pois apresenta
agrupamento sulfidrila (-SH) com a disponibilidade de orbital molecular de

fronteira HOMO.

Com intuito em obtermos uma melhor anélise e interpretacdo em termos de
propriedades eletronicas, determinamos o Mapa de Potencial Eletrostatico
Molecular (MEP) de alguns compostos, pois este nos fornece a localiza¢ao do
potencial eletrostatico em regides de uma superficie molecular em termos de
densidade eletronica. Os compostos da série de treinamento 01 e 13 sdo os que
apresentam maior atividade bioldgica, portanto, os MEP destes compostos

estdo esquematizados na [Figura 14A].
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13.

Figura 14A: Mapas de potencial eletrostitico das chalconas 1 e 13."

A anélise dos MEP para os compostos mais ativos da série de treinamento
nos revela de forma marcante que a carbonila é uma regido que apresenta a
maior densidade eletrOnica na molécula. Da mesma forma que determinamos
os MEP, para as chalconas 1 e 13, também determinamos os Mapas de
Densidade Eletronica (MDE) do orbital de fronteira HOMO. A [Figura 15A]
revela que o orbital molecular HOMO estd localizado na regido da carbonila
dos compostos. O MDE nos fornece uma forma titil para a caracterizagdo das
interacOes doador-aceptor. A maioria das reacdes quimicas ocorre na regido de

maior densidade eletrdbnica nos orbitais de fronteira, que sdo definidos de

2 As regides com potencial eletrostitico negativo estdo representadas em vermelho
(elevada densidade eletronica), enquanto as regides com potencial eletrostatico positivo
estdo em verde-azul (baixa densidade eletronica)
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acordo com o tipo de reagdo: numa reacgao eletrofilica, a densidade de HOMO
¢ essencial para a transferéncia de elétrons, enquanto a densidade de LUMO

representa as areas mais susceptiveis a ataques nucleofilicos.

Chalcona 1

Chalcona 13
Figura 15A: Mapa de Densidade Eletronica do Orbital HOMO das chalconas 1 e 13

andlise do Mapa de Densidade Eletronica (MDE) do orbital molecular de
fronteira LUMO para a chalcona mais ativa (composto 13) podera nos revelar
a regido do composto sujeita a um possivel ataque nucleofilico [Figura 16A].
Notamos uma evidente caracterizagdo do orbital LUMO em C4 (centro

eletrofilico) e também a existéncia do mecanismo de ressonancia devido a
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deslocalizac@o dos elétrons 7 (C4-C3) em direcdo a regido da carbonila (C =

0).

Chalcona 13
Figura 16A: Mapa de Densidade Eletronica do Orbital LUMO do composto 13

O sinal positivo do parametro dimensional, [Lx], indica que a estrutura
molecular deve possuir maior comprimento molecular para favorecer a
atividade biologica. Os compostos 11, 17 e 18 e apresentam uma grande
extensao molecular (elevado Lx), devido a presenca do grupo fenila. Isto
também pode ser evidenciado através do diagrama de Scores e Loadings
[Figuras 11A e 12A]. Apesar das moléculas destes compostos possuirem
maiores [Lx], apresentam elevada refratividade molar, justificando a baixa
atividade biolégica dos compostos. Portanto, percebemos que o descritor
refratividade molar, [MR], apresenta uma maior contribui¢do (peso) quando

comparado ao descritor comprimento molecular [Lx].

Uma possibilidade interessante seria a presenca de substituintes na
molécula com capacidade de fornecer par de elétrons (Base Lewis) e,
simultaneamente possuir um maior comprimento molecular e menor volume

molecular. Parece estranho, mas neste caso, a presenca do substituinte
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quinolinil no anel A é bem aceita, 0 que aumentaria o [Lx] sem aumentar de
forma significativa o volume molecular, visto que este substituinte é planar. O
substituinte cloro-quinolinil no anel A, também estaria contribuindo com
aumento da capacidade doadora de elétrons. E muito estranho o grupo de
Loépez e colaboradores (LOPEZ et al, 2001) terem constatado que as
chalconas quinolinicas ndo apresentam atividade bioldgica. Isto pode estar
relacionado ao tipo de ensaio bioldgico que os pesquisadores realizaram.
Dependendo do tipo de ensaio bioldgico realizado, alguma interferéncia pode
ter “mascarada” a atividade biologica dos compostos testados. Seria
interessante propor uma nova sintese orginica de chalconas contendo os
substituintes  quinolinil e cloro-quinolinil, a fim de verificar

experimentalmente a atividade biolégica como agentes antiftingicos.

O sinal positivo do parametro estereoquimico, [B4 (A)], indica que a
estrutura molecular do composto deve ter maior raio em substituinte no anel A
para favorecer a sua atividade biolégica. Isto também contribui com a hipétese
da presenca de substituintes quinolinil e cloro-quinolinil no anel A. Notamos
que os compostos 17 e 18 que sdo planares em anel A, apresentam pequeno
valor de [B4 (A)], o que explica também a baixa atividade bioldgica destes
compostos. Os substituintes tiometil (-SCH3) no anel A possuem elevado valor
[B4 (A)] quando comparado aos substituintes metéxi (-OCHj3), portanto possui
uma maior atividade bioldgica, justificando assim a atividade bioldgica do
composto 13. Analisando a estrutura quimica do composto 13, concluimos que
o volume molecular no anel B para os compostos andlogos, deve ser menor

para favorecer a atividade bioldgica.

Uma reflexdo mais aprofundada nos indica que a contribui¢do (peso) da
refratividade molar é muito maior do que os demais descritores que participam
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do modelo proposto. Esta conclusdao também pode ser evidenciada analisando
o diagrama da [Figura 13A], que classifica a MR numa escala de 0-100 como
o descritor de maior relevancia no modelo proposto.

3.2 Validacao Estatistica do Modelo QSAR-2D

Para a verificacdo da forca preditiva do modelo proposto executamos o0s
métodos de validacdo interna e externa. Os métodos realizados foram:
validacdo cruzada Leave-One-Out (LOO cross-validation), validacdo cruzada
Leave-N-Out (LNO cross-validation), o teste de randomizag¢do de Y (Y-

randomization) e a validagdo externa.

De acordo com a literatura, a anélise LOO cross-validation revelou que R?
~ R%00 < 0,30 (0,776 — 0,625 = 0,151) e Q*.00 > 0,50 (0,609), indicando
respectivamente que nao houve indicio de overfitting (ajuste for¢cado) e foi
capaz de predizer pelo menos 50% da variabilidade biol6gica (ERIKSSON et
al, 2003), (GOLBRAIKH e TROPSHA, 2002), (GOLBRAIKH et al, 2003),
(ZHANG et al, 2007) e (TROPSHA, GRAMATICA ¢ GOMBAR, 2003) ¢
(FERREIRA e KIRALJ, 2009). A andlise LNO cross-validation foi
representada por intermédio do diagrama Q’ no médio versus N de acordo
com a [Figura 17A]. Em cada teste LNO, os pontos referem-se a média dos
valores do teste realizado em triplicata e cada coluna indica o desvio

padronizado para cada LNO.

O modelo proposto possui elevada média de Q*no = 0,612, pequenas
flutuacdes dos desvios-padrao para cada ponto LNO e pequenas variacdes em
relacdo ao valor Q% no. LNO cross-valida¢do emprega conjuntos menores do
que o procedimento de treinamento LOQO. Esta técnica de validacao (validacao

Leave-N-Out) nio apresenta limites para Q% no médio, mas é importante que
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QzLNO médio seja elevado e preferencialmente proximo ao Q2LOO (QZLNO

Q’.00) (TROPSHA, GRAMATICA ¢ GOMBAR, 2003). Cada “N” foi
realizado em triplicata, onde em cada replicata as linhas da matriz de dados (X
e Y) foram aleatorizadas (FERREIRA e KIRALJ, 2009), (TROPSHA,
GRAMATICA e GOMBAR, 2003) e (MELAGRAKI et al, 2007). Notamos
que (N = 2, 3, 4......9) os valores médios Q* no sdo elevados e com pequenas
flutuacdes dos desvios-padrao. Para N = 10, o valor médio QZLNO cail bastante
e apresenta um grande desvio padrio. O modelo QSAR cldssico foi
considerado “robusto”, pois os valores médios QZLNO sao relativamente

elevados e préximos ao valor de QZLOO.

Leave-N-out cross-validation

QZ
1
08 X
0,4 *
0,2

0

Figura 17A: Diagrama da andlise LNO cross-validation.

O teste de randomizacdo de Y (Y-randomization) € 1til para verificar se
existe possibilidade de correlagdo ao acaso quanto as variancias explicadas e
preditas pelo modelo proposto (FERREIRA e KIRALJ, 2009), (MELO e
FERREIRA, 2009) e (MELO et al, 2010). O teste de Y-randomization pode
ser analisado pela constru¢io do diagrama de Q° versus R* dos modelos
aleatdrios [Figura 18A]. Cada ponto na regido entre os interceptos indica os
modelos randomizados: Todos os valores para R* e Q* estdo abaixo de 0,256 e
— 0,018, respectivamente.
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Pode-se observar que os resultados obtidos para todos os modelos
aleatdrios sdo de péssima qualidade, quando comparado ao modelo real, e as
interceptacdes estdo dentro dos valores aceitdveis recomendados pela
literatura. As interceptacdes estdo abaixo dos limites (R* < 0,3 e Q* < 0,05)
[Figura 18A]. A dispersao dos pontos € observada na regido ao redor do
intercepto, 0 que representa uma situacdo razoavel para conjuntos de dados
(ERIKSSON et al, 2003), (FERREIRA e KIRALJ, 2009), (MELO e
FERREIRA, 2009) e (MELO et al, 2010).
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Figura 18A: Diagrama do teste Y-randomization

Quanto ao numero de randomizacOes realizadas ndao had consenso na
literatura, mas em trabalho recente de Ferreira e Kiralj (2009), os autores
demonstraram que os resultados com dez e com mil randomizacdes sdo
praticamente idénticos quando se utiliza o método proposto por Eriksson e
colaboradores (2003) (FERREIRA e KIRALIJ, 2009). Portanto, levando em
consideracdo o trabalho de Ferreira e Kiralj (2009), realizamos 10
randomizacdes para esta andlise. De acordo com a OECD (2007), as técnicas
LNO cross-validation e Y-randomization, sao medidas da qualidade interna do

modelo (MELO e FERREIRA, 2009) e (MELO et al, 2010).
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Alguns autores argumentam que, apOs a validagdo interna, apenas os
modelos validados externamente, podem ser considerados realistas e
aplicdveis para o planejamento racional de farmacos (TROPSHA,
GRAMATICA e GOMBAR, 2003) ¢ (MELAGRAKI et al, 2007). Estudos
relatados por Golbraik e Tropsha (2002) e Aptula e colaboradores (2005),
apoiam esta proposta (GOLBRAIK e TROPSHA, 2002) e (APTULA et al,
2005).

Apo6s avaliacdo da qualidade preditiva interna e a confirmagao da robustez
do modelo, realizamos o procedimento de validacdo externa para um conjunto
de chalconas. A série de andlogos escolhida (fest set) apresenta uma escala de
atividade bioldgica (pMIC) homogénea, quando comparada a atividade
biologica da série de treinamento. Os dados de atividade bioldgica
experimental da série externa foram obtidos do paper de Batovska e
colaboradores [série A: 05 chalconas] (BATOVSKA et al, 2007) e também do
paper de Turkar e colaboradores [série B: 04 chalconas] (TURKAR et al,
2010) [Figura 10A]. As 9 chalconas que pertencem a sé€rie externa, € que
apresentam variacdes estruturais em seus substituintes, foram utilizados para
testar a capacidade preditiva externa do modelo proposto. Os valores dos
descritores das chalconas da série externa estdo na [Tabela 5A]. Os resultados
apresentados na [Tabela 6A], revelaram que o modelo proposto apresenta
elevada capacidade preditiva externa, considerando os limites propostos na
literatura. Um dos valores K ou K' e a relagio |[R% - R?| estd dentro dos
limites aceitéveis: (0,85 < K ou K'< 1,15; ¢ [R%, - R%| <0,3). O valor do SEP
(erro padrao da predicdo externa), também € considerado baixo, sendo um

indicativo de pequeno erro para um composto andlogo sintetizado com base
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neste modelo (TROPSHA, GRAMATICA ¢ GOMBAR, 2003), (MELO e
FERREIRA, 2009) e (MELO et al, 2010).

Tabela 5A: Valores dos descritores das chalconas da série externa.

Compostos [MR] [PI] [Lx] [B4 (A)]
1A 65,545 9,38097 13,73539 1,788415
2A 67,070 9,00611 14,96120 1,800600
3A 67,070 9,07989 13,84510 1,780200
4A 84,459 8,83922 16,06729 2,893890
5A 71,937 9,29400 15,62119 1,781335
6B 93,502 9,20939 18,83810 1,787016
7B 107,418 9,17723 20,87549 2,887354
8B 87,836 9,27865 17,59090 1,810166
9B 81,509 9,30033 17,67840 1,824291

Tabela 6A: Valores preditos da atividade bioldgica para as chalconas da série externa e
parametros estatisticos.

Compostos pMICops PMICeq Residues
1A 3,221 3,336 -0,139
2A 3,555 3,797 0,242
3A 3,856 3,545 0,311
4A 3,406 3,232 0,174
5A 3,316 3,811 -0,495
6B 4,555 4,737 -0,182
7B 3,960 4,165 -0,205
8B 4,649 4,372 0,277
9B 4,732 4,251 0,481

R’rea 0,709

SEP 0,091

K 0,709

K’ 1,00
R% - R?, 0,709 — 0,7099 = 0,0009

A capacidade preditiva do modelo QSAR cldssico foi demonstrado por

intermédio da validacdo externa, onde os parametros estatisticos abaixo
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indicam que o modelo proposto possui boa capacidade preditiva interna e

externa:
e R’ =0.776 > 0.6; R’ e = 0.709 > 0.5
© Q%rea = 0.709 > Q%00 = 0.609
e K=0.7098 ¢ K’=1.000; onde 0.85 <Kou K'<1.15
¢ |R% - R%| =0.0009 < 0.30

A [Figura 19A] mostra a regressao linear entre valores observados versus
valores previstos e valores previstos versus valores observados para as
chalconas da série externa. Assim, os resultados das etapas de validacdOes,
mostraram que o modelo proposto pode ser classificado como um bom
modelo, pois, de acordo com os critérios utilizados, possui uma qualidade
preditiva interna boa, é robusto, nao apresenta correlacdo ao acaso, € mostra

uma elevada capacidade de previsao externa.

Validacao Externa Validagao Externa
) -
g > R?,=0.709 * s ° R2,=0.709 *
= 45 —— 85 45 0= * -
£ . « % °E 4 B
o * & —v-0.7098x+1.136| €2 * y = 1x +0.0003
o & * R, =0.709 T M $ Ry -0.709
= * 0= = /( o= Y.
g 3 T T T 1 .g 3 T T T 1
= 3 3,5 4 4,5 5 3 3,5 4 4,5 5
< Atividade observada (pMIC) Atividade predita (pMIC)

Figura 19A: Diagramas de regressdo linear entre: a) valores observados x valores
preditos; b) valores preditos x observados para os compostos da série externa.

.O MEP do composto 9B (maior MIC) da série externa foi determinado,
pois este nos fornece o potencial em regides de uma superficie molecular em
termos de densidade eletronica. O MEP deste composto estd esquematizado na
[Figura 20A]. As regides com potencial eletrostitico negativo estdo
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representadas em vermelho (elevada densidade eletrOnica), enquanto as
regidoes com potencial eletrostitico positivo estdo em verde-azul (baixa

densidade eletronica).

Notamos a elevada densidade eletronica na regido da carbonila conforme

presenciamos nos compostos mais ativos da série de treinamento.

Figura 20A: Mapa de Potencial Eletrostatico da chalcona 9B.

Da mesma forma que determinamos o MEP, para a chalcona 9B da série
externa, também determinamos o seu MDE do orbital de fronteira HOMO. A
[Figura 21A] revela que o orbital molecular HOMO esta localizado na regiao
da carbonila. E finalmente, a analise do MDE do orbital molecular de fronteira
LUMO para a chalcona mais ativa da série externa (composto 9B) nos revela a
regido do composto sujeita a um possivel ataque nucleofilico [Figura 22A].
Conforme evidenciado nos compostos da série de treinamento, também
notamos uma evidente caracterizacdo do orbital LUMO em C4 (centro
eletrofilico) e a existéncia do mecanismo de ressonancia devido a
deslocalizac@o dos elétrons 7 (C4-C3) em direcdo a regido da carbonila (C =

0).
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Figura 21A: Mapa de Densidade Eletronica do Orbital HOMO do composto 9B.

Figura 22A: Mapa de Densidade Eletronica (MDE) do Orbital LUMO do composto
9B.
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4. PROPOSTA DE NOVAS CHALCONAS
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Apo6s termos realizado a validacao estatistica interna e externa do modelo
QSAR-2D, percebemos que o modelo proposto possui boa capacidade
preditiva. Para constatarmos o nivel de acuracidade do modelo
multidimensional proposto, analisamos as propriedades selecionadas e
intuitivamente propusemos a sintese de novas chalconas que estdo
representados na [Figura 23A]. Em nosso estudo QSAR cléssico, notamos que
a condicdo de derivados quinolinicos e cloroquinolinicos em anel A da
chalcona com variagdes dos substituintes no anel B € bem aceita. Entdo uma
proposta interessante seria a sintese dos compostos abaixo com posterior
avaliacdo da atividade anti-Candida albicans, para confrontarmos os

resultados com o trabalho de Lépez e colaboradores (LOPEZ et al, 2001).

0 o O F o cl
X X AN X X X
~ s ~ o
N >Cl o) N>l F N >Cl cl
o F o
NN X
Z ~
N F N cl

Figura 23A: Chalconas propostas para sintese e avaliacdo.
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5. CONCLUSOES
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Este estudo possibilitou obter um modelo multivariado QSAR-2D para
uma série de chalconas substituidas com capacidade de inibir as cepas in vitro
de Candida albicans. Os métodos LOQO cross-validation e LNO cross-
validation, a técnica Y-randomization e a validacdo externa indicaram que o
modelo proposto € significante estatisticamente, robusto e possui boa
previsibilidade interna e externa. A atividade inibitéria dos compostos
investigados foi descrita baseada nas propriedades moleculares: refratividade
molar, potencial de ioniza¢do, comprimento molecular ¢ Verloop B4(A), ou
seja, a atividade inibitoria € explicada em func¢ao dos pardmetros de natureza
termodindmica, estereoquimica e dimensional. O modelo proposto descreve
96,14% da informagdo original com apenas trés variaveis latentes. Com
apenas a PC1, o modelo € capaz de explicar 54% da variancia dos dados
originais € 50% da atividade biolégica. Os resultados indicaram que a
atividade contra as cepas de Candida albicans € favorecida por um menor
volume molecular, maior comprimento molecular, pela capacidade elétron-
doadora, pelo maior raio em substituinte no anel A e pela presenca de centros
eletrofilicos no composto. O mecanismo de acdo das chalconas esta
relacionado com aspectos dimensionais e eletronicos, que pode ser explicado
pelos descritores selecionados no modelo QSAR proposto. O estudo revelou
que a presenca dos substituintes quinolinil e cloro-quinolinil em anel A, pode
favorecer a atividade biologica do composto. Portanto, € interessante a
proposta de sintese organica de andlogos de chalcona contendo estes

substituintes para verificar a autenticidade dos fatos.
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Parte B

Sintese das Chalconas Propostas e Ensaios Biolégicos

1. CONSIDERACOES GERAIS
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Nesta parte da tese, abordaremos a sintese das chalconas-alvo de nosso
estudo, sua caracterizagdo e avaliacdo da atividade antifingica. Assim como
na parte A, teceremos algumas consideracdes gerais e depois detalharemos os
métodos empregados em cada uma destas fases (sintese, caracterizacao,
avaliacdo da atividade antifingica e avaliacdo citotoxica). Sem seguida, os
resultados obtidos e a parte experimental do trabalho, encerrando com
algumas conclusdes. Os espectros utilizados na caracteriza¢cdo dos compostos

se encontram no Anexo.

As chalconas sdao precursores da biossintese de flavondides e apresentam
papel relevante em sistemas ecoldgicos em fungdo das cores que sao
encontradas nos vegetais, implicadas no processo de polinizagdo como
atraentes de insetos e/ou pdssaros. A maioria das chalconas apresenta uma
pigmentacdo amarelada e em meio alcalino tendem ao vermelho (SIMOES et

al, 2004) e (MOTTA, GAUDIO e TAKAHATA, 2006).

Quimicamente, as chalconas sdo cetonas o,B-insaturadas, onde tanto a
carbonila quanto a porcdo olefinica se encontram ligadas a anéis aromaéticos
(DHAR, 1981) e (CAREY, 2011). O nicleo fundamental de uma chalcona € a
1,3-difenil-2-propen-1-ona [Figura 1B], apresentando os isdmeros (Z e E),
sendo que a configuracdo do isdmero-E da chalcona € considerada como
sendo a estrutura quimica termodinamicamente mais estivel (McMURRY,

2011) e MOTTA, GAUDIO e TAKAHATA, 2006).
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Figura 1B: Nucleo da chalcona (1,3-difenil-2-propen-1-ona).

O estudo tedrico descrito na Parte A, apontou algumas chalconas
quinolinicas como potenciais agentes antifungicos e iniciamos o trabalho de
sintese destas substancias'’. Entretanto, no Laboratério de Desenvolvimento
de Farmacos e Medicamentos, ja vinhamos trabalhando com algumas
chalconas nao quinolilicas para estudo de seu perfil antimicrobiano. Desta
forma, optamos por incluir estas ultimas em nosso trabalho de avaliacdo da
atividade antifungica, pois assim teriamos um conjunto de moléculas com
variacOes estruturais decorrentes do padrdo de substituicdo de aldeidos e
cetonas, fatores estéreo-eletrOnicos, e, evidentemente, considerando a
disponibilidade de nosso almoxarifado.

O grupo de chalconas-alvo de nosso estudo é formado por 28
compostos, com suas estruturas apresentadas na [Figura 2B]. Dentre estas, as
chalconas 1-2 (BATOVSKA et al, 2007), 4 (LOPEZ et al, 2001), 10 (BAG,
RAMAR e DEGANI, 2009), 20-21', 23-25 (AZZAD, MUNAWAR e
SIDDIQUI, 2007) e 26 (LI et al, 1995), ja foram descritas na literatura, sendo

que as demais sao inéditas.

® Iniciacdo Cientifica de Leandro de S4 Bortolozzo (Proc. Fapesp 2009/00996-3).
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2.MATERIAIS E METODOS
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2.1 Quimica

2.1.1. Reagentes e Analises

As chalconas foram sintetizadas utilizando-se a rea¢ao de Claisen-Schmidet,

discutida em detalhe no Capitulo 4 (Resultados e Discussao).

Neste trabalho, os reagentes e os solventes utilizados foram adquiridos
Sigma-Aldrich®, Acros-Organics®, Merck®, Fluka® e Vetec®.

Todas as reacOes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando placas de aluminio com silica gel 60 GF 254 da Merck,
utilizando em luz ultravioleta (A = 254 nm) e anisaldeido sulfurico como
revelador.

Quando necessdrio, os compostos foram purificados por cromatografia em
coluna (CC), utilizando-se silica gel Aldrich (70 - 230 mesh ou 230 - 400
mesh). O didmetro e a altura das colunas variaram de acordo com a quantidade
de material, e a eluicdo foi feita com solventes orginicos em ordem crescente
de polaridade. As fracdes foram monitoradas por CCD, conforme descrito
acima.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H (250 MHz)
e de °C (250 MHz) foram realizados em equipamento BRUKER 250 MHz,
tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou cloroférmio. Para
todas as amostras analisadas utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCl;) como
solvente. Para indicar a multiplicidade dos sinais seguimos as seguintes
convengoes: singleto (s), dubleto (d), duplo dubleto (dd), ddd (duplo duplo
dubleto), quarteto (q), ht (hepteto) e multipleto (m). A multiplicidade dos
carbonos foi determinada por DEPT-90 e DEPT-135.
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Os espectros de absor¢ao no infravermelho (IV) foram obtidos através de
um espectrofotometro de FIT-IR Nicolet, modelo impact 410 com
transformada de Fourier, utilizando pastilha de KBr quando na forma de
sOlido ou filme quando amostra liquida, sendo as frequéncias expressas em
cm’.

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram das marcas
comerciais: Aldrich, Merck, Acros-organics e Sigma com grau de pureza
acima de 95%.

Os novos compostos tiveram sua pureza determinada por Andlise
Elementar ou Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢do. No primeiro caso,
a analise foi realizada utilizando-se um analisador Perkin Elmer CHNS 2400,
e no segundo, um Xevo Q-Tof da Waters, com fonte ESI (Electronspray

Ionization). A nomenclatura dos compostos foi fornecida pelo programa Chem

Draw e ndo corresponde obrigatoriamente a nomenclatura oficial ITUPAC.

2.1.2. Tratamento dos residuos

Durante o desenvolvimento da pesquisa foi priorizada a utilizacdo de
reagentes € solventes de baixa periculosidade, e féacil recuperacdo. Os
solventes foram separados (compostos ndo clorados e compostos
organoclorados) para encaminhamento a Diretoria de Seguranca do Trabalho e
Etica Ambiental do Instituto de Quimica (IQ) da UNICAMP, para
incineragdo. A silica, apds utilizagdo, foi lavada com metanol e encaminhada

ao referido Setor.
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2.2. Avaliacao Microbiolégica

2.2.1 Micro-organismos
Foram utilizadas cepas de Candida albicans ATCC 10231. As cepas sao
preservadas em frascos tipo penicilina, com tampa de borracha e lacre,

contendo agua destilada estéril, a temperatura ambiente.

2.2.2 Meio de cultura

Foi utilizado o meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
com L-glutamina sem bicarbonato de sédio (Sigma Chemical), suplementado
com glicose (2%) tamponado com 0,165M de acido

morfilenopropanosulfonico (MOPS), da Sigma.

2.2.3 Avaliacao dos Compostos

Foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo, para quatro
concentracgdes diferentes (testes em triplicata), de acordo com a metodologia
descrita no documento do NCCLS (Método de Referéncia para Testes de
Diluicdo em Caldo para a Determinacio da Sensibilidade a Terapia
Antifungica das Leveduras; Norma Aprovada - Segunda Edi¢do. NCCLS
document M27-A2 [ISBN 1-56238-469-4]),"* que permite a determinacio da
Concentracao Inibitéria Minima e concentragdo fungicida Minima para as
substancias em estudo. A avaliacdo € realizada em placas de microtitulacao,
esterilizadas e com fundo chato. Anfotericina-B foi empregada como controle

positivo.

“Clinical and Laboratory Standards Institute.Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts.Approved standard M27-A2. NCCLS, Villanova,
Pennsylvania, 2002.
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2.2.4 Citotoxicidade in vitro

A avaliacdo citotoxica in vitro foi realizada no Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas sob a supervisao do Professor Dr.
Marcelo Lancelotti. A citotoxicidade do composto mais ativo foi avaliada
frente a linhagem celular 3T3 que € formada por fibroblastos de camundongo
albino suico [SAOTOME et al, 1989], cultivadas em meio RPMI 1640. O

composto foi diluido em DMSO, em quatro concentracdes diferentes.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Sintese de Chalconas

3.1.1 A Reacdo de Claisen-Schmidt

Ha varios métodos descritos na literatura (BOHM, 1998), (YANG,
2001), (DASKIEWICZ, 1999), (SEBTI, 2001 e 2003), (REDDY, 2001),
(EDDARIR, 2003) e (ZHANG, 2003) para a obtencdo de chalconas, mas
optamos pela condensagdao de Claisen-Schmidt. A reac¢do de Claisen-Schmidt
foi descoberta de maneira independente por Claisen e Schmidt (CLAISEN e
LAPAREDE, 1881) e (SCHMIDT, 1881), ¢ uma reacdo de condensagdo
aldélica entre um aldeido e uma cetona, seguida de uma desidratacao
espontanea, fornecendo entdo uma cetona o,/-insaturada. O catalisador
classico desta reacdo € o hidroxido de sédio que atua como base, e,
posteriormente, muitas outras bases foram utilizadas, destacando-se o

hidréxido de potassio.

A reacgdo global estd representada na [Figura 3B].

O @) O
I NaOH, CH3;OH

t.a., 4 a24h

2

Figura 3B: Esquema geral da reacdo de Claisen-Schmidt.
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Este método destaca-se pela sua praticidade experimental e custo. O
procedimento, detalhado na parte experimental, consiste em misturar o
aldeido, a cetona e o metanol, e adicionar o hidréxido de s6dio em pastilhas, a
temperatura ambiente. Uma vez que o produto apresenta um sistema altamente
conjugado, a sua formagdo € perceptivel, pois na maioria dos casos,
observamos a mudanca de coloragdo do meio reacional, de incolor para
levemente amarelado, e esta tonalidade, vai se intensificando, a medida que a
concentracdo do produto vai aumentando. Na grande maioria dos casos, a
chalcona resultante € insolivel em metanol e precipita no meio reacional,
como € o exemplo apresentado na [Figura 4B]. Este fato facilita bastante o
processo de isolamento do produto por filtragdo e quando a purificacio se faz
necessdria, a recristalizacao é geralmente eficiente. Face ao exposto, justifica-
se a escolha da condensacdo de Claisen-Schmidt como método de primeira

escolha para a sintese destes compostos.

Figura 4B: Aspecto tipico de uma reacdo de preparacdo de chalconas

O mecanismo da reacgdo inicia-se [Figura 5B: A] com a desprotonacdo do
H, (4cido) do carbono metilico da cetona (I) em presencga catalitica da base
forte (NaOH) levando a formacdo do enolato correspondente, estabilizado por

ressonancia (II). Em seguida, o fon enolato ataca o carbono eletrofilico (8") da
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carbonila do aldeido, resultando no intermedidrio III, que é um composto

Balcoxi-carbonilico McMURRY, 2011) e (CAREY, 2011).

A:

B: o

o~ O

H H™H

,0
QH(Q / " \\ OH O

e, Ll
F_ H H Ar Ar

©OH  aldol AN = v

v -

_oH 0°
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(0]
Ar/\/lkAr

chalcona

Figura 5B: Mecanismos para a reacdo de Claisen-Schmidt
O intermedidrio III pode ser protonado para gerar um aldol (IV), ou gerar
V, por uma transferéncia de préton intramolecular [Figura 5B]. O aldol IV

e/ou o enolato V levam ao B-hidroxi-enolatoVI, precursor da chalcona.
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3.1.2 Obtencio das Chalconas'

As chalconas foram preparadas a partir dos correspondentes aldeido e
cetona, empregando-se metanol como solvente e hidroxido de sédio em
pastilhas como base. O esquema reacional estd representado a seguir e a
[Tabela 1B] apresenta os rendimentos quimicos para cada uma das
preparagdes. O mesmo procedimento foi adotado para os dois grupos de

aldeidos: benzaldeidos substituidos e aldeidos quinolinicos.

Tabela 1B: Rendimentos quimicos das chalconas 1-28 Obtidas.

O O O
j N )k NaOH, CH3OH A\)L
R1 R, ~ Ry R2
t.a., 4 a 24h
No. R, R, Rend.
(%)
1 4-clorofenil fenil 95
2 4-clorofenil 37,4”-dimetoxifenil 98
3 4-bromofenil 37,4”-dimetoxifenil 91
4 4-nitrofenil fenil 68
5 4-nitrofenil 37,4”-dimetoxifenil 69
6 4-nitrofenil 27,476 -triisopropilfenil 80
7 2-fluorfenil 37,4”-dimetoxifenil 58
8 2-fluorofenil 27,476 -triisopropilfenil 85
9 2-fluorofenil 2°,4°-difluorfenil -)?
10 4-metiltiofenil fenil 55
11 4-metiltiofenil 27,5 -diclorofenil 68
12 4-metiltiofenil 3’,4’-dimetoxifenil 65
13 3,4-metilenodioxifenil 27, 4’-dimetoxifenil 53

“Esta parte do trabalho contou com a participacdo dos alunos de Inicia¢do Cientifica:
Leandro de S4 Bortolozzo, Amanda Franceschini e Flavio Luiz Pessanha, sob a orientagao
da Profa. Dra. Wanda P. Almeida.
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14 3,4-metilenodioxifenill 27,476 -triisopropilfenil 73
15 3,4-metilenodioxifenil 27, 4”-difluorofenil 95
16 3,4-metilenodioxifenil 27, 5”-diclorofenil 84
17 2,3-diclorofenil fenil -)*
18 2,3-diclorofenil 27, 5”-diclorofenil 68
19 2,3-diclorofenil 27, 4’-difluorofenil 86
20 2,3-diclorofenil 37,4"-dimetoxifenil 88
21 3-quinolinil 2",4"-diclorofenil 70
22 3-quinolinil 27, 4’-dimetoxifenil 60
23 2-cloro-3-quinolinil fenil 81
24 2-cloro-3-quinolinil 27, 4”-difluorofenil 63
25 2-cloro-3-quinolinil 37,4’-dimetoxifenil 98
26 2-cloro-3-quinolinil 27,4’-dimetoxifenil 96
27 2-cloro-3-quinolinil 2°,4"-diclorofenil 58
28 2,4-dimethoxyphenyl 37,4’-dimethoxyphenyl 77

% Néo foi obtida na forma totalmente pura.

Conforme pode ser observado pela [Tabela 1B], sendo que os
rendimentos variaram entre 53 a 98%.

Em relac@o a chalcona 9 formou-se uma mistura de produtos € mesmo
apoés as tentativas de purifica¢do, ndo foi possivel obter uma amostra pura. A
andlise de seu espectro no Infravermelho [Figura 6B] ndo indica a presenca de
deformacdes axiais correspondentes as carbonilas dos materiais de partida,
mas sim, de uma carbonila (1657 cm™) e de uma dupla conjugadas (1578 cm’
". Entretanto, o espectro de RMN-'H, apresenta impurezas que nio puderam
ser eliminadas e nem mesmo caracterizadas. Esta dificuldade ¢
particularmente grande devida a complexidade do espectro do produto que

apresenta acoplamentos com o fldor.
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Figura 6B: Espectro no IV do <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>