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Resumo

O ESTUDO QSAR DE INIBIDORES DA SECRECAO GASTRICA E SIMULA-
GAO MOLECULAR DA INIBICAO CONSISTE EM QUATRO FASES. NA FASE UM
BUSCA-SE VALIDACAO DOS METODOS DE SIMULACAO DE SOLVATACAQO. NA
FASE DOIS, A ELABORAGAO DE MODELOS DE RELAGOES QUANTITATIVAS
ENTRE ESTRUTURA QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA (QSAR) PARA COM-
POSTOS MODULADORES DA SECREGAO GATRICA COM MECANISMO DE ACAO
LIGADO A ENZIMA H*K*-ATPASE. A FASE TRES E A MODELAGEM PAR.
CIAL DO MECANISMO DE ATIVACAO DE PRO-DROGAS. A FASE QUATRO E
A UTILIZAGAO DOS DADOS DE MECANICA QUANTICA PARA DESCREVER A
TOPOLOGIA DE LIGANTES, CONSTRUGCAO DE ESTRUTURAS DE FRAGMEN.
TOS DAS PROTEINAS E O MAPEAMENTO DE SITIOS LIGANTES NAS PROTEL
NAS. A PRIMEIRA FASE USA DESCRITORES MECANICO-QUANTICOS PARA
CRIAR MODELOS DO COEFICIENTE DE PARTICAQ OCTANOL/AGUA (LOG
Posw), COM RESULTADOS DE ESTIMATIVA DE ERRO DE PREVISAO DE PRO-
XIMOS AS OBTIDAS COM METODO EXPERIMENTAL DA MEDICAO DE LOG
Po/w. NA SEGUNDA FASE FORAM OBTIDOS MODELOS QSAR CAPAZES DE
ESTIMAR AS ATIVIDADES BIOLOGICAS ICs; MEDIDAS IN VITRO. O VALOR
DE ¢? = 0,67 DO COEFICIENTE DE CORRELACAO EM VALIDAGAO CRUZADA
PARA UM CONJUNTO DE 124 COMPOSTOS E O RESULTADO MAIS SIGNIFICA-
TIVO. OS DESCRITORES UTILIZADOS PARA MODELAGEM DAS ATIVIDADES
DAS DROGAS SAQ CALCULADAS COM METODOS MECANICO-QUANTICOS. 0S
METODOS UTILIZADOS PARA OBTER CONJUNTOS DESCRITORES SAO CAL.
CULOS SEMI-EMPIRICOS E MECANICA MOLECULAR PARA BUSCA CONFOR.-
MACIONAL E AB INITIO PARA A OTIMIZACAO DE GEOMETRIA MOLECU-
LAR E CALCULO DAS PROPRIEDADES DESCRITORAS. NA TERCEIRA FASE,
DA MODELAGEM DO MECANISMO DE ATIVAGAO DE DROGAS QUE SOFREM
MODIFICAGCOES DENTRO DO ORGANISMO PARA TRANSFORMAREM.SE NA
ESPECIE ATIVA, FORAM MODELADOS ESTADOS DE TRANSICAO E INTERME-
DIARIOS META-ESTAVEIS QUE INDICAM UM MECANISMO QUE CONCORDA
PARCIALMENTE COM 0OS RESULTADOS PUBLICADOS E MOSTRA A IMPOR-
TANCIA DA ESTABILIZAGAO DOS ESTADOS META-ESTAVEIS NA ATIVIDADE
DESTES COMPOSTOS. NA QUARTA FASE, DA MODELAGEM DA INTERACAO
DROGA-ENZIMA, OS COMPOSTOS PREVIAMENTE ESTUDADOS EM QSAR SAO
UTILIZADOS PARA MAPEAMENTO DE SITIOS DE LIGACAO COM AS PROTEL
NAS DE TRANSPORTE TIPO H*-ATPASE E H+ K*-ATPASE. A DESCRICAO DA
TOPOLOGIA DOS LIGANTES LEVA EM CONTA AS INFORMAGOES OBTIDAS
NOS ESTUDOS QSAR E PERMITE O MAPEAMENTO DE REGIOES DAS PRO-
TEINAS ONDE HA MELHOR INTERACAO ELETROSTATICA E ESTERICA. PARA
SORTEIO DE ALINHAMENTOS FOI UTILIZADO O METODO DE MONTE CARLO
SIMULATED ANNEALING, E PARA CALCULAR A ENERGIA DE ALINHAMENTO
FOI UTILIZADA MECANICA MOLECULAR COM O CAMPO DE FORCAS AMBER.



X RESUMOQ

Abstract

THE QSAR STUDY OF GASTRIC ACID SECRETION INHIBITORS AND MO-
LECULAR SIMULATION OF THEIR ACTIVITY CONCERN FOUR STEPS. THE
FIRST STEP IS TO VALIDATE THE METHODS FOR SOLVENT EFFECTS SIMU-
LATION. THE SECOND STEP IS TO ELLABORATE MODELS OF QUANTITATIVE
STRUCTURE-ACTIVITY RELATIONSHIP (QSAR) FOR COMPOUNDS WHICH ARE
GASTRIC SECRETION MODULATORS WITH ACTIVITY MECHANISM BASED
ON THE ENZYME H* K*-ATPASE. THE THIRD STEP IS THE PARTIAL MO-
DELLING OF THE MECHANISM OF PRO-DRUGS ACTIVATION. THE FORTH
STEP IS TO APLLY THE QUANTUM-MECHANICS DATA SET TO DESCRIBE
MOLECULAR TOPOLOGY, BUILD THE STRUCTURE OF THE PROTEIN FRAG-
MENTS AND MAP THE LIGAND SITES ON THE PROTEIN. THE FIRST STEP
APPLY QUANTUM-MECHANIC DESCRIPTORS FOR MODELLING THE PARTL
TION COEFFICIENT (LOG Posw), FINDING MODELS WHICH HAS THE CA-
PABILITY OF ESTIMATE LOG Po/w WITH STANDARD ERROR OF PREDIC-
TION AS SMALL AS THE VALUES OF EXPERIMENTAL METHODS. THE SE-
COND STEP FOUND QSAR MODELS WITH THE CAPABILITY OF ESTIMATING
THE IN VITRO BIOLOGICAL ACTIVITY ICs. THE VALUE ¢* = 0.67 FOR THE
CROSS VALIDATED LINEAR CORRELATION TEST FOR A 124 COMPOUNDS
DATA SET IS THE MOST SIGNIFICANT RESULT. THE DESCRIPTORS THAT
WERE USED TO MODELING THE DRUG ACTIVITIES WERE CALCULATED
WITH QUANTUM-MECHANICS METHODS. SEMI-EMPIRCAL OR MOLECULAR.
MECHANICS CALCULATIONS WERE USED FOR CONFORMATIONAL SEARCH
AND AB INITIO FOR GEOMETRY OPTIMIZATION AND FOR MOLECULAR PRO-
PERTIES CALCULATIONS. THE THIRD STEP, THE MODELLING OF THE AC-
TIVATION MECHANISM OF THE DRUGS WHICH NEEDS TO BE TRANSFOR-
MED INTO THE ORGANISM TO THE ACTIVE STATE, TRANSITION STATES
AND META-STABLE STATES WHICH POINT TO A MECHANISM WHICH PAR-
TIALLY AGREE WITH THE PUBLISHED ONE AND DEMONSTRATE THE NE-
EDS OF THE META-STABLE STATE FOR HIGH ACTIVITY. THE FOURTH STEP
I3 MODELLING THE DRUG-ENZYME INTERACTIONS, USING THE PREVIUSLY
STUDIED COMPOUNDS AS LIGANDS TO MAP THE INTERACTION SITES ON
THE PROTEINS OF H*-ATPASE AND H* K*+-ATPASE KIND. THE LIGAND TOPO-
LOGY DESCRIPTION APLLY THE INFORMATION WHICH WERE OBTAINED ON
THE QSAR STUDY TO ALLOW THE PROCEDURE. TO GENERATE EACH TRIAL
ALIGNMENT THE MONTE CARLO SUMULATED ANNEALING WERE USED TO,
AND TO CALCULATE EACH ALIGNMENT ENERGY MOLECULAR MECHANICS,
WITH AMBER FORCE FIELD, WERE USED TO.
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Capitulo 1

Introducao geral e dos métodos

1.1 Motivagao para o estudo dos inibidores da secrecio
gastrica

O termo dispepsia refere-se & presenca de dor ou desconforto episédico ou persistente,
localizado no epigéastrio ou andar superior do abdome, definida como desconforto ou
dor no andar superior do abdome; queimagio retroesternal ou nausea; intermitentes ou
continuos, com pelo menos duas semanas de duragao [1,2]. Trata-se de uma das queixas
mais comumente referidas por pacientes atendidos em ambulatério, sendo responsavel por
dois a cinco porcento de todas as consultas ao médico generalista [3].

Dispepsia estd associada tanto a um quadro funcional sem maiores repercussdes cli-
nicas quanto, na maioria dos casos, a doengas organicas importantes que necessitam de
pronto reconhecimento através do procedimento diagnéstico de escolha, que é a endosco-
pia digestiva alta (esofagogastroduodenoscopia: EGD).

Em estudo realizado nos ambulatérios do Departamento de Medicina Clinica e Uni-
dade de Epidemiologia Clinica da Universidade Federal do Ceara com cerca de duzentos
individuos, mostram que em cerca de cingiienta porcento dos casos de relato de dispepsia
sao relacionados a alguma enfermidade [4]. Dispepsia mostrou-se como problema cli-
nico de grande impacto sobre servigos basicos de saiide. Na Tabela 1.1 estdo listadas as
principais enfermidades detectadas nos individuos apés exame ambulatorial com EGD.

Considerando dados da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas [5], temos que a incidéncia de dispesia afeta entre trinta e quarenta porcento
da comunidade, e que apenas vinte e cinco porcento dos pacientes procuram servico
médico em fun¢do da dispepsia. A dispepsia funcional corresponde a cerca de cingiienta
a sessenta porcento dos casos, havendo leve predominio de pacientes do sexo feminino:
A tulcera péptica corresponde a cerca de quinze a vinte porcento dos casos, sendo mais
comum em pacientes idosos; A doenga do refluxo gastro-esofagico corresponde a cerca
de vinte a vinte e cinco porcento dos casos, comum nos obesos. A neoplasia gastrica
corresponde a apenas maeio a dois porcento dos casos, concentrando-se na faixa etaria
mais alta. Fatores associados ao aumento da incidéncia de todos os tipos de dispesia
sao tabagismo, obesidade, ingestdo abusiva de sal e conservas, uso de medicamentos anti-
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Tabela 1.1: Principais enfermidades associadas ao relato de dispepsia em estudo de du-
zentos casos realizado na cidade de Fortaleza durante dez meses.

Gastrite Ulcera Ulcera Total entre
Caracteristicas Cronica  Duodenal  Géstrica  Esofagite categorias®
Idade Media (faixa) 42 (16-69) 48 (27-76) 54 (27-73) 4l (20-67) 46 (16-76)
Sexo masculino (%) 28,1 70,6 44 4 53,3 20
Baixo nivel de
escolaridade® {%) 26,3 52.9 33 26,7 15
Aposentadoria (%) 10,5 17,6 22 6,7 6
SRQ maior de 7 (%) 71,9 64.7 44 4 60 32,5
Visitou médico nos
altimos 12 meses (%) 84,2 88,2 100 80 42
Deixou de trabalhar
devido & dispepsia (%) 43,8 29 4 44 4 53 21
Individuos n=547 n=17 n=9 n=15 n=98
Porcentual 28,5% 8,5% 4,5% 7,5% 49%

“As categorias diagnosticas neoplasia gastrica (n=2), duodenite (n=4), gastrite erosiva aguda (n=1),
e outros: polipo, teleangiectasia e alteragao anatémica de estémago (n=4), nao foram incluidas devido
ao nimero reduzide de pacientes que apresentaram as mesmas.

*Individuos que cursaram no maximo o primeiro grau.

inflamatérios, infecgio por Helicobacter pylori, diabetes mellitus (longa evolugio) e varios
distirbios de motilidade gastrointestinal.

Dados em escala global mostram nimeros que afastam a idéia de que trata-se de
uma doenca de menor importancia. Segundo dados do Centers for Disease Control and
Prevention dos Estados Unidos da América, mais de vinte e cinco milhdes de cidaddes
norte-americanos padecem de tlcera durante sua vida {6]. Uma pesquisa realizada na Di-
namarca entre 1981 até 1993 mostra que os avangos no tratamento da tlcera péptica nio
estdo relacionados com uma diminuigao da hospitaliz¢do e diminuicao sensivel da mor-
talidade decorrente de complicagdes da doenga [7]. Dados da Inglaterra obtidos atraves
do Office of National Statistics mostram que apesar da diminuicdo total da entrada de
pacientes no sistema hospitalar devido a complicagoes da doenca no periodo entre 1950 e
1980, houve um aumento nos casos da mortalidade em mulheres de idade avangada, pro-
vavelmente associado ao aumento no consumo de anti-inflamatérios. Mostram também
que o aumento das prescri¢oes de inibidores da bomba de prétons gastrica foi de cerca de
cinco mil porcento somente no periodo entre 1989 até 1999, ainda assim acompanhada
da crescente incidéncia de complica¢des gastricas em idosos [8].

Na Figura 1.1 A podemos observar uma imagem obtida por endoscopia de uma pe-
quena ferida ulcerativa na regido do piloro, o misculo que separa o estémago do intestino.
Na Figura 1.1 B temos uma imagem muito impressionante do sistema digestivo retirado
em autopsia, mostrando um caso de ulcera perfurada que levou o paciente a ébito. Fica
claro que a doenga causa dor muito intensa em estagios avancados, como o mostrado.
Entretanto, pode acontecer da tlcera nao causar sintomas e a primeira manifestacio ser
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uma complicagdo da doenga como o sangramento e a perfuragio. Quando ocorre o san-
gramento o paciente nota fezes pretas, brilhantes, moles e particularmente mal cheirosas
(melena) e/ou vémito com sangue vivo ou tipo borra de café (hematémese) [9].

Figura 1.1: A:Imagem obtida por endoscopia da regido do piloro do estémago mostrando
uma ferida ulcerativa. O ponto preto na regiao superior esquerda da figura é o centro da
ferida, o a cor escura ¢ devida ao contato do sangue com o suco géstrico. Esta cor preta
presente nas fezes ¢ um dos sintomas de sangramento da ilcera. B: Foto mostrando o
estdmago e o duodeno (o figado, escuro, ao fundo) de um paciente falecido em decorréncia
da perfuragdo na regido do duodeno, mostrada claramente pela visualizacio da cor do
fundo da foto. Na regido da perfuracio podemos observar a colora¢do escura devida ao
sangue coagulado em contato com o suco géstrico, apontada por uma pequena flecha.

As principais drogas utilizadas no combate da tilcera sdo antibiéticos, para erradicar
a infeccao por H. Pylort, os antidcidos e os reguladores da secre¢io 4cida. Temos drogas
derivadas de Omeprazol, que inibem a bomba des préton do estomago, e os inibidores do
receptor H2 de histamina, como as mais receitadas para regulacio da secregio gastrica.
Porém, a utilizagao destas drogas por longos periodos tem problemas sérios. Os inibidores
da bomba de prétons causam hiperplasia das células enterocromafinicas da parede do
estdmago e aumentam a chance do desenvolvimento de glaucoma. Também a utilizagio
de inibidores do receptor H2 de histamina pode ndo ser suficiente para controlar a secregao
gastrica, havendo desenvolvimento de tolerdncia a estas drogas e um perigoso efeito de
rebote na abstinéncia [10].

Por outro lado, a venda de produtos farmacéuticos é um negécio gigantesco que movi-
mento cerca de quatrocentos e trinta bilhdes de délares ao ano no mundo todo, mostrando
um crescimento de cerca de oito porcento no biénio 2001-2002. Os produtos relaciona-
dos ao combate da tlcera respondem por cerca de seis porcento do faturamento total da
indistria farmacéutica, algo em torno de vinte e dois bilhdes de délares. Esta classe de
drogas é a lider do mercado 4 mais de uma década. Drogas como o Prilosec e Losec,
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da marca AstraZeneca 56 tém tido uma diminuicao acentuada da sua venda porque sio
pressionadas pela ascengdo dos equivalentes genéricos e do equivalente de nova geragio
da prépria AstraZeneca, denominado Nexium [11].

Considerando os pontos citados, fica bastante clara a importancia de estudar com-
postos reguladores da secregao acida. Cientificamente é um campo bastante amplo. O
mecanismo de agao das drogas que regulam os canais de membrana envolvidos no pro-
cesso de secregao acida é ainda pouco conhecido [12, 13}, havendo grandes possibilidades
para o desenvolvimento racional de drogas a partir da elucidacio iminente das estrutu-
ras terciarias das enzimas alvo. Do ponto de vista tecnoldgico e comercial, temos que
novas drogas estdo sendo langadas no mercado ao mesmo tempo em que as patentes dos
medicamentos tradicionats estao espirando, criando brechas para o desenvolvimento de
produtos similares e originais, de grande potencial econdmico.

1.2 Metodologias para modelagem empirica SAR e QSAR
baseada na droga

O objetivo do desenvolvimento de drogas é descobrir compostos quimicos e otimiza-los,
para que interajam efetivamente com um organismo vivo, e como conseqiiéncia compen-
sem ou revertam uma doenga. O desafio é grande. Como selecionar num universo quimico
enorme, contendo algo entre 10° moléculas (bases de dados) ou mais de 10 pequenas
moléculas organicas possiveis de serem sintetizadas, os possiveis candidatos a ter alguma
atividade biolégica desejavel?

A abordagem corrente é obter e testar um grande niimero de compostos o mais rapido
possivel e, tao rdpido quanto possivel, focalizar-se num dos raros compostos capazes de
desencadear processos bioquimicos interessantes, uma abordagem conhecida como high-
throughput screening. A eficiéncia tipica do processo desta natureza pode chegar até um
porcento {14].

A Quimica Tedrica preocupa-se, entre outras coisas, em predizer exatamente proprie-
dades fisico-quimicas baseando-se em suas estruturas moleculares. Através de cédlculos é
possivel obter qualquer valor observavel, pela aplica¢ao do operador adequado sobre uma
fungado de onda. Este conjunto enorme de propriedades que podem ser calculadas pode
ser utilizado no reconhecimento de compostos com atividade bioquimica desejavel.

Criando modelos estatisticos de classificagdo e reconhecimento de padrdes com pro-
priedades moleculares de origem mecanico-quantica, pode-se estabelecer procedimentos
de classificagao para caracterizagao da semelhanca quimica e da reatividade em um de-
terminado tipo de reagao. Finalmente, a descricdo quimica da interagdo entre a droga e
um alvo especifico no organismo pode ser modelada [15], permitindo um grande avanco
no entendimento do processc e dos mecanismos que controlam sua efetividade para o
objetivo desejado.

O inicio do trabalho de modelagem é calcular estruturas moleculares. Se nao sabemos
qual conformacao de uma dada molécula é a bioativa, devemos arbitrar uma estrutura,
baseando-se em analise conformacional. Sabemos que se uma droga nao se liga ao seu
receptor em uma conformagio de baixa energia, ndo serd um bom ligante [16]. Podemos
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utilizar diversos métodos para gerar conformacgdes, e otimizar as geometrias [17]. A gera-
¢ao de conformagBes pode ser realizada com método sistemético, método estocastico com
matriz de distancias métricas ou método de Monte Carlo, entre outros. As estruturas ob-
tidas assim freqilentemente necessitam ter sua geometria otimizada para minimizacio da
energia total da molécula. A minimizacio quase sempre ¢ realizada com métodos de me-
canica molecular ou mecanico-quanticos, em um nivel de calculo considerado satisfatério
na relagdo entre custo e exatidio. A determinacio do nivel de calculo mais adequado leva
em conta a presenga de elementos pesados, a extensio da série de compostos estudada e
a disponibilidade de recursos computacionais.

Uma vez definida a estrutura, sio calculadas as propriedades moleculares consideradas
adequadas a descri¢do do sistema quimico. Para cada composto sdo calculadas proprieda-
des como cargas atémicas liquidas, momentos de dipolo, densidades eletrénicas de alguns
orbitais e energias de orbitais. Estas propriedades sio freqiientemente utilizadas como
descritores eletrénicos, mas o conjunto pode estender-se a diversas outras propriedades.
Podem também ser obtidas grandezas derivadas destas propriedades eletrénicas. O vo-
lume molecular pode ser calculado através da criagao de uma cavidade de solvente com
método do Continuum polarizavel, e as hidrofilicidades podem ser obtidas por calculos
dos efeitos de solvatagdo em diferentes fases. Portanto, um conjunto de propriedades
mecanico-quanticas pode abranger as interacdes eletrdnicas, estéricas e de hidrofilicidade
tradicionalmente utilizadas em QSAR, segundo a abordagem de Hansch.

E importante perceber o quanto a escolha dos descritores usados representa uma
parte crucial. O quanto um descritor pode codificar da estrutura das moléculas, depende
do tipo do descritor, da maneira como ele é obtido e da confiabilidade dos dados. Um
quadro bastante abrangente dos descritores que podem: ser obtidos com calculos quénticos
€ mostrado por Karelson e co. [18].

Os descritores podem ser também parametros fisico-quimicos obtidos experimental-
mente (hidrofilicidade, pK), indicadores de fragmentos (ocorréncia de uma sub-estrutura),
caracteristicas topologicas (indices de conectividade ou distancias), relacdes geométricas
(forma) ou qualquer outra forma razoavel de decodificagio [19].

Descritores derivados de quimica quantica sio fundamentalmente diferentes de valores
obtidos experimentalmente, apesar da sobreposi¢io natural. Diferentemente de medidas
experimentais, nao existe erro de associado a precisiao das medidas em valores obtidos em
célculos quanticos. H4, sim, um erro associado as aproximagoes usadas para facilitar (ou
permitir) os calculos. Um fator que minimiza o efeito do desconhecimento da magnitude
do erro associado ao método de calculo, é que em séries analogas submetidas ao mesmo
nivel de calculo, estes erros seguem a mesma tendéncia. As metodologias estatisticas
utilizadas na elaboragao dos modelos podem tornar este tipo de erro sistematico de menor
importancia.

Fatores importantes na escolha de descritores adequados, para utilizagdo em SAR
e QSAR sido a reversibilidade do codigo, a invariancia rotacional (e translacional) e a
obtengao de um conjunto descritor univoco e de tamanho uniforme.

A reversibilidade do codigo significa a possibilidade de construir uma estrutura mo-
lecular completa, baseando-se somente na analise do conjunto descritor. A unicidade
relaciona-se a reversibilidade, e significa que um dado estrutural sera codificado por ape-
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nas um conjunto descritor, e que todo conjunto descritor codificara apenas uma estrutura.
O tamanho uniforme significa que, independente do tamanho da molécula, o tamanho
do conjunto descritor tera o mesmo nimero de valores. A invariancia rotacional (ou trans-
lacional) significa que o conjunto descritor independe do alinhamento entre moléculas, ou
mesmo da geometria molecular. [20-23]. E facil perceber que a maioria dos descritores
freqiientemente utilizados nao atende a todos estes requisitos simultaneamente.

1.3 Meétodos mecanico-quanticos utilizados em SAR e
QSAR

Uma parte da pesquisa em quimica preocupa-se em predizer propriedades, ou classi-
ficar acuradamente as estruturas das moléculas baseando-se em suas propriedades, com
base somente na sua estrutura. A primeira racionalizacio para estas previsdes é que as
propriedades de um composto quimico sao funcio de sua estrutura molecular.

O objetivo principal € obter uma ponte para o entendimento das relagdes entre a pro-
priedade de interesse e um conjunto de estruturas quimicas. Pré-requisitos indispensaveis
para aplica¢ao de um modelo de estrutura-propriedade sdo a definicio da propriedade e
o reconhecimento do que a propriedade representa em termos estruturais.

Métodos de quimica quéntica e técnicas de modelagem molecular permitiram a de-
finicdo de um grande nimero de quantidades locais e moleculares que caracterizam a
reatividade, forma e afinidade de ligacdo de uma molécula completa, assim como de
fragmentos e substituintes.

¢ Cargas atomicas liquidas. Cargas elétricas nas molécula originam forcas quando
na presen¢ao de um campo elétrico que direcionam, atraem ou repelem as partes
carregadas. Portanto descritores baseados em cargas tém sido amplamente usados
como indices de reatividade quimica ou como medida de interacdes intermolecu-
lares fracas. Infelizmente as cargas nio sio quantidades que podem ser obtidas

- diretamente pela aplicagdo de um operador & uma funcio de onda. Os métodos uti-
lizados para calcular cargas sdo variados. Este descritor tem sido muito utilizado
em SAR e QSAR e corresponde ao fator determinante em alguns casos de ligacio
droga-receptor {24--26]

¢ Energias de orbitais moleculares. As energias de HOMO e LUMO sio des-
critores quanticos muito populares. E demonstrado que estes orbitais tém papel
fundamental na reatividade e estereosseletividade de reagdes quimicas. O potencial
de ionizagao pode ser expresso como —egoao, € O seu valor indica se um composto
deve agir como nucledfilo em reaces quimicas, e mesmo sua reatividade em reagoes
bioquimicas [27|.

e Densidades nos orbitais de fronteira. De acordo com a teoria de reatividade
do elétron de fronteira, muitas rea¢des iniciam-se no sitio onde a sobreposicio entre
HOMO e LUMO pode ser maxima. No caso de uma molécula doadora de elétrons a
densidade em HOMO ¢ critica para melhor transferéncia de carga. Num aceptor de
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elétrons a densidade no LUMO é importante. A energia relativa entre os orbitais
também €& um fator importante. Os valores devem ser escalados pelo valor do
potencial de ionizagdo para comparacio entre diferentes moléculas [28-31].

¢ Polarizabilidade molecular. E o efeito de polariza¢ao da molécula por um campo
elétrico externo dado em termos dos tensores de suscetibilidade de ordem n da
molécula. Seu valor é relacionado ao volume molecular, e também & hidrofilicidade
de moléculas. O tensor de primeira ordem esta relacionado a possivels interacoes
do tipo indutivo na molécula, enquanto o termo de segunda ordem caracteriza
propriedades aceptoras de elétrons da molécula. Este descritor tem sido muito
utilizado em estudos QSAR [32-35].

¢ Momento de dipolo e indices de polaridade. Ha relativo consenso na sua
importéncia em fenomenos fisico-quimicos. O momento de dipolo total, entretanto,
reflete apenas a polaridade global da molécula. Calcular valores dos momentos de
dipolo para regides especificas, resulta grandezas que sio fortemente dependentes
da orientagdo. Sua utilizagio em modelos de QSAR mostra resultados positivos em
casos especificos [36].

¢ Energia de protonacao. E definida como a diferenga do calor de formacio calcu-
lado para a espécie protonada e nio protonada [37] pode ser usada para caracterizar
a formagao de pontes de hidrogénio na regido da protonagio, que tem grande im-
portancia na ligacao entre drogas e receptores [38].

Estes descritores t8m como vantagem o fato de serem possiveis de se obter para
a maioria dos casos. Tém como desvantagem problemas relacionados a dependéncia
de alinhamento, e nio reversibilidade dos dados obtidos em informacio estrutural. O
problema da reversibilidade pode ser tratado realizando todo o processo de aquisicio
de dados para cada nova estrutura proposta. O problema de alinhamento s6 pode ser
tratado dentro de séries restritas, ou considerando apenas o alinhamento de fragmentos
bioisésteres no caso de atividades biologicas.

Outro problema relacionado a estes descritores quanticos é que o tratamento dos con-
Juntos de dados assim obtidos freqlientemente envolve técnicas matematicas sofisticadas.
Uma molécula organica simples com trinta e cinco ou quarenta 4tomos produz conjuntos
de dados com centenas ou milhares de variaveis. A maneira de simplificar o problema
é reconhecer conjuntos de variaveis que tém grande potencial baseando-se a andlise no
conhecimento quimico das reagbes e das interacdes envolvidas no sistema estudado, ou de
sistemas tao semelhantes quanto possivel. As técnicas estatisticas de analise multivariada
de dados podem ser de grande valia como instrumento auxiliar de reconhecimento dos
descritores adequados.

1.4 A Mecéanica Molecular (MM) e os campos de forca

Os métodos baseados na Mecanica Molecular usam as leis da fisica classica para
predizer propriedades estruturais e moleculares. Existem varios métodos disponiveis em
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diversos programas como GROMACS [39], MacroModel [40], TINKER [41], AutoDock [42],
entre outros. Cada método é caracterizado por um campo de forca especifico, que leva
em conta pardmetros que o torna mais adequado para certas aplicagbes. Um campo de
forga € escrito como um somatorio de termos que descrevem a energia necessaria para
distor¢do da molécula num campo especifico. De maneira geral um campo de forga pode
ser descrito pela Equacao 1.1, onde E;. representa a energia para o estiramento de uma
ligagao entre dois 4tomos. Epeng representa a energia para torsio de um angulo. E,,. € a
energia de torsao para uma rotagao ao redor da ligacdo. E,g, e F.; descrevem as interagoes
atomo-atomo nao ligados. E.ss descreve o acoplamento entre os trés primeiros termos,
e 0 termo FEonsr refere-se as restricdes que devem ser aplicadas ao sistema.

EFF = Estr + Ebend + Etors + Evdw + Ee! + Ecross + Econstr (11)

Algumas vantagens e desvantagens dos métodos de MM podem ser destacadas, de maneira
bem geral:

¢ Os calculos de MM sio computacionalmente baratos;

¢ Cada campo de forca apresenta bons resultados para uma classe limitada de molé-
culas;

¢ Por desprezarem as interagdes eletronicas, os métodos ndo podem tratar problemas
quimicos onde efeitos eletrénicos sejam predominantes:

e Dependem da disponibilidade de pardmetros para cada tipo de atomo.

Um campo de forga tipico leva em consideracio a Equagio 1.1 na elaboragio dos seus
pardmetros, agrupando termos que contém as interacdes entre dtomos ligados, os termos
que contém interagOes entre dtomos nao ligados e os termos relacionados as restricdes
impostas ao sistema, com uma variedade relativamente grande de funcdes para descre-
ver cada grupo. Algumas fun¢bes que representam estas intera¢des sado muito comuns,
ocorrendo em grande parte dos campos de forca existentes e sdo apresentadas a seguir.

1.4.1 As interagoes entre dtomos nao ligados

Os campos de forca desenvolvidos para utilizagao em calculos de mecanica molecular
aplicam diversos tipos de fungdes para representar as interagbes entre atomos nao ligados
covalentemente. Cada campo de forga, particularmente, pode implementar os tipos de
interagdo aqui citados de maneira distinta, tanto por motivos de aumento de eficiéncia
computacional ou para redugido do erro nos célculos. Os detalhes da implementacio da
cada tipo de interacao sdo dependentes do campo aplicado, permanecendo o sentido da
sua utilizagao no campo de forca.

Potencial de Lennard—Jones

O potencial de Lennard-Jones entre um par de atomos 7 e j é definido pela Equa-
cao 1.2, onde C't-(jm) e C’z-(f} sao parametros definidos para cada tipos de par de atomos e
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ri; € a distancia entre o par.

cls o6
Viglry) = =2 — = 1.2
LJ(T j‘) Tz'l_?? Tfj ( )

Potencial de Buckingham

O potencial de Buckingham tem um termo de repulsao mais realista que o utilizado
em Lennard-Jones, com custo computacional maior. A fungao que define o potencial é
mostrada na Equacgio 1.3, onde A;j, Bij e Cy; sdo parametros e T;; € 0 ralo entre o par
de atomos i e j.

Ci;

T

VBuck(Tij) = At’j eXP(—Bij"”ij) -

Potencial de Coulomb

A energia de associada & interagdo entre duas particulas i e J carregadas é dada pela
= | = , - . Y. -
Equagdo 1.4, onde f = Tneg 4i € 5 520 as cargas das particulas, € é a constante dielétrica
do meio e ri; € a distancia entre as particulas.

Veour(rij) = e (1.4)
Ef?",‘j

O potencial de Coulomb freqiientemente é modificado nos diversos campos de forca. Sao
aplicados corregdes na forma de fatores e de parcelas, principalmente para melhor repre-
sentar a constante dielétrica em meios continuos. A introdugao de limites de corte (cutoff)
permite que este potencial tenha representagio em forma adequada para distancias cur-
tas e longas, evita problemas na derivagio de funcdes truncadas e aumenta a eficiéncia
computacional na implementagdo dos diversos campos de forga.

1.4.2 As interagoes entre atomos ligados

Os atomos ligados covalentemente estdo sujeitos as interagoes que vao depender da
influéncia de mais de dois 4tomos, em interages que representam a energia vibracional e
nas interagdes que representam a energia conformacional. Também no caso das interagoes
entre dtomos ligados héd grande variedade na aplicagio de fung¢es que melhor representam
os sistemas em estudo, pelos diversos tipos de campos de for¢a desenvolvidos.

Potencial harménico

A variagdo de energia causada pelo estiramento de uma ligacao pode ser representada
pela funcao de potencial harménico, mostrada na Equacio 1.5, onde bf-’j é a distancia de
equilibrio entre os atomos 7 e 7, kf; ¢ a constante de forga do oscilador harménico e ry; &
a distancia modificada entre o par de 4tomos.

1
Vhar(""ij) = ‘z-kg-(?“ij — bgj)z (15)
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Potencial de quarta ordem

O potencial de estiramento pode ser modificado para utilizar a funcio definida pela
Equagéo 1.6, onde 2k}*b?; = &I, Esta fungdio permite maior eficiéncia computacional
por que nao ha necess1dade de se obter a raiz quadrada.

Vign(ry) = —k4th( = 05) (1.6)

Potencial de Marse

A energia associada ao estiramento de uma ligagdo pode também ser representada
pelo potencial de Morse. Este potencial é utilizado em substituicio ao potencial de
estiramento obtido de um oscilador harmdnico por ter energia igual & zero se as distancias
interatémicas sdo infinitas, e por ter um perfll nio simétrico em relagio ao ponto de
minimo da fungao. Este potencial pode ser obtido pela Equacio 1.7, onde D;; define
a profundidade do pogo de potencial, 3;; define a largura do poco e b;; € a distancia
interatomica de equilibrio entre o par de dtomos i e j.

Vinorse(T35) = Dij[1 — exp(—By;(ri; — b)) (1.7)

Potencial cibico

Esta é outra representacdo de um potencial ndo harménico, mais simples que o po-
tencial de Morse, obtido basicamente com a adigdo de um termo cibico ao potencial
harménico. A fun¢ado que representa este potencial é mostrada na Equacio 1.8, onde kh
é a constante de forga utilizada no potencial harménico, k““b € uma nova constante de
forca introduzida e bz; € a distancia de equilibrio entre o pa,r de atomos ¢ e j.

Veu{rs) = kiy(ri — b3)* + kS kS (ryy — 80)° (1.8)

Potencial vibracional angular cossenoéide

O potencial associado & vibragdo angular de trés 4tomos i, j e k consecutivamente
ligados, com o atomo j no centro, pode ser aproximando por uma funcio cosseno do
angulo #;;;, conforme mostrado na Equagao 1.9, onde k¢ % € uma constante de forga e 9:3}.
€ o angulo de equilibrio entre os dtomos.

1
Vocos(Bij) = §kfjk(c05(91-jk) COS(QUL)) (1.9)

Potencial vibracional angular harménico

Outra representagao do potencial de vibragao angular utiliza-se de funcio harménica,
mostrada na Equagdo 1.10, onde os termos tém a mesma notacio que na Equagio 1.9.

1
_k?jk(gi:fk - egjk)2 (1-10)

Vvhar (gijk) = 5
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Potencial de Ryckaert—Bellemans para diedros

O potencial associado & rotacio de diedro em uma ligagao entre os atomos j e k no
diedro éjkl, pode ser aproximado pela Equagio 1.11, onde os valores de C, sio tabelados,
# = 0° na conformagiao cise ¥ = § — 180°.

Veo(Bijur) = Y _ Cr(cos(¥))" (1.11)
n=0

A expressao da Equagao 1.11 pode ser utilizada para diferentes tipos de atomos, modifi-
cando os valores tabelados de C,,.

Potencial peridédico para diedros

O potencial periddico pode ser aplicado na representacio da energia rotacional se-
gundo a Equagdo 1.12, onde kg é uma constante de forca, 6, € utilizado para ajustar a
posigao dos minimos de energia e n o nimero de minimos da funcao.

Voer (Biju1) = ko(1 + cos(nd — 6;)) (1.12)

Potencial de diedros improéprios

Um potencial deve ser aplicado para evitar que grupos planares sofram deformacao,
€ para evitar que moléculas invertam sua configuragao, para a imagem especular. Este
potencial pode ser do tipo harménico, dado por uma expressio simples como a Equa-
¢do 1.13, onde £° & o valor que deve ser mantido sem deformagao, & 0 angulo atual e
k¢ € uma constante de forga. O potencial na forma da Equacdo 1.13 é harménico e nio
periddico, entdo o valor de £° deve ser definido diferente de £180°.

Via(&iji) = ke(&ijra — €°)? (1.13)

1.4.3 Interacoes especiais

Pontes de hidrogénio sio formadas, e sua descri¢io involve atracao eletrostatica, trans-
feréncia de carga e formagdo de ligagio. Interagdes especiais sio adicionadas para repro-
duzir este comportamento complexo. Também & necessario introduzir outros tipos de
Interagdo sem significado fisico algum, para impor restri¢des a0 movimento de particulas.
Estas interagdes sdo introduzidas para incluir o conhecimento de dados experimentais e
evitar distorgdes do sistema durante etapas de equilibragio dos sistemas {(comuns na uti-
lizagdo explicita de solventes). Estas interacbes nio fazem parte do campo de forca, e sim
da mmplementagdo de cada programa, havendo alguns tipos de interacio mais comuns,
mostradas aqui como exemplo.
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Pontes de hidrogénio

A origem da ponte de hidrogénio é alvo de debate. Sabe-se que a pequenas distancias
ha um balango entre atragao eletrostatica, transferéncia de cargas, polarizagio, dispersio
e repulsdo eletronica. A distancias maiores a forga é quase exclusivamente eletrostatica.

Em mecénica molecular fregiientemente adicionam o termo de corregdo para repre-
sentar pontes de hidrogénio como termos no potencial eletrostatico e no potencial de
van der Waals. O termo adicionado ao potencial eletrostatico pode ser exponencial ou
uma interacao tipo Lennard—Jones modificada. Um potencial, implementado no método
GRID [43], leva em conta a distdncia entre o dtomo doador de elétrons da ponte e o
atomo de hidrogénio e a orientagdo. A fung¢io dependente da distancia implementada,
Epnr, @ mostrada na Equagao 1.14, onde ‘C”’ e ‘D’ sdo pardmetros e ‘v’ é a distancia entre

0s Atomos.
¢ D

Eppr = — — —
par - r6

(1.14)
Para o termo de orientagdo h& dependéncia do tipo de dtomo doador de elétrons, e
do &tomo em que o hidrogénio estd ligado, ndo havendo uma formulacao geral para a
contribuicgao.

O campo de forgas MM3 tem a expressao mostrada na Equagio 1.15 para a energia
associada & formagdo de uma ponte de hidrogénio [44], onde ‘Kyp’ & um parametro de
ligagao de hidrogeénio, ‘r’ & a distancia de equilibrio da ponte de hidrogénio, ‘R’ € a
distancia de equilibrio da ligacdo X—H e ‘2’ € a constante dielétrica do meio. Os valores
de ‘Ryy’, ‘Rxp’ e ‘f’ sdo definidos de acordo com a Figura 1.2.

o)) (222 5 3

g

EHB = KHB (184000 * €XD (—12 * ( (115)

T

Figura 1.2: Esquema utilizado para definir os valores das variaveis da Equacdo 1.15 para
representagao das pontes de hidrogénio com o método MM3.

Restricoes de posicao

Um potencial pode ser introduzido para manter duas particulas quaisquer a uma dada
distincia de referéncia R; através de uma funcao como a mostrada na Equagao 1.16, onde
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krpos € uma constante de for¢a geralmente definida no momento da aplicagao da restri¢do
e r; & a distancia atual entre as particulas.

1
I/1"}:&05(7'"2') = §krpos ” Ty — Ri H2 (116)

Outras implementagGes podem incluir também fungdes definidas por partes para repre-
sentar as restrigbes de distancia entre particulas, tornando a representacao um pouco
mais complicada. Na Equagéo 1.17 é mostrado um exemplo para definicao de potencial
por partes.

%krpp(rij — 19)? se Ti; < Ty
— 0 se rg < 1y < oM
Vepp(rij) = 2kepp(rij ~ 11)? se 1 < Ty <7 (1.17)
skep(re =) (2ri; ~ 72— 1) se 2 < 7y

Restricoes de angulo

Podemos aplicar restrigdes & posigao relativa entre dois pares de atomos com coorde-
nadas r;, T; € Iy, I; através de uma fung¢io semelhante aquels utilizada para definir um
diedro préprio. Na Equagio 1.18 temos uma possivel implementacio, onde a constante
de forca k;4ny deve ser definida além das coordenadas das quatro particulas. O termo
m refere-se & multiplicidade, assumindo valor m = 2 se houver necessidade de distin¢do
entre vetores paralelos e antiparalelos.

‘/ra.ng(rhrj!rk:rl) = krang(l - COS(m(9 - 90)))

# = arccos ( T, N Tk ) (1.18)
[RSER SR I B TR M

1.5 Métodos de calculo mecanico-quantico baseados na
estrutura eletronica

A mecénica quéntica utiliza conceitos ‘inovadores’ que incluem dualidade onda—parti-
cula e efeitos relativisticos para resolver problemas em escala atémica. O desenvolvimento
de uma equagao diferencial capaz de resultar uma funcdo que pode prever a probabilidade
de localizagdo de uma particula como o elétron, e dos métodos para solucionar esta
equagao sao a base destes métodos. A equagdo de Schrddinger, que resulta uma fungao
de onda de uma particula, pode ser expressa como na Equagio 1.19, onde m, é a massa
do elétron, h € a constante de Planck, V é o potencial no qual a particula se move, ¥ é
a funcdo de onda. ||W|]? & interpretado como a densidade de probabilidade.

( P g2 + V) U(F,t) = th O¥(F,¢) (1.19)

8n2m, 2r Ot
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1.5.1 A Equacgao de Schrodinger Independente do Tempo

Se V nao é funcao do tempo, entao a Equagao 1.19 pode ser simplifica usando técnicas
matematicas, como a separagao de varidveis.

W(t,t) = ¥(T)r(t) {1.20)
Substituindo a Equagdo 1.20 na Equagio 1.19 temos:
HU(F) = e U(F) (1.21)

Onde E é a energia da particula e H é o operador Hamiltoniano:
2

H=- VitV (1.22)

87w2m,

O Hamiltoniano molecular

Para um sistema molecular, o operador Hamiltoniano depende da posicio dos elétrons
e nlcleos dentro da molécula. O Hamiltoniano é construido em termos dos operadores
correspondentes 4 energia cinética (T') e potencial (V) como:

H=T+V (1.23)

Nesta equacao o termo de energia cinética depende apenas do movimento dos elétrons
e dos nucleos. O termo de energia potencial depende das interacdes eletrostaticas en-
tre elétrons—micleos (atragdo), elétrons-elétrons (repulsdo) e nicleos—niicleos(repulsio).
A aproximagado de Born-Oppenheimer permite que se considere a posicio dos niucleos
constante. Esta aproximacdo permite alguma simplificagido nos termos do Hamiltoni-
ano Molecular (mostrado na forma resumida na Equagio 1.23), resultando no chamado
Hamiltoniano Eletrénico. Mesmo considerando esta aproximagao o termo de repulsio
elétron—elétron resulta em uma expressdo que ndc tem solugio analitica para sistemas
multieletronicos.

As equagdes de Hartree-Fock na forma mostrada para sistemas atémicos podem ser
estendidas para sistemas moleculares, mostradas nas Equagdes 1.24. Se x sdo as funcgdes
de onda Hartree-Fock obtidas com o determinante de Slater, e Vyn nio envolve coorde-
nadas eletronicas, temos que (x|Van|x) = Van{x|x) = Vwn. O operador H,; é a soma
dos operadores de um elétron ﬁ- e do operador de dois elétrons QU Temos assim que

Hy = 2 fit 202 s, Gijs onde f; = Sfrzmg V? - Qf e gy = o . Os termos J;; e K;;
sao chamados de integrais de Coulomb e de troca, respectwamente

Egp = 22; 1Hcme Z 12 ( j Ki}')""VNN

Here = (o) HElo:(1))

H“%:iore = _Swfmev%w Crr_zii (1.24)
Jij = (ai(1)}gy ()|r;2|¢z(1)¢3( ))
Kij = {(0i(1);(2)]5;145(1)¢:(2))

A utilizagdo do método de Hartree-Fock para sistemas multieletrénicos implica o uso
do método denominado do Campo Autoconsistente (SCF).
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O método variacional

Slater e Gaunt utilizaram o Método Variacional para resolver numericamente a equa-
¢éo de Schrodinger pela primeira vez em 1928. O método consiste na minimizagio da
energia aproximada, €4, calculada pelas Equacdes 1.25. Para isto é utilizada a deri-
vada parcial da energia em relagdo & fungdo de onda. Sabe-se que a energia aproximada
calculada serd sempre maior (menos negativa) que a energia exata (€ez). O valor mais
negativo da energia exata pode ser aproximado com utilizacio de bases numéricas mais
completas. A energia €., ainda nao é o valor real obtido experimentalmente. O valor real
nao pode ser atingido por causa da aproximagio do operador monoeletrénico: A energia
de correlagao eletrénica nio pode ser calculada utilizando esta aproximacao.

€ - {Wap|H|Tup)

o ap (Wap|¥ap)

6‘1',:; = (125)
€z S Egp

O critério para que se considere a ‘convergéncia’ do sistema geralmente é a dupla desigual-
dade mostrada nas Equagdes 1.26, onde §; e 4, sio os valores estipulados arbitrariamente
como critério de convergéncia para a variagdo da densidade eletrénica calculada pela fun-
¢ao de onda e para a energia, respectivamente. Estes valores sdo normalmente da ordem
de 107° até 107 para 4;, a densidade eletronica, e da ordem de 1075 para 6., a energia.
Outros critérios podem ser adotados também, como a utilizacio da relagdo entre energia
cinética e potencial (Teorema do Virial).

12 = e <
le—en < (126)

Determinante de Slater

O produto da equagdo de Hartree (Equagio 1.36) para a fungio de onda deve incluir
o spin explicitamente, e deve ser antissimétrica em relacio a troca de elétrons entre os
orbitais.

A inclusdo do spin por Fock e Slater em 1930, resultou na utilizacio de funcio antis-
simetrizada, para obter spin-orbitais. Estas fungdes de onda podem ser obtidas através
do determinante de Slater, mostrado nas Equacgdes 1.27.

ayy, = 5
57/)2 = 5

Sp(1) - Sa(1) (1.27)
o= = 0

Si(n) -+ Sa(n)

Portanto fol necessario desenvolver uma técnica matematica para obter uma solucio
satisfatoria para a Equagao 1.19 em sistemas multieletrdnicos.

HU =¥ (1.28)
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O Hamiltoniano da Equagdo 1.28 pode ser escrito como na Equacgdo 1.29, onde 2 & a
carga nuclear e 7 € a distancia elétron-nucleo.

. h z
H={- V-2 1.29
( 8n2m, r) (129)
Utilizando a equagao de Schrédinger para um atomo com dois elétrons pode-se escrever

o Hamiltoniano como mostrado na Equagdo 1.30, onde z é a carga nuclear e F; e Fz sao
as distancias elétron(1)-nicleo e elétron(2)-nicleo.

~ h 2 h z 1
H=-—-Vi-= ———Vi- = - 3
( 872m, ! r"l) * ( 8mim, fz) " 12 (1:30)

Segundo Hartree, pode-se obter o operador multieletronico por combinagdes do operador
monoeletronico:

’H = i}?{‘ (1.31)
i=1

A aproximagao da particula independente permite que o elétron(2) seja transformado
em um campo de forgas, que pode entdo ser aplicado ao elétron{1). O sistema nucleo-
elétron(1l) é um sistema monoeletronico, que pode ser resolvido. Desta forma podem ser
obtidos operadores monoeletrénicos para cada elétron de um sistema multieletrdnico. Os
Hamiltonianos tém a seguinte forma, onde V2 e V§! sao os potenciais eletrostaticos mé-
dios criados pelos elétrons e(1) e (2), que afetam os elétrons e(2) e e(1), respectivamente.

o= oo g .
Hy = (—g2-Vi-£+V8)

O operador multieletrénico pode ser descrito como a soma dos operadores monoeletroni-
cos:

H=H +H, (1.33)

O potencial eletrostatico V§* pode ser obtido pela Equacio 1.34, onde dr corresponde
4 integragdo por todo o espago. O potencial eletrostatico V§! é obtido com por uma

expressdao analoga.
Ll
V‘;2:/ —dr (1.34)
o lri—73ll

O método SCF consiste na solugdo iterativa da equagao de Schrédinger, através de uma
estimativa inicial das funcoes de onda \1r§°) e \Ilgo). O processo iterativo substitui as fun-
coes de onda \1150) e \Ilgo) na Equacao 1.28 utilizando os Hamiltonianos monoeletrénicos
da Equacdo 1.29, calcula lIlEl) e ‘11(21), obtém novos potenciais com a Equagao 1.34. O cal-
culo prossegue até haver uma variagao suficientemente pequena no potencial eletrostatico
calculado.
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Método de Hartree—Fock

A equagdo de Schrédinger pode ser resolvida exatamente para o dtomo de hidrogénio,
um sistema com um niicleo ¢ um elétron, e para mais alguns poucos casos. Para sistemas
multieletronicos o método de Hartree—Fock é o procedimento normalmente adotado. Este
método € a base da utilizagio de orbitais atomicos em sistemas multieletrénicos. O
Hamiltoniano da Equagao 1.28 para um sistema atémico multieletrénico pode ser escrito
na forma da Equacéo 1.35, onde se assume que toda a massa do niicleo esta restrita a
um inico ponto infinitesimal. A primeira somatéria da Equagao 1.35 contém o operador
de energia cinética (T') para os n elétrons. A segunda somatéria é a energia potencial de
atracao nicleo—elétron V.. A wltima é a energia potencial de repulsao eletrénica V..

n n—1 n

Fe-t Sy yZE. STy (1.35)
T 8a2m, — T Tij '

i=1 "=l =it M
— ——

N

T Vive Vee

A idéia do método Hartree—Fock ¢ reduzir o problema de N elétrons para um problema
de um elétron, que interage com os nicleos e a nuvem eletrénica dos demais elétrons. A
interagao elétron—elétron é introduzida de uma forma média. Hartree propds a separagio
em n equagoes monoeletronicas. A fungdo de onda assim obtida é wtil para estimativa
qualitativa, mas falha na descrigdo quantitativa. A utilizagio da carga nuclear total nao
¢ adequada. Este valor de carga nuclear pode ser modificado para cada orbital para
levar em conta e blindagem eletrénica das camadas mais internas. A utilizacao de carga
nuclear efetiva melhora os resultados obtido com esta aproximacao, porém ainda néo é
suficiente. O proximo passo foi a utilizagio de funcdes variaveis, relaxando a restrigio as
fungbes utilizadas na descri¢do hidrogenodide. Assim, sio determinadas funcdes ¢ para a
Equagdo 1.36 que minimizem as Equacdes 1.25.

(b = gl(Th 91) ¢1)g2(r2: 92) ¢2) o 'gn(rn-gm ¢n) (136)

A melhor solugéo para a Equacio 1.36 pode ser aproximada, por orbitais que sio o produto
de uma parte radial e uma fungdo harmeénica esférica, ¢; = hi(ri)Y; ™ (6, ¢:). Hartree
utilizou fungdes radiais normalizadas na Equacdo 1.36. Fock introduziu o conceito de
antissimetrizagdo nas equagdes de Hartree, pela utilizagio do determinante de Slater
(ftem 1.5.1).

As equagbes de Roothaan—Hall

As equagoes de Hartree~Fock utilizando determinante de Slater para antissimetrizacgio
foram resolvidas utilizando combinag¢des lineares de conjuntos de funcdes de base que nao
eram modificados. As modificagbes ocorriam nos coeficientes de combinagdo das bases
através de método Autoconsistente. Os cientistas que propuseram isto foram Roothaan e
Hall. Inicialmente foram utilizadas Slater Type Orbitals (STQ’s) para montar os conjuntos
de base. Boys propés a utilizagio de Gaussian Type Orbitals (GTO’s) na década de 50.

A expansio proposta por Roothaan dos orbitais em conjuntos de base tem a forma
da expressdo matematica mostrada nas Equagdes 1.37. Os conjuntos de base podem ser
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substituidos na equagao de Hartree-Fock como esta mostrado nas equacdes. O sistema
linear de b equagdes homogéneas descreve o orbital molecular ¢;. Uma solu¢do nio trivial
deve ser obtida calculando o determinante das equagbes, como mostrado. As equacoes de
Hartree-Fock-Roothaan devem ser resolvidas por processo iterativo, ja que as integrais
F,; dependem dos orbitais ¢, {através da dependéncia em H dos orbitais $;), que por sua
vez depende dos coeficientes c;;.

. ¢i = Zg:l CsiXs
Z CoiFxs Eiz CsiXs
: ’ 1.37
Zi:1csi(Frs—fiSrs) = 0;r=.,2,--,n ( 37)
Frs = <XTIF|XS> ST'S = <X._,.|Xs>

1.5.2 As funcoes de base
Orbitais tipo Slater (STO)

Estes orbitais sdo utilizados com a parte angular igual a dos orbitais atémicos, e com
a parte radial modificada conforme a Equagao 1.38, onde ¢ é o expoente orbital, ¥;™ é
a parte angular e n, [/, m sdo os nimeros quinticos. Em calculos simplificados o valor de
(= %, onde p € um fator ajustavel que representa a blindagem.

()

a0

{(2n)))

r"Lexp (;_Cr) Y™ (0, ¢) (1.38)
0

| W

Orbitais tipo Gaussiana (GTO)

Orbitais baseadas em STO sdo adequadas para uma boa representagio de da equagio
de Schrodinger. Porém a utilizacdo de fungdes tipo GTO é vantajosa porque permite
a solugdo analitica das integrais de repulsdo eletrénica de trés e quatro elétrons. Qutro
fator que traz vantagens técnicas para utilizacdo de GTO’s é que o produto de duas
Gaussianas é uma outra Gaussiana. Estas fungdes, porém, nao tém boa reproducio do
comportamento na regiao muito préxima a origem, um problema conhecido como condigao
de cispide, nem da regido assintotica. Este problema é contornado pela utilizacio de
varias Gaussianas para representar cada STQ. Um exemplo da forma de uma Gaussiana
centrada num atomo a, em coordenadas Cartesianas, é mostrado na Equagdo 1.39. O
parametro N € a constante de normalizagdo, e & é um expoente orbital positivo. Os
valores de ¢, 7, k sao inteiros ndo negativos. Se i = 0,5 = 0,k = 0 a Gaussiana é do tipo
5. Sei+j+k =1 temos uma Gaussiana do tipo p, que contém os fatores z,,¥Yq, 2.
Quando i+ j + k = 2 & Gaussiana do tipo d e tem os fatores 22,12, 22, ZoVa, TaZa, YoZa.
Uma func¢io Gaussiana também pode ter expressiao na forma radial.

Gik; = inyng exp(——arf) (1.39)
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Base Minima

Uma base minima para um calculo SCF molecular é aquela que utiliza uma tunica
fungao de base para cada camada interna em cada atomo, assim como para cada camada
de valéncia de cada 4tomo, quando se trabalham com fundes de Slater. Considera-se a
base Gaussiana minima a que utiliza trés Gaussianas para representar cada camada, sendo
que as duas fung¢des adicionadas sdo para representar corretamente a regiao assintética e
de cuspide.

Base 3-21G

As bases tipo GTO usadas em calculos ab initio devem levar em conta o COMPIOMIsSso
entre custo computacional e acuracidade. Além da base minima que utiliza apenas uma,
fungao por orbital e da base split-valence com duas func¢des de base para cada orbital
temos diversas bases que utilizam funcdes de alto nimero quantico angular, denominadas
fung¢bes de polarizagio. As funcdes de base normalmente sio do tipo contraida, em que
cada fung¢ao ¢ uma combinagao linear de um certo niimero de primitivas Gaussianas. Os
expoentes das primitivas Gaussianas sdo compartilhados entre fungdes do tipo ‘s’ e ‘p’
nas fungdes de valéncia.

No caso particular da base 3-21G para os elementos da primeira linha, temos a fungéo
da camada interna (cerne)} tipo ‘s’ formada por trés Gaussianas, uma camada interna de
valéncia de fungdes tipo ‘s’ e ‘p’ formada por duas Gaussianas, e outra camada de valéncia
externa tipo ‘sp’ formada por uma Gaussiana, em que todas as funcdes do conjunto de
valéncia compartilham expoentes. O hidrogénio tem apenas duas fungdes tipo ‘s’ na
camada de valéncia [45,46].

Base 6-311G

Este conjunto de base foi desenvolvido por Pople e colaboradores [47], otimizada para
obter a menor energia no estado fundamental no nivel de perturbacao de segunda ordem
de Mgller-Plesset, o que incorpora uma parte consideravel da correcao para a correlagio
dos elétrons de valéncia.

Um conjunto de base 6-311G utiliza um conjunto de base com Gaussianas contraidas
(CGTF) obtida pela combinagio de seis fungdes tipo GTO (ftem 1.5.2) para representar
os orbitais internos (o cerne), exceto nos 4tomos de hidrogénio.

No préximo nivel, a camada de valéncia, sdo utilizadas trés divisdes para as fungdes
(triple split), em cinco fungdes tipo ‘d’ descontraidas nos itomos pesados. Este conjunto
de funcdes (ds,2_,2, dg;, dy., de2_y2, dgy)exp(—ar?) pode ser obtido das seis Gaussianas
durante o desenvolvimento das integrais nos calculos.

O potencial efetivo no cerne (ECP)

O potencial efetivo substitui os calculos com os elétrons do cerne por calculos ¢com
somente elétrons de valéncia, e sio derivados dos calculos ab initio com todos os elé-
trons [48]. A obtencao dos potenciais efetivos inicia-se com a equagao de Hartree—Fock
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atémica para um orbital de valéncia com momentum angular I, conforme mostrado na
Equacao 1.40, onde Viore € Vi representam os operadores de Coulomb e de troca, soma-
dos sobre o cerne e sobre os orbitais de valéncia ocupados com coeficientes de acoplamento
adequados, respectivamente. O orbital de valéncia ¢y € a solugdo de menor energia da
Equagdo 1.40 somente se ndo ha orbitais no cerne com o mesmo momentum angular /.
Caso contrario o orbital de valéncia deve ser ortogonal a todos os orbitais do cerne com
baixa energia que solucionam a equagdo de Hartree-Fock, sendo portanto nodal.

1 Z ll+1)
i v
( 2" r N 2r?

+ Viar + V;ore) Oy = €40y (1.40)

Obtidos ¢y; e €; da solugdo auto-consistente da equacgio de Hartree~Fock é possivel cons-
truir uma equagao do tipo Hartree-Fock apenas com os orbitais de valéncia, que usa
potencial efetivo para garantir que o orbital de valéncia é a solu¢do de energia mais
baixa. A BEquacao 1.40 pode ser escrita na forma da Equacao 1.41, onde Vle” é 0 po-
tencial efetivo, x; ¢ um pseudo-orbital nido-nodal derivado de ¢y e € € o autovalor da
equag¢ao de Hartree-Fock original.

1 Z {i+1 ,
<-§v2r - ;ff =+ (27,2 ) + Vou V;eff) X = €LXu (1.41)

Portanto V}ef ! substitui a ortogonalidade explicita da Equagdo 1.40 e os potenciais de
Coulomb e troca (Vre). A parte blindada pelo cerne da atragio nuclear também é
absorvida pelo potencial efetivo, portanto Z,ss é igual ao 4 carga nuclear menos o niimero
de elétrons do cerne.

O potencial efetivo fo ! deve ser dependente do momentum angular [, ja que o poten-
cial de troca do cerne e as condigdes de ortogonalidade sdo dependentes de I. Entretanto,
se 0 momentum angular do orbital de valéncia exceder o maior valor de { do cerne, nao ha
restricao da ortogonalidade radial e somente o potencial de troca do cerne requer depen-
déncia de I J& que para os elementos da primeira e segunda linha da tabela periédica a
interacao de troca com o cerne é pequena para os elétrons de valéncia com alto momenta
angular, os potenciais efetivos para todo valor de { maior que os do cerne s3o dominados
pelo potencial de Coulomb do cerne, e sao portanto muito parecidos.

O potencial efetivo total para cada dtomo é dado pela Equagio 1.42, onde a utilizagdo
de projecac garante que os potenciais estdo conectados com a componente adequada de
! da funcdo de onda de valéncia. O valor maximo de ! do cerne é designado L.

Vel (r) = VELL )y + DIV () = VEE (1Y Jim) (i (1.42)

m

Os pseudo-orbitais x construidos devem ser tao semelhantes quanto possivel aos orbi-
tais ¢, para garantir uma correta sobreposi¢ao de orbitais de valéncia interatdmicos e
também que os termos de interagao valéncia-valéncia atémicos que surgem em V), na
Equacdo 1.41 sejam similares aos existentes em V,,; na Equacio 1.40.

Podemos definir orbitais que atendem estes requisitos através da Equagio 1.43, onde
para qualquer ponto entre R; e o infinito, os pseudo-orbitais sio idénticos aos orbitais de
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valéncia Hartree-Fock. Para distancias radiais menores que R; o pseudo-orbital é definido
por uma expansao polinomial que tende a zero suavemente. Qs coeficientes do polinomial
sao definidos de modo que sejam reproduzidos o valor e as trés primeiras derivadas de
$u em R, e que xy; seja normalizada. O valor de NV utilizado é N = 3, porém valores
N =1+ 2 também podem ser utilizados.

xulr) = Yiear™* r<R,

xi(r) = oulr) r> Ry (1.43)

Uma vez que os pseudo-orbitais e os autovalores sio conhecidos é possivel determinar o
valor ‘exato’ do potencial efetivo invertendo a Equacio 1.41, que resulta na Equacao 1.44.
A utilizagio da Equaco 1.44 permite calcular valores numéricos para os pseudo-potenciais
a partir de valores numéricos de pseudo-orbitais. Em calculos moleculares os valores
dos potenciais geralmente sio ajustados por combinacGes lineares de funcdes analiticas.
Um ajuste suficientemente acurado necessita de diversos termos na expansao da funcao
analitica.

As fungdes de base construidas através do formalismo descrito sio suficientemente
acuradas para substituir, com vantagens na eficiéncia, a utilizagdo das bases minima
STO-3G e mesmo 4-31G com todos os elétrons [49, 50].

fof(r) = € +

A 1+1 IV - V! xu
erf I+ )+(2 val) X1 (1.44)
T

2r2 Xii

1.5.3 A inclusao do efeito de solvatacio

Inicialmente os modelos de solvatagao trataram o solvente de forma implicita, dire-
cionados aos aspectos dielétricos do efeito eletrostatico, assumindo que o solvente é um
melo continuo e isotrépico caracterizado por somente uma constante dielétrica escalar
e estatica, €. Estes modelos ficaram conhecidos como confinuum models. Modelos as-
sim, desenvolvidos por Born, Onsanger e Kirkwood mostraram-se rapidamente apliciveis
apenas em algumas situagdes especificas.

H& duas vantagens principais no uso de modelos tipo continuum: A primeira é a
redugdo do namero de graus de liberdade do sistema. A representacao explicita de du-
zentas moléculas de dgua adiciona mil e oitocentos graus de liberdade ao sistema. A
segunda é que os modelos explicitos também sdo muito imperfeitos. A nao ser que se
utilize um alto grau de refinamento, nio sdo capazes de reproduzir a polarizagdo elétrica
do solvente tao bem como os métodos implicitos que utilizam dados experimentais da
constante dielétrica.

Um dos problemas cruciais no tratamento implicito do solvente diz respeito a primeira
camada de solvatagdo. Suas propriedades diferenciadas dificultam a definicao do ponto
onde efetivamente inicia-se o continuum. Aspectos como as interagoes de dispersao, as
pontes de hidrogénio, o efeito hidrofobico, a transferéncia de carga soluto—solvente (parti-
cularmente em solvente nao condutores), contribuem para que a representacao correta dos
efeitos da primeira camada de solvente sejam um enorme desafio para o desenvolvimento
e a implementagao qualquer tipo de modelo de solvatagao [51].
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O modelo basico

A formulagao do modelo quantico de continuum polarizavel requer a definicio simul-
tanea de dols problemas: (1) o problema de mecinica quantica de calcular a distribuicio
eletrénica gy, definida como a soma das cargas nucleares discretizadas e da funcio de
densidade eletrénica com niicleos fixos, na presen¢a do campo eletrostatico gerado pelo
dielétrico polarizado, ¢.; (2) o problema eletrostatico para determinar o potencial de rea-
¢ao eletrostatica do solvente, ®,, e sua interagao energética com a distribuigio de cargas,
oM -

Trata-se de um tipico problema nao-linear, porqué tanto ®, quanto gy dependem
de V. Um método iterativo pode ser utilizado, resolvendo alternadamente o problema
quéntico para determinar @, e o problema classico para determinar g, partindo de uma
estimativa razoavel de &, e ou.

Para elaboracdo do modelo de solvatacao deve ser definido um Hamiltoniano molecular
para a espécie solvatada. Na Equacao 1.45 H s € o Hamiltoniano do soluto, que depende
das coordenadas dos nicleos (fixas) e dos elétrons, H3, € o Hamiltoniano do soluto no
vacuo e Vy & um potencial que serd definido de acordo com o modelo de solvatacio
utilizado. Toda a informacao relevante sobre a interagio soluto-solvente estd contida na
funcdo de onda ¥f e nos autovalores /.

Hy = /H?M-!-Vf

U = Ol (1.45)

A carga molecular pode ser utilizada em substituicio a funcdo de onda conforme as
Equagdes 1.46, onde pp € a soma das cargas nucleares discretizadas, gny., € da funcio
densidade eletrénica, g.. O valor de Z, é dado pelas cargas nucleares e o indice o diz
respeito a cada um dos nacleos. O sinal negativo na integracio da densidade eletrénica
¢ a carga do elétron, e nel refere-se ao niimero total de elétrons.

R L O JACEL)
onQ = T Z,6(r — Qo) (1.46)
Y = _ [19f(q,Q)|%dqz, . .., daner

O termo V contém informacgdo sobre a funcio de distribuicio do solvente ao redor do
soluto (g;), relacionada 4 temperatura média. A extensio da informacao incluida pode ser
definida durante a elaboragao da fun¢ao, e do proprio modelo de solvataciao. Considerando
apenas os efeitos da polarizagdo eletrostatica podemos definir um potencial de interacio
aproximado, V,, através das EquagGes 1.47, onde ®,(r) € o valor do campo eletrostatico
gerado pelo dielétrico polarizado a uma distancia r e Wys € a contribui¢do da interagao
soluto—solvente para a energia total £°.

Vo‘(q: Qon, 5) = Za Za@cr(Qa) - Zi (I’cr(qi)

Wus = §ou(r)®,(r)dr (1.47)

O modelo continuum basico envolve um elevado grau de simplificacao de V, que fica redu-
zido & componente classica da interagdo. Se considerado assim, g, descreve o continuum
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linear isotropico, caracterizado por €, a constante dielétrica do solvente, dependente da
temperatura. Modelos construidos desta forma nio sdo suficientemente acurados, sendo
necessaria uma maior complexidade na formulacio do termo V.

O modelo D-PCM

O problema eletrostatico para determinar ®,, e sua interagio com a distribuicio
de cargas, gy pode ser resolvido de maneiras diferentes. A implementacio do efeito
de solvatagao no programa GAMESS inclui o método conhecido como Dieletric Polarizable
Continuum Method, ou D-PCM, além de outros efeitos para calcular a energia de formacao
da cavidade.

Inicialmente deve ser definido o espaco ocupado pelo soluto, pela criacao da cavidade
no solvente. No método denominado D-PCM é utilizada uma cavidade do tipo molecular,
definida como uma uniao de esferas com raios determinados empiricamente. A cavidade
molecular utilizada deve ser diferenciavel em todas as suas partes, o que pode ser con-
seguido com unido de esferas e elipséides, e deve ter tamanho suficiente para acomodar
toda a distribui¢io de cargas ps, sem espaco vazio que poderia ser ocupado por sol-
vente [52]. O raio de van der Waals multiplicado por um fator ftalque 1,40 > f > 1,10
foi estabelecido como sendo adequado para a maioria dos casos, por diversos autores [53].

Estabelecido o formato e o tamanho da cavidade, temos o problema eletrostatico. A
constante dielétrica pode assumir valores dentro (Vin) ou fora (V) da cavidade: e(r) =
l=r¢cVioue(r)=e=r €V, Acarga gy esta confinada na cavidade, gpr(r) =
0 = r € Vour. O potencial eletrostatico total pode ser definido pelas Equacbes 1.48.

V2®(r) = —dmoy = re Vi,

Vi®(r) = 0 = reV,, (148)

Podemos ainda definir que na regido assint6tica, muito distante do soluto M e para
pontos muito préximos do limite da cavidade, valem as condicdes de contorno mostradas
nas Equagdes 1.49, onde a e 8 tém valores finitos, os valores de d., e de ®,,, sao os
potenciais eletrostaticos nos limites interno e externo da cavidade, d/0n é a derivada na
diregao perpendicular 4 superficie da cavidade e o vetor n aponta para fora da cavidade.

lim, o 7®(r} = «
lim, 00 P?*V®(r) = 3
q’in = (I'cmt (1-49)
9% B%pu
dn on

Para uma dada distribuicio de cargas opr, 0 potencial eletrostitico @, difere daquele
calculado no vacuo ja que sofre influéncia do campo de reagao gerado pela distribuigio de
cargas do solvente. A integral de interagio soluto-solvente, Wyss, fica limitada ao volume
da cavidade se gy = 0 fora da cavidade. O trabalho necessario para trazer uma carga
om para dentro da cavidade em um modelo rigido é AGS) = W—QME O indice (i) denota o
nivel de aproximagao da descrigao do efeito de polarizacio mituo soluto-solvente: i = 0
supoe cargas rigidas; ¢ = 1 supGe polariza¢do do soluto em resposta ao campo do solvente;
i = f supde que tanto o soluto como o solvente polarizam-se.
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Claverie e Huron aplicaram as relaces estabelecidas nas Equagoes 1.47 e 1.49 a ge-
ometria de uma cavidade do tipo molecular, obtida pela uniio de esferas, obtendo a
definicdo do potencial ® dentro e fora da cavidade. A formulacdo matematica foi desen-
volvida na série de artigos publicada no inicio da década de setenta [52,54,55], e ndo
serd reproduzida aqui dada a sua grande complexidade. O desenvolvimento leva em conta
varias aproximacoes e a inclusdo de constantes para a calibragao adequada dos raios das
esferas utilizadas na definicao da cavidade.

No interior da cavidade ®,, foi definido pela expansio de um conjunto de hase formado
por harménicos, r'Y;™(#, ¢), centrados num tinico ponto, e no exterior @, é definido pela
expansao de diversos conjuntos de harménicos, centrados nos pontos onde sio posiciona-
das as cargas localizadas. Este € o método conhecido como Expansio Multipolar (MPE)

O potencial de reagio eletrostatica do solvente

A abordagem ao problema de mecanica classica para determinar o potencial de reacio
eletrostatica do solvente, ®,, adotada na implementacio do método D-PCM no programa,
GAMESS, ¢ conhecida como Aparent Surface Charge (ASC).

A cavidade de solvente é dividida em porcdes menores através de um algoritmo co-
nhecido como GEPOL (Generation of Polyhedra) durante a discretizacio para definicio
das cargas aparentes. Estas porcdes menores sio denominadas tesserae, as quais um
conjunto de cargas aparentes ¢; sio univocamente associadas. Cada valor é definido por
duas componentes distintas, ¢; = ¢¥ + ¢f, onde ¢/ ¢ a contribuicio das cargas nuclea-
res na superficie e ¢f a contribuicdo da componente eletrénica. A soma destas cargas,
QT = Zf g;, geralmente ndo corresponde exatamente a carga total do soluto, Qys, uma
vez que a distribui¢do de cargas do soluto nio termina na cavidade, particularmente qf
extende-se além desta e decai exponencialmente. Para compensar este erro um procedi-
mento de renormalizagado deve ser aplicado, multiplicando os valores das cargas aparentes
por um fator F para que o resultado da sua soma fique igunal a carga total do soluto. O
procedimento de normalizacdo dado pelas Equagdes 1.50 mostrou-se simples e eficiente,
exceto em casos onde ha grande assimetria na distribuigio da cargas. Notadamente as
cavidade que envolvem zwiterions nio sdo bem representados assim, pois & claro que o
fator utilizado para normalizagio da carga aparente na por¢io da molécula onde situa-se
a carga negativa nao sera adequado para a por¢do onde situa-se a carga positiva [56].

P = -0y
feziqf = —%— & (1.50)
Qu = F g +FVY. ¢

Para considerar a por¢ao da carga localizada na parte exterior da cavidade devemos
adicionar outra fonte de cargas, pf*!(r), para corrigir a carga aparente na superficie
de cada fesserae. A distribuicao de cargas da superficie, o(s) deve ser somada a uma
componente de carga posicionada no meio dielétrico. O tratamento completo do problema
eletrostatico da distribuigdo de carga difusa na presenca de uma cavidade em um meio
dielétrico uniforme e isotrépico ¢ dado nas Equagdes 1.51, onde Ny € 0 vetor unitario
na superficie que aponta na diregido do meio ¢ E é o campo elétrico total criado pelas
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trés fontes somadas: A distribuido de cargas do soluto M , da superficie o(s) e do meio
(), B = Boge) + Epyr) + Enr,

a(s) —<1E(s)- 4 = na superficie
p(r) = —%I}EV +E(r} = no meio

I

(1.51)

Porém, a descrigao do campo elétrico fora da cavidade utilizando o formalismo j& descrito
€ problemética. O decaimento é muito rapido, e o valor tende a zero em alguns décimos
de angstron, sendo necessaria uma malha extremamente refinada para a correta descrigio
do efeito. No entanto, podemos considerar que o efeito da carga volumétrica aparente do
melo é completamente descrita pelo seu potencial de reagao correspondente, mostrado na
Equagao 1.52.

r) = pb(r’) Y
V[ )_/m R (1.52)

O intervalo de integragdo (bulk) extende-se por todo o espago nao ocupado pela cavidade
do solvente, r'. Aplicando-se o teorema de Green o volume pode ser substituido pela
integracdo no intervalo da superficie S(C), conforme a Equacdo 1.53. Assim o que é
calculado na pratica é um potencial efetivo, denominado gess(s).

ore(s) = Qppo(r)
esf(s) T o)

ds’ 153)
5(C) p(sl) (

A carga volumétrica total aparente, Q, pode ser obtida a partir das Equacbes 1.54 onde
Qou: corresponde a carga total do soluto negligenciada pela cavidade, Q;,, ¢ a carga dentro
da cavidade e p(s) é a carga eletrénica do soluto calculada no ponto s da superficie.

Qb = _% Qout

Qcmt _(Nei - Qin) (154)
= - (Nez + ﬁ fS(C) EM(S) . ﬁsds)

Uma vantagem da formulacio ASC em relagdo & formulagio MPE para o problema ele-
trostatico € a possibilidade da determinagio da relacio entre a distribui¢do de cargas,
o, e a carga total do soluto Qys. Particularmente no caso da necessidade de incluir os
termos de adigdo do potencial fora da cavidade na determinacdo das cargas superficiais,
a formulagdo MPE tem solugdo muito complicada, tendo sido publicada apenas para o
dtomo de hidrogénio por Chipman [57].

A determinacgio do problema quantico

O problema quantico, na formulacio D-PCM pode ser tratado no nivel de calculo
Hartree-Fock, ou pés HF por Interacio de Configuragdes (CT) ou Campo Autoconsistente
multiconfiguracional {(MCSCF). A formulacio no nivel Hartree—Fock sera apresentada de
maneira resumida. Formalmente trata-se simplesmente de adicionar o termo V & equacgao
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de Schrodinger, conforme mostrado nas Equagdes 1.45. A inclusio deste termo de inte-
ragao soluto-solvente, Wys, pode ser feita em partes como mostrado nas Equacgoes 1.55.

WMS ~ Wnuc,nuc + Wnuc,el + Wel,nuc + Wel,ei
I471"41;;(:,17.1;1: = Sg Onue (ra Q)(I)a,nuc(r: Q)dT
Wnuc,el = f Qnuc(r: Q)q)a,el (I‘, Q)dT (155)
Wei,nuc = f Qel(rz Q)(I)cr,nuc (ra Q)dT
Wel,el § Qel(r: Q)‘I)cr,e.l(r: Q)dT

Utilizando 0 método de Hartree—Fock, resolvemos a Equacao secular FC = ¢SC apés a
expansao das fungdes de um elétrons em bases {-- - |u) - - - |v}}. Os elementos F da matriz
de Fock sdo modificados pela adigio da contribuigao de V, aos termos monoeletrénicos h
e também pela dependéncia do termo dieletrénico G da densidade eletrénica, 0er conforme
a Equacao 1.56

Fu =hy + Gw(gel) + <#|Vcr(9el)|V> (1-56)

1.5.4 Meétodos Semi-empiricos

Os calculos semi-empiricos apresentam a mesma estrutura dos caleulo HF, com algu-
mas modificagGes, tais como as integrais de dois elétrons que sao aproximadas ou com-
pletamente desprezadas. Para corrigir os erros introduzidos por esta omissao, o método
¢ parametrizado para reproduzir da melhor forma os resultados experimentais [58|.

Zero Differential Overlap (ZDO)

Esta aproximagio cancela integrais com mais de 2 centros na matriz de Fock. Asg
integrais de repulsao elétron—elétron seguem o esquema proposto nas Equagdes 1.57.

(w24 = 1 centro: fica
(1AM oP) = 2 centros, A o desaparece
A, A|\B\B (1.57)
(i |APAF) = 2 centros, A= \: fica
(' pt|ptut) = 1 centro : fica

Os elementos da matriz de Fock podem entdo ser descritos da forma mostrada nas
Equagbes 1.58, onde P representa a matriz de densidades, ¢ é o operador de energia
cinética e V,, = —}f—:e ou V. = _Ezf:' Os elementos que nao tiverem a mesma simetria
orbital desaparecem.

FC = SCE
Fow = Hy+ 305 Pof(uuld) - % (#l;lf#)}
— 1
Fo = H,, 3 (Nir:’/) P (1.58)
Hy = guitl#)_—v(ulVAlﬁ) — 2pza (HVEIp)
Viu Vas
Hu = (uftiv) = (ulValv) = (ulVelv) = Yo a5 (1lVelv)

=0 =0 =0
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O operador de energia cinética, t = —5—22, pode ser modificado nas fungdes de base, o
que faz com que as integrais ndo se anulem.

As integrais do tipo p sdo substituidas por integrais do tipo s. Isso é feito porque as
fungdes tipo s tém, simetria esférica e nio tém problema de variancia rotacional. Por
exemplo (2525%(25525%) = ¢4 ; (2p22p2|2pB2p5) = cu5.

Pople utilizou os Potenciais de Ionizagio (I) e as Afinidades Eletrdnicas (A) para
calcular o potencial eletrostatico, além de outras aproximacoes para simplificar o sistema
de equagbes. Estas aproximacdes estio mostradas nas Equagoes 1.59.

Vae = Zpsan
Hy = (pltlv)
= ﬂABS,uV
Bap = —%(ﬁA + Bz)
—I# = V}uy + (ZA - ]-)gAA (159)
~A# = V‘up + ZA?AA
Fup = —5(Lu+ A+ (Paa~ Za)
— HPuy—1)caa+ > pza(PsE — ZB)SAB
Fyw = BasSuw — 3Pusan

Neglect of Diatomic Differential Overlap (NDDO)

A aproximagao conhecida como Modified Neglect of Diatomic Overlap (MNDO) (59}
€ uma das mais conhecidas, que utilizam o conceito de NDDQ. Todos os métodos semi-
empiricos fazem alguma simplificagio dos elementos de Fock, e tentam recuperar isto com
a adi¢ao de algum termo.

Nas aproximagdes anteriores & MNDO, conhecidas como CNDO e INDO, as integrais
de repulsao (pp, vv) entre qualquer Orbital Molecular (OM) em um atomo A e qualquer
OM em um atomo B sio consideradas iguais. Estas integrais nio sao iguais, e na aproxi-
mag¢ao denominada NDDO sao consideradas diferentes, além de um ndmero adicional de
integrais de dois centros que sdo desconsideradas em CNDQ e INDO. Uma abordagem
denominada MINDO, uma modificacio do INDQO, certo nivel de correlagao é adicionada
pela correta modificagio da integrais de repulséo.

O tratamento dado com o método MNDO, reproduzido aqui, é restrito aos casos de
camada fechado, aos elétrons da camada de valéncia. Os OMs ¥; das camadas de valéncia
sao representados por uma combinacdo linear de Orbitais Atémicos (OAs) 9; com base
minima, conforme a Equagao 1.60.

¥, = Z Cuithi (1.60)

Os coeficientes C,; sdo determinados pelas equacdes de Roothaan-Hall, e assumem a
forma mostrada na Equacdo 1.61, onde 0, € 0 delta de Kronecker e E; é o autovalor da
OM ¥,.

> (Fou— Eid,)Coi =0 (1.61)

v
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O valor de cada elemento F,,, da matriz de Fock € uma soma de uma parte de um elétron
correspondente ao cerne e de uma parte correspondente a dois elétrons. Considerando
que os OAs com indice v e p sao localizados sobre o 4tomo A4 e que os que tem indice A e
o sdo localizados no atomo B podemos definir os elementos F' através das Equacdes 1.62.

Fu = 2 g Vs +1/2Pu[3{pv, pv) — (uu, vv)]
5 Voxe Pro (v, Ao)
Fop = Up+ ZB VB + Ef Bk, vv) — 1/2(uv, #V)] (1.62)
ZB Zf,a' P)\U(u)u'a ’\0)
Foo o= Bu-1/2 Zf Zf Pyo(pv, Ao)

Os elementos que aparecem na matriz de Fock sio os seguintes:

+

+

e Energias de um centro e um elétron I, que representam a soma da energia cinética
de um elétron no OA 1, do atomo A e da energia potencial devida a atracio pelo
cerne do dtomo A.

¢ Integrais de um centro e dois elétrons (Coulomb) (up, vv/) e de troca (uv, pv).
o Integrais de ressonancia de dois centros e um elétron 3,,.

e Atragdes de dois centros e um elétron V,, g entre um elétron na distribuigao Yt
do atomo A e o cerne do &tomo B.

¢ Integrais de repulsio de dois elétrons (vp, Ao).

Com as aproximacdes utilizadas no método MNDO varios termos da matriz de Fock
e das repulsoes do cerne nao sdo calculados analiticamente. S3o determinadas empiri-
camente a partir de dados experimentais ou através de expressoes semi-empiricas que
contém pardmetros numéricos que podem ser ajustados para reproducdo dos dados ex-
perimentais.

As integrais de repulsdo de dois centros (vu, Ao) representam a energia de interagio
entre a distribuicao de carga et,¥, no dtomo A e a distribui¢do ey\¥, no atomo B,
considerando que € ¢ a carga elementar. Classicamente estes termos sdo iguais a soma de
todas as interagGes entre os momenta de multipolo A, das duas distribuicdes de carga,
onde os subscritos [ e m correspondem a ordem e a orientagio dos multipolos. No MNDO
as interagGes entre os multipolos sao calculadas através da expressao das Equacdes 1.63,
que substitul as integrais (vu, Ag).

(y,u, )\O’) = le 212 ;m[¥£m7 Migm
e? 211 2
Zu 212 Zm[Mﬁm? Mgm} 2l +12 Zi:l Zj:l fl (Rz‘j)

Nas Equagbes 1.63 f,(R;;) é uma fun¢io definida para ter o comportamento correto no
intervalo de R — (0,00). Para calcular corretamente as distancias R;; para uma dada
distancia interatdmica Rap as configuragoes de cargas puntuais mostradas na Figura 1.3.
As separagoes de carga D; nas configuracoes de dipolo e quadrupolo sao determinadas pela

(1.63)
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condi¢ao que o momento multipolar de cada configuracio fique igual ao da distribui¢do
de carga correspondente. Para 4tomos da primeira linha as expressio sio mostradas nas
Equagtes 1.64, onde (3, € {3, sd0 os expoentes da Slater para os OMs 2s e 2p.

D, = 5 (a:(z)°0

1= \/§ (C2s+c+2p)5 1 64)
D 882 ( ’

2 - CEP

A funcao semi-empirica F1(R;;) ¢ definida pela Equacio 1.65, onde os termos aditivos
pi 880 determinados de forma numérica para monopolos {I = 0), dipolos (I = 1} ou
quadrupolos (I = 2) de maneira que as Equacdes 1.63 tenham o valor correto do limite
de um centro para a interagdo entre dois monopolos (g,,), dois dipolos (hsp) ou dois
quadrupolos (Ap,).

Fi(Ry) = [Rig” + (of; + p5)*] 712 (1.65)

Combinando as equagdes para encontramos as expressoes para calcular as integrais, e
determinar o que nao é calculado. Despreza-se os orbitais que estdo em centros diferentes,
e utiliza valores experimentais para estimar as integrais do tipo {uu|vv) e {uv| '}, como
mostrado nas Equagdes 1.66 onde ‘I’ é o potencial de ionizagio e ‘A’ € afinidade eletrénica.

(2s4]2s5)
(25%(2p2)
(s%54|s%s4)

0
0 (1.66)
(I —A) =1 centro

[

No caso das integrais de dois centros as contribui¢bes sio parametrizadas em termos
de potenciais eletrostaticos, conforme os esquemas da Figura 1.3, nas Equagdes 1.62 para
chegar as Equagdes 1.67. Estas equagdes mostram dois casos possiveis, para as quais as
simplificagdes adotadas resultam em dois operadores diferentes para encontrar o valor
denominado I1.

Sy
>
b
o

—

>

[ -
Da2d
e -e/2 +8/2 +e/d -ef2  +e/4 2{ H
> ol > o ——— > & : 5

o SR (NI — \_E_z -
o, 0 20, 20, 2
L) -
-ef4 +e/d
q H Qaa Qop

Figura 1.3: Representagio do esquema de utilizacio dos momenta na parametrizac¢io do
MNDO. O monopolo g representa a distribuicio de cargas entre as funcées tipo ss € papa.
O dipolo u, representa as distribuicdes sp,. O quadrupolo Qg representa os quadru-
polos lineares das distribuigdes p,p,. O quadrupolo (Jas representa as distribuicGes dos
quadrupolos quadrados p,pg. Os indices a e 3 correspondem aos eixos T, you z.
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Nas Equagbes 1.67 V. é a repulsdo elétron-elétron, a repulsio nicleo-nicleo, Van, €
parametrizada utilizando um valor experimental, e 3,,, é parametrizado usando o valor das
integrais de recobrimento S, multiplicado por uma constante. O valor de 3 é diferente
para cada tipo de atomo.

A expressao utilizada para V"7 é mostrada na Equagdo 1.68. No caso do MNDO,
Dewar parametrizou o sistema para reproduzir AH?,,, em fase gasosa. Sio utilizados
cerca de doze parametros diferentes em a. O método ndo MNDO tem boa representacio
para os valores de pontes de hidrogénio.

F = Hﬁ,‘i”JrVée

HEe = (.- 1VP =T, Z2)g,)
fE
- Z “
He = <m»-v2 2 ) + (6] ~ 2V — Z2py,)
Ao 1.67
Caso 1 = wﬁ = A ( )
It = Viw
Caso 2= ¢ = ¢f
T = (R} = B
,B,Lw = pv(5A+BB)

Sjuu == fo w*wvdT

V,{‘,’INNDO = ZaZp(5454,5p58)[1 +exp(—a Rap) + (—apRaz)) (1.68)

Austin Model (AM1)

O AMI pertence & mesma familia do MNDO. De fato, sio quase idénticos, exceto
pela modificagdo da Equagao 1.68 que tem a forma mostrada nas Equagdes 1.69. Ha um
acréscimo de termos de repulsdo nuclear, pelos parametros K, L, M. A expressio para
F(B) tem a forma similar & de F(A), mostrada na Equagio 1.69 [60], onde n, & um valor
que depende do tipo de dtomo utilizado, valendo trés para carbonos, por exemplo.

VaN'PO = Z4Zp(s454,5858)[1 + F(A) + F(B)]
F(A) = exp(—aRap) + »_ K exp[L#(Rap — MM (1.69)

i=1

1.6 A analise conformacional na busca da conformacao
bioativa
A maioria dos métodos de busca conformacional partem da geragio de uma geometria

inicial, que é otimizada com um método rapido, como mecanica molecular. O conférmero
resultante € comparado com outros conférmeros j4 encontrados para testar se trata-se de
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uma geometria duplicada, e se é considerado um novo conférmero, é adicionado a lista
de conférmeros unicos. O ciclo repete-se até que todas as geometrias iniciais tiverem sido
otimizadas e testadas, ou até que novos conférmeros nio sejam mais encontrados.

Os métodos utilizados para gerar as geometrias iniciais podem ser divididos em duas
grandes categorias: (i) Busca deterministica que cobre todo o espago conformacional
sistematicamente ou (ii) busca estocastica utiliza elementos aleatérios para explorar o
espago conformacional [61].

1.6.1 Busca sistematica de geometria

Geralmente o que diferencia conférmeros nio sio comprimentos ou angulos de ligacao,
e sim os &ngulos de diedro formados entre duas triades de 4tomos. Isto deve-se & grande
energia necessaria para distorcer angulos e comprimentos de ligagdo, se comparada a
necessaria para variar um angulo de diedro.

A busca sistematica pode garantir a exploracio de todo o espago conformacional, po-
rém resulta em um nimero excessivamente elevado de geometrias iniciais, igual a (360/s)"
para passos de ‘s’ graus em uma molécula com ‘n’ diedros. Utilizar passos maiores que
60° em cada rotagao de ligagio pode nao permitir uma resolucdo adequada na varredura
do espago conformacional [62], capaz de gerar geometrias iniciais na proximidade de todos
0s minimos locais com a perda de conformagdes.

1.6.2 Meétodos de busca aleatoéria de geometria
A busca estocastica de geometria

A busca estocastica, ou de Monte Carlo, nio percorre todo o espaco conformacio-
nal. Limita-se a variar a geometria de conférmeros estaveis em coordenadas internas ou
externas em pequenos passos, € comparar a geometria minimizada com o banco de da-
dos: Se a energia estiver dentro de uma faixa ou for menor que os valores presentes no
banco € aceita. A possibilidade de encontrar novas conformagdes diminui com o aumento
do banco, e 0 processo cessa quando nio se encontra novas conformacdes partindo dos
minimos ja encontrados em um determinado nmimero de tentativas.

Uma implementagao diferente é dada pelo algoritimo de Metropolis, onde a probabili-
dade P} de uma nova conformacao ser aceita é dada pela expressio da Equacgio 1.70, onde
I & a temperatura absoluta, ‘AE;’ é o valor de energia calculada para a conformacao e

‘k’ &€ a constante de Boltzman.
AEFE;
P — - 1.70

O valor de P} obtido é comparado com um niimero aleatério entre [0;1], e se for maior
a conformagéo & aceita. Se for menor uma nova conformacio é gerada. Este algoritimo
¢ considerado ineficiente para busca conformacional em proteinas devido a méa probabi-
lidade de aceitagao de configuragbes causada pela anisotropia da superficie de energia
potencial em um sistema com muitas ligagSes covalentes [62].
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Busca de geometria por dinamica molecular (MD)

Utilizando Dindmica Molecular podemos realizar busca conformacional. Apesar de
ser efetiva na busca, requer um tempo malor para criar geometrias significativamente
diferentes e & lento para atravessar barreiras rotacionais altas. Estes problemas podem
ser contornados com a utilizagdo de temperaturas altas na simulacgio, e passos maiores
de tempo [61].

Busca de geometria com o método Low Mode (LM)

O método LM segue os autovetores de uma analise dos modos normais de vibracio de
um dos minimos de energia, através da qual as interconexdes entre os minimos em uma
superficie de energia potencial sdo tragadas aleatoriamente. A conformagio inicial é um
minimo local em que um calculo dos modos normais de vibragao é utilizado para identificar
quais as dire¢des de movimento que conduzem as energias menores. A geometria inicial &
entao perturbada em passos fixos pelo caminho indicado por um dos vetores de vibragio
normal escolhido aleatoriamente. A minimizagao da estrutura obtida da origem a outra
geometria, que € associada a geometria inicial pelo ponto de sela. O processo prossegue
de forma andloga para gerar mais minimos locais. A eficiéncia do método reside no fato
que um grau de liberdade é levado ao seu ponto de maximo, enquanto os demais sio
mantidos em seus minimos [63}.

Busca de geometria com matriz de distancias métricas

O método utilizado para gerar as estruturas iniciais na busca de geometria foi o da
Matriz de Distancias Métricas [64]. Um matriz de distancias D;; = i#j;i<n; j<n
entre 0s n 4tomos da molécula é construida da seguinte forma: A parte triangular superior
(¢ < j) contendo valores das distancias maximas entre o par de atomos i e j. A parte
triangular inferior (¢ > j) contém as distdncias minimas permitidas para cada par de
atomos 7,7. Uma representagdo tridimensional da molécula é construida de forma que
satisfaga as restri¢oes da matriz D e as restri¢des de configuracdo obtidas em uma tabela
de conectividade convenientemente transformada. Esta tabela de conectividade contém
informagao sobre como os 4tomos estdo ligados e sobre sua conformagio estereoquimica.

O preenchimento da matriz D é realizado em diversos passos, enumerados a seguir:

1. As distancias na matriz D s&o obtidas dos comprimentos de ligagido padrio, tabe-
lados, para pares de atomos ligados 1, j;

2. A distancia entre um par de atomos %, k, ambos ligados a um terceiro dtomo j é
definida pela Equacdo 1.71, onde 6 é o angulo formado pelos trés dtomos;

3. Anéis de trés e quatro membros sao identificados através do algoritimo de Welsh~
Gibbs—Assembly, descrito por Dyott [65];

4. As distancias minima e maxima para 4tomos ¢ e {, formando um diedro, sdo com-
putadas utilizando os &ngulos de ligacao relevantes e as distancias previamente
computadas;
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5. As distancias maxima (u;;) e minima (i;) entre cada par de atomos 7, j sdo com-
putadas:

e Para atomos considerados nos itens (1) e (2) as distancias [;; = uy = dyj;

e Para os atomos considerados no item (4) em que ha ligacdo dupla entre os

atomos j e k os valores li; e u;; podem ser definidos precisamente utilizando os

angulos e comprimentos de ligagio tabelados, além da configuracio cis/trans;

¢ Para ligacOes simples e triplas no item (4} os valores minimo e maximo das
distancias sao obtidos com o angulo @ igual & 0° e 180° nas Equagdes 1.72. Qs
valores de §; e 6, sio os angulos entre os atomos i, 7,k ej k,l eos valores de
ki; e ky; s30 0s comprimentos de ligagao entre os atomos 4, e k, 1.

6. Na falta de outro valor padrio, os valores minimos de distancia entre a4tomos nao
ligados sdo estabelecidos em 2 A e os valores maximos em 10n'/%, onde n é o ntmero
de dtomos da molécula;

7. O tltimo passo é o refinamento da matriz de distancias pela aplicagio exaustiva
e iterativa da desigualdade triangular até que ndo seja possivel contrair mais o
intervalo (;;, u;;)

dis = /% + &2, ~ 2d;;d; cos 0 (1.71)

dy = +/p1 —pacosy

D = d?J + d?k + d,zd - 2dijdjk Cos8 91
2k;jrd;pcos 6y + 2d;;dy cos 6y cos B,

Po = Qdij kk,g sen 91 Sen 92

(1.72)

Obtida a matriz de distancias devemos computar as coordenadas iniciais do conjunto
de atomos. Dada a matriz D com as distancias, podemos calcular as coordenadas a par-
tir do centro de massa O calculado com todas as massas atémicas unitdrias utilizando a
Equagdo 1.73. Uma nova matriz de distancias G é definida a partir dos centros de massa,
onde cada elemento g;; & dado pela Equacdo 1.74. Esta matriz é simétrica por definicéo,
€ portanto € possivel resolvé-la em seus autovalores e autovetores. Um conjunto de coor-
denadas iniciais para a molécula pode ser obtido a partir dos trés primeiros autovetores
com maior autovalor, [66]. Este passo corresponde a projecao da molécula no subespaco
dos trés primeiros autovetores, o que freqgiientemente leva a violagbes das restri¢gées de
quiralidade e distancia impostas.

n n j-1
Y R 3 0
Jj=1 7=2 k=1
gi; = 1/2(d%0 + d%j0 — ;) (1.74)

Uma maneira conveniente de obter novamente as coordenadas com as restrigoes corre-
tamente consideradas & o método do gradiente conjugado proposto por Fletcher e Reeves,
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que consiste em minimizar o erro E,,, nas Equagdes 1.75. O primeiro termo, F', é fungio
somente das distancias, com as somatorias realizadas apenas dentro dos intervalos defi-
nidos por (I;;, u;;). O segundo termo, C, é usado para impor as restrigées de quiralidade.
Corresponde & soma dos quadrados das diferencas entre os paralelogramos definidos pelos
vetores i, Tja € i, entre o dtomo quiral a trés dos seus vizinhos, i, j ek e o volume
orientado v, quando a quiralidade e os angulos de ligacio estdo corretos. A somatoria é
realizada sobre todos os 4tomos assimétricos.

EBer = F+C
Fo= 3 (@ =)+ 3, (d%y — 1) (1.75)
C = 3 (e (rja X 150 — 62)%)

A implementagao do algoritimo no programa distgeom, que € parte do pacote TINKER,
Segue 0s mesmos conceitos aqui apresentados, com pequenas modificacées. O algoritimo
proposto por Ponder (nao publicado) utiliza uma distribuigio Gaussiana que é otimi-
zada iterativamente durante para a sele¢ao da geometria inicial durante a metrizagao. A
otimizagao da distribuigdo é feita em termos das meédias e desvios padrio comparando
propriedades da estrutura ‘de trabalho’ com as estimadas diretamente da matriz de dis-
tancias. Outra modificagio ¢ que o algoritimo usa pares de 4tomos escolhidos da matriz
de distancias ao invés de escolher na molécula, o que aumenta o grau de aleatorizacio e
uma melhor busca no espago conformacional para um mesmo tempo de computagéo [67].

Varias implementagdes foram publicadas para este procedimento de geracio do ge-
ometrias moleculares, e mais recentemente uma denominada Geometrical Algorithm to
Search the Conformational Space (GASCOS) {68-71], que tem seu formalismo matema-
tico brilhantemente descrito na serie de artigos em que & apresentada, e que é considerada
pelos autores mais eficiente que as demais publicadas anteriormente.

1.7 Meétodos estatisticos utilizados para obter modelos
SAR e QSAR

Associado aos métodos para obtengao das propriedades moleculares utilizados, existe
a necessidade de aplicagéo de técnicas matemadticas para estabelecer correlacoes robustas
entre o conjunto de centenas de descritores e as atividades biolégicas de algumas dezenas
de compostos.

Diversas metodologias tém sido utilizadas, desde regressdo multivariada simples até
aplicagdo de redes neurais bastante complexas. A regressio multivariada é a base da
anélise de Hansh, a mais tradicional e aceita metodologia para estabelecimento de modelos
de QSAR. Uma vantagem deste tipo de analise, além da sua simplicidade, é fato de
permitir uma facil identifica¢do da influéncia de cada descritor no modelo obtido.

Se o conjunto descritor ¢ muito extenso, outros métodos estatisticos sio mais ade-
quados. Os métodos que envolvem uso projegdo (Partial Least Squares - PLS, Principal
Component Regression - PCR) so freqiientemente utilizadas em conjuntos de descrito-
res mecnico-quénticos [72,73]. Tém como desvantagem o fato de dificultar uma analise
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detalhada da influéncia de cada descritor no modelo obtido. A acuracidade do mo-
delo ¢ considerada em termos da capacidade de previsio obtida, para compostos fora
do conjunto de treinamento. Os métodos que envolvem um tratamento estatistico mais
sofisticado do conjunto de dados como PLS, PCA, Back-Propagation Neural Networks
(BPN) tém muitos pontos comuns, podendo ser reduzidos a uma formulagdo geral muito
semelhante quando considerados em seus aspectos matematicos fundamentais [74].

Técnicas de classificagdo (PCA, SIMCA, BPN) e reconhecimento de padrdes, podem
ser usadas para classificar grupos de compostos a partir dos dados mecanico-quanticos
correspondentes, criando modelos de Relacao entre Estrutura e Atividade (SAR). Modelos
de classificagao também podem ser obtidos com o método PLS, utilizando uma técnica
denominada Analise Discriminante PLS. A classificagdo entre grupos de substancias muito
ativas ou pouco ativas (ou inativas) pode ser suficiente para selecionar possiveis candidatos
ao posto de lead em um processo de screening farmacolégico.

Os conjuntos descritores capazes de modelar adequadamente valores de atividade (ou
classificar grupos de alta e baixa atividade), e de prever com acerto os valores {ou classes)
de atividade, podem também informar sobre as regides da molécula responséveis pelas
interagdes que ativam o mecanismo de resposta bioclogica. A interpretacio do significado
quimico dos dados mecénico-quanticos, pode fornecer informagoes sobre modificacdes na
estrutura de um composto com potencial para aumentar sua resposta biolégica.

A atribuicao de regides putativas de ligagdo de uma classe de drogas ao seu alvo bio-
l6gico, baseada na analise das variaveis descritoras relacionadas com regides da molécula,
pode ser utilizada como aproximagio da estrutura do farmacoéforo. Sendo assim, as in-
formagdes obtidas na analise multivariada das propriedades calculadas para um grupo de
compostos, podem ajudar a prever a identidade do seu alvo biolégico numa macromolé-
cula, baseando-se na complementaridade entre substrato e enzima [75].

A elucidagdo completa do mecanismo de agio é um grande passo no caminho de
um processo de desenho racional da droga. A localizagio exata das intera¢des com a
macromolécula, a natureza de cada interagio e sua importancia relativa para a ativagao
da resposta biolégica, sdo um conhecimento essencial para tanto. Qualquer informacio
pode ser de valia, nos casos em que nio se tem informacdes mais detalhadas sobre o
mecanismo de agéo biolégica. Este freqlientemente € o caso dos estudos SAR ou QSAR.

1.7.1 Natureza das transformacgées nos dados de entrada em mo-
delagem empirica

O modelo determinado por qualquer método de modelagem empirico pode ser repre-
sentado como uma soma ponderada de funcdes de base como mostrado na Equagio 1.76,
onde y; € a k-ésima varidvel de resposta prevista, p, ¢ a n-ésima base ou funcio de ativa-
a0, by € 0 peso final ou coeficiente de regressio relacionada & n-ésima funcio de base e
k-ésimo valor de saida, a é a matriz de parAmetros da funcio de base, f, representa uma
transformagio nos dados de entrada e z,. .. ,Z; 540 os dados de entrada ou varidveis
independentes. A variavel obtida pela transformagio nos dados de entrada z, = fr(a, X)
€ comumente chamada de variavel latente ou projegao dos dados de entrada.

Métodos especificos de modelagem empirica podem ser derivados da Equacdo 1.76
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dependendo das decisoes sobre a natureza da transformacao dos dados de entrada, tipo
de fungdo de ativacao ou funcdo de base e critério de otimizacdo. Na Tabela 1.2 sdo
mostrados exemplos de combinagdes freqiientemente aplicadas em cada método especifico.

M
Ye = Y bmilin(falo; o1, T2, 25) (1.76)

m=1

Fungoes de transformacgao aplicadas na construgao de modelos

A redugao da dimensionalidade do espago dos dados de entrada é essencial para um
aumento da complexidade de modelagem. Técnicas de modelagem empirica podem cap-
turar a relagao entre dados de entrada com um nimero menor de variaveis latentes que
o nimero de dados de entrada. Esta reduc¢do na dimensionalidade é geralmente acompa-
nhada pela exploracdo das inter-relacdes dos dados de entrada, distribui¢do dos dados de
treinamento no espago dos dados de entrada ou relevancia de variaveis de entrada para
previsao dos dados de saida. Portanto podemos agrupar em trés classes principais as
técnicas de transformagio de dados de entrada [74).

e Métodos baseados em projecao linear. Exploram as relages lineares entre
valores de entrada projetando-os num hiperplano linear, como mostrado na Fi-
gura 1.4(a); antes de aplicar a fun¢io de base. Portanto os valores de entrada
sao transformados por combinagdo de um somatoria linear ponderada para formar
varidveis latentes.

¢ Métodos baseados em projecao nao linear. Exploram as relacdes nao lineares
entre dados de entrada projetando-os numa hipersuperficie nio linear, resultando
varidveis latentes que sao fungdes nao lineares como mostrados nas Figuras 1.4(b) e
(¢). Se os dados de entrada sio projetados em uma hipersuperficie localizada entéo
as fungbes de base sdo locais como na Figura 1.4(b). Se as fungées de base sdo de
natureza nao local a hipersuperficie de projecao nao tem representacio localizada
como na Figura 1.4(c).

¢ Métodos baseados em particdo. Reduzem a dimensionalidade do sistema se-
lecionando as varidveis mais importantes para modelagem. O espago de entrada
é dividido em hiperplanos perpendiculares pelo menos & um dos eixos de entrada,
como mostrado na Figura 1.4(d).

Tipos de funcao de ativacao

A fungio que relaciona a varidvel latente (z) com o valor de saida é naturalmente
bidimensional, sendo chamada funcdo de ativagdo. A funcdo que relaciona os valores de
entrada com os de saida, (a;X), é chamada funcio de base. E grande a variedade de
funcgoes de ativacido usadas em métodos de modelagem empirica.
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Figura 1.4: Transformagdes freqiientemente aplicadas em conjuntos de dados de entrada:
Método baseado em projegao linear {a), projecio nio-linear nao-local (b), projecao nao-
linear local (c) e projedo baseada em partigio (d).

* Fungdes de ativagido de formato fixo. Podem ser lineares, sigméides, gaus-
slanas, wavelet ou sinusoidais, entre outras. Ajustando os parametros da funcdo
pode-se mudar seu tamanho e localizagdo, porém nio sua forma.

¢ Funcgoes de ativacdo de formato adaptativo. Sio usadas por métodos que
relaxam a condigdo de forma fixa da fungdo de ativagio. Este grau adicional de
liberdade d4 grande flexibilidade na determinacio da superficie desconhecida de
entrada e saida, e freqiientemente resulta em modelos mais compactos. Isso é obtido
pela aplicacao de técnicas de ajuste com splines e polinomiais para aproximar o
espago transformado de entrada e saida.

Critério de otimizacao

O objetivo de qualquer método de modelagem empirica é extrair as rela¢bes sublimi-
nares entre entrada e saida a partir dos dados disponiveis, transformando os dados de
entrada se necessario.

A transformagdo ¢ determinada pela fungio (f) e seus parametros (a), enquanto a
relagdo entre entrada transformada e saida é determinada pelos parametros (b) e fungdes

de base (u).

A maioria dos métodos de modelagem empirica minimiza a média dos quadrados do
erro de aproximagéo para determinar o conjunto de base (i) e os coeficientes (). O
critério para determinar os parametros de transformagio da entrada, (f) e (a), difere
para cada método dependendo da énfase no aproveitamento da variancia dos dados de
entrada, ou na sua relagio (covariancia) com os dados de saida.
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Tabela 1.2: Tabela de comparagéo para alguns métodos de modelagem empirica baseada
nos tipos de fungdes de entrada, de base e nos critérios de otimizacio adotados fregiien-
temente para cada método.

Método® Transformagao de entrada Funcao de base Critério de otimizacao

PCA Projecdo linear Linear de formato fixo i-Min. erro de aproximacao
dos dados de entrada

PLS Projegao linear Linear de formato fixo —-Max. covariancia entre

projecao de entrada saida

it-Min. erro de aproximacao
PCR Projecdo linear Linear de formato fixo i-Max. variancia das

pProjecdes de entrada

1i-Min. erro de aproximagao

SIMCA  Projegao linear Linear de formato fixo i-Min. erro de aproximagao
e nao local dos dados de entrada
BPN Projegao linear Sigméide de formato fixo i-Min. erro de aproximacio
BPNM Projecao nao linear Sigméide de formato fixo i-Min. erro de aproximacio
€ nao local
KUNN Projecdo linear Sigméide de formato fixo i-Proximidade entre
e nao local pesos e entradas
ii-Numero de ciclos
NLPCA  Proje¢io nio linear Formato adaptativo i-Min. erro de aproximacio
e nao local dos dados de entrada
RBFN Projecao nao linear Radial de formato fixo i-Min. distancia entre valores
e local de entrada e centro do bloco
ii-Min. erro de aproximagio
CART Particio dos dados Formato adaptativo i-Min. erro de aproximacio
de entrada de modo constante
MARS Particio dos dados Splines (adaptativo) i-Min. erro de aproximacao

(6)—PCA-Analise por Componentes Principais; PLS-Minimos Quadrados Parciais; PCR-Regressio
por Componentes Principais; SIMCA-Soft Independent Modelling of Class Analogy; BPN—Rede Neural
de retropropagagao com uma camada oculta; BPNM-Rede neural de retropropagacio com multiplas
camadas ocultas; KUNN-Rede neural de treinamento nio supervisionado com arquitetura tipo Kohonen;
NLPCA-Anailise por Componentes principais Nao Linear; RBFN-Rede de Funcbes de Base Radiais:
CART-Arvores de Classificagio e Regressao; MARS-Regressio Adaptativa Multivariada por Splines.
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1.7.2 Analise por componentes principais

A analise de componentes principais { Principal Component Analysis, PCA) é a prin-
cipal forma de compressdo e extragio de informacio de dados multivariados. Matemati-
camente, a PCA consiste em uma decomposicio em autovalores da matriz de covariancia
{ou correlagio) das variaveis de independentes. Para uma dada matriz X de dados com
m linhas e n colunas, em que cada coluna constitui uma variavel e cada linha representa
uma amostra, a matriz de covariancia de X é definida pela Equacao 1.77, desde que as
colunas de X estejam centradas na média.}

_X'X

cov(X) = — (L.77)

A PCA decompée a matriz de dados em uma soma de produtos vetoriais de vetores t; e
pi, mals uma matriz de residuos E.

X =t1p] +tspl + - + txpf +E (1.78)

O indice k, na Equag&o 1.78, deve ser menor ou igual 4 menor dimenséo de X. Os vetores t;
sdo denominados scores e contém informagio sobre como as amostras relacionam-se umas
as outras. Na Equagdo 1.79 os vetores p; sio os autovetores da matriz de covariancia.
Para cada p;, A; é o autovalor associado ao autovetor D

cov(X)p: = \ip; (1.79)

Na PCA os vetores p; sdo conhecidos como loadings e contém a informacdo de como as
variaveis relacionam-se umas as outras. Os vetores t; formam um conjunto ortogonal
(t7t; = &; || t7 ||), onde &;; é o Delta de Kronecker? e os vetores p; formam um conjunto
ortonormal (p/p; = 0 parai # j e p{p; =1 parai = j). Na Equagéo 1.80 a matriz X é
decomposta no produto das matrizes T (matriz de scores) ¢ P (matriz de loadings) onde
TPT = 3¢ t,p7.

X =TPT+E (1.80)

Para qualquer par (p:;t;) o vetor de score t; é uma combinacio linear de X definida
por p;. Geometricamente, verifica-se que t; sio as projecoes de X em p; conforme a
Equagao 1.81.

)

Uma caracteristica da decomposicdo em componentes principais é que os pares (pi; t;)
sao arranjados em ordem decrescente de acordo com o autovalor A; associado, que é uma
medida da quantidade de variancia, ou informacio, descrita por cada par. Cada par
(P1;t1) captura a maior quantidade de informac3o possivel dos dados que se encontre na
dire¢do de maior variancia, e cada par subsegiiente captura a maior quantidade possivel
da informacdo restante apos subtrair t;p7 de X.

'Caso as colunas de X estejam auto-escaladas, a Equagéo 1.77 calcula a matriz de correlacio de X.

2p ) 1 parai=j
di;: Delta de Kronecker. §;; = { 0 parai# 4
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Assim, a PCA agrupa as amostras que estdo altamente correlacionadas em novas
variaveis, ou fatores, formados por combinagdes lineares das variaveis originais, e dispostos
nas diregdes de maior variancia do conjunto de dados, como é mostrado na Figura 1.5. Os
fatores sdo formados pelos pares (p;;t;) e denominam-se Componentes Principais (PC).
E importante salientar que a representacio em outra base nio afeta as relagOes entre as
variaveis originais [76].

Graficamente, a PCA pode ser vista como uma rotagio nos eixos de coordenadas origi-
nais, de forma a produzir novos eixos, que passem através das dire¢des de maior variancia,
sempre ortogonais entre si. A Figura 1.5 apresenta a primeira componente principal na
diregido da maior variancia das trés varidveis originais; a segunda componente principal
seria obrigatoriamente ortogonal a esta, passando pela segunda direcdo de maior varian-
Cla; € assim sucessivamente, até o nimero maximo & de fatores. O ponto T; representa
o valor (score) da amostra X; no novo eixo de coordenadas P;. Matematicamente, exis-

Var 2 Var 1

Figura 1.5: Descri¢do grafica da PCA mostrando esquematicamente como a nova coor-
denada do ponto X; é projetada na PC obtida, no ponto T;. Neste caso o sistema de
trés coordenadas cartesianas fol comprimido para apenas uma coordenada, a componente
principal PC1.

tem véarias formas de se obter as matrizes de scores e loadings, dentre as quais uma das
mais empregadas é o método de Decomposi¢do em Valor Singular [77] (Singular Value
Decomposition, SVD), que consiste em uma eliminacdo LU de Gauss seguida por uma
ortogonalizagdo de Gram-Schmidt. Este método é eficiente para encontrar a solugio e
apresenta boa estabilidade numeérica [78].

Uma vez que as primeiras componentes principais descrevem a maior parte da va-
ridncia dos dados, & possivel, com um ntmero de fatores sensivelmente menor do que o
nimero de varidveis originais, concentrar elevada fragio da informacdo contida nos dados.
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Como conseqiiéncia, a PCA permite identificar e dar énfase 3 informacao relevante, bem
como visualizar os dados em duas ou trés dimensdes, tornando-se uma ferramenta explo-
ratoria muito util. Graficos de scores permitem a identificacio de amostras, verificando
se sao semelhantes ou néo, tipicas ou outliers®, e se apresentam agrupamentos. Graficos
de loadings permitem a identificagao das variaveis importantes, selecdo e classifica¢io dos
objetos, entre outras melhorias proporcionadas & visualizacio dos dados [79-81].

Outra caracteristica da PCA & que e as ultimas componentes, em geral, nao descrevem
mais do que ruido, formado pela parcela com menor variincia e sem correlagdo com
outras variaveis. A Equacdo 1.80 pode ser reordenada resultando a Equagao 1.82, onde
X=TP" = t;p7 +t,pT +--- + typ? é a matriz X aproximada.

X=X+E (1.82)

Na Equagdo 1.82, quando & = n, temos E = 0, ou, em outras palavras, toda a informacao
de X & contemplada pela PCA, e X = X. Por outro lado, & pode ser truncado em um
numero menor de fatores suficiente para descrever a maior parte da variancia de X,
situagiio em que E # 0 e X # X. Neste caso, a matriz aproximada nao conterd o ruido
presente nas componentes excluidas, que estard presente na matriz de residuos. Desta
forma, o emprego da PCA ao tratamento de dados multivariados permite redugdo na
dimensionalidade dos dados e eliminagio de ruido.

1.7.3 Regressao multivariada por minimos quadrados parciais

O processo geral de calibragio consiste de duas etapas: a modelagem, que estabelece
uma relagdo matemaética entre X e ¥ no conjunto de calibracio, e a validagdo, que otimiza
a relagéo no sentido de uma melhor descricio das espécies de interesse [79].

O método de regressdo multivariada PLS (Partial Least Squares, também conhecido
como Projection to Latent Variables) é um método de regressio que utiliza a decomposigio
em componentes principais. Dentre as principais caracteristicas dos modelos produzidos
através deste método, destaca-se a robustez: os parametros do modelo por ele produzido
praticamente nao se alteram com a inclusao de novas amostras no conjunto de calibracdo.
Além disso, ndo ¢ necessario que o nimero de amostras exceda o namero de variaveis, e
nem que estas tenham baixa dependéncia linear entre si, limitacdes tipicas de métodos
classicos de calibragdo [79)].

O modelo de calibragdo, construido a partir de um conjunto de amostras representativo
da populagdo, tem a forma mostrada na Equacio 1.83, onde Y é a matriz (ou vetor) de
variaveis dependentes, X & a matriz das varisveis independentes e 3 é o vetor de regressio,
resultado final da aplica¢ido do método, que podera ser utilizado na previsdo de amostras
desconhecidas.

Y =Xp3 (1.83)

Conforme apresentado na Equacgao 1.81, o vetor de score t; é uma combinacgao linear de
X, de modo que & possivel representar uma matriz de dados através de sua matriz de
scores. O método PLS realiza uma decomposigio em componentes principais em ambos

3Qutlier: dado anomalo, que pode, ou nao, estar errado.
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os conjuntos X e Y, conforme a Equacdo 1.84, onde T e U sio as matrizes de scores,

P e Q sdo as matrizes de loadings, e E e F sdo as matrizes de residuos de X e Y,
respectivamente.

X = TP'+E
Y = UQ+F (1.84)

Em uma etapa seguinte é realizada uma regressio linear entre as matrizes de scores de
X e Y para os fatores que apresentarem variagio em direcfes colineares, na forma da
Equagdo 1.85, onde o indice A representa cada fator obtido [82].

Uy = bhth (185)

Para otimizar essa relagao, o método PLS utiliza iterativamente a informacio dos blocos
de dados X e Y durante a decomposigao dos fatores, de maneira que ligeiras rotacées
produzam fatores em dire¢Ges mais colineares. Assim, os fatores—doravante denominados
varidveis latentes (variavel latente)—sdo construidos de forma que a primeira varidvel
latente de X descreva a diregdo de maxima variancia que também se correlaciona com Y
e as demais sucessivamente nas dire¢des colineares subseqilentes. Por meio do equilibrio
entre as informagdes de X e Y, o método reduz o impacto de grandes variacBes nas
varidveis independentes que podem ser irrelevantes para a variavel dependente [79, 80).

A relagdo mista entre X e Y tem entdo a forma Y = (TB)Q’ + F onde se deseja mi-
nimizar F. Para tanto, existe um ntmero étimo de fatores a incluir no modelo. Conforme
apresentado na Segdo 1.7.2, uma das vantagens de se realizar uma analise de compo-
nentes principais em uma matriz de dados é a possibilidade de filtrar ruido dos dados
originais, pela exclusao de componentes que apresentarem menor quantidade de informa-
¢ao. Porém, um modelo de calibragdo deve incluir 0 maximo de informacio das variaveis
dependentes que seja relevante na predicao da variavel independente. A determinacio do
namero 1deal de fatores a incluir no modelo envolve técnicas de validagao.

O modelo de regressdo multivariada pode ser expresso em termos dos coeficientes de
cada variavel descritora em cada uma das varidveis latentes do modelo, definido pela
matriz M nas Equagdes 1.86. O vetor de regressao é m.

M = (wxinv(p'x w) = diag{b))’ (1.86)
m = sum(M’) '
Nas Equagdes 1.86, b é a matriz das relagdes internas, w sido os pesos das varidveis
independentes (descritores) e p sdo os loadings do bloco das variaveis independentes, de
acordo com o procedimento realizado pelo método NIPALS [83]. As equacdes consideram
que ha somente uma varidvel dependente (atividade), devendo ser modificadas para incluir
0s loadings do bloco das varidveis dependentes no calculo com mais de uma variavel
dependente. As operacoes de algebra matricial utilizam-se da sintaxe determinada para
o programa octave [84], e realizam as operagdes de inversdo de matriz (inv), a criagio
de uma matriz quadrada com o vetor dado como argumento de entrada na diagonal da
matriz (diag), a soma das colunas da matriz (sum) e a transposicao da matriz ().
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1.7.4 As redes neurais de retropropagacio

O grande interesse despertado pelas Redes Neurais de Retropropagacio (BPN-Back
Propagation Neural Networks) vem em parte da sua habilidade de aproximagao universal e
facilidade de processamento paralelo. Porém o modelo treinado com BPN é do tipo ‘caixa
preta’ e freqilentemente necessita de uma grande relacio entre o tamanho do conjunto
de dados de treinamento e o conjunto de variaveis de entrada. A construgao da rede é
cara do ponto de vista computacional por causa da computagao simultanea de todos os
parametros.

Numa BPN a fungéo de ativagdo é ndo linear e de formato fixo, geralmente tipo
sigmoide. Esta funcao encontra as diregdes de projecio que minimizam o erro de previsao,
ignorando qualquer relagdo interna nos dados de entrada. A representacio matematica
de um neurénio y', na primeira camada de uma BPN, pode ser dada por uma fungao
como a da Equagao 1.87. Os termos de bias das camadas ocultas e de saida, w! e w?
sao ajustados até a convergéncia do método. Os parametros do modelo numa BPN sio
computados para minimizar a média dos quadrados do erro de aproximagio na saida da
rede, conforme a Equacio 1.88, onde Y sdo os valores utilizados no treinamento e ¥ os
valores obtidos na saida da rede para um dado conjunto de valores de bias wr.

= whal (1.87)
=1
oBPN = min(Y - ¥)? (1.88)

w

Métodos para treinamento de BPN tém recebido considersvel atencio. O mais comu-
mente utilizado otimiza os pesos dos dados de entrada (diregdes de projecio) e pesos
da saida (coeficientes de regressdo) simultaneamente para toda rede pelo algoritimo de
retropropagacdo. Este procedimento pode ser custoso porque o nimero 6timo de nos é
determinado pelo treinamento de vérias redes com diferentes nimeros de nés.

Uma forma de simplificar o treinamento de uma BPN é reduzir o ntimero de variaveis
na camada de entrada. Pode-se fazer isto comprimindo o conjunto de variaveis de entrada,
e utilizando os scores da PCA como variaveis de entrada na BPN.

1.7.5 Técnicas de validacao e otimizacao de modelos

Um bom modelo de calibragio significa um modelo que apresente bom desempenho
na previsio de amostras desconhecidas. No método PLS, a inclusio de fatores no modelo,
por um lado, leva a um incremento na capacidade preditiva, na medida em que aumenta a
quantidade de informac3o; porém, a inclusdo de um elevado nimero de variaveis latentes
leva também & incorporagdo do ruido dos dados do conjunto de treinamento. Como
resultado, pode-se obter um modelo que tenha um ajuste muito bom ao conjunto de
treinamento, mas seja ruim na previsao de novas amostras [83].

A validagdo € uma forma de testar a consisténcia interna do modelo de regressio en-
quanto ele estd sendo construido, permitindo avaliar sua habilidade preditiva, mediante
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o uso de amostras que nao participaram da sua elaboragdo e 0 emprego de técnicas esta-
tisticas para avaliagdo do erro envolvido na previsio. Quando se dispoe de um conjunto
grande de amostras, algumas amostras sio excluidas do conjunto de treinamento para
serem usadas apenas na validagdo. Porém, o que ocorre mais freqlientemente & que o
namero de amostras é escasso e nao se podem desperdigar amostras que seriam uteis na
modelagem. Nesse caso, costumam-se utilizar métodos de validagdo cruzada, que con-
sistem na remocdo de subconjuntos de amostras para formacao do conjunto de teste.
Diversos subconjuntos sao removidos, reconstruindo-se o modelo determinado nimero de
vezes. A forma de escolha dos subconjuntos, a fracio de amostras e o niamero de iteracoes
variam [79, 86].

Dentre as técnicas de validacio cruzada, uma das mais simples, e comumente em-
pregada, ¢ a validacdo do tipo leave one out (LO). Esta técnica consiste em retirar-se
uma amostra do conjunto, construindo o modelo com as demais m — 1 amostras. O
erro de predicdo é entdo avaliado para a amostra excluida. Esse procedimento é repetido
excluindo-se, uma a uma, todas as amostras. Ao final, obtém-se m modelos de m — 1
amostras, e avalia-se o erro de previsao através do somatério dos quadrados dos erros de
predicao de todas as amostras, denominado PRESS (Prediction Residual Sum of Squares).

PRESS =Y (Y; - Y;)? (1.89)

=1

Na Equacio 1.89, Y é o valor de Y conforme predito pelo modelo. O PRESS pode ser
avaliado para todos os modelos com um a k fatores, geralmente resultando em uma curva
concava, cujo minimo determina o niimero ideal de fatores a considerar [85].

A Figura 1.6 apresenta esquematicamente a curva do PRESS em funcio do numero
de varidveis latentes consideradas no modelo, e mostra a contribui¢do de dois tipos de
erro ao erro total de previsao: o erro sistematico, devido a interferéncia nio modelada nos
dados, e o erro de estimativa, causado por ruidos aleatérios de medigao de varios tipos.
O erro sistematico diminui & medida em que se adiciona informagao ao modelo, enquanto
o erro de estimativa aumenta, pela adi¢do de ruido do conjunto de treinamento. O erro
total de previsdo corresponde & soma das duas contribuicdes. E importante salientar
que os modelos que consideram todos ou quase todos os fatores tém 6timo ajuste ao
conjunto de treinamento, porém o que se deseja em um modelo de calibrac¢do & habilidade
preditiva [83].

O erro padrdo das previsdes (root mean standard error of prediction, RMSEP) pode
ser calculado a partir do PRESS e do nimero de amostras, m, pela seguinte equacio:

RMSEP = |/ EHESS (1.90)
m

Para um conjunto de dados auto-escalado, a magnitude do erro padrio pode ser julgada
comparando-a com o desvio padrdo das amostras, que neste caso & unitario.

Qutro critério de avaliagdo introduzido em modelos PLS, diretamente derivado do
RMSEP, denominado SDEP também leva em conta o nimero de variaveis latentes, v,
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Numero de fatores incluidos no modelo

Figura 1.6: Erro de predicao como funcdo da complexidade do modelo de calibragio.

do modelo conforme a Equacio 1.91.

SDEP =,/ LRESS (1.91)
m—{v—1

Qutro critério para avaliar a capacidade de previsdao de um modelo apés validagio

cruzado LO ¢ o coeficiente de correlacio em validagdo cruzada, ¢* [87,88], calculado pela
expressao da Equagdo 1.92, onde Y & a média dos valores da variavel dependente.

, PRESS

F=1- AT (1.92)

O método de validagdo LO permite também verificar a integridade do conjunto de
dados. Se a amostra excluida for atipica, ocorre que o modelo construido para as de-
mais amostras ndo serd adequado para predizé-la, o que serd verificado por uma alta
contribui¢io aoc PRESS.

Uma forma de quantificar a influéncia das amostras no modelo é através do parametro
denominado leverage®, que é calculado segundo as Equagdes 1.93, onde T é a matriz dos
scores, X; € 0 vetor da amostra i e X é a média das amostras.

H, = T(T'T)*T’

1 D\ T (XTX -1 - (1.93)
hii = ;+(X1'—X) (X X) (Xi—X)
O leverage da amostra ¢ é o elemento diagonal h;; da matriz Hy. Os valores de h;; estdo
compreendidos entre zero e um. Geometricamente, o leverage pode ser interpretado como
a distancia de uma amostra ao centréide do conjunto de dados. Amostras que possuem
grande influéncia no modelo possuem alto leverage. Para distinguir amostras andémalas,

‘Influencia.
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costuma-se adotar um valor critico acima do qual a amostra é considerada suspeita,
definido segundo a Equacdo 1.94, onde & é o nimero de fatores considerados no modelo

e m é o namero de amostras [76).

3k
hcri = — .
=2 (194

Outra forma de avaliagio das amostras é a andlise do residuo de Student (S), que tem
a forma mostrada nas Equacbes 1.95, que consiste em uma estimativa do residuo para
uma amostra assumindo que esta ndo tenha sido usada na formacao do modelo, somada
a alguns ajustes, de forma a obter uma distribui¢do normal de residuos |78].

L; = (Yi-¥;)2
(m—1)(1-h;)? (1.95)
S, = (Y:-Y:)
Liv1-hii

Supondo-se a hip6tese de distribui¢io normal, pode-se aplicar um teste ¢ como indicativo,
para verificar se a amostra estd ou nao dentro da distribui¢do, com um nivel de confianga
de 95 %. Como os residuos de Student sdo definidos em unidades de desvio padrio do
valor médio, valores além de 2,5 sdo considerados altos sob as condi¢des usuais da
estatistica. Amostras com valores de referéncia erréneos tenderéo a possuir altos residuos
de Student. Observa-se que os residuos aumentam quando se inclui excesso de fatores
(inclusdo de ruido) e quando se incluem poucos fatores (informagio insuficiente).

A combinagio de leverage e residuo de Student é uma forma de identificacdo de amos-
tras andmalas. Quando uma amostra estd acima dos limites para ambos os parimetros,
e considerada um outlier, e sua exclusio do conjunto de treinamento ¢ indicada [78, 79].

QOutro bom subsidio para avaliar o0 modelo é matriz ou vetor de residuos de Y. O grafico
dos residuos em fungao da amostra deve ter distribui¢io aleatodria, naoc apresentando
padrao observavel, o que indicaria um ajuste inadequado.

Outros indices que medem a capacidade de previsio da regressao linear também sio
uteis para avaliar o modelo. O indice ¢, como a soma dos quadrados das linhas (amostras)
da matriz de residuos E, € calculado pela Equacao 1.96, onde e; é a i-ésima linha de E e
I é a matriz identidade.

Q; = e;el = x;(1,, — PPT)x7 (1.96)

O valor estatistico de @ indica o quanto cada amostra est4d em conformidade com o
modelo, medindo a diferenca entre uma amostra e sua proje¢io nas k variaveis latentes
retidas no modelo. @ é uma medida da varia¢do dos dados fora das variaveis latentes
incluidas no modelo PLS. Geometricamente, Q é a distancia do plano formado por duas
variaveis latentes e /@ & a distancia da amostra ao plano das variaveis latentes.

A soma dos quadrados normalizados de scores, conhecida como T2 estatistico de
Hotteling, ¢ uma medida da variacdo de cada amostra dentro do modelo, definida pela
Equagio 1.97, onde A™! é a matriz que contém a inversa dos autovalores associados aos k
autovetores guardados pelo modelo. T? é a medida da distancia da projecio da amostra
no espago vetorial das variaveis latentes ao ponto médio multivariado.

T? = ;AT = x,PATIP T (1.97)
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O limite para o residuo ¢ com limite & de confianca & calculado pela Equagio 1.98,
onde ©; = Ej.v:,cﬂ AL, 1=1,23..;hg=1- 20,03/0,% e N & o ntimero de fatores
suficiente para acomodar toda a variancia dos dados.

1

/ 2 ho

Qu=0, |14 V20" @2’“‘(’“‘; — 1) (1.98)

©, ©,

Para T?, o limite de confianca estatistico & calculado por meio da distribui¢do F pela

Equagdo 1.99. O limite de Q define uma distancia ao plano que pode ser considerada

nao-usual, baseada nos dados utilizados para a construgdo do modelo. O limite de 72
define uma elipse no plano, dentro da qual os dados normalmente sio projetados.

_Km-1) .,

Ty bm—k (1.99)

kmoa — m—k

Existem vérios testes envolvendo os parametros de um modelo de regressao multipla ou
o coeficiente de correlagdo miiltipla. Um teste usual é o de analise de variancia, no qual se
compara a variagao explicada com a variagio nio explicada da variavel dependente. Essa
relagdo tem distribui¢do F, com k e (n — k — 1) graus de liberdade, sendo k o nimero
de regressores e n o tamanho da amostra. Entdo, compara-se o parametro estatistico
calculado F,, com o tabelado F[iffft_k_l]. Sendo Fiq > Fip, rejeita-se a hipotese nula de
nao existéncia de relagao linear, de acordo com as indicacdes de significAncia da norma
de avaliagdes determinadas pelo parametro int, ou seja, aprova-se (aceita-se) a equacio
de regressao. Para o modelo obtido, este teste é realizado com F.,. calculado pela
Equagao 1.100, onde o?,,, e 02, sio as estimativas da variancia dos dados experimentais
e dos dados obtidos por validacio cruzada com o modelo de regressao, respectivamente.

2
F, cale — Uea:p/k

Ugal/(n — k- 1)

(1.100)



Capitulo 2

Estudo QSPR sobre os coeficientes de
partigcao octanol/agua

2.1 O coeficiente de particdo octanol/agua

O coeficiente de partigdo octanol/agua, logP,,, continua sendo um dos descritores
mais utilizados em quimica medicinal desde o seu surgimento na década de 50. Entender
o significado desta informagdo estrutural representa uma parte do estudo realizado em
quimica medicinal desde ent3o. Trata-se da medida, geralmente feita experimentalmente
pelo método conhecido como shake-flask, do equilibrio resultante da dissolucio de um
soluto qualquer uma solugio bifasica com uma fase aquosa e outra contendo n-octanol.
O termo shake-flask &€ uma alusio direta ao método analitico utilizado: Chacoalhar o
baldo contendo a solugao até o equilibrio entre fases do soluto, decantar, separar as fases
e obter a medida da concentracio do soluto em cada fase. O valor de logP,;, € dados
pela expressao da Equacgao 2.1, onde [oc] é a concentragio do soluto na fase Organica e
[ag] é a concentragio na fase aquosa. O procedimento experimental para determinacio
de logF,;, por medi¢do da concentracio em fases diferentes pode ser substituido pelo
método cromatografico, considerado tio bom quanto o tradicional.

[oc]
logPy, = log fad] (2.1)

Desenvolvendo QSAR a quimica medicinal acumulou uma excelente bagagem sobre as
interagdes hidrofébicas e hidrofilicas. As interacbes hidrofobicas sio das mais importantes
¢ menos compreendidas forgas nao covalentes na formacio de ligacdes e interagdes bioma-
cromoleculares. O efeito hidrofébico é considerado em grande parte de origem entrépica.
Infelizmente os efeitos entrépicos ndo podem ser incluidos no formalismo da maioria dos
métodos utilizados para estudo estrutural, como mecanica quantica ou molecular. A
estimativa da entropia pode ser feita com modelos que aplicam ciclos termodinamicos
de perturbacdo, que utilizam métodos quanticos ou de mecéanica molecular, porém sao
computacionalmente caros [89].

Portanto utilizar a quimica quéntica para estimar o valor de logF,;, corresponde,
em parte, & verificar como os modelos de mecanica quantica sdo capazes predizer as
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grandezas associadas aos efeitos que governam o equilibrio de um soluto em fases distintas.
Considerando que os efeitos que governam logF, ., também sdo os que governam parte
da interagdo de uma droga com biomacromoléculas, trata-se de um tema importante
quando se pretende aplicar quimica quantica ao desenvolvimento de modelos QSAR. A
Figura 2.1 mostra esquematicamente como agem as forgas que governam a interacio entre
as moléculas durante o processo de ligagao.

Agua ordenada e

agua desordenada

Figura 2.1: Esquema mostrando o processo de formagdo de uma ligacio nio covalente.
(A} O ligante envolto por moléculas de agua. As superficies ‘curvas’ representam inte-
ragbes hidrofobicas, e os vértices representam interagdes hidrofilicas. Circulos vazios sio
aceptores de pontes de hidrogénio e circulos cheios sao doadores de elétrons para pontes
de hidrogénio. (B) O sitio de ligagdo da macromolécula preenchido com moléculas de
agua. {C) O ligante alojado no receptor, com as seguintes caracteristicas: (a) Interagdes
do tipo hidrofébica-hidrofébica na superficie; (b) O ligante tem uma regido doadora de
eletrons para ponte de hidrogénio em uma regido ndo aceptora hidrofébica do receptor;
(c) Pontes de hidrogénio formadas entre o ligante e o receptor; (d) Grupos hidrofébicos
do ligante em regides polares do receptor; (e) Pontes de hidrogénio mediadas por 4gua
entre o ligante e o receptor; (f) Agua ligada ao ligante, talvez trazida pelo ligante; (g)
Agua associada ao receptor, pouco afetada pela interacdo ligante-receptor.

Uma excelente revisao bibliografica sobre os métodos de calculo do coeficiente de par-
tigdo octanol/agua foi publicada por Albert J. Leo [90]. Cita como métodos principais (1)
CLOGP (desenvolvido por Leo, Hansch et al.), (2) por ‘substituintes’ (desenvolvida por
Fujita, Iwasa e Hansh), (3) por fragmentagio usando Cy, (4) por contribuicio atémica
e/ou area superficial, (5) por propriedades moleculares e (6) por parametros solvatocro-
micos.
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A metodologia CLOGP (1) é basicamente um método por fragmentacio. Estabelece
que o valor de logF,, pode ser estimado pela soma da contribuigdo de cada fragmento,
multiplicado pelo ntmero de vezes que o fragmento ocorre, mais uma soma de fatores
multiplicada pela mimero de vezes que cada fator ocorre. O programa CLOGP tem um
conjunto de regras simples de fragmentagio, e um enorme banco de dados cobrindo os
possivels fragmentos e interagdes entre eles (fatores). O sucesso depende da aplicacdo
correta e inequivoca da fragmentagio, e da boa estimativa dos fatores que estabelecem
as contribuicdes aditivas oriundas da proximidade de grupos. A obtengio do valor de
logP . deste modo passa pela utilizagio do programa desenvolvido pelo grupo (CLOGP)
porque € bastante complicado aplicar as regras de fragmentacio e consultar as bibliotecas
de dados. Este programa é vendido pelo autores.

O método ‘por substituintes’ (2) ¢ também um método de fragmentacio, que considera
o valor de log P,/ como uma propriedade aditivo-constitutiva, relacionada & energia livre,
que é numericamente igual & soma do logP,/, de um soluto ancestral mais um termo
que representa a diferenca entre o logP,/,, entre um substituinte particular e o atomo de
hidrogénio que foi substituido. O método foi desenvolvido para ser aplicado & substituicio
em aneéis aromaticos. Investigagbes posteriores mostram que o método pode falhar se o
hidrogénio substituido é parte de um grupo polar. Foram sugeridas modificacdes para
corrigir esta anomalia.

Outro método por fragmentagio, usando ‘Cy;'(3) foi desenvolvido por Rekker et al.
Este método usa a média da contribui¢do de fragmentos muito simples (C, CH, CH,,
CHs, OH, NH;. etc.), obtidas no maior banco de dados disponivel. Nao da indicagdes
sobre o que é um fragmento véalido, e a quebra do soluto em fragmentos depende da
escolha pessoal. O termo ‘Cys’ refere-se & ‘constante magica’ utilizada como fator no
somatdrio de contribuicoes de fragmentos. Outro fator utilizado (w) por Waterbend e
Testa em método semelhante & a quarta parte de Cyy, e refere-se a hidratacio. Sao fatores
dificilmente relacionados a uma grandeza fisica bem definida.

Uma metodologia baseada em contribuictes atdmicas (4) foi desenvolvida por Broto
et al. Usando técnicas de regressdo e método de Monte Carlo foi criado um conjunto de
duzentos e vinte e dois descritores. Este método nio se presta ao calculo de estruturas com
potencial para produzir pontes de hidrogénio intermoleculares. Este método tem exatidao
da ordem de 0,4 unidades logaritimicas na estimativa de logP,/,. Ghose e Crippen
conseguiram a mesma exatiddo na estimativa, com um método semelhante usando cento
e dez descritores. Esta mesma linha metodologica foi usada por Viswanadhan et al. para
estender a contribui¢do para um niimero maior de atomos. A maior dificuldade nesta
abordagem ¢ exatamente a classificacdo dos tipos atémicos.

O programa XLOGP, que foi utilizado por nés para comparacio entre os resultados
obtidos, os publicados e os calculados pelo método aqui proposto, usa a metodologia de
adigao de dtomos. Um total de noventa tipos atémicos sdo definidos pelos autores para
classificar os diferentes ambientes quimicos de carbono, nitrogénio, oxigénio, enxofre,
fosforo e halogénios. Sao aplicados mais dez fatores de corregao para lidar com algumas
estruturas especiais. O valor de logF,,, ¢ obtido da Equacio 2.2, onde A; é a ocorréncia
do i-ésimo &tomo e B; é a ocorréncia do j-ésimo fator de correcéo; a; é a contribuicio do
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1-ésimo dtomo e b; é a contribuigéo do j-ésimo fator de correcao.
lOgPo/w = Z aiAz- + Z bij (22)
i 7

Os coeficientes sao derivados da regressao multivariada com um grande conjunto de trei-
namento (n = 1853; r = 0,973; s = 0,349). Este programa tem como grande atrativo
o fato de ser gratuitamente disponibilizado a comunidade cientifica, mediante simples
cadastramento junto aos autores.

Uma metodologia de calculo de logP,, baseada em areas acessiveis ao solvente
(SASA) foi proposta por Iwase, Moriguchi, et al. O método utiliza-se de interagdes com
uma ‘capa’ de solvente (S4) e de uma interagdo tipo hidrofébica (Sg, semelhante & usada
por Rekker). Para estruturas simples uma equagdo com apenas dois parametros produziu
excelentes resultados (r = 0,995; s = 0,13). Esta abordagem baseada na superficie do
soluto foi utilizada em conjunto com técnicas de PCA por Dunn e colaboradores. Estes
averiguaram que cerca de 60% da variancia para um conjunto de seis sistemas de solven-
tes aquoso/apolar (apolar: octanol, éter, cloroférmio, benzeno, tetracloreto de carbono
ou hexano) podem ser relacionadas as propriedades do soluto em agua. Esta conclusio
foi baseada na observagao de que a componente principal que continha esta variancia era
praticamente estavel para os seis sistemas. Uma segunda componente principal foi con-
siderada responsavel pela contribui¢do da area total acessivel ao solvente. O método de
‘solvatagao’ proposto é empirico, e os resultados dependem fortemente da maneira como
isto é feito.

Moriguchi et al. tentaram também a utilizagido de descritores de tipo atémico con-
juntamente com fatores para efeitos de proximidade, insaturagio, pontes de hidrogénio
intramoleculares, estruturas ciclicas e propriedades anfotéricas. Utilizando um grande
conjunto de estruturas da base de dados Pomona Masterfile estes autores apresentaram
uma equacao de regressdo com quatorze parametros capaz de prever o valor de logP, S
de mil duzentos e trinta solutos com coeficiente de regressdo r = 0,952 e desvio padrio
s =0,411.

Klopman e Wang usaram um método com dez parametros atdmicos e desenvolveram
setenta e seis fragmentos para levar em conta o ambiente de ligacio préximo. Duas
variaveis indicadoras para hidrocarbonetos alifaticos e amino acidos. Para um conjunto
de novecentos e trinta e cinco estruturas no conjunto de teste apenas trinta e nove dos
oitenta e oito foram considerados significativos. Os resultados sao bons, r = 0,965 e
s = 0,385. Klopman admite que a variavel indicadora hidrocarbonetos saturados resulta
em grandes desvios negativos (-0,6 para etano) para as cadeias pequenas, e também em
desvios positivos para cadeias longas (+0,9 para octano).

A abordagem por meio de propriedades moleculares (5) é baseada na premissa de que
as moléculas sdo mais que a soma das suas partes [89], como sao consideradas normal-
mente pelas técnicas de fragmentacao. Rogers e Camarata desenvolveram um método
de calculo de logPF,, para solutos aromaticos usando um termo de densidade, Q7| con-
juntamente com um termo de polariza¢io induzida, S€. Postularam que a particio para
fase aquosa é controlada por carga, e para fase apolar controlada por polarizabilidade. O
método nao evoluiu, e nao tem sido amplamente utilizado.



2.1. INTRODUCAO 53

Um método conhecido como ‘anéalise conformacional dependente do solvente’ foi de-
senvolvido por Hopfinger e Battershell usando procedimentos semi-empiricos. E muito
rapido se comparado a outras técnicas que utilizam orbitais moleculares. Para hidro-
carbonetos simples, aromaticos ou alifaticos, e para solutos monofuncionalizados o erro
¢ ligeiramente menor que os obtidos com o método de Fujita. O método ndo parece
adequado para analise de solutos com grupos muito polares, ou para soluto com grupos
polares préximos.

Uma equac@o proposta por Bodor et al. usando quinze parametros derivados de
estruturas obtidas com método AMI1: Uma variavel indicadora para alcanos, a massa
molecular, a area da superficie molecular, e o seu quadrado, a soma do valor absoluto das
cargas sobre oxigénios e nitrogénios, a raiz quadrada da soma dos quadrados dos atomos
de oxigénio conjuntamente com seu quadrado e a sua quarta poténcia, 0 mesmo para 0s
nitrogénios, e o momento de dipolo calculado. Este método tem correlacao r = 0,938
com erro padrao s = 0,296. Na tentativa de melhorar a performance foram adicionados
0s parametros nimero de adtomos de carbono, quarta poténcia da ovalidade, e a soma
dos valores absolutos da carga atdmica em cada atomo. Este conjunto de parametrizagio
dificilmente poderia ser classificado como ‘nio empirico’. Ovalidade, por exemplo, é
definida como o quociente entre a superficie molecular e a superficie minima calculada.

Sasaki et al. propuseram outra metodologia derivada da estrutura molecular, baseada
em mecanica molecular e métodos com orbitais. Eles recomendam o uso de calculos ab
tnitto para determinagdo do potencial eletrostatico da superficie. Sao calculados para-
metros para tensao superficial (S), para interagio eletrostatica (ES) e para transferéncia
de carga (CT). Analise por regressio miltipla é usada para relacionar estes parametros
a logP,,. Um coeficiente de correlacio r = 0, 983 com desvio s = 0,260 foi obtido para
sessenta e trés solutos. Este método tem um grande erro na previsio do 4cido benzéico,
e de muitos heterociclos.

Os métodos conhecidos como ‘solvatocrémicos’ (6) propostos por Kamlet, Taft, Ab-
raham et al. sdo essencialmente baseados em propriedades moleculares. Trata-se de uma
equagio de regressao multivariada que utiliza como pardmetros um termo de volume
molar, um termo para polarizabilidade e polaridade do soluto, um termo para incluir
uma medida da capacidade de realizar ponte de hidrogénio, e um termo para definir o
ponto de intersecgao da regressdo. Por que o valor do momento de dipolo calculado por
meétodos quanticos ndo é uma boa aproximagio, se considerado um conjunto grande de
moléculas, foram propostas metodologias alternativas para calcular as polarizabilidades,
no método denominado Polarizabilidade de Excesso.

Para estabelecer quais descritores podem ser tteis na obtencio de correlacdo entre
modelos quanticos e coeficientes de particdo entre solventes deve-se compreender as in-
teragOes que governam os efeitos entre soluto e solvente. Todos os efeitos entalpicos
intramoleculares ou intermoleculares sdo de natureza eletrostatica porque envolvem in-
teragOes eletronicas. De varias formas, sdo descritos por diferentes termos: Ligagoes de
hidrogénio, interagdes tipo polar, interaces eletrostaticos e de van der Waals. Os efeitos
entrépicos nao sao eletrostaticos. Estes termos descrevem aspectos diferentes de um fené-
meno eletrénico, e deve-se tomar cuidado para nio sobrestimar algum efeito, sobrepondo
sua descri¢cdo em dois termos diferentes.
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As interagoes entre dois corpos carregados sao alteradas pela presenca de moléculas
de solvente entre elas. Este efeito de blindagem & descrito pela constante dielétrica do
solvente. A variacdo da constante dielétrica do solvente se d4 por causa da polarizabi-
lidade do solvente e pela sua orientagio em resposta i polarizacdo. Ambos os efeitos
diminuem o campo elétrico, e portanto diminuem a energia das interacdes entre cargas.
Estes efeitos podem incluir muitas moléculas de solvente, e ndo apenas aquelas entre as
cargas, de modo que a representacio acurada do solvente por meios implicitos é extrema-
mente dificil por que o espago ao redor do soluto pode ser preenchido por diversos tipos
de moléculas, heterogeneamente distribuidos. As contribuicdes eletrostaticas podem ser
classificadas nos seguintes grupos [91}:

¢ As ligagbes de hidrogénio tém papel fundamental quando o solvente & dgua. A
solubilidade de um soluto em &agua depende da sua capacidade de substituir as
pontes de hidrogénio da dgua. Quando o soluto realiza pontes de hidrogénio com
a agua com menor energia que entre as moléculas de soluto, as moléculas de agua
se reorganizam e aumentam o nimero de pontes de hidrogénio para minimizar a
perda de energia. Este ganho na entalpia vem acompanhado com uma diminuicio
da entropia porque a mobilidade da 4gua diminui. Este efeito entropico é conhecido
como hidrofobicidade, e o processo como um todo é energeticamente desfavoravel.

¢ InteragGes tipo monopolo-monopolo e dipolo-monopolo entre o soluto e a dgua tém
diversas origens. Atomos carregados tém interagdes fortes (monopolo-monopolo)
e interagem com moléculas de dgua (dipolo-monopolo). O potencial eletrostatico
gerado pelo sistema soluto—solvente polariza tanto o solvente como o soluto.

¢ Interages tipo dipolo-dipolo sao fregiientes na dgua. A 4dgua tem expressivo mo-
mento de dipolo, e os solutos freqiientemente também tém. Proteinas por exemplo,
tém muitas regides com momento de dipolo, a comegar pela ligacio peptidica.

e Interagdes tipo dipolo induzido—dipolo induzido (van der Waals) entre 4gua e solu-
tos sao de pequena magnitude, j& que a 4gua é uma molécula pequena e mével, e se
reorganiza para cobrir toda a superficie acessivel do soluto da melhor maneira possi-
vel. A energia de van der Waals néo varia muito por causa da falta de impedimento
estérico.

Os efeitos entrépicos dependem da organizagao do sistema soluto—solvente, em escala
macroscopica. Como os movimentos do soluto dentro da agua sao faceis, porque a visco-
sidade da rede de 4gua é baixa, a representagio dos efeitos devidos 4 variacio da entropia
em sistemas agua-soluto é muito complicada. Isso é verdade para todos os sistemas com
efeito implicito de solvatagdo. A correta representacao da entropia, a despeito da acuraci-
dade ou ndo dos célculos de entalpia, compreende um entendimento profundo dos sistemas
sob estudo. Simulagdes de estruturas ou processos biomacromoleculares envolvendo agua
dependem do conhecimento da estrutura cristalografica do sistema como ponto de par-
tida. Podem ser realizadas longas simulacbes por métodos de dinamica molecular, que
produzem resultados que podem ser interpretados como resposta ao problema da entro-
pia. Estas simulagbes sao bastante ‘caras’ do ponto de vista computacional, e nio raro
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a estrutura obtida apés a simulagio perde muito sua conformacio secundaria e terciaria
original obtida na cristalografia [92].

2.1.1 Os compostos escolhidos péra o calculo

Os compostos com toxicidade para peixes tém sua atividade muito ligada & solubili-
dade em fase aquosa. A classificagio destes poluentes com mecanismo de acao semelhante
em quatro niveis de toxicidade, leva este fator em consideracio diretamente. Classe 1:
Compostos de toxicidade mais baixa, também chamados de toxicidade de basal, sao geral-
mente compostos apolares. Classe 2: Os compostos de toxicidade intermediaria, também
chamados de toxicidade aguda, sdo geralmente compostos polares. Classe 3: Os gru-
pos de toxicidade mais alta sdo classificados como quimicamente reativos. Classe 4: Os
compostos de agéo especifica, como os pesticidas e defensivos agricolas [93].

Os métodos de classificagio levam em conta a presenca ou auséncia de grupos funci-
onais, tradicionalmente. Esta classifica¢do fica restrita aos compostos que enquadram-se
nas regras estabelecidas. Contudo, levando-se em conta apenas os coeficientes de particio
e mais alguns descritores mecanico-quanticos, Hermens [94] e colaboradores mostraram
que pode-se realizar uma boa classificagao para os poluentes das Classes 1 e 2.

Este trabalho mostra que mesmo o coeficiente de particio (logP,/,) pode ser obtido
por modelagem molecular, usando os descritores mecénico-quanticos usados por Hermens
e mais alguns, aqui propostos [95]. Os valores de logP,, foram modelados com o mé-
todo dos Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares: PLS), usando descritores
mecanico-quanticos obtidos de calculos ab initio, com aplicacio de efeitos de solvata-
¢30. As estruturas das cento e oitenta e oito moléculas mostradas na Tabela 2.1 foram
utilizadas na elaboragio dos modelos QSPR.

Foram escolhidos trés solventes: (1) a &gua, que além de ser uma das fases usadas
para obter o valor experimental de logP,/,, € o solvente biolégico; (2) o cicloexano que
€ um solvente apolar, e foi usado para modelar as interagdes soluto/solvente presentes
na parte apolar do octanol; (3) a acetona, que é um solvente polar nio prético, deve ser
capaz de modelar bem as interagdes entre a parte polar do n-octanol e o soluto [96]. O
n-octanol nao é um solvente adequado (molécula grande e ndo esférica) para utilizagio
com o método PCM de solvatacao, principalmente por causa da formulagao do termo de
cavitagio. -

A correlagdo entre valores obtidos em célculos teéricos e coeficientes de particio ja
foi conseguida por diversos autores, porém no caso aqui apresentado sio utilizados um
numero menor de descritores que nos exemplos ja publicados [90], com resultados de
reproducao dos valores experimentais comparaveis. Os métodos utilizados para obtencio
dos modelos de regressao sio baseados em regressio PLS e redes neurais. Estes métodos
foram escolhidos pela sua boa aplicabilidade ao caso. Hermens utiliza-se de regressio
PLS, e Analise Discriminante (também baseada em método PLS) para obter regressio
entre valores de toxicidade e classificagdo do conjunto de poluentes.
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2.2 Objetivos

o Obter um método para calcular o coeficiente de partigio octanol/agua (logP., )
com descritores mecanico-quanticos.

e Identificar grupos funcionais para os quais a previsio com o método & ruim.

¢ Determinar como os modelos de solvatagio podem incluir informacio atil na pre-
visao de logF, .

2.3 Meétodos de trabalho e procedimentos adotados

Inicialmente sio calculados os descritores quanticos, para entio obter uma matriz
de dados. Esta matriz de dados ser4 analisada e utilizada para modelar os valores dos
coeficientes de particdo. Cada uma destas etapas serd melhor descrita adiante.,

2.3.1 Procedimentos mecanico-quanticos

As estruturas das 188 moléculas mostradas na Tabela 2.1 foram submetidas a uma
busca das conformagdes de menor energia. Esta busca foi feita com método sistematico
para os compostos com substituicao direta no anel, usando Hamiltoniano AM1. Este mé-
todo é implementado no programa MOPAC {97]. Para os demais casos o método de geragio
das estruturas para otimizagao foi o da matriz de distancias geométricas implementado
no programa TINKER [98] denominado distgeom. O método de otimizacio geométrica
das estruturas geradas com o TINKER também foi o AMI1. Para descartar as confor-
magoes que tornam-se idénticas apds a minimizagao de energia foi utilizado o programa
superpose que também faz parte do TINKER. Um programa desenvolvido por Oliveira [99]
faz a comunicacdo entre os diversos mddulos e programas para a busca conformacional
e descarte das estruturas repetidas. Os programas que automatizam o procedimento de
busca conformacional estdo transcritos nos apéndices. Para geracio de estruturas foi cri-
ado o programa transcrito no Apéndice A.1, denominado cs.pl, e para eliminacao das
estruturas repetidas o programa transcrito no Apéndice A.1.1, denominado uniquefy.pl.

'Todas as estruturas das moléculas obtidas nos minimos de energia, pré otimizadas
com AM1, foram completamente otimizadas usando o método ab initio com base HF/3-
21G, com o programa GAMESS [100]. Propriedades moleculares foram calculadas com
método ab initio. Para comparar o resultado do aumento do conjunto de base no sistema
foram usadas as bases HF /3-21G e HF/6-311G. O efeito de solvatacio foi estudado com
aplicagio de modelos progressivamente mais complexos. Para cada nivel de complexidade
de modelo foram realizados calculos para trés tipos diferentes de solvente: Agua, acetona
e cicloexano. Para automatizar os céalculos de otimizagio de geometria e de inclusio dos
efeitos de solvatagao foi escrito o programa denominado runall_solv.csh, transcrito no
Apéndice A.2.2.

Foram calculadas quinze propriedades para o Modelo Um (M1) e trinta para os Mode-
los Dois {M2) e Trés (M3). Na Tabela 2.1 sao mostrados os valores previstos em validagdo
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cruzada tipo Leave One Out (LO) para os compostos. O modelo M1 usa base HF/3-21G
e aplica efeito de cavitagdo segundo método de Pierotti [101] e Claverie [102]. Este tipo
de cavidade serd denominado S1. O modelo M2 também usa base HF/3-21G e aplica
efeito de cavitagao, efeito da energia livre de repulsio, e das forcas de dispersdo; segundo
método de Amovilli e Mennucci [103], Este tipo de cavidade sera denominado S2. Usando
HF/6-321G//3-21G foram calculadas propriedades usando apenas o efeito de cavitagio
(cavidade S1) para criar o modelo M3.

Para os modelos M1 e M3 foram calculadas as segnintes propriedade: Os Momentos
de Dipolo (trés descritores: faguoso, Macetonar © feicloezano). As cargas calculadas sobre
0 dtomo mais negativamente carregado e as cargas calculadas sobre o hidrogénio mais
positivamente carregado [104] (ou atomo de carbono ou nitrogénio mais positivamente
carregado, nas moléculas sem hidrogénio) somam mais seis descritores.

O calculo realizado calcula a energia de cavitagio ao final usando o método de Pierotti
e Claverie, utilizando a temperatura de 310K. O método proposto por Pierotti e Claverie
¢ adequado para calculo utilizando solventes de tamanho pequeno (o nosso Caso), mesmo
que sejam polares, préticos ou que fagam pontes de hidrogénio. Este procedimento nio &
o mais adequado no caso de solventes grandes, com moléculas néo esféricas (ex.n-alcanos).

A adequacgdo deste método para o calculo da energia livre de Gibbs de solvatagdo
depende simultaneamente das interacdes eletrostaticas consideradas, como do processo
de obtengdo da cavidade. A utilizagio do processo de Ben—Naim [105] de solvatagio
do soluto M no solvente S é a transferéncia de M da fase gasosa ideal para um posicao
fixa dentro do solvente S, & temperatura constante. A energia livre de Gibbs pode ser
relacionada ao trabalho necessario para construir M no solvente S. O trabalho pode
ser dividido em quatro componentes: (ES) eletrostatica, (CV) de cavitagio, (DP) de
dispersdo e (RP) de repulsdo. A inclusdo sucessiva dos termos (ES,CV) ou (ES, CV,
DP, RP) no resultado é uma tentativa de separar empiricamente como cada termo pode
representar os efeitos da solvatagdo real. Os resultados de correlagio entre os descritores e
os valores experimentais dos coeficientes de partigdo sio tteis para realizar esta avaliagio.

As cargas foram calculadas usando o método CHELPG para todos os casos. Para
o calculo foi utilizado um arranjo com alta densidade de pontos para determinagio das
cargas. Foi determinado que a distancia entre os pontos no arranjo nio fosse maior
que 0,3 A. Foi utilizado um arranjo com alta densidade de pontos de amostragem no
ajuste de cargas, para minimizar os efeitos conformacionais na magnitude das cargas
calculadas {106], uma vez que a conformagdo geometria das moléculas é ligeiramente
alterada em fungao das substituigdes, para cada composto da série. O método CHELPG
calcula cargas pontuais, nas posi¢Ges atémicas, que sio capazes de ajustar o valor da
carga total molecular. Pode-se definir que as cargas também sejam restritas as capazes
de ajustar os vetores do momento de dipolo e de quadrupolo, obtidos diretamente da
aplicagao do operador na funcéo de onda Hartree-Fock. Em todos os casos foram aplicadas
todas as restrigbes possiveis. O namero total de restri¢des ndo pode ser maior que o
namero de dtomos presentes na molécula.

Para todos os modelos (M1, M2 e M3) foram definidos trés valores de particio (P)
relativos aos trés pares formados com os trés solventes utilizados. Os coeficientes de
particdo (P ) para cada par de solventes (a, b) sdo calculados utilizando a energia total
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de solvatagio para cada solvente (¢g), obtida como resultado dos calculos quanticos de
solvatagdo, como aproximagao para a variagdo da energia Livre de Gibbs (AG). Assim
podemos relacionar os valores de P aos de AG pelas Equagdes 2.3.

AG, = EE;} , AGy, = sg)
—RTIn %bl = AG, - AG,

-P(a,b) = %;’ (23)
o) 0
Pap = exp|—=%F

Os volumes da cavidade formada por cada solvente também foram utilizados como
descritores. Estas propriedades podem ser calculadas para o cicloexano utilizando o
programa GAMESS, adicionando-se as seguintes diretivas ao bloco de comandos:

$pcm icomp=3 icav=1 tabs=310 idisp=0 ifield=1 solvnt=cychex $end
$elpot iepot=1 where=pdc $end

$elmom iemom=3 where=nuclei $end

$eldens ieden=1 $end

$elfldg iefld=2 $end

$pdc ptsel=chelpg constr=dipole delr=0.3 maxpdc=100000 $end

Para o Modelo Dois (M2) foram calculadas mais cinco propriedades: (i) a variacio da
energia interna do solvente; (ii) a interagao eletrostatica soluto-solvente; (iii) a energia
de cavitagao de Pierotti; (iv) a energia livre de dispersdo e (v) a energia livre de repulsio.
Estes efeitos sao incluidos no Hamiltoniano. Para cada uma das cinco propriedades sio
calculados descritores nos trés solventes, totalizando mais quinze descritores ao bloco das
variaveis independentes. Os descritores sao as grandezas obtidas a partir das propriedades
calculadas, e que sdo utilizados efetivamente na construcio dos modelos. Cada conjunto
de propriedades pode ser calculado para o cicloexano alterando o bloco de comandos $pem
do arquivo de entrada para o GAMESS para o seguinte:

$pem icomp=3 icav=1 irep=1 idp=1 etal2=2.035 wb=0.4225
tabs=310 1disp=0 ifield=1 solvnt=cychex $end
$newcav rhow=0.750 pm=84.16 $end

Para criagao de uma cavidade de solvente tipo S2 sdo necessarios o indice de refrati-
vidade elevado ao quadrado (n?), o potencial de ionizagdo do solvente (PI), a densidade
do solvente relativa a d4gua{p) e a massa molar do solvente (MM). Para a acetona foram
usados 7 = 1,359; PI = 0,413; p = 0,788 e MM = 58,08. Para o cicloexano foram
usados os valores de 7 = 1,426; PI = 0,4225; p = 0,750 ¢ MM = 84,16. Os valores de
11 e p foram obtidos na literatura [107], o PI foi calculado por método abd initio no nivel
HF/6-311G, e a MM através da férmula quimica. Os valores para a agua constam no
programa GAMESS.
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2.3.2 Meétodos estatisticos

Os valores de logP,/,, para os cento e oitenta e oito compostos organicos mostrados
na Tabela 2.1 foram modelados utilizando a matriz de dados obtida com os calculos
quanticos, autoescalada. O conjunto de moléculas utilizado para treinar os modelos de
regressao inclui alcoois, halobenzenos, anilinas, fenéis, nitrobenzenos, ésteres, aminas e
piridinas. Os valores de logP,,, para os compostos foram obtidos na literatura, publicados
por Hermens e colaboradores [94]. Também foram obtidos valores de log P, ,, utilizando o
programa XLOGP [108| para os compostos derivados de piridina. Os resultados de validagao
‘fora um’ deram origem as estimativas dos trés modelos (LO1, LO2 e LO3) da Tabela 2.1.

Foram obtidos modelos de regressao com métodos PLS e Redes Neurais de Retropro-
pagacdo (Back Propagation Neural Network: BPN). Na regressao com método PLS foram
implementadas fungdes [109} no programa OCTAVE [110] para a obtencio dos modelos de
regressao. Os métodos para a validagdo cruzada tipo ‘fora um’ e para a validacio cruzada
em bloco também foram implementados. Para estes modelos obtidos com método PLS
foram utilizadas entre cinco e dez Variaveis Latentes (VL) para regressio. Este ntmero
de variavel latente foi selecionado baseado no valor do coeficiente de correlacao em va-
lidagao cruzada (q®) obtido dos valores previstos com LO comparados com o0s valores
publicados. Os valores das variancias acumuladas pela regressio PLS dos conjuntos de
dados experimentais e dos conjuntos de descritores mecanico-quanticos sio mostrados na
Tabela 2.2.

Foi treinada uma BPN utilizando os scores de uma Analise por Componentes Princi-
pais ( Principal Component Analysis: PCA) realizada para o conjunto de trinta descritores
obtidos para o Modelo dois (M2)}. Os dados de acumulagio de variancia pela PCA sdo
mostrados na Tabela 2.2, na sexta coluna. O variancia acumulada de 99,19% permite
concluir que toda a informacdo existente no conjunto de trinta descritores foi capturada
pelas dez Componentes Principais (Principal Components: PC). Esta rede foi treinada
com onze neurdnios na primeira camada: dez para os dados das PCs da PCA, mais um de
bias . Na segunda camada foram usados trinta e seis neurénios. O niimero de neurénios
da segunda camada foi determinado por tentativa e erro. Na terceira camada foi usado
um neurdnio para saida do sinal obtido, que corresponde a resposta do modelo para o
valor de logP,/,,. O valor limite para o erro de treinamento da rede para os compostos
foi de 107%. O limite de iteragdes para atingir convergéncia usado foi de cinqiienta mil.
Esta rede foi utilizada para previsdo em validagdo cruzada tipo LO dos compostos desta
série. O programa utilizado para treinamento de redes neurais foi o PSDD [111).
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Tabela 2.1: Codigo atribuido, nomes dos compostos uti-
lizados para teste da metodologia de calculo do valor de
logF, /., aqui proposto, valores experimentais publicados
e valores estimados pelos Modelos 1, 2 e 3 citados no

texto.

Cédigo Nome Exp. LO1 LO2 LO3

logP1 guanidina -1,510 -1,319 -1,561 -1,728
logP2 1,2-etanodiol -1,360 -0,761 -0,927 -0,605
logP3 2-aminoetanol -1,310 -0,350 -0,462 -0,275
logP4 dietilenoglicol -1,305 -0,121 -0,384 -0,591
logP5 trietilenoglicol -1,240 0,575 0,519 0,111

logP6 l-amino-2-propanol -0,960 0,556 -0,217 0,340

logP7 2-metoxietanol -0,770 0,997 0,689 0,374

logP8 2-metoxietilamina -0,672 0,830 0,465 0,177
logP9 etanol -0,310 -0,233 -0,485 -0,202
logP10 acetona -0,240 -1,029 -1,109 -1,637
logP11 etilamina -0,130 0,254 -0,056 -0,016
logP12 2-etoxietanol -0,100 0,898 0,841 0,945
logP13 4-hidroxianilina 0,040 0,518 0,384 0,535
logP14 2-isopropoxietanol 0,060 2,576 1,734 1,394
logP15 2-propanol 0,050 0,460 0,034 0,413
logP16 4-hidroximetilfenol 0,250 1,084 0,932 1,013
logP17 t-butanol 0,350 0,960 0,236 0,711

logP18 4-(n-metoximetil)aminofenol 0,475 1,886 2,097 2,215
logP19 hidroquinona 0,590 -0,168 -0,002 -0,140
logP20 3-nitropiridina 0,660 1,131 0,899 0651

logP21 1,3-diidroxibenzeno 0,800 0,313 0,145 0,355
logP22 2-butoxietanol 0,830 1,854 1,170 0,895
logP23 dietiléter 0,870 1,913 1,632 0,980
logP24 anilina 0,900 0,905 1091 0,924
logP25 4-amino-2-nitrofenol 0,960 1,672 1,257 1461

logP26 butilamina 0,970 1,393 0,833 0,942
logP27 4-metilamoniofenol 0,974 1,086 0,854 1,458
logP28 benzilamina 1,000 1,314 1,540 1,245
logP29 1,2-dimetilpropilamina 1,102 2297 1669 2,057
logP30 2,2-dimetilpropilamina 1,192 2,003 1,014 1,117
logP31 3-pentanol 1,210 1,615 1,002 1,490
logP32 diclorometano 1,250 0,684 0,953 1,482

logP33 2-metilanilina 1,320 1,528 1,657 1,465
logP34 4-metoxifenol 1,340 1,420 1,604 1,085
logP35 tiazol 1,350 0,608 1,046 0,873
logP36 3-nitroanilina 1,370 1,475 1,388 1,362

Continua na proxima pagina
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Tabela 2.1: Continuacao

Cédigo Nome Exp. LO1 LO2 LO3
logP37 3-cloropiridina 1,390 1,869 1985 1,681
logP38 4-cloropiridina 1390 1,270 1,761 1,259
logP39 4-metilanilina 1,390 1,513 1,784 1,566
logP40 4-nitroanilina 1,390 1,584 1,448 1,222
logP41 3-metilanilina 1,400 1,798 1,390 1,522
logP42 l-adamantanoamina 1,436 2,266 1,729 1,564
logP43 3-etilpiridina 1,460 2,304 2,180 1,974
logP44 fenol 1,460 1,039 0,825 1,067
logP45 1,2-dicloroetano 1,480 1,024 1361 1,270
logP46 2-cloropiridina 1,480 1,893 2,264 1,713
logP47 4-bromopiridina 1,570 1,943 1,828 —

logP48 3-metoxifenol 1,580 1,546 1,340 1,413
logP49 4-cianofenol 1,600 1,099 1,391 1,333
logP50 3,3-dimetilbutilamina 1,721 2,258 1,354 1,681
logP51 1,1-dicloroetano 1,790 1,378 1,622 2128
logP52 2-nitroanilina 1,850 1,817 1,664 1,252
logP53 nitrobenzeno 1,850 1,604 1356 1,593
logP54 3-etilanilina 1,855 2,085 2,150 2,022
logP55 4-etilanilina 1,855 2,046 2,254 2072
logP56 3-cloroanilina 1,680 1,956 2,217 2,055
logP57 4-cloroanilina 1,880 1,961 2258 2052
logP58 1,1,2-tricloroetano 1,890 1,309 1,654 1,737
logP59 2-cloroanilina 1,900 1,920 2,149 1,862
logP60 4-nitrofenol 1,910 0,988 0,834 1,125
logPé61 4-metilfenol 1,940 1,661 1,508 1,771
logP62 2-metilfenol 1,950 1,294 1,754 1,578
logP63 3-metilfencl 1960 1,993 1,490 1,800
logP64 cloroférmio 1970 1658 1,819 2,783
logP65 1,2,3-tricloropropano 1,980 1,695 1,647 1,918
logP66 1,2-dicloropropano 1,987 1,621 1,844 1,721
logP67 1,3-dicloropropano 2,000 1,560 1,852 1,738
logP68 3-nitrofenol 2,000 0,876 0,830 1,048
logP69 3,4-dicloropiridina 2,010 2,491 2612 2230
logP70 3,5-dicloropiridina 2,010 2,509 2,696 2,416
logP71 2-cloro-4-nitroanilina 2,065 2,378 2210 2,023
logP72 2,4-dicloropiridina 2,100 2643 2,918 2,506
logP73 2,5-dicloropiridina 2,100 2,672 2996 2397
logP74 2-clorofenc] 2,150 1,878 1,952 2,312
logP75 benzeno 2,18 1,041 1,372 1,732
logP76 3,4-dimetilfenol 2,230 2,108 2,065 2,306

Continua na préxima pagina
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Tabela 2.1: Continuacio

Cédigo Nome Exp. LO1 LO2 LO3
logP77 2-cloronitrobenzeno 2,240 2451 2556 2,212
logP78 3-benziloxipiridina 2,250 3,159 3,876 2,698
logP79 4-bromoantlina 2,260 2,262 2,219 —

logP&0 2.4-dimetilfenol 2,300 2,077 2,021 2,351
logP81 2-nitrotolueno 2,300 2,303 2,098 2,094
logP82 2-cloro-6-nitrofenol 2,326 2,376 2,099 2,040
logP83 2,6-dimetilfenol 2,360 1,954 1,934 2,307
logP84 4-nitrotolueno 2,370 2,285 2,255 2,279
logP85 4-etoxi-2-nitroanilina 2,387 2916 2,631 2,398
logP86 1.1,2,2-tetracloroetano 2,390 2,395 2,393 3,186
logP87 4-clorofenol 2,390 1,555 1,814 1,909
logP88 4-cloronitrobenzeno 2,390 2,019 2,166 2,013
logP89 3-nitrotolueno 2,420 2,392 2,103 2,362
logP90 tricloroeteno 2,420 2,417 2,352 3,313
logP91 3-cloronitrobenzeno 2,460 2,382 2,381 2,314
logP92 1.1,1-tricloroetano 2,490 2,295 2,541 2,894
logP93 3-clorofenol 2,500 1,878 1,926 2,189
logP94 2-alilfenol 2,548 2,533 2468 2,712
logP95 4-etilfenol 2,080 2,084 1903 2249
logP96 1-clorobutano 2,640 2,062 1,852 1,958
logP97 2-cloro-4-metilfenol 2,654 2,599 2,719 3,020
logP98 3,4-dicloroanilina 2,690 2,783 3,008 2,785
logP99 2,3,4-tricloropiridina 2,720 3,418 3,434 3,088
logP 100 2,4,5-tricloropiridina 2,720 3,161 3,516 3,098
logP101 2, 6-diclorofenol 2,750 2,725 2801 2,686
logP102 3-benziloxianilina 2,772 3,739 4,097 3,501
logP103 tolueno 2,786 2,416 2,776 1,912
logP104 2,3,6-tricloropiridina 2,810 3,594 3,903 3,340
logP1035 4-butilpiridina 2,810 3,480 3,372 2,949
logP106 1-metileptilamina 2,819 3,540 2,748 3,153
logP107 2,3-dimetilnitrobenzeno 2,830 2,779 2619 2,556
logP108 tetraclorometano 2,830 2,798 2,829 2,285
logP109 1-naftol 2,840 1,860 2,375 2,350
logP110 2,3-diclorofenol 2,840 2,380 2,565 2548
logP111 clorobenzeno 2,898 2,167 2,578 2827
logP112 2,5-dicloronitrobenzeno 2,900 3,069 3,310 2,913
logP113 3,5-dicloroanilina 2,900 2,903 3,235 2,924
logP114 2,4-dicloroanilina 2,910 2,862 — 2,844
logP115 3,4-dimetilnitrobenzeno 2,910 2,439 2,766 2,787
logP116 4-butilanilina 2,913 2,010 2,166 2,041

Continua na préxima pagina
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Tabela 2.1: Continuacao

Codigo Nome Exp. LO1 LO2 LO3
logP117 2,5-dicloroanilina 2,920 2,597 3,000 2580
logP118 2,3,6-trimetilfenol 2,922 2,511 2,438 2796
logP119 2,3-dicloronitrobenzeno 3,050 2880 2,988 2,766
logP120 4-cloro-2-nitrotolueno 3,000 2,914 2925 2,892
logP121 2,4-diclorofenol 3,060 2,230 2,613 2,379
logP122 2,5-diclorofenol 3,060 2,006 2371 2,036
logP123 2,4-dicloro-6-nitrofenol 3,066 2,883 2841 2,635
logP124 2,4-dicloronitrobenzeno 3,090 3,111 3,158 2,865
logP125 2-cloro-6-nitrotolueno 3,090 2480 3,108 2,800
logP126 2-feniifenol 3,090 2,515 3,333 3,156
logP127 4-cloro-3-metilfenol 3,100 2,106 2,125 2,340
logP128 o-xileno 3,120 2,375 2,528 2411
logP129 3,5-dicloronitrobenzeno 3,130 3,017 3,088 3,034
logP130 p-xileno 3,150 2,391 2,750 2,549
logP131 4-propilfenol 3,200 2,713 2,508 2,769
logP132 m-xileno 3,200 2402 2716 1,698
logP133 2,3,4,5-tetracloropiridina 3,250 4,081 4,054 4,196
logP134 4,5-dicloro-2-metoxifenol 3,260 3,466 3,552 3,830
logP135 3-clorotolueno 3,280 2912 3,178 3,181
logP136 4-t-butilfenol 3,310 2,728 2484 2923
logP137 2,3,6-tricloroanilina 3,323 3,567 3,809 3,391
logP138 3.4-diclorofenol 3,330 2,307 2,495 2,588
logP139 4-clorotolueno 3,330 2,840 3,222 3,178
logP140 4-fenoxifenol 3,350 3,376 3,728 3,515
logP141 tetracloroeteno 3,400 3,127 3,100 2,939
IogP142 1,2-diclorobenzeno 3,433 3,061 3,235 3,724
logP143 4-cloro-2,3-dimetilfenol 3,433 2,766 2,800 3,012
logP144 2,3,5,6-tetracloropiridina 3,440 4,287 4474 4,068
logP145 1,4-diclorobenzeno 3,444 2583 3,214 3,238
logP146 4-cloro-3,5-dimetilfenol 3,483 3,111 2,685 3,004
logP147 1,3-diclorobenzeno 3,525 3,031 3429 3,669
logP148 1,3-diclorobenzeno 3,525 3,032 3,333 3,669
logP149 4-cloro-2-alilfenol 3,558 3,461 3,524 3,658
logP150 4-n-butilfenol 3,661 3,501 3,047 3,586
logP151 4-n-butilfenol 3,661 3,413 3,057 3,501
logP152 2,3,5-triclorofenol 3,077 3,088 3,303 3,195
logP153 3.5-diclorofenol 3,620 2,573 2,821 2,908
logP154 pentacloroetano 3,627 3,242 3,058 4,201
logP155 2,3,4-tricloroanilina 3,680 3,607 3,758 3,374
logP156 2,4,5-tricloroanilina 3,690 3,649 3,960 3,574

Continua na préxima pagina
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Tabela 2.1: Continuacao

Codigo Nome Exp. LO1 LO2 LO3
logP157 2,4 6-triclorofenol 3,690 3,444 3679 3619
logP158 4-hexiloxianilina 3,694 5016 4,620 4,340
logP159 2,4,5-triclorofenol 3,720 2,783 3,079 2,990
logP160  3,4,5-tricloro-2,6-dimetoxifenol 3,740 3,460 3,844 3937
logP161 2,3,6-triclorofenol 3,770 3,076 3,370 3,300
logP162 3,4,5-tricloro-2-metoxifenol 3,770 4,089 4,038 4,501
logP163 2-t-butil-4-metilfenol 3,800 3,659 3,522 3,720
logP164 4-t-pentilfenol 3,830 3234 2925 3373
logP165 2.3,5,6-tetraclorofenol 3,880 3,968 4068 3,728
logP166 2,4,6-tribromofenol 3,917 4471 3,873 —

logP167  4-cloro-2-isopropil-5-metilfenol 3,920 4,884 3288 3,991
logP168 4-tenilazofenol 3,957 3,949 4,333 4,477
logP169 2,3,4,5-tetracloroanilina 4,040 4,371 4,442 4,062
logP170 1,2,4-triclorobenzeno 4,050 3,700 3,999 4,250
logP171 3,4-diclorotolueno 4,067 4,056 3986 3940
logP172 4-n-pentilfenol 4,090 3,936 3,626 4,104
logP173 1,2,3-triclorobenzeno 4,139 3,818 3906 4,368
logP174 1,3,5-triclorobenzeno 4,189 3627 4,174 4206
logP175 2,3,4,5-tetraclorofenol 4,210 4,284 4091 4,353
logP176 2,4-diclorotolueno 4,240 4,013 4,101 3,966
logP177 3,4,5-triclorofenol 4,280 3,274 3,280 3,429
logP178 3,4,5,6-tetracloro-2-hidroxifenol 4,290 3,181 3,201 2857
logP179 2,3,4,6-tetraclorofenol 4,450 3,696 3,959 3,755
logP180 2,3,5,6-tetracloroanilina 4,460 4,212 4548 4,131
logP181 1,2,4,5-tetraclorobenzeno 4,604 4,005 4578 4,802
logP182 1,2,3,4-tetraclorobenzeno 4,635 4,885 4465 4,996
logP183 1,2,3,5-tetraclorobenzeno 4,658 4569 4,718 4,948
logP184 2,4,5-triclorotolueno 4,780 4,332 4,691 4,553
logP185 pentaclorobenzeno 9,183 5110 5056 5575
logP186 4-decilanilina 6,087 6,308 5654 6,172
logP187 4-nonilfenol 6,206 6,558 5.965 —

logP188 4-dodecilanilina 7,145 7,053 — —

Final
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2.4 Resultados e discussao

Foram testados modelos com propriedades calculadas utilizando HF /6-311G//3-21G
com a cavidade 51 (M3) e com HF/3-21G utilizando as cavidades S1 (M1) e 52 (M2).
Os resultados obtidos com a metodologia aqui proposta para o calculo de logP,, estdo
listados na Tabela 2.3. Sob a coluna LO1 estdo mostrados os resultados obtidos com
M1 para validagéo cruzada LO. O valor de ¢ = 0,79 indica uma boa capacidade de
previsao deste modelo. O valor da estimativa do desvio padrao da previsdo (Standard
Deviation of Prediction ) SDEP = 0,68 unidades de logP,,, também mostra que este
modelo é valido. Este valor é da mesma ordem de grandeza que o esperado em outros
métodos publicados para estimativa do valor de logP,/, [18]. Também se aproxima da
maior exatidao obtida com método experimental tipo Shake Flask [112], utilizado como
um padrdo analitico.

Os valores sob a coluna ‘EV1’ da tabela sio os obtidos na previsao por validacdo
cruzada em bloco. E usado um conjunto com cento e sessenta e nove compostos para
treinamento e dezenove compostos para previsio (= 10%), escolhidos aleatoriamente. Os
valores dos indices de acerto obtidos para esta previsio sio os melhores obtidos para
uma série de testes de validagao cruzada com blocos. Este é o motivo de apontarem um
modelo com maior capacidade de previsio que a validacao LO.

Os resultados obtidos em M2 por validacio cruzada LO sio mostrados na Tabela 2.3
sob a coluna ‘LO2’ (este modelo usa a cavidade $2 no nivel de calculo HF/3-21G). Esta
tabela mostra um valor ¢® = 0,85 para M2 e de SDEP = 0, 56 para cento e oitenta e seis
compostos. Os valores obtidos para estimativa do erro de previsio na validagao cruzada
em bloco, ‘EV2’, também mostram um modelo mais robusto que M1. Para este modelo
nao foi possivel realizar clculos para os compostos logP114 e logP188 da Tabela 2.1,
por causa de problemas com a obtencdo das cavidades de sovente em acetona.

O modelo M2 foi obtido com PLS usando dez variaveis latentes. A acumulagao de
variancia das trinta variaveis no bloco dos descritores é alta, como pode ser visto na
terceira coluna da Tabela 2.2. O grande ntimero de varidveis latentes necessarias para
acumular uma variancia expressiva, mostra que os descritores usados para modelagem de
logF, ., contém grande quantidade de informacio nio correlacionada, que pode ser utili-
zada pelo modelo PLS somente se utilizando um ntmero alto de variaveis latentes. Um
aumento do nimero de variaveis latentes nio seria conveniente, porque toda a variincia
dos dados experimentais possivel de ser modelada j4 foi acumulada pelo modelo PLS em
dez varidveis latentes. Isto é mostrado na Tabela 2.2 pelas pequenos valores de variancia
acumulada nas #ltimas variaveis latentes das atividades, na quarta coluna de dados.

Os resultados obtidos em validagdo cruzada LO com M3 sio mostrados na Tabela 2.3
sob a coluna ‘LO3’. Este modelo usa a cavidade S1 no nivel de calculo HF/6-311G//3-
21G. Para M3 nio foram realizados os calculos para cinco compostos: logP47, logP79,
logP166, logP187 e logP188. Calculos com cavidade $2 nio foram realizados por causa
do aumento no tempo de processamento. Para cada modelo & colocado um traco no valor
da atividade biolégica dos compostos na Tabela 2.1 nos casos em que os calculos quanticos
para obteng¢do dos descritores ndo foram possiveis. Os maiores problemas deste modelo
sao: (1) a ndo disponibilidade da base HF/6-311G para elementos quimicos presentes
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Tabela 2.2: Variancias acumuladas nas variaveis latentes utilizadas no modelo PLS, e
que foram utilizadas para a constru¢io do modelo M2 proposto para prever o valor de
logFPsy. Os loadings da PCA para o mesmo niimero de variaveis latentes foram utilizados
na camada de entrada de um modelo com BPN.
PLS PCA
Descritores Atividades Descritores
varidvel latente # Esta Total Esta Total Esta Total

1 40,55 40,55 54,12 54,12 41,41 41,41
2 14,84 55,38 12,30 66,42 24,69 66,10
3 16,20 71,38 5,83 72,25 15,86 81,96
4 4,28 75,86 9,81 78,05 594 87,90
D 13,48 89,35 1,35 79,40 3,48 91,38
6 1,86 91,21 401 8341 2,89 94,27
7 2,04 9325 1,03 8444 1,92 96,19
8 2,17 95,42 0,16 84,60 1,57 97,76
9 2,05 97,47 0,09 84,69 1,00 98,76
10 0,50 97,97 0,14 84,83 0,43 99,19

Tabela 2.3: Resultados obtidos para validagao cruzada tipo ‘fora um’ {LO) e para con-
Junto de validagao cruzada em bloco (EV) usando 10% do conjunto total.

Modelo M1 Modelo M2 Modelo M3

LO1 EVI1 LO2 EV2 LO3 EV3

PRESS 848 1,77 584 1,62 49 222
q? 0,79 0,87 0,85 0,92 0,87 0,92
SDEP 0,68 0,10 0,56 0,10 0,52 0,11
m 188 19 186 19 183 19
#VLs 10 10 10 10 10 10
#descritores 15 15 30 30 15 15

na molécula e (2) a dificuldade de obtengdo das cavidades de solvente em acetona e/ou
cicloexano.

O modelo M3 foi o que permitiu os melhores resultados na previsio de compostos
em validagao cruzada LO, com ¢ = 0,87. Comparando o aumento da capacidade de
previsdo de M3 com os correspondentes de M2 e M1 na Tabela 2.3 pode-se ter uma idéia
da variagdo na capacidade de previsdo em fun¢io da base Hartree-Fock e do tipo de
cavidade de solvente utilizado. A malor sofisticagdo na aplicacio do efeito do solvente
pode ser relacionada a uma melhora significativa no valor de ¢% para os dois tipos de
validagao. O aumento da base também permite um aumento na capacidade de previsao
da mesma ordem. O aumento da base de HF/3-21G para HF/6-311G, com cavidade S1,
corresponde ao aumento por um fator de 1,7 do tempo de processamento do composto
logP180 da Tabela 2.1. A utilizagdo da cavidade S2 torna os calculos 4,5 vezes mais
lentos que com cavidade S1, mantendo a mesma base HF /3-21G.
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O modelo considerado mais indicado para uso geral foi M2, pela sua maior disponibi-
lidade em relagdo ao conjunto de base, e pelos resultados obtidos. Os valores obtidos em
validagdo cruzada tipo LO para logP, /w com M2, em grafico contra os valores publicados
na literatura sdo mostrados na Figura 2.2. Nas Tabelas 2.4 ¢ 2.5 podemos ver listados os
valores dos coeficientes de regressio do modelo M2, para cada variavel latente e a soma
total, que é o vetor de regressio linear resultante do modelo, conforme as Equagdes 1.86
de pagina 42. Observando a figura podemos concluir que os valores de previsdo para com-
postos com baixo valor no coeficiente de partigio sio piores previstos. Na Figura 2.3 sdo
mostrados os erros de previsdo (studentizados) de cada composto em validagio cruzada
tipo LO em grafico contra os valores de leverage. Os sete compostos com erro maior que
dois desvios padrdo sdo distribuidos aleatoriamente. Estes compostos sao 0s numerados
como logP5, logP7, logP14, logP18, logP68, logP78 ¢ logP102 na Tabela 2.1 e nas
Figuras 2.2 e 2.3.
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Figura 2.2: Valores experimentais de log P, versus valores calculados com o modelo M2
da Tabela 2.3 para para os compostos listados na Tabela 2.1.
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Comparando a estrutura de compostos mal previstos (logP5, logP7, logP14, logP18
e logP68 ) vemos que tém em comum o fato de serem todos funcionalizados com hidro-
xila. Sdo bastante eficientes como doadores de pontes de hidrogénio, e este fator pode
ser o responsavel pela ma previsdo de sua atividade. Os modelos utilizados para simula-
Gao de efeitos de solvente nio t&m como representar perteitamente a formacao de pontes.
Uma simulag@o explicita do solvente seria necessaria para este tipo de representacao, com
grande aumento do custo computacional. Os compostos logP78 e logP102 tém grupo
benziloxi ligados 4 piridina e anilina. Estes compostos tiveram o valor de ! 0g9F, 1, superes-
timado, provavelmente por causa grande do volume das cavidades de solvente necessarias
para acomodé-los, que é uma caracteristica associada a compostos mais lipofilicos de
maneira geral.

Os resultados do modelo obtido com método de treinamento de BPN com os loadings
da PCA mostrados na Tabela 2.2, indicam um modelo nio valido. Hi uma grande
capacidade de ajuste de valores por este método, porém as redes treinadas nao sio capazes
de gerar estimativas razoaveis para os valores de logP,, dos compostos em testes de
validagao cruzada. O valor baixo de ¢® = 0,55 obtido com a rede, com SDEP = 1,09
e PRESS = 170. Além dos resultados serem estatisticamente ruins, o treinamento de
uma rede neural como esta é muito demorado, se comparado ao necessario para obter um
modelo analogo com PLS. O tempo é da ordem de 24h para BPN, em um computador
Pentium IT 350Mhz, contra alguns minutos utilizando modelos tipo PLS.

2.5 Conclusoes

Este trabalho mostra como podem ser calculados valores de logP,, para compostos
organicos simples, de tamanho moderado, sem aplicacio de parametros arbitrarios. A
aplicagao de alguns poucos parametros necessarios para simulagdo do efeito de solvatacio
mais sofisticado {nas cavidade do S2), usa dados experimentais ou calculados com HF /6-
311G. Portanto nio podem ser considerados arbitrarios. Este tipo de simulagio de efeito
de solvatagio (cavidade S2) aumenta bastante o tempo de processamento.

O modelo M2 foi considerado o mais promissor, pelos resultados obtidos e pela apli-
cacao possivel para um numero maior de casos. Entretanto, utilizagao da cavidade S2
com base HF/3-21G é justificada somente se ha necessidade de utiliza¢do de elementos
quimicos que nao tém base HF/6-311G definida. Se nio ha elementos com base nio
definida para HF/6-311G este é o0 modelo mais indicado. A utilizacao de bases grandes,
com cavidade S2, provavelmente levaria a resultados melhores, com custo computacional
alto.

As piores previsdes s3o para 0s compostos com capacidade de doar elétrons para pontes
de hidrogénio, e de compostos com grande volume que sdo hidrofilicos. Portanto este
método tem melhor aplicacio aos compostos sem estas caracteristicas. Estas limitacoes
devem-se a méa estimativa dos efeitos de ligacio por pontes de hidrogénio, e pela grande
importancia do volume da cavidade do solvente nas regressdes.



Capitulo 3

Compostos antitalcera das séries dos
guanidinotiazois

3.1 A inibicao da secregao 4cida e o controle da doenca
gastrica

Atualmente podemos considerar a existéncia de dois grandes grupos de tlcera péptica:
Ulcera relacionada 4 infecgdo por H. pylori e ulcera associada ao uso de Drogas Anti-
Inflamatéria Nao Esterdides (NSAIDs). Em ambos os casos os agentes anti-secre¢io
gastrica tém papel muito importante no tratamento da tlcera. HA também um tipo de
desordem gastrica denominada Doenga de Refluxo Gastro-Esofagico (GERD) que esta
tornando-se comum, e que nio esti relacionada nem i contaminagao por H. pylori nem
a0 uso de NSAIDs, e sim ao extravasamento de suco gastrico para a regiao do eséfago.
Também neste caso a redugéo da secregdo acida diminui o desconforto do paciente [113].

A proteina H* K*-ATPase, a bomba de préotons responsavel pela secrecio acida no
estémago, esta localizada nas vesiculas da membrana gastrica e promove a troca i6nica
entre H™ intracelular e K* extracelular acoplada com a hidrélise de ATP no citoplasma.
Portanto esta proteina € um alvo farmacologico para a inibigao da secrecdo acida no esto-
mago. A Figura 3.1 mostra um esquema dos principais caminhos metabélicos envolvidos
na secrecao acida do estémago. Drogas como o Omeprazol, um composto da classe dos
benzimidazois substituidos, tém sido utilizadas no controle da acidez gastrica pela via
metaboélica da inibicdo da enzima H* K*-ATPase [114]. Na Figura 3.1 a ligagdo entre
uma droga e um sitio de agdo & indicada pela letra X.

No entanto drogas que inibem irreversivelmente a ATPase (Omeprazol, Lanzoprazol)
exigem nova sintese protéica para retomar a secrecio acida. Também é sabido que drogas
desta classe sdo capazes de induzir o aumento da contagem de células tumorais em certos
tipos de cobaias {ainda que este resultado nao seja verificado em humanos) [115]. O risco
relativo do desenvolvimento de desordens vasculares no olhos para usuarios de Omeprazol
comparado com nao usuarios é quase duas vezes maior. O uso de outras drogas anti-tlcera
desta classe foi associado com riscos similares de desordem vascular [116].

Drogas capazes de inibir reversivelmente a H* K*-ATPase poderiam permitir um
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maior controle sobre a duragdo da inibicdo da secre¢do [117]. Uma possibilidade explorada
¢ a modulagao da secregao por meio de antagonistas do receptor H2 de histamina, que
também participa de um dos primeiros passos do ciclo metabélico de secregio acida nas
células parietais do estémago.. Os antagonistas do sitio. H2 de histamina bloqueiam este
caminho, relacionado ao aumento da secrecdo acida, reduzindo a estimulacao da Ht K*-
ATPase por esta via e a secregao 4cida. Diversos compostos, como a Ranitidina, tém sido
utilizados para este fim.

A supressao da secrecdo acida obtida com os antagonistas do receptor H2, todavia, nio
¢ suficiente para um controle efetivo das disfuncdes gastricas, durante a cura de feridas
ulcerativas ou para o alivio dos sintomas de refluxo. Especialmente no caso da ulcera,
estes antagonistas néo sao eficazes para controlar a estimulagio da secre¢do acida causada
pela alimentagdo. Além disso, o rapido surgimento de tolerancia as drogas antagonistas
do sitio H2, aliada ao processo de hipersecrecio de rebote que ocorre na abstinéncia,
limitam ainda mais sua aplicagdo no tratamento clinico [113].

Os compostos da série dos guanidinotiazois tém agdo na secregio &cida -no-estomago
através da inibigao reversivel da enzima H¥ K*-ATPase. O seu mecanismo de acio, no
entanto, é bem pouco conhecido. Estes compostos ja sdo utilizados como inibidores do
receptor H2 de histamina [118].

Os compostos da classe dos guanidinotiazoéis estdo sendo desenvolvidos como inibi-
dores reversiveis da H* ,K*-ATPase, havendo compostos com poténcia comparavel 4 do
Omeprazol. Esta nova geragdo de drogas para o combate da secrecdo gastrica pode ser
capaz de reunir a alta inibicao da secregio gastrica, oferecida pelos benzimidazéis, com
as vantagens da inibigao reversivel oferecida por outras classes de medicamentos.

Os inibidores do tipo reversivel, da classe das imidazopiridinas (SCH28080), e os do
tipo irreversivel, da classe dos benzimidazéis (Omeprazol), tém sua forma ativa como
um cation permanente, que pode ser uma sulfenamida nos benzimidazéis ou a forma
quaternéria protonada do nitrogénio nas imidazopiridinas. Estas classes de moléculas
ligam-se & enzima na face luminal, e tém moléculas com dimensio da ordem de 12 A a 16
A. Estudos mostram que que a distancia entre os residuos de um sitio putativo de ligacdo
de drogas do tipo bezimidazol a H¥ K*-ATPase ¢ da ordem de 15 A na conformacao
ativada da enzima [119-122].

3.2 Objetivos

¢ Obter modelos de regressdo entre os valores das atividades biologicas medidas ex-
perimentalmente e os conjuntos de descritores calculados com métodos mecanico-
quanticos.

¢ Estudar as possibilidades de criacio de modelos QSAR utilizando exclusivamente
descritores de origem quantica.

o Avaliar a qualidade da descri¢io dos sistemas quimicos com os métodos quénticos
utilizados.
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Figura 3.1: Diagrama esquematico das interagdes entre as células endécrinas que secre-
tam histamina (células enterocromafinicas - ECL), as células secretoras de acido (células
parietais) e as células que secretam os fatores citoprotetores como o muco e o bicarbonato
(células epiteliais). Os caminhos fisiologicos sdo mostrados pelas linhas mais grossas e
podem ser estimulados (+) ou inibidos (). Agonistas fisiolégicos agem nos receptores
transmembrana dos tipos Muscarinico (M) e nicotinico (N) para acetilcolina (ACh); re-
ceptores de Gastrina (G), receptores H2 de histamina e receptores de Prostaglandinas
(PG). A acdo das drogas mais utilizadas é indicada pela letra X no ponto de antago-
nismo. As drogas bezimidazoélicas agem diretamente na face luminal (a parede interna
do estémago) inibindo a H* K*-ATPase. Os compostos como a Ranitidina bloqueiam o
caminho dependente do cAMP ciclico, ligando-se ao receptor H2 de histamina. NSAIDS
a0 os anti-inflamatérios ndo esterdides (aspirina, diclofenaco) [123,124], que sdo ulcero-
génicos porqué interferem na sintese de prostaglandinas a partir de acidos-graxos [125],
reduzindo a formagdo da camada de protecio de estémago pelas células epiteliais. Os
antagonistas muscarinicos tém agao diminuidora da secrecio acida pelo caminho depen-
dente do fon célcio na células parietais e pela modulagio da secrecio de histamina nas
celulas ECL, mas também reduzem a secreco de fatores de citoprotecdo (muco e carbo-
nato) nas células epiteliais. O composto denominado pirenzepina é utilizado no combate
a secrecao acida por este caminho [126,127]. Os nameros ‘1’ e ‘3’ dentro dos circulos
indicam possiveis entradas para para fibras prostaganglionares colinérgicas. O circulo
com o numero ‘2’ indica a entrada para estimulo neural do nervo vago [128).
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* Relacionar os descritores mecanico-quanticos com fragmentos das moléculas.

e Sugerir modificacGes baseadas na analise do conjunto descritor.

3.3 A sub-classe dos fenil-guanidinotiazois

3.3.1 Metodologias de trabalho e procedimentos adotados
Busca conformacional por método sistematico

Para os fenil-guanidinotiazois mostrados na Tabela 3.1 foram realizados calculos no
MOPAC com método semi-empirico AM1 para determinar a conformagio de menor energia.
Este método foi escolhido para busca conformacional pelo baixo custo computacional,
pela razoavel reproducio das geometrias moleculares e pela boa reprodugio da escala de
basicidade de hidrogénios [58].

Foram variados os angulos de diedro de ligacGes distintas nos compostos fgt8 e fgt9
da Tabela 3.1, que foram escolhidos por terem substituintes representativos do grupo,
em posi¢des que pudessem criar impedimento estérico e influenciar a geometria de menor
energia. O menor calor de formacio para as conformagdes garante que estio presentes
em muito maior proporc¢ao entre as conformacdes possiveis em fase gasosa.

Se consideramos o equilibrio entre as conformagdes de menor e maior energia

C(Ey) = C(E,)

pode-se verificar pelas Equagdes 3.1 qual a proporcao de cada conformagcio em fase gasosa.
A equagdo de Boltzman na sua forma nio normalizada foi escolhida porque a utilizagdo
da equacao normalizada requer o conhecimento de todas as conformagdes dentro de uma
faixa de energia, por exemplo com AE < 2, 5kcal.mol~! em relagido ao minimo de energia.
Utilizamos a forma nao normalizada porque desconhecemos todas as conformagGes que
atendem este requisito para AE. A faixa de 2,5 keal.mo]~? corresponde a cerca de 99%
de toda a populagéo calculada com a Equacdo 3.1 & uma temperatura de 298 K.

pl2 — exp(_EgTEz)

N, (3.1)
P1,2 — Nji

No caso do composto nimero fgt9 , mostrado na Figura 3.2, o angulo diedro ®1 foi
estudado sistematicamente com método AM1. O minimo global tem calor de formacao
calculado para a estrutura de 115, 17 kcal.mol~!, com um &ngulo diedro de —97, 3° para
a ligacao 1. Em relac¢do ao segundo minimo local (calor de formagdo 121, 77 kcal . mol—?
para angulo diedro de 60, 2°) pode-se estabelecer uma populacao de 99,9% na conformacio
de menor energia, com as Equagdes 3.1. A conformacdo de menor energia assim escolhida
foi considerada adequada para construcio de moléculas da série com o grupo R1 benzila
nas etapas posteriores de calculo. O composto fgt8 mostrado na Figura 3.3 teve o angulo
diedro ®2 variado em passos de 5°. O angulo diedro da ligagdo ®3 foi fixado em —9, 35°,
para minimizar o impedimento estérico sobre os dtomos da ligacdo 2. O minimo de
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Figura 3.2: Parte do composto fgt9 da Tabela 3.1 (os atomos de hidrogénio nio estio
mostrados). O diedro C(13)-N(14)-C(17)-C(18) corresponde 3 ligagao &1, entre o grupo
fenil e a metila no substituinte R1, em seu ponto de menor energia conformacional.

energia rotacional encontrado para a ligacio ®2 foi 89, 93 kcal.mol~! com angulo diedro de
—175,17°. A outro minimo de energia conformacional resulta em AH 5 =92, 0 kcal.mol™?
com P2 = ~95,17°. O percentual de moléculas na conformacio mais estavel calculado
com a Equagéo 3.1 é de 96,97%. A conformacio de menor energia fol considerada como
base para construgio para moléculas da série em que o grupo R1 é hidrogénio.

Figura 3.3: Parte do composto fgt8 da Tabela 3.1 (os atomos de hidrogénio nio estio
mostrados). O diedro C(19)-N(17)-C(16)-C(1) corresponde & ligagio ®2 entre o grupo
amina e a metila (substituinte R3) ligada ao anel fenilico, no ponto de menor energia
conformacional. O diedro N(15)-C(13)-N(12)-C(9), denominado ®3, foi fixado na sua
posi¢ao de menor energia conformacional.

As geometrias propostas para os fenil-guanidinotiazéis foram novamente otimizadas
com método ab initio no nivel Hartree-Fock usando base 3-21G. Para todos os com-
postos foram realizados célculos de propriedades fisico-quimicas com método ab initio
combinando as bases (6-311G//3-21G).

Também foram calculadas propriedades usando simulagao de solvatacao com o Método
do Continuum Polarizavel (D-PCM) usando 4gua como solvente, (6-311G//3-21G)AQ. As
geometrias utilizadas para simulagao do efeito de solvatacio foram as mesmas utilizadas
para calculos no vicuo, porque a otimizacio de geometria com efeito de solvatagio nao
se mostrou viavel computacionalmente.
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Figura 3.4: Esqueleto principal dos compostos da série dos fenil-guanidinotiazois. A série
toda pode ser obtida com as substitui¢bes da Tabela 3.1 nas posicoes R1, R2 e R3.

Propriedades calculadas para os fenil-guanidinotiazois

Para esta série de compostos foram obtidas propriedades calculadas com método ab
tnitio para vinte e quatro compostos. Foram calculadas cingiienta e seis propriedades
para a conformagao de menor energia de cada composto com (6-311G//3-21G) no vacuo.
As propriedades calculadas [18] foram momentos de dipolo (), polarizabilidades (),
campos elétricos nas posigdes atdomicas (V(n}, n=1—15), cargas nos 4tomos com método
CHELPG (Q(n), n=1—15) [106] e densidades eletronicas em HOMO (F¥(n), n=1—15).
Utilizando o programa GAMESS estas propriedades podem ser calculadas com a inclusio
do seguinte conjunto de linhas de comando:

$elpot iepot=1 where=pdc $end

$elmom iemom=3 where=nuclei $end

$eldens ieden=1 $end

$elfldg iefld=2 $end

$pdc ptsel=chelpg constr=qupole delr=0.3 maxpdc=100000 $end

Usando solvatagao em dgua com método D-PCM foram calculadas as mesmas proprieda-
des ja enumeradas no célculo em vacuo e os volumes das cavidades de solvente criadas,
resultando um total de cinqiienta e sete propriedades. Para a utilizacio como descritor
nos métodos de regressao multivariada, todas as propriedades foram autoescaladas.

3.3.2 Resultados e discussao

Modelo de regressao PLS baseado em propriedades calculadas com HF(6-
311G//3-21G) em vacuo

Com os descritores calculados com método ab initio HF(6-311G//3-21G) em vacuo,
foi obtido um modelo de regressio PLS com quatorze descritores no bloco das variaveis
independentes [129]. Este modelo usa trés varidveis latentes (VLs) e prevé os valores
experimentais por eliminagdo sucessiva de cada composto. A Soma dos Quadrados dos
Erros de Previsdo (PRESS) obtida assim ¢ PRESS=9,62. O Erro Padrio de Previsio,
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Tabela 3.1: A estrutura dos compostos da série do fenil-guanidinotiazéis pode ser ontida
substituindo os grupos R1, R2 e R3 nas posicdes determinadas no esqueleto da Figura 3.4.
Os valores experimentais da inibicio ICsy da enzima HTK*-ATPase pelos compostos
da série e os valores de log ICsq experimentais e obtidos em validacao cruzada para os
modelos QSAR com descritores obtidos com (6-311G//3-21G) e (6-311G//3-21G)AQ sdo0
mostrados nas altimas quatro colunas, respectivamente.

Composto Substituinte ICy log I'Ceq

No. R1 R2 R3 (pmol.L™!) Exp. (s3:116//321G) Aquoso
fgtl o i 2] 0 16 16 15
fet2 H H o-Cl 18 1,2 1,9 1,6
fgt3 H H m-Cl 53 1,7 1,7 1,0
fgtd H H o-F 33 1,5 1,3 0,9
fgt5 CH2C5H5 H o-Cl 6 0,78 1,0 1,0
fet6 H H o-CHs 20 1,3 1,2 1,6
fat7 H H m-CH; 32 15 1,2 1,3
fgt8 H H m-CHzN{CH3)2 37 1,6 1,6 —
fgt9 CH,CsHs H o-CHjz 10 1,0 0,88 —
fgtio H H p-NH; 32 1,5 1,7 1,5
fgtil H H p-CH(CH3), 14 1.1 1,2 1,2
fgt12 CH,C¢Hs H p-NH, 5,2 0,72 0.97 0,79
fet13 H H 0-OCH, 27 1,4 1,2 1,3
fetl4 H H m-OCH; 60 1,8 1,7 1,0
fotls H H r-OCH; 35 1,5 1,0 0,66
fgt16 CH,C¢Hs H 0-OCH; 2,3 0,36 0,70 1,1
fgt17 CH,CsHs H m-OCH, 10 1,0 0,74 1,2
fztl8 H H m-OH 23 14 0,97 0,71
fgt19 H H pOH 15 1,2 0,38 1,0
fgt20 CH,CgH; H o-OH 11 1,0 0,66 14
fgt21 H H m,p-(OH), 15 0,18 0,59 0,59
fgt22 CH,CsHs H m,p~(OH)» 0,3 -0,52 -0,095 0,26
fgt23 H CH; m,p-{OH)» 1,6 0,20 0,27 -0,011
fot24 CH,CeHs CH; m,p-(OH), 1,3 0,11 1,1 0,69
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Tabela 3.2: Parametros para estimativa da confiabilidade da previsio dos valores de
log ICs¢ pelos melhores modelos QSAR obtidos, em validacdo cruzada. Os valores cal-
culados estdo listados na 3.1 para modelos de regressio PLS com quatorze descritores
quanticos calculados com HF(6-311G//3-21G) representados em trés variaveis latentes
e também para o modelo com dez descritores calculados com HF(6-311G//3-21G)AQ
representados em duas varidveis latentes.

Pardmetros da Regressdo HF(6-311G//3-21G) HF(6-311G//3-21G)AQ

Valor de ¢° 0,77 0,64

Valor de PRESS 9,62 12,6

Valor de SDEP 3,10 3,56
Anélise de variancia

Teste F 31,2 134

SDEP=3,10. O teste ¢* apresenta valor ¢°=0,77. Os valores dos indicadores da acuraci-
dade da regressdo e da capacidade de previsao estdo listados na Tabela 3.1.

O teste ¢* relaciona-se & validagdo cruzada, e seu valor situa-se entre zero e um.
Valores acima de 0, 3 unidades podem ser considerados aceitaveis para modelos obtidos
com a técnica denominada CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis) [130], uma
técnica para desenvolvimento de modelos QSAR que utiliza regressio multivariada entre
conjuntos numerosos de descritores calculados e valores experimentais de atividades. O
valor de PRESS deve ser tao baixo quanto possivel, ndo havendo um limite definido, assim
como o valor de SDEP. O teste F deve ter o valor situado acima de um valor tabelado, que
depende do nimero de amostras utilizadas no modelo, do ntimero de variaveis utilizadas
para construgao do modelo e do intervalo de confianca adotado. No caso o valor tabelado
do limite F[Oz’:g‘:’]] = 3,22, o que significa que com os valores listados na Tabela 3.2 os
modelos de regressao apresentados sdo considerados validos com 99.5% de chance de
acerto. O nimero de amostras utilizadas no modelo é vinte e quatro. O numero de
amostras menos o namero de varidveis latentes menos um, totalizndo vinte, é necessario
para determinar qual valor tabulado deve ser utilizado para compara¢io no teste F,
conforme a Equagdo 1.100.

O grafico do ajuste entre valores previstos e experimentais pode ser visto na Figura 3.5.
O grafico mostra resultados para o conjunto de quatorze variaveis independentes selecio-
nadas: pCHELPG (CHELPG "o o) ayy, auy, V(2), Q(1), Q(3), Q(4), Q(10), Q(11), Q(14),
F#(10) e FH#(14), com as posigdes atdmicas numeradas de acordo com os desenhos das
Figuras 3.2 e 3.3. O teste de dispersio das amostras no espago vetorial das variaveis
latentes com 95% de confianga (Q) tém valor de Q = 16,14 e valor de 72 = 10,10. Os
compostos fgtl7 e fgt19 da Tabela 3.1 tém valores de Q além deste limite. Nenhum
composto da Tabela 3.1 tem valor de T? além do limite.

Na Figura 3.6 podem ser vistos os valores de Q e T? para cada composto da Tabela 3.1,
e o valor do limite de Q e T? com 95% de confianca. Valores acima do limite para os
parametros de dispersao freqiientemente indicam a presenca de outliers, que sio compos-
tos com valores anémalos no conjunto de varidveis independentes e/ou nas relacdes entre
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Figura 3.5: Valores das atividades experimentais versus valores previstos por validagao
cruzada, por eliminagio sucessiva para cada composto listado na Tabela 3.1, com os
descritores obtidos em célculo ab initio HF(6-311G//3-21G).
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variaveis independentes. Os valores de Q e T mostram como os compostos estio distri-
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Figura 3.6: Valores de Q e T? obtidos no modelo de regressio PLS com trés variaveis
latentes, para os compostos listados na Tabela 3.1, utilizando-se quatorze descritores
quanticos calculados com HF(6-311G//3-21G) no bloco das variaveis independentes e
log IC50 no bloco das dependentes. Este grafico mostra uma dispersio aceitavel para
os compostos, exceto fgtl7 e fgt1l9 que tém valores elevados para estes indicadores,
indicando que os resultados nio sio confidveis para estes compostos neste modelo.

buidas no espago vetorial das trés variaveis latentes em func3o dos seus scores. Scores sio
as novas coordenadas geradas pelo modelo PLS para cada compostos em substituicio ao
conjunto original de coordenadas representadas pelas variaveis independentes. Os scores
das varidveis independentes serdo utilizadas para regressio dos valores de scores das va-
ridveis dependentes. O método NIPALS para regressio PLS cria matrizes de coeficientes
chamadas ‘matriz de pesos’ e ‘matriz de relagdes internas’, que relacionam as coordenadas
de cada amostra com as coordenadas das suas respectivas variaveis dependentes levando
em conta as rotagoes nos vetores das coordenadas que o sistema sofre apés a obtencio
de cada variavel latente. Pode haver mais de uma variavel dependente, ex. logICsg e
toxicidade, em um trico modelo de regressao PLS.

Uma variavel latente é um vetor que tem o compromisso de acumular a melhor va-
riancia possivel dos blocos aliada ao melhor ajuste entre os vetores obtidos para cada
bloco. Obtida uma variavel latente faz-se a subtracao da variancia dos dados acumulados
nesta varidvel latente e nova rotagio de coordenadas para obtencio da proxima varigvel
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Tabela 3.3: Valores de variancia acumulada para cada variavel latente do modelo PLS
com quatorze descritores obtidos com método ab-initio (6-311G//3-21G) para os fenil-
guanidinotiazdis

Bloco X Bloco Y
VL# Esta VL Total Esta VL Total
#1 17,19 17,19 72,53 72,53
#2 20,94 38,13 9,72 82,25
#3 10,70 48,83 3,14 85,38

latente, que acomodara novamente a maior variancia possivel, levando em conta também
0 ajuste entre os scores das variéveis independentes ¢ dependentes [131].

Na Tabela 3.3 est3o listadas as variancias acumuladas em cada variavel latente utilzada
no modelo final. Na Tabela 3.4 estdo listadas as contribuictes de cada variavel latente
para o modelo final de regressao, e os coeficientes do vetor de regressao para um modelo
de regressdo da forma Y 51 Ci Dy, onde os valores de C sao os coeficientes do vetor de
regressao para as n variaveis descritoras D, autoescaladas. Estes valores da contribuicio
de cada variavel sdo utilizados para selecio de variaveis independentes. A idéia é que
se uma variavel independente tem grande contribuicio em variiveis latentes com grande
quantidade de variancia acumulada, ela sera importante para obtengao de um bom modelo
de regressao. Usando este raciocinio foram selecionadas quatorze variaveis independentes
do conjunto inicial de cingilenta e seis. O vetor de regressio linear m € definido de acordo
com as Equagdes 1.86 da pagina 42.

A menor varidncia acumulada no bloco das variaveis independentes reflete uma grande
quantidade de informagao ndo utilizada deste bloco para a construgio do modelo final.
Nao significa que o modelo ndo serd capaz de previsdes boas, e sim que no bloco das
varidveis independentes ha bastante variacio que nio pode ser associada ao bloco das
variaveis dependentes, que sdo as atividades biolégicas que deseja-se modelar.

Modelo de regressio PLS baseado em parametros (6-311G//3-21G) com sol-
vatagao PCM em agua

Os dados obtidos com o modelo de solvatacio PCM para as moléculas foram utilizados
na construgdo do modelo PLS de regressao com dez variaveis independentes. Este modelo
obtido com método PLS com duas variaveis latentes tem resultados piores que o obtido
com os dados sem solvatagao se consideramos a validagdo cruzada leave one out, conforme
pode ser observado na listagem das Tabelas 3.1 e 3.2. O grafico da Figura 3.7 mostra
ajuste entre os valores experimentais e os valores obtidos no teste de validacio cruzada
para a regressao.

Estes valores mostram uma regressdo com algum poder de previsdo. Os valores para
0s parametros de dispersdo das amostras nos scores sio de Q=14,05 e 172=7,33. Para
os compostos fgt3 e fgt17 os valores de Q sdo bem mais altos que o limite mostrado
na Figura 3.8. Apesar de estaremn fora da média dos valores dos demais compostos no
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Figura 3.7: Valores experimentais versus valores previstos com validagdo cruzada por
eliminagao sucessiva, com dez descritores obtidos em célculo ab-initio (6-311G//3-21G),
com efeito de solvatagdo em agua obtido com método PCM. Os descritores utilizados sio
POHEEEC 0z, gy, V(2), V(9), Q(1), Q(6), FH(7), FH(11), F¥(14)
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Tabela 3.4: Coeficientes de regressio para cada variavel latente do modelo PLS com
quatorze descritores obtidos com método ab-initio (6-311G//3-21G) para os fenil-
guanidinotiazéis e coeficiente de regressio m (ver Eq. 1.86 da pagina 42) para equagio
de regressdo simples utilizando os descritores autoescalados

Varigvel Varidvel Latente # Coeficiente
Descritora #1 #2 #3 de Regressao
uCHELFG -0,1391 00,0482 10,0193 -0,0715
,U,EHELPG -0,1400 0,0469 0,0173 -0,0758
gz 0,1604 -0,0401 -0,0328 0,0875
Oty -0,1983 0,0301 0,0506 -0,1176
Qizy -0,0745  0,0025 0,0171 -0,0549
V(2) -0,0530 0,0660 0,0289 0,0419
Q(1) -0,1749 -0,0353 -0,0610 -0,2713
Q(3) 0,1806 0,0417 0,0032 0,2255
Q(4) -0,0874 -0,0665 0,0387 -0,1151
Q(10) 0,1368 0,0051 -0,0116 0,2204
Q(11) -0,1727 -0,0525 -0,1350 -0,3603
Q(14) -0,1533 0,0112 -0,0156 -0,1577
FA(10 -0,2128 -0,0852 -0,0050 -0,3031
FH(14 -0,2240 -0,0818 -0,0236 -0,3294

Tabela 3.5: Valores de variancia acumulada para cada variavel latente do modelo PLS
com dez descritores obtidos com método ab-initio (6-311G//3-21G) utilizando efeito de
solvatagao em agua com método D-PCM para os fenil-guanidinotiazéis

Bloco X Bloco Y
VL# Esta VL Total Esta VL Total
#1 25,98 25,98 55,60 55,60
£2 1824 4422 979 65,38

sub-espago vetorial dos scores, estes compostos tém boa previsio como pode ser visto
no grafico da Figura 3.8, e por isso foram mantidos no modelo. As variancias de cada
variavel latente do modelo estio listadas na Tabela 3.5. O namero de variaveis latentes
escolhido é o que retorna o menor PRESS para o conjunto. As variaveis independentes
foram escolhidas adotando os mesmos critérios adotados para selecio de varidveis no
modelo sem solvatagdo, em dois passos. Foi testado um modelo com cingiienta e sete
variaveis, selecionadas trinta e uma varidveis e finalmente as dez varidveis descritoras
que resultaram o modelo apresentado. Os descritores utilizados sdo u“"ELFC o .. oy,
V{2), V(9), Q(1), Q(6), F#(7), FH(11), F¥(14). Utilizando estes descritores ¢ nfimero
de variavels latentes foi reduzido para duas no modelo final, levando em consideraco o
nimero de compostos presentes no conjunto de treinamento, a varidncia acumulada nas
varidveis latentes desprezadas e o PRESS.
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Figura 3.8: Valores de Q e T? obtidos para o modelo de regressao PLS com duas variaveis
latentes para os compostos listados na Tabela 3.1 utilizando-se degz descritores quanticos
no bloco das variaveis independentes e log ICsy no bloco das dependentes. Este grafico
mostra uma dispersio bastante pequena para a maioria dos compostos, ¢ para 0s com-
postos fgt3 e fgt17 uma dispersdo acima do limite proposto nas metodologias de anélise
de dados.
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3.3.3 Conclustes da comparacio entre os modelos em vacuo e
com solvatacao B

» A aplicagdo dos efeitos de solvatacio permitu a criagdo de um modelo mais com-
pacto, com menor nimero de varidveis descritoras e de variaveis latentes, para uma
qualidade de previsao comparavel.

¢ O aumento no tempo de computagio faz do procedimento de solvatacdo uma etapa
a ser considerada a cada caso.

* Os descritores selecionados sio bastante semelhantes, havendo grande coeréncia na
indicagdo das regides de interesse na série de compostos pelos dois tipos de modelos
obtidos.

Os momentos de dipolo e as polarizabilidades sio utilizados de maneira con-
sistente nos dois modelos.

As cargas sobre as posicbes atémicas Q(1) ¢ Q(3) correspondem igualmente a
posicao meta de substitui¢io no anel, assim como Q(6) e Q(4) correspondem
a substituicdo orto.

As densidades eletronicas em HOMO F#(7) e FZ(11) sao relevantes no mo-
delo com solvatac3o, e correspondem & mesma regiao do orbital molecular que
a densidade F#(10), que foi indicada como relevante no modelo sem solvatagdo.

Figura 3.9: A superficie de densidade eletrénica do HOMO mostra as regides onde a
densidade é mais intensa, resultando uma maior capacidade para doacdo de elétrons para
orbitais de alta energia nestas regides. Na regifo do anel de tiazol a densidade sobre
os atomos C(7), C(11) e S(10) sdo apontadas nos modelos obtidos como relevantes, e
provavelmente caracterizam uma regiao doadora de elétrons. A regido do atomo N (14)
foi apontada como relevante, e provavelmente serve como indicadora da substitui¢ido do
grupo R(1) por benzila ou hidrogénio, considerando que a densidade nesta regido, em
HOMO, é sempre pequena.

As cargas nas posi¢des atémicas do anel benzénico orto e para sao indicadores o tipo de
substituigdo no anel. Variando a eletrofilicidade do substituinte temos os efeitos indutivos
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e de hiperconjugacdo em diferentes graus, que influem nas cargas calculadas sobre os
atomos do anel. O conjunto dos descritores nio tem variaveis mapeadas diretamente
sobre os substituintes, para contornar o problema do alinhamento e comparagao entre
descritores calculados sobre 4tomos de elementos diferentes.

As densidades eletrénicas em HOMO no anel de tiazol (posicbes sete, dez e ongze)
indicam que esta regido provavelmente age como doadora de elétrons na interacao com
o receptor. A densidade no nitrogénio da guanidina (posigdo quatorze) esta indicando a
presenga ou nao do substituinte benzila ligado a posicdo. A suposicao de que a densidade
eletronica nesta regido indique um carater doador de elétrons nesta posicao pode ser um
engano, ja que a densidade eletronica nesta regido é bem pequena, independentemente
da substitui¢cao ou nio pelo grupo benzila, como pode ser observado na Figura 3.9.

3.4 Os compostos anti-tilcera da classe dos indolil-gua-
nidinotiazois
3.4.1 Meétodologia de trabalho e procedimentos adotados

O selecao da conformagio bioativa foi realizada selecioando-se o tipo de conformacio
em que os descritores calculados permitiram a construcio de um modelo de calibragdo
melhor. Para dois dos vinte e oito compostos da série dos indolil-guanidinotiazéis foram
realizados estudos detalhados sobre o espaco conformacional. Caleulos com o programa
distgeom (faz parte do pacote TINKER) usando o método da Matriz de Distancias Métricas
para geracdo de conformactes, seguido de otimizagio das estruturas com o método semi-
empirico AM1 no MOPAC, comparagdo das geometrias apos otimizagao e eliminagdo das
repetidas com o programa superpose (TINKER).

Foram geradas duas mil estruturas, com imposicio de quiralidade para os dtomos te-
traédricos, imposi¢ao de geometria planar e/ou quiral para dtomos trigonais e imposi¢ao
de planaridade torsional para 4tomos trigonais adjacentes. O programa para geracao das
estruturas (distgeom) e a otimizacdo de geometrias de cada estrutura gerada foi auto-
matizada em um script na linguagem Perl escrito por Godinho [99]. A comparacio entre
estruturas e eliminacao das repetidas foi realizada com outro script, também desenvolvido
por Godinho.

Os compostos igt44 e igt45 da Tabela 3.7 sio representativos dos dois tipos gerais
de estrutura para a série, e foram escothidos para estudo conformacional. As estruturas
tipo I tém substituinte hidrogénio na posi¢gdo R1 da Figura 3.10. As estruturas tipo
IT tém substituinte benzila na posicdo R1 (Figura 3.10). A escolha do composto igt44
bara representar as estruturas tipo I foi por ser o mais ativo da série de compostos.
O composto igtd5 foi escolhido porque tem estrutura semelhante ao mais ativo, com
substituinte benzila na posicio R1, representando as estruturas tipo IT .

Para os compostos do tipo I foi escolhida a ligagio phil do composto igtd4 para
caracterizagao da conformagio, mostrada na Figura 3.11. Os resultados da busca estio
listados na Tabela 3.6, onde as duas conformacdes evidentemente diferentes sio deno-
minadas igt44.A e igt44.B. No composto igt45 , os angulos diedro das liga¢bes phil,
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Tabela 3.6: Valores dos angulos de diedro para as conformacées A e B dos compostos
igtd4 e igt45 (ver Figura 3.11). As energias relativas de cada conformacao obtidas com
método AM1 foram utilizadas para determinar as proporgdes relativas de cada conforma-
¢do. As proporgdes calculadas pela expressio de Boltzman sio lguais com aproximacao
de um digito decimal.

Composto igt44 igt45
Conformacio A B A B
Angulo phi 1 48 -152 49 -152
Angulo phi 3 — — 168 1
Angulo phi 5 — - -154 68
AH;" -126,0811 -126,0822 -162,0294 -162,0312
Populacéo ° 1 1 1 1

“Calor de formagao em keal.mol~(AMT1)
®Distribuicio relativa entre as populagdes de cada uma das conformagdes de minimo local de energia.

phi2, phi3, phi4, phi5 e phi6 foram utilizados para caracterizar a conformacao. As
conformagdes do composto igt43 foram classificadas pelas variagoes dos angulos de diedro
das ligagbes phil, phi3 e phi5. Estas sio as ligaces que caracterizam mais claramente
as diferencas entre as conformag@es de minimo encontradas, denominadas igtd45.A e
igt45.B . O angulo de diedro das ligagdes phi2, phid e phi6é também muda, porém as
variagoes nestes dngulos nio caracterizam bem as diferentes conformagoes. Os calores
de formacao resultantes para as conformacdes de minimo encontradas com AM1 estio
listados na Tabela 3.6.

As populagdes relativas de cada conformacio de minimo local dos compostos igtdd
e igt45 sdo praticamente iguais como pode ser observado na Tabela 3.6. O calculo
das populagbes considera o espago conformacional restrito apenas as duas conformacoes
apresentadas, que sdo os minimos locais de menor energia do conjunto de conformacdes
otimizadas a partir das duas mil geradas. As energias dos pares de conformagoes foram
utilizadas na Equacdo de 3.1, para obter as propor¢des entre as populagdes das confor-
magoes igt44.A e igt44.B ou igt45.A e igtd5.B . As energias calculadas com AM]
mostram uma populagac igual para todas as conformagdes listadas na Tabela 3.6.

Todos os compostos da série podem ser obtidos pelas substituigbes da Tabela 3.7 na
estrutura da Figura 3.10. Para obter os compostos tipo I e IT em dois grupos de con-
formagdes, foram usadas as estruturas da Figura 3.11. As estruturas igt44. A e igtd5.A
foram usadas para obter as conformagdes A dos compostos tipo I e Il , respectivamente.
As estruturas igt44.B e igt45.B foram usadas para obter as conformacgGes B dos com-
postos.

Todas os compostos nas conformagdes A e B foram completamente otimizados com
método semi-empirico AM1. Estas moléculas foram utilizadas para calculo de proprieda-
des com método ab initio no nivel Hartree-Fock com base 3-21G (3-21G//AM1). As pro-
priedades calculadas foram as energias dos ultimos onze orbitais ocupados (Egomo_nn =
0 — 11), os momentos de dipolo e quadrupolo (dez descritores), as cargas CHELPG para
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os dezoito atomos do esqueleto fundamental numerados de um até dezoito na conforma-
¢do B da Figura 3.10, as densidades eletrénicas totais para os mesmos dezoito Atomos
do esqueleto e as densidades eletronicas em HOMO e em LUMO para os dezoito 4to-
mos do esqueleto (trinta e seis descritores). No total foram calculados noventa e quatro
descritores quéanticos. Estes calculos foram realizados no programa GAMESS. Programas
para automatizagao das tarefas de calculo e tabulagio de variaveis sio transcritos no
Apéndice A.2.

R2

R3 I3 M :
] N)\N)\NH’

N

R1

Figura 3.10: Estrutura do esqueleto principal dos compostos da série dos indolil-
guanidinotiazdis. Adicinando-se os substituintes listados na Tabela 3.7 nas posicoes RI,
R2 e R3, podemos construir toda a série de compostos estudada. O grupo R1 corresponde
a todo o grupo benzila na figura. A numeragao mostrada na figura é a mesma adotada
para numeragao das varidveis relacionadas s posicdes atémicas.

Utilizando os vinte e oito compostos listados na Tabela 3.7 nas conformacdes A e
B foram realizados dois modelos de regressic multivariada entre os noventa e quatro
descritores ja citados de cada conformagio e as atividades biologicas. Estes modelos foram
realizados com método PLS utilizando os dados autoescalados representados em por vinte
variaveis latentes. A conformagéo extendida A resultou o modelo com melhor ajuste entre
os valores obtidos em validagdo cruzada leave one out e valores experimentais de atividade.
Este resultado foi utilizado para selecionar a conformacio A para o prosseguimento dos
calculos. As moléculas dos compostos listados na Tabela 3.7 que pertencem ao tipo 1
criadas com base no composto igt44.A e aquelas do tipo II com no composto igt45.A,
foram completamente otimizadas no método ab-initio no nivel Hartree-Fock usando base
3-21G.

Para cada um dos vinte e oito compostos na conformacio A foram calculadas um
total de setenta e seis variaveis no nivel Hartree-Fock (6-311G//3-21G). Os momentos de
dipolo e quadrupolo totalizam onze variaveis. Os potenciais eletrostaticos nas posiches
atomicas numeradas de um até dezoito nos esqueletos da Figura 3.11, as cargas liquidas
calculadas com método CHELPG nas mesmas dezoito posicdes e as densidades eletrénicas
em HOMO totalizam mais cinqiienta e quatro variaveis. Finalmente, as energias dos
orbitais HOMO, HOMO-1, ..., HOMO-10 totalizam mais onze variaveis. As densidades
eletronicas totais nao foram utilizadas, nem as densidades eletrénicas do LUMO. Apesar
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Tabela 3.7: Substituintes nas posi¢cdes R1, R2 e R3 do esqueleto da Figura 3.10 para
obtengdo dos compostos da série dos compostos indolil-guanidinotiazois, e valores de
ICsp na enzima HTK*-ATPase, experimentais e estimados com validagdo cruzada pelos
modelos com redes neurais (LO4), PLS (LO3) e PLS para mais de um composto por vez
(EV4 e EV5).

Composto Substituinte ICs0(umol I7%)

No. R1 R2 R3 Exp. LO4 LO5 EV4 EV3
igt25 H H H 90 155 241 — —
igt26 CH:C¢H; H H o 107 1,16 1,47 —
igt27 H CH, H 76 292 496 — @ —
igt28 H H 5-OCH; 190 943 106 — 213
igt29 CH206H5 H 5-OCH3 4,3 0,955 1,21 - —
igt30 H H 5O0CHCeHs 1,2 216 078 —  —
igt31 CHQCsHs H 5-OCH2C6H5 1,8 0215 1,12 - —
igt32 H H 2-CH, 90 119 564 — @ —
igt33 CH,C¢Hs H 2-CH; L7 165 204 — 149
igt34 H CH;  2-CH;,3-Cl 06 0245 039 062 —
igt35 CH,C¢Hs; CH; 2-CHj,5-Cl L} 0,889 0,59 - —
igt36 CH,CeH. H 4-CH, 33 144 117 — @ —
igt37 H H 5-CHj 1.8 381 33 — —
igt38 CH,C¢Hs H 5-CHj; 094 1,04 1,04 — 042
igt39 CH2CBH5 H 6-CH3 1,6 1,30 1,22 - -
igt40 H H 7-CH; 7.6 267 5,08 743 —
1gt41 CHQCGHs H 7-CH3 1,0 1,94 0,79 - —
igt42 H H 5-Cl 18 193 120 — @ —
igt43 CH,C¢Hs; H 5-Cl] 0,7 088 038 070 0,05
igtd44 H CH; 5-Cl 0,59 0,703 0,38 — —
igt45 CH205H5 CH3 5-Cl 0,7 5,47 0,82 — -
igt46 H H 5-Br 096 1,06 1,00 — —
igtd7 CH,Ce¢Hs H 5-Br 0,7 0,804 028 — —
igt48 H H 5-F 74 252 391 — 862
igt49 CH,C¢H; H 5-F 27 134 182 255 —
igt50 H H  5-CO,CH; 67 279 150 — -
igt51 CH2C6H5 H 5‘CO2CH3 3,1 5,58 2,32 — —
igt52 CH;C¢H; H  5.NHCOE: 238 504 10,7 — @ —
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Figura 3.11: Conformagdes correspondentes aos minimos de energia encontrados na busca
conformacional dos compostos igt44 e igt45 da Tabela 3.7, mostrados nas conformacées
A e B. As conformagdes B mostram a numera¢do adotada para os atomos para as
propriedades calculadas.
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de terem sido calculadas no modelo preliminar para selegao da conformacao, seu poder
de modelagem foi considerado pequeno.

Um script em ¢sh denominado buscadados. csh foi desenvolvido para realizar a busca
de varidveis nos arquivos de dados de saida do programa GAMESS. O programa estd trans-
crito no Programa A.3.2 do Apéndice A.3, assim como as fungdes em para o comando
awk, utilizadas para converter as linhas de dados dos arquivos de saida em vetores de
dados convenientes para entrada no programa octave, para analise de dados.

As varidveis descritoras calculadas foram todas autoescaladas antes de iniciar o trata-
mento estatistico. O conjunto de variaveis com meédia zero e variancia unitiria constitui
as variaveis independentes para o modelo QSAR. O conjunto de dados experimentais que
mostra as atividades de cada droga sobre a enzima H* K+*-ATPase gastrica foi tratado
de outra maneira. Foram obtidos os logaritimos (base dez) de cada valor de concentra-
¢ao necessaria para causar uma inibicdo de cingiienta porcento da atividade da enzima
({Cs0), e este conjunto de valores foi ainda autoescalado. Estas variaveis assim tratadas
constituem o conjunto de varidveis dependentes para o tratamento estatistico.

Os conjuntos de variaveis dependentes e independentes foram utilizados em regressio
tipo PLS para estabelecer a possivel correlacio entre eles. Os resultados das analises pre-
liminares com todo o conjunto de variaveis independentes foram utilizados sucessivamente
para selecionar varidveis com maior poder de modelagem. Melhor poder de modelagem
significa que sdo capazes de estabelecer um modelo que estima melhores valores das va-
ridveis dependentes em validagao cruzada tipo leave one out. Este tipo de analise foi
utilizada com todo o conjunto de compostos para tentar selecionar qual o subconjunto
de variaveis independentes tem maior poder de modelagem.

O processo de selecdo de variaveis utiliza os vetores de regressio obtidos de acordo
com e Equacgdo 1.86, somando os quadrados dos coeficientes de regressdo para cada uma
das varidveis latentes necessarias para obter o minimo PRESS. Os valores quadrados
foram utilizados para evitar que uma variavel com grande contribuicao em duas variaveis
latentes, porém com sinais trocados, tivesse sua importancia sub-estimada. O efeito de
cancelamento da contribui¢io medida pelo soma dos coeficientes do vetor de regressao
ocorre fortemente nas variaveis p,, g;,, V(8), Q(6) e Q(13) da Tabela 3.12, que tem sinais
invertidos nos coeficientes da primeira e segunda variaveis latentes, ou sinais iguais nas
duas primeiras e invertido nas demais.

Foram testados seis modelos com setenta e seis, cinglienta, quarenta e cinco, vinte
¢ sete, dezesseis e quatorze variavelis independentes. A selegio de variaveis foi realizada
por 1nspe¢ao do vetor de regressao, tendo como critério a minimizacio do PRESS. Nos
modelos de validacao cruzada leave one out foram selecionados os descritores com alto
coeficiente de regressio nas varidveis latentes que resultavam concomitantemente o menor
valor de PRESS. O subconjunto de variaveis independentes foi utilizado para obter um
novo modelo, e o vetor de regressdao deste novo modelo, com o nfimero de variaveis
latentes que resultava no menor PRESS, foi inspecionado para verificar quals varigveis
independentes tinham coeficiente maior que o limite. Este procedimento foi realizada
até que o modelo resultante fez previsdes piores dos valores experimentais, e o pentltimo
modelo foi aplicado.

O niimero 6timo de variaveis latentes foi entao determinado para este subconjunto de
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Tabela 3.8: Variancias acumuladas nas variaveis dependentes e independentes pelo mo-

delo PLS com dezesseis varidveis descritoras para os compostos indolil-guanidinotiazéis
da Tabela 3.7

VL # Var. Independentes Var. Dependentes

Esta VL Total Esta VL. Total
#1 19,09 19,09 58,16 58,16
# 2 18,12 37,21 12,16 70,32
#3 16,03 53,25 5,32 75,64
#4 4,65 57,90 5,27 80,92
#5 3,53 61,43 3,06 83,98
#6 5,93 67,37 1,35 85,33
# 7 6,32 73,69 0,70 86,03
# 8 5,77 79,46 0,40 86,43
# 9 6,94 86,40 0,12 86,54
# 10 3,13 89,53 0,06 86,61

varidveis selecionado para resultar maior correlacio entre dados experimentais e previstos.
O valor méaximo do coeficiente de correlacdo entre os valores previstos com validagao
cruzada leave one out fol novamente utilizado para determinar qual o namero 6timo de
variaveis latentes para o modelo. Este nimero de varidveis latentes determinado assim
1nao ¢ 0 mesmo determinado minimizando PRESS. Os valores das variancias acumuladas
em cada varidvel latente, para as variaveis dependentes e independentes sio mostrados na
Tabela 3.8. E importante notar que o nimero de variaveis latentes selecionadas acumula
uma varidncia expressiva do conjunto de dados originais, principalmente das variaveis
dependentes. As variaveis independentes nfo tém toda sua variancia capturada. Isso
nao é desejavel se houver informacgio nio correlacionada as variiveis dependentes nas
variaveis latentes mais altas.

As dezesseis varidveis selecionadas no modelo com melhor capacidade de previsio fo-
ram os momentos de dipolo pg, g, € g,; 0s momentos de quadrupolo gz, q,; € g 0s
campos elétricos nas posigdes atdmicas V(3), V(8) e V(11); as cargas liquidas calculadas
pelo método CHELPG nas posigdes atomicas Q(6), Q(11) e Q(13); as densidades eletrd-
nicas em HOMO sobre os 4tomos F#(1), F#(4) e FH(17); a energia do orbital 500 10.

Uma vez estabelecido o conjunto de variaveis independentes com o maior poder de
modelagem e o ntimero ideal de varidveis latentes, o modelo foi testado na sua capacidade
de previsdo de conjuntos externos. Estes conjuntos externos foram selecionados aleato-
riamente do total de vinte e oito compostos, com 15% do niimero total de compostos.
Para cada conjunto externo foi realizado uma modelagem dos valores das atividades dos
compostos restantes (85% do niamero total), e este modelo assim concebido foi utilizado
para estimar a atividade do conjunto de compostos externo. A capacidade de previsao
varia para os conjuntos. Os valores maximo e minimo do coeficiente de correlacdo entre
08 valores estimados para cada conjunto de validacio externa foram considerados uma
estimativa da capacidade de prever dados externos do modelo obtido. Estes indicadores



3.4. OS INDOLIL-GUANIDINOTIAZOIS 95

levam em consideragdo tanto os melhores quanto os plores resultados.

Para o melhor conjunto de variaveis descritoras foi realizada uma analise POr compo-
nentes principais (PCA). Os scores das PCs que acumulavam cerca de 90% da variancia
total da variaveis independentes foram utilizados como valores de entrada em redes neu-

rais de retropropagacao. Isto corresponde aos scores das nove primeiras PCs listadas na
Tabela 3.9.

Tabela 3.9: Variancias percentuais acumuladas em cada uma das nove primeiras PCs
da PCA e variancia percentual total acumulada até a determinada PC. Os valores cor-
respondem ao modelo utilizando as dezesseis varidveis descritoras selecionadas para o0s
compostos indolil-guanidinotiazéis da Tabela 3.7
PC # #1  #2  #3  #4 #5  #6 #7148 #0
Variancia 27,93 183 11,26 8,99 855 597 505 3,74 297
Total 27,93 46,32 57,58 66,56 7511 81,08 86,13 89,87 92,84

As redes foram construida com dez neurdnios na primeira camada, o namero de scores
utilizado e mais um de bias. Na segunda camada foram utilizados o dobro de neurénios da
primeira camada. Na terceira camada foi utilizado um neurdnio, que apos o treinamento
respondia com o valor da atividade de validacio cruzada leave one out, da rede treinada.
Os valores dos demais parametros de ajuste da rede neural foram mantidos constantes
para todos os modelos. Apenas os limites de tolerancia para cada ciclo de retropropagacao
das redes foram variados. Mais alguns detalhes da constru¢do de cada BPN estéo listados
na Tabela 3.10

Tabela 3.10: Detalhes das BPNs construidas com os scoresda PCA das variaveis selecio-
nadas com método PLS e resultados obtidos para cada modelo obtido
RN5 RN6 RN7Y
12 Camada 10 10 10
28 Camada 20 20 20
Limite Erro 1072 10-% 10—

PRESS 7271 6339 6690
7 013 025 0,20
SDEP 67 63 65
n 28 28 28

3.4.2 Resultados e discussiao

Os principais resultados que podem ser obtidos com os métodos de regressao multiva-
riada sao as correlagbes entre os conjuntos de variaveis dependentes e os valores previstos
para estas variaveis pelos modelos obtidos [132]. As previsdes sdo listadas na Tabela 3.11.

Os valores para o ajuste de todos os dados através de regressio PLS (sem validacao
cruzada) sao mostrados na coluna ‘AJ2’. O valor de coeficiente de correlacao (r=0,73)
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Tabela 3.11: Valores dos indicadores da qualidade de regressio e de capacidade de previ-
$a0 dos modelos com BPN e PLS para os compostos indolil-guanidinotiazéis obtidos com
as substitui¢des da Tabela 3.7 na Figura 3.10

Modelos BPN Modelos PLS
Modelo AJ1l  LO4 AJ2 LO5 EV3 EV4
T 0,99 — 0,73 — — —
S 0,77 — 422 — — —
F 85,0 — 5,07 — — —
FPRESS - 634 — 3695 0,05 0,15
q° — 0,25 — 0,68 069 066
SDEP — 6,3 — 3,92 0,23 0,86
n 28 28 28 28 5 5
#VLs —~ 5 5 5 5
#Descritores 10 10 16 16 16 16

mostra que o modelo foi capaz de reproduzir o conjunto de dados. A estimativa do desvio
padrao (s/z4) mostra que estes resultados nio sio capazes de distinguir o mais ativo, entre
0s compostos de alta atividade. O modelo tem capacidade para distinguir entre compostos
de baixa atividade e de alta atividade. A razao entre variancias (F=5,07) mostra ha
significdncia estatistica (F?z’g?350}=2,73; 5>2,73) para esta comparacio. Os valores q° e
SDEP para validagio leave one out no modelo com dezesseis varidveis independentes
estéo listados na coluna ‘LO5’ da Tabela 3.11. O valor de q> = 0,68 para esta analise
mostram que o modelo tem boa capacidade de previsio. O valor de SDEP=3,92 mostra
que nao tem exatiddo suficiente para determinar o composto mais ativo num conjunto
de amostras, j& que na regido de maior atividade as variagdes de concentragio sio muito
menores que o desvio apontado. Os valores obtidos na correlagdo entre os conjuntos de
validagéo externa (melhor e pior previsdes) sio mostrados na mesma tabela, nas colunas
‘BEV3’ e ‘EV4’, respectivamente. Estes valores dio uma idéia da exatiddo que pode ser
esperada dos modelos para previsao de conjuntos externos. A utilizacio de mais de uma
amostra em validagio externa & recomendavel para estimar a capacidade de previsio, uma
vez que a retirada de apenas uma amostra permite que se tenha a previsao comprometida,
caso esta amostra seja atipica (outliers). Os resultados de validagdo externa apresentados
mostram que pode-se esperar previsdes capazes de distinguir os compostos em dosi grupos
facilmente.

Na Tabela 3.12 sdo mostrados os coeficientes de regressao do modelo final, utilizando
cinco varidveis latentes para representar o conjunto de dezesseis variaveis selecionadas. Na
ultima coluna da Tabela 3.12 é mostrado o vetor de regressao que pode ser utilizado para
obter uma regressio linear, bastando multiplica-lo pela matriz de dezesseis descritores
autoescalados. Os resultados obtidos com treinamento de BPNs nio sao bons. A rede é
capaz de produzir bons resultados com treinamento, para todo o conjunto, como pode se
observado na coluna ‘AJ1’ da Tabela 3.11. Estes resultados nic se consumam na validagao
cruzada. O resultado da coluna ‘LO4’' da Tabela 3.11 e os resultados da Tabela 3.10
mostram isto. O owerfitting das redes ocorre se o limite de erro (ver Equagido 1.88)
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Tabela 3.12: Variaveis selecionadas pela analise dos coeficientes de regressao do modelo
PLS nas varidveis latentes. S50 mostradas as variaveis, os coeficientes em cada uma das
cimco varidveis latentes utilizadas e a soma dos coeficientes conforme as Equagdes 1.86 da

pagina 42.

Variaveis Coeficientes na variaveis latentes Vetor de
Selecionadas VL 1 VL 2 VL 3 VL 4 VL 5 Regressao
Lz 6,36e-02 -1,62e-02 -2,87e-02 -990e-02 3,29e-02 -0,0473
Ly 1,30e-01  4,50e-03  6,19¢-03 -8,99e-02 5,31e-02 0,1044
7. -6,65e-02  -1,35e-01 -1,56e-01 -1,71e-01 -1,14e-01 -0,6423
Qzz 1,74e-01  1,67e-02 -2,45¢-02 3,73e-02 -7,23¢-02 0,1315
Q:z -1,98e-01  -2,60e-02 2,85e-02 1,88¢-02  9,18e-02 -0,0852
Jz: 1,45¢-01  3,65e-02 -9,37e-03 4,35e-02  1,07e-01 0,3224
V(3) 9,62¢-04  7,16e-02 -7,84e-03 -1,84e-02 1,93e-01 0,2392
V(8) 8,34e-02 -1,85e-03 2,56e-02 -1,68e-02 1,62e-03 0,0919
V(11) 8,31e-02  -4,93e-02 3,31e-02 5,90e-02 1,12e-01 0,2380
Q(6) 9,64e-02  4,08e-02  3,19¢-02 -9,07e-02 -4,35e-02 0,0350
Q(11) -1,23e-01  4,96e-02  3,78e-02 -8,83e-02 -1,17e-01 -0,2414
Q(13) -3,07e-03  -5,75e-02  4,26e-02  6,19e-02  1,73e-02 0,0612
FH(1) -1,69¢-01 -2,55e-02 -5,86e-02 -1,04e-01 -4,57e-02 -0,4033
FH(4) 8,39e-02  1,19e-01 2,03e-02 -2,05e-02 -8,94e-02 0,1128
FH(17 3,95e-02  -7,98e-02 -3,03e-02 -2,11e-01 -1,73e-01 -0,4548
EHOMO—-10 -1,71e-01 -1,13e-01 -5,01e-02 -2,69e-02 1,72e-02  -0,3445
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para convergéncia no processo iterativo é muito pequeno. Com a rede de dez neurénios
0 melhor resultado é obtido quando o limite de erro & igual o8N = 0,001, mostrado
na coluna ‘RN6’ na Tabela 3.10. Valores menores para o limite de erro diminuem a
capacidade de generaliza¢do da rede obtida, e pioram os resultados de previsao. O método
€ mais lento do ponto de vista computacional e nao possibilita resultados de previsdo tao
bons quanto os obtidos por PLS. O melhor resultado obtido com BPN, mostrado na
Tabela 3.10 para o modelo denominado ‘RN6’, tem valor do teste g* = 0,25. Ainda que
valores maiores que 0,3 para ¢° ja podem ser considerados razoiveis [130], estes modelos
nao parecem promissores para estabelecer QSAR.

Os descritores que tém grande coeficiente na primeira variavel latente na Tabela 3.12
sao muito importantes, aqui citados por ordem decrescente de importancia: gq,;, s,
eromo-10 FH(1), ¢z, py € Q(11). Esta primeira variavel latente tem cerca de dezenove
porcento da varidncia total do conjunto descritor e cerca de cinqlenta e oito porcento
da variancia dos dados experimentais. Podemos considerar que os descritores com maior
peso nesta variavel latente sdo os que mais influenciam as respostas dadas pelo modelo na
etapa de previsao. Aqui temos que cinco dos sete descritores sao diretamente relacionados
a distribuicao de carga das moléculas.

A energia do orbital HOMO-10 é um fator que contribui com peso expressivo, ¢ a
superficie de densidade eletrénica deste orbital est4 mostrada na Figura 3.13 para o
composto igt44, o mais ativo da série. Na Figura 3.12 é mostrado o mesmo orbital no
composto igtd5, que tem o grupo benzila em R1. Este orbital tem densidade na regliao
da ligagao entre os anéis de indolil e tiazol, afetando a liberdade rotacional da ligacao.
Outras regides da densidade eletrénica deste orbital nio sio comuns em um nimero
significativo dos compostos da série, variando bastante em fungdo dos substituintes em
R1, R2 e R3. A densidade em HOMO no 4dtomo um FH(1) pode constituir um ponto de
doagdo de elétrons para a ligagdo dos compostos desta série na enzima H* K¥-ATPase.

3.4.3 Conclusoes sobre os indolil-guanidinotiazoéis

O método de sele¢io de conformacdes por estimativa do poder de modelagem da série
nas diferentes conformagbes parece ter sido adequado. Os inibidores do tipo reversivel
(SCH28080) e os do tipo irreversivel (Omeprazol) tem sua forma ativa como um cation
permanente, que pode ser uma sulfenamida nos benzimidazéis ou a forma protonada
{quaternaria) do nitrogénio nas imidazopiridinas. Ambas as classes ligam-se & enzima na
face luminal, e tém comprimento entre 12 A e 16 A [119,120]. Em outro estudo [121],
mostrou-se que a distancia entre os residuos do sitio putativo de ligagdo é da ordem de
15 A na conformagao ativada de enzima, coerente com a distancia entre os extremos dos
compostos na sua conformacio extendida.

Este método pode ser uma solugdo para o problema da selecao da conformacao bio-
ativa, nos casos em que a diferenca de energia entre diferentes conférmeros nio é capaz
de orientar a escotha. Em casos onde as diferencas de energia sao grandes, a escolha
recal sobre aquela de menor energia, pois se um composto liga-se ao sitio receptor numa
conformagdo desfavoravel, o processo todo torna-se desfavoravel e o composto serd um
mau ligante.
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Figura 3.12: Desenho do orbital HOMO-10 do composto igt45 da Tabela 3.7, mostrando

a reglao do orbital com densidade entre os anéis indolil e tiazol, comum aos compostos
da série.
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Figura 3.13: Desenho do orbital HOMO-10 do composto igt44 da Tabela 3.7, mostrando
a densidade eletrénica localizada na regido da ligagao entre os aneis indolil e tiazol em
um composto sem o grupo benzil substituido na regido de R1. A substituicio em R1
pode ser hidrogénio ou benzila,
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Tabela 3.13: Inibicio da enzima H™ K*-ATPase estimada para compostos indolil-
guanidinotiazdis ndo testados experimentalmente. Os substituintes nas posicdes R1, R2 e
R3 devem ser adicionados ao esqueleto da Figura 3.10 para obtencao dos compostos. Os
valores de ICj5y previstos pelo modelo PLS com dezesseis descritores com cinco varidveis
latentes.

No. R1 R2 R3 ICsq(pmol.171)
1gt29 CHQCﬁHs CH3 H 2,3
igt30  H H 6-CH, 2,4
igt31 H H 5CN 2,5
igt32 CH,C4H; H 5-CN 2,4

O modelo final de regressio multivariada tem capacidade de prever as atividades de
novos compostos dentro de uma expectativa de erro que torna impossivel distinguir qual
dos compostos da Tabela 3.13 seria o mais ativo. Este modelo criado pode ser utilizado
para descartar compostos classificados como pouco ativos do processo de sintese.

3.5 Conclusoes Gerais

Os dados de correlacio apresentados, para validacdo cruzada especialmente, permitem
que se utilize estes modelos para estimativa da atividade de compostos pertencentes &
mesma série. Esta estimativa é apenas qualitativa, considerando e expectativa de erro
apresentada. Ainda assim estes modelos podem ser ferramentas ateis para ajudar na
decisdo sobre a sintese ou nio de um determinado derivado.

As regressdes com método PLS ou BPN nio permitem que se facam muitas conside-
ragoes sobre como controlar as variaveis descritoras para melhorar a poténcia das drogas.
Os resultados podem ser analisados em termos das regioes apontadas pelos descritores.
Modificagbes nestas regides sio potencialmente capazes de alterar significativamente a
poténcia das drogas, segundo o modelo. Dada a proposicao de um novo derivado, devem-
se realizar os célculos quanticos para este novo composto. O conjunto de dados obtido
dos calculos deve ser utilizado como entrada para o modelo completo, como é feito em
validagdo externa leave one out.



Capitulo 4

Os compostos inibidores reversiveis da
H™, KT-ATPase gastrica da série das
Quinolinas

4.1 Aspectos da bioquimica dos compostos

Esta série de compostos é relatada como sendo inibidores reversiveis do sitio do po-
tassio da enzima H* KT-ATPase, ligando-se competitivamente em relacao ao potéssio &
face luminal da H* ,K*-ATPase [133]. A reversibilidade na inibi¢io é uma caracteristica
bastante importante, porque permite a flexibilidade de resposta farmacolégica caracteris-
tica de drogas antagonistas do sitio receptor H2 de histamina, com a acloridria profunda
dos inibidores irreversiveis da H* K*-ATPase. Os compostos desta classe tém como in-
coveniente o fato de serem nefrotéxicos e metabolicamente instaveis. As modificacoes em
curso, entretanto, permitiram que alguns destes compostos fossem candidatos a agentes
anti-secretores em humanos. O composto nimero 1 da Tabela 4.1 é bem tolerado, e os
estudos da fase I de analise farmacolégica (testes com voluntarios humanos, em pequenas
doses) mostraram sua eficicia como agente antl-secrecdo gastrica em humanos.

Este trabalho busca estabelecer QSAR para uma série de cento e vinte e quatro
compostos, divididos em dois subconjuntos que tém pequenas diferengas no esqueleto
fundamental. Estes compostos tém os esqueletos fundamentais mostrados nas Figuras 4.1
e 4.2 e os padroes de substitui¢do mostrados nas Tabelas 4.1 e 4.2, referindo-se a cada
tipo de esqueleto fundamental. O fato do esqueleto fundamental ter pequenas variacdes
para os subconjuntos de compostos da série introduz um grau maior de dificuldade na
elaboragao de modelos, porque limita escolha dos descritores ligados as posigoes atdmicas.
Para que estes descritores sejam coerentes é necessario que haja estreita correpondéncia
entre as grandezas calculadas em cada posicdo. Cargas liquidas e densidades eletronicas
foram escolhidas como descritores nas posicbes atdémicas. Para esta série de compostos
também nao temos informagées detalhadas sobre qual o mecanismo de acdo, ou residuos a
que se ligam os compostos, apenas uma indicagio de que trata-se de inibicado competitiva
e reversivel em relagdo ao sitio do potassio.
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4.2 Objetivos

¢ Estudar as possibilidades de criagao de modelos QSAR utilizando descritores de
origem quéntica.

e Avaliar a qualidade da descricio dos sistemas quimicos com os métodos quanticos.

e Obter modelos capazes de estimar corretamente as atividades dos compostos.

4.3 Meétodos e procedimentos adotados

Para esta série os compostos 11 e 25 foram escolhidos para busca conformacional,
porque sa0 0s mais ativos de cada subgrupo da série. Os métodos sistematico e aleatério
foram utilizados para percorrer o espaco conformacional.

Para o composto 11 foi utilizado método sistematico para busca conformacional. Os
angulos de diedro das ligagdes C(8)—N(11) e N(11)}—C(12) foram variados conjunta-
mente (numeragado mostrada na Figura 4.3), e a energia de cada uma das geometrias
geradas foi calculada com o método AM1. Também foi variado o angulo diedro da li-
gagdo C(9)—C(18), separadamente, utilizando a conformagao de menor energia obtida
na primeira etapa. Os valores dos angulos diedro foram variados com passos de 5°. Nas
regices do espago conformacional onde ha inversio da configuracdo do nitrogénio foi uti-
lizado um passo 0, 5° para melhor definir o ponto de inversao.

Também foi feito um estudo conformacional baseado na geracao aleatéria de conforma-
¢oOes para a molécula para o composto 11. Foram geradas duas mil estruturas utilizando
o método da matriz de distancias métricas, em dois conjuntos de mil estruturas. Qs de-
talhes da geracdo das estruturas com o programa distgeom s&o os mesmos ja utilizados
e mostrados na Secgdo 3.4.1. Foram selecionadas seiscentas e dezessete conformagoes em
um limite de 3, 0 kcal.mol= & partir da mais estavel.

Os resultados da busca conformacional sistematica e aleatoria foram coerentes, apon-
tando para uma mesma estrutura de minimo global. O conférmero de menor energia
encontrado para o composto 11 & mostrado na Figura 4.3, e foi encontrado com a busca
aleatéria.

Para o composto 25 foi realizada busca sistematica em torno da ligagao N(11)—C(12).
O conformero de menor energia é mostrado na Figura 4.4, assim como a numeracio
adotada para os 4tomos. Deve-se observar que os atomos de carbono C(20) e C(21),
e de oxigénio O(22) da Figura 4.3 n3o tém equivalentes na Figura 4.4. As variaveis
utilizadas no modelo para os compostos da série das aril-metil-pirrolo-quinolinas sio as
mapeadas nas seguintes posi¢des: No carbono C(22) mostrado na Figura 4.4 para a
posi¢ao equivalente ao carbono C(21) da Figura 4.3, no hidrogénio ligado ao carbono
C(18) para a posicio O(22) e no hidrogénio ligado ao carbono C(19) para a posicio
C(21). Os hidrogénios ndo aparecem nas figuras para evitar um maior congestionamento
visual.

Para obter todos os compostos da série foram feitas as substituicdes listadas na Ta-
bela 4.1 nos grupos R1, R2 e R3 da estrutura mostrada na, Figura 4.1, usando a conforma-
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¢ao mostrada na Figura 4.3. Também foram feitas as substitui¢Ges listadas na Tabela 4.2
nos grupos R1, R2 e R3 na estrutura da Figura 4.2, usando a conformacio mostrada na
Figura 4.4, Estas geometrias assim obtidas foram todas completamente otimizadas com
método semi-empirico AM1.

As geometrias resultantes da otimizagio das estruturas com AM]1 foram submetidas a
otimizagao de geometria com método ab initio usando HF(3-21G) e pseudo-potencial tipo
SBKJC, para qual usaremos a notagio HF (SBKJC-21G). Utilizando HF(3-21G//AM1) e
HF(SBKJC-21G) foram obtidas propriedades moleculares para o estudo QSAR dos cento
e vinte e quatro compostos listados nas Tabelas 4.1 e 4.2.

Foram calculados cingiienta e cinco descritores no total. As cargas calculadas com mé-
todo CHELPG para os vinte ¢ dois 4tomos numerados conforme mostrado nas Figuras 4.3
¢ 4.4, a densidade eletrénica total para os mesmos atomos ¢ a energia dos onze orbitais
de fronteira entre HOMO-10 e LUMO. Os descritores obtidos foram todos autoescalados
para obter o conjunto da variaveis independentes do modelo de regressao multivariada.
As atividades foram convertidas para unidades logaritmicas e autoescaladas a seguir, para
constituir o conjunto de variaveis dependentes do modelo QSAR. Os valores de atividade
previstos nas Tabelas 4.1 e 4.2 foram obtidos com um modelo que utilizou vinte variaveis
descritoras selecionadas do conjunto total, com seis variaveis latentes na regressdo PLS.
Os resultados de atividade previstos com QSAR realizado com os descritores calculados
usando HF (SBKJC-21G) sao mostrados nas tabelas sob a coluna ‘MOD1’.

/j
\/

NH(|)

X R3
R1
s

Figura 4.1: Estrutura do esqueleto principal dos compostos da série das acil-arilamino-
quinolinas listadas na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Nimero atribuido para cada composto da
série das acil-arilamino-quinolinas e os substituintes que
devem ser incluidos no esqueleto da Figura 4.1 para for-
mar cada estrutura. Os valores das atividades experi-
mentais publicadas [133-135] e os valores estimados pelo
modelo proposto também sdo mostrados, em unidades de
concentragao pumol.l™! para a inibigio de 50% do processo

Substituinte IC50{emol.1)
No. R1 R2 R3 Exp. MOD1
1 8-OMe o-Me n-Pr 1.7 1,41
2 8-OCH,CH,OH o0-Me n-Pr 24 1,40
10 6-OH H n-Pr 0,24 0,31
11 6-OH p-OH n-Pr 0,071 0,16
12 7-OH H n-Pr 1,2 3,19
13 8-OH o-Me n-Pr 3,3 5,33
14 8-OH o-Me-p-F n-Pr 7,6 8,83
15 8-OH o-Me +-Pr 1,2 2,13
16 8-OH o-Me-p-F +Pr 2,7 4,41
36 8-CH,OH o-Me Et 0,38 0,84
37 8-CH,OH o-Me-p-OH Et 0,18 0,31
38 §-CH,OH o-Me n-Pr 0,84 0,83
39 8-CH,OH o-Me-p-F n-Pr 2,2 1,56
40 8-CH,OH o-Me-p-OH n-Pr 0,18 0,53
41 8-CH,OH o-Me +Pr 0,82 0,74
42 8-CH,0OH o-Me-p-F -Pr 2,1 0,81
43 8-CHO o-Me n-Pr 1,2 0,70
44 8-oxiranil o-Me n-Pr 3.0 2,72
45 8-CH(OH)CHCH, 0-Me n-Pr 0,66 1,22
46 8-CHCHCH,OH o-Me n-Pr 2,3 2,19
49 8-OMe H Et 4,0 5,24
50 8-OMe o,m-di-Me Et 1.4 3,85
51 8-OMe 0,0-di-Me n-Pr 1,6 1,41
52 8-OMe 0,p,0-tri-Me n-Pr 3,1 0,96
53 8-OMe m,m-di-Me n-Pr 11,3 26,04
54 8-OMe o-Et n-Pr 0,89 1,71
55 8-OMe o0-OEt n-Pr 20 1,11
56 8-OMe 0-OMe n-Pr 1,5 1,11
LY 8-OMe 0,p-di-OMe n-Pr 2,1 1,12
58 8-OMe o-Me-p-OMe n-Pr 1,27 0,99
59 8-OMe o-CH,OMe n-Pr 5,5 4,2
60 8-OMe o-Me-m-CH,OH n-Pr 6,0 1.8
61 R-OMe o-Me-m ~CH,0OH n-Pr 10,2 8,52

Continua na préxima pagina
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Tabela 4.1: Continuacio

Substituinte ICs{pmol.1™h)
No. R1 R2 R3 Exp. MOD1
62 8-OMe o-OH n-Pr 1,3 0,83
63 8-OMe p-OH n-Pr 0,67 0,67
64 8-OMe o-Me-p-OH n-Pr 0,21 0,35
65 8-OMe 0,0 -di-Me-p-OH n-Pr 0,5 0,75
66 8-OMe o-Me-p-(OCOELt) n-Pr 19 6,17
67 8-OMe 0,0 -di-Me-m,p-di-OH n-Pr 2,8 3,93
68 8-OMe m,p-di-metilenodioxil n-Pr 3,6 5,81
69 8-OMe 0,0-di-Me-
m,p-di-metilenodioxil n-Pr 2,7 3.3

70 8-OMe o-Me-p-F n-Pr 2,3 1,57
71 8-Me o-Me n-Pr 3,0 2,55
72 8-Me 0,0 -di-Me n-Pr 3,1 4.03
73 8-Me o-Et n-Pr 2,9 3,22
74 8-Me o-OMe n-Pr 2,2 1,83
75 8-Me o0,p-di-OMe n-Pr 2,4 1,23
76 8-Me o-Me-p-OMe n-Pr 1,7 1,01
77 8-Me o-Cl n-Pr 6,3 47
78 H o-Me n-Pr 0,97 1,95
79 6-NH, o -Me n-Pr 0,16 0,27
80 6-OH-8-OMe H n-Pr 1,3 1,00
81 6-OH-8-OMe p-F n-Pr 2,1 1,46
82 8-NH, o-Me n-Pr 6,0 3,68
83 8-CONH; o-Me n-Pr 1,9 1,41
84 R-Ac o-Me n-Pr 1,5 1,62
85 8-Ac o-Me-p-OH n-Pr 0,55 0,5
86 8-CH,COOH o-Me n-Pr 7,2 2,77
87 8-CH,COOMe o-Me n-Pr 5,4 3,94
88 8-NHCH,CH,OH o-Me n-Pr 7,1 4,68
89 8-0(CH,);COOEt o-Me n-Pr 1,6 2,39
90 8-O(CH,)3NMe, o-Me n-Pr 0,39 0,93
91 8-O(CHz)3NMe, o-Me n-Pr 0,52 1,08
92 8-O(CH,)s-

1-piperidinil o-Me n-Pr 0,5 1,19
93 8-O(CH2)3-

I-morfolinil o-Me n-Pr 0,89 1,23
94 8-O(CHs)s-

1-pirrolidinil o-Me n-Pr 0,51 1,13
95 8-O(CHy);N- .

{Me)CH,Ph o-Me n-Pr 0,65 0,5

Continua na préxima pagina
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Tabela 4.1: Continuagao

Substituinte IC50(pmol.171)
No. R1 R2 R3 Exp. MOD1
96 8-O(CH,)3N-
(Me)(CH,)3Ph o-Me n-Pr 0,74 0,55
97 8-NH(CH,);-
1-morfolinil o-Me n-Pr 2,4 2,56
98 8-NHCH,CH,-
{4-imidazolil) o-Me n-Pr 1,4 2,19
99 8-CH,(2-imidazo-
[4,5-¢|piridil) o-Me n-Pr 2.8 0,78
100 8-O(CH,);3-
CONH (4-piridil) o-Me n-Pr 26 1,32
101 8-NH, 0,0-di-Me n-Pr 5,8 2,76
102 8-O(CH,);NH-
(2-tiazolil) 0,0-di-Me Et 1,7 1,06
103 8-O(CH,);NH-
(2-piridil) 0,0-di-Me n-Pr 0,9 1,75
104 8-O(CHa,);-
(2-benzimidazolil) 0,0 -di-Me n-Pr 14 1,13
105 8-O(CH;)3NHAc 0,0-di-Me n-Pr 1,8 2,39
106 8-O(CH,);CONH, 0,0-di-Me n-Pr 2,2 2,03
107 8-0O{CH,);CONEH-
-C{Me),CH,OH 0,0-di-Me n-Pr 2.8 2,26
108 8-OCH,CH,0H o-Me Et 0,76 0,76
109 8-OCH,CH,OH o-Me-p-F Et 2,0 2,34
110 S—OCHQCHQOH o—Me-p—F n-Pr 2,7 2,76
111 8-OCH,CH,0H o-Me-p-OH n-Pr 0,21 0,54
112 8-OCH,CH,OH o-Me -Pr 0,99 1,77
113 8-OCH,CH,0H o-Me-p-F +Pr 1,6 2,48
114 8-OCH,CH,0OMe o-Me Et 0,78 0,78
115 8-OCH,CH,0OMe o-Me-p-F Et 2,0 2,06
116 S-OCH2CH20ME Me n-Pr 2,5 1,37
117 8-OCH,CH,0Me o-Me-p-F n-Pr 3,5 2,48
118 8-0OCH,;CH,0OMe o-Me i-Pr 1,4 1,6
119 8-OCH,>CH,0OMe o-Me-p-F ' -Pr 1,7 2,53
120 8- (OCH,CH,),0H H nPr 21 1,82
121 8-(OCH,CH,),OH o-Me-p-F n-Pr 4.0 3,08
122 8-(OCH2CH2)30H o-Me n-Pr 2,4 2,09
123 8-(OCH,CH,),OH o-Me-p-F n-Pr 3,6 3,20
124 8-0(CH,);OH 0,0 di-Me nPr 121 1,00

Final
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Figura 4.2: Estrutura do esqueleto principal dos compostos da Tabela 4.2. A ligacio em
negrito é simples ou dupla, conforme indicacao da tabela.

Figura 4.3: A conformacao do composto 11
utilizada para construgdo das geometrias
Iniciais dos compostos série das acil-arila-
mino-quinolinas listadas na Tabela 4.1. A
numeragao corresponde is posicdes atdomi-
cas das propriedades calculadas.

Figura 4.4: A conformacao do composto 25
utilizada para constru¢io das geometrias
iniciais dos compostos da série das aril-me-
tilpirrolo-quinolinas listadas na Tabela 4.2.
A numeragio corresponde as posi¢des atd-
micas das propriedades calculadas.
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Tabela 4.2 Nome atribuido aos compostos da série dos aril-metilpirrolo-quinolinas, e
os respectivos substituintes nas posigdes R1, R2 e R3 para o esqueleto da Figura 4.2.
Os valores das atividades biolégicas experimentais e estimados com o modelo ‘MQOD1’

também sio mostrados, em unidades de 1Cx;.

Comp. Substituinte Ligacéo ICsp(pmol 171)[£q]
No. R1 R2 R3 dupla Exp. MOD1
3 OCHj; o-OCH;3 NH, nao 0,44[0,03] 0,21
4 CH3 O—CH3 NH2 nao 0,22 0,23
5 OCH; o-0OCH; H nao 1,29 1,52
6 CH; o-CH3 H nao 0,98 1,24
7 H o-CHj H sim 9,8(0,3] 26,85
8 Ver Figura 4.5 69 44,2
9 Ver Figura 4.3 22 21,3
17 CH; o-CHj NHCH; nao 0,18[0,02] 0,26
18 CH; o-CHj N(CHj)» nao 1,03 0,49
19 OCHj34 H CHs nao 2,4[0,1] 3,98
20 OCH; o-OCH; CH; nio 1,602] 1,00
21 OCH; o-CHj CH; nio 0,66[0,11] 1,41
22 CH, o-CHj CH, nio 0,42(0,03] 0,91
23 H oCH; CHj; nao 0,41 1,41
24 H 0-CH3,p-OCH; CH; nao 0,53 1,41
25 H o-CHs,p-OH CHj nao 0,17 0,19
26 H 0,0-di-CHj CH, nio 1.5 0,91
27 OCH3 o¢-CHj3,p-OCHj3 CHgy nao 1,0 0,69
28 F o-CHjs CH; nio 0,75 0,23
29 OH o-CHj CH3 niao 1,1 1,10
30 CH; o-CHj NHCH; sim 0,29 0,13
31 CH; o-CHj NH(CHj3),OH sim 0,17 0,38
32 CH; o-CHj NH(CH;3);0H sim 0,41 0,43
33 CH;_J, O-CH3 NH(CH3)4OH sim 0,22 0,39
34 CH; o-CHj NHCONHCH; nio 4,97 1,84
37 CH;s o0-CHjs NHCONH, ndo 1,99 2,69
47 CH;z o0-OCHs,p-CHj NHCH; nio 0,28 0,26
48 OCH; o-CHj NHCH;3 nao 0,25 0,34
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Figura 4.5: Estrutura do composto 8 da Figura 4.6: Estrutura do composto 9 da
série dos aril-metil-quinolinicos listados na  série dos metil-aril-quinolinicos listado na
Tabela 4.2. Tabela 4.2

4.4 Resultados da modelagem e relagoes entre as es-
truturas e as atividades

O método escolhido para criagdo do modelo de regressdo foi o de Minimos Quadrados
Parciais (PLS). Para determinar o nimero de variaveis latentes que resultam no modelo
que melhor descreve os dados experimetais foi utilizado o critério do Minimo Erro Qua-
drado de Previsao (PRESS) em validagao cruzada. A validacdo cruzada foi realizada
para conjuntos aleatérios de dez compostos, que foram eliminados do treinamento em
vinte vezes blocos, de maneira que todos os compostos ficaram de fora do conjunto de
treinamento pelo menos uma vez. As condi¢des que resultam no menor valor de PRESS
foram utilizadas para dar prosseguimento ao trabalho.

A selegao de variaveis foi realizada por inspe¢do. Com o nimeroe escolhido de variaveis
latentes, os coeficientes de regressao das variaveis latentes foram utilizado para selecionar
as variaveis descritoras que sdo utilizadas no modelo. Descritores com pequeno valor
absoluto dos coeficientes foram eliminados, e o procedimento de determinacio do numero
6timo de variaveis latentes por minimizac¢ao de PRESS foi repetido.

Um novo modelo é testado, uma nova matriz de coeficientes é calculada e os descri-
tores com coeficientes pequenos nas variaveis latentes que capturam percentuats altos de
variancia sao eliminados. Repete-se este ciclo até que o valor de PRESS total aumente
com a retirada de variaveis. Determina-se o niimero razoavel de variaveis latentes usando
o modelo final, levando-se em conta o nimero de amostras, varidveis independentes e
capacidade de previsdo. Este modelo usa seis variaveis latentes para representar as vinte
variavels descritoras finalmente selecionadas. O modelo foi usado para validag¢io cruzada
de grupos de dez compostos para obter os valores de previsao listados na coluna ‘MOD1’
das Tabelas 4.1 e 4.2.
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A andlise dos indicadores de qualidade de regressao € mostrada na Tabela 4.5. Para
o modelo obtido com dados calculados com HF(SBKJC-21G) os indicadores sao mostra-
dos na coluna ‘MOD1’. Nas colunas ‘MOD2’ e ‘MOD3’ temos valores de erros médios
quadrados em validagdo cruzada em bloco (RMSECYV) e leave one out (RMSELOCYV)
para modelos intermediarios. Estes modelos intermediérios foram utilizados na selecio
de varidveis e eliminacao de alguns compostos do conjunto. Os indicadores de qualidade
do modelo utilizando dados obtidos com HF(3-21G//AM1) sao mostrados na coluna
‘MOD4’. Podemos observar que os erros em validagao cruzada para os modelos ‘MOD1’
e ‘MOD4’ sdo muito préximos. O método de escolha foi HF(SBKJC-21G) por simplifi-
cacdo dos calculos geometria. A utilizagdo de método semi-empirico pode ser vantajosa
se 0s recursos computacionais forem insuficientes para completar os calculos ab nitio.
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Figura 4.7: Estrutura do composto 11 ,
mostrando as varidveis ligadas aos atomos
selecionadas para o modelo QSAR. A figura
da esquerda mostra a ietra ‘Q’ ao lado de
cada atomo cuja carga liquida selecionada
no modelo final, e a letra ‘D’ no caso em que
a densidade eletronica total foi selecionada.

Figura 4.8: Cargas liquidas calculadas com
o método CHELPG para o composto 11
que é o mais ativo da série no subgrupo
das aril-acil-amino-quinolinas.

As varidveis selecionadas para as posigoes atdmicas sao mostradas na Figura 4.7 para
0 composto 11, e as cargas nos dtomos pesados da molécula na Figura 4.8, para o mesmo
composto. As energias dos orbitais do composto 11 selecionadas no modelo final sdo
as seguintes: EHOMO-8 :—0, 4581 eV, EHOMO-6 :—0,4303 EV, EHOMO-4 2—0,3902 eV e
egomo =—0,2068 eV. Estes orbitais moleculares do composto 11 estio desenhados nas
Figuras 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12.

O desenho dos 16bulos de HOMO sobre a estrutura da molécula é mostrado na Fi-
gura 4.9. Podemos ver em primeiro plano os &tomos do anel benzénico. Nas posi¢oes
C(14) e C(15), conforme a numeragao da Figura 4.3, as densidades eletrénicas do HOMO
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€ as cargas nos atomos de carbono C(13), C(15) e C(16) (Qeopsy = —0,0774; Qcpsy =
0,6021; Qcq1sy = —0, 5442 no composto 11, ver Figura 4.8) sugerem que o potencial ele-
trostatico pode direcionar a regifo da molécula para um sitio onde os lobulos do orbital
possam interagir adequadamente com o receptor. Estas varidveis também podem agir
apenas como indicadoras do tipo da substituicdo na posicio R2 da molécula. Uma in-
terpretagao inequivoca do significado destas varidveis relevantes no modelo depende do
conhecimento do mecanismo detalhado da ligacio da droga ao receptor. Sem conhecer
estes detalhes, apenas suposigGes podem ser feitas [136).

Na Figura 4.10 é mostrado o orbital HOMO-4. Este orbital tem lobulos grandes na
regido do nitrogénio N(1) e da carbonila C(18)=0(22). No nitrogénio N(1) temos que
tanto a densidade como a carga calculada sio relevantes no modelo criado, enquanto na
regiao da carbonila temos que a carga em C(19) (carbono 8) é relevante assim como a
densidade eletronica em C(18). Uma nterpretagao é que a regido do nitrogénio participa
com elétrons em algum tipo de ligagio com o receptor, e que a acidez dos hidrogénios
ligados ao carbono 4 pode ser importante. A acidez de um proton esta ligada a polarizacio
da ligagdo ao 4tomo pesado [137]. O orbital HOMO-6 do composto 11 da Tabela 4.1 &
mostrado na Figura 4.11. Este orbital tem seus principais l6bulos na mesma reglao que o
HOMO-4, e podemos considerar valida a mesma interpretacao ja dada no caso do orbital
HOMO-4. Nesta regiao da molécula foram obtidas propriedades sobre diferentes atomos
para as moléculas dos dois diferentes subgrupos para compor o quadro dos descritores,
conforme explicado anteriormente.

A Figura 4.12 mostra os 16bulos do orbital HOMO-8 do composto 11. Sua importancia
deve-se ao fato de ter densidade na regido das ligaces que unem o anel de quinolina com
o grupo fenil, na regido do nitrogénio N(11). Esta densidade eletronica localizada nesta
regiao altera o perfil da barreira de energia potencial para rotacionar as ligagdes C(8)—
N{11)—C(12). Sua interpretagdo esta ligada & restricio da posicao do grupo fenil na
molécula.

No anel de quinolina h4 alternancia entre a importancia de cargas (Q) e densidades
(D). Tragando um eixo imaginario entre os atomos C(5) e C(10) na Figura 4.7, pode-se
observar uma alternancia Q-D-Q-D no eixo ao longo do eixo imaginario. As cargas sao
importantes na regido dos atomos C(5); C(4); C(2) e N{1). Ha polarizacio nas ligagdes
(Qc(5) = —0,4836 — QC(4) = 0,2358 ; QN(I) = —(, 7167 — Qc(g) = 0,5547), bastante
elevada no caso da ligagao N(1)—C(2). As densidades eletronicas em C(6) e C(10) sao
expressivas em HOMO, como pode ser observado na Figura 4.9. O atomo de nitrogénio
N(1) tem densidade expressiva em HOMO-4 e HOMO-6. Trata-se de um possivel sitio
doador de elétrons, por suposicio.

O modelo QSAR obtido para esta série de compostos, utilizando as vinte variaveis
independentes descritas agrupadas em seis varigveis latentes, foi denominado ‘MOD1’. A
varidncia acumulada em cada uma das variaveis latentes (VL) esta listada na Tabela 4.3.
Mostra uma aquisi¢do razoavel da informacio das variaveis descritoras, e uma boa aqui-
si¢ao da varidncia para as atividades. Os coeficientes obtidos nas variaveis latentes para
cada variavel descritora e o vetor de regressio estio listados na Tabela 4.4.

Os resultados de regressio para esta série de compostos mostram valores razoaveis dos
indicadores de qualidade de regressio. Deve-se levar em conta que o conjunto é numeroso,
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Figura 4.9: Orbital HOMO do composto
11, mostrando a densidade eletrénica na
regiao do anel de benzeno em primeiro
plano.

Figura 4.10: O orbital HOMO-4 do com-
posto 11 tem densidade eletrdnica ex-
pressiva na regiao dos atomos de nitro-
génio do anel de quinolina e na regiio
da carbonila.

Figura 4.11: Orbital HOMO-6 do com-
posto 11 tem lébulos parecidos aos do
orbital HOMO-4.

Figura 4.12: O orbital HOMO-8 do
composto 11 mostra densidade eletrs-
nica na regiio de ligagdo entre os anéis,
relacionando-se a liberdade rotacional
das ligagoes.
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Tabela 4.3: Tabela com as variancias acumuladas pelas seis variaveis latentes do modelo
final com o conjunto de varidveis descritoras selecionadas autoescalados.
Independentes dependentes

VL# Esta Total Esta Total
1 11,68 11,68 46,76 46,76
2 15,23 26,92 10,89 57,65
3 10,91 37,83 9,26 66,91
4 4,32 4215 12,27 79,18
5 9,15 51,30 2,41 81,59
6 7,88 59,18 1,33 82,91

dividido em dois subconjuntos com mudangas no esqueleto fundamental. Na Tabela 4.5
sa0 mostrados valores da qualidade de alguns modelos preliminares e do modelo final
denominado ‘MOD1’. Na Figura 4.13 é mostrado um grafico com os valores experimentais
e previstos, em unidade de log /Css. Alguns compostos com previsio ruim e estrutura
quimica com grupos substituintes muito volumosos e diferenciados foram eliminados do
modelo e das Tabelas 4.1 e 4.2,

Na Figura 4.14 podemos ver o grafico dos indicadores de dispersio do conjunto de
compostos no subespago das variaveis latentes. Os valores de @ e T? para cada composto,
assim como os limites calculados para estes pardmetros foram desenhados. Na Figura 4.15
podemos observar os valores dos desvios padrao da estimativa da atividade de cada com-
posto em relagao ao valor experimental, assim como o leverage de cada uma das amostras.
Os graficos das Figuras 4.14 e 4.15 foram utilizados conjuntamente para definir os com-
postos que poderiam ser eliminados do conjunto de treinamento do modelo. Valores
maiores que 0s limites nos indicadores de dispersio acompanhados por desvios maiores
que 2,5 o foram considerados indicagbes para eliminagdo dos compostos do modelo. Um
aumento da dispersao de uma dada amostra pode ser compensado pela introducio de um
maior nimero de amostras com caracteristicas semelhantes, caso contrario teremos erros
de previsdo para o compostos com as tais caracteristicas. Um alto valor de leverage na
Figura 4.15 significa que um dado composto tem alta influéncia na construgio do modelo.
Amostras com valores nos extremos da escala geralmente tém valores altos de leverage.
O caso dos compostos 7, 8 e 9 & exemplar. Suas estruturas sio distintas, seus valores
de atividade situam-se no extremo inferior da escala de atividade, tém valores altos dos
indicadores de dispersao (porqué tém estruturas diferenciadas), porém sua estimativa é
boa e foram mantidos na criagao do modelo final.

4.5 Conclusoes

Para esta classe de compostos 0 modelo proposto é capaz de prever aceitavelmente a
atividade dos compostos em validagdo cruzada. O conjunto de variaveis descritoras cal-
culadas e utilizadas na previsdo tem relagdo bastante direta com elementos estruturais,
constituindo um ponto de partida para um processo de alinhamento desta classe de dro-
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Tabela 4.4: Coeficientes de regressao de cada variavel latente do modelo de regressao PLS
‘MODL1’ e vetor de regressio, obtidos segundo as Equagoes 1.86 da pagina 42.

Varidvel Variavies Latentes Vetor de
Descritora 7#1 #2 #3 #4 #5 #6 Regressao
Q(1) 0,1555 0,0624 -0,0343 -0,0642 -0,0263 -0,0321 0,0610
Q(2) -0,0047 -0,0875 -0,0432 -0,0551 0,0081 -0,0121 -0,1944
Q(4) -0,0102 -0,0422 -0,0212 -0,1511 0,0018 -0,0174  -0,2402
Q(3) -0,0814 -0,0970 -0,1337 -0,1058 -0,0362 -0,0004 -0,4544
Q(13) -0,0214  0,0483 0,0973 0,1221 -0,0026 0,0055 0,2493
Q(16) 0,1363 0,0618 0,0654 0,0555 0,0719 0,0449 0,4359
Q(19) -0,0965  0,0012 0,0676 -0,0484 -0,0751 -0.,0612 -0,2125
D(1) 0,1893 0,0104 10,0139 10,1693 0,0255 0,0209 0,4294
D(3) -0,0508 -0,0014 10,1361 0,2624 0,0817 0,0243 0,4523
D(4) 0,0083 -0,0857 -0,0849 -0,2112 -0,0491 -0,0850  -0,5071
D(6) 0,0393 -0,0139 0,0766 0,0628 0,0541 0,0306 0,2495
D(8) -0,1006 -0,0303 10,0690 0,0870 0,0139 0,0357 0,0747
D{10) 0,0494 -0,1011 -0,0759 -0,1183 -0,0289 -0,0094 -0,2842
D(14) 0,1627 0,0489 0,1211 00,1840 0,0188 -0,0328 0,5028
D(15) -0,0138 -0,0241 -0,0568 -0,3099 -0,0165 0,0062 -0,4149
D(18) 0,2084 0,1338 0,1298 10,0104 -0,0077 0,0058 0,4804

egomo-s  0,0193  0,0484 0,0113 10,1922 0,0773  0,0097 0,3582
€omo-¢  -0,1137  0,0109 -0,0443 -0,0780 -0,0134 -0,0682 -0,3067
€gomo-4 -0,1430 00145 -0,0152 -0,0687 0,0222 10,0128 -0,1773
EHOMO -0,1750  0,0051 -0,0016 10,0508 10,0246 0,0070  -0,0892

Tabela 4.5: Tabela com os indicadores de qualidade de previsiao no modelo final (MOD1)
e nos modelos correlatos. RMSECV significa a média quadratica do erro de validagao
cruzada em bloco, RMSELOCY significa a média quadratica dos erros de validacdo cru-
zada tipo leave one out. O valor de ¢* foi obtido com validagio cruzada em blocos de dez
compostos.

Indicador MOD1 MOD2 MQOD3 MOD4

RMSECV 0,24 0,27 0,30 0,25
RMSELOCV 0,21 0,24 0,36 0,21
q° 0,67 — — —
SDEP 0,26 — — —
PRESS 7.87 — — —
Descritores 20 20 20 20
VLs 6 6 6 6

N2Compostos 124 128 133 124
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Figura 4.13: Grafico mostrando os valores de log ICsy das atividade biologicas medidas
experimentalmente e os valores obtidos com o modelo denominado ‘MOD1’, obtido com
seis variavels latentes representando os vinte descritores selecionados, para os cento e
vinte e quatro compostos listados nas Tabelas 4.1 e 4.2. Os valores foram previstos com o
modelo em validagao cruzada usando dez compostos retiraddos aleatoriamente uma tnica
vez do conjunto de treinamento.
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Figura 4.14: Grafico mostrando os valores dos indicadores de dispersio Q e T2 dos
compostos no conjunto de treinamento para o modelo ‘MOD1’. Qs Valores limite para
cada pardmetro sio mostrados pelas linhas paralelas aos eixos, e devem ser utilizados
para avaliar o quanto cada um dos compostos tem de atipico no conjunto, tendo em
vista o compromisso entre uma melhor capacidade previsao e uma grande capacidade de
generalizacao do modelo obtido.
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Figura 4.15: Grafico mostrando os valores dos desvios padrio para cada estimativa de
log ICs0, € o leverage de cada um dos compostos no modelo ‘MOD1’.
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gas ao sitio receptor. Também pode-se utilizar calculos mecinico quanticos para estimar
a atividade de um novo composto ainda nio sintetizado, com restricdes. A estimativa de
desvio, SDEP== (J, 27, mostrada na Tabela 4.5 n3o permite a distingao do mais ativo entre
compostos com alta atividade, com valor pequeno de log ICs, porém aponta inequivoca-
mente as direcdo de maior atividade. Na regido de menor atividade ha maior dispersido
dos valores estimados, o que pode ser entendido se consideramos que a ligacao de uma
droga ao um sitio receptor se da por motivos especificos. O impedimento da ligacdo da
molécula ao receptor pode ser causado por intmeros fatores. Ou seja: O conjunto dos
compostos que sao bons ligantes certamente compartilha propriedades fisico-quimicas,
sobre os demais pouco pode-se afirmar.



Capitulo 5

Estudo do mecanismo da reacao de
eliminacao das Nicotinamidas

5.1 A conversao da pro-droga na espécie bioativa

Os compostos da classe das 2-[(2,4-Dimetoxibenzil) sulfinil}-N-(4-piridinil) piridina-3-
carboxamidas sdo derivados de Nicotinamidas e foram estudados por Terauchi e colabo-
radores como possiveis inibidores da secre¢io gastrica [138-140]. Esses compostos tém
um esqueleto principal como o mostrado na Figura 5.1.

R1 N s

RS
R4

Figura 5.1: Estrutura do esqueleto principal dos compostos da série das nicotinamidas
listadas na Tabela 5.1.

Estes compostos produzem inibigio irreversivel da secrecdo gastrica, provavelmente
atuando na enzima H* K*-ATPase. Estes compostos agem como pré-drogas, sendo meta-
bolizados e convertidos na forma ativa no meio acido do estémago, conforme o mecanismo
da Figura 5.2. Esta caracteristica é responsavel pela alta seletividade destas drogas para
a enzima presente nas face luminal da membrana das células apicais da parede estomacal
[141]. Acredita-se que estes compostos podem agir no organismo através de um meca-
nismo semelhante ao de compostos como 0 Omeprazol, mostrado na Figura 5.3. Podemos
deduzir que para ser ativo um composto deve ser capaz de tansforma-se facilmente em

121
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um dos intermediarios mostrados na Figura 5.3. Porém a forma ativa reage rapidamente
com residuos de metionina de qualquer proteina.

~
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Figura 5.2: Mecanismo de geral de reagio dos compostos derivados de Nicotinamida, que
reulta na forma ativa para a redugao da secregio gastrica destes compostos. O grupo
mostrado como R* na figura corresponde ao 2,4-dimetoxibenzil nas Nicotinamidas. A
forma de pré-droga dos composto é mostrada em (A) e a forma ativa em (B).

Para alguns compostos da série de moléculas, as atividades de inibicado da secrecio
gastrica e as estabilidades para decomposi¢io espontanea em solucio acida, foram medi-
dos e publicados por Terauchi e colaboradores. Estes dados sio mostrados na Tabela 5.1.
Para modelar a inibi¢io da secrecdo géstrica in wvitro, cujos dados foram omitidos da
tabela, foram realizados modelos SAR e QSAR utilizando todos os métodos propostos
nos capitulos anteriores. Para estes compostos também foram realizados calculos de Or-
bitais de Ligagdo Naturais (NBO') [142-144], na tentativa de obter descritores capazes
de resultar modelos SAR ¢ QSAR aceitaveis. Nenhum modelo baseado nos descritores
mecanico-quéntico calculados tem capacidade razoavel de previsio das atividades inibi-
doras publicadas em modelos SAR ou QSAR.

Considerando que a conversido dos compostos para a forma ativa deve ocorrer apenas
na regido dos canaliculos que ligam as células excretoras de protons ao limen géstrico,
onde o0 pH~23, podemos supor que compostos capazes de suportar condicdes de pH inter-
mediarias podem ser mais potentes in vivo, que aqueles que sio 6timos ligantes in vitro,
por que somente transforma-se na forma ativa nas imediagdes dos canais de transporte
de prétons. Os percentuais de inibicao de secrecio gastrica sio medidas in Viv0, € por
isso levam em conta todos os fatores que contribuem para a resposta bioclogica. Os dados
do percentual de inibigdo mostrados aqui sdo a resultante entre estabilidade relativa em
meio acido e afinidade pela enzima da forma resultante da reagfio de ativacio.

1A decomposigio NBO representa os calculos, realizados com qualquer base adequada para calculos
mecanico-quanticos, em termos de combinagoes de orbitais moleculares com referéncia direta as ligagdes
quimicas de 2 ou 3 centros, e dos orbitais antiligantes correspondentes. Este tipo de representagao pode
dar boa ancoragem para idéias sobre o mecanismo de reacio, ou reatividade de compostos
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\ (Metionia)-—SH Umeprazol:
5( X = 3-0CH,
Q\ = 3—CH 4—0CH3 ,S—CH3
S Lanzoprazol
Ativo 1 § X H
‘ Metionina = 3-CH; ,4-OCH,CF,
Pantoprazol
N (Menoma)——SH O = 5-0CHEF,
‘Q Y= 3—0(’:]—13 ,4—OCH3
Ativo 2

Figura 5.3: Mecanismo de geral de reagio de ativacio dos compostos semelhantes ao
Omeprazol

Tabela 5.1: Nome atribuido aos compostos da série das Nicotinamidas; substituintes nas
posi¢oes R1, R2, R3, R4 e R5 para o esqueleto da Figura 5.1: percentual de inibi¢ao da
secregao gastrica em camundongos e tempos de meia vida (t, /2) dos compostos em pH
acido.

No. R1 R2 R3 Rd RS % Inibicao t,,; em h
(dose mgkg~!) pH 3,0 pH 5,0

nm-6b H H H 2-NH-n-C3H~ H 12,9(10} <0,02 0,10
nm-6¢ H H H 2-NH-is0-C4Hg H 14,6(100) <0,02 0,16
nm-7f H H H 2-N{CH3)C2Hs H 51,2(10) 0,38 0,62
nm-7g H H H  2-N(CH3)-n-CsH. H 22,8(10) <0,02 0,29
nm-Th H H H  2-N(CHjz)-isoCsHy H 35,2(10) 0,11 0,39
nm-9b H H H 2-F,3-F,4-N(CH3)s,5-F H 28,1(10) 1,88 >50
nm-9c H H H  2-F4.N{CH3}3,5-F6-F H 16,7(100} < 0,02 0,73
nm-22 N(CHz): N({CHi); H H 57,5(10) — —

24-OCH;

A obtengdo do percentual de inibigio foi realizada por Terauchi e colaboradores se-
gundo o procedimento (simplificado) que segue. A medicéo ¢ realizado com grupos entre
quatro até sete animais com o piloro (misculo que controla a passagem do estOmago para
o intestino) cirurgicamente obstruido. A droga ou o veiculo de controle é administrada
imediatamente apds a obstru¢io cirtrgica e o abdémen do animal & suturado. Trinta
minutos apés a sutura, a secregio acida é estimulada com administracio de histamina
(30mg.kg™!). Quatro horas depois o animal é sacrificado. O estémago é retirado e o
volume de suco gastrico e sua acidez sdo medidos. O valor de produto do volume do suco
gastrico pela sua acidez é utilizado para comparacdo com o valor obtido da mesma ma-
neira para os animais do grupo de controle. O percentual de inibi¢io é assim estabelecido
como a relagao entre as média dos produtos acidez-volume dos animais do grupo drogado
e do grupo de controle. Valores da Dose Efetiva para 50% de Inibicio (EDs) séo obtidos
pela regressao linear de uma série de medidas do percentual de inibicio.

5.2 Objetivos

¢ Modelar o mecanismo da rea¢do de eliminagio que converte estes compostos, que
sao pro-drogas, para a forma bioativa.

o Comparar as propostas mecanisticas encontradas nos modelos mecanico-quanticos
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com as informagdes publicadas.

¢ Relacionar as energias calculadas para as estruturas de transi¢do as taxas da de-
composi¢do destes compostos.

5.3 Procedimentos para busca do estado de transicao
e discussao

O fato dos compostos da série serem pré-drogas é considerado o principal fator de
dificuldade para obtengéo de modelos SAR/QSAR. Outro fator de dificuldade é a grande
liberdade rotacional para estes compostos, que torna praticamente impossivel isolar gru-
pos de estruturas com maior estabilidade rotacional, em face do elevado nimero de con-
formacgoes encontradas no intervalo de 3, 0kcal.mol~! durante a analise conformacional.

Inicialmente foi realizado um estudo conformacional com o composto nm-22 utili-
zando o método da matriz de distdncias métricas para gerar as conformacdes partindo
de uma semente. As 2000 conformagdes geradas foram otimizadas com método semi-
empirico AM1, e foram selecionadas somente as conformacdes com diferenca maior que
0,4A na soma dos valores RMS das distancias nucleares, segundo a matriz de conectivi-
dade. Dentro deste conjunto de conformacdes foram selecionadas as trezentas e sessenta
e trés conformagoes dentro de um intervalo de 3, 0 kcal.mol=!. Entre estas foi selecionada
a conformagao de minimo local que aproximava os dtomos das regides citadas no meca-
nismo da Figura 5.2 como participantes de reagao de eliminacido. O composto nm-22 é
mostrado nesta conformagao, denominada nm-22¢, na Figura 5.4. A conformagio ob-
tida pela inversao da configuragao do 4tomo de enxofre, denominada nm-223 é mostrada
na Figura 5.5.

Modelar diretamente a reatividade de um composto requer assumir condigbes, ja que
a simula¢do completa do meio reacional é um problema computacional e teérico fora das
possibilidades atuais. Assume-se que o composto nao esta protonado inicialmente, e que
a protonagao ocorre durante a mudanc¢a de conformacao do 4tomo de enxofre, no dtomo
de oxigénio ligado a ele. O composto nm-22 desta série foi escolhido porqué é o mais
ativo nos testes in vitro de afinidade com a HY K™-ATPase e faz parte do grupo dos mais
ativos nas atividades in vivo mostradas na Tabela 5.1. O valor da sua meia vida nao foi
determinado pelos autores, entretanto.

Utilizando-se o conférmero nm-22a como geometria inicial, manualmente fez-se a
conformacio do dtomo de enxofre planar, alterando-se os valores de angulos de ligagdo
no arquivo de coordenadas atémicas da molécula. Esta geometria assim preparada foi
submetida & busca de coordenado intrinseca de reacdo. O nivel de calculo utilizado
foi Hartree-Fock com pseudo-potencial no cerne do tipo SBKJC e base 3-21G, com o
programa GAMESS utilizando as seguintes diretivas no arquivo de entrada:

$contrl scftyp=rhf runtyp=sadpoint ecp=sbk coord=cart $end
$statpt nstep=1000 $end

$basis gbasis=sbk $end

$statpt hess=calc hssend=.true. $end
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$scf dirscf=.true. diis=.true. soscf=.false. $end

A partir do ponto de sela pode-se calcular a coordenada de reagao para cada um dos
minimos locais que ocorrem nas suas imediacdes. Os minimos de menor energia e de
segunda menor energia das configuracdes do atomo de enxofre foram denominados nm-
220 e mn-223. Utilizando-se as seguintes diretivas no input do GAMESS caminhamos do
estado de transigio para a conformacio a.

$contrl scftyp=rhf runtyp=irc ecp=sbk coord=cart $end
$basis gbasis=sbk $end

$irc saddle=.true. pace=rk4 stride=0.1 npoint=1500 $end
$statpt hess=read hssend=.true. $end

$scf dirscf=.true. diis=.f. soscf=.t. maxvt=100 $end

Para selecionar a dire¢do da conformagio 3 devemos incluir mais uma diretiva de comando
no arquivo de entrada, no cartio $irc forwrd=.t. $end.

Partindo do ponto de sela foram obtidos os valores da barreira de inversio no sentido
da conformagdo «, mostrada na Figura 5.4, de minimo local, e no sentido da conformacao
(3 de segundo minimo de energia, mostrada na Figura 5.5. A altura da barreira de inversio
calculada é de 0,03854a.u. (24,18 kcal.mol™!) pela esquerda, no sentido o — 3. Pela
direita, o sentido 8 — «, o valor da barreira é de 0, 03522 a.u. (22,10 kcal.mol™1).

Valores da barreira energética obtidos com utilizagio de pseudo-potencial no nivel
Hartree-Fock com base n-31G provavelmente nao reproduzem os valores experimentais
da barreira de energia. O principal resultado obtido é uma geometria do estado de tran-
sicao que deve ser utilizada como ponto inicial para cilculos com bases mais adequadas
para caracterizagdo de estados excitados. Resultados iniciais com bases pequenas po-
dem diminuir sensivelmente o tempo total de calculo necessario na busca pela geometria
estado de transicdo e do perfil energético da relaxa¢io do estado de transicio.

O algoritimo utilizado [145] para seguir a coordenada de reacio foi Runge-Kutta de
4%rdem em substituigao ao algoritimo de Gonzélez-Schlegel de 22ordem. A substituicao
nao ¢ vantajosa do ponto de vista computacional, ja que o algoritimo de Gonzalez-Schlegel
€ mais eficiente, sendo necessaria apenas nas imediacdes do ponto de sela, uma regiao em
que o0 método de 2% ordem nio foi efetivo.

Para modelar o mecanismo da eliminacio que converte estes compostos para a forma
biologicamente ativa, foi usado o seguinte procedimento: A partir de um ponto de sela ja
calculado, adicionou-se um ion H* na molécula, préximo ao oxigénio ligado ao enxofre, (a
posi¢ao indicada pelo mecanismo publicado, mostrado na Figura 5.2) e procedeu-se uma
nova busca pelo ponto de sela, o cilculo da hessiana no ponto de sela, e a busca pelo ponto
de sela final. A geometria deste ponto foi, mostrada na Figura 5.6, foi utilizada como
ponto inicial para a simulagédo da reagio de eliminagiao. A diferenca de energia entre
os dois estados de transi¢do, protonado e nio protonado, corresponde a —0,0950a.u
(—59, 64 kcal.mol™1).

A eliminagao do grupo 2,4-dimetoxibenzila a partir do ponto de sela da Figura 5.6,
com o grupo sulifinil protonado, é o caminho natural para os produtos da reacio. Esta
eliminagdo nao concorda com o mecanismo publicado para esta reacao catalisada por
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acido mostrado na Figura 5.2. O mecanismo aponta a ciclizagdo do nitrogénio do grupo
amida com o atomo de enxofre como a primeira, etapa da reagdo de eliminagio/ciclizacio.

Na Figura 5.7 € mostrada a geometria obtida seguindo a coordenada de reacio a partir
do ponto de sela, protonado na regiao do oxigénio, no sentido dos produtos. Eliminando
0s atomos correpondentes ao fragmento 2,4-dimetoxibenzila resta o frgmento que deve
ciclizar-se para dar origem ao produto final da, reagao, denominado 22-fl. A cisio da
ligagéo carbono-enxofre ¢ heterolitica, ficando o fragmento 22-f1 com carga neutra em
fungdo do préton adicionado anteriormente ao atomo de oxigénio durante a busca do
estado de transicio.
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Figura 5.4: Estereograma da conformagao mais estavel (a) do composto nm-22 otimizada
com método ab ¢nitio utilizando pseudo potencial SBKJC no cerne e base 31G na camada
de valéncia. Um estereograma consiste no conjunto de duas figuras rotacionadas em cerca
de 5°, que formam uma imagem tridimensional quando observadas adequadamente.

O fragmento 22-f1 obtido da eliminagio, mostrado na Figura 5.7 foi utilizado para
tentar simular o fechamento do anel. Este é o passo final para se obter os produtos
mostrados na Figura 5.2. Partindo do estado de transigao da Figura 5.7 foram calculados
quatrocentos e quarenta pontos seguindo os modos de vibragdo com raiz imaginaria.
O valor de maximo na matriz de forgas foram selecionados, ¢ sdo denominados pelo
namero do ponto. A altura da barreira de energia entre os pontos cingiienta e noventa
corresponde a —0,007428 u.a. (—4, 66 kcal. mol™). Entre os pontos numero duzentos e
nimero quatrocentos é de —0, 006689 u.a. (—4, 20 kcal.mol™!). Entre os pontos ntimero
quatrocentos e numero quatrocentos e quarenta é de 0, 005687 u.a. (3,57 kecal.mol™!). Em
cada um dos pontos foi recalculada a matriz hessiana e iniciada nova busca pelo estado
de transicio. Nao foi encontrado nenhum intermediario que pudesse seguir um caminho
de reagdo no sentido da ciclizacio.
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Figura 5.5: Estereograma da conformagio 3 do composto nm-22 otimizada com método
ab initio utilizando pseudo potencial SBKJC no cerne e base n-31G na camada de valéncia.
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Figura 5.6: Estereograma do ponto de sela do composto H*-nm-22 otimizada a partir
do ponto de sela da espécie néo protonada.
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Figura 5.7: Estereograma do composto nm-22 apés a primeira etapa do mecanismo, a

eliminagao do grupo dimetéxi-benzil, otimizada com método ab initio e pseudo potencial
SBKJC.

5.4 Conclusoes

Os mecanismos mostrados nas Figuras 5.2 e 5.3 propdem que a facilidade de conversio
para a forma ativa é preponderante sobre a afinidade droga—sitio na atividade das drogas
pertencentes a estas classes. Na Tabela 5.1 vemos que 0s compostos com maior atividade
sao aqueles com um tempo de meia vida intermediario, capazes de permenecerem inativos
até estarem nas condigoes encontradas nos canaliculos da parede estomacal.

O modelo desenvolvido prossegue até o um intermediario semelhante aquele denomi-
nado ‘Ativo 1’ na Figura 5.3, nio havendo caminho de reagio que produza um interme-
diario semelhante ao denominado ‘Ativo 2’ na figura, que seria 0 caminho mostrado na
Figura 5.2, e considerado o mais provavel para esta série de compostos. A possibilidade de
estabilizar a forma intermedidria ‘Ativo 1’ & um fator que deve ser considerado na criagao
de modelos consistentes do mecanismo da atividade destes compostos na modulagio da
secrecao gastrica.



Capitulo 6

Estudo da enzima H* K™-ATPase

6.1 Introducao & modelagem de proteinas

A bomba de prétons H* K*-ATPase consiste em sub-unidades o e 8. A sub-unidade
@ & responsavel pela catélise com dez dominios transmembrana. A sub-unidade 3 tem
apenas um dominio transmembrana, é glicoproteica e é responsavel pela estabilizagio do
complexo ¢/ como uma enzima funcional e pelo transporte intracelular da enzima. Ha
sete sitios putativos de N-glicosilagdo na sub-unidade 3, e a remocéo seqiiencial desses
sitios causa a perda também seqiiencial da atividade do complexo enzimatico Ht K*-
ATPase até a perda completa [146].

A sub-unidade catalitica o tem massa molecular de 114kDa, e contém um sitio de
ligagio de ATP, um sitio de acil-fosforilagdo e diversos sitios de ligacio para inibidores
da troca de ions. A H™ K*-ATPase é covalentemente inibida por piridil-metilsulfinil-
benzimidazéis (como o Omeprazol), que se convertem em compostos tiofilicos no meio
fortemente acido da face luminal da parede estomacal e se ligam a cisteinas e metioninas

O inibidor SCH28080 também pode ligar-se & enzima. Sabe-se que a ligacio de
SCH28080 evita a inibicao irreversivel da enzima por Omeprazol, porém é incerto se
1880 acontece ligando-se ao mesmo sitio ou por mediagio alostérica em outro sitio. Em
mutagoes com expressao estavel de células HEK293, as cisteinas que podem reagir com
benzimidazois sdo as seguintes (na enzima de coelhos): As Cisteinas situadas nas hélices
transmembrana C321 (TM3), C813 (TM5), C822 (TM6), e C892 (TM8)'. Estes residuos
foram substituidas pelos amino-acidos encontradas na enzima Na®™ K*-ATPase resistente
4 SCH28080 por Sachs e colaboradores (entre outros grupos), e os parametros cinéticos
da atividade da H™ K*-ATPase foram analisados. Mutacdes na C822 e C892 tém efeito
insignificante nas constantes de equilibrio K;{app), K,,(app) ou Vimer. As mutacdes da
cistefna 813 por treonina (C813T) e da cisteina 321 por alanina (C321A) resultam va-
riagao na cinética de inibigdo, ainda com a alta afinidade pela forma livre de cations,

10 codigo de uma letra para a nomenclatura de a-amino-acidos é A: Alanina; R: Arginina; D: Acido
aspartico; N: Asparagina; C: Cisteina; E: Acido glutamico; Q: Glutamina; G: Glicina; H: Histidina; I:
Isoleucina; L: Leucina; K: Lisina; M: Metionina; F: Fenilalanina; P: Prolina; S: Serian; T: Treonina; W:
Triptofano; Y: Tirosina; V: Valina. Freqilentemente & utilizado seguido do nimero do residuo na cadeia
— cisteina 321: C321

129
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caracteristica da fosfoenzima. O anel fenilmetoxi dos inibidores imidazo-piridinicos liga-
se & TM1/2. As mutagdes em TM-6, substituindo cisteina por treonina (C813T), assim
como no final de TM-3, C321A, diminuem a afinidade da enzima por SCH28080. As
hélices TM1/2, TM3 e TM6 agrupam-se em distancias ao redor de 16A. Esta distancia
entre elas coincide com o comprimento da conformacéao ativa, estendida de SCH28080.
Os resultados mostram que ao menos as cisteinas C321, C813, €822, C892 ligam-se aos
benzimidazéis, e que a ligagdo em C813 &, provavelmente, a responsavel pela inibicido da
enzima pelos benzimidazais.

Um esquema da ligagio dos benzimidazéis é mostrado na Figura 6.1. Tanto os inibi-
dores do tipo reversivel (SCH28080) quanto os do tipo irreversivel (Omeprazol) tem sua
forma ativa como um cation permanente, que pode ser uma sulfenamida (nos benzimida-
z6is) ou a forma protonada ou quaternaria do nitrogénio {(imidazopiridinas). Ambas as
classes ligam-se & enzima na face luminal, e tém comprimento entre 12A e 16A [119,120].

BESOTR wT
trypsin

lumen

Figura 6.1: Esquema ilustrativo das hélices transmembrana TM5/6 sub-unidade o da en-
zima H* K™-ATPase. O sitio comum de agio para os compostos tipo benzimidazolinicos
é a Cys-813. O esquema mostra também como a Cys-822 fica mais protegida dentro da
membrana plasmatica.

A enzima H™ ,K*-ATPase completa na sua forma nativa em coelhos tem 1035 residuos,
distribuidos em dez sub-unidades transmembrana (TM), cinco lagos intracelulares e cinco
lagos extracelulares. O maior fragmento é o lago intracelular entre os segmentos TM6/7.
Acredita-se que o sitio de agdo da droga SCH28080 seja localizado nos segmentos TM1 /2
e TM5/6 (119,120,141, 147-150].

O segmento extracelular entre os segmentos TM7/8 [151] também é considerado par-
ticipante do mecanismo de atividade da droga SCH28080, porém nio ha informacio sobre
analise de mutantes, para determinar quais residuos sdo participantes putativos do sitio
de ligagdo. O diagrama da estrutura da proteina, com os pontos de insercao na mem-
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brana e os lagos dentro e fora do citoplasma ¢ mostrado na Figura 6.2. O sequenciamento
completo da proteina é mostrado na Figura 6.3.

N
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Figura 6.2: Diagrama da estrutura completa da enzima H* K+-ATPase géastrica de coe-
thos, mostrando as posigdes de inser¢ao de cada segmento na membrana e o comprimento
dos lagoes na face luminal da célula epitelial gastrica (acima na figura) e no citoplasma
(abaixo na figura).

6.2 Objetivos

e Relacionar regides da proteina onde haja possiveis sitios receptores para compostos
entre as classes de drogas j4 estudadas.

¢ Obter simulagGes da interagdo entre a macromolécula e os compostos mencionados.

» Determinar fatores potencialmente importantes na afinidade droga-receptor.

6.3 Modelagem estrutural dos segmentos transmem-
brana da HY,K*-ATPase

Inicialmente foram estudados os segmentos TM1/2 e TM5 /6, para os quais sdo dispo-
niveis dados de afinidade da droga SCH28080 pela enzima, na forma nativa e com varias
mutagoes induzidas na regido de ligagdo proposta.

Os segmentos TM1/2 e TM5/6 foram estudados por Asano e colaboradores por analise
de mutagdes induzidas na enzima de coelhos e cies. Os autores obtiveram mutagoes em
regioes determinadas, e mediram as variacdes da afinidade dos mutantes em relagdo a
forma nativa, para cada mutagio. Estes resultados permitiram selecionar regioes que de
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alguma forma relacionam-se a0 mecanismo de interagdo, mesmo sem conhecer a estrutura
terciaria da proteina. Estas regides sdo chamadas de sitios putativos de agdo da droga.
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Figura 6.3: Sequenciamento completo dos residuos de amino-acidos de enzima H* K*-
ATPase gastrica de coelhos. Esta segiiéncia de residuos foi a base para a construcdo dos
segmentos transmembrana utilizados nos calculos. A ilustragio da Figura 6.1 mostra um
detalhamento da regido dos segmentos TM-5/6.

6.3.1 Métodos e procedimentos para simulagio de fragmentos de
proteina com dindmica molecular

Os segmentos TM1/2 e TM5/6 da enzima foram construidos através do seqiienci-
amento da Figura 6.3 e do diagrama de insercio na membrana da Figura 6.2. Para
0s amino-acidos inseridos na membrana a construcio foi em a-hélice. Os lagos foram
construidos de forma a reproduzir as distancias aproximadas entre os pontos de inser¢io
entre os segmentos trans-membrana anterior e posterior ao lago. Estes segmentos assim
construidos tiveram a energia minimizada em campo de forca MM2 usando efeito de sol-
vatagao em cloroférmio, durante cinco mil iteragées. O campo de forca MM2 utilizado
no programa MacroModel [152] tem o némero de parimetros de alta, média ou baixa
qualidade para este fragmento de proteina mostrados na Tabela 6.1.

A geometria resultante da minimizacio com MM?2 foi utilizada para a organizagdo da
estrutura terciaria do fragmento de acordo com dados estruturais com calculos de Dina-
mica Molecular (MD). Foram realizadas simulacdes em 20 ps com passo de 0,001 ps. O
resumo dos resultados obtidos esta listado na Tabela 6.2. A porgao terminal das segmen-
tos TM foi mantida a uma distancia de =~ 10A com a aplicacdo de uma interacio nao
ligante com constante de forca de 10kJ/mol.A entre os atomos de oxigénio das ligacdes
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Tabela 6.1: Qualidade dos parametros do campo de forgas MM2, utilizado no MacroModel
para os célculos com o fragmento TM1/2 da H* K*-ATPase de coelho construida.
Alta Média Baixa
bend 509 230 0
stretch 891 468 3
torsion 868 956 24

Tabela 6.2: Resultaods da etapa de equilibragdo de geometria do fragmento TM1/2 da
proteina H* K*-ATPase. O tempo total de simulagio & de 20 ps e os passos sao de 1fs.
Tempo Etotal TO,Sps H™ Tm Hgﬂl(JK

ps kJ/mol K kJ/mol K  kJ/mol
2,001 18294 296,5 -1281 2976 -112,7
4,001 1956,0 299.0 -384 2973 -210
6,000 2096,0 300,8 451 2975 612
8,001  2167,8 2990 92,3 2978 106,6
10,000 2165,1 300,5 1288 2980 1415
12,000 20126 300,2 139,6 2985 1494
14,001 2110,2 299,7 1486 298,6 1577
16,000 2092,5 302,7 153,1 2988 1606
18,000 2094,0 301,7 1555 2990 1620
20,001 20871 300,1 1575 299.0 1639

peptidicas do primeiro e do altimo amino acido das cadeia. Os valores da temperatura
medida no intervalo e 0, 5 ps decrescem. A diminui¢ao da variagdo da energia total esca-
lada para 300 K (B3, na tabela) para valores em torno de 2kJ/mol (=0, 5 kcal.mol ™)
foi considerado o sinal de parada na minimizacao.

A outra etapa de simula¢do com MD foi realizada sem interagées do tipo nio ligantes
entre as estremidades do segmento. A simulagio foi por um periodo de 300 ps e passos
de 1,5fs. A geometria de menor energia durante todo o periodo de simulagiao em clo-
roférmio foi considerada adequada para esse fragmento. O resumo dos resultados esta
listado na Tabela 6.3. A diminui¢ao da temperatura média é quase constante, prevendo
um esfriamento do sistema. O valor da energia potencial ao fim do tempo de simulacio
escalado para 300K (Hfj,k, na coluna da tabela), é de 115, 7kJ/mol. A maior vari¢io
nos primeiros passos da simulag@o corresponde & acomodagdo da estrutura na regizo da
eliminagao das interagGes ndo ligantes. Como nao nos preocupa um mapeamento da ener-
gia conformacional e a estrutura terciaria do fragmento deve ser mantida, a estabilizacio
na queda do valor dessa energia para valores proximos de 2kJ.mol™! é considerado um
indicador de parada da minimizagio da energia.
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Tabela 6.3: Resumo da simulagéo com Dinamica Molecular com o fragmento TM1/2 de
enzima H¥ K*-ATPase de coelho. O tempo total de simulacio é de 300 PS € 0S8 passos
sao de 1,5f1s.

Tempo Etotat T0.0ps Hm™ T H:?SOK
ps kl/mol K kJ/mol K  kJ/mol
20,001 2213,3 301,2 2644 301,2 2567
40,000 2010,7 296,8 230,3 3004 2276
60,000 2009,0 2986 1966 300,2 1953
80,001 19780 2981 180,3 300,1 1798
100,001 2102,7 2964 1644 300,0 1645
120,002 2008,5 2984 1542 300,0 1545
140,001 2022,5 3012 1471 299,9 1475
160,001 2000,5 2975 1424 2999 1430
180,001 1924,6 3014 1355 2999 1362
200,001 19952 2989 1297 2999 130,5
220,001 1819,4 2993 1259 2999 126,7
240,001 1950,8 298,7 122,2 2998 123,2
260,001 1991,7 3014 1194 2998 1204
280,000 2002,4 2988 117,0 299,8 1181
300,001 2057,7 300,7 1146 2998 1157

6.3.2 Resultados obtidos na simulacio de fragmentos da enzima

O grafico de Ramachandran mostrado na Figura 6.4 mostra que nio ha problemas de
distorgdo das ligagoes peptidicas na estrutura obtida, usando o procedimento de calculo
descrito. Os residuos de o-hélice aparecem todos no 1° ou no 42 quadrante, dentro da
regiao permitida delimitada pelas linhas mais claras no grafico. Esse resultado esta em
conformidade com uma estrutura sem tensao torsional nas ligacdes peptidicas ® e ¥. Os
residuos que aparecemn na regido permitida menos favoravel, dentro do espago das linhas
mais escuras do grafico, sao os residuos de aspartato A27, leucina L28, treonina T29 e
treonina T30 localizados na regido do lago extracelular. Estes residuos ndo estao formando
a-hélice, e portanto podem estar localizados nesta regido sem que isto signifique grande
tensao torsional das ligagbes peptidicas. As Glicinas sdo mostradas como quadrados no
grafico mostrado, no 19quadrante ou no 2%quadrante.

Os valores de atividade para a forma nativa da enzima e para os mutantes preparados
por substitui¢des de residuos na regido TM1/2 sao listados na Tabela 6.4. Na Figura 6.3
da pagina 132 ¢ mostrada toda a seqiiéncia de amino acidos da proteina. O fragmento
construido, que contém os segmentos TM1/2 e o lago extracelular ligado a eles, tem
sessenta amino-acidos no total. Inicia-se no residuo de valina V101 e termina no residuo
de glutamina Q161.

As modificagbes feitas no residuo F126 do segmento TM2 diminuem a atividade
quando o residuo de Fenilalanina (F-cadeia lateral aromatica}, é trocado por Leucina
(L—cadeia lateral alifitica) ou por Alanina (A—cadeia lateral alifatica). A cadeia lateral
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Figura 6.4: Grafico de Ramachandran para o segmento TM1/2 da proteina, obtido da
estrutura minimizada com MM2 seguida de simulacio de DM pelo procedimento descrito.
As regides de menor energia no campo estérico sio mostradas delimitadas em linhas claras.
As regides de energia intermediaria delimitadas pelas linhas escuras, e as regioes pouco
provaveis situam-se ao redor. Os residuos de Glicina e de Prolina aparecm marcados por
quadrados. Estes residuos tém regites favoraveis bastante diferentes dos demais, podendo
ocorrer fora das regides determinadas na figura por causa de sua estrutura peculiar.

Tabela 6.4: Valores da atividade medidos para a enzima H* KT-ATPase de coelho, em

sua forma nativa e nos mutantes preparados para avaliar os possiveis sitios de ligagao da
droga SCH28080 no segmento TM1/2.

Tipo Atividade  Porcentagem de Inibicao

pmol/mg/h 10 gmolL~1 50 gmolL T
Nativa 1,19+0,02 80 100
F126A 0,72£0,04 98 100
F126L 0,48+0,05 80 24
F126Y 0,91+0.07 75 77
D138A 0,79+0,04 75 94
D138E 0,8240.05 82 83
D138N 0,94+0,07 78 79
D138V 0,8940,05 85 90
F126A/DI138A  0,76+0,07 76 85
F126Y/D138N  0,83+0,05 81 a5
E132A 0,96=£0,08 70 93
G133A 0,80+0,03 62 100
G133E 0,8140,08 77 88
D134A 0,61£0,06 56 83
L135A 0,65+0,06 85 95
T136A 1,27+0,03 74 94
T137A 1,184£0,06 78 97




136 CAPITULO 6. ESTUDO DA ENZIMA H* K*-ATPASE

da Leucina ¢ mais volumosa que a da Alanina, e ambas sdo menos volumosas que a Feni-
lalanina. A substitui¢do da Fenilalanina por Tirosina (Y—cadeia lateral aroméatica) afeta
menos a atividade, ainda com pequena diminuigao. A sensibilidade das formas mutantes
& droga SCH28080 ¢ afetada. O mutante F126A é mais sensivel a droga em pequenas
doses que a forma nativa, e os mutantes F126L e F126Y s3o menos sensiveis tanto em
alta como em baixa dose de SCH28080.

As substitui¢des no residuo D138 afetam a atividade dentro do limite de confianca das
medidas, e a inica conclusao é que diminuem ligeiramente a atividade da enzima, e a sen-
sibilidade & droga SCH28080. As substitui¢des conjuntas F126A/D138 e F126Y/D138N
também diminuem a atividade da enzima, com valores indistinguiveis dentro do limite
de confianga. A sensibilidade & SCH28080 é mais reduzida no mutante F126Y/D138N.
A substitui¢do E132A diminui ligeiramente a atividade e a sensibilidade da enzima. As
mutagbes G133A e G133E também diminuem a atividade, porém sé a mutacio G133E
diminui significativamente a sensibilidade por SCH28080. A mutagio D134A diminui
sensivelmente a atividade e a sensibilidade. A muta¢io L135A diminui significativamente
a atividade, sem alterar significativamente a sensibilidade. A mutacio T136A aumenta a
atividade em relagéo & forma nativa, com uma pequena diminuicio da sensibilidade. A
mutacado T137A ndo altera a atividade, nem a sensibilidade.

6.3.3 Conclusoes sobre a anilise dos fragmentos da proteina

Para o segmento na forma nativa e para alguns mutantes sdo mostradas as figuras com
a superficie molecular e o potencial eletrostético, calculado com o programa SPDBV [153]
utilizando a parametrizagdo do GROMOS96. Analisando os graficos mostrados na Figura 6.5
podemos chegar a algumas conclusdes: Os mutantes T136A e T137A tém a superficie de
potencial eletrostatico negativo estendendo-se ao longo de todo o segmento TM2. Isto
os difere dos demais, e os torna mais semelhante & enzima nativa. Este fator pode ser
responsdvel por uma maior exposicao deste segmento ao meio extracelular, porque a
tendéncia é que regides mais polares fiquem fora da membrana. Esta ¢ uma suposicio
baseada nas informagdes vindas da modelagem de um fragmento isolado da enzima, e
pode ndo corresponder aos fatos, se analisada no contexto de um modelo da enzima toda.

Os valores medidos para os mutantes na regido TM5/6 sao listados na Tabela 6.5. Nio
foram publicados dados do percentual de inibigdo da enzima para os mutantes E822L e
E822Q. Pode-se observar que a substitui¢ao do residuo de Glutamato (E - negativamente
carregado) por Aspartato (D - negativamente carregado) diminui um pouco a atividade
da enzima. A substituicdo por Alanina (A - alifitico) também reduz a atividade. Se
o residuo & substituido por Leucina (L ~ alifitico) ou por Glutamina (Q - polar com
grupo amina) a atividade é praticamente inexistente. A conclusio é que este residuo
deve fazer parte do sitio de agdo da enzima, e que deve ser um residuo negativamente
carregado preferencialmente. A andlise dos mapas de potencial eletrostatico da Figura 6.6
mostra exatamente a mesma conclusdo. Os mutantes E822L e E822Q tém a superficie de
potencial eletrostatico restrita a regido final do segmento TMS6, enquanto a forma nativa
e o mutante E822D tém a superficie estendendo-se por grande parte do segmento TM6.
O mutante E822A tém uma superficie de potencial eletrostatico que assemelha-se mais
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Figura 6.5: Superficie molecular de van der Waals e mapa do potencial eletrostatico para
os segmentos mutantes F126A (A), F126L (B), F126Y (C), T136A (D), T137A (E) e
na forma nativa (de coelho} (F). O mapa mostra a superficie de potencial eletrostatico
mais volumoso, estendendo-se por todo o segmento TM2, nas mutagdes T136A, T137A e
na forma nativa, que sdo as mais ativas, como pode ser observado nos dados mostrados
na Tabela 6.4.
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Tabela 6.5: Valores da atividade medidos para a enzima H* K+-ATPase de coelho, em
sua forma nativa e nos mutantes preparados para avaliar os possiveis sitios de ligaciao da
droga SCH28080 no segmento TM5/6.

Tipo Atividade Porcentagem de Inibicio

pmol/mg/h  50uM 10uM
Nativa 0,76+0,05 18 0
E822A  0,2340,05 20 10
E822D  0,31+0,05 60 15

E822L  -0,13£0,04 — —
E822Q  0,02+0,01 — —

aos mutantes menos ativos E822L e E822Q. Este modelo nio é capaz de ilustrar este
fato, nem de ajudar a compreendé-lo. Estes mapas obtidos ilustram, da mesma forma
que para o segmento TM1/2, as conclusdes obtidas com a analise do segmento isolado
do resto da enzima. As mesmas restricdes ja apontadas sio validas também para as
conclusées apontadas aqui.

6.4 Procedimentos de alinhamento ligante—sitio nos frag-
mentos de proteina

O segmento TM5/6 & considerado o principal sitio de agio da droga SCH28080 na
enzima H™ K*-ATPase gastrica. Este segmento modelado conforme o procedimento apre-
sentado na pagina 131 com a seqiiencia de residuos da proteina humana P20648, obtido
pelo servico ExPASy [154]. A partir da seqiiécia da amino-4cidos foi construida a es-
trutura terciaria do segmento utilizando um procedimento analogo ao descrito para a
construgao do segmento TM1/2 da proteina de coelhos, descrito na Seccio 6.3.1. Esta
seqiéncia foi utilizada para alinhamento e mapeamento dos sitios de ligacio com o com-
posto mostrado na Figura 6.7, pertencente & classe dos indolil-guanidinotiazéis estudados
na Seccio 3.4.

Para analizar a interagao ligante-macromolécula foi utilizado o programa AutoDock [42].
Este programa realiza o alinhamento entre droga e enzima baseado em interacdes eletros-
taticas e repulsao entre campos de forga representando superficies moleculares (campo
estérico). O programa tem rotinas de acesso a bancos de dados para classificar 4tomos,
residuos de amino-acidos e residuos de DNA e RNA, baseando-se no campo de forca
AMBERS5.

Este programa cria um grid como o da Figura 6.8 e calcula valores de potencial ele-
trostatico e energia potencial de van der Waals através das interacdes obtidas entre cada
atomo de prova e cada dtomo da macromolécula e do ligante. A formulacio utilizada é
desenvolvida levando em conta resultados empiricos de afinidade entre ligantes e macro-
moléculas, visando reproduzir os dados e tornar os modelos tteis em QSAR.
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Figura 6.6: Superficie molecular de potencial eletrostatico para os segmentos mutantes
E822Q (A), E822L (B), E822A (C), E822D (D), e na forma nativa (de coelho) (E). O
mapa mostra a superficie de potencial eletrostatico mais volumoso, estendendo-se por
todo o segmento TM6, na mutacio E822D e na forma nativa, que sdo as mais ativas,
como pode ser ohservado nos dados mostrados na Tabela 6.5.
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Figura 6.7: Esquema de selegao dos modos de liberdade rotacional da estrutura do coms-
posto igt-45 da Tabela 3.7 da pagina 91, utilizado no alinhamento com fragmentos da
enzima HTATPase. O ligantes sio subdivididos em raiz, ramo e galhos para sorteio
de conformagdes no programa AutoDock. Os galhos correspondem as ligagdes entre os
adtomos numeradso na molécula.
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Figura 6.8: Grafico mostrando um grid genérico utilizado pelo programa AutoDock para
calcular potenciais eletrostaticos e energias potenciais de van der Waals para interacio
ligante-macromolécula.. O método determina diversos grids para 0s campos estéricos
e eletrostaticos de cada tipo de atomo classificado e combina os resultados a funcoes
empiricas para reprodugao da energia livre de ligacio de sistemas bem conhecidos.
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6.4.1 Procedimentos utilizados para alinhamento sitio-ligante e
resultados obtidos

Para o ligante mostrado na Figura 6.7 foi necessario definir uma topologia molecular.
Os raios de van der Waals foram atribuidos de acordo com o tipo atémico, utilizando dados
dos amino-dcidos como estimativa para os parametros. Para os dtomos de carbono fora
do sistema conjugado, foram utilizados os raios de carbonos alifaticos; para os carbonos
em conjugagao, os raios de carbonos aromaticos; para os nitrogénios das aminas, os raios
de aminas de cadeias laterais; para os nitrogénios em conjugagao, os raios dos nitrogénios
das ligacGes peptidicas; para o enxofre, os raios da ligagdo do enxofre da Metionina (M).
Para o cloro ha parametros préprios na base de dados interna do programa. As cargas
utilizadas para o ligante foram obtidas em calculo ab initio HF(6-31*G) com método
CHELPG.

Para a macromolécula foram utilizadas as-cargas do campo de forca AMBER. Um
programa auxiliar denominado PMOL2Q [155] foi utilizado para adicionar os parametros de
carga ao arquivo PDB em conformidade aos arquivos de entrada do programa AutoDock.
E necessario definir quais hidrogénios sdo adicionados & estrutura da proteina obtida
no banco de dados. Este passo implica determinar as condigoes de pH. Na regido dos
canaliculos que ligam a superficie externa das células ao interior do estdbmago através da
camada de muco que recobre o estdmago, hd um gradiente de pH entre meio muito acido
do interior do estémago (~ pH 2) e 0 meio tamponado da camada de muco que recobre
a parede estomacal (=~ pH 7). Considerando o pKa=4,5 do 4cido aspartico e do acido
glutamico, foram adicionados prétons as carboxilas.

Para realizacdo dos calculos de alinhamento, a geometria da macromolécula é conge-
lada, e o ligante tem alguma liberdade rotacional, previamente estabelecida. A liberdade
rotacional do ligante ¢ atribuida relacionando-se dois fragmentos: raiz e ramo. O frag-
mento raiz nao tem liberdade rotacional, € o ramo tem graus de liberdades, denominados
galhos. Para o composto igt-45 da Tabela 3.7 de pagina 91 a defini¢do do separacao
entre ramo e raiz foi feita na ligagdo C3-C10, onde o grupo indolil constitui a raiz. O
restante da molécula foi considerado o ramo. As ligacdes C12-N15, N15-N16, C16-N17,
C16-N18, N18-C19, C19-C21 e C20-C13 no ramo foram definidas como galhos. A li-
gagao ramo-Taiz (C3-C10) também foi definida com liberdade rotacional O esquema é
mostrado na Figura 6.7.

O grid utilizado tem 0,2A de distancia entre os nés. Para os grids de potencial
eletrostatico sdo colocados corpos de prova do tipo H™. Os alinhamentos foram realizados
usando Monte Carlo Simulated Annealing para sorteio de geometrias, que utiliza duas
fases. O método de sorteio realiza translagdes grandes do ligante em fases denominadas
corridas. Nas fases denominadas ciclos o programa realiza translacbes pequenas no
ligante, rotagbes do ligante e rotagdes dos galhos. O nimero maximo de corridas & 128.
O ntimero maximo de ciclos é 9999. Os valores maximos de corridas e ciclos foram
utilizados nas simulagdes. O limite de aceitacio do tamanho das translages grandes e
pequenas ¢ definido pelo programa levando em conta o tamanho do grid.

Um alinhamento provavel ocorre entre a droga e o segmento TMS5 na regiao préxima
aos residuos de isoleucina 1795, prolina P796, leucina L798 e treonina T799. Este ali-
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nhamento é mostrado na Figura 6.9. A posi¢do do grupo indolil da droga, préxima 3
hidroxila da treonina, permite a formacio de ponte de hidrogénio nessa regiio. Os gru-
pos guanidino e tiazol do ligante ficam proximos aos grupos isoleucina e prolina, sem que
haja grande impedimento estérico. A energia total associada a este alinhamento é de
—4,32kcal.mol~!. Nio foram obtidos outros alinhamentos com energia livre mais nega-
tiva que —4, 00kcal.mol™! para este residuo. Este valor corresponde a uma barreira de
energia pouco provavel de ser ultrapassada em temperatura de 300 K, se aplicado o proce-
dimento para calcular a estabilidade relativa entre conformagdes mostrado na pagina 76.

10A 10A

— ‘ .

Figura 6.9: Estereograma mostrando um alinhamento droga-sitio na reglao do segmento
TMS. Os residuos 1795, P796, L798 e T799 ficam préximos 3 droga, constuindo um pos-
sivel sitio de ligagdo. O residuo T799 tem o hidrogénio da hidroxila em posi¢do favoravel
para realizar ponte de hidrogénio com o nitrogénio do grupo indolil do composto igt-45.
Os demais residuos apenas encaixam-se sem que haja grande impedimento estérico.

6.4.2 Conclusoes sobre o estudo estrutural dos fragmentos da
H*,K*-ATPase

Os resultados obtidos indicam que o mecanismo de atividade e das enzima H+ K*-
ATPase esta ligado ao modo de inser¢io da enzima na membrana das células apicais
da parede estomacal. A insergio da enzima deve ser controlada pela hidrofilicidade dos
residuos em cada segmento, e pela interacio entre segmentos préximos, na estrutura
tercidria da enzima. Pequenas variactes na seqiiencia de residuos causam mudangas
estruturais nos modelos. Estas mudancas também devem ter papel fundamental para a
atividade e para a afinidade da enzima com as drogas, efeito que nao pode ser mensurado
em andlises de fragmentos. Considerando apenas o fagmento TM5 /6 temos um possivel
sitio de ligacdo na regido dos residuos isoleucina 1795, prolina P796, leucina L798 e
treonina T799, baseado principalmente em ponte de hidrogénio.
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6.5 A estrutura completa da proteina H*-ATPase

A elucidagdo da estrutura da enzima H*-ATPase do fungo Neurospora crassa por
Kiihlbrandt e colaboradores {156] através de modelagem molecula, baseando-se na es-
trutura da Ca®*-ATPase de coelhos obtida a uma resolugio de 2,6 A por Toyoshima
e colaboradores [157], torna possivel o trabalho com fragmentos maiores da proteina,
porqué permite alinhar corretamente os segmentos transmembrana em uma estrutura
terciaria mais proxima aquela encontrada no meio biologico. O seu desenho é mostrado
na Figura 6.10. O seqitenciamento completo das duas proteinas, mostrando os residuos
homologos e aqueles substituidos por residuos semelhantes, pode ser visto na Figura 6.11.
A estrutura terciaria depositada no banco de dados do Protein data Bank tem o cbdigo de
acesso IMHS. A parte relativa & secgio mostrada no plano C de Figura 6.10 foi utilizada
na construgao de um fragmento da porgio transmembrana da proteina.

Figura 6.10: Desenho da enzima 1IMHS do Protein Data Bank. A visualizagao da insercao
da proteina na membrana celular em A e B & complementada por seccdes paralelas &
membrana nos planos marcados em C, D e E. A perspectiva mostrada no plano C é a
mesma da visualizagdo em detalhe dos segmentos transmembrana da Figura 6.12.
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A seqiiéncia de amino-acidos da proteina mostrada na Figura 6.11 foi truncada no
residuo alanina A674 onde inicia-se o segmento TMS e no residuo isoleucina 1677 onde
termina o segmento TM10. O fragmento obtido é mostrado na Figura 6.12. A estrutura
€ visualizada no sentido limen-citoplasma. Este fragmento foi utilizado em calculos
de alinhamento ligante-sitio por método de Monte Carlo Simulated Annealing com o
programa AutoDock, aplicando 0 mesmo procedimento mostrado na pagina 141 para o
segmento TM5/6. As condigdes de pH foram consideradas tais que 0s residuos acidos
ficam protonados.

O ligante utilizado foi o composto igt-44 da Tabela 3.7 da pagina 91. Este composto
fot dividido em raiz, ramo e galhos da mesma forma mostrada na Figura 6.7, exceto
que pela auséncia do grupo benzila nao foram definidos os graus de liberdade N18-C19
e C19-C21. O processo resulta em seis alinhamentos que tém energia total de ligagdo
com a proteina com valores mais baixos que —4, 00 kcal.mol 1. A geometria ligante—sitio
obtida ¢ mostrada na Figura 6.13 com todos os alinhamentos sobrepostos nas regioes dos
sitios encontrados. Podemos observar as ligagdes de todos os alinhamentos em trés sitios
distintos.

Na posi¢do inferior da Figura 6.13 temos a ligagdo mais efetiva no sitio denominado
Dock-1, com energia total de ligagao igual a —5, 88kcal.mol™!. Esta é a regiao proxima
da interface membrana—citoplasma do segmento TM9, e que também aproxima-se do
lago intracelular entre os segmentos TM6/7. Na Figura 6.14 temos o detalhamento da
regiao, mostrando os residuos ac. aspartico D739, asparagina N740 e os residuos serina
3820, serina S821, iscleucina 1822, prolina P823 e serina S824. A ponte de hidrogénio
entre o nitrogénio N17 do grupo indolil o a hidroxila dos residuos de serina 5820 e S821
sa0 as grandes responsaveis pela, energia de alinhamento. Também deve ser assinalada a
interagdo entre a regido polarizada dos carbonos C5 e C6 do grupo indolil apontada pelo
modelo QSAR na pagina 96 como de importancia na atividade biolégica, e a regidao de
maior potencial eletrostatico dos oxigénios da asparagina NT740.

A Figura 6.15 mostra em detalhes a regiao do segundo sitio de ligacio Dock-2 mos-
trado na Figura 6.13. A energia total de ligagao mais negativa foi —4, 45 kcal.mol~* para
este sitio. Mais dois alinhamentos com energias de —4,20kcal.mol™ e —4, 05 kcal. mol !
foram encontrados para este sitio, e ndo foram mostrados nas figura. O alinhamento mos-
trado é o de energia mais negativa, que tem uma grande proximidade do 4atomo de enxofre
do ligante com a regido das hidroxilas da serina S864. A Figura 6.16 mostra em detalhes
a regiao do terceiro sitio de ligacdo mapeado na regidao transmembrana da Figura 6.13.
Foram mapeados alinhamentos em duas conformagdes diferentes nessa regido, com ener-
gia total de ligagso de —4,47kcal.mol™! e —4, 03 kcal.mol~!. O alinhamento mostrado é
0 que tem energia mais negativa, devendo certa parte da energia de estabilizacdo do com-
plexo & formagdo de pontes hidrogénio entre o nitrogénio N17 do ligante e o hidrogénio
do 4cido aspartico D835 e entre o hidrogénio ligado ao nitrogénio N19 e o oxigénio da
ligagdo peptidica do leucina L799. Qutra parte deve-se as interacdes hidrofébicas entre o
grupo carbono C17 do grupo metil ligado ao anel de tiazol do ligante e os residuos valina
V857 e triptofano W861.

A Figura 6.17 mostra em detalhes a regiao do sitio de ligagio denominado Dock-4.
Este sitio fica localizado na mesma regido que o sitio Dock-1 da Figura 6.13. O composto
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Figura 6.11: Seqilenciamento completo e homologia entre as enzimas H*-ATPase e Ca?+-
ATPase. Cada par de residuos marcados em negrito sob o sinal de asterisco corresponde
a um ponto de coicidéncia entre residuos das cadeias. Pares de residuos sob o sinal ‘dois
pontos’ correspondem a substitui¢des muito favoraveis e os pares sob ‘um ponto’ aquelas
favoraveis sob determinadas condigdes de solvatacio.
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Figura 6.12: Estereograma da estrutura do fragmento contendo os residuos compreendi-
dos entre o inicio do segmento TM5 e o fim do segmento TM10, utilizado no mapeamento
de sitios de ligacdo da proteina com o composto igt-44 da Tabela 3.7 da pagina 91. O
posicao da visualizagio do estereograma é da regido luminal, com o citoplasma ao fundo.

Figura 6.13: Estereograma da estrutura do fragmento da regido TM5/10 onde foram
mapeados trés sitios de alinhamento para o ligante igt-44 no fragmento da proteina H+-
ATPase com o programa AutoDock. Na parte inferior é mostrado o alinahmento no sitio
denominado Dock-1, ao centro o alinhamento no sitio Dock-2 e na parte superior o
alinhamento no sitio Dock-3.



6.5. A PROTEINA COMPLETA 147

Figura 6.14: Estereograma da estrutura do fragmento da proteina HT-ATPase na regiio
do alinhamento mais favoravel para o sitio Dock-1. A estrutura dos residuos D739, N740,
S820, 5821, 1822, P823 e S824 ¢ mostrada em modelo tipo wireframe, e as regides com
maior potencial eletrostitico de cada residuo sio mostradas com pontilhados nos raios
de van der Waals. O ligante é mostrado em modelo stick.
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Figura 6.15: Estrutura do fragmento da H*-ATPase mostrando a regiao do sitio Dock-2
com o alinhamento mais favoravel. A estrutura dos residuos D739, N740, S820, 5821, 1822
P823 e 5824 & mostrada em wireframe, e o maior potencial eletrostitico em pontilhados
O ligante é mostrado em stick.

1
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Figura 6.16: Estrutura do alinhamento mais provavel no sitio Dock-3. A estrutura dos
residuos L799 e L803 do segmento TM-8, D835, 1836, T839 e T842 do segmento TM-9 e
S853, V857, 1860 e W861 no segmento TM-10 sio mostradas em wireframe recortado, e
o potencial eletrostatico pontilhado. O ligante é mostrado em stick.
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igt-45 da Tabela 3.7 da pagina 91 foi utilizado como ligante para obter este alinhamento.
A energia total de ligacdo para o alinhamento é de ~7,48kcal.mol=!. As principais
contribui¢bes para a estabilizagio do complexosio: A ponte de hidrogénio formada entre
o nitrogénio do anel de tiazol e o hidrogénio ligado ao nitrogénio da cadeia lateral da
arginina 813. O hidrogénio formada ligado ao nitrogénio do anel de indolil também fica
a distancias que permitem a formagdo de pontes de hidrogénio com as carbonilas da
ligagao peptidica da tirosina 738 e da cadeia lateral da asparagina 740. também podem
estabilizar o complexo as interacdes do tipo hidrofébico entre a regido do anel de indolil
do ligante e o anel de fenol da tirosina 738.

Figura 6.17: Estrutura do alinhamento mais provavel do composto igt-45 na mesma
regiao do sitio Dock-1 da Figura 6.13, aqui denominado Dock 4. A estrutura dos
residuos Y738, N740 e R813 é mostrada em wireframe e o potencial eletrostatico em
pontilhado e o ligante & mostrado em stick.

6.5.1 Conclusoes sobre alinhamento

» A insergao dos segmentos transmembrana na membrana celular esti relacionada
atividade das enzimas de transporte de prétons estudadas.

¢ E possivel estudar aspectos relevantes das interagbes ligante—proteina utilizando
fragmentos da proteina completa.

* O método de alinhamento Monte Carlo Simulated Annealing permite um mapea-
mento eficiente da superficie da proteina. Aparentemente nio resulta alinhamentos
aceitdvels em regides mais internas da macromolécula.



Capitulo 7

Estudo QSAR de Inibidores da
Secrecao Gastrica e Simulacio
Molecular da Inibicao

7.1 O desenvolvimento de modelos

O estudo de QSAR pretende ser uma ferramenta para auxiliar no desenvolvimento
racional de drogas. Partido da estrutura da droga, devemos relacionar quais sio as
caracteristicas moleculares relevantes para que uma dada série de compostos quimicos,
e que sao responsavies pela sua atividade biolégica. Consideramos aqui que a atividade
biolégica é obtida pela ligacio de uma droga a um sitio especifico em uma proteina, e
que esta ligagdo é a wnica responsavel pelas alteragoes no metabolismo que resultam na
atividade biolégica. Temos entdo conjuntos de caracteristicas que devem ser direcionadas
para que a interacdo entre a droga e o receptor sejam as mais efetivas.

Este processo ¢ conhecido como QSAR baseado na droga, e tem diversas limitacdes.
Uma primeira limitagio é que uma mesma droga pode ter (e na maioria dos casos tem)
varios sitios de atividade, numa mesma proteina ou em diversas proteinas, que fazem
parte ou nao do mesmo ciclo metabélico relacionado aquela atividade biolégica que nos
interessa. Esta limitagdo é critica, porque baseando-se em métodos estatisticos para
reconhecimento das caracteristicas da droga que relacionam-se a uma dada atividade,
podemos ser confundidos com caracteristicas relativas a sua ligagdo com qualquer outro
sitio receptor que tenha alguma participacio no ciclo metabélico que produz aquela ati-
vidade que é de interesse. Nos casos estudados, o exemplo é pertinente. As drogas das
séries dos fenil e indolil-guanidinotiazéis tém acio em pelo menos duas enzimas ligadas
a0 processo da secregao acida do estémago: A H* K+-ATPase e os Receptores H2 de his-
tamina. As séries dos compostos derivados de quinolina e nicotinamida aparentemente
nao se ligam aos receptores H2 de histamina.

Uma possibilidade de contornar esta limitagdo é trabalhar com dados in vitro da
afinidade da droga por uma dada enzima, freqlientemente obtidos como a concentracao
necessaria para inibi¢ao de 50% da atividade da enzima (ICs;). Fazendo desta maneira,
estamos limitados dquela enzima, que ainda assim pode ter mais de um sitio receptor para
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a mesma droga. Também estamos limitados a relacionar as caracteristicas que fazem da
droga um bom ligante, ignorando completamente todas as demais que compdem ¢ quadro
geral da atividade ¢n vivo. No caso especifico de drogas administradas por via oral, temos
que as condigdes de pH do estémago sdo uma barreira capaz de promover a degradagio
de certa parte das drogas. No caso de qualquer medicamento, temos que mecanismos de
complexagao com componentes do plasma sangiiineo, metabolizagio (particularmente no
figado em um complexo enzimatico denominado citocromo P-450} e excrecio diminuem
os niveis séricos das drogas, e sua eficiéncia.

As possibilidades para desenvolvimento de QSAR baseado na droga dependem tam-
bém da acuracidade da descricio da droga pelo conjunto descritor escolhido. Fatores
estéricos, de lipofilicidade, eletrénicos e eletrostaticos participam concomitantemente do
equilibrio quimico que denominamos afinidade droga-enzima. Um conjunto de proprie-
dades que seja capaz de descrever acuradamente estas propriedades em uma droga tem
melhores chances de resultar modelos que nio sejam apenas fruto do acaso. Modelos
casuais sdo perfeitamente possiveis, tratando-se de métodos estatisticos de regressao mul-
tivariada bastante complexos, em que muitos descritores sio relacionados a um conjunto
relativamente pequeno de atividades biologicas das drogas.

A primeira etapa do trabalho realizado foi justamente uma validagdo dos descritores
que foram aplicados nas etapas seguintes. Uma propriedade fisica relativamente simples
de ser obtida, disponivel na literatura para um grande niimero de compostos organicos e
que tem relagio com fatores estéricos, lipofilicos e eletrostaticos é o coeficiente de particao
octanol/agua, logP,,. A validagio do conjunto descritor foi feita construindo um modelo
QSPR para logP,,, utilizando os descritores mecanico-quanticos calculados. As mesmas
metodologias estatisticas e de selacio de variaveis que sio aplicadas na elaboracio do
modelo QSPR sao utilizados ao longo do trabalho de modelagem QSAR. Os resultados
obtidos em validacio cruzada para este modelo QSPR tem significancia estatistica, e uma
estimativa de erro de previsao da mesma ordem daquela obtida na medicao experimental
dos dados de logF,/,,, permitindo concluir que os descritores aplicados sdo de fato capa-
zes de descrever acuradamente as interacdes presentes no equilibrio que resulta o valor
de logF,/. Considerando-se esta validacao, foi decidido que seriam utilizados apenas
descritores de origem mecanico-quantica com o objetivo de explorar as possibilidades da
descricao de valores de atividades biologicas, e também as possibilidades de relacionar
fatores estruturais aos descritores mecanico-quéanticos, para viabilizar a sugestao de alte-
ragoes nas estruturas das drogas para aumentar a sua afinidade pelo sitio de ligacdo na
proteina alvo.

Os modelos QSAR. construidos baseando-se nos descritores mecanico-quanticos mos-
traram-se capazes de prever valores de log /Csg para os compostos das séries estudadas,
dentro de critérios estatisticos que confirmam a validade dos modelos. As previsoes, no
entanto, nao tém uma uma estimativa de desvio padrio suficientemente pequena para
determinar qual seria o mais ativo entre um conjunto de -compostos de alta atividade.
Os menores valores de ICsy correspondem as afinidades mais altas entre droga-enzima,
situando-se na casa de varia¢bes nanomolares da concentragao das drogas. Portanto os
modelos denominados quantitativos sio na verdade semi-quantitativos, apontando a di-
recao para maior afinidade, sem contudo poder concluir sobre qual seria o melhor ligante,
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Entdo estes modelos devem ser utilizados como uma analise discriminante, em que se
tem como resposta real a classificagdo dos compostos em bons e melhores ligantes, de
acordo com o valor previsto de JCsg para cada droga. Esta limita¢do ndo € critica, pois o
surgimento de novas drogas mais potentes pode ser utilizado na reconstrugio dos modelos
de regressdo, baseados nos mesmos conjuntos de descritores ja selecionados ou através
de uma nova selecdo, com exclusio de moléculas menos potentes. Procedendo desta
maneira pode-se refinar os modelos, selecionando cada vez mais as caracteristicas que
tornam a molécula um bom ligante e excluindo as demais. Uma observacio é que bons
ligantes tém entre si grande similaridade: Compartilham as propriedades necessarias para
que sejam perfeitamente complementares ao sitio de ligagao da proteina alvo. Ligantes
menos efetivos tém conjuntos de caracteristicas diversas que impedem a perfeita com-
plementaridade, que sdo indefinidos. Qualquer propriedade pode ser capaz de impedir a
complementaridade, ndo havendo limite a priori para a dissimilaridade entre moléculas.

Também as decodificagao dos descritores mecanico-quanticos em estruturas quimicas
nac é inequivoca. Grupamentos de 4tomos diferentes podem ter propriedades semelhan-
tes em relacao & complementaridade com o receptor, um fenémeno denominado bioi-
sosterismo. A limitagdo da decodificacio dos descritores em estruturas quimicas é um
problema menor, podendo ser considerada uma potencialidade, j4 que baseando-se em
bioisosterismo podemos propor novas estruturas de moléculas pela substituicdo de atomos
ou ligantes e realizar os célculos dos descritores mecanico-quanticos, introduzindo estes
dados nos modelos criados.

A inclusao de novos elementos em modelos ja definidos representa pouco esforco, se
comparado a sintese de uma nova molécula. Os resultados de calculos obtidos para novas
moléculas potencialmente ativas podem ent@o ser analizados dentro dos modelos QSAR
para decidir sobre qual caminho é mais promissor, principalmente pela eliminagio dos
compostos considerados de pouca afinidade pelo modelo. Muitos fatores serdo levados
em conta ao decidir sobre a sintese de um novo composto, a dificuldade e o custo estio
entre os principais.

No caso especifico dos compostos inibidores da enzima H* KT-ATPase da série das
nicotinamidas, que tém um mecanismo de ligacio que depende da transformacio da
droga administrada, uma pré-droga, na espécie que realmente liga-se 4 enzima dentro do
organismo, nas condi¢des do meio gastrico, modelos QSAR com valores das atividades in
vitro e in vivo baseados na estrutura quimica da pré-droga nio puderam ser obtidos. Estes
resultados mostram a necessidade de entender melhor o mecanismo de transformacio da
pro-droga antes de prosseguir no estudo de sua afinidade.

Um mecanismo publicado para a ligagdo da forma ativa ao sitio receptor pade ser
reforcado, ainda que utilizando calculos mecénico-quanticos de baixa qualidade. Os cal-
culos descartam outro mecanismo, também publicado, para a reagio de transformacio da
pré-droga na espécie bicativa. Este estudo define as geometrias dos intermediarios que
podem efetivamente ligar-se ao sitio de agdo da droga segundo o mecanismo proposto,
necessitando ainda de refinamento para que os resultados possam ser correlacionados aos
tempos de meia vida (t,/;) dos compostos em meio 4cido, uma forma de mensurar a ca-
pacidade de cada molécula para transformar-se na forma bioativa. Devemos lembrar-nos
que os tempos de meia vida sdo uma medicao realizada da taxa da decomposicio dos
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compostos, nao necessariamente através do mecanismo que passa pelos intermediarios
capazes de ligar-se 4 enzima, e portanto devem ser considerados com cautela quando
comparados com uma Uinica proposta para o mecanismo de decomposigao.

O estudo detalhado do mecanismo da decomposicio de cada uma das moléculas da
série é necessario para que sejam obtidos resultados que auxiliem o desenvolvimento de
drogas que decomponham-se pelo mecanismo adequado a ligagao com o receptor em de-
sejado. Os resultados obtidos sao apenas um primeiro passo, apenas a obtenc¢do das
geometrias de dos estados durante a decomposicao do melhor ligante da série. Estes
resultados também podem ser utilizados de outras formas. O conhecimento detalhado
da estrutura do sitio de ligagdo pode permitir a aplica¢io imediata das geometrias ob-
tidas para o estado de transigdo dos intermediarios de reacdo em calculos de afinidade
droga-enzima, por alguma metodologia capaz de considerar os efeitos relevantes na for-
macao de ligagao quimica. Particularmente os efeitos eletrénicos devem ser acuradamente
descritos, visto que estes compostos sao inibidores irreversiveis da, enzima, e ligam-se cova-
lentemente ao sitio. O estudo detalhado da interagdo eletronica entre pequenas moléculas
e macromoléculas constitui um campo aberto ao desenvolvimento teérico e tecnoldgico.

O estudo da interagao entre a droga e um determinado sitio receptor, num Processo co-
nhecido com QSAR baseado no sitio, é o caso mais favoravel ao desenvolvimento racional
de novas drogas. Diversas metodologias podem ser exploradas para obter alinhamentos
entre drogas e macromoléculas e calcular a energia de ligacdo da geometria resultante.
A aplicacdo das metodologias de alinhamento pressupde o conhecimento da estrutura da
droga ¢ da macromolécula (ou pelo menos a regido do sitio de ligacao). Grande parte
das metodologias aplica campos de for¢a para calcular a energia de interagao através de
mecanica molecular, com resultados que dependem da acuracidade do compo de forgas
determinado. Também dependem da capacidade de sortear e encontrar os alinhamentos
favoraveis.

Uma boa descricio molecular através de campos de forca requer dados de origemn
espectroscopica e/ou célculos tedricos de nivel muito elevado para os compostes, para
determinar constantes de forca de ligacio, torsionais e tantas outras quantas o campo
de forga escolhido necessite para caracterizar cada tipo atémico presente na molécula.
Conhecer quais 3o as regides da molécula mais relevantes na ligagio droga-macromolécula
pode ser de grande valia ao se propor a definigao de novos tipos atémicos para utilizagao
em campos de forga, ja que muitas vezes sido definidos fragmentos contendo dois ou mais
atomos {por exemplo o grupo CH; terminal em uma alanina, ou o grupo CH aromaético em
uma fenil-alanina). Este ponto aproxima as abordagens baseadas na droga das abordagens
baseadas no sitio.

Diante da impossibilidade de realizar calculos de mecanica quantica envolvendo gran-
des por¢des de macromoléculas, devemos pelo menos ser capazes de discriminar alguns
alinhamentos droga-macromolécula potencialmente importantes, para entio partir para
um refinamento. Se um campo de forcas for bem definido para os amino-acidos que com-
pdem a proteina (e muitos o sdo), resta definir bons pariametros para a droga, e assim
obter alinhamentos promissores. Portanto os dados obtidos determinando as regioces de
ligagao da droga em estudos QSAR baseados na droga podem e devem ser utilizados para
auxiliar na defini¢ao da topologia das drogas, se houver necessidade de definir novos tipos
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de &tomos para utilizar a droga em alinhamentos.

7.2 Consideragoes finais sobre o trabalho

Fica claro que a utilizagdo de descritores de origem mecanico-quantica é viavel e
eficiente para obtengao de modelos QSPR e QSAR no caso dos compostos utilizados para
previsao de logP,/, de compostos com funcionalizacio diversa, e dos valores de 1C;5q das
drogas estudadas. A utilizagdo conjunta de descritores de outro tipo, de conectividade ou
topolégicos por exemplo, poderia trazer melhoras na capacidade de previsdo dos modelos.
O motivo da sua nao incluséo é a simplicidade. Utilizar apenas um tipo de descritor pode
resultar numa melhor atribui¢do das relagbes entre os descritores mecanico-quanticos
e as estruturas quimicas, servindo ao propésito de melhor conhecer o significado dos
descritores escolhidos.

A possibilidade de utilizagio dos descritores mecanico-quanticos para proposicio de
alteracGes estruturais nio é tdo clara. No caso dos compostos utilizados para criagao
do modelo para logFP,;, podemos afirmar apenas quais sio as principais classes de com-
postos pior representadas com o modelo proposto, sem uma conclusio sobre a relaco
entre os descritores e as caracteristicas apontadas para os tipos de compostos que tém
previsdo ruim (grupos hidroxilados e/ou volumosos). As atribuices das limitagtes dos
descritores que podem relacionar-se & ma previsio sdo circusntancias. Sabemos que car-
gas permanentes € momentum de dipolo elevados sdo associados a baixa solubilidade em
fase apolar, e que grandes volumes moleculares desestabilizam solutos que tém pouca
interagao com solventes polares nessa fase. Podemos considerar que a ma previsao de
grupos hidroxilados, capazes de realizar pontes de hidrogénio efetivas, aponta para uma
representagao pobre da formagao de pontes de hidrogénio pelo modelo de solvatagio tipo
continum D-PCM. Consideradas assim, as relagdes entre estrutura e propriedade sio ra-
zodveis do ponto de vista quimico, ainda que obtidas baseando-se em modelos restritos
a algumas classes de compostos, apresentados sem uma extensa discussdo tedrica que
mostre claramente como cada descritor representa cada tipo de interagio intermolecular
presente.

No caso dos modelos QSAR dos compostos fenilguanidinotiazéis, temos que os descri-
tores apontados como mais relevantes sdo os momenta, polarizabilidades, cargas liquidas
em algumas posi¢des atdmicas e densidades eletronicas em orbitais de fronteira em al-
gumas posigoes atdmicas. Sem o conhecimento da estrutura complementar & droga no
sitio receptor, as cargas, os momenta e polarizabilidades devem ser associadas a facili-
dade de penetrar na membrana, fato que também tem sentido quimico, pois sabe-se que
para ligar-se & H* K*-ATPase, mesmo em sua face luminal, a droga deve ser capaz de
penetrar na membrana ou na porgao lipofilica da enzima, j& que os sitios de ligacdo pro-
postos nao situam-se exatamente na face luminal (como pode fazer pensar o desenho da
Figura 6.1 da pagina 130). Também é mostrado que diferencas na lipofilicidade das re-
gides transmembrana onde encontram-se sitios putativos de ligacio, obtidas por mutacoes
de determinados residuos, tém relagdo com a atividade da droga SCH28080 na enzima,
afirmando a possibilidade da importancia de caracteristicas ligadas & permeabilidade e
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lipofilicidade.

As densidades em orbitais de fronteira, sem o conhecimento de alguma estrutura que
seJa capaz de interagir com as drogas através de pontes de hidrogénio ou outro tipo
de interacao eletronica devem ser consideradas apenas indicadores de substituicdo no
grupo amina, se priméaria ou secundaria, fazendo aqui o papel de um descritor topolégico.
Também as cargas na regido do anel aromatico podem estar mostrando a influéncia dos
substituintes do anel, portando-se como descritores topolégicos.

A inclusdo dos efeitos de solvatagdo no modelo QSAR dos fenilguanidinotiazéis nao
melhorou significativamente os resultados, resultando a selecdo de descritores bastante
parecidos aos utilizados na constru¢ao do modelo em vacuo, em niimero ligeiramente me-
nor. O aumento da complexidade dos calculos aparentemente nio trouxe a contrapartida
da melhora da representacio molecular pelos descritores calculados.

No caso do modelo QSAR para os compostos indoliguanidinotiazéis a utilizacdo de
modelos concorrentes, elaborados a partir de conformagdes diferente, permitiu optar pela
conformagao mais extendida da molécula, como sendo a que melhor adaptaria-se ao sitio
de ligagdo na enzima, sem conhecer a estrutura do sitio. Os melhores resultados de corre-
lagao entre o modelo obtido utiliando descritores calculados na conformacio extendida foi
utilizado como critério para optar pela conformacio extendida, j4 que através variacao
da energia conformacional elas seriam indistinguiveis. A decisio mostrou-se acertada,
Ja que as dimensées da conformagao extendida sio as que melhor se aproximam das
dimensoes de outros tipos de ligantes e das distancias estimadas entre alguns pontos de
interagdo da estrutura do farmacoéforo, proposta para o sitio receptor por diversos autores
independentemente.

Os descritores relacionados sdo momenta, campos elétricos, cargas liquidas sobre ato-
mos, densidades eletronicas em orbitais de fronteira e energia de orbitais de fronteira.
Aos momenta, campos elétricos e cargas atémicas é razoavel atribuir a descrigao da li-
pofilicidade, pelos mesmos motivos que no caso dos fenilguanidinotiazois. As densidades
eletronicas nos orbitais de fronteira e energia dos orbitais aparentemente nio podem ser
atribuido nenhum significado, sem o conhecimento da estrutura complementar em que
a droga deve ligar-se. Uma hipotese & que o orbital HOMO-10 seja responsavel por
restrigoes conformacionais na regido de ligagdo entre os anéis indolil e tiazol. os resul-
tados obtidos na previsao da atividade de compostos desconhecidos, definidos com base
em bioisosterismo e para os quais foram realizados c&leulos mecanico-quénticos mostram
a viabilidade da utilizagdo dos modelos como auxiliar do desenvolvimento racional de
drogas. Os resultados obtidos durante a modelagem desta classe de compostos também
foram tteis para definir sua topologia na definicio de tipos atémicas, necessaria aos cal-
culso de alinhamento realizados posteriormente para verificar se os descritores calculados
atendem ao quesito da complementaridade em regides da macromolécula que contém o
sitio receptor.

O estudo QSAR dos comostos da séria das quinolinas mostra resultados mais consis-
tentes. Os modelos obtidos incluem moléculas com variacBes estruturais relativamente
grandes e a validade estatistica dos modelos é maior devido 4 grande quantidade de
compostos da série. As conclusdes sobre o significado de cada descritor e baseiam-se
em suposigoes sobre a por¢ao complementar, no sitio receptor. Temos que regides onde a
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carga liquida nas posicdes atdmicas alternam-se com densidade eletrénicas totais indicam
relevancia de fatores eletrostaticos na sua ligacio. As energias dos orbitais de fronteira
apontam para orbitais com densidade eletrénica na regido do anel benzénico, da carbo-
nila e na regido de ligagio entre os anéis. Sem conhecer a estrutura do receptor, pode-se
presumir que estas regiées podem ligar-se a sitios aceptores de elétrons, e que no caso da
densidade na ligagdo entre os anéis relaciona-se a restricao da liberdade rotacional.

O estudo mecanistico da reagio de eliminacio e formagao dos intermediarios ativos
dos derivados de nicotinamida mostra grande conformidade em relacio ao mecanismo
proposto para a reac¢ao, mesmo utilizando célculos de baixo nivel. Q tamanho da molécula
€ sua estrutura torna a realizagao de calculos com bases maiores muito dispendiosa, ou que
sejam realizados calculos com apenas uma parte da molécula, eliminando substituintes.
No caso praticular do composto mostrado, o mais ativo, as aminas terciarias substituidas
nos aneis participam do formacio do estado de transicio, alternando-se ao modo de
vibragao na regido do enxofre durante o busca do estado de transicio.

O desenvolvimento do estudo do mecanismo esté relacionado 4 utilizagio de métodos
capazes de quebrar da molécula em fragmentos que utilizem niveis diferentes de calculo,
para que se possa aumentar significativamente a representagio na regiio de interesse,
proxima ao atomo de enxofre, sem aumentar desnecessariamente o numero de primitavas
utilizadas, tornando os cilculos menos dispendiosos. Este método, denominado ONIOM,
pode permitir a realiza¢do dos calculos para um conjunto significativo de compostos, de
maneira que seja possivel relacionar a energia de ativacio de cada uma a sua estabilidade
relativa, mediada pelo tempo de meta vida, apoiando o mecanismo proposto na literatura
através dos calculos mecanico-quanticos.

A obtencao de alinhamentos entre as drogas inibidoras da secrecio géstrica e as ma-
cromoléculas que contém os receptores deve solucionar diversos problemas cruciais antes
de tornar-se, de fato, um mecanismo para o planejamento racional de drogas. As enzimas
envolvidas nos ciclos bioquimicos da secregio acida sio proteinas inseridas na membrana
celular, com porgdes lipofilicas grandes, que dificilmente cristalizam-se para permitir ané-
lises por Raios-X ou difragdo de neutrons, por exemplo. A solucio é obter as estruturas
terciarias destas proteinas através de modelagem molecular. Trata-se um trabalho arris-
cado, por qué néo h4 como certificar-se que a estrutura obtida por modelagem corresponde
aquela que realiza as fungdes no organismo vivo De fato, no & possivel certificar-se que
a estrutura foi completamente preservada nem mesmo para aquelas que cristalizam-se e
sao mapeados espectroscopicamente.

O deposito da estrutura da enzima H*-ATPase do organismo Neurospora crassa inicia
uma nova fase no estudo e desenvolvimento das drogas relacionadas, todavia. A estrutura
tercidria da enzima pode servir de base para a constru¢do das outras enzimas com alto
grau de homologia, como a H* K*-ATPase humana. A construcio das enzimas a partir
de outras ¢ um procedimento complicado. A utilizagdo de mecanica molecular para
minimizagao da estrutura apos a substitui¢do e/ou inclusio de novos residuos estrutura
pode afetar significativamente sua estrutura terciaria, mesmo se realizado com critério e
cuidado.

A construgao dos fragmentos transmembrana da enzima Ht K*-ATPase humana foi
realizada a partir do segiienciamento da enzima e de diversas estruturas da enzima publi-
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cadas, em resolucdo menor que a necessaria para mostrar a posicio de cada atomo, porém
suficiente para mostrar como é o alinhamento entre as hélices transmembrana, particu-
larmente. Desta forma, as porgdes terminais das a-hélices construidas sdo posicionadas
para reproduzir as distancias obtidas a partir das estruturas publicadas e mantidas na
posigio pela aplicagao de interagdes entre d4tomos nao ligados. O restante da estrutura
tem sua estrutura otimizada pela minimizagdo da energia total, de forma que sejam
evitadas grandes repulsdes entre as cadeis laterais dos amino-acidos. Um grafico de Ra-
machandran ¢é utilizado para certificar-se que também as ligacbes peptidicas situam-se
em angulos aceitdveis para cada tipo de amino-acido. Atingido um grau de convergén-
cia, as restrigoes de distancia entre as extremidades das cadeias sio relaxadas e alguns
ciclos mais de minimizagdo sdo executados. Poucos ciclos podem néo ser suficientes para
corrigir as distorgoes moleculares introduzidas pela restricio de distancia entre atomos
nao ligados, e muitos ciclos certamente distanciam a estrutura daquela que se pretende
construir. Assim podem ser modificadas as seqiiéncias de amino-acidos das estruturas de
proteinas obtidas em bancos de dados para produzir outras proteinas, ainda que nio seja
possivel comprovar a perfeicio destas novas estruturas construidas.

Construindo fragmentos através do procedimento descrito, e aplicando campos de
for¢a consagrados, foi possivel realizar modelos que mostraram a importancia da lipofili-
cidade das regides transmembrana, na regido do sitio receptor putativo das drogas nestas
enzimas. Esta importéncia era ébvia e foi posteriormente reportada na literatura, po-
rém a conclusao obtida através dos modelos criados permite acreditar na veracidade dos
modelos construidos. A observagdo das regides mais e menos lipofilicas nos segmentos
mostrados nas paginas 139 e 137 e sua rela¢o com a afinidade da droga SCH28080 a estas
enzimas em estudos publicados em diversas revistas de grande aceita¢io é um resultado
mteressante, mostrando que a metodologia aplicada na construcio dos fragmentos pode
ser testada em outros casos.

No entanto, obter alinhamentos com pequenos fragmentos da enzima n3o parece ser
razoavel. Uma grande proximidade entre as cadeias laterais dos amino-acidos na enzima
completa pode invalidar completamente as tentativas de alinhamento como aquela mos-
trada na Figura 6.9 da pagina 142 para um compostos da série dos indolilguanidinotiazois
e o fragmento transmembrana TM5/6 da enzima. No caso o trabalho de alinhamento
foi realizado apenas para teste do procedimento e do programa AutoDock. A partir da
aplicagao do procedimento da defini¢do das caracteristicas e tipos de 4tomos da droga,
que foi escolhida por qué tem o fragmento indolil facilmente adaptado da estrutura do
aminio-icido triptofano, pode-se partir para um estudo com um fragmento maior da en-
zima, obtido diretamente pela edigdo do arquivo de coordenadas no formato .pdb para a
H*-ATPase de Neurospora crassa disponibilizada no Protein Data Bank.

Os alinhamentos obtidos utilizando o mesmo procedimento resultaram em energias de
ligacdo bastante pequenas, possivelmente por causa da mé representacio de pontes de hi-
drogénio. A alternativa é utilizar estes alinhamentos em métodos de calculo alternativos,
valendo-se de campos de forga que sejam capazes de uma melhor representagio de todos
os aspectos da interacao molécula-macromolécula, ou mesmo por métodos que utilizam
mecanica-quantica na regido de ligacdo da droga no receptor e mecanica molecular no
restante da macromolécula, conhecidos com QMMM. A situaciao permite mostrar que a
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metodologia aplicada para sorteio de alinhamentos e conformagdes pode ser eficiente para
mapear diversos sitios possiveis de ligacdo ao longo da superficie da enzima, sem contudo
permitir uma defini¢ao de qual é o melhor alinhamento, utilizando o programa AutoDock
e seu método de calculo de energia de alinhamento.

7.3 Conclusoes finais

O trabalho realizado desenvolveu um modelo QSPR para logFP,/, com estimativa de
desvio comparavel dquela obtida por métodos experimentais. Podemso concluir que os
descritores mecanico-quanticos propostos sdo adequados ao desenvolvimento dos modelos.
E bastante relevante mostrar que através de calculos mecanico-quanticos podemos mode-
lar propriedades termodinamicas com grande contetido entrépico, que tradicionalmente
sd0 modeladas pela aplicacdo de métodos de dindmica molecular utilizando mecanica
molecular para obter os valores das energias de interagio entre 4tomos e moléculas.

Os resultados de QSAR obtidos tém possibilidades de utilizagio direta como auxiliar
na decisdo sobre a sintese de novos compostos das séries estudadas. O trabalho mostra
Inequivocamente gue os descritores mecanico-quanticos sdo suficientermente acurados para
obter modelos QSAR, e que os fatores eletrostaticos e eletrénicos estao entre os mais
relevantes na interagdo entre as drogas ativas na modulacio da secre¢io géastrica e seus
sitios de agdo. A modesta capacidade de sugestdo de novas estruturas a partir da anélise
multivariada pode ser compensada pela facilidade de obtencao de valores de atividades
de outros novos compostos através dos modelos propostos. Os modelos mostram-se mais
robustos com o aumento dos conjuntos de moléculas utilizados para sua elaboragéo, o
que permite considerar que sdo elaborados a partir de relages pertinentes e nio casuais
entre os descritores mecanico-quanticos e as atividades bioldgicas medidas in vitro.

Os modelos mecanisticos podem ser refinados, tratando-se de um problema de ordem
computacional obter resultados com a aplicagao de calculos mecénico-quanticos de alto
nivel para os casos estudados. Os procedimentos para realizacao dos calculos e os detalhes
da aplicagdo dos métodos foram resolvidos.

Os procedimentos de alinhamento sdo apenas etapas iniciais de um trabalho que deve
prosseguir para que sejam obtidos resultados tteis para orientar o desenvolvimento ra-
cional de novas drogas. Trata-se de um campo aberto de pesquisa, nao cabendo aqui
conclusoes de fato. A aplicagao dos métodos disponiveis em diversos programas e o inter-
faceamento entre eles foi a etapa desenvolvida durante este trabalho. Foram estabelecidos
os procedimentos para realizacdo da varredura da superficie da enzima em busca de si-
tios de ligagao e para a obtengdo da energia associada ao alinhamento, assim como o
procedimento para obtengdo dos graficos que representam os resultados de alinhamento.
Estes procedimentos utilizam programas fornecidos gratuitamente pelos autores, podendo
ser liteis a toda a comunidade, independentemente da disponibilidade de recursos para
aquisi¢ao de programas, fato relevante.



Apéndice A

Programas desenvolvidos

A.1 Geragao de geometrias com o método da Matriz
de distancias métricas

O processo de geragao das geometrias a partir de uma semente utilizando o modulo
distgeom do TINKER envolve diversas conversdes entre os formatos de arquivos de co-
ordenadas dos dtomos nas moléculas. Para gerenciar e automatizar o processo foram
realizados shell scripts na linguagem PERL. Os programas de geracao de geometrias fo-
ram desenvolvidos por outro pesquisador [99], associado ao grupo, e foram tanscritos aqui
apenas para documentagio

Este programa utiliza um arquivo de entrada de dados que deve conter o nome do
arquivo de semente que serd utilizado para a geracio das estruturas e algumas opg¢oes
de entrada do programa distgeom. O arquivo com os dados de entrada deve ser cha-
mado de csp.in, e um exemplo com o formato estd transcrito a seguir. Este script
utiliza os programas MOPAC, BABEL [158] e TINKER, que devem estar acessiveis no diretério
/usr/local/bin do computador.

cs.pl

#!/usr/bin/perl -w
#

$input=$ARGV[0] :

#

F-3-3.1 b2.0. 5 588 3 BRYEL L1 HHBBERY $-3-5 4 %]

#3ettings - This program needs babel-1.6 and Mopac
#

$tinker_dir="/usr/loecal/bin";
$babel_dir="/usx/local/bin";
$mopac_dir="/usr/local/bin";

#

# Keywords to mopac

#

$keywords="AM1 PRECISE NOINTER MMOK'®;

#

# Send an e-mail to me after finishing

#

$email="eborges\diqm.unicamp.br";

#
H¥HRERELY

SHREHEY b 54 A A B 0
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#4 EHu# +3. 337 BHERE R RE

#5tructure files are generated by TINKER using
#

‘cat §input | $tinker_dir/distgeom > cs.log‘;

yrTen

SR B SR

distance geometry methods

#HA $REEL LY

T -

#Root names are extracted and storaged in a vector

#

$tmp= ‘ls *.001°;
$tmp=" s/.001//;
chomp ($tmp) ;
Qtmp=<$tmp*>;
pop(@tmp);

*

#in order to minimize its geometry
#

while (@tmp){

$arq=shift(@tmp);

‘§tinker_dir/xyzsybyl S$arq > gbg';

#en RNty

#
#Each tinker file is converted to mopac internal coordinate file

($babel_in,$babel_out)=($tmp." .mol2",$tmp.".dat");

‘$babel_dir/babel -imel2 $babel_in
‘$mopac_dir/rmopac $tmp‘;
rename ($tmp.".out”,$arq." . out");

-omopint $babel_out “$keywords" > ghg®;

#

#Remove some rubbish

#
unlink($tmp." . arc");
unlink($tmp.".Qat");
unlink ($tmp.".log”);
unlink ($tmp.".mel2");

}

#H#RE L33 HRER AR 844 FHRRE1Y B4 i

#

HHEGR R LS e a3

#Remove scme rubbish again
#

unlink("ghg"};
e P

open MAIL,"|mail $email";

print MAIL "Terminou a analise conformacionalin®;

close MAIL;

A seguir ¢ mostrado um exemplo de arquivo de entrada de pardmetros para geragao
de geometrias através do programa ¢s.pl, que utilza como semente o arguivo 22.xyz,
que tem corrdenadas cartesianas no formato do TINKER, podendo ser gerado com o pro-
grama molden [159], ou convertido com o BABEL para o formato necessario. O programa
val gerar mil conformagdes, com imposigao de quiralidade em atomos tetraédricos, im-
posi¢do de quiralidade ou planaridade em atomos trigonais, imposi¢io de restricdo na
liberdade rotacional da ligagio entre dois 4tomos trigonais e pré otimizacao com método

de Simulated Annealing.

csp.in

22 .xyz
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A.1.1 Programa para comparar, eliminar e classificar conférme-

ros
uniquefy.pl

#$Id: uniquefy.pl,v 1.1 2000/07/12 01:42:20 kesley Exp kesley $#
#$Log: uniquefy.pl,v $

#Revision 1.1 2000/07/12 01:42:20 kesley

#Initial revision
require{’getopts.pl?);
Getopts{’te:’);

Hi#HH #4 BERE BHESH

»

#This program is appropriated for Mepac output files
HERRRR #REN *iHd B4R B #
$babel dir="/usr/local/bin";
$tinker_dir="/usr/local/bin";
$tinker_par=”/usr/local/share/tinker/params/mmB.prm";
$email="eborges\®iqm.unicamp.br";

#

#i4

# For field. 1 two Uptions are Available : (1) Fit atoms "M" through "N" from structur
e 1

# to the corresponding atoms of structure 2. Enter "1,M,N" to use this option.
# If "N" is omitted, the fit uses atoms 1 through "M". If beth "M" and “N" are
# omitted, the fit uses all atoms; or (2) Individual entry of atom range pairs
# to be used in the fitting procedure.

#a#

#

$field _1="1,0,0";

#

g 3 4 SHEHEE HUUREHY BUEREEHRRHR LB BEpANE 44

#For field 2 include Hydrogens Atoms in the Fitting [Y/N]

HHRBERRLRGH S HEBBEHHRS Y S HHSHHH
#

$field_2="Y";

#

iR HRESERRBRBBRA RGBS #4441 BB HBHH

#For field 3 use Mass- or Unit-Weighted Coordinates (M/U)

SRR 414 ST $huan
#

$field 3="U";

#

#RABY BEESTRREBRE RS SY SHERERE B

format SUPERPOSE =

B L LLLLLLLLL L L LK CLLC LKL
$current_file
QRLLLLLLLLLLL LR LLLLLLLCLCLLLLLLLLLLLLLLLLLLK
$tinker_par
Q<L LLCLLLLL LKL LLLLLLLLCCLLLL
$other_files

YL CLLLLLLLELLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
$tinker par



164

@<l
$field_1
Q<
$field 2
@<
$field_3

0.0

#Mopac output files are steraged in a vector

S FRERRRER R RSRY S4B SRRRS
#
Qtmp=<*.out>;
#

HHERAR AR B RIREHA B AR UL B R H R R RERB SRR S DY
#Extracts energy values from output files

s SRS B BEH HEREH SREEH

foreach $arg (@tmp){
open(MOPAC, "<$arq");
while (<MOPAC>) {
if (/(\s+FINAL HEAT OF FORMATION =)\s+([0-9+-.]J+}/) {
open{TMP,">>energy.dat");
print TMP $arq," “,$2,"\n";

clese(TMP);
}

}

close(MOPAC);
}
open(TMP,"<energy.dat"};
while (<TMP>){

Qfld=split(" ",$_,10);

$energy{"$£1d[01"}=$£14{1];
close(TMP);
#

REGHBERA RN SR ERH BB RRRERRRRR B ER
#The files are sorted by energy
HHEH G RS R R R

#
@sorted_energy = sort by_energy keys(lenergy);
#
HRHER B R PR RS R AR ER AR R AR ER R RRE RS RBiS

#The files are converted from Mopac te TINKER
ﬂﬂ*#““‘ nﬁiv‘:““‘ n""“ # HEREEH nné
#
foreach (@sorted_energy) {
if ($opt_t) {
$babel_out = $_;
$babel_out =~ s/.out/.xyz/;
‘$babel_dir/babel -imopout $_ -otinker $babel_out®;
push(@tinker_file,$babel_out};
$uniq{$badbel _out} = 1;
} elsif ($opt_e) {
$limit = $opt_e + $energy{$sorted_energy[01};
$value = $energy{$_};
print $energy{$sorted_energy[0]},"\n";
if ($value <= $limit) {
$babel_out = $_;
$babel_out =" s/.out/.xyz/;
‘$babel dir/babel -imopout §_ -otinker $babel_out®;
push(@tinker_file,$babel_out);
$uniqg{$babel_ocut} = 1;

APENDICE A. PROGRAMAS
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} else {
$babel _cut = §_;
$babel out =" s/.out/.xyz/;
push(@tinker_file,$babel_out};
$uniq{$babel_ont} = 0;

}

} else {
print "Uso:","\n";
print "uniqueify -opcao","\n";

print "opcoes: “,"\n";

print " -t ==> todos os arquives sao comparados","\n";

print " -e num ==> compara todos os arquivos com energia de (num) acima
de minimo",*"\n";

exit;

}

}
#
SRR AL AR S s " P

#REMS values between files are calculated

#
while (@tinker_file) {
$current_file=shift(Qtinker_file);
if ($unigq{$current_file}==1}{
foreach $other_files (@tinker_file) {
if ($uniq{$other_files}==1) {
open{SUPERPJSE, ">superpose.in");
write (SUPERPDSE);
close (SUPERPOSE) ;
‘cat superpose.in | $tinker_dir/superpose » superpose.log®;
open(RMS,"<superpose.log");
while (<RMS>) { .
if (/{ IMPOSE -- After Rotationm)\s{19}([0-9.1+)/) {
if ($2 <= 0.4) {
$uniq{$other_files}=0;
¥
open{TABLE,">>table_rms.dat");
print TABLE "The r.m.s. between ",$current_file," and ",$other
_files," is ",$2,” \n";
c¢lose(TABLE);
}
}
close{(RKS);

. BEBURERBRBERBRY

#0nly unique structures are extracted

&
open(UNIQ,">unicas.dat");
foreach $file (@sorted_energy) {
$tmp = $file;
$tmp =" s/.out/.xyz/;
if ($uniq{$tmpl==1) {
print UNIQ $file," ",$energy{$file},"\n";

}
}
close (UNIQ);
¥

sub by_energy {
return $energy{$al <=5 Senergy{$b};
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}
#
S

#Remove some rubbish
ﬂ*ﬂ-ﬂ"“"ﬁﬂg ﬂ#‘ # ]

#
unlink("superpese.in");
unlink{"superpose.log");
unlink(<*.xyz>);

open MAIL,"|mail $email”;
print MAIL "Terminou a remccao de arquives duplicados\n”;
close MAIL;

A.2 Programas para automatizar a realizacao de cal-
culos

A.2.1 Programa para execucio serial de varios calculos para QSAR

Este script realiza otimizagdo de geometria e calculo de propriedades para séries de
moléculas, seqiiencialmente. A estrutura de diretério deve ser mantido- Um direté-
rio para cada compostos da série (no caso os diretérios sio moll mol? mol3). Arqui-
vos de entrada em coordenadas internas para cada conformagdo utilizada, com nome
composto pelo nome do composto e conformacio (no caso cada conformagio do com-
posto moll deve ser nomeada moll_a.zmt e moll_b.zmt). Partindo destes arquivos
0 programa cria corretamente os arquivos com os nomes adequados. Ao fim da exe-
cugdo os diretérios de cada composto deverao conter os arquivos com as proprieda-
des calculadas de acordo com o contetdo do arquivo ${HD}/${PPT} .hed e um arquivo
com as densidades eletronicas calculadas para cada orbital molecular entre HOMO-10 e
LUMO. O arquivo com as propriedades tera o nome formado pelo contetido das variaveis
${NM}_${CF}_${0PT}_${PPT}.1log (no caso moll_a_ecp_321Gpp.log), e as densidades
no arquivo ${NM}_${CF}_${OPT}_${PPT}.den. Os demais arquivos intermedisrios que
ndo sao apagados seguem a mesma légica para composi¢ao dos nomes.

runall.csh

#$Id: runall_aml_prop,v 1.1 2000/07/11 13:09:55 eborges Exp eborges §
set 0T = ‘pwdf
set OPT ecp
set PPT = 321Gpp
set HD = ${0T}/head
cd $0T7/woxk
foreach NM (mell molZ mol3)
cd $NM
foreach CF (a b)
gzip -d *.gz>>k$0T/${0PT}${PPT}.err
if (-f ${NM}_${CF}_${0PT}.log) then
set FLAG = ‘grep NORMALLY ${NN}_${CF}_${OPT}_${PPT}.loglcut -d\ -£6°
else
set FLAG = ERAQ1
endif
if (($FLAG == "NORMALLY")&&{-f ${uM}_${CF}_${0PT}_${PPT}.den)) then
gzip ${NM}_${CF}_${OPT}_${PPT}.1log >>& $0T/${OPT}3{PPT}.err
echo ${NM}_${CF} completo>>$0T/${OPT}${PPT}.log

ion
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else if (-z ${NM}_${CF}_${OPT}.zmt} then

m -1 ${NM}_${CF}_${O0PT}.zmt >>& $0T/${0PT}${PPT}.exrr

if (-f ${NM}_${CF}.zmt) then

cat ${HD}/${OPT}.hed ${NM} _${CF}.zmt ${HD}/tail>${NH}_${CF}_${UPT}.inp
gms ${NM}_${CF}_${0PT} 01 1>&${NH}_${CF}_${OPT}.1og

set FLAG3 = ‘grep "END OF GEOMETRY SEARCH"[cut -d\ -f2]ent -d. -£7¢
if (FLAG3 == "END") then

babel -igamout ${NM}_${CF}_${0PT}.log -ogzmat

${Nu}_${CF}_${OPT}.tmp

sed /Variables:/s///

${NM}_${CF}_${OPT}. tmp>${NK} _${CF}_${0PT}.zmt

m ${NM}_${CF}_${OPT}.tmp>>&$0T/${OPT}${PPT}. exr

endif

else if (-f ${NM}${CF}${0PT}.zmt) then

-£6¢

cat ${HD}/${PPT}.hed ${NM}${CF}${0PT}.zmt ${HD}/vail>${NM}_${CF}_${OPT}_${PPT}.inp

rm -f ${NM}_${CF}_${0PT}_${PPT}.log ${NM}_${CF}_${OPT}_${PPT}.dat >>& $0T/${0PT}${PPT}.err
gms ${NM}_${CF}_${0OPT}_${PPT} 01 1>k ${NM}_${CF}_${0PT}_${PPT}.log
set FLAGZ = ‘grep NORMALLY ${NM}_${CF}_${O0PT}_${PPT}.loglcut -d\

if ($FLAG2 == “NORMALLY") then

set HOMD = ‘grep ALPHA ${NM}_${CF}_${CPT}_${PPT}.log]auk

*{print §7}’¢

CHOMD ++
cat ${HD}/$3{PPT}den.hed|sed -e "/XX/s//‘echo $HOMO®/">tmp. hed

set LIN = ‘grep -n END ${NM}_${CF}_${OPT}_${PPT}.dat}avk ’BEGIN {FS=";"} {print $1}°:¢

tail -n +3LIN[1] ${NM}_${CF}_${0PT}_${PPT}.dat|tail -r>vec
set LIN = ‘grep -n END vecl|awk ’BEGIN {FS=':"} {print $1}’¢
tail -n +$LIN[1] vecitail -r>tmp.vec
cat tmp.hed ${NM}_${CF} _${0PT}.zmt ${HD}/tail tmp.vec>de.inp
rm -f vec de.dat de.log>>% $0T/${0PT}${PPT}.err
gms de 01 1>&de.log
set AT = ‘grep ATOMS de.loglawk ’{print $6}’¢
set AT2 = ‘expr $AT + 3¢
grep -B 1 -A $AT2 *ELECTRON DENSITY’ de.log>${NM}_${CF}_${OPT}_${PPT}.den
m -f de.log de.dat >>& $0T/${OPT}${PPT}.err
foreach OB {1 23456789 10 11)
set HOMD = ‘expr $HOMD - $0B®
cat ${HD}/${PPT}den.hed|ised -e "/XX/s//‘echo $HOMO®/">tmp.hed
cat tmp.hed ${NM}_${CF}_${0PT}.zmt ${HD}/tail tmp.vec>de.inp
gms de 01 1>&de.log
grep -B 1 -A $AT2 ’ELECTRON DENSITY?’ de.log>>${NM}_${CF}_${0PT}_${PPT}.den
m -f de.leg de.dat de.inp >>& $0T/${OPT}${PPT}.err
end

endif

endif

end

cd .,

gzip --best -r $NM

end

#$Log: runall_aml_prop,v §

167

A.2.2 Programa para incluir efeitos de solvatacio em geometria

otimizada

Este script utiliza a geometria gerada em coordenadas internas do definida no bloco
$data$ para o GAMESS, otimizada previamente com nivel de calculo adequado & inclusio
do efeito de solvatacao proposto. As instrugdes para identificagao de nomes de arquivos
e diretorios sdo dadas em comentarios dentro do programa, que deve ser modificado para
adequar-se a outros exemplos praticos.

runsolv.csh
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#!/bin/csh

C-shell script to execute sequential GAMESS jobs.

Inveke this by typing ’runsolv.csh?,

Needs headfiles, and zmatrix coordinates for GAMESS run above the
following paths. The GAMESS setup script name is ‘gms’, and must
exist in any searchable path. Follows some settings.

® B HHH R

# Here is the root directory:
set 0T = f‘pwdf
# Logfiles and error files are generated here.

# Headfiles must exist above the next path:

set HD = $0T/head

# The name of any headfile must be an expression formed with twe
identifier variables followed by the ‘.hed’ suffix.

The identifiers currently used are {$AQV} for the runlevel and {$50}
for the solvent effect were added inn. So their names must be

must be 6311Gaqg.hed 321Gac.hed 6311Gch.hed with current settings.

*+ B #® W

# Work directory must exist above the mext path:

set LO = $0T/work

# Optimized geometrical coordinates of the melecules must be provided
on files above this path. Their names must be an expression formed
with a runlevel identifier variable followed by the suffix ©.zms’.
All GAMESS output files must be stored above this directoy until the
end of all the calculations of the entire series of compounds.
Corrupted or abnormally output files must be mannually removed.

L

# This is an identifier the this run
set AQV = 321G

# Here goes the script name for log files
set SC = runall_solv

cd $LO
foreach NU (moll mol2 mel3)
foreach S0 (ac aq ch)
it (-f $NUSAQVS{S0}.log.gz) then
echo "arquive $NU$AQV${SD}.log.gz JA EXISTE ">$0T/$5C.err
else
cat $HD/$AQV$SO.hed ${¥U}.zmt > tmp.inp
gms tmp 01 1 > k& $NU$AQVE{SO}.log
echo  $NUSAQV${SD}: ‘grep NORMALLY $NUSAQVS${SO0}.log | \
cut -d\ -f6 -f8 -f9 -£11°>>$0T/$SC.1log
gzip --best $NUSAQV${S0}.dat>>&30T/$5C.err
endif
end
end

A.3 Programas para buscar dados nos arquivos de saida

A.3.1 Tabulacao e conferéncia dos conjuntos de dados para cri-
acao do modelo QSPR de log Py

. Este programa localiza descritores e dados necessarios para calcular os valores de
parti¢do em arquivos de dados de saida do GAMESS calculados utilizando nos cabecalhos
as diretivas listadas na pagina 56 de Sec¢do 2.3.1 para calcular propriedades moleculares
com efeitos de solvatacio com cavidade do tipo denominado ‘S1’. Utiliza o programa
fungles escritas para o comando awk, denominadas ak80, ak25 e charmin.
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Programa utilizado para tabular e calcular valores de particao

particaoS1.csh

#!/bin/csh

set AWK = “/prog/awk_lib

set ATOM = ‘fgrep "TOTAL NUMBER OF ATOMS" $1|awk *{print $6}7°

set NATOM = ‘expr ${ATOM} + 4°

fgrep " TOTAL FREE ENERGY IN SOLVENT =" $1 $2| awk -f ${AWK}/ak80>tmp1

fgrep " TOTAL FREE ENERGY IN SOLVENT =" $1 $3| awk -f ${AWK}/ak80>>tmp1l
fgrep " TOTAL FREE ENERGY IN SOLVENT =" $2 $3| awk -f ${AWK}/ak80>>tmpl
fgrep "DIPOLE MOMENT" $1lawk ’{print $5}’>>tmpt

fgrep "DIPOLE MOMENT" $2|awk ’{print $5}’>>tmp1

fgrep "DIPOLE MOMENT" $3)awk ’{print $5}>>tmpl

fgrep ’TOTAL NUMBER OF TESSERAE’ $1 $2 $3| awk ® NF>7 {print $9}’>>tmpi
fgrep -A${NATOM} ’NET CHARGES’ $1lawk -f ${AWK}/charmin>>tmp1

fgrep -A${NATOM} °NET CHARGES’ $2|awk -f ${AWK}/charmin>>tmp1

fgrep -A${NATOM} °NET CHARGES’ $3|awk -f ${AWK}/charmin>>tmp1

awk -f ${AWK}/ak25 tmpl>>$4

exit

Fungoes para awk Estas fungdes, denominadas ak80, charmin e ak25 devem ser
criadas em arquivos com este nome no diretério ~/prog/awk_1ib

#ak80

{n[NR]=$8}

END {logpaq_ch=log(exp(1)~(.16244367*(n{1]1-n[2])))/log(10)
print logpaq_ch}

#ak?25
{campo=campo $1" "}
END {print campo}

#charmin
{if € (($1=="C") |1 ($1=="N") | | ($1=="8") | | ($1=="CL") | | ($1=="BR") \
[1($1=="F")[1($1=="0") | [ ($1=="SI") | | ($1=="P" ) ) \
& ($2 < c1) ) cl = $2 }
END {print c1}

A.3.2 Programa utilizado para tabular os descritores mecanico-
quanticos

A estrutura do programa divide a tarefa em trés shell scripts. O primeiro denominado
datall.csh gerencia a busca na estrutura de diretérios. O segundo localiza e imprime o
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bloco de dados para cada arquivo de saida, denominado buscadados.csh. O terceiro é
um conjunto de pequenos scripts para o awk que fazem a selecao e formatacao dos dados
a partir das linhas do arquivo de saida do GAMESS

datall.csh Este programa gerencia o processo de busca dos dados calculados como
GAMESS através da arvore de diretorios criada para organizar os calculos necessarios para
0 estudo QSAR de uma série de compostos. Este programa utiliza a mesma estrutura de
diretérios que o Programa A.2.1, denominado runall. csh, listado na Sec¢do A.2

#!/bin/csh

# Realiza o gerencia a busca de dados com 0 script buscadados
# Algumas informagdes sobre caminhos e arquivos de destino

# devem ser inicializadas nas linha a seguir.

# A sintaxe é: datall

# N&o aceita argumentos de entrada.

# Define o diretdério onde ficam os diretdrios referentes a cada uma
# das moléculas, e dentro dos diretério das moléculas os arquivos

# de saida do GAMESS

set RAIZ = ‘pwdf

# Define o diretério onde ficam os diretérios correspondentes a cada
# molécula na arvore. 0 termo abinitic pode ser substituido.
set LO = $RAIZ/abinito

Os nomes dos arquivos de saida do GAMESS sio formados
obrigatoriamente da seguinte jungio: {$NUM}{$AQV}.log

NUM devem ser os nomes dos diretérios das moléculas onde ficam
0s arquivo de saida do GAMESS correspondente aquela molécula.
Os nomes dos diretdrio moll mol2 e mol3 devem ser substituidos
no comando logo abaixo: foreach (moll mol2 mol3)

H H H H N

# AQV: Varivel que define o tipo de calculo realizado
set AQV = 6311G

# Define qual o script de busca de dados, no caso buscadados.csh
set BUSCA = "/prog/buscadados.csh

# Define para onde o arquivo com os dados tabulados sera direcionado
set SA = $RAIZ/dados

cd {$L0}
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foreach NUM (moll mol2 mol3)
if (-f {$NUM}/{$NUM}{$AQV}.log.gz) then
echo +++Descomprimindo o arquivo $NUM/$NUMSAQV.log.gz+++
gzip -d {$NUM}/{$NUMI{$AQV}.log.gz>k $RAIZ/run{$AQV}.run
endif '
if (-f {$NUM}/{$NUMI{$AQV}.log) then
cd $NUM
${BUSCA} ${NUM}${AQV}.log tmp3
cat tmp3>>../tmp3
rm tmp3
cd ..
echo "$BUSCA $NUMSAQV.log">& $RAIZ/run{$AQV}.log
gzip --best {$NUM}/{$NUM}{$AQV}.log
echo $NUM$AQV>>tmp4
else
echo "FALHA: $NUM$AQV.log">& $RAIZ/run{$AQV}.run
endif
end
mv tmp3 {$SA}/dados{$AQV}.txt
mv tmp4d {$SA}/lista{$AQV}.txt
rm tmp2

buscadados.csh

Este é o programa que 1é os dados em cada arquivo de saida do GAMESS e chama,
as fungdes de formatagio das linhas de dado correspondentes a cada uma das moléculas
que serao utilizadas em QSAR.

#!/bin/csh

# A sintaxe &:

# buscadados arquivol arquivo?2

# arquivol é a saida do gamess, arquivo2 & onde os dados serdo escritos

# Define o caminho das fun¢des de biblioteca

set AWK = "/prog/awk_lib

# Define o nimero de atomos onde as propriedades sio interessantes
set NA = 18

# 0 comando fgrep ndo dispde da opgao -A na implementacdo do
# AIX, devendo ser modificado.
fgrep -A 14 "MULTIPOLE MOMENTS:" $ilawk -f ${AWK}/ak22>>tmp1l

# Localizao os campos elétricos (se) calculados.
set na = ‘expr $NA \* 5 + 3¢
fgrep -A $na " ELECTRIC FIELD " $1lawk -f ${AWK}/ak20>>tmpl
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# Localiza as cargas calculadas com o método CHELPG
set na = ‘expr $NA + 3¢
fgrep -A $na “NET CHARGES:" $1|awk -f ${AWK}/ak21>>tmpl

# Localiza as densidades eletrémnicas calculadas.

# Normalmente o programa GAMESS calcula a densidade total,
# exceto se definido o orbital no arquivo de entrada.

set na = ‘expr $NA + 3¢

fgrep -A $na "ELECTRON DENSITY" $1|awk -f ${AWK}/ak24>>tmp1l

# Localiza as energias dos dltimos 11 orbitais ocupados

set HOMO = ‘fgrep ALPHA $1lawk ’{print $7}’¢

set LIMI = ‘expr $HOMD - 11°¢

fgrep -B 1 ’A A A A A? $1 0\
| awk -f $AWK/ak_enorb | sed -n "$LIMI,${HOMO}p" \
I awk *{printf("%12.6f\n",$1)}’>>tmp1

# Organiza os dados em uma Gnica linha para entrada na matriz dos descritores
awk -f ${AWK}/ak25 tmpl>>$2

#

rm tmpl

exit

Funcoes para awk

Estas fungdes realizam a formatagao dos dados localizados pelo script A.3.2. Sua implemen-
tagdo em arquivos separados separada permite maior mudularidade na execucac das fungdes.
Os arquivos devem ser criados no caminho determinado no script, atualmente determinado em
um sistema UNIX para ~/prog/awk_lib.

# Fungdes em awk, que devem ser escritas em arquivos separados
# denominados ak22, ak20, ak21 e ak_enorb
# localizados no diretério ~/prog/awk_lib.

#ak22
{if ($6 !="VALUE" && $6!="") print $5}

#ak20
{if ($1 '7"[A-Z]" && $2 '""[A-2]" && $4'=0) print $4}

#ak21
{if (82 '~ "C" k& $2!="") print $2}

#ak_enorb
{for (i=1;i<=NF;i=i+1) {if ($i'~/[A-Z]/&&$it="~-1) print $i}}
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