OOV IRH R 2

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE QUIMICA

DEPARTAMENTO DE Fisico-Quinmica

Estudo Tedrico das Relagbes Estrutura - Atividade Biclogica
de uma série de derivados de Chalcona {1,3-difenil-2-propen-1-
ona) como Agentes Anti-Plasmodium falciparum (Agentes Anti-

malaricos).

Dissertacéo de Mestrado
apresentada ac Instituto
de Quimica da UNICAMP
para obtencdo do titulo
de Mesire em Quimica.

Aluno
Luiz Frederico Motta

Orientador
Prof. Dr. Yuji Takahata

Campinas, SP.
Janeiro/2004. i
UNICAwD
BIBLIOTEC A CENTRA:
g pm, E f-, ,. PP
ké;%séi: ‘fgi;{:g.ﬁ"ﬁfifwg?g



2 CHAMADD: | msioemn

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA

UNICAMP

MB58e

Motta, Luiz Frederico.

Estudo tedrico das relacbes estrutura — atividade
biolégica de uma série de derivados de Chalcona
(1,3-difenil-2-propen-1-onaj como agentes anti —
Piasmodium falciparum (agentes antimalaricos) /
Luiz Frederico Motta. -- Campinas, SP: [s.n], 2004.

Orientador: Yuji Takahata.

Dissertagao (Mestrado) — Universidade Estadual
de Campinas, instituto de Quimica.

1. Chalcona. 2. QSAR. 3. Modelo linear de
Hansch. 4. Malaria. |. Takahata, Yuii.
I|. Universidade Estadual de Campinas. il Titulo.




Dedico esta pesquisa:

A meus pais, Luiz Carios e
Clara Licia (in memorian);
A meus filhos,

Frederico e Fernando,

E a minha querida esposa,
Fabiana.



Agradecimentos

Meu orientador, Dr. Yuji Takahata, um ilustre e iluminado homem! Homem
que me ensinou: “Teoria e prafica so termos que sempre deverdo estar lado a
lado, mas se por algum motivo a tecria vier a faltar, é preciso aprender a trabalhar
com a maguina mesmo sem conhecer a leoria do funcionamento desta
maqguina’.... Muito obrigado, Takahata, pelo enorme apoio, carinhc e
compreens&o. Posso até afirmar que o estimo como um segundo pail

Ao Prof. Dr. Anderson Coser que gentilmente me ensinou a trabalhar com o
programa de sua autoria BulldQSAR, que foi de grande utilidade em minha
pesquisa QSAR;

Ao Prof. Dr. Fernando Coelho que por intermédio de suas aulas passei a
simpatizar e a compreender methor certos mecanismos fundamentais da quimica
organica, e por explanar de forma objetiva e abrangente os diversos tépicos da
quimica medicinal. Muito obrigado também pelo aceite em colaborar com a
validagao de minha pesquisa contribuindo com a sintese e o planejamento de
novos farmacos, objeto de pesquisa no meu Doutoramento;

A Prof. Dra. Marcia Miguel de Castro, pelas valiosas contribuicGes na parte
estatistica de minha pesquisa e pelo carinho e respeito para com a minha pessoa;

A minha maravilhosa esposa, Fabiana Motta, gue soube ter o “dom da
paciéncia” por varios momentos...... momentos que serdo lembrados eternamente!
Nesta frajetoria de vida, aprendemos a caminhar junios.... e aprendemos também
‘gue nada esta perdido e que sempre existe uma solugéc®. Obrigado pelo enorme
carinho e amor que vocé nos dedicou durante esses dez anos...

Meus filhos, Fredinho e Fernando, que tanto se esforcaram para nao fazer
baruiho, pois quantas vezes ouviram “0 pai precisa estudar meus filhos”.

E finalmente,

Aos funcionarios do Instituto de Quimica, em especial a Bel, que sempre
estiveram prontos a atender as necessidades da pesquisa e da pds-graduacio;

Muito obrigado!

vii



Curriculum vitae

Luiz Frederico Motta

Natural de Uberlandia (MG)

Estado clvil: Casado

Filho de Luiz Carlos Motta e Clara Lucia de Paula Motia

»
¢

¢

@

A A L A A A AL A R A A L 2 B B R IR SR S B - ¥

®

@ B

Formacao Académica

Bacharel em Farmacia pela Faculdade de Ciéncias Farmacauticas da Universidade
Séo Francisco (1998);

Bioquimico com habilitagio em Andlises Clinicas pela Facuidade de Ciéncias
Farmac@uticas da Universidade S3o Francisco {1999);

Licenciado em Quimica pelo Programa Especial de Formagéio Pedagogica (Resolugao
CNE 2/97) pela Fundagéo instituto de Ensino de Osasco {2000);

Pés-graduado em Quimica (Lafo Sensu) pelas Faculdades Oswaldo Cruz {2002},

Atividade Profissional:

Docente de quimica

Colegio e Curse Objetivo: Uberiandia ~ MG (1988-1990)

Sistema Integrado de Ensino (Objetivo): Patos de Minas - MG (1890-1981)
Sistema Integrado de Ensino (Objetivo): Araguari ~ MG (1990-1891)

Coiégio e Curso Anglo: ltuiutaba —~ MG (1990-1991)

Colegio Oswaldo Cruz (COC): Patrocinio — MG (1988-1991)

Colégio Estadual Pré-vestibular de Goiania: Goiania ~ GO (1992-1995)

Colégio Carlos Chagas: Goidnia -GO (1992-1995)

Sistema Angio de Ensino: Goiania -~ GO (1993-1995)

Colégio Sigma: Goiania — GO (1994 —1995)

Curso Metodo Vestibulares: Goiania - GO (1994-1995)

Colégio e Curso Campus Vestibulares: Goiania - GO (1994-1996)

Colégio Disciplina: Goiania - GO (1995)

Colégio Ateneu Dom Bosco: Goiania ~ GO (1995-1997)

Coiégio e Curso Domus: Goiénia ~ GO (1995-1996)

Colegio Maximo — Sistema Positivo: Goidnia — GO (1996)

Colégio e Curso Prisma Vestibulares: Goiania — GO (1996-1997)

Colégio Interativo: Goiania - GO (1996-1997)

Curso LFM Vestibulares: Goiania - GO (1996-1997)

Colegio Guimarées Rosa (Curso Integral): Braganga Paulista — SP (1998-2001)
Sistema Anglo de Ensino: Pouso Alegre — MG (1998-2002)

Sistema Angio de Ensino: Ouro Fino — MG(19989-2002)

Universidade S&o Camilo: S0 Paulo - Curso: Farmacia; Disciplina: Fisico-quimica
(Professor Convidado) — 1° Semestre de 2002.

Universidade S&o Camilo: S3o Paulo - Curso: Nutrigdo; Disciplina: Bioquimica Bésica
(Professor Convidado) — 2° Semestre de 2002.

Colégio e Curso Integral: Atibaia — SP (2001- 2003)

Sistema Pueri Domus: Braganga Paulista - SP (2003)

Colégio e Curso Integral: Jundiaf —~ SP (2003)



o2

* + &

»

L 4

000:0

¢ &

4,
0’0

Estagios
Farmacia Cisne de Ouro (Pouso Alegre — MG) - 20 a 31 de jutho de 1998; Periodo
Integral.

Participacdo em cursos cientificos

Curso de Computacdo Basica e Programacio (Universidade S&o Francisco — 1598).
Metodos Cromatograficos na Andlise de farmacos e alimentos (Universidade Sao
Francisco — 1998).

Cosmetologia: “Tecnologia avancada, Matérias primas e Marketing” (Universidade S3o
Francisco — 1998).

Plantas utilizadas como drogas ilicitas: *Psicotrépicos & Eufomanicas” (Universidade
Sé&c Francisco ~ 1888).

Formas farmacéuticas sélidas (Universidade S&o Francisco — 1999).

Assisténcia farmacéutica na farméacia hospitalar (Universidade S&o Francisco - 1989).
imunodeficiéncia e HIV - “Diagnéstico imunolégico e biologia molecular’ (Universidade
Séo Francisco — 1999).

Relagdes entre Estrutura Quimica e Atividade Biologica (SAR e QSAR) (Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP - 2000).

introducéc @ Quimica Computacional (CENAPAD - Universidade Estadual de
Campinas = UNICAMP - 2001).

Fundamentos de Cosmetologia (Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas — UNICAMP - 2002).

O Universo da Quimica Computacional & seu Impacto Cientifico (instituto de Quimica
da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP - 2002).

Cancer: “Uma vis&o clinica, uma visio farmacéutica” (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo — USP - 2002).

Bioquimica do Cancer (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3o
Paulo - USP -~ 2002).

Participacio em simpoésios e congressos

XI Semana Cientifica Farmacéutica (Universidade Federal de Goias ~ UFG — 1932).
X1 Jornada Universitaria Farmacéutica e Il Simpésio de Farmacia (Universidade Sao
Francisco — USF -~ 1998},

Xll Jornada Universitéria Farmacéutica (Universidade Sao Francisco — USF ~ 1999).
I Workshop de Modelagem Molecular de Ribeirde Preto (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - USP — 2002).

I Semana de Quimica (Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP - 2002).

XXXVIl Semana Universitaria Paulista de Farmécia e Bioquimica e Vil Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo - USP ~ 2002).

Disciplinas cursadas como alunc especial

Local: Universidade Sao Francisco

Curso: Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas

Métodos Instrumentais de Anélise Quimica Aplicados a Insumos e Medicamentos.

Quimiometria: Analise Muitivariada de Dados Experimentais



Estudo Tedrico das Relacdes Estrutura - Atividade Biologica
de uma série de derivados de Chalcona (1 ,o-difenii-2-propen-1-
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Resumo

O presente trabalho teve como objefivo investigar teoricamenie as relacBes
quantitativas entre estrutura quimica e atividade biolégica (QSAR) de uma série de
derivados de Chalcona (1,3-difenil-2-propen-1-ona). Os dados observados de
atividade bioldgica correspondem a inibicdo i vitro da parasitemia ocasionada
pelas cepas cloroquina-resistente de Plasmodium falciparum, agente causador da
malaria. A primeira etapa da investigagdc consistiv em determinar a geometria
molecular das estruturas quimicas realizando minimizagao energética e otimizacéo
da geometria para cada estrutura pelo método Mecénico Molecular MM2 e semi-
empirico PM3. A estrutura resultante foi submetida a2 uma minimizagdo simplex
utilizando o valior da constante dielétrica em meio aquoso. A seguir, inlimeras
propriedades moleculares de natureza lipofilica, eletrdnica, estereoquimica,
termodinamica e de biodisponibilidade foram calculadas. Primeiramente,
selecionamos quatorze propriedades moleculares importantes. Estas varidveis
foram submetidas a analise estatistica Regressao Linear Multipla (RLM) no intuito
de investigarmos a correlagao existente entre a estrutura quimica e atividade
bioldgica, sendo que algumas varidveis explicativas foram selecionadas para
estimativa de um modelo linear de Hansch. O modelo proposto revelou a
contribuicdo de quatro descritores independentes (Log P, Hydrogen bond donor,
parametro estérico B4 de Verloop e comprimento molecular). Concluimos também
que a carga atbmica parcial no oxigénio da carbonila parece estar relacionada
com a atividade biologica destes derivados.



Theoretical study of Structure-Activity Relationship of a
series of Chalcone derivatives (1,3-diphenyl-2-propen-1-one}, Anti
Plasmodium falciparum Agents (Anti malaria agents).

Luiz Frederico Motia
Supervisor: Prof. Dr. Yuji Takahata
Keywords: Chalcone, Malaria, QSAR, MLR, Hansch Linear Model

Abstract

The object of the present work is to conduct quantitative structure activity
relationships (QSAR) studies on a series of Chalcone derivatives {1,3-diphenyi-2-
propen-1-one). The compounds have inhibitory in vifro activity against chloroquine-
resistant Plasmodium falciparum, which causes malaria. The first step of the
investigation consisted of determination of molecular geometry calculating the
lowest energy empioying Molecular Mechanics MM2 and PM3. Environment of
aqueous solution was assumed by adopting the value of dielectric constant (c) of
water. Then a large number of molecular properties such as lipophilic, electronic,
steric, thermodynamic, and bioavailability were calculated. We first selected about
fourteen important molecular properties. They were used the Muitiple Linear
Regression analysis to establish QSAR model of Hansch type. Four independent
descriptors were finally selected: Log P, Hydrogen Bond Donor Capacity, a steric
parameter B4 of Verlop and Molecuiar length. There is an indication also that the
atomic charge of carbonyl oxygen seems to be related with biological activity of the
compounds.
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1.1 Desenvolvimento de farmacos e a indgstria farmacéutica

A Saude € um pardmetro de suma importancia no quadro econdmico,
politico, cultural e social de um pais, sendo entdo caracterizada como um dos
pilares fundamentais no processo de desenvolvimento social de uma nacdo. Uma
enorme gama de pesquisas sociais t8m demonstrado significativa influéneia na
relac@o entre a Saude e os indicadores de qualidade de vida das populacdes.

No capitulo da Ordemn Social da Constituicdo Federal do Brasil. consta o
principio basico: “A Salde & direitc de todos e dever do Estado, assegurado
mediante politicas sociais e econdmicas que visam & reduco do risco de doencas
& de outros agravanies e a0 acesso universal e igualitério as agbes e servicos
para a sua promogdo, protegdc e recuperacdo” (Constituicdo Federal, 1988).
Poderiamos enfatizar que o termo SAUDE é empregado como sendo um bom e
nermal estado de desenvolvimento fisico e psiquico do individuo apresentando um
perfeito equilibrio funcional de seus drgdos e sistemas, mas a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), vai mais além nessa caracterizacdo, inserindo também
como parametro de saide a situaco do individuo no contexto social em que vive.
Sem qualquer questionamento duvidoso, a Salde “estado de completo bem-estar
fisico, mental e social’, ¢ uma necessidade basica do ser hurnano e ao longo dos
tempos tem sido alvo de constante preccupacéo.

No intuito de conservar e manter uma boa Saude, o ser humano vem
utilizando os mais variados recursos para prevenir e combater as doencas através
de medidas profiiaticas e terapéuticas. Entende-se por medida tferapéutica o
conjunto de medidas incluindo a utilizag&o de medicamentos e/ou outros recursos
que visam o tratamento ou cura de uma determinada doenca j& instalada no
organismo do individuo (Silva, 1994).

Os produtos utilizados como medida terapéutica geralmente constituem os
medicamentos e correspondem a uma variedade de farmacos com efeitos

biclogicos diversos. O enorme avango nas tecnologias de desenvolvimento de



farmacos verificade nos Gltimos anos deve-se em parte ao extracrdinério papel
gue os produtos naturais vem desempenhandc na terapéutica.

A frajetdria de desenvolvimento de um féarmaco potencialmente ativo
resuftando o minimo de efeitos adversos € longa, complexa e onerosa. A quimica
medicinal tem coniribuldo de modo decisive na descoberta e no desenvolvimento
de novos agenies terapéuticos.

Os elevados custos no desenvolvimento de novos farmacos estéo
associados a uma série de fatores que levam em consideracio as véarias fases
dispendiosas envolvidas, desde a descoberta do farmaco até a introducdo do
medicamento no mercado (Cohen, 1996). Segundo centros de pesquisa de
desenvolvimento de farmacos nos EUA., o custo do processe  de
desenvolvimenio de um novo farmaco estd na ordem de dois bilhdes de délares
em um periodo de dez a quinze anos de pesquisa (Patrick, 2001).

Para que um nove medicamento seja comercializado de modo seguro &
necessario um longo periodo de pesquisas e elevados investimentos financeiros,
seja na indGstria farmacéutica, em universidades ou em laboratérios de pesquisa.
Nos ultimos vinte anos, mais de noventa por cento dos farmacos lancados no
mercado foram desenveolvidos em industrias farmacéuticas (Korolkovas &
Burckhalter, 1988).

Na busca de novos agentes terapéuticos, indmeras substéncias sdo
sintetizadas e testadas /in vifro e in vivo em industrias farmacéuticas, sendo que
para uma meédia aproximada de cada lote de dez mil substancias que entram no
processo de desenvolvimento de um farmaco candidato, apenas uma é aprovada
pelo FDA (INTERFARMA, 2002).

As perspectivas de crescimento no ramo da industria farmacéutica s3o
boas, visto que varias doencas conhecidas poderdo ser tratadas no futuro e,
consequentemente, havera um aumento na expectativa de vida do homem. Este
fato estimula a elevada competitividade entre indUstrias farmacéuticas e acarreta
um acréscimo cada vez maior no que diz respeito ao investimento financeiro e
tecnoidgico por parte das industrias na tentativa em visar lucros elevados
(Krogsgaard-larsen ef af, 1998).
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1.2 A importancia da quimica medicinal

Nos ditimos anos, a quimica medicinal esteve voltada para o estudo das
razbes moleculares da aco dos farmacos e para o estudo das relacdes entre a
estrutura quimica e a atividade bioldgica destes férmacos, por intermédio do
planejamento racional de novas substéncias bicativas (Barreiro & Fraga, 2001). As
substancias devem apresentar propriedades terapéuticas Uieis, para gue possam
ser classificadas como um novo farmaco. A quimica medicinal é uma area
cientifica marcada pela interdisciplinaridade e multidisciplinaridade e com o nitido
envolvimento de inumeras &reas de conhecimento, o que é perfeitamente
justificavel pelo amplo espectro de fatores envolvidos por se tratar de sistemas
biologicos (Amaral & Montanari, 2002).

A quimica medicinal esta intimamente associada a farmacclogia molecular
no sentidoc em compreender cada vez mais as razbes moleculares das interacBes
farmaco-receptor {Leitéc ef af, 2000).

O entendimente das interagBes farmaco-receptor em sistemas bioldgicos é
uma tarefa minuciosa e extremamente complexa, pois envolve uma muitiplicidade
de falores que estio relacionados com a resposta terapéutica. Deste modo a
resposta bioldgica desejada em um organismo humanc € resuliade do
reconhecimento molecular do farmaco peio biorreceptor (Florence & Attwood,
2003}

A pesquisa e o estudo das interacbes, dos possiveis mecanismos de acic
dos farmacos e de seus efeitos bioldgicos s&o alvos da farmacodinamica. A
quimica medicinal n2o se restringe apenas ao mecanismo de acic dos farmacos,
leva também em consideraglo outros fatores como a absorgio, distribuigdo,
biotransformacao e a eliminacao destes, aspectos relacionados & farmacocinética.
A biodisponibilidade do farmaco e o seu perfil de foxicidade também deverdo ser
analisados e fazem parte da quimica medicinal (Barreiro & Fraga, 2001).

Entre as inimeras atribuicbes da quimica medicinal a grande colaboracéo
esta no planejamento racional de novas substéncias bioativas incluindo sintese e
modificagcdo molecular, isolamente de principios ativos naturais, identificacdo ou

elucidacdo de estruiuras quimicas, relacbes entre estrutura quimica e atividade



biologica através de caiculo de propriedades fisico-quimicas de moléculas,
compreensac em nivel molecular de processos bioguimicos, farmacodinémicos,
farmacocinéticos, toxicolégicos e finalmente, propor e wvalidar modelos
matematicos que correlacionem a estrutura guimica de substincias com a sua
atividade bioldgica (Amaral & Montanari, 2002). Esta érea de conhecimento utiliza
diferentes esiratégias metodoidgicas sendo bastante Util no plansjamento racional
de farmacos. No enfanto o sucesso no planejamento racional de um farmaco
requer um amplo conhecimento multidisciplinar & uma interatividade continua de
pesquisadores em cooperagbes mituas (Amaral & Montanari, 2002).

No intuitc em buscar uma interatividade nesta area cientifica, surgiu no
Brasil, a Divis@o de Estrutura Quimica e Atividade Biolégica (DAS), precursora da
quimica medicinal, gue seis anos depois viria a ser renomeada Divisdo de
Quimica Medicinal (DMD). Percebe-se que num futuro proximo existira no Brasil
uma enorme tendéncia em formacdo de grupos de pesquisadores e/ou pequenas
empresas, gue estardo envolvidos no desenvolvimento de farmacos e serio
financiados por agentes financeiros de capital privado efou publico ou pelas
indastrias. Deste modo, doencas consideradas come negligenciadas em paises
em desenvolvimento, serdo alvos de estudo objetivando o desenvolvimento de
novos farmacos potencialmente ativos (Amaral & Montanari, 2002).

Por intermédio da quimica medicinal, moléculas candidatas a serem
bicativas poderdo ser inter-relacionadas estruturalmente visando planejar
analogos com base no tipo de interaglc farmaco-biorreceptor. Através de
pesquisas das Relagbes entre Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica, algumas
estruturas guimicas otimizadas e validadas serdo escolhidas para estudos in vivo
e serao posteriormente selecionadas para ensaios pré-clinicos e clinicos

(Krogsgaard-Larsen ef af, 1998).

1.3 Planejamento racional de farmacos - “Drug Design”
Vérias estratégias estdo disponiveis para o desenho estrutural de novos
farmacos. A principal estratégia utilizada no planejamento da arquitetura molecular

de substancias bioativas baseia-se no mecanismo de acdc dos farmacos, visando



a identificacdo da estrutura do protdtipo (Lead Compound) ou de um anaiogo
ativo, principaimente quandoc a topografia do biorrecepior envolvido nao é
conhecida (Barreiro & Fraga, 2001).

G planeiamento da estrutura molecular destas subsifncias que serfo
candidatas a novos farmacos fundamenta-se no mecanismo fisiopatoldgico e
escolha do biorreceptor envolvido. Os receptores sfo biomacromoléculas que
apresentam uma estrulura quimica tridimensional estérec-especifica para com oS
farmacos {Silverman, 1882).

A atividade bioldgica de um farmaco € atribuida aos diversos tipos de
interagbes deste com as estruturas quimicas do receptor, formando o complexc
farmaco-recepitor. Os farmacos podem ser estruturalmente especificos,
apresentando assim um slevade grau de complementaridade para com &
biomacromolécula. Para compreender a estereoespecificidade dos farmacos é de
suma importancia conhecer as forcas de interacdo envolvidas no processo de
complexacao (Kalant & Roschiau, 1991).

Alravés de iécnicas da quimica tedrica computacional via meétodos da
mecanica molecular e mecanica quantica € possivel prever os provaveis tipos de
interagdes farmaco-biorreceptor. A compreensac das interagbes quimicas entre o
farmaco com os grupos funcionais guimicos do receptor € muito importante visto
que resulta numa seqléncia de alteragdes conformacionais na biomacromolécuia
receptora. Deve-se levar em consideracdo que a capacidade do farmaco em se
adaptar ac receptor estd intimamente associada as caracteristicas estruturais e
conformacionais de ambos {Kubinyi, 1993).

Levando em consideracdo a “teoria da pertubagdo macromolecular’,
proposta por Belleau (Korolkovas & Burckhalter, 1988), onde a formacdo do
compiexo farmaco-biorreceptor € acompanhada de variacdes de energia livre de
Gibbs, fica facil compreender gue tal complexacio ocorrera simultaneamente com
alteracbes conformacionais no receptor. Esta teoria oferece um fundamento
termodindmico plausivel para a explicagdo de processos fisico-quimicos que

ocorrem em termos de interagdes intermoleculares na regido ativa do biorreceptor.



Muitos farmacos apresentam como alvo terapéutico enzimas. Os farmacos
que atuam em enzimas poderdo desencadear um mecanismo bioquimico de
ativacdo ou inibicdo. Em termos bioquimicos, a inibicdo enzimética refere-se ao
efeito provocado por um farmaco em enzimas, inibindo entdc =z trajetéria
metabdlica. A inibigBo enzimatica provocada por farmacos poders ser reversivel
ou irreversivel (Voet et a/, 2002). Assim é imporiante ressaltar que muitos
parasilas necessitam de uma extensa & complexa cascata enzimatica para o seu
metapolismo. A descoberta de novos farmacos inibidores enzimaticos resulia no
blogueio e interferéncia no metabolismo desses parasitas.

Quando & estrutura tridimensional da regido ativa do biorreceptor é
conhecida, & previsdo de possiveis interacdes quimicas entre o farmaco e o
receptor € concretizada via processos de complementaridade molecular,
identificando assim os grupes farmacoféricos das substancias bioativas que s&o
responsaveis pelas propriedades moleculares e o mecanismo de aczo. Este
processo envolve a identificac&o de um bioligante eficiente, cuja estrutura guimica
é planejada com base na estrutura do biorreceptor. N&o necessariamente um
bioligante identificado in vifro possuird perfil de biodisponibilidade adequado,
sendo necessario entdo efetuar modificagbes moleculares em sua estrutura
quimica a fim de melhorar sua eficiéncia farmacocinética, desde que a regiao
farmacofcrica seja preservada para que possa ocorrer entdo o reconhecimento
molecular do farmaco pelo biorreceptor (Barreiro & Fraga, 2001).

Se a ftopografia da biomacromolécula receptora ndo for conhecida,
devemos levar em consideragdo o mecanismo fisiopatolégico e bioguimico do
processo em estudo. Varios farmacos foram descoberios por planejamento
racional tendo como base uma abordagem fisiopatoldgica. Neste caso, elege e
planeja-se © padr@o estrutural original através de variagbes no indice de
similaridade molecular de forma a identificar um analogo ativo. Apds ser
comprovada a atividade bioldgica in vivo deste analogo, tem-se entdc um novo
prototipo. De modo semelhante, 0 novo protétipo terd também sua eficacia
farmacocinética melhorada por intermédio de modificacdes na estrutura quimica

desde que os grupos farmacoféricos sejam conservados (Kubinyi, 1995).



Percebe-se eni@o que o planejamento de farmacos inclui no apenas o
planejamento da arquitetura molecular do bioligante, mas também a sua
farmacocinética e o seu perfil de toxicidade, caracteristicas que estio na maioria
das vezes além das possibilidades do plansjamento auxliado pelo computador.
Todavia, ferramentas guimiométricas apropriadas, sdo extremamente Uteis e
valiosas nc planejamento e na avaliagdo de experimentos e resultados
farmacocinéticos e toxicoldgicos.

O processo de desenvolvimento de farmacos envolve a identificacdc do
receptor, a descoberta do protétipo {Lead Compound), testes da fase pré-clinica
(em animais), testes da fase clinica (seres humanos) e testes clinicos pOs-
mercado. Na fase de descoberta do protétipo, pesquisas SAR e QSAR tém sido
muito (leis para identificacBo de grupos farmacoféricos do protétipo (bioligante).
Este estagic & conhecidc como planejamentc de farmacos auxiliado por
computador, CADD, “Computer-Assisted Drug Design”™ (Cohen, 1996).

O planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD) & um
conjunto de técnicas computacionais utilizadas para descobrir, planejar e otimizar
compostos biologicamente ativos (Krogsgaard-Larsen ef a/, 1998). O planejamento
de farmacos via computador € um procedimento necessario, eficiente e Gtil na
tentativa em reduzir gastos e o tempo de confeccdo de um medicamento. O
universo em CADD amplia-se a cada momento por intervencéo de uma crescente
tecnologia computacional e de novas metodologias aplicadas acs calculos em
quimica tebrica computacional (Cohen, 1996). Através do CADD, propriedades
fisico-quimicas moleculares de substancias bioativas sao calculadas e exploradas,
levando em consideracdo dados experimentais de atividade biclégica e os
principios de quimica tedrica computacional.

1.4 Quimica tedrica computacional

Sabe-se que a estrutura quimica de substéncias bioativas pode ser
correlacionada com a resposta bioldgica. As relagdes entre estrutura quimica e
atividade biologica de compostos podem ser expressas por intermédic de

equacbes matematicas que apresentam determinados pardmetros capazes de



representar as propriedades fisico-guimicas da estrutura destas substancias que
seréo candidatas a novos farmacos potencialmente ativos. Levando em
consideraca@o que a maioria dos férmacos s&o estruturalmente especificos, ou
seja, 0 seu efeito bioldgico resulta da interacdo especifica com os receptores,
entdo o reconhecimento molecular destes pelos respectivos biorrecepliores
depende da esirutura quimica de ambos, incluindo o arranjo espacial dos grupes
funcionais que deverdo ser complementares. Portanto, é de extrema importancia
que nestas equacles malematicas aparecam pardmetros de solubilidade
(lipofilicos), descritores eletrbnicos e descritores estéricos para uma melhor
compreensdo das estruturas quimicas envolvidas, das possiveis interacées
farmaco-receptor e conseglentemente planejar e otimizar o desenvolvimento de
novos farmacos potencialmente ativos {Thomas, 2003).

A exploracéio e analise estatistica de parametros qualitativos & quantitativos
de uma série de estruturas quimicas, correlacionando-os com a atividade
bioidgica, pode ser realizada pela quimica tedrica computacional por intermédio de
um conjunto de métodos computacionais (Amaral & Montanari, 2002). O conjunto
de procedimentos utilizados para correlacionar a estrutura quimica e atividade
bioldgica de compostos de modo qualitativec e gquantitativo chama-se
respectivamente SAR (Structure-Activity Relafionships) e QSAR (Quantitative
Structure-Activity Refationships).

A quimica computacional € muito Gtil no estudo destas relacdes, pois utiliza
métodos matematicos para executar calculos de propriedades moleculares
simulando © comportamento molecular. Deste modo, a quimica computacional
estende além dos limites tradicionais das ciéncias, permitindo explorar moléculas
por intermédio de computadores e atua como um suplemento para a quimica
experimental. “Quanto mais as ciéncias fisicas progridem, mais elas tendem a
entrar noc dominio da matematica, que € um tipo de centro para onde elas
convergem. NoOs podemos julgar o grau de perfeicdc que a ciéncia tem aicancado,
pela facilidade com que ela pode ser submetida a CALCULO" - (A. Quetelet)
(Morgon, 2001).



Uma das inGmeras vantagens da quimica tedrica computacional é a de
atuar como ferramenta de apoic na andlise e interpretagdo de dados
experimentais, através de informagfes gue muitas vezes n&o sdo possiveis de
serem obtidas diretamente dos experimentos.

1.5 Malaria: uma doencga nos paises em desenvolvimento

A malaria & uma doenca sistémica causada por protozodarios unicelulares do
génera Plasmodium que parasitam e destrcem as hemdcias ou eritrocitos
(giébulos vermelhos do sangue) e séo introduzidos no organismo humano por
meio da picada de fémeas de mosquito do género Anopheles (figura 1), por
injecdo e transfuslo de sangue de pessocas infectadas ou peor seringas
hipodérmicas (Neves, 2000). Estes protozodrios s8o caracterizados como
esporozoarios, ou seja, parasitas intracelulares obrigatdrios de vertebrados e que
néo apreseniam organelas de locomocdo {(Levental & Cheadle, 1997). O género

Plasmodium engloba uma categoria de parasitas que infectam o sangue e 0s
tecidos.

Figura 1: Mosquito Anopheles sp; Fonte: www hanzeplein.pifircoenzorg/malaria il




A malaria humana é causada pelas seguintes espécies de Plasmodium:

Plasmodium falciparum (Welch; 1897),

Plasmodium vivax (Grassi & Feletti; 18803,

Piasmodium malariae (Laveran; 1881} &

Plasmodium ovale (Stephens; 1922), sendc que no Brasil, as trés primeiras
espécies sdo as causadoras de malaria (Katz ef a/, 1988).

O nome maléria deriva do italianc "mal 4ria” e literalmente significa mau ar,
pois escritores ifalianos defendiam a tese de que a doenga era causada por
vapores nocivos exalados dos péntanos. Nomes alternativos como, paludismo,
impaludismo, s3o de origem francesa e t&m o mesmo significado. No Brasil e
também conhecida por outros nomes populares: febre palustre, impaludismo,
febre intermitente, febre tercd benigna, febre tercd maligna, febre quarts, febre
palidica, maleita e sezdo. Apesar de todas estas designagdes, o nome mais
utilizado, inclusive no meio médico é maléria {Neves, 2000).

A malaria € uma das parasitoses que maior dano ja causou a milhdes de
pessoas, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do globo (RBM)
(figura 2). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a malaria € reconhecida
como grave problema de Salde Publica no mundo, atingindo aproximadamente
40% da populacdo de mais de cem paises. Estima-se que ocorrem nc mundo
cerca de 300 a 500 milhdes de novos casos. Atualmente, € considerada como
uma das principais causas de 6bito mundial, levando a um milhdc de mortes ao
ano (FUNASA, 2002).

£ Arens whers matariz
SAnstrisEon oeurs, i

Figura 2: DistribuicBo geografica da malaria; Fonte: v oo gov/

10



Varias pesquisas indicam que o Flasmodium falciparum é o responsavel por
mais de 40% dos casos de malaria registrados no mundo e por mais de 90% de
todas as mortes causadas por essa doenca (RBM).

No Brasil, aproximadamente 89% dos casos se concentram na regiéo
amazdnica sendo considerada endémica em nove estados {(FUNASA, 2002), onde
as condicfes socio-econdmicas e ambientais favorecem a proliferacdo do
mosquitc anofelino (vetor da doenca), e, consegiientemente, a exposicdo de
grandes contingentes populacionais. A doenca causa &biie, sofrimento, perdas
sociais e elevada perda econdmica. Grandes invesiimenfos empresariais sdo
prejudicados em fun¢do da doenca e a exploracéo do potencial turistico da regio
também é afetada (FUNASA, 2002).

Apesar do esforgo do Ministério da Satide em combater a malaria no Brasil,
através do Programa Nacional de Prevencdo e Controle da Malaria (PNCM), o
sticesso do controle € ainda muito pequeno. Este programa é alicercado em uma
série de componentes que fazem parte das estratégias de intervencéo a serem
implementadas e fortalecidas de forma integrada no sentidc em combater a
malaria (FUNASA, 2002).

inumeros fatores epidemioldgicos (populacac dispersa, migragdes
constantes dos habitantes, moradia inadequada, falta de controle em zonas de
grande concentracdo humana), fatores sécio-econdmicos, o aumento na
resisténcia do mosquito frente aos inseticidas e o gradativo aumenio de cepas de
Plasmodium falciparum resistentes acs farmacos constituem grandes empecilhos
no controle mundial da doenca. E preccupante o aumento no nimero de novos
casos de maldaria no Brasil nos altimos anos, demonsirando gue a parasitose nao
esta controiada (FUNASA, 2002). Considerando o nGmero alarmante de casos de
maléria no mundo e no Brasil, percebe-se que o controle da transmissédc nos
paises em desenvoivimento continua sendo um grande desafio e um projefo a ser
concretizado a longo prazo.

it



1.6 Malaria: um ciclo evolutivo bem adaptado

O ciclo evolutivo da maléria (figura 3) tem inicio com a picada da fémea do
mosquito {vetor} do género Ancopheles ac hospedeiro vertebrade, onde ocorre &
inocculagdo de formas infectantes {esporozoiias) juntamente com a saliva {agente
anticoagulante} do mosquite. Uma vez inoculados, 0% esporozoitas deixam o
tecido subcuténec e enfram nos vascs sanguinecs da pele caindo na corrente
circulatoria. Estas formas desaparecem da circulagfo alcancando as células do
figado (hepatocitos), efetuando assim, a invasace das células hepaticas através de

receptores de superficie na membrana da céluia hospedeira (Rey, 1991).

Esporazoiias

Figura 3: Ciclo evolutivo do Plasmodium sp

O mecanismo de invasdo dos hepatocitos € complexo, havendo a
participagdo de proteinas de superficie como a proteina SSP-2 (Sporozoife
Surface Protein-2) dos esporozoitas, que desencadeiam mecanismos de interacao
molecular e modificacbes celulares justificando a interiorizagao do esporozoita na
célula hospedeira (Ferreira, 1998). Apds invadir os hepatdcitos, os esporozoitas
diferenciam-se em formas criptozoitas, que se mulliplicam por intermédio de um

processo assexuado de reproducdc chamado de esquizogonia resultando os
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esquizontes feciduais e posteriormente as indmeras formas rnerozoitas,
determinando assim o rompimentc dos hepatocitos e que mais tarde ganhardo a
circulag@o para invadir as hemécias. Esta primeira etapa do ciclo enddgeno no
homem € denominada de etapa exo-eritrocitica ou pré-eritrocitica, pois ndo
ocorred ainda a invaséo da céiula vermeiha do sangue {Rey, 1991).

A segunda etapa do ciclo enddgeno no homem (ciclo eritrocitico) inicia-se
com a invasdo das hemdcias por formas merozoitas que se diferenciam em
formas trofozoitas (forma de anel). O mecanismo de invasdoc da hemdacia também
€ compiexo e pode ser compreendido por intermédio de sinais e interagdes
bioguimicas que justificam o reconhecimento especifico entre as proteinas de
superficie dos merozoitas e os receptores de membrana nas células vermelhas
(Murray ef a/, 2002). O principal receptor de membrana na hemécia envolvido no
processc de invasBo corresponde as glicoforinas que s&o glicoproteinas
transmembrana. Existem glicoforinas do tipo A, B e C, sendo que a glicoforing A é
a principal glicoproteing transmembrana e possui aproximadamente 90% do acido
sialico da membrana do eritrocito. A glicoforina A contém sitios de ligacao para as
proteinas de superficie das formas merozoitas (Murray ef a/, 2002; Lorenzi, 1999).
Considera-se atualmente, que a principal proteina de superficie dos merozoitas é
a MSP-1 (Merozoite Surface Protein-1) (Ferreira, 1999).

No interior das hemacias, as formas trofozoitas crescem e se desenvolvemn,
criginando o esquizonte sanguineo que finalmente ao atingir seu estagio maduro,
ira resultar inimeras formas merozoitas, novamente pelo processc multiplicativo
assexuado chamado esquizogonia e que ser&o liberadas no plasma sanguineo
apbs a lise da hemécia, havendo entdo a possibilidade destas formas parasitar
novas hemacias (Rey, 1991).

Os trofozoitas e os esquizontes sanguineocs utilizam um complexo aparato
bioguimico da celula hospedeira. O crescimento dos trofozoitas e dos esquizontes
se processa as custas da célula hospedeira utilizando suas biomoiéculas para
obter metabolitos de pequena massa molecular necessérios para o seu
metabolismo construtive. Véarios componentes metabdlicos sdo utilizados pelos

parasitas durante o estégio intra-eritrocitico, sendo que a hemoglobina é
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incorporada pelo protozodrio por intermédio de uma organela chamada citdstoma
& posteriormente € degradada no interior do vactolo digestivo destes parasitas
como uma fonte principal de aminodcidos. Outrcs metabélitos como a biotina,
glicose, metionina, acido paraminobenzdico (PABA), purinas, pirimidinas e fosfato
s&o oriundos do plasma sanguineo (Rey, 1991).

indiscutivelmente, a compreensao de rotas bioguimicas e a interconverséo
destas biomoléculas é muito importante, pois através de mecanismos bioquimicos,
O parasiia retira nutrientes da hemacia para realizar o seu catabolismo como fonte
de obtencéo de moléculas necessarias as suas necessidades nutricionais e como
fonte de energia (Wiser, 1999). A co-evolugdo do hospedeiro e de parasita ao
longo dos tempos determinou, por consegléncia, o aparecimento de novas rotas
bioquimicas Unicas que distinguem a oélula do parasita da céiula hospedeira. A
compreenséo destas rotas pode levar & explorac3o de diferencas entre o parasita
e o hospedeirc e por final no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos,
principalmente agentes que atuam inibindo enzimas do parasita, biocatalisadores
necessarios e fundamentais ac seu metabolismo.

Mais tarde, ap6s fases sucessivas de esquizogonia, aigumas formas
merozoitas sofrem um processo de diferenciacdo no interior das hemacias,
originandc os gametdcitos, estruturas que néo se multiplicam mais no interior das
hemacias. Os gametdcitos permanecem no interior das hemacias até serem
ingeridos pelo mosquito do género Anopheles. No interior do mosquito 0s
gameidcitos rompem a membrana das hemécias através de movimenios de
contracdo e expanséo. No intestino médio do mosquito, ocorre o processo de
gametogénese onde o gametdcito feminino se transforma em macrogameta e o
gametéeitc masculino se transforma em microgametas, sendo que o macrogameta
sera fecundado por um microgameta originande o zigoto (processc sexuado).
Apods 24 horas da fecundagéo o zigoto que agora é denominado occineto comeca
a se movimentar por mecanismos de contragdo do corpo, atingindo a parede do
intestino medioc do mosquito e encistando entfo, no tecido epitelial, sendo neste
caso chamado de oocistc (oocinetc encistade). E nesta fase em que

presenciamos © processc de multiplicacdo esporogdnica, onde inGmeros
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esporozoitas séo originados no oocisto por intermédio de meiose do zigoto e
sucessivas divisbes mitdlicas e que posteriormente escapam gradualmente pela
parede do oocisto alraves de pequenas perfuragbes (Sinden, 1974). Estes
esporozoitas se disseminam por todo o corpo do mosquito atingindo as glandulas
salivares, esperando o momento oporiuno para serem inoculados no homem
através da picada do mosquito e, finalmente, determinar o inicio de um novo ciclo
evolutive do Plasmiodium faiciparum (Neves, 2000).

1.7 Bioquimica do Plasmodium faiciparum

O Piasmodium € um parasita infraceluiar obrigatdric de extrema
dependéncia da celula hospedeira, pois utiliza biomoléculas da célula parasitada
com a finalidade em obter nutrientes necessérios ao seu metabolismo & para a
obtengdo de energia (Wiser, 1899). Um egquilibric homeostatico do parasita &
necessaric para manutencdo de seu crescimento, desenvolvimento e para que
possa se reproduzir originando inlimeros parasitas e assim dar continuidade ac
seu ciclo de vida. Deste modo, é necessario compreender as rotas metabdlicas
nestas espécies parasitas, as interconversdes entre biomoléculas e as fases de
seu ciclo de vida, objetivando explorar alvos do parasita para acdo de novos
agentes terapéuticos. A compreens&o das rotas envolvidas no ciclo da vida destas
espécies parasitas € apenas uma das etapas necessarias no processo de
descoberta e desenvolvimento de novos protétipos como agentes antimalaricos
potenciais.

Para a manutengdo do equilibrio fisioldgico da célula parasita, o
Plasmodiurm necessita adquirir biomoléculas do hospedeirc efetuande a
decomposicao destas em moléculas menores e energia {(catabolismo). Estas
moléculas menores e a energia obtida sfo utilizadas na sintese de nutrientes
necessarios ao metabolismo do parasita (anabolismo). Sejam nos processos
catabdlicos ou anabdlicos, inimeras enzimas parasitas catalisam as diversas
reagbes bioquimicas durante o ciclo intra-eritrocitico (Murray ef a/, 2002). Em
contrapartida, estas enzimas podem ser inibidas por farmacos potenciais
{inibidores enzimaticos) em qualquer uma das etapas do metabolismo do parasita,



biogueando por conseqléncia a reproducdo do Flasmodium no interior da
hemacia.

Durante o desenvolvimento do parasita nota-se um aumento na demanda
de nucleotideos puricos e pirimidicos, aminodcidos, carboidratos, Acidos graxos e
outras espécies de biomoléculas. Para que ocorra no interior da hemacia o
processo reprodutivo esquizogdnice, o contetido de acidos nuciéicos no parasita
devera ser aumentado visando a realizaco de sua divisdo nuclear e consegiients
obtengdc de novas formas parasitas, necessitando ent@o de nucleotideos puricos
e pirimidicos (Wiser, 1899). Os nucleotideos puricos s&o obtidos por intermédio do
sangue do hospedeiro, pois os plasmédios n&o conseguem sintetizar o ane!
purinico devendo obté-lc no meic em que se encontram, enguanio que os
nuclectideos pirimidicos sdo obtidos por sintese a partir da glutamina, bicarbonato
e aspartato resultando a uridina-monofosfato (UMP) que por final é convertida em
pirimidinas (Rey, 1891). Istc ocorre também, pelo fato da concentracdo de
nucleotideos puricos no sangue do hospedeiro ser elevada, sendc gue a mesma
n&o e evidenciada com os nucleotideos pirimidicos. Esta limitacdo no metabolismo
de nucleotideos pirimidicos sugere possibilidade de exploracdo de rota
bioquimica, sendc esta considerada alvo de agdo farmacoldgico de agentes
antimalaniais (Wiser, 1999).

Alguns agentes antimalariais conhecidos (pirimetamina e sulfonamidas)
atuam inibindo a Dihidrofolato redutase (DHFR) (figura 4), enzima encontrada no
parasita e no homem, biocatalisador crucial no metabolismo de folaios. O folato &
um cofator essencial na sintese de nucleotideos, amincacidos, timidina e na
catalise de acido tetraidrofdlico {Kalant & Roschiau, 1991). A inibicdo da DHFR
resulfaria em bloqueio no metabolismo celular do parasita, pois ocasionaria a
inibicdo da sintese de nucleotideos, evitando assim a sintese de Acidos nuciéicos

e proteinas, e consequente bloqueio na multiplicagéo celular do parasita.
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Figura 4: Alividade enzimatica das enzimas DHPS e DHFR.

O mais interessante seria obter fAdrmacos que pudessem agir seletivamente,
ou seja, farmacos que sejam especificos as enzimas dos parasitas ¢ nao as
enzimas humanas. Uma das solucdes para este probiema esta intrinsicamente
focada n&o apenas na descoberta e no desenvolvimento de farmacos
potencialmente ativos, mas também seletivos contra as enzimas dos parasitas,
evitando efeitos adversos e assim provocando uma toxicidade minima no
organismo humano. Em contrapartida, inlmeras proteases malariais ja foram
identificadas e caracterizadas por intermédio de técnicas imunolégicas e
bioquimicas (Banerje ef al, 2002; Rosenthal, 1998).

Durante o crescimento do parasita, o aumento em seu tamanho determina
também um aumento na demanda por aminoacidos para que possa manter o
mecanismo de sintese protéica. Os aminoacidos podem ser obtidos através de
sinteses novas, seqiiestro de aminoacidos fivres do plasma do hospedeiro e pela
degradagdo da hemoglobina do hospedeiro. A hemoglobina é uma proteina
extremamente abundante no eritrécito, correspondende a aproximadamente 95%
do total das proteinas, sendo que em média 60 a 80% da hemoglobina intracelular
& degradada pelo parasita (Lorenzi, 1999).

A degradacdo da hemoglobina que ocorre no eritrocito do hospedeiro & de
fundamental importéncia para ¢ metabolismo do parasita e tal processo pode ser
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evidenciado afravés de algumas analises observadas experimentalmente
(McKerrow ef af, 1993):

¢« O teor de hemoglobina em eritrécitos infectados diminui sensivelmente
durante o ciclo de vida dos parasitas;

e Ao infectar eritrécitos com hemoglobinas radiomarcadas notou-se
posteriormente ¢ aparecimento de aminoacidos marcados em proteinas
do parasita;

« A concentragdo de aminoacidos livres em eritrécitos infectados é maior
que em hemacias ndo infectadas.

A hemoglobina e as biomoléculas necessarias ac metabolismo do parasita

s&80 interiorizados pelo plasmédio por micropinocitose ou através de uma organela
especial chamada de citdstoma, onde pequenas vesiculas contendo o pigmento
hemoglobina serdo originadas e que posteriormente se fundirdo com o vactolo
digestive do parasita (figura 5) (Eggleson ef a/, 1999).

Pinocitose

Vactolo Digestive

Figura 5: Endocitose do citosol da heméacia.

O vactolo digestivo dos plasmddios & um compartimento 4cido semelhante
aos lisossomos das células humanas com pH na faixa de 5,0 - 5,4 onde ocorre a
atividade proteoclitica da hemoglobina através de enzimas denominadas de
proteases. Varias atividades de proteases foram identificadas no vacdolo digestive

dos plasmodios. Proteases sdo enzimas que promovem a clivagem de ligagbes
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peptidicas (amidicas) das proteinas resultando numa desorganizacéo e
desestabiliza¢do da estrutura fridimensional protéica.

Proteases que catalisam a clivagem de uma ligac&o peptidica na porcac
interna da cadeia de uma proteina s8o &s vezes caracterizadas como proteinases
ou endopeptidases. Proteases que clivam aminocécidos em regido amino-terminal
ou carboxile-terminal de um peptideo ou proteina s&o referidas com exopeptidases
{figura 6). Estas denominagdes em proteases s&o importanies, pois indicam se g
clivagem da ligago peptidica ird ocorrer nas extremidades da cadeia polipeptidica
ou em regiao interna da cadeia ¢ deste modo d&o indicios da fungio da protease
{Barrett, 1988).

exopeptidases

F endopeptidases E

Figura 8: Tipos de clivagem executada pelas proteases.

A cinética das proteases e os aspectos de interacBes quimicas enire as
proteases e ¢ substrato especifico explicitam a capacidade desta enzima em
interagir com o respectivo substrato, sendo um indicativo da formacao do estado
de transicdo (complexo substrato-enzima). A formacgéo do estado de transicdo
ocorre por intermedic de condicdes geoméiricas e energéticas adequadas
{(Marzzoco & Torres, 1999).
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E imprescindivel que se tenha um conhecimento biocquimico a respeito da
estrutura quimica tridimensional e do mecanismo catalitico das proteases para
methor entender a cinética enziméatica destas, e entdo, o mecanismo de inibicio
enzimatico exercido por alguns farmacos gue atuam como inibidores de proteases.

Avangos recentes na bioquimica, biologia molecular e na bioinformatica
esido permitindo caracterizar e identificar cada vez mais indmeras proieases em
varios  microorganismos parasifas focando uma atencdc maior  nestas
biomacromoléculas especificas dos parasitas, minimizando deste modo, varios
efeitos adversos e tdxicos em células humanas.

As proteases malaricas serfo a chave futura para o alvo de novos agentes
terapéuticos, visto que, sdo enzimas especificas encontradas nas diversas
especies de parasitas da malaria {Tamta & Mukhopadhyay, 2003). Estas enzimas
est8o intrinsicamente associadas a diversos processos metabdlicos do parasita,
desde a invasZo de células vermelhas, replicacBo de seu material genético,
ruptura da membrana dos eritrécitos por espécies maduras, eventos relacionados
com 2z hidrolise de proteinas do citoesqueleto do eritrocito, protedlise da
hemoglobina e muitos outros.

Esta claro que o estudo de farmacos que atuam em proteases de
microorganismos serd alvo de pesquisa por muitos anos no intuito em blogquear

rotas metabdlicas dos parasitas.

1.8 Proteases: enzimas necessarias no metabolismo do
Plasmodium falciparum

Embora a relacdo, parasita-hospedeiro no ciclo evolutivo da maléria seja
muito complexa, a atribuicdc de fungles a proteases maléricas é de fundamental
importancia na compreenso dos mecanismos envolvidos e no desenvolvimento
de novos agentes inibidores enzimaticos (Rosenthal ef a/, 2002; Rosenthal, 1998).

Durante os estagios do cicle de vida do Plasmodium falciparum, evidencia-
se a participacdc de proteases maldricas. Atualmente, vérios pesguisadores
envolvidos no desenvolvimento de antimalaricos, estdo preferindo focar os

estagios de invasdo do eritrécito pelo parasita e o processo de degradacéo da
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hemoglobina da célula hospedeira como alvos promissores (Sabnis ef al, 2003;
Shenai ef al, 2002; Hanspal et al, 2002; Humphreys ef al, 1999).

1.8.1 Proteases mediando invaséo e ruptura do eritrécito

A invas&o da célula vermelha é explicada pelo acoplamento (figura 7) da
forma merozoita do Plasmodium aocs receptores de membrana do eritrécito e
através do alinhamento de organelas do parasita @ membrana da célula vermelha
(Mckerrow ef al, 1993). O citoesqueleto da célula vermelha mantém uma morfo-
funcicnalidade importante para a estrutura da membrana plasmatica e atua como
uma barreira importante contra a invasdo de células hospedeiras. Pesquisas
recentes sugestionam que a protedlise do citoesqueleto da hemacia parasitada
esta relacionada & presenca de determinadas proteases maléricas (Debrabant &
Delplace, 1989), 0 que também indica o papel de proteases no mecanismo de
invasao e da lise do eritrdcito.

Figura 7: Microfotografia eletrénica da invasfo do eritrocito pelo merozoita;
A) Reorientacfo e deformagio da hemacia:
B) Jungao Plasmodium falciparum - hemacia;

C) Entrada do Plasmodium falciparum; Fonte: www tulane.edu/%7Ewiser/

Diferentes proteases foram identificadas como enzimas potencialmente
envolvidas na invasao e ruptura dos eritrécitos. Uma protease cisteina de 68kDa
foi identificada em esquizontes e em formas merozoitas do Plasmodium falciparum
(Grellier ef al, 1989; Bernard & Schrevel, 1987; Mayer ef al, 1991; Wernsdorfer,
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1688). Pesquisas com merozoitas levaram & conclus&o que esta protease esta
localizada no apice do parasita sendo liberada por uma organela chamada roptria
durante o processo de invasao (Bernard & Schrevel, 1987). Uma protease serina
foi identificada em formas merozoftas de Plasmodium falciparum (Rosenthal ef
al 1998}

Uma outra protease serina de 78kDa fol também identificada em
esquizontes e em formas merozoitas de Plasmodium falciparum ligada 2
membrana numa forma inativa ancorada por glicosil-fosfatidilinosifol. A ativacéo
dessa protease pelo fosfatidilinositol-especifico fosfolipase C, sugere a
importéncia desta protease no processo de invasdoc da célula vermelha {Braun-
Breton ef al, 1088).

Diversos inibidores de proteases de Plasmodium estao sendo pesquisados.
Sabe-se que o© Chymostatin (inibidor da protease serina), blogueou
especificamente a invasdo dos eritrcitos pelos merozoitas, ¢ mesmo ndo
acontecendo com o Leupeptin (inibidor de protease cisteina), sugerindo entéo o
papel das proteases serina com atividade fundamental no processo de invasdo
das celulas vermelhas (Braun-Breton ef al, 1992).

Estruturas aproximadas de farmacos inibidores de proteases podem ser
projetadas para atuarem como agentes anti-maldricos, levando em consideracéo a
estrutura de modelos de proteases ja identificadas. Embora a fungéo especifica de
diversas categorias de proteases ainda nao esteja clara, fica evidente que a
participagao de inibidores de proteases serina e cisteina blogueiam de modo
consistente a ruptura e & invasdo das células vermelhas do sangue do hospedeire
(McKerrow ef af, 1993).

1.8.2 Proteases mediando degradacio da hemoglobina

Extensivas evidéncias sugerem a ocorréncia da degradacdo da
hemogicbina do hospedeiro no vactolo digestivo do parasita (Klemba & Goldberg,
2002). A degradacao da hemoglobina é um dos mecanismos que o parasita possui
para requerer aminoacidos para o seu crescimento e desenvolvimento no interior

das células vermelhas. Isto pode ser justificado pelo fato de tais parasitas
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apresentarem uma capacidade limitada na sintese de aminocacidos livres, e reside
também na circunstancia da concentragéo de aminoécidos livres no citoplasma do
eritrocito ser reduzida, ou seja, insuficiente para a necessidade do Plasmodium
(McKerrow ef a/, 1993).

A protediise da hemoglobina ocorre por intermédio de processos ordenados
com a atuacac sequencial de diferentes proteases. Denire as diversas atividades
de proteases envclvidas no processc de degradacdo da hemoglobina, trés
categorias principais ja foram identificadas no vactolo digestivo dos trofozoitas do
Plasmodium falciparum (Klemba & Goldberg, 2002):

> Plasmepsins — proteases asparticas (acidas);
> Falcipains — proteases cisteinicas (tidis);
» Falcilysins — metalopeptidases.

C mecanismo de degadracdo da hemoglobina envolve a participacdo de
plasmepsin-1 e plasmepsin-2 que sdo proteases capazes de clivar ligacdes
peptidicas da hemoglobina n&o desnaturada (nativa) entre os residuos de
aminodcidos fenilalanina e leucina localizados nas posicoes 33 e 34 da cadsia
polipeptidica de a-globina, resultando em um desdobramento da hemoglobina em
subunidades de globina e grupo heme (Klemba &Goldberg, 2002). Estes residuos
estdo localizados em regibes conhecidas como regido de dobramento da proteina
em dominios conservados. A clivagem destas ligacdes promove a
desestabilizacao da estrutura global da hemoglobina, expondo outros sitics que
estdo localizados no interior das cadeias polipeptidicas de globina & acdc de
proteases.

Posteriormente, nota-se a participac8o de plasmepsins e falcipains,
proteases que degradam fragmentos grandes de globina em polipeptideos médios
(até 20 aminoacidos). Finaimente, estes polipeptideos médios serdo clivados em
fragmentos pequenos de aminodcidos (8 a 8 amincdcidos) pelas falcilysins.
Portanto, a digest&o da hemoglobina ocorre por intermédio de uma sequéncia
semi-ordenada (figura 8) que vai desde a degradacéo inicial da hemoglobina em
grandes fragmentos de cadeias polipeptidicas seguidc por subseguentes

degradacbes em peptideos menores. Deste modo, a acdc combinada das
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enzimas plasmepsins, falcipains e falcilysins origina pequenos peptideos que mais
tarde serao bombeados do vaclolo digestivo do parasita para o seu citoplasma
através de proteinas carreadoras Pfindr-1 (dependente de ATP), existentes na
membrana do vaclolo digestive. No citoplasma do Plasmodium, estes peptideos
menores serac degradados em aminodcidos livres afravés de aminopeptidases
(Wiser, 1999).

“Proteinas transportadoras .
e membrana (Pfmdr-1);

“Atividade de amino- -

‘peptidases no parasita.

Figura 8: Degradagéo semi-ordenada da hemoglobina no vactolo digestivo do FPlasmadiurm

sp; Fonte: www tuiane edu/% 7 Ewiser/

1.9 Malaria: doenga com severas complicagdes

O individuo infectado apresenta um quadro tipico de sintomas. Iniciaimente
apresenta mal-estar, cefaléia e indisposicio (sintomas prodrémicos). Em seguida,
nota-se a ocorréncia de febre periddica elevada dando origem ac chamado acesso
malarico (Neves, 2000). O acesso maldrico é caracterizado primeiramente por
calafrios, seguido de sensacdo de calor e finaliza com a sudorese. Estas
manifestagbes clinicas coincidem com a ruptura das hemacias. Os parasitas
provocam uma série de modificagbes fisioldgicas e morfolégicas nas células
vermelhas resultande em aglutinacdo e lise (figura 9), liberando assim os
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parasitas, diversos metabdlitos e toxinas na circulagéo induzindo 2 uma resposta
do hospedeiro (Rey, 1991).

Figura 9: Células de Plasmodium falciparum lisando eritrécitos. Microscopia eletrénica de
varredura, artificialmente colorida; Fonte: hilp//bicinformatics leads so.ul/

Uma caracteristica bicldgica interessante presenciada em individuos
parasitados pelo Plasmodium falciparum é a ocorréncia de aderéncia dos
eritrocitos parasitados ao endotélio de capilares e vénulas (figura 10). Este
mecanismo denominado citoaderéncia endotelial é mediado por proteinas do
parasita (adesinas) expressas na superficie dos eritrocitos infectados. A
citoaderéncia endotelial compromete o fluxo sanguineo obstruindo os capilares de
érgdos como cérebro, rins, figado e outros 6rgdos afetados (Cimerman &

Cimerman, 1899).

Figura 10: Citoaderéncia endotelial; Fonte: werw luane. stw/% Evwisar/
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E importante ressaitar gue a diminuicdo do fluxo sanguineo (isquemia)
provocada pela citoaderéncia endotelial reduz o fluxo de oxigénio (anéxia) nos
tecidos induzindo a um metabolismo anaerdbio tecidual, pois a limitacdo no
suprimento de oxigénio determina uma deple¢io na sintese de ATP por faléncia
no transporte de elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial. Deste modo havera
um nitido aumento na concentragdo de fons calcio no citoplasma levando a uma
perda da integridade da membrana plasmatica e da funglo mitocondrial, que
finalmente resuita em necrose coagulativa (Rubin & Farber, 1990).

Em decorréncia da hemdlise, ocorre liberagdo dos parasitas e de seus
metabdlitos, estimulando os macréfagos & agso fagocitaria. A hemolise, também
induz & ocorréncia de anemia pela destruicdc dos eritrécitos parasitados e ndo
parasitados pelos macréfagos, e pela destruicdo destes por mecanismo imune e
sequestrc destas céiulas no bago (Roitt et a/, 1999).

Enfim, a infecglo pelo Plasmodium falciparum resulta em um quadro clinico
muito mais complexo (febre alta, hemdlise macica, danos cerebrais, faléncia renal,
hepatoespienomegalia, anemia intensa, etc) podendo resultar em morte. Deve-se
levar em consideracdo que a doenga pode evoluir apresentando variagdes clinicas
como malaria cerebral. Neste caso, o individuo pode chegar ao coma profundo.

A malaria e potencialmente grave e fatal para criancas em areas endémicas
nos primeiros cincos anos de vida. A maléria pode representar uma complicacéo
muito séria na gravidez, causando a morte materna, aborto, morte fetal ou
prematuridade devido ocorréncia do desenvolvimento e sequestramento dos
parasitas na placenta, levando este 6rgdc & faléncia e conseqiiente sofrimento
fetal (Rey, 1991).

1.10 Aspectos imunolégicos e mecanismo de escape do
Plasmodium

Ac longo de varios anos de evolugdo, os parasitas desenvolveram
mecanismos imunologicos na tentativa de se adaptar ao hospedeiro, pois néo
seria interessante mata-lo sem que a doenga seja transmitida a ocutro hospedeiro

(Roitt ot al, 1999). A capacidade desses microorganismos em sobreviver no
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interior dos hospedeiros reflete as adaptagbes evolutivas que Ihes permitiram
resistir aos mecanismos imunolégicos (Abbas et a/, 1995).

A presenca de antigenos parasitérios circulantes no organismo do
nospedeiro, desencadea um mecanismo de resposta imuncidgica:

a) OUs linfocitos B fazem o reconhecimento especifico de antigenos soldveis
parasitarios e se diferenciam em plasmacitos, que ativamente, secretam
anticorpos {imunoglobulinas);

b} Os linfécitos T-auxiliares reconhecem antigenos parasitdrios nas
superficies de células acessoérias e secretam hormoénios denominados citocinas
(IFNy, interleucinas e TNFa), gue por sua vez ativam os linfécitos B e os
macréfagos teciduais (Abbas ef a/, 1995

Os macrofagos podem ser também ativados por mecanismos T-
independentes:

a) Macrofagos produzem interleucina-12 (IL-12) que estimulam as células
NK (Natural Killer) a secretarem Interferon gama (IFNv);

b) Macrofagos secretam o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa) em
resposta aos antigenos fosfolipidicos do Plasmodium, que por sua vez ativa outros
macréfagos.

Os principais mecanismos no qual os anticorpos controlam as infecctes
peio Plasmodium s&o (Roitt ef a/, 1999):

a) As imunoglobulinas produzidas pelos plasmdcitos ativam a via classica
do complemento provocando dano direto no parasita;

b) As imunogiobulinas neutralizam diretamente as formas merozoitas pelo
blogueio de seu sitio de ligacdo, evitando assim a fixacdo do merozoita com o
receptor de superficie na hemacia;

¢} As imunoglobulinas potencializam a acio fagocitaria mediada por
macréfages.

As formas parasitas da maléria desenvolveram mecanismos de escape das
respostas imunologicas do hospedeiro. Os mecanismos de evasdo verificados

s880;
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a) Distracho imunolégica — Os antigenos sollveis do Plasmodium
falciparum (antigenos S ou termoestaveis) diluem os anticorpos circulantes agindo
com uma “cortina de fumaga” e assim prejudicando a resposta do hospedeiro;

b} Variag@o antigénica - Alteragdo dos antigenocs de seu revestimenio
externc como forma de se proteger do hospedeiro (Roitt ef a/, 1999).

1.11 Toxicidade do grupo Heme

Durante o processo de degradag&o da hemoglobina ocorre liberacdo do
grupo Heme e fragmentos de globina. Heme livre & t6xico ao parasita, determina a
desestabilizagdo de membranas e inibe a atividade de vérias enzimas. Durante o
catabolismo da hemoglobina, ocorre alteracio no NOX do elemento ferro, ou seia,
nota-se evidenciagao de um processo de oxi-reducdo. O ferro da hemoglobina se
enconira sob o estagio de jon ferroso (Fe™) e apds a ocorréncia da protedlise a
forma resuliante corresponde ao ion férrico (Fe™). Podemos entdo afirmar que
durante o catabolismo da Hemogliobina que ocorre no vactolo digestive do
Plasmodium falciparum mediante mecanismo de oxi-reducdo, havera fransferéncia
de elétrons que participaréo na formagéo de reagentes intermediérios.

A oxidacho do ferro promove a formagdo de reagentes intermedigrios
oxigenados (ROIl), que s&o considerados como a principal fonte de Stress
oxidativo do parasita. Os intermediarios reativos formados (&nion superoxido,
radical hidroxila, perdxido de hidrogénio e oxigénio), sdo capazes de causar danos
celulares ac parasita. Como mecanismo de defesa & formac&o de ROl o parasita
converte os intermedidrios oxigenados em outras espécies quimicas menos
toxicas.

No vacuolo digestivo de Plasmodium faiciparum, o grupo Heme proveniente
da hemoglobina & convertido através de Heme polimerases em pigmento maiarial
{(Hemozoina). Ocorre primeiramente a dimerizacdo do grupo Heme em -
Hematina (Pagola, 2000) (figura 11), que posteriormente sera polimerizada em
massas insoltveis de pigmento malarial (Hemozoina) visivel ao microscopio. Os
dimeros f-Hematina interagem por intermédio de ligagbes de hidrogénio,

formando cristais insoldveis do pigmento Hemozoina (figura 12). Este mecanismo
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de formagdo e deposicdo do pigmentoc é denominado biocristalizacdo ou
biomineralizacac (Hempeimann & Egan, 2002; Mann, 1989). O mecanismo de
biocristalizag&o ndo esta ainda muito esclarecido, mas sabe-se que enzimas ricas

em histidinas podem participar no processo, facilitando a biocristalizagéo (Sullivan,
1996, Sullivan, 2002; Choi, 1999).

Heme f-Hematina

Figura 11: Dimerizacédo do grupo Heme em p-Hematina.

@

Heme B-Hematina Hemozoina
Figura 12: Biocristalizaco da Hemozoina.

Aiguns quimioterapicos (cloroquina e 4-aminoquinclinas) atuam inibindo a
convers&o do grupo Heme em Hemozoina (Ginsburg ef al, 1999; Egan ef af,
1899), aumentandc de forma consideravel os niveis de Heme no Vaclolo
digestivo, determinando assim a morte do parasita.
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Com relagéo ao mecanismo REDOX, o intermedidrio superdxido produzido
durante a oxidagdo do ferroso em férrico € convertido pela superdxido dismutase
no interior do vacuolo do parasita em perbxido de hidrogénio. Posteriormente, o

perdxido de hidrogénio é degradado em dgua e oxigénio pela enzima catalass.

1.12 Quimioterapia da malaria

Mesmo diante de elevado grau de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
alcangado pela humanidade, os palses tropicais e subtropicais ndo conseguiram,
ainda, controlar a malaria.

Uma quimioterapia adequada durante o tratamento da maléria pode reduzir
a sintomatologia e evitar a ocomréncia de complicacBes e até a morte do
hospedeiro, permitindo deste modo um maior controle da doenca.

O sucessc da quimioterapia depende em grande parte da exploracéc das
diferengas metabdlicas existentes entre o parasita & o hospedeiro. Entretanto, as
autoridades de saude enfrentam o grande problema da resisténcia as drogas
pelos parasitas dessa doenca (Rang & Dale, 1993).

Desde 1960, a transmissdoc da maldria vem aumentando em regides
endémicas, notando-se uma aumento consideravel em cepas de Plasmodium
falciparum resistentes a cloroguina e a outros agentes guimioterapicos. As drogas
utilizadas atualmente no tratamento da malédria estdo ficando cada vez mais
cbsoletas, o grau de resisténcia ac medicamento esta aumentando, contatando-se
um relativo aumento nos indices de resisténcia para espécies do género
Plasmodium que ndo eram resistentes a cloroquina (Plasmodium vivax) (Segurado
et al, 1997).

A maioria dos agentes anti-maldricos possui como mecanismo
farmacologico, acdo contra as formas eritrociticas dos parasitas. Os agentes de
maior eficacia conira 0s parasitas da maldria sdo: cloroquina, quinidina,
mefioquina e a halofanirina. Outros agentes como a pirimetamina, sulfonamidas,
sulfonas e as fetraciclinas, sdo agentes terapéuticos de acdc mais lenta e

geraimente administrados sob forma combinada.



Uma lactona sesquiterpénica (artemisinin) extraida de Arfemisia annua L.
conhecida dos chineses a anos e isolada em 1972, vem sendo utilizada contra
cepas resistentes de Plasmodium falciparum (Silva, 1994; Rang & Dale, 1983;
Rosenthal, 1808}, O artemisinin e seus derivados sdo endoperdxidos gue
apresentam ag&o rapida contra as formas sanguineas.

1.12.1 Classificacdo dos antimalaricos

As principais drogas antimalaricas podem ser classificadas levando em

consideragdo a sua estrutura quimica ou o seu alvo de acdo no ciclo de vida do

parasita (FUNASA — manual de terapéutica da malaria, 2002):

Arilaminoalcoois - quining, Esquizonticida tecidual ou agente

mefloquina, halofantring; profilatico causal - atua sobre as

« 4-aminoquinolinas - cloroguina, formas assexuadas do parasita nos
amodiaquing; tecidos;

» §-aminoquinolinas -primaquina; = Esquizonticida sanguineo ou agente
» Diaminopirimidinas - pirimetamina, supressor - atua nas formas
{rimetoprima; assexuadas dos parasitas na corrente

» Biguanidas e triazinas - proguanila, sanguinea;

cicloguanila; » Gametocitocida -atua sobre as
» Sulfonamidas e sulfonas - formas sexuadas (gamet6citos),
sulfadiazina, sulfametoxazol, bloqueando a transmissao;
sulfadoxina, dapsona » Esporozoiticida - atua sobre as
o Naftoquinonas - atovaquona; formas infectantes (esporozoitas) -

+ Peréxido de lactona sesquiterpénica nenhum farmaco disponivel no
derivados do artemisinin; mercado;
» Antibigticos - tetraciclina,

clindamicina, doxicicling;




1.12.2 Mecanismo de agéo de antimaléaricos

A descoberta de técnicas para manutencBo continua de FPlasmodium
falciparum humano in vifro (Trager & Jensen, 1876) levou a ensaios praticos de
sensibilidade destes parasitas aos agentes anti-maléricos. Este importante avango
ainda vem sendo exploradc em termos de atividade biclégica com o objetive em
compreender os mecanismos de ac@o e a resisténcia dos parasitas frente a0s
agentes quimioterapicos.

Os farmacos antimaldricos agem especificamente interferindo no
metabolismo do parasita, apresentando entdo atividade bioldgica nos chamados
fargets (alvos). O desenho racional de drogas visa a exploracdo de rotas
metabdlicas do parasita objetivandc desenvolver farmaceos com toxicidade
seletiva, ou seja, drogas que atuam especificamente em receptores ou interferindo
em vias metabdlicas do parasita causando uma toxicidade minima no ser humano.
O planejamento racional de um anti-malérico deve buscar primeiramente uma
toxicidade seletiva ao Plamodium falciparum e toxicidade minima ao hospedeiro.
Os principais mecanismos de agdo dos farmacos antimalariais estdo relacionados
com:

A) Inibigdo no processo de formacéo da Hemozoina;

B) Acdo no metabolismo de folatos:

C) Mecanismo REDOX,

A} Acgdo no vactolo digestivo do parasita:

Alguns farmacos atuam inibindo & conversao do grupc Heme em pigmento
malarial Hemozoina, ocorrendo um actimulo deste grupo no vactolo digestivo do
Plasmodium, € assim ocasionando a lise de membranas do parasita. Neste tipo de
agdo bioldgica, ocorre inibicdo da biocristalizacdo pela interferéncia na rota de
converséo do grupo Heme em Hemozoina.

Como exemplo de inibig&o da biocristalizac8o temos a droga cloroquina que
em meio acido do vacuolo digestivo do parasita, sofre protonacdo originando uma
estrutura quimica que interage com a enzima Heme polimerase, inibindo a

conversdo do grupo Heme em Hemozoina, e conseglientemente, aumenta os



niveis de Heme livre no vaclolo {Ginsburg ef a/, 1999; Egan ef a/, 1998). Néo
podemaos esquecer que a estrutura protonada da cloroguina realiza mecanismo de
complexagao com a ferriprotoporfiring 14, um metabdlito oriundo da degradacéo da
hemoglobina. Este complexo formado, lesa as membranas e acarreta lise tanto do

parasita como do eritrdcito (Harvey ef a/, 1998).

B} Acdo no metabolismo de folatos

0 folato € necessario a biossintese de aminoacidos & dos precursores do
DNA e RNA tanto para o Flasmodium quanto para o homem. O homem obtém o
acido folico a partir da alimentacéc e ndo precisa sintetizé-lo, enquanto que os
parasitas necessitam desta sintese (Kalant & Roschlau, 1991).

A incapacidade do parasita em utilizar folato exderno torma a biossintese do
folato um bom alvo para drogas. O foleio & sintetizado a partir de irés
componenies basicos: GTP, acido p-aminobenzdico (PABA) e glutamato, e com
participacdo de enzimas das quais podemos destacar a acdc da DHPS e da
DHFR. Farmacos que atuam inibindo a sintese de folatos sac denominados
agentes anti-folatos.

A dihidropteratc sintetase (DHPS) participa catalisando a sintese do
dihidrofolato, agente precursor de folatos {figura 13). A sulfadoxina e o dapsone
s&o exemplos de dois agentes antimalaricos comuns cujo alvo € a DHPS.

A dihidrofolato redutase (DHFR) & uma enzima de suma importancia que
reduz ¢ dihidrofoiatc (FHa) a tetrahidrofolato (FHs), que por sua vez funciona como
um cofator especifico em uma das etapas da sintese de DNA (figura 13). A
inibicdoc da DHFR determina blogueio na sintese de DNA, evitando entdo o
crescimento e replicacdo do parasita conduzindo-o & morte. Pirimetaming e

proguanila sac exemplos de farmacos gue atuam inibindo DHFR.
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Figura 13: Mecanismo de acdc de anti-folatos.

C} Drogas que atuam no mecanisme REDOX

O mecanismo de oxi-reducéo ocorrido na degradagdo da hemoglobina do
hospedeiro no interior do parasita acarreta a producéo de reagenies infermediarios
oxigenados (ROI), conduzindo o protozodric a um siress oxidativo, vindo a
prejudicar componentes celulares, tais como lipideos, proteinas e acidos
nucléicos.

Algumas drogas atuam aumentando especificamente o stress oxidativo do
parasita conduzindo-o a morte. O nivel de stress oxidafivo pode ser aumentado
por drogas que atuam como oxidantes diretos.

Alguns farmacos que atuam, via mecanismo REDOX precisam ser ativados
para que sejam efetivos contra seus alvos, como é o caso do metronidazol e
outros nitroimidazéis. Essas drogas s&o ativadas por uma redugio do grupo nitro
em um radical dnion que é aitamente reativo e interage com proteinas e DNA,
conduzindo essas moléculas 3 inatividade de suas fungbes e conseqiientemente
levando a morte celular (Wiser, 2003).

1.12.3 Resisténcia aos antimalaricos

O aumento da incidéncia de cepas resistentes de Plasmodium representa o
maior obstaculo a quimioterapia antimalarica. Os parasitas da malaria apresentam
mecanismos de escape no sentido de mascarar a agio imunolégica do hospedeiro
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e assim dificultando a defesa natural contra estes agentes. O mecanismo da
resisténcia pode ser explicado por indmeros processos seja de procedéncia
natural ou adquirida. A resisténcia natural de certas espécies é decorrente de
caracteristicas inerente a0 parasita e que j& existem antes da exposicdo ao
medicamento. A resisiéncia adquirida é o mecanismo que surge quando cepas
resistentes emergem de populagdes sensiveis geralmente pela exposicdo a
medicamentos.

O mecanismo de resisténcia &s drogas pode ser explicado por alteragdes
genéticas nas cepas do parasita, onde geralmente envolve mutagdes no alva da
droga evitando interacGes da droga com os alvos receptores. A resisténcia
também pode ser desenvolvida por acumulo de mutagfes em um mesmo alvo ou
em alvos diferentes.

A diminuig&o no acumulo de droga ou metabolizacio da droga em produtos
néao-toxicos resulta em menor interag@o droga-receptor, contribuindo também para
aumento da resisténcia a droga. A classificagdo moderna das drogas antimalaricas
baseia-se no estagio do ciclo de vida do Plasmodium sabre o qual atuam. A
cloroquina € a droga de escolha para o tratamento da maldria, exceto onde
ocorrem cepas resistentes a este farmaco.

A malaria provocada pelo Plasmodium falciparum resistente a Cloroguina
vem sendo encontrada com freqUéncia crescente na América do Sul e Central,
Asia, Sudeste da Asia, Oceania e na Africa. A resisténcia a Cloroguina esta
associada a diminuigdo do aclimulo da droga no vacuolo digestivo do
Plasmodium. Nestes casos, exige-se uma quimioterapia associativa de farmacos
(pirimetamina/sulfadoxina), no entanto j& existem relatos recentes que
documentam uma resisténcia crescente de Plasmodium falciparum a esta
associagio (Lallmann & Mohr, 2204).

O futuro da farmacoterapia no controle da maléria & sombrio. O uso
substancial de antimalaricos acelerou seletivamente cepas farmaco-resistentes de
Plasmodium faiciparum (figura 14), que & atualmente a espécie responsavel pelas

formas graves de malaria humana.
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Chiaroquine Sansitive Malaria
Chieroquine Hesistant Malaria
Musiti-Registant Balarla

Figura 14: DistribuicBo da maléria e resisténcia do Plasmodium falciparum & cloroquina;

Fonte: www raveldocior co ukdmalarias thm

1.13 Chalconas: um lead compound

Atualmente o problema da resisténcia do Plasmodium falciparum frente aos
farmacos existentes no mercado, tornou-se o mais importante obstaculo ao
tratamento. O mecanismo da resisténcia de cepas de Plasmodium as drogas
como a cloroquina, mefloguina e as combinacdes sulfadoxina-pirimetamina expds
milhares de pessoas & doenca (Range & Dale, 1993). Diante este quadro torna-se
emergencial o prosseguimento em pesquisas e o desenvolvimento de tecnologias
para o surgimento de novos prototipos (Lead Compound).

Muitas categorias de substancias com atividade anti-malarica de esfruturas
quimicas variadas estdc sendo pesquisadas sob o ponto de vista farmacolégico.
Entre as mais promissoras encontramos: Floxacrina, Piperaquina, Artemisinin,
Xantonas, Bisquinolinas e Chalconas. Destas, é de suma importancia destacar
alguns derivados de Chalcona (1,3-difenil-2-propen-1-ona), por apresentarem
mecanismo inibidor enzimatico de proteases matariais (Rosenthal, 2002).

Chalconas s8o precursores biossintéticos de flavondides. Uma das
primeiras Chalconas a demonstrar atividade antimalarica foi a dihidrochalcona
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Phiorizidin encontrada em Micromelum fephrocarpum (Rutaceae) (Kayser ef al,
2003).

Em destaque, podemos citar ¢ composto Licochalcona A por apresentar
potencial atividade bioldgica em termos de atividade antiparasitéria, sendo
considerada como um dos compostos mais promissores da série. A Licochalcona
A Toi isolada de Giycyrrhiza glabra (Fabaceae) e tem sido alvo de inGmeros
estudos pre-clinicos. Sua atividade bioldgica contra diferentes parasitas
(Flasmodium falciparum, Leishmania donovani e L. major) & bem documentada in
vive e in vitro. O seu mecanismo de acio anti-leishmanial ests relaciohado com a
inibicdo da cadeia tranporiadora de elétrons nas mitocondrias das especies
parasitas (Kayser ef af, 2001).

Recentemente dez derivados de Chalcona foram sintstizados e testados
contra Lefshmania brasiliensis e Trypanosoma cruzi, sendo gue iodos os
derivados testados inibiram o crescimento in vifro destes parasitas (Lunardi ef a/,
2003).

Além de sua potente atividade antiparasitéria (Plasmodium, Trypanosoma,
Leishmania), grande nimero de pesquisas tem demonstrado que as Chalconas
apresentam também outras atividades bioldgicas, entre as guais anti-inflamatdria,
antiviral, antitumoral e antimitotico.

Segundo Gerhauser et af 2002, a Xanthohumol (XN), uma Chalcona de
Humulus lupulus L., possui mecanismo inibitorioc nos estagios de iniciacao,
promogac e progressdo da carcinogénese, podendo ser utilizada como agente
quimio-preventivo tumoral. Sua habilidade esta associada & capacidade de
remover radicais peroxi e hidroxila, além de inibir o radical anion superéxido e a
producéao de &xido nitrico.

Mecanismos antiproliferativos da XN para prevenir carcinogénese na fase
de progressao incluem inibigdo da sintese de DNA e suspenséo da inducéo do
ciclo celular na fase S, apoptose e diferenciacio celular.

Herencia et a/, 1998 sintetizaram derivados de Chalcona gue apresentaram

consideravel atividade anti-inflamatdria sende que cinco dos derivados



sintetizados possuiram potencial atividade inibitériz da 5-Lipoxigenase e quatro
dos derivados inibiram a enzima Cicloxigenase-2.

Chen ef af, 2001 relataram derivados de Chalcona com potente atividade in
witro e in vivo contra espécies de Leishmania major e Leishmania donovani com
mecanismo inibitério da enzima fumarato redutase.

Recentemente inlmeros derivados de Chalcona hidroxilados a alcoxilados
foram sintetizados e testados in vitro e in vivo contra cepas de Plasmodium
falciparum, onde os derivados hidroxilados se mostraram ser menos ativos {Liu, ef
al, 2001).

Ensaios para protease cisteina demonstraram que derivados de Chaicona
s&o inibidoras reversiveis da enzima CRUZAIN, uma protease cisteinica do
Trypanosoma cruzi, uma enzima bastante homéloga 2 protease cisteinica malarial
(Lietal 1995).

As Chalconas apresentam uma similaridade estrutural com as Acil-
hidrazidas, substéncias que apresentam atividade contra cepas de Plasmodium
falciparum. Através de pesquisa computacional em DATABASE, pesquisadores do

grupo do Prof. Cohen (hitp:/fwww.cmpharm.ucsf edu/cohen/) identificaram uma

Acil-hidrazida como protétipo antimalarial. Chalconas quando comparadas com as
Acil-hidrazidas, séo mais ativas e apresentam estabilidade metabdlica no vactolo
digestivo do parasita do que as Acil-hidrazidas, que sao instaveis em meio acido.

Li, ef al 1985 sintetizaram uma série de derivados de Chalcona através de
reacbes de condensagdo Claisen-Schmidi de aldeidos com cetonas e os
condensados obtidos foram testados in vitro conira cepas de Plasmodium
falciparum, CDClindochina Hl (W2) e CDC/Sierra Leone | (D6) maostrando-se
serem ativos, onde g cepa W2 é considerada resistente a Cloroquina, Quinina e
Pirimetamina (Tabela 1) (Li ef &/, 1995).

A figura 15 relata a estrutura quimica dos derivados de Chalcona que
foram abordadas nesta pesquisa QSAR. Os derivados envolvidos nesta pesquisa
apresentam a mesma estrutura protdtipo, se diferindo apenas gquantc aos
substituintes A e B. A atividade bioldgica destes derivados foi apresentada na
tabela 1.
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Figura 158: Estrutura quimica dos dervados de Chalcona.
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Chalcona 18
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Tabela 1: Derivados de Chalcona e suas respectivas atividades biologicas: concentracdo

(uM) necessaria para inibicdo /n vifro de 50% da parasitemia provocada pela cepa W2* de

Plasmodium falciparum, CDClindochina i, segundo Li ef af, 1995.

W2* - Cepa de Plasmodium faiciparum resistente a cloroquina, quinina e pirimetamina.

Chalconas |G (nM} - copa W2' |- 104 iCs - tepa W2"

Chalgona 7 623 2.62825
Chalcosna 8 038 44368
Chalcona 8 G3 0,28241
Chaleons 10 071 0,14872
Chalesss 1 a7s 0,12492
Chaleona 12 075 0,12492
Chalcona 13 Q77 0,41350
Chalcona 14 Q.80 0.09691
Chalgona 13 1,00 0,00000
Chalcona 18 1,00 0,00800
Chalcona 17 000 004575
Chzleona 18 Q82 003618
Chaicona 9 1,14 -0,056%0
Chalcona 20 1,18 -0,07191
Chalcona 24 1,38 -8,01200
Chaicona 22 .90 -3, 27370
Chafcona 23 iz o -0, 32000
Chaloona 24 380 -0,57988
Chalcona 25 111 -1.64527




roducao

2.1 O mundo quéntico no desenvoivimento de farmacos

Quase todas as propriedades quimicas dos sistemas moleculares podem
ser explicadas em termos de propriedades atdmicas. £ preciso entender a
estrutura elefrbnica dos atomos e as interagBes elétron-elétron e elétron-nicleo
para que passamos compreender as ligagfes quimicas existentes nas moléculas ¢
as possiveis interagfes intermoleculares.

Ate o final do século XIX, a matéria era descrita em fungdo da mecanica
classica cu mecanica Newtoniana, da termadinamica e do eletromagnetismo. Na
mecanica classica, os cientistas descreviam a estrutura eletrénica dos dtomos em
fung&o das leis de movimento de Newton propostas no sécule XVii. No final do
seculo XIX, notava-se que a mecanica classica explicava bem os fenémenos
macroscopicos e falhava nos microscdpicos, como por exemplo, na compreensao
dos processos envolvidos a estrutura eletrénica dos dtomos e moléculas, onde um
grande nimero de indicios experimentais demonstrava cada vez mais o fracasso
da mecénica classica aplicada ao movimento de particulas muito pequenas.

No inicio do século XX, novas leis que ficaram conhecidas como leis da
mecanica quéntica foram desenvolvidas ¢ aplicadas aos diversos sistemas
atébmicos e moleculares. Com a faléncia da mecanica classica para movimento de
sistemas microscopicos, houve uma estruturacdo conceitual sobre alguns
aspectos da matéria e assim deu-se o aparecimento de uma nova abordagem
sobre particulas, a unificacdo dos termaos classicos de “particula” e de “onda’.

Na mecénica classica, as energias podem variar continuamente, enquanto
pelos conceitos da mecanica quéantica, a energia da radiacéo eletromagnética e da
matéria ndo pode ser variada continuamente, encarandc que os termos onda e
particula sdc entidades de cardter duplo exibido pela matéria. Temos ai o
surgimento da dualidade onda-particula da matéria, admitindo que as particulas
em vez de se deslocarem ao longo de uma trajetéria, se distribuem no espaco
como uma onda. Considerandc que as particulas de um determinado sistema

apresentam propriedades de onda, ndo podemos esperar gue se comportem
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como objetos pontuais, ou seja, movimentando-se em trajetérias precisas.
Cientistas do século XX reorganizaram a descricéo da matéria levando em conta a
dualidade onda-particula. O austriaco Erwin Schrédinger, substituiu o termo
frajetéria precisa pare particule por uma funcio de onda, representada por ¥,
sugerindo assim uma equacao para determinar a funcio de onda de sistemas.

Os metodos quénticos baseiam-se nas solugbes da eguacio de
Schridinger e na aplicacdo destas aos sistemas bioldgicos. Esses modelos
recorrem a guimica tedrica computacional para a realizacio de diversos calculos
devido a enorme guantidade de parametros considerados. A quimica quéntica leva
em consideracdo alguns parametros:

=> O nlcleo e os eiétrons s&o distinguidos um do outro;

= interagbes de carédter elétron-elétron e elétron-nicleo sdo explicitas;

= As interacbes s&c caracterizadas pelas cargas nucleares e eletrdnicas
{energia potencial) e pelo movimento dos elétrons;

= As interagbes determinam a distribuicdo espacial do nlclec e dos
elétrons e suas respectivas energias;

=> N&o & possivel especificar a localiza¢io precisa de uma particula se ela
se comporta como onda. A dualidade onda-particula elimina a possibilidade de
descrever a localizagdo se o momento linear da particula estiver precisamente
definido, ou seja, nac podemos especificar a trajetéria de particulas, temos entdo
o conhecido “Principio da Incerteza de Heisenberg™.

Para verificar as propriedades de onda de um elétron, L. de Broglie (1923}
introduziu & idéia que para cada particula de massa m existe um comprimento de

onda associado fornecide pela equacio matematica:
A= h/mv = hip (1)
onde A é o comprimento de onda, k € a constante de proporcionalidade ou

constante de Planck (6,63 x 10> J.8), m €& 2 massa da particula, v é a velocidade

da particula e p € 0 momento linear da particuia;
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—> Baseia-se na determinac@o de solugbes aproximadas para a equacio de
onda de Schrédinger:

HY=Ew¥ (2}

onde, o operador Hamiltoniano, H, possui informacic de descricBo dos
elétrons e nucieo em um sistema, a funcdo de onda eletrdnica, ¥, descreve o
estado dos elélrons em termos de seu movimenio e posiglo, enquanto E
represenia a energia associada ao estado particular do elétron. Ao calcularmos
¥, podemos predizer a probabilidade da particula ser encontrada em uma dada
regido do espaco;

= Solugdes exatas para a equacio de Schridinger sc possiveis, somente
para sistemas nucleo-1-elétron (atomos hidrogendides). As solucdes descrevem
um conjunio de estados admissiveis para um elétron. A quantidade observavel
para estes estados € descrita como uma fungéo de probabilidade, ¥2, sendo que
esta fungdo € o quadrado da funcgido de onda, e quando propriamente normalizada,
descreve a probabilidade de encontrar um elétron naquele estado. A probabilidade
de encontar um elétron em uma regido do espaco € proporcional ao quadrado de
¥, sendo o terme ¥? considerado comc uma densidade de probabilidade. Este

significado da fungéo de onda foi incorporado pelo alemac Max Born (Atkins &
Jones, 2001).

F¥2dr =1 {3}

onde dr = dx dy dz (volume)

Deste modo a interpretacdo da funcdo de onda de Born, opera com ¢
quadrado da funco de onda e imple severas resiricbes as funcdes de onda
aceitaveis. A fungdo de onda ¥ deve ser continua, ter a primeira derivada
continua, ser univoca e finita em todos os pontos do seu dominio. Uma funcdo de

onda née pode ser sempre nula, pois a particula que descreve tem que estar num



certo ponto. Podemos ent&o afirmar que a particula tem que apresentar certas
energias para que a sua fungdo de onda seja fisicamente aceitavel, portanto, a
energia da particula é quantizada. A interpretacdo de Born nos fomece 2
informag&o sobre as propriedades dinamicas da particula (Atkins, 1999);

=> Fungbes de onda de elétrons em atomos sBo chamadsas de orbitais
atdmicos e suas energias sdo denominadas de energias de orbitais. As equacdes
para os orbitais atmicos s8c obtidas como solugbes da equacio de Schrédinger;

= Para uma molécula com muitos elétrons e nicleos o obietivo & ser capaz
de descrever os orbitais moleculares e suas energias de modo anélogo a equacio
de Schrddinger, & medida que possivel.

Sabemos que a compreensao da estrutura eletrénica de um dado composio
quimico € um fator de exirema importdncia ndo apenas em iermos de
propriedades quimicas, mas também € sigo relevante na andlise e no estudo da
atividade bioldgica destes, nos receptores dos organismos vivos (Bunge, 1977).
Conseglientemente, existem relagbes entre indices mecanico-quanticos e
atividade biologica. Estas relacbes devem ser consideradas no desenvolvimento
de novos farmacos, no estudo de possiveis mecanismos de acao de drogas, na
determinac@o da topografia de receptores biolégicos e outros aspecios gue
favorecerdo a otimizacdo de processos no desenvolvimento de farmacos.

O estabelecimento de relacbes enire estrutura quimica e atividade
bioldgica € considerado no contextc atual como uma temdtica de grande
relevancia em quimica medicinal e na farmacologia molecular. “O grande sonho
dos quimicos farmacéuticos e dos farmacologistas tém sido o de obter
racionalmente medicamentos scb medida, isto é, medicamentos que tenham acao
farmacologica especifica. Vérios meios foram e tém sido utilizados para lograr este
diserato, mas as probabilidades de éxito continuam remotas: ndo raro é preciso
sintetizar e depois ensaiar milhares de novos compostos quimicos antes que um
dado composto venha a ser introduzido terapeuticamente como medicamento”
{(Korolkovas) (Bunge, 1977). As perspectivas afuais sdo mais brilhantes que hé
algumas décadas. Tornaram-se mais evidentes, a partir do momento que alguns

pesquisadores da area de desenvolvimento de farmacos passaram a recorrer aos
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conhecimentos moderncs em diversas dreas correlatas com aplicacdo da quimica
teorica computacional. Com a utilizacdo de métodos utilizados em diversas areas
de pesquisa, como a fisico-guimica, quimica quéntica, bioquimica, biofisica,
parasitologia, imunologia, genética, farmacologia, estaiistica, microbiologia,
biologia molecular, fisiopatologia e outras, o arsenal terapéutico foi sendo
enriquecido resultando assim uma insercdo cada vez maior de novos
medicamentos no mercado mundial.

Sem duvida nenhuma, a gquimica quantica tem contribuidc de forma
bastante significativa para o descobrimento e desenvolvimento de novos
farmacos. A teoria dos orbitais moleculares, aplicada a sistemas quimicos e
bioldgicos fornece informagdo rdpida e barata sobre um nimerc grande de
moléculas de interesse farmacoldgico. Néo obstante, inGmeras universidades e
grandes industrias farmacéuticas, estac necessitando cada vez mais de guimicos
quanticos para atuar em pesquisa na drea de quimica medicinal.

Devemos levar em consideracéo que quaiquer indice de atividade biolégica
& ceriamente resultado de um grande ndmero de fatores especificos, como a
estrutura eletrOnica, variagdes estruturais, conformaco espacial da estrutura
quimica, distribuicio eletrénica na molécula (Krogsgaard-Larsen et af, 1996). Para
estudar e pesquisar de mode racional estruturas quimicas de substancias
bioativas, a quimica quéntica estard sempre contribuindo através de métodos
computacionais tedricos, seja por intermédio de métodos ab initio, semi-empirico

ou funcional de densidade.

2.2 Métodos computacionais para sistemas biologicos

Em epocas anteriores, o estudo das relagbes enire estrutura quimica e
atividade bioldgica (SAR) era realizado levando em consideraco a sintese de
diversos analogos e a concretizagdo posterior de indmeros ensaios visando
verificar a atividade biolégica de substancias quimicas. O que sabemos hoje é
fruto de muitas pesquisas e investigacdes realizadas na area de quimica medicinal

e em areas correlatas, o que nos permitiu com o passar das décadas estabelecer
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uma vasta biblioteca de informacdes a respeitc das propriedades molecuiares de
compostos derivados de um protétipo.

Experimentos foram realizados por varias décadas e ainda continuam
sendo um meio de garantia do conhecimento, pois o semi-empirico e o empirico
caminham juntos nesta jomada evolucionista do conhecimento. Técnicas
tradicionais de modificacdo estrutural nos indicou ac longo de véarios anos a
influéncia de modificagBes moleculares especificas em estruturas quimicas
relacionando-as com os efeitos bioldgicos. Isto permitiv a exploracdo de
caracteristicas das moléculas, como as propriedades: dimensdes moleculares,
propriedades hidrofébicas, propriedades eletrénicas e caracteristicas relacionadas
aos aspectos farmacocinéticos e farmacodindmicos, juntamente com os fatores
asterecquimicos envolvidos no reconhecimento molecular farmaco-receptor. Os
mecanismos de metabolizacéo das moléculas em organismos vivos também foram
analisados objetivando explorar os processos envolvidos na acéo farmacoidgica
dos compostos.

Estudos empiricos tradicionais a respeito das relagdes enfre estrutura
quimica e atividade biologica envolvem técnicas onerosas e que requer um longo
periodo de investigacio para que possam ser bem sucedidos. No entanto, o
rapido avango em tecnologias computacionais tem facilitade cada vez mais as
investigacOes empiricas tradicionais.

Nos ultimos vinte anos, com as diversas conquistas obtidas na quimica
quantica, biotecnologia, bioguimica, biofisica, bioclogia molecular e o
aprimoramento em tecnologias de caracterizagio e identificacdo de estruturas
quimicas por métodos fisicos, bioguimicos, imunolégicos e através da biclogia
molecular, o mecanismo de descoberia e desenvolvimento de novos farmacos
tornou-se uma trajetdria mais racional, menos dispendiosa e exaustiva. Deste
modo, a modelagem molecular tem desempenhado papel importante no contexto
atual da quimica de farmacos, sendo utilizada por estudantes e pesquisadores em
varias instituiches de pesquisa e em universidades como uma ferramenta

moderna.
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A modelagem molecular consiste na investigagdo de sstruturas guimicas e
no estudo das propriedades moleculares de estruturas utilizando um conjunto de
técnicas da quimica computacional que aliam os métodos da quimica tedrica a
dados experimentais, juntamente com o auxilio de técnicas de visualiza¢do
grafica, no intuito de fornecer aspecios geométricos tridimensionais de estruturas
guimicas (Cohen, 1996).

Atualmente, percebemos gue o cendric da pesquisa em biomoléculas
fornou-se um universc de interatividade envolvendo quimicos tedricos e
experimentais, notando-se um nitide aumento no ndmero de computadores em
locais de trabalho e de pesquisa.

A disponibilidade de programas computacionais em quimica voltado ao
estudo de biomoléculas em adigdo a0 nimero crescente de banco de dados em
rede, permite desenvoiver pesquisas com aplicacdc de uma abordagem racional
voltada para a descoberta de protétipos e estruturas analogas com uma atividade
biolégica (Morgon, 2001).

Atraves de métodos tebricos pode-se avaliar e prever propriedades
moleculares que s&o de suma imporiancia no entendimento das correlagbes
estrutura-atividade. A quimica tedrica é basicamente fundamentada em conceitos
da mecanica classica e mecéanica quéntica. S&o diversocs os aspectos abordados
em quimica computacional incluindo a modelagem molecular, métodos
computacionais, Computer-Aided Molecular Design (CAMD), bancos de dados
guimicos e outros (Cohen, 19986).

Os métodos computacionais envolvidos na quimica teérica correspondem
aos metodos mecénicos moleculares (MM) e mecanicos quéanticos (QM). Os
metodos mecénicos moleculares (mecénica dindmica — deterministico e monte
Carlo — estocastico) utilizam as leis da fisica classica a niicleos atdémicos das
moleculas sem considerar explicitamente os efeitos eletrénicos e confiam em um
campo de forga com parémetros empiricos embutidos (Morgon, 2001). Sdo
méiodos que posam da vantagem de serem computacionalmente menos
intensivos, rapidos e Uteis em computadores limitados de recursos. Outra

vantagem reside no fato de serem utilizados para macromoléculas e enzimas
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(sistemas de mithares de &tomos). Estes métodos possuem desvantagens tais
como ¢ fato do campo de forga ser aplicdvel para uma limitada classe de
moléculas, ndo reslizar cdlculos de propriedades eletrdnicas, reguerer dados
axperimentais para parametros e pelo fato de serem utilizados para sistemas ou
processos que Nao possam ocorrer nenhum rompimento ou formacao de ligacbes
quimicas.

Os métodos mecanicos quénticos {(ab inifio, semi-empirico e funcional de
densidade) confiam na equacdo de Schrédinger para descricio de moléculas
levando em consideracdo o tratamento explicitc da estrutura eletrénica.

Os métodos semi-empiricos s@c métodos quanticos utilizados para
sistemas contendo centenas de atomos e que requerem paramefros empiricos
experimentaimente  derivados. Possuem como vantagens o faio de
computacionaimente serem menos exigentes que os métodos ab inifio e serem
capazes de calcular estades de transicBo & estados excitados. Estes métodos
posam de desvantagens como o fato de exigirem dados experimentais para
parametros e de serem menos rigorosos que os métodos ab initio (Ratner &
Schatz, 2001; Rogers, 1994; Levine, 1991).

Os métodos ab inifio sdo métodos quanticos utilizados para sistemas
contendo dezenas de atomos e ndo requerem nenhum parametro empirico. Estes
métodos apresentam vantagens de serem utilizados para uma ampla gama de
sistemas, ndc depender de dados experimentais, serem matematicamente
rigorosos e capazes de determinar n&o sé estados fundamentais como também
estados de transi¢io e estados excitados. A desvantagem destes métodos reside
em serem computacionalmente muito intensivos (Ratner & Schatz, 2001; Rogers,
1994; Levine, 1991).

Os métodos computacionais podem executar calculo de energia potencial
de superficie (PES) para uma estrutura molecular, que pode ser entendide coma,
a concretizacdo das forgas de interacdc entre atomos em uma molécula com
finalidade em obter informacBes estruturais desta molécula. O cdlculo da energia
potencial de superficie para um determinado conjunto de coordenadas atémicas &

denominadc Single Foint Energy Calculation. O principal foco de interesse em
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termos de energia potencial de superficie esta voltada para a busca de exiremos
energéticos de coordenadas atdmicas. Estes extremos s80 caracierizados como
Global Minimum (mimino global) e Local Minimum (minimo local).

Os meélodos computacionais também executam caiculos de minimizacio
energética de estruturas quimicas & de otimizacdo da geomelria molecular
(Geometry Opfimization). Tais célculos objetivam determinar a geometria
molecular da estrutura mais estével possivel (Carvalho ef af, 2003). Isto &
realizado por intermédio de medificacBes sistematicas nas coordenadas atdémicas
de um dado modelo inicial desenhado fridimensionaimente, obtendo uma
geometria molecular onde o campo de forcas resultante na estrutura tende a zero,
Este procedimento & denominado minimizacdo de energia e baseia-se no
rearranjo das posicbes atdmicas no sentido em minimizar os overiaps atdmicos
(sobreposicbes atdmicas) e assim obter uma geometria 3D mais estavel possivel.
O critério fundamental da minimizacdo energética baseia-se na obtencéo da
estrutura quimica com geometria molecular apresentandc a menor tensio
energetica.

Qutros diversos tipos de caiculos, de propriedades moieculares, tais como
momento dipolar, calor de formag&o, cargas parciais, comprimento de ligacGes
quimicas, anguios entre as ligagGes quimicas, angulos diedrais e outros mais,
podem ser executados via métodos computacionais.

O importante é salientar que nem todos os tipos de calculos s&o executados
por todos os métodos e nenhum método ¢ melhor o suficiente para todos os
propdsitos. Assim, cada método apresentara vantagens e desvantagens para uma
determinada aplicagéo, e por fim, caberd ao pesquisador a escolha do método
mais eficaz, levando em consideracio uma série de critérios como a natureza da
molécula, o tipo de informagidc a ser obtida, recursos computacionais e a
disponibilidade em usar determinados parametros que foram determinados
experimentalmente (Morgon, 2001).

Atualmente, um novo cenario vem sendo fracado, fruto do “casamento’
entre os métodos mecéanicos moleculares (MM) e os métodos mecanicos

quanticos (UM). Esta combinacdc deu origem aos métodos hibridos classico-



quantice, uma tecnica mais satisfatdria, conhecida por  Quantum
Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM) (Mundim, 2003).

Visando a exploracdo das interacSes farmaco-receptor através de técnicas
computacionais, € de fundamental importéncia a determinacBo da geometria
molecular das estruturas quimicas em estudo para posteriormente executar os
devidos célculos de propriedades moleculares e assim correlacionar a estruturs
quimica dos compostos anlogos estudados com a resposta bioldgica.

Seja qual for ¢ método computacional utilizado para determinar a geometria
molecular, © fundamental fornecer ¢ modelo inicial da estrutura a ser pesquisada.
O modele inicial pode ser obtido a partir de informaco estrutural via métodos
fisicos ou entdo pode ser construido por intermédio de programas computacionais
de desenho de estruturas quimicas em 3D. Uma vez construido o modele inicial
da estrutura quimica, € necessdrio explorar as conformacdes moleculares
permitidas. Geralmente, as estruturas moleculares de menor energia séo as que
mais interessam ac gquimico medicinal, embora nem sempre a conformacao

bicativa seja a de minima energia.

2.3 Métodos Mecanicos Moleculares (MM)

Os métodos MM utilizam equacdes que obedecem as leis da fisica classica
(equacBes de Newton)} aplicando-as para os nucleos dos atomos nas moléculas
ndo incluindo os elétrons em seus calculos. Pode-se dizer que s&o métodos que
consideram as moleculas como um conjunto de atomos ligados entre si por
intermedio de ligagbes quimicas covalentes do tipo “mola’ ou potenciais
harmonicos, onde as liga¢bes s&o representadas através de fungdes potenciais de
energia. Nestes métodos, um conjunto de funces de energia potencial & utilizado
na tentativa em descrever as interacdes intramoieculares da estrutura em estudo
(Costa, 1998).

Em mecanica molecular, calcula-se a energia potencial do sistema
motecular utilizando-se uma funcio de energia empirica que tenta descrever as
ligacbes covalentes através de fungbes potenciais (Clark, 1985). Este conjunto de

fungdes potenciais € denominado campo de forca e contém parametros ajustaveis



que s&o otimizados para obter o meihor conjunto de propriedades das moléculas,
computando os movimentos nucieares e dos eléfrons, como um potencial efetivo:
a energia potencial total da molécula em seu estado fundamental & obtida em
func@o da posicao nuclear (Burket & Allinger, 1982).

A mecanica molecular & répida, menos intensiva em termos computacionais
se comparada a mecanica quéntica, simples de introduzir a evolucdo temporal e
pode incorporar a temperatura como um fator exiernc, mas nao faz calculos de
propriedades eletrbnicas j& que seus eléirons ndo sdo considerados nos cdiculos.
Mesmo nZo levando em consideracio os elétrons, métodos MM sao Gteis para
realizacdo de alguns tipos de célculos, como (Patrick, 2001):

= Minimizagdc energética das moléculas visando a obtencdo de
conformacdes estaveis;

=> Célculo de Single Foint Energy para comparar conformacdes da mesma
molécuia;

— Estudo dos movimentos moleculares usando a dinamica molecular;

— Pesquisas de espago conformacional obtidas pela variagdo de unico
angulo de diedro.

Em mecénica molecular o atomo & representado com um corpo esférico
que possul uma massa particular e a energia potencial total da molécula &
resultado de um conjunto de contribuigdes de energias potenciais (ACCVIP, 2003;
Espirito Santo, 2001; Costa, 1998). As contribuicdes de energia potencial do

sistema molecular incluem os seguintes termos:

® Vg (Bond Stretching Energy) — termo associado ac estiramento da
ligacao (figura 16) entre dtomos diretamente ligados, ou seja, é a contribuicac de
energia potencial necessaria para comprimir ou alongar uma ligacdo em relacio
ao seu comprimento original. A equacéo da energia potencial de estiramento de
ligac@o baseia-se na lei de Hooke, onde os termos K, e rp s3o parametros
ajustaveis:
Vig = Y2 2 K, {1, — ro)’ (4)



Figura 18 Energla de estiramento de ligacdo

sendo que K. € a constante de estiramento da ligacio e r; é o comprimento

da ligagéo de referéncia, onde o somatdrio (T) é realizado para todas as ligagdes.

e Vang (Angle Bending Energy) - termo associade ao dngulo entre
ligagbes quimicas (figura 17), ou seja, & contribuicdo de energia potencial
envolvida na deformagdo angular da ligag&o quimica em relacdo ac &ngulo natural

da ligagéo.
Vang = X Ky (G, - 90)2 (5)

sendo que K, é a constante da forca de deformacdo do angulo e 4, é o

angulo natural da ligagéo, onde o somatdrio () é realizado para todos os angulos.

Figura 17: Energia de deformacio angular
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@ Vior {Torsion Energy) - termo assaciado as rotagSes internas das
ligacbes simples (figura 18), ou seja, é a contribuicdc da energia potencial de
torsdo (giro) de ligacdc simples entre 4tomos que sdo vicinais para dois outros
contribuindo com um diedro.

Vier =2 V2 [ 1 + cos (n5=&j] (6}

sendo que o parametro Vn/2 é a constante de forca torsional, n indica a

sua periodicidade e ¢ € o dngulo de for¢éo.

Figura 18: Energia de deformagao torsional

e Vnon-bonded (Non-bonded Energy) — termo utilizado para designar as
interagGes entre atomes nao ligados, ou seja, representa a contribuicdo de energia
potencial envolvida neste tipo de interagdo. Geralmente, as interagdes entre
atomos nao ligantes incluem efeitos de repulsfo entre atomos que estdc muito
proximos e uma atracdo para longas distdncias proveniente das forcas de
dispersdo. A contribui¢ao de energia potencial para &tomos nao ligantes, pode ser
subdividida em dois tipos principais:

A} Vvan der wams (van der Waals Energy) — termo utilizado para
descrever as interagbes atrativas ou repulsivas enfre &tomos ndo ligados
{figura18), ou seja, € a contribuigéo de energia potencial envolvida nas interacées
entre atomos nao ligados que estao muito proximos ou muito afastados. Quando a



distancia entre atomos néo ligantes for ligeiramente menor que a soma dos raios
de van der Waals destes, as forgas de repulsdo serdac dominantes. Efeito
semelhanie aconiece quan&a os atemos estdo muito afastados, determinando o
aparecimento de forcas afrativas enfre eles. Na equacdc de contribuicdc da
energia potencial de van der Waals nota-se a combinagio entre uma repulsio
exponencial com uma interagdo de dispersio atrativa.

Viaw=Z % 5 [Byfry'” - Ayt N

Sendo que Ay e By s&o pardmefros que controlam a profundidade e a
posicac do pogo de energia potencial em fungdo da distancia (ry) entre os pares de
atomos (i.j) ndo figados, enquanto ¢ determina a intensidade de energia potencial
atrativa. O par@metro A; pode ser obtido através de medidas de polarizabilidade
atdmica ou pode ser calculada afravés da mecénica quéntica enquanto o

parametro By & derivado de dados cristalogéaficos (NIH - Center for molecular
modeling).

Figura 19: Energia de van der Waals

B) Ve (Efetrostatic Energy) — termo associado as interacdes
eletrostaticas entre atomos néo ligados, ou seja, é a contribuigdo de energia
potencial elétrica oriunda de cargas dos atomos ndo ligantes. Este tipo de
interagao elétrica € também denominada inferagdo slefrostéatica coulombiana.

Veie = Z X Gi.qyf 6.0 (8)
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sendo que, ¢ e ¢ sfo cargas pontuais de dtomos nao ligantes, ry & a distancia
entre os atomos ndo ligantes (ij), enquanto ¢ & a constante dielétrica em um
determinado meio & pode assumir valores constantes entre 1 e 5. Deve-se levar
em consideragdo que existem trés possibilidades de interacao eletrostatica, onde
cada tipo de interagao usa diferentes formas de equacdo eletrostatica;

1) Contribuicdo do tipo interagdo carga/carga:;

2} Contribuigao do tipo interacio dipolo/dipolo e

3}  Contribuigéo do tipo interag3o carga/dipolo.

Outros termos de energia potencial podem aparecer contribuindo com a
energia total do sistema molecular como Vi, € Vean.

s Viays (Hybridization Energy) — termo utilizado para representar a
contribuicao de energia potencial de hibridacéo necessaria para manter atomos de
carbono tensionados e aumentar automaticamente o angulo entre os apéndices

dos aneis tensionados.

N Vean (Bonds Hydrogen Energy) - termo que representa a
contribuicdo de energia potencial envolvida em interagdes do tipo ligacdes de
hidrogénio (PdH). Este termo é importante para moléculas onde as ligacdes de
hidrogénio fazem parte da estabilizagdo da estrutura quimica.

A energia potencial total do sistema molecular & representada
matematicamente pela somatéria de todos os termos do campo de forca e &
denominada energia estérica da molécula, podendo ser representada pela
equagao a seguir (Areas ef al, 1994; Areas et al, 1995):

VTotaE = Viig + Vang * Vior + Vnombonded + Vhyb * V?dH (9)

onde Vaonpbonded = Vyaw + Ve (T da contribuicdo de van der Waals e

contribui¢ao eletrostatica).



Os programas que executam célculos por métodos MM determinam as
interagbes resuitantes do estiramento das ligagGes, deformagdoc angular,
deformacaoc torsional, interacdo entre atomos ndo ligantes e outros tipos de
interagbes e assim calculam a energia da molécula de partida de forma
comparativa em relagdo a um determinado padrio.

Um metodo mecanico molecular promove a modificacdo dos comprimentos
de ligacbes guimicas entre os atomos e alteracdo nos angulos entre as ligacdes
dos alomos na molécula de partida, formecendo conformacfes com suas
respeclivas energias potenciais. Os programas reconhecem as mudancgas
realizadas de forma a obter estruturas mais estéveis, estruturas moleculares com
menor energia potencial total (Carvalho et af, 2003},

O valor absoluto da energia estérica do sistema molecular em estudo, ndo
tem significado fisico, e a diferenca de energia enire os confdrmeros indica a
variagdo de energia necessaria para transformar uma conformacdc em oulra
{(Mundim, 2003).

Em 1973, foi desenvolvide o método MM1 {Allinger, 1976), surgindc em
1977 a segunda geragao dos métodos mecanicos moleculares — MM2 (Allinger,
1977), onde o campo de forca em MM1 foi consideravelmente modificado em
relacgo a contribuicdo de energia potencial torsional. Posteriormente o método
MMZ2 foi reparametrizado aparecendo um novo campo de forca — MM2”
reajustando as falhas existentes nc método MM2. O campo de forca MM2 falhava
na reproducéc de barreiras de rotac@o de ligagbes simples, superestimava as
distancias entre hidrogénios, os parmetros torsionais eram pequenos e por
ultimo, os parametros de van der Waals eram muito grandes.

Mais tarde, o método MM2’ foi reajustadc por modificaco no termo de
contribuic&o de energia potencial das ligagbes de hidrogénio, pois estas ligacdes
eram mais curtas e mais intensas na versdo MM2. A correcdo foi feita através da
reducdo dos raios de van der Waals dos atomos de hidrogénio envolvidos nas
interacbes do tipo PdH e também pelo incremento na componente atracdo de van
der Waals entre o hidrogénic e os tipos de atomos eletronegativos (Allinger ef a/,
1988).



Em resumo, os métodos mecanicos moleculares levam em consideracao os
seguintes principios:

e Consideram apenas 0s nicleos atbmicos, ndo tendo sentide o©
caiculo de propriedades eletrdnicas;

® Os atomos s&o iratados tipicamenie como esferas;

® Ligacbes entre os dtomos em uma molécula sdc tratadas como
osciladores harmonicos;

@ As interagbes entre atormos ndo ligantes sdo tratadas usando
funcdes potenciais via mecanica classica;

e Fungbes potenciais individuais contribuem para descrever as
diferentes interagbes envolvidas: Interacles de estiramenioc de ligacBes,
interacbes de deformacac dos angulos entre as ligagdes, deformacdo em angulo
diedral devido a ocorréncia de torsGes em ligagSes simples, interacdes entre
atomos néo ligados seja do tipo van der Waals ou eletrostética e outras
interacdes;

e A somatéria das contribuicBes de todas as interagbes determina a
distribuic@o espacial dos atomos em uma molécula, ou seja, a sua conformacio
espacial;

® As energias estéricas sdo utilizadas para comparar as energias de
duas ou mais conformacdes oriundas de uma mesma molécula.

Em nossa pesquisa, utilizamos método MM2 modificado (Allinger, 1980)
inseridc no programa computacional Molecuiar Modeling Pro (MMP) para
concretizar minimizag&o energética das estruturas quimicas, objetivando encontrar
conformacOes estaveis para cada derivado de Chalcona. Mais tarde, no item
metodologia utilizada, comentaremos em detalhes a abordagem utilizada na

minimizagac energetica para cada estruiura pesquisada.
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2.4 Métodos Mecanicos Quénticos (MQ)

Muitos aspectos da estrutura molecular podem ser modelados utilizando
mecénica classica (mecénica molecular). O campo de forea classico é baseado
em resultados empiricos calculados em fungdo de uma média sob um grande
numero de moléculas. O campo de forga classico é bom para macromoléculas,
ndoc podendo ser ulilizado na necessidade em determinar caracteristicas
eletrGnicas a respeitc de uma estrutura quimica. Propriedades estruturais que
dependem diretamente da distribuicdo da densidade eletrénica necessitam da
utilizacdo de métodos que se baseie nos posiulados da mecanica quéantica
{métodos quanticos) {Levine, 1991),

(s méiodos quanticos descrevem as moléculas analisando as interactes
entre ¢ nlclec e os elétrons. O sistema & descrito por uma funcéo de onda que
possa ser encontrada resolvendo a equaclio de Schrddinger. A egquacic de
Schrédinger relaciona os estados estaciondrios e a energia do sistema ao
operador Hamiltoniano. Este procedimento € a estratégia utilizada para relacionar
a energia do sistema com a fung@c de onda que descreve as posigbes dos
nucleos e dos elétrons deste sistema. Na préatica a equagio de Schrédinger nado
pode ser resolvida exatamente, havendo a necessidade o uso de aigumas
aproximacdes (McQuarrie & Simon, 1897).

As energias e as fungdes de onda dos estados estacionarios de um
determinado sistema s&0 caracterizadas pelas solugbes da egquacio de
Schrédinger:

A

HY=F¥ (10}

Na equacao acima, I% representa o operador Hamiltoniano, que fornece as
energias cinéticas e potenciais dos nlcleos e dos elétrons em um dado sistema.
¥ e uma funcdo de onda que descreve as propriedades dinamicas do sistema,
dependente das coordenadas dos elétrons e dos nlcleos e £ é a energia do
estado.



O atomo de hidrogénio € o Unico sistema que permite uma solugo exata
para a equacdo de Schridinger sendo que a sus resoiucdo pode ser feita

observando a expressio (Hehre ef af, 1898):
(v .  zef } ¥ix,v,z) = E ¥{x,y,2) (1)

B8rm r J

Na equacgio acima, em parénteses, temos a energia cinética e a energia

—

potencial de um eléiron de massa m a uma distancia r de uma carga nuclear Z =1
{Hidrogénio), 2 € a constante de Planck e e é a carga elefronica. E na equacio,
representa g energia do elélron e ¥ representa a fungdc de coordenadas
atbmicas. Como vimos anteriormente, ¥, indica a probabilidade de encontrar ©
elétron em um dado volume do espaco, melhor afirmando, corresponde a
densidade eletrénica.

Tentativas para resolver a equacdo de Schrédinger para sisternas
multieleironicos levaram & proposicdo de uma equagdc na sua forma
independente do tempo, que infroduz simplificagdes permitindo o tratamentc
matematico para estes sistemas. Para um sistema molecular com N nucieos ¢ e
elétrons, as aproximacdes necessarias podem ser compreendidas analisando a
equacio de Schrddinger na sua forma independente do tempo (Hehre et al, 1998;
www. shemkevs.comibra/md/mdhim):

¥
¥
*

V. ¥+

H=Tg+ % Ve TV (12)

M o

sendo que 0s dois primeiros termos refere-se & energia cinética do nuclec e

dos elétrons, onde Zr indica o operador de energia cinética dos ntcleos e % o

operador de energia cinética dos elétrons

2M, 24T M, (13)
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1-34 13w

Os trés Gltimos termos da equacéo 12 refere-se a energia potencial das

s

atracBes e repulsdes ocorridas entre nucleos e elétrons, sendo entdo, Ya o

operador de energia potencial de atragdo nicleo-elétron, V o operador de energia

potencial de repuisdo eléfron-elétron e Var © operador de energia potencial de

repulsio nucleo-ndcieo (www.chemkevs.com/brafmd/mdhim):

=33 e
{19)

] zw-l

Sk
%

mzzm
(18)

F=] 43 “

=
2

T K (17)

-~

sendo que: £y - operador diferencial do momentum do nlcleg;
2 - operador diferencial dos elétrons;
Z4 - carga nuclear do nuclec A;
Ry - distancia entre o elétron i e o nlclec A;
Rag— distancia entre o ndcleo A e 0 ndcleo B;

rj— disténcia entre os slétrons i e |.
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Quatro aproximagbes geralmente sac realizadas na quimica quéntica (Pilar,
1980; Hehre ef a/, 1998):

1 — Independéncia do tempo;

Z — Negligéncia dos efeitos relativisticos:

3 — Aproximagac de Born-Oppenheimer — Separacio do movimento dos
nuciecs e dos elétrons;

4- Aproximacdo orbital -» Os elélrons s8o confinados a determinadas
regides do espaco.

2.4.1 Aproximacao de Born-Oppenheimer

Existe uma grande diferenca entre a massa do elétron e do nicieo atdmico.
Por apresentar esta diferenca na massa, o nucles apresenta movimento com
intensidade muito menor que os elétrons. Um caminho de simpiificar a equacso de
Schrédinger para sistemas moleculares envolve a separacdo das energias
nucieares ¢ eletrdnicas. Esta aproximacdo chamada de Aproximacdo de Born-
Oppenheimer considera o movimento eletrénico com um nucleo fixo, permitindo
assim que a energia eletrdnica seja descrita separadamente da energia nuclear.
Descobre-se como varia a energia da molécuia em fungdo do comprimento de
ligac@o e levanta-se uma curva de energia potencial molecular. Esta curva ieva em
consideragac o termo energia potencial, pois a energia cinética dos nlcleos
estacionarios & nula (Hehre ef 2/, 1998).

Escrevendo o Hamiltoniano total para o sistema molecular como sendo a
soma da parte nuclear (H,) com a parte eletrdnica (H.), a fungdo de onda total do
sistema (18) que é o produto das fungbes de onda nuclear () e sletrénica (we)

a equacéo de Schrédinger para o sistema (19) teriam a seguinte forma:

Fenlr,R) = 2n (R} we (Ryr} (18)

H‘P#—*E? pr— (Hﬂ*ﬁe}‘yn‘geﬁE’Xlee (19}
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sendo H, — Hamilioniano nuclear;
H, — Hamiltonianc eletronico;
Como o Hamiltoniano eletrdnico (He) € funcio de r, uma vez que os R’s s80
iratados como constanies, podemos assim escrever a equacio de Schrédinger

eletrénica (20) para uma configuracio nuclear especifica, R, da seguinte forma:
Hewe= Ee ye (20
e a equacao de Schrodinger nuclear (21) assume a forma:
Ho¥ove =T ve Viga = Ho¥nz= Eaga (21)
onde E, e E. refere-se a energia cinélica do nicleo e eletrdnica
respectivamente. O Hamiltoniano eletrdnico contém trés termos: energia cinética,

interaco eletrostética entre os elétrons e nicleos e repulsdo eletrostatica entre os
elétrons (Espirito Santo, 2001).

A L a K A % 1
& =w%2&§-225& irfz;“

i=] i=1 Ax] i<j Ty (22)
onde o simbolo V corresponde ac operador de Laplace:

F  F &

b, = + +
ax! oy oz (23)

Assim a energia total do modeio de Born-Oppenheimer é obtida somando a

energia nuclear com a energia eletrénica:

E,=E+E, (24)
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- g;RA - ng (25)

Dessa forma, a aproximaggo de Born-Oppenheimer separa o movimenio
nuclear do movimento eletrénico.

2.4.2 Aproximacao do elétron independente

Lembrando que a equacao de Schrodinger eletrdnica nic permite solugdes
exatas devido as interagdes de repulsio intereletrénicas, torna-se necessario
entdc uma oulra aproximagdo dencminada de aproximacdo do eiétron
independente. Esia aproximacéo aceita o elétron ser independente, ou seja, cads
elétron do sistema ¢ influenciado por uma média de campo oriundo de todos os
outros eletrons. Neste caso assumimos que a energia cinética e potencial de cada
elélron sejam independentes do movimento dos demais elétrons, de forma que a
Hamiitoniana elefronica total (H.) possa ser aproximadamente a soma das
Hamiltonianas efetivas de 1-elétron (H; *'°) (26) (Espirito Santo, 2001; Pilar, 1990,
www.caos.kun. nlf):

He=3 H;*® (26)

Esta aproximac&o considera que, a funcdo de onda total {¥) gue descreve
o sistema molecular, deve ser escrita como o produto das funcdes de onda 1-
elétron (monoeletrdnica). Esta fungdo € conhecida pelo nome de produtc de
Harlree e sugere que a fungdo que descreve um elétron quaiguer é
compietamente independente dos outros elétrons. A equacgio 27 corresponde ao
modeio de particulas independentes para um sistema contendo 2n elétrons

(www.chemkeys.com/bra/md/mdhtm):

¥(12.....2x) = Sl (2) o o (22 — Ty, (220) (27}
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Como vimos acima, a uma simplificacdo para a equacdo de Schridinger,
envolve uma separagdo de variaveis, que ¢ a substituicdo da fungdo de onda
muitieletronica por um produto de fungdes de onda 1-eiétron (monoeletrdnicas).

Podemos resolver a equagio de Schrédinger para o elélron independents
(Z8) que se estende por toda a molécula e gue descreve ¢ elétron de modo

individual pela equacao:
Hi®® §i = b (28)

A equag&o acima possui muitiplas solucdes ¢; e g;, sendo as fungdes ¢; sdo
chamadas de funcdes orbitais monoeletrOnicas do i-esimo slétron com energia s;.

Lembrando que cadz orbital depende unicamenie das coordenadas

cartesianas do respectivo siétron, entdo as fungdes orbitais correspondem a:

$i{1) = $ (%, 0.20)
$5(2) = dg (x5, 54.24)

P (202) = oy (Xan, P2y 200 ) (29)

Para resolver a equagdo de Schrodinger de modo aproximado, Hartree,
desenvolveu uma expressac para © termo de repulsac eletronica. Esta
aproximacac simples representa o modelo de Harlree, também conhecide como
modelo do campo autoconsistente ou SCF (Seff-Consistent Field). De acordo com
Hartree, se um dadoc sistema apresenta dois elétrons, ac colocar o elétron 1 em
determinada regido do espaco, a energia potencial de repuisdo deste eletron em
relacido ao campo meédio produzido peio elétron 2 sera:

¥, {eg) = j‘——-—»——%% dr,
A (30)



Deste modo, para um sistema que apresenta um determinado ntmero de
elétrons, a energia de repulséo do i-ésimo elétron em relacdio aos outros elétrons
sera.

Pilee) = > f%ﬁ% dr; a1
Foi ¥

Sendo a energia eletrénica fotal de um sistema (22) apresentando 2n

elatrons equivalente 2 soma de todas as g; ou seja:

v
E, =
“ g‘g (32)

entdo, determina-se a energia total eletrdnica (33) pelo método de Hartree
executando:

2n 2z
£, = Zs,- - Zyi (ge) (33)

Percebemos entdo que a aproximaco de Hartree consiste em incluir os
efeitos das repulsdes intereletrnicas no modelo orbital como um valor médio
{energia media de interacdo de repuiséo).

As fungbes de onda apresentadas até agora levam em consideracio
apenas as coordenadas espaciais dos eiétrons e ndo as propriedades de spin.
Para considerar os efeitos de spin eletronico, na fungio de onda devera aparecer,
a coordenada de spin (&) Assim a funcdo de onda devera ser reescrita com a

presenca de coordenadas de spin {(www.chemkeys.com/bra/md/mdhim):

(2,022 = $1(x, 0120, 8092 (73, 52. 23, B3 ) oo 820 (Koo Y- 220 E2a ) (34)

As funcdes ¢ denominadas de spin-orbifais incluem as coordenadas

espaciais e de spin. Observagdes experimentais sugerem gue s6 existem duas
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coordenadas de spin, @ gque podem assumir duas configuracbes: spin up (o) ou
spin down (B). Os modelos proposios anteriormente desprezam o principio da
exclusgo de Faull, ou seja, dois elétrons em um mesmo orbital deverao apresentar
momentos de spin antiparalelos, devendo a fungfo de onda ser considerada
funcdo de onda anfi-simeirica. Um procedimento utilizado para obter fungdes de
onda anti-simétricas consiste em consiruir a fungdo de onda pelo determinanie

abaixo:

(39)

$D (D - (2
1 1D &(@& - $:0s
3§29§}% : . i .

o

) $ (D) o g, (29

A sistemnatica de construgio de fungbes de onda via determinante (anfi-
simetria), fol proposta por Slater e a fung@o de onda obtida pela equacéo 35 ficou
conhecida comoe determinante de Slater.

A aplicagdo do determinante de Slater ao método de Hartree comentado
anteriormente, foi sugerida por V. Fock. O tratamento do campo de forga
autoconsistente de Hartree considerando os spin-orbitais de Fock € caracterizado
como Método de Hartree-Fock (Levine, 1891).

Uma das conseqguéncias do Método de Hariree-Fock consiste no
determinante de Slater ndo permitir gue dois spin-orbitais sejam idénticos, ou seja,
dois elétrons ndc podem apresentar as mesmas coordenadas espaciais e de spin.
Este principio & conhecido como Principio da exclusdo de Pauli.

Para um sistema molecular, uma mairiz Hamiltoniana 1-elétron € construida
para descrever as interagbes 1-elétron entre esse elétron e o centro do nuciec.

Ent&o temos a equacgdo para dois orbitais atdmicos ¢y € v

Ho =1 du H; ofe dv dr (36}
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Porém para sistemas moleculares, esse Hamilioniano ndo existe em termos
de interagé@o entre elétrons com dois ou mais diferentes centros de interacfo ou
interac@o entre dois elétrons. Deste modo, o Hamiltoniano € mais uma vez
modificado, sendo que esta modificacio renomeia o operador Hamiltoniano como
operador Fock.

O operador Fock é composto de uma série de Hamiltonianos 1-elétron gue
& suplementado por termos que descrevem a interaclio entre 2-slétrons. Estes
termos inciuem a densidade de matriz, integral coulombiana e integral de
permutacao (Espirito Santo, 2001; Levine, 1991).

Fuv = Hy + 7, Py [Coulomb + Permuta] (37}

A matriz Fock assume duas formas:

= Restricted (RHF) — Reguer que spin up e spin down dos elétrons tenham
a mesma energia e ocupem o mesmo orbital.

= Unrestricted (UHF) — Permite que os elétrons ocupem diferentes orbitais
e tenham diferentes energias.

Com o uso das fungbes de onda anti-simétricas o termc de repulsdo
eletrbnica apresentara uma componente Coulombiana e uma outra de natureza
puramente quantica, denominada termo de troca. Pode-se dizer que esse termo

de troca constitui-se na primeira correcdo dos efeitos de correlacio eletrénica no
modelo de Harlree.

2.4.3 Aproximacaoc LCAO

As equacbes de Hartree-Fock eram possiveis de serem resolvidas
numericamente para atomos, mas invidveis para moléculas, pois este
procedimento demonstrava ser computacionalmente inadequado. Geralmente,
realiza-se uma aproximacdo conhecida como LCAQ (Linear Combination of
Atomic Orbitals), para computar orbitais moleculares (Levine, 1991).

Roothaan sugeriu uma forma eficiente de combinar orbitais atdmicos, onde

as fungbes utilizadas para representar orbitais moleculares poderiam ser obtidas
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em termos de funcbes gue representassem os orbitais atdmicos de sistemas
multieletronicos, jJ& que estes sac funcgbes aproximadas. Este método ficou
conhecido como ¢ método da Combinacdo Linear de Orbitais Atdmicos (Linsar
Combination of Atomic Orbitals - LCAQ) (McQuarrie & Simon, 1997). Inicialmente
deve-se considerar que um orbital atdmico ou molecular $; pode ser escrito

através da expanséo:

$; = g"é&x (38)

onde cx corresponde a coeficienies de combinacdo linear gue

representardo os orbitais ¢; como misturas de m fungdes de base ¥k previamente
escolhidas. A sua aplicacdo na equacio:

Fé = g4, (39)

resulia a relacao:

# ;"zﬂa =g ;fﬂk

(40)
Considerando-se que tem-se um conjunto de m fungbes do tipo %, inicia-se

o processo de solucdo mulliplicando-se a equacado acima por cada uma das

fungbes %y e integra-se sobre todo © espago de variaveis, resultando:
zcm{Fm - g8g) =0 (41)

A equacdo acima (41) quandc passada para a forma malricial sera
transformada na equacdo de Hartree-Fock-Roothaan (HFR) (Okamoto, 2002):
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FC = «8C (42)

onde F = matriz Fock;
C = matriz de coeficientes de orbital molecular;
8 = matriz de superposicio
& = matriz de energia diagonalizada de orbital molecular.

Desde que, as equagbes de Fock sejam ume funclo de orbitais
moleculares, elas serdo linearmenie independentes. Tais equacdes devem ser
resolvidas usando freqlentemente o método do campo autoconsistente.

O maior obstacule & resolucio das equagdes de Hariree-Fock-Roothaan,
esta no grande nimero de integrais de dois elétrons a serem calcuiadas, que
depende do numero de centros atdmicos (Espirito Santo, 2001).

Os meétodos ab-initio caracterizam-se pelo célculo de todas as integrais
mencionadas acima, restringindo 2 sua aplicagdc para peqguenos sistemas
moleculares. Os métodos semiempiricos utilizam algumas aproximactes para
tentar viabilizar os célculos dessas integrais de dois elétrons. As aproximacdes
adotadas tormam estes métodos mais rdpidos computacionalmente em
comparagao com os métodos ab-initio, permitindoc assim que tais métodos sejam

utilizados para sistemas moleculares maiores (Levine, 1991).

2.4.4 Métodos semiempiricos

Vimos que os métodos ab-initio usam a forma completa do operador Fock
para a construgéo da equacéo de onda. O mesmo ndo acontece com os métodos
semiempiricos, que usam operadores Fock simplificados para viabilizar a
computagao.

Os métodos semiempiricos se dao com dois tipos de aproximacgdo. A
primeira aproximacéo refere-se aos elementos de matriz da Hamiltoniana efetiva
de 1-eletron (36). Estes elementos s@o fornecidos por intermédio de valores
parametrizados empiricos ou semiempiricos, que tentam correlacionar o resultado
dos calculos aos dados experimentais existentes. A segunda aproximacdo da-se
em aiguns termos relativos as integrais eleirénicas que so desprezados.
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Os métodos semiempiricos s&o baseadcs na aproximacac de Hartree-Fock.
Uma matriz Fock € construida e as equacgfes de Hariree-Fock s&o resoividas de
modo interative. As aproximacdes ocorrem na construgdo da matriz Fock, ou sgja,
nas expressies de energia.

Os métodos semiempiricos apreseniam em comum, & caracteristica de
todas as integrais de superposicgo, que envolvem dois elétrons em atomos
diferentes, serem desprezadas (ZDO — zero differential overiap).

As principais diferencas entre os diversos métodos semiempiricos se
encontram nas integrais que s&o desprezadas na resolugdo das equagdes de
Hartree-Fock-Rocthaan, no conjunto de fungles de base empregado, e nos
parémetros utilizados.

Os métodos semiempiricos consideram apenas os elétrons de valéncia. O
primeiro meétodo a surgir, o Método de Hickel despreza completamente as
integrais de 2-elétrons. A seguir veio o Método de Huckel Estendide, onde alguns
efeilos das interacOes elétron-elétron foram incluidos através de parametrizacGes,
posteriormente foram desenvolvidos os métodos CNDO (complet neglect of
differential overlap), INDO (intermediate neglect of differencial overlap), MINDO
(modified infermediate neglect of differencial overiap), NDDC (Neglect of diatormic
differential overiap) e MNDC (Modified Neglect of Differential Overlap). A descrigdo
detalhada de cada método pode ser encontrada na monografia de Pople ef al,
1970 (Pople & Beveridge, 1970).
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O presenie trabalhc tem como objetivo geral, estudar teoricamente as
relagbes quantitativas entre estrutura quimica e atividade biologica {QSAR) a partir
dos dados de atividade bioldgica obtidos experimentalmente para uma
determinada serie de derivados de Chalcona, cujo fendmeno bioldgice observado
& a inibicdo in vitro da parasitemia ocasionada pelas cepas W2 de Plasmodium
faiciparum, CDC/indochina lil {cloroquina-resistente), agente causador da maléria.

3.1 Objetivos especificos
- A concretizaco desta pesquisa ocorrera objetivando-se especificamente:

1) Calcular diversas propriedades moleculares (parametros fisico-
quimicos) para todos os derivados de Chalcona utilizando métodos da quimica
tedrica computacional;

2} Identificar entre as propriedades moleculares calculadas quais
poderéc ser tomadas como descritores moleculares, e assim avaliar quais desses
descritores est@o diretamente correlacionados com a atividade biclégica
observada utilizando a técnica estatistica regress@c linear mdltipla para
estabelecer a relagdo entre os dados experimentais e os dados calculados:

3) Selecionar os melhores modelos matematicos lineares apresentando
trés, quatro e cinco varidveis independentes;

4} Propor uma estimativa de modelo matematico multidimensional linear
que correlacione as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos derivados de
Chaicona com a atividade biocldgica observada:

3) Formuiar hipdteses em nivel atdmico-molecular na tentativa de
explicar o significado dos resultados obtidos, levande em consideracio as
propriedades moleculares nos modelos selecionados, para que posteriormente

possamos prever um provavel mecanismo de acio destas substancias quimicas.
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A primeira etapa concretizada neste trabalho visando o estudo das relacbes
quantitativas entre estrutura quimica e atividade biolégica (QSAR) dos derivados
de Chalcona consistiu em determinar a geomefria molecular de estruturas
quimicas estaveis {menor energia potencial), para gue posteriormente na proxima
etapa desta pesquisa, sejam executados os cdlculos de propriedades fisico-
quimicas e estruturais.

4.1 Minimizag&o energética e otimizagio da geometria

Seja qual for o programa utilizade no desenho tridimensional das estruturas
quimicas, as moléculas ndo estdo inicialmente na geometria mais adequada, isto
&, em sua conformac@o mais estavel. Durante o processo de desenno da estrutura
quimica, ocorrerao distorgbes em ligacbes quimicas, angulos entre as ligagdes e
angulos diedrais (Horvath, 1992). Além das distorgdes, ocomera também interacio
entre atomos nac ligantes, competindo para com a mesma regiac no espaco,
justificando assim, as elevadas repulsdes estéricas, aumentando o valor absoluto
da componente func&o potencial Vionbonded, S€J2 por interacdo de van der Waals ou
interac@o eletrostatica Coulombiana. Deste modo, a molécula desenhada nao esta
em conformac@o estavel ou mais estével, necessitando de alteracdes em sua
estrutura inicial de forma a reduzir a energia estérica (Viwa). A minimizacéo
energética e a otimizaco da geometria da molécula inicial podem ser realizadas
por metodos mecanicos moleculares, quanticos ou combinacio dos dois métodos
{Carvalho ef a/, 2003). No processo de otimizacio da geometria de uma molécula
ocorrerde  ajustes nas coordenadas atdmicas no sentido em obter uma
conformacac com menor energia potencial possivel.

A minimizagio energética e a otimizacéo da geometria molecular de uma
dada estrutura quimica pode ser realizada computacionalmente executando trés

procedimentos:
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1) Calculos das derivadas da fungdo energia potencial — determinaco das
estruturas estaveis pelo método dos gradientes;

2) Mapeamento da hiper-superficie de energia — determinacdo das
estruturas estaveis através de métodos estocasticos:

3) Evolugdo temporal do sistema molecular — determinacic das sstruturas
estaveis afraves de dindmica molecular.

Os procedimentos utilizados na minimizacio da energia das estruturas
moleculares correspondem aos métodos de célculo das derivadas de energia

potencial que & realizado pelos métodos gradientes, que correspondem:

® Método gradiente sfeepest descents ou método do maximo declive;
® Método Newton-Raphson ou método gradiente conjugado;

® Método Fletcher-Powell:

® Método simplex ou

o Combinacéo de métodos citados acima.

Os procedimentos mais comuns utilizados na minimizagdo da energia
estérica das moleculas sic os métodos de cédlculo das derivadas da funcéo
energia potencial (métodos dos gradientes) (Mundim, 2003).

A informac&o gquimica de uma estrutura estd intimamente associada ac
arranjo tridimensional desta e as propriedades eletrdnicas de regides especificas
de uma determinada molécula. Sabe-se que a minimizacao da energia estérica de
um modelo inicial resulta conformagdes estaveis. Entretanto, a estrutura originada
pela minimizacac energética ndo necessariamente € a mais estavel, pois ao
executar o célculo de minimizacdo, o programa péara ac encontrar minimos de
energia estérica, mas n&o necessariamente serd um minime correspondente 2
conformacao mais estavel (Carvalho ef aj, 2003).

Os minimos de energia encontrados representam conformacdes estaveis e
sao chamados de minimos focais. Os minimos locais fornecem informacdes a
respeito do arranjo espacial de uma das muitas conformacbes encontradas.

A estabilidade molecular € explicada em termos de energia potencial. Ums
molécula pode apresentar varias conformagdes com baixa energia potencial. Se ¢

programa enconirar ¢ estagio molecular de menor energia estérica, enido, ter-se-2
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a informagac a respeito de arranjo espacial mais estavel. Este estado energético
da molecula € denominado de minimo global sendo que a estrutura quimica sé
pode apresentar apenas um estadc assim. Entre um minimo focal & o minimo
giobal existe uma barreira de energia potencial gue conduz a um estagio
molecular de mais alta energia potencial. Este estagio molecular ¢ considerado
estado de transicdo molecular e pode também ser chamado de saddie point
(Hehre ef a/, 1998).

O grande dilema consiste em saber gual sera a verdadeira conformacio
biologicamente ativa. Por mais gue fagamos uma analise conformacional levando
em consideracadc as ligacbes com possibilidade de giro rotacional em cada
estrutura quimica oblida pds-minimizacBc energética, nada garante gue a
estrutura quimica resultante pos-analise conformacional seja a conformacéo
biclogicamente ativa.

Neste trabalho, preocupamos em obter uma sistematica metodolbgica
consistente no sentidc em minimizar a energia estérica das esfruturas quimicas
para cada derivado de Chalcona. Procuramos entdo, encontrar um procedimento
onde cada estrutura quimica resultante da minimizacao energética apresentasse a
menor energia estérica possivel, pois o processo de minimizacdo da energia
potencial permite obter estruturas quimicas estaveis e com uma maior
probabilidade de se assemelhar a conformagio bicativa.

Apos realizar uma intensa busca metodoldgica, reconhecemos uma
abordagem de otimizagdo geometrica que resultava estruturas quimicas com uma
baixa energia potencial para todas os derivados de Chalcona. A abordagem
menciocnada a seguir foi utilizada na etapa de minimizag@o energética e de
otimizacac da geometria molecular para todos os derivados de Chalcona, sendo
concretizada com auxilio dos programas computacionais:

a) Molecular Modeling Pro (MMP) (vers&o 4.0) (ChemSW® Inc., 2001) e

b) Hyperchem 6.0 {(Hypercube® inc., 2000).

A abordagem metodoldgica envelvida neste trabalho no intuito em otimizar
a geometria molecular para cada derivado de Chalcona consistiu primeiramente

em desenhar e visualizar tridimensionalmente as estruturas guimicas de todos os



derivados, utilizando o programa computacional MMP. Ap6s ter efetuado o
desenho, executou-se uma minimizagso inicial da energia estérica para cada
derivado pelo método mecénico molecular (MM2) via programa MMP,
Posteriormente, a geometria molecular de cada estrutura quimica foi otimizada
utilizando meétodo semi-empirico PM3 (Parametric Method 3) com auxilic do
programa Hyperchem. As opgdes utilizadas para todos os derivados de Chalcona

no programa Hyperchem via método semi-empirico PM3 foram:

Menu Setup: Charge and Spin: SCF controls:
Semi-empirical PM3 Total charge = 0 Acelerate
Spin multiplicity = 1 convergence
Spin pairing = RHF State:
Lowest
Menu compute: Algoritmo: RMS gradiente:
Geometry optimization Steepest descent 0,1 Keall A mol ou
2000 ciclos
in vacuc

Finalmente, executamos uma minimizacdo simplex utilizando constante
dielétrica (g), 78,54 (meio aquoso). Este ultimo procedimento foi realizado com

auxilio do programa MMP com a seguinte abordagem:

Menu Geometry: | Minimization: Strain unbonded:

Minimize geometry | Método simplex Potencial 6-12 Lennard-Jones
Maximum iterations = 1000 | Constante dielétrica = 78,54

Use H-bond function
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O procedimento da minimizacdo da energia total para cada estrutura
quimica baseou-se no método gradiente steepest descents, seja executando
mecanica molecular MM2 em MMP ou entfo executando mecénica quéntica semi-
empirica PM3 em HyperChem. O método alternativo de minimizacdo chamado de
dowhill simplex ou meéefodo simplex implementado no pregrama MMP foi também
utilizado no infuito em diminuir ainda mais a energia total das estruturas quimicas.

Durante o procedimento de concretizacdo da geometria molecular para
cada derivado de Chalcona anotou-se & energia total de cada esirutura quimica
obtida apss a realizacdo de cada passo mencicnado e as estruturas resuliantes
foram armazenadas em arquivos do tipo “MDL Moifiles” no programa MMP. A
conformacao final obtida pés-minimizagdo simplex em MMP foi utilizada

posteriormente para execucio dos caiculos de propriedades fisico-quimicas.

4.2 Calculo de parametros fisico-quimicos

Visto que um nimerc enorme de compostos andlogos, podemn ser
sintetizados levando em consideracédo os protdtipos com possiveis combinagdes
estruturais de substituintes, entdo é claramente vantajosa a utilizacdo de uma
abordagem racional para decidir qual (ais) substituinte (es) exercem importancia
na atividade biolgica dos compostos pesquisados (Thomas, 2003). Deste modo,
a pesquisa QSAR tfem provado ser muito Gtii em tentar correlacionar
quantitativamente propriedades moleculares dos compostos com a atividade
bioldgica.

A segunda etapa deste trabalho deu-se no célculo das diversas
propriedades moleculares focando a estrutura quimica com a sua geometria ja
otimizada. Com a disponibilidade da estrutura quimica de um conférmero estavel
de cada derivado de Chaicona, diversas propriedades moleculares foram
caiculadas e estimadas computacionalmente.

No trabalho em questdo, utilizamos a estrutura resultanie obtida apds
termos executado a minimizacdc simpiex com constante dielétrica 78,54 (meio
agucso) no calculo das diversas propriedades moleculares, visto gque as

interacbes intermcleculares que justificam a atividade biolégica ocorrerdo em meio
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aquosoc. Deve-se levar em consideracéo que os valores da energia total de cads
moelécula calculade in vécuo & em meio agquosc s&o diferentes (Kubinyi, 1993). Os
programas utilizados na execucZo dos calculos de propriedades moleculares
foram:

a) Molecular Modeling Pro (MMP) — Verséo 4.0 (ChemSW® Inc., 2001 ye

b} ChemSite Pro (CSP) ~ Versao 5.0 (ChemSW® Inc., 2001)

Em GSAR, as propriedades moleculares calculadas sdo denominadas de
parametros fisico-quimicos e, posteriormente, na terceira elapa desia pesguisa
(analise estatistica) serfic chamadas de varidveis independentes ou varidveis
explicativas.

Os parametros fisico-quimicos utilizados em QSAR podem ser subdivididos
em paramelros de natureza lipofilica, eletrénica, estereoquimica, polar,
termodin@mica, biodisponibilidade e outros. No item 4.2.1 indicaremos as
propriedades moleculares calculadas, qual foi o método de calculo envolvido, e o

programa utilizado para estimar os valores das propriedades moleculares.

4.2.1 Parametros hidrofobicos

S&o paradmetros relacionados 4 solubilidade e ac transporte do farmaco em
meio biolégico. Os parametros lipofilicos constituem medidas do carater
hidrofébico dos farmacos e estdo associados & passagem destas substancias
através de membranas bioldgicas, podendo também ser importante em algumas
interacGes farmaco-receptor. A mudanga nos substituintes de um protétipo pode
alterar significativamente o carater hidrofébico e consequentemente a sua
atividade bioldgica. N&o podemos esguecer que substancias com elevado carater
lipofilico atravessam membranas bioldgicas com facilidade, interagindo com maior
intensidade as proteinas plasmaticas e podem passar pela barreira
hematoencefalica, atingindo o Sistema Nervoso Central (SNC). Deste modo, &
tmportante termos uma previsdo quantitativa do carater hidrofdbico dos farmacos
para correlacionar a sua estrutura quimica com a atividade biolégica.

Nesta pesquisa QSAR, varias propriedades moleculares relacionadas 2
solubilidade e hidrofobicidade foram previstas com o iniuito de associar
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guantitativamente a atividade biolbgica (-Log iCs) dos derivados de Chalcona com
a (s) propriedade (s) escolhida (s).

As propriedades comeniadas a seguir foram caiculadas com auxiiic do
programa computacional Molecular Modeling Pro.

1) Log do coeficiente de particio (P} n-octanclfagua {Log Kow=Log P
Hansch) — Calculo da estimativa do Log P utilizando constantes de fragmento -
Método modificado de Hansch & Leo {Hansch & Leo, 1979). O célculo do Log P
peloc método de Hansch & dado pela soma das contribuicdes hidrofdbicas dos
fragmentos que constitui a molécula do composto (Wang ef &/, 1997).

O coeficiente de particdc (P) € atualmente descrito pela razdo enire a
concentracgo da droga em fase orgénica (Coyq) pela concentracdo em fase aquosa
{Caq). Assim, farmacos com elevado coeficiente de particBo, apresentam maior
afinidade por meios organicos, afravessando com facilidade biomembranas. O
coeficiente de particdo ¢ tradicionalmente determinadc empregando o n-octanol
como fase orgéanica devido a sua semelhanga estrutural com os fosfolipideos de
membrana. Emprega-se o Log P para correlacionar a atividade bioldgica de

substancias com o coeficiente de parti¢éo.

(43)

Se P > 1, 0 composto & mais lipofilico, pois Corg > Caq > Maior afinidade em
meios hidrofdbicos;

Se P < 1, o composto é mais hidrofilico, pois Coy < Caq — Maior afinidade
em meios hidrofilicos.

2} Log P Ghose & crippen — Célculo da estimativa do Log P baseado na soma
de contribuigbes hidrofdbicas de tipos de atomos — Método de Ghose & Crippen
(Viswanadhan ef a/, 1989).

O célculo do Log P pelo método de Ghose & Crippen é baseado em
contribuicdes hidrofébicas aditivas atdmicas (Wang ef al, 1897). As contribuicbes
levam em consideracdo os tipos de atomos que constituem a molécula & seus

ambientes topologicos, ou seja, caracteristicas como tipos de atomos, os ligantes
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destes atomos, a eletronegatividade dos elementos e o tipo de hibridacio sdo
fatores que contribuem diferentemente no vaior giobal do Log P.

3} HLB (Balango hidrofilico-lipofilico} ~ Indica a razfio entre o peso
motecular da porco hidrofilica e o peso molecular total multiplicado pelo fator 20 —

Método de Griffin (www noregwvn.comv/hsa.zip}.

onde PM - peso molecular {44

Esta medida determina a proporgéo da molécula em termos de massa que
€ hidrofilica em uma escala de 0 a 20. A grande contribuicdc do HLB reside na
interpretacio da relacdo entre a natureza da estrutura quimica e a densidade de
energia coesiva. Moleculas n&o polares apresentam baixa densidade de energia
coesiva, enguanto moléculas polares apresentam valores intermedidrios e
substancias que apresentam ligagdes de hidrogénio possuem aitos valores de
densidade de energia coesiva {Meyers, 19399).

Estruturas que apresentam HLB entre 7-18 s@o consideradas hidrofilicas,
enquanto as que possuem HLB entre 3-6 sdo hidrofdbicas e substancias com um
HLB superior a 14 serdo scldveis em meio aquoso.

4) Parametro de solubilidade (P.S) - Parametro determinado
empiricamente e que indica a solubilidade das estruturas em delta/MPa®® . E
caiculado em fungio dos parametros de solubilidade de Hansen 3D, ou seja, raiz
quadrada da soma dos guadrados da Dispersio Hansen 3D, Polaridade Hansen
3D e Ligacéo de Hidrogénio Hansen 3D (Barton, 1983).

8) Parametros de solubilidade de Hansen 3D - E determinado em fungao
da somatdria de constantes dos fragmentos, sendo que os valores das constantes
dos fragmentos s&o dados tabelados e obtidos experimentalmente por Hansen.

5.1) Dispersdo de Hansen 3D (D. Hansen 3D} — Medida das forcas
repulsivas enire as moléculas, ou seja, mede a tendéncia para dispersdo

molecular (Barton, 1983).
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5.2} Polaridade de Hansen 3D {6 Hansen 3D} — Medida da polaridade das
moiéculas (Barton, 1883).

A polaridade da molécula @ uma propriedade siéfrica relacionada com as
actes dos nucleos gue competem pelas cargas dos elétrons levando a existénicia
de um momento de dipolo elétrico {u). Moléculas polares s80 as gque apresentam
moments de dipoio elélrico permanente. O momento de dipoio permanente é
proveniente das cargas atdmicas parciais nas moléculas ocasionadas pelas
diferencas de eletronegatividade entre 0s atomos ou por caracteristicas de ligacéo
guimica (Atkins, 1899). A polaridade € uma propriedade molecular importante na
compreensao dos processos de solubilidade e nas Interagbes intermoleculares
entre farmaco € 0 meio que este enconira disperso.

5.3} Ligacao de Hidrogénio de Hansen 3D {(H.B. Hansen 3D} - Medida da
tendéncia de uma molécula em formar ligagdes de hidrogénio (Barton, 1983).

A ligacdo de hidrogénio € uma interacio atrativa que ocorre entre moleculas
polares e gue apresentam elevadc momenioc de dipolo elétrico. A ligacdo de
hidrogénio é estabelecida entre um atomo de hidrogénio de uma molécula com um
atomo muito eletronegativo de outra molécula que apresenta par isolado de
elétrons.

8) Area superficial hidrofilica (ASH} — Medida da area superficial
(cm?/mol.10%) da molécula que possui afinidade com moléculas de agua. Utiliza
um algoritmo para determinar quais atomos s&o hidrofilicos e compara com a area

superficial total da molécula - Método de Griffin {(www norgwyn convhsa.zip).

C programa calcula a area superficial de cada atomo atraves do raio de van
der Waals (Bondi, 1964). A area de overlap entre atomos ligados também &
determinada e posteriormente subliraida da area superficial total. Posteriormente,
o programa utiliza um valor inicial de hidrofilicidade (tabelado) para cada atomo,
realizando os devidos ajustes de hidrofilicidade para os atomos vizinhos. Assim,
usando valores de hidrofilicidade ajustados para cada atomo, os atomos sdo
caracterizados como lipofilicos ou hidrofilicos. Finalmente, as areas superficiais
dos atomos classificados como hidrofilicos sdc somadas para resultar a area

superficial hidrofilica da molécula (Quinn, 2003).
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7) % Area superficial hidrofilica {% ASH]) - Indica a porcentagem de grea
superficial da molécula que possui afinidade por moléculas de agua. Calcula a
razao entre a area superficial hidrofilica e a drea superficial total da molécula

multiplicado pelo fator 100 — Método de Griffin (www.norgwyn. com/hsa zip).

8} Log solubilidade em agua (Log 8. H,0} - Calcula uma previsdo para o
Log da solubilidade {mol/m®) do compostio em agua - Método de Klopman ef a/
{(Klopman ef al, 1892).

8) Ndmero de Hidratacdo (NH) - Determina o nimero de moléculas de
agua carreadas & molécula em solugio - Método da adicsio de fragmentos de
McGowan (McGowan, 1990).

10} Refratividade molar {MR ghose & crppen} — Determina a refratividade
molar da estrutura em fungdo da somatbria dos valores de contribuicdo da
refracéo atdémica de cada atomo - Método de Ghose & Crippen (Viswanadhan ef
al, 1989).

A refratividade molar estd relacionada com ¢ volume molecular (VM)
através da equacgao:

n® -4
MR = . VM (45)
n?+ 2

onde, n = indice de refragdo.

4.2.2 Pardmetros eletrénicos

S&o parametros relacionados a distribuicio eletrdnica sobre uma molécuia,
a facilidade com que essa distribuico pode ser modificada e estdo associados as
forcas de interacdo farmaco-meio e farmaco-receptor.

Nas interagbes farmaco-meic e farmaco-receptor estdo envolvidos uma
série de mecanismos que dependem da distribuigdo dos elétrons na molécula, que
por sua vez estac relacionados & distribuicdo de cargas atémicas parciais nestas

moléculas. Nao podemos esquecer que as drogas em meio aquoso estio sujeitas
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a mecanismos de ionizagdo, portanto a passagem dos farmacos por membranas
biologicas dependera do pH do meio e do pK destas substancias.

O mecanismo de passagem dos farmacos pelas biomembranas estd
intimamente associado a constante de ionizagio destes, visto que, espécies
quimicas n&o icnizadas atravessam as membranas com maior facilidade por
serem mais lipofilicas. Espécies quimicas que sofrerdo ionizacdo no meio aquoso
sao carregadas elefricamente e normalmente encontram-se solvatadas por
moiéculas de agua, o que dificuita ¢ processo de difusdo passiva pelas
membranas (Barreiro & Fraga, 2001).

Os parémetros eletrnicos podem ser subdivididos em duas categorias:

A} Paramefros eletrdnicos classicos ou empiricos: S30 medidas
determinadas experimentalmente e que caracterizam os efeitos provocados pelos
substituintes na molécula. Neste trabalho, foram estimados os valores das
constantes de Hammett (¢} para os substituintes A e B em todos os derivados de
Chalcona, com auxilio do programa Molecular Modeling Pro.

11} Constante de Hammett (o} — Pardmetro eletrénico empirico que mede
a habilidade do substituinte na molécula quanto ao poder em ceder ou atrair
elétron. A distribuicgo dos elétrons em uma molécula depende da natureza dos
grupos elétron-retirantes e dos grupos elétron-doadores encontrados em uma
estrutura quimica. Hammett utilizou os conceitos de equilibrio e deslocamento do
equilibrio quimice para calcular as constantes de Hammett (o,) para varios
substituintes no acido benzdico (padréo de referénecia) (Thomas, 2003). As

constantes de Hammett dos substituintes foram determinadas pela equacao:

(46)
onde Ky = constante de ionizagdo do composto substituido;

Ka = constante de ionizagéo do acido benzdico(padrac).



Portanto, podemos perceber que:

> Se ox < 0 (negativo) < Log Ky < Log K; o Ky < Kg entds o
substituinte X & um grupo doador de elétron;

» Se ox > 0 (positive) < Log K; > Log Ks = Kx > K., entdo o
substituinte X € um grupo retirante de eiétron.

Como a constante de Hammett leva em consideracdo os efeitos de
ressonancia e os efeitos indutivos, entdo os valores de o ird depender da natureza
do substituinte e da sua posicdc no anel aromatico.

Nesta pesquisa foram determinados, Hammett sigma para (o), Hammett
sigma meta (om), Hammett sigma star (¢*) @ Hammett sigma induction (o)), para os
substituintes A e B (figura 20).

11.1} Hammett sigma para (o,) — mede a contribuic@o do efeito sletrénico
que ocorre com substituintes aromaticos substituidos na posicdo para;

11.2) Hammett sigma meta (om) — mede a contribuicdo do efeito elefrénico
ocorrido com substituintes aromaticos substituidos na posicéo meta;

11.3} Hammett sigma star (c*} — mede a contribuicdo do efeito eletrdnico
ocorrido com substituintes alifaticos;

11.4) Hammett sigma induction (o)) ~ mede a contribuicdo do efeito

eletrénico indutivo para componentes doadores de elétrons.

Figura 20: Estrutura protdtipe dos derivados de Chalcena.
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B) Parametos eletrénicos quénticos: S3c propriedades calculadas por
intermedic de métodos mecanicos-quanticos. As propriedades de natureza
eletrénica quantica foram calculadas no programa Molecular Modeling Pro (MMP)
utilizando o método semi-empirico CNDO (Complet Neglect of Differential Overiap)
ciosed sheil.

Este meicdo despreza as integrais de troca, retém as integrais de 2-
elétrons do tipo {y.;ziw) e considera uma simelria esférica para os orbitais
atémicos. Caiculos pelo métode CNDO, usam aproximagGes Hartree-Fock para
resclver a equacgio de Schridinger e a repulsdo eletrénica entre elétrons em
diferentes orbitais depende apenas da natureza dos atomos envolvidos e nfo do
tipo de orbital envolvido. O método CNDO usa duas aproximacdes:

a) Aproximacio do ntcleo g

) Aproximacao ZD0 (Zero differential overiap).

Em Molecular Modeling Pro, ao rodar CNDQ closed shell, o programa
acompanhara ¢ desenvolvimento das cargas atbmicas parciais e do momento de
dipolo. Ao final, obtivernos também os valores da contribuigio doadora de ligacdo
de hidrogénio (H. bond donor), contribuicdo aceptora de ligagio de hidrogénio (H.
bond acceptor), Exomo € Eiumo.

12) Momento de dipolo {u} ~ Foi utilizado método semi-empirico CNDO/2
closed shell para calcular o momento de dipolo em debyes da molécula {(Pople &
Beveridge, 1970).

A diferenca de eletronegatividade relativa entre atomos em uma ligaco
quimica resulta cargas elétricas puntiformes +g e —q separadas a uma dada
distancia (r). Esta configuracdo de cargas é representada por um vetor
denominado de momento de dipolo de cargas pontuais (up), onde ¢ méduic deste

vetor & determinado matematicamente pela equacéo:

(47)



O momento dipolar total {17} em uma molécula € calculado pela somatoria
do momento de dipole de carga pontual {,) com o momento dipolar de hibridagao

{un):

(48)
0O momento de dipolo de carga pontual é determinado pela somatéria do

produto enire cada carga atdmica (a,) e o seu respectivo vetor posicao (1)

(42)

13} Cargas atémicas parciais (q) — Foi utilizado método semi-empirico
CNDO/2 closed sheil para determinar a carga atdmica liquida (Pople & Beveridge,
1970}

Fungbes de onda moleculares escritas como a combinacgdo linear de
orbitais atdmicos (CLOA) dentro da aproximagao ZDO, os elementos diagonais da
matriz densidade, P%,. e PP, resulta a populagéo eletrdnica no orbital atémico em
questdo. A somatéria das populacdes de todos os orbitais centrados em um dado
atomo B resulta a populacdoe eletrdnica total do atome B {Pwy), sendo entio:

(50)

onde o e § 880 0s spins eletronicos.
A carga atdmica liquida de cada atomo € determinada pela subtracdo entre
a sua carga nuclear (Zy) e a sua populacio eletronica (Ppo):

(51)
Devido a dificuldade existente em obter valcres mais precisos de cargas

atdmicas parciais, recomenda-se que este parametro seja utilizado como estudo
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comparativo entre compostos de uma mesma série. £ de grande importancia
escolhermos como pardmetro a carga parcial de d4tomos em comum a todos os
compostos da série. Nesta pesquisa foram calculadas cargas atdmicas parciais
para o nucleo o-f insaturado de todos os derivados de Chalcona, ou seja, para os
atomos: a{C+), g{Cz), g(Cs), g(C4), qlCs} e {07} (figura 21). Preocupamos em
determinar as cargas atdmicas parciais apenas para os atomos da estrutura

prototipo por tal regido apresentar relativa contribuicdo de ressonancia.

[ Supstiuinte A |-

D SRR | substituinte B |

Figura 21 - Estrutura quimica base dos derivados de Chalcona com a numeracio
fornecida via utilizagdo do programa Molecular Modeling Pro
e |igacdo mais escura — Insaturacéo.

14) Hydrogen bond acceptor (H. B. acceptor) — Calcuia a contribuigdo
que a molécula possui em recepcionar ligagbes de hidrogénio pelo método
CNDO/2 closed shell. Determinado pela soma das cargas atdmicas parciais
menores que — 0,15.

H.B. acceptor =¥ q (q < - 0,15}

(52)

15} Hydrogen bond doncr (H. B. donor} — Calcula a contribuicdo que a
molecula apresenta em fornecer ligagGes de hidrogénio pelo método CNDO/2
closed shell. Determinado pela soma das cargas atémicas parciais maiores que +
0,03.

H.B. donor =% q (g >+ 0,03)

(53)
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16) Energia dos orbitais de Fronteira (Exomo € Ewumo} ~ Os orbitais
HOMO (orbital molecular ocupado de maior energia) e LUMO (orbital molecuiar
desocupado de menor energia) foram denominados orbitais de fronteira (Fukui ef
al, 1934). Estes orbitais apresentam importancia relevante em reacées guimicas
de oxi-reduclo, pois nesias reacdes ocorre um mecanismo de transferdncia de
slétrons, ou seja, espécie quimica fornecende eléiron e uma outra recepcionando
eletron. Em reagfes do tipo REDOX, a energia envolvida para remover um elétron
da molecula (Enomo} € proporcional ao potencial de ionizacdo, enquanto a energia
envolvida para que uma molécula receba um elétron (Eume) & proporcional a
eletroafinidade da molécula.

A aproximagido entre moléculas em processos quimicos desencadeia
interacbes entre os orbitais destas moléculas gue por conseguéncia sdo
acompanhadas com variagbes de energia. Quando as variagbes de energia
ocorrem no sentide em diminuir a energia global do sistemnma em estudo, a
estapilidade deste sistema tende a aumentar.

A interacio entre o orbital HOMO de uma molécula com orbital HOMO de
outra molecula conduz a um estagio de mais alta energia visto que sste processo
é endotérmico. A interacdo entre o orbital HOMO de uma molécula e o orbital
LUMO de uma outra molécula conduz a um estagio de menor energia, pois este
mecanismo €& exotérmico. Deste modo, a combinacédc entre orbitais ocupados
(HOMO) e desocupados (LUMO), resulta em um maior abaixamento energético no
sistema molecular devido a proximidade entre os dois orbitais.

16.1) Enomo (Highest occupied molecular orbital) — Calcula o conteddo
energético do orbifal molecular ocupado de mais afta energia. Representa a
energia necessaria para arrancar um elétron da camada de valéncia da molécula,
ou seja, esta propriedade esta intrinsicamente focada na facilidade com que &
molécula pode doar elétron.

16.2) ELumo (Lowest unoccupied molecular orbital) — Caicula o contetido
energetico do orbital molecular desocupado de mais baixa energia. Representa a

facilidade com que uma moiécula pode aceitar um elétron.
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4.2.3 Parametros estereoguimicos

Para que um farmaco possa interagir com um determinado receplor, &
necessario entender guais propriedades dimensionais da molécula séo relevanies
na interagdo com a regido ativa do receptor. Grupos substituintes volumosos
podem dificuliar a interac&o farmaco-receptor através do impedimento estérico,
como podem também ajudar na orientacdo de interacfes com regido ativa do
receptor, intensificando assim a atividade bioldgica. Pode-se dizer que os
par@metros estereoquimicos estdo direlamente relacionados com as
caracteristicas topologicas da moiécula {(Patrick, 2001).

O reconhecimento molecular ligante-receptor esta associado as interagdes
entre a micromolécula {droga} & a biomacromolécula (receptor). Desta forma, o
volume molecular, os par@metros dimensionais do ligante ¢ dos substituntes
presente na molécula do ligante, juntamente com o arranjo espacial sdo
caracteristicas estruturais de exirema importancia na elucidacio das forgas
relevanies envolividas no reconhecimento molecular ligante-receptor.

Os parametros estereoquimicos mencionados a seguir foram calculados
utilizando os programas: Molecuiar Modeling Pro (MMP) e ChemSite Pro (CSP).

As propriedades moleculares calculadas em MMP foram: volume moiecular,
densidade molecular, comprimento molecular, largura molecular, profundidade
molecuiar e parametros estéricos de Verloop.

17) Volume molecular (VM) — Indica o volume da molécula em cm®mol —
Método de Bondi (Bondi, 1964). O programa calcula o volume moleculfar peio
principio elementar de geomeiria 3D. Levando em consideracdo os raios de van
der Waals determina-se o volume das esferas que posteriormente € subtraido dos
volumes relativos aos overlaps atémicos.

O volume molecular permite avaliar o efeito estérico ao modificar os
substituintes da molécula. O tamanho dos substituintes inter-relaciona com o
volume totai da molécula devido as diversas intera¢fes ocorridas entre os atomos
na molécula. Ao utilizarmos a estrutura quimica com a sua geometria ja otimizada

para o calculo do volume molecular, estamos contando com uma estrutura
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quimica com uma menor intensidade em termos de tens&o energética no que diz
respeito aos overlaps atémicos.

18) Densidade molecular {p) — A densidade da molécula & determinada
efetuando a divisao do pesc molecular (PM) pelo volume molecular (VM) e com a
realizacdo dos devidos ajustes para os fragmentos organicos € para as
contribuigBes da superficie de cada atomo {Bondi, 1964}

18) Parametros dimensionais (L., Ly e L;) - Uma vez caracterizada a
geometria molecular para cada derivade de Chalcona, com auxilio do programa
MMP, calculamos as propriedades dimensionais para cada estrutura. Para calcular
as dimensbes de cada molecula, o programa gira a molécula em incremento de 5
graus ac longo dos eixos Y e Z por 360 graus, encontrando as dimensdes de
maximo e minimo, gue logo sdo informadas. O programa oferece a opcdo de
orientar as moiécuias em dimensbes de maximo ou minimo ao longo dos eixos X,
Y ou Z. Uma vez perguntado gual seria a opcéc dimensional (maximo ou minimo),
preferimos entdo escolher as opcdes de maximo dimensional ac longo dos eixos
X, Y e Z Esie procedimento foi realizado para todos os derivados de Chalcona,
fixando suas estruturas em um méximo comprimento molecular, largura molecular
e também profundidade molecular. Assim, foram calculadas as propriedades
dimensionais:

19.1) Comprimento molecular {Lx} — maior extens3o da molécula ac longo
do eixo X;

18.2) Largura molecular (Ly} — maior extens&o da molécula ac longo do
exo Y,

19.3) Profundidade molecular {L;} — maior extensdo da molécula ac longo
doeixo Z

20} Parametros estereoquimicos de Verloop {3) ~ Calculo das medidas
dos valores estéricos dos substituintes — Método de Verloop (Verloop ef al, 1978).

Os parémetros estéricos de Verloop sdo propriedades dimensionais dos
substituintes, melhor dizendo, s&o propriedades correspondentes ac comprimento

(L1) e aos raios (B1-B4) dos grupos substituintes.
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O comprimenio & os reios dos substituintes s30 caracteristicas estruturais
importantes para uma melhor compreensao da complexagao droga-receptor, visto
gue © mecanismo de acgdo das drogas baseia-se em um processo de
complementaridade espacial entre farmaco-receptor. Esta estereo-especificidade
entre os farmacos e os sesus respectivos alvos é justificada por intermédio de
interagbes bioguimicas gue ocorrem em locais epecificos dos receptores
denominados de centros ativos. E compreensivel pesquisarmos as caracteristicas
dimensionais dos grupos substituintes nas moléculas dos compostos pesquisados
para que possamos descobrir a possivel regido farmacoférica na molécula e assim
correlacionar quais parémetros estéricos se responsabilizam pela atividade
bioicgica.

Os parametros estereoquimicos de Verloop {(Ls, By, B, Bz e By foram
estimados para os substituintes A e B em {odos os derivados de Chalocona.

20.1) {3} L1 -~ indica o comprimento do substituinie 20 longo do eixo
formadc pela ligacdo entre este subsiituinte e o atomo que este se enconira
conectado.

Os parametros B1, B2, B3 e B4 correspondem aos raios extendidos
perpendicularmente em relagéo ao eixo formado pelo parametro L1,

20.2) {3) B1 — indica menor raio do substituinte;

20.3) {5} B2 - indica o segundo menor raio do substituinte;

20.4) (3} B3 - indica o segundo maior raio do substituinte;

20.5) {5} B4 - indica o maior raio do substituinte.

Outras propriedades estereoquimicas foram calculadas utilizando o
programa CSP:

21} Superficie de van der Waals {SvdW) — Calcula a estimativa da area
superficial (A?) da molécula em fungéo do raio de van der Waals das esferas. O
principio do calculo é baseado na determinacdc espacial de uma regido
tridimensional limite pelas regifes ndo interseccionais das esferas com um raio de
van der Waals pré-fixado, onde ¢ programa sugere o raio desejado. Ao especificar
um raio igual a zero, o programa ira calcular a area superficial do envelope de van

der Waals.
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22) Superficie de van der Waals acessivel ac solvente {SvdWsol) ~
Determina a estimativa da area superficial (A%) da molécula acessive!l ac solvente.
O principio do cédlcuio é o mesmo utilizado na execucdo do caculo da ares
superficial de van der Waals, sendo que a diferenca ests na indicacdo do raio que
devera ser especificado. O raio especificado no programa para execucdo do

cacule da superficie de van der Waals acessivel ao solvente dguafoide 1,4 A

4.2.4 Parametros termodinamicos

Os parémetros termodinamicos foram estimados utilizando o programa
Molecular Modeling Pro.
- Ponto de ebulicao {PE) ¢ Parachor {PA)} — Estas propriedades foram estimadas
pelo método do "Handbook of Chemical Property Estimation” {(Lyman ef a/, 1982);

23} Ponto de ebulicdio {PE) de um determinado composio refers-se 3
temperatura que a fase liquida desta substancia entra em fervura, ou seja, € o
estagio em que a pressao de vapor deste liguido torna-se igual & pressdo externa.

O ponto de ebulicho de uma substancia € uma grandeza que esta
relacionada com o tipo de interacdo intermolecular da substancia em questao.
Quanto maior for a interacdo intermolecular em uma substancia, maior serd o
ponto de ebulicgo normal. Compostos que apresentam ligacbes de hidrogénio
entre suas moléculas apresentardc uma tendéncia a possuir um maior PE se
comparade a estruturas quimicas de mesma massa molar, mas com interacbes
infermoleculares mais fracas. Compostos que apresentam menor PE sdc mais
volateis e ganham a fase gasosa com mais facilidade, pois sua pressdo maxima
de vapor € menor. A temperatura de ebulicdo (TE) se relacicna com a temperatura
critica (TC) pela equacéo:

sendo que AT € uma contribuicdo tabelada {54}

92



24} Parachor {PA) ¢ uma propriedade fisico-quimica relacionada com a

tensao superficial, peso molecular e a densidade molecular. A expressic para

calculo do parachor &:

Alguns autores preferem (Kubinyi, 1993) considerar o parametro fisico-
quimico parachor como sendo um parametro esterecquimico por estar relacionado
com o volume molecutar. Ndo podemos esquecer que o guociente enire o peso
molecular (PM) e o volume molecular (VM) representa a densidade molecuiar,

portanto:

QOutros autores preferem (Lyman ef al, 1982) considerar o parametro fisico-

quimico parachor como sendo uma propriedade termodindmica por estar
relacionado com a tensao superficial.

25) Numero efetivo de ligagbes torsionais (tau) e ndmero de ligactes
de hidrogénio {HBN) - Propriedades estimadas utilizando © método de
Yalkowsky e co-autores (Myrdal ef al, 1996);

26) Temperatura critica (TC), Pressdo critica {PC): Propriedades
estimadas pelo método termodinamico de Joback & Reid (Joback & Reid, 1987).

As propriedades termodinamicas criticas sao propriedades fisico-quimicas
empiricas dos compostos que foram estimadas pelo método de Joback & Reid,

que provém de uma modificacdo do método de Lydersen (Horvath, 1992). As

expressbes utilizadas para calculo destas propriedades s&o:
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sendo que A T e A P s80 confribuicSes tabeladas;
Na = numero de atomos na molécula;
Ter = temperatura critica (K);
P = presso critica (bar);
Este método € exiremamente simples, mas € muito bom para estimar as
propriedades criticas da matéria.

4.2.5 Parametros de biodisponibilidade

Os parametros de biodisponibilidade foram estimados utilizando ¢ programa
Molecular Modeling Pro. A biocdisponibilidade de uma substancia refere-se a
percentagem da droga que apds ser administrada no organisme, estara disponivel
a circulaggo sisiémica. A parcela de droga disponivel depende das seguintes
caracteristicas:

A} Liberagdo do farmaco da forma farmacotéenica (forma  de

apresentacio);

B} Absorcéo pelo trato gastrointestinal;

C) Eliminac&o pré-sistémica.

A biodisponibijlidade absoluta relaciona a quantidade da droga disponivel
sistemicamente/dose administrada. Deste modo, o©s parametros de
biodisponibilidade de um férmaco apresentam relativa importancia na
compreensao da farmacocinética da droga. Como a velocidade de absorcio
depende da via de adminisiracdo da droga, quanto mais répida ocorrer a
absorgao, menor sera o tempo (tmex) Necessdrio para alcangar a concentracao
plasmatica maxima (Cna). Quanto maior for a Crax, mais cedo o nivel plasmatico
ira cair novamente. A determinagdo da bicdisponibilidade pode ser realizada via
construgao da curva da concentracdo plasmatica do farmaco em funcéo do tempo,
definindo ent&o a area sob a curva de concentracio plasmatica.

27) Peso molecular (PM} — O peso molecular para cada estrutura foi
caiculado levando em consideracéo os respectivos pesos atdmicos (Veber ef a/,
2002). O peso molecular aceitdvel para uma droga em termos de sisterna nervoso
central (SNC) deveréa ser menor que 1000 u.a
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28) Area superficial polar {ASpiar} — A drea superficial (A%} polar para
cada estrutura foi calculada (Veber ef al, 2002). A ASpoer aceitével em termos de

SNC devera ser menor que 140 A%

4.2.¢ Outros Parametros

Os valores das propriedades, disténcia interatémica (d), angulo enire as
ligagbes quimicas (o) e angulos diedrais (B) foram anotados e tabelados apds
realizarmos @ minimizacadc simplex em MMP. Preocupamos em obter valores
destas propriedades focando apenas a regido da estrutura que contém os atomos
envolvidos na contribuicdo de ressonéncia (estrutura protédtipo). Os valores destas
propriedades foram exiraidos da conformacdo com 2 sua geometria ja otimizada.

29) Comprimento de Ligagao (d} — As distancias interatdmicas envolvidas
foram d {C4G2), d {CoC4), d {C1Cs), d (C407) e d {C4Cs);

30) Anguic entre ligagbes {a) — Os anguics entre ligacBes guimicas
envoividos foram a {C3C1Cs), o (C4C2C4), o {C2C407), a {C2C4Cs) & o {CsTs0y);

31) Angulo diedral {8) — Os angulos diedrais envolvidos foram B
{C3C1C2C4), B (C1C2C407) € B (C4CC4Cs).
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4.3 Analise estatistica

A atividade biolégica de um farmaco & funcéo de sua capacidade em
interagir com regides especificas dos receptores. Deste modo, a atividade
bicldgica de compostos estd associada a uma gama de faiores que vao desde &
enirada do farmaco no organismo até encontrar o alvo em que ocorrera a agao
farmacologica. Durante este trajeto, a atividade bioldgica dependers basicamente
do transporie do farmaco até o sitio de acdo e da sua complexacdo com a
biomacromolécula alvo.

Através de pesguisas QSAR, & possivel identificar e quantificar
propriedades fisico-quimicas e esfruturais de uma droga com infuitc em
caracterizar quais propriedades sdo reievantes para o entendimentc de
mecanismos bioquimicos que justifiguem a suz atividade biclégica. Se uma
determinada droga € ativa, uma relacdo matematica pode ser construida no
sentido de prever a atividade biolégica desta droga e de anélogos estruturais em
fungdo de algumas propriedades moleculares. E possivel entdo obter uma
eguacao matematica que relacione a atividade bioldgica de uma série de
substancias em fun¢do de propriedades moleculares destas substancias.

O atual sucesso no desenvolvimento de novos farmacos esta focado no
imensc esforge por parte de alguns pesquisadores e numa rapida e crescente
reciciagem computacional. O sucesso depende em grande parte da forca de
vontade de pesquisadores em estar associado a grupos que estejam imbuidos em
desenvolver e aprender sempre novas técnicas, garantindo um crescimento mais
racional e assim estar aptos a participar desta selegdo natural do conhecimento.

A pesguisa QSAR é uma tentativa de retirar o elemento sorte do
desenvolvimentc e planejamento racional de novas espécies quimicas ativas. O
estabelecimento de relagdes que focam um conhecimento multidisciplinar facilita
grandiosamente ¢ aprimoramento de técnicas e um avango frenético em busca de
compostos que possam combater inimeras doengas e assim solucionar de modo

eficiente parte dos problemas sociais no mundo.
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Uma vez estabelecida a geometria molecular de uma série de compostos,
torna-se necessaric a realizagdo de diversos célculos de propriedades
moleculares para gue posteriormente, possamos por intermédio da analise
estatistica efetuar uma correlaco estrutura quimica-atividade bioldgica.

A terceira etapa realizada nesta pesguisa QSAR consistiu em correlacionar
as diversas propriedades calculadas anteriormente com a atividade biologica de
uma série de derivados de Chalcona como agentes anti-maldricos. E importante
lembrar que em QSAR, a atividade bioldgica corresponde ac fendémeno
observado, enquanto as propriedades moleculares de natureza lipofilica,
eletrbnica, esteroquimica, polar ou de gualquer outra natureza sdo denominadas
varigveis independentes ou explicativas (Gaudio & Zandonadi, 2001).

As pesquisas na drea QSAR {8m como principal objetivo a construcéo de
modelos matematicos que correlacionem as propriedades moleculares com a
atividade biologica de uma série de composios analogos. Geralmente astes
compostos diferem quanto a presenga de um ou mais substifuintes em posigdes
definidas de uma determinada estrutura quimica (Ferreira ef al, 2002).

A construgdo de modelos matematicos requer a elaboracio de uma matriz
de dados contendo a medida quantitativa experimental da atividade biol6gica e os
parémetros fisico-quimicos calculados. Este conjunto de dados é a matéria prima
para a construgac de modelos matematicos capazes de justificar a atividade
bioldgica dos compostos (Ferreira ef al, 2002).

A construcdo de um modelo pode ser concretizada através da técnica
estatistica regressao linear multipla (RLM). Levando em consideracao o método
de Hansch-Fujita (Hansch & Fujita, 1964; Kubinyi, 1993) conhecido como modelo
extratermodindmico, os valores de atividade bioldgica sdo correlacionados aos
valores calculados das variaveis independentes através de regressado linear,
regressao linear muitipla e regressdo nao linear (Gaudio & Zandonade, 2001).

O modeio linear de Hansch & uma combinacdc linear de variaveis
independentes, capaz de explicar de melhor maneira possivel valores
experimentais da atividade biolégica de uma série de compostos. Isto pode ser

justificado pelo fato de que o modelo extratermodinamico (QSAR classico) é uma
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estimativa de modeio que tenta relacionar as propriedades moleculares dos
compostos com a variagdo da energia livre de Gibbs envolvida no processo de
interaca@o farmaco-biorreceptor (Kubinyi, 1993). A equacao classica de Hansch de
um dado modele multidimensional linear pode ser descrita com o termo
dependente (Log 1/1Cs ou — Log ICs0) em funcdo das varidveis independentes:

- Log Can = & (X otico) + b (X wcotri) * € (X csieo) * & (X poia} + & (59)

sendo que, a representagdo X na equacgaoc refere-se as varidveis independentes
(propriedades moleculares) enquanto os simbolos a-e correspondem aos
coeficientes de ajuste obtidos pela RLM e o termo ~ Log ICs representa os
valores previstos da resposta bioldgica (Gaudio & Zandonade, 2001

Neste trabalho, a atividade bioldgica esta representada pela medida do ICs,
(uM), ou seja, é a concentragic molar de cada derivado de Chalcona capaz de
inibir in vitro 50% da parasitemia provocada pelas cepas resistentes (W2) de
Plasmodium falciparum (Li et al, 1995).

Nao devemos esquecer que um dos objetivos da analise multivariada em
QSAR ¢é desenvolver modelos com o intuito em prever a atividade biologica de
compostos levando em consideracdo propriedades moleculares selecionadas
como relevantes, noc sentidc em explicar um provavel mecanismo de acéo
farmacolégico destes compostos.

4.3.1 Regressao linear simples

Para que possamos construir um modelo matematico multidimensional
linear da atividade bioclégica em funcao de varidveis explicativas ou variaveis
independentes, € necessario selecionar quais varidveis estdo correlacionadas 2
agao bioldgica dos compostos que estdc sendo pesquisados. Deste modo, a
escolha de variaveis independentes tteis na construgao do modelo é uma tarefa
que deve ser realizada minuciosamente.

A primeira etapa da analise estatistica realizada neste trabalho deu-se na

execugado da regressdo linear simples levande em consideracdo o conjunto de
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dados dos valores de cada propriedade molecular calculada (varidve! explicativa)
e os valores observados da atividade biologica (ICs) da série de compostos
derivados de Chalcona. Como sugeride na literatura, os wvalores iniciais
observados de atividade biologica (ICso) foram convertidos em 1/log ICx = - Log
iCso (Kubinyi, 1893). Posteriormente, os valores de cada propriedade molecular
calculada juntamente com a atividade bioldgica de todos os derivados foram
tabelados, constituindo entdo a nossa matriz de dados. Cada conjunio de dados
(atividade biclogica-propriedade molecular) foi armazenado no programa
estatistico Analyse-it para Microsoft Excel (AME) versao 1,68 (Analyse-it Software
Lid, 2000). Com auxilio deste programa, executamos a regressdo linear para
todos os conjuntos de dados armazenados, obtendo valores de i, r, Fe 0.

= coeficiente de determinagao ou explicagso;

r = coeficiente de correlagéo;

F = valor de Fischer;

p = nivel de confiabilidade do modelo (Fonseca ef af, 1985; Kubinyi, 2003).

Apos realizar a regressao linear simples para todos os conjuntos de dados
atividade-propriedade, os valores de 1%, r, F e p foram anotados e posteriormente
{abelados.

Com a realizacdo do procedimento estatistico mencionado acima, algumas
propriedades moleculares foram excluidas por apresentar um coeficiente de
explicagdo muito baixo (pequeno r?). Tais propriedades, nao participarac da
equacgao matematica de previsao da atividade bioldgica, ou seja, sa0 consideradas
propriedades que nao explicam a atividade bioldgica observada e deste modo ao
serem acrescentadas no modelo ndo deverao prever bem a atividade de novos
compostos.

O procedimento inicial de exclusdo de varidveis via regressdo linear
simples analisando os valores de 7%, r, F e p visa descartar propriedades que ndo
contribuem no processo de construgdo de modelos. As variaveis independentes
candidatas a participarem do modelo foram selecionadas levando em
consideracdo o seguinte critério; maior r’, maior F e menor p obtidos por

intermédio da regressio simples.
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Com 2 realizacdo desta etapa, das 69 propriedades calculadas,
conseguimos selecionar 22 varidveis candidatas, ou seja, a concretizacao desta
regressaoc excluiu 47 variaveis que nfo irlam contribuir de modo relevanie para a
nossa analise e na construgéo do modelo.

A segunda etapa da analise estatistica realizada nesta pesquisa consistiu
em construir malrizes de correlagdo para cada categoria de pardmetros e no
calculo dos coeficientes de correlacio enire as varidveis para finalmente executar
a regressao linear maitipla.

4.3.2 Matriz de correlacio e selegdo de variaveis em QSAR

A regressao linear miltipla, que também & conhecida como Regressao por
Quadrados Minimos inversos (RLM), consiste na projecac da atividade bioldgica
em fungéo das propriedades moleculares. Este método de regressao multivariada
necessita que o nUmero de variaveis independentes seja menor do que o nimero
de amostras, portanto a selecéo de varidveis & um procedimento necessario para
a concretizacdo da regressdo, sendc que as varidveis deverdo ser
cuidadosamente escolhidas, a fim de obtermos o melhor modelo multivariado.

Outro detalhe importante reside no fato de que as variaveis independentes
que participaréc da equagdo néo deverao apresentar enfre si elevada correlacgo,
ou seja, um elevado coeficiente de correlacdo (Fonseca ef al, 1985). A
colinearidade enire varidveis faz com que o problema seja matematicamente
instavel, pois variaveis muito correlacionadas resultarao em determinante préximo
de zero, nao sendo entdo possivel determinar a inversa da matriz de dados.

Visando selecionar variaveis explicativas para a construgao de um modelo
muitidimensional linear de Hansch - Fujita, realizamos:
» Construgao de uma matriz de correlagio para cada categoria de variaveis;
e Selecéo de variaveis por intermédio de busca sistemética:
e Selecao de varidveis por intermédio de algoritmo genético.

A construcdo da matriz de correlacdo e os céalculos dos coeficientes de
correlacdo entre variaveis foram realizados com auxilio do pacote computacional
Build QSAR versao Beta - 2001 (Qliveira & Gaudio, 2001).
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Considerandc que algumas classes de varidveis sZo exiremamente
correlacionadas, torna-se necessario ulilizarmos uma metodologia seletiva de
varidveis para que possamos entdo exclui-las, visto que varidveis altamente
correlacionadas implica em redundéncia, pois apresentam essencialmente o
mesmo tipo de informacao.

N&o podemos esquecer que a metodologia de construgio de uma matriz
de correlagdo pode ser utilizada com intuito em facilitar a exclus@o de algumas
variaveis que sao muito correlacionadas entre si. Para verificar se duas varidveis
Xie X séo altamente correlacionadas, basta calcular o coeficiente de correlacao
{R;) entre elas de acordo com a equacio:

S
Ry 8——— {60}
VSi . §
Em que 55 S; e 5; 840 definidos de acordo com as equacdes:
Si=2 X X- 20 Xi. 2 X/ n (61)
Si= 2 XF - (2 X)%/n (62)
Sy = 2%F - (2 / n (63)

A matriz de correlacéo (M) € simétrica em relacao a diagonal de elementos
rj, deste modo, se | =}, percebemos que ¢ valor dos termos da diagonal principal
sera igual a 1. Em QSAR, costuma-se evitar as combinagbes em que R; seja
maior ou igual a 0,6 {Kubinyi, 1993; Ferreira ef al, 2002).

11 P2 M3 .. Tim

Tgr T2 T2z ... Tom (64)
M=1iry ra ra .. TI3n

1 fm2 Im3 ... Fem
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A abordagem seletiva de variaveis foi realizada com auxitio dos programas:
a) Analyse-it para Microsoft Excel (AME) ~ versdo 1,68 (Analyse-it
Software Ltd, 2000);

b} BulldQSAR versao beta — 2001(Oliveira & Gaudio, 2001).

Como visto anteriormente, a primeira etapa seletiva de varidveis foi
realizada analisando os valores dos coeficientes de explicagdo () pés-eXecuGan
da regressdc linear simples no programa AME e também pela anslise dos
coeficientes de correlacdo (R;) entre variaveis. As matrizes de correlacao (tabelas
26-32) para todas as categorias de parametros fisico-quimicos calculados nesta
pesquisa QSAR foram construidas: Hidrofébicos, eletrénicos empiricos,
eletronicos quénticos, estereoquimicos, termodinémicos, biodisponibilidade e
outros parémetros.

Com a execugdo da regressao linear simples e observacio dos valores dos
coeficientes de corelago entre as varidveis (R; < 0,8) (tabelas 26-32),
selecionamos 22 varidveis (primeira etapa seletiva). Ao executar os calculos dos
coeficientes de correlacdo para estas 22 variaveis (tabela 33), selecionamos
apenas 14 variaveis (segunda etapa seletiva), sendo agora utilizado como critério
um Ry < 0,40. Esta nova matriz de dados (contendo as 14 variaveis) foi submetida
a um novo calculo de coeficiente de correlagao (tabela 34), com intuito em verificar
se existe elevada correlacdo entre as variaveis selecionadas.

Finalmente, a matriz de dados contendo a atividade biolégica observada e
os valores das 14 variaveis candidatas foi submetida aocs métodos de selecic de
varidveis: algoritmo genético e busca sistematica.

O algoritmo genético € um método seletive de varidveis encontrado no
paccte BulldQSAR onde as variaveis s&oc combinadas entre si, montando-se
modelocs com um numero pré-fixade de variaveis escolhidas. O procedimento
utilizado na busca seletiva de variaveis descritoras pelo método algoritmo genético
foi realizado com a finalidade em obter modelos com trés, quatro e até cinco
variaveis. Esta sisteméatica metodolégica utilizada na busca de modelos com 3,4 e
5 descritores foi desenvolvida executando em BuilldQSAR sempre o mesmo

conjunio de dados (14 varidveis) e os mesmos pardmetros de busca.
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A abordagem metodolégica utilizada neste trabalho pele método do
algoritmo genético foi desenvolvida utilizando os seguintes parametros:

» 35% de mutacao;

» 30 modelos por geragio;

> 200 geracdes;

> O ajuste foi realizado em fungaéo do coeficiente de correlacso entre
variaveis;

> O indicador de atividade bicldgica foi (- Log I1Csg).

Posteriormente, realizamos uma busca sistemética de varidveis utilizando
também as 14 variaveis escolhidas. Nesta abordagem, utilizamos como critério
para escoiha de variaveis um limite minimo de coeficiente de correlacéo 0.9 e um
limite minimo de Q° 0,85 (quadrado do coeficiente de correlagdo das previsdes).

Apos executar aigoritmo genético e busca sisteméatica de variaveis, ¢
programa BuildQSAR selecionou automaticamente 10 melhores modelos em cada
método apresentando trés, quatro e cinco variaveis. Destes 10 modeios
selecionados, escolhemos 0s trés meihores {com 3, 4 ¢ 5 descritores) levando em
consideracao r, s e F objetivando assim a realizagdo da regressao linear myltipia.

Analisando um conjunto de variaveis independentes X4, Xz, ..., X, ..., X,
{(propriedades moleculares} e a variavel dependente Y (atividade biolégica),
podemos afirmar que realizar a regresséo linear mdltipla de Y em funcéo das
variaveis X, Xz, ..., X, ..., X, significa construir um modelo do tipo:

y=Bo+ BaXe+ BoXo+ L+ BXct e (65)

sendo Bo a constante de ajuste do modelo;
B1, B2 ... Bk sa@o os coeficientes das variaveis independentes;
e € 0 erro de ajuste linear da equacao.
A determinacao exata dos valores de B s6 podera ser feita se todos os
valores possiveis de y forem incluidos no modelo. Em QSAR, significaria incluir no
modelc todos 0s compostos com alguma atividade sobre o sistema biologico em

estudo. Na pratica este procedimento é muito complicado, visto que ndo é possivel
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saber guantos compostos conhecidos e desconhecidos, apresentam atividade
sobre um dado sistema. Outro fator importante reside na determinacéo do erro ¢
ser considerado tarefa exiremamente dificil, pois os fatores que contribuem para
seu valor s8¢ irregulares e dependentes de um grande numero de pardmetros. Na
pratica, os valores de B permanscerdo desconhecidos & ¢ que podemos entdo
obter e a estimativa de modelo via regressdo linear maltipla. Em QSAR, a
estimativa de modelo € uma equacdo capaz de fornecer valores previsfos para Y
que geralmente serdo representados por v

Vored = Dot DiXq + oo + .. it + = {66

onde bo, by, by, ... bk s&o estimativas para Bo, B4, Ba. ... B A construcso da
estimativa & realizada pela concretizagéo da RLM, ou seja, através da regressao
por guadrados minimos inverso.

Aplicar modelo de dependéncia linear sobre um conjunto de dados
significa acreditar que tal dependéncia existe, sendo a variavel Y dependente
da combinagao linear das varidveis independentes ().

Podemos representar a equacao (65) na seguinte forma matricial:

y:B=X+5 (67)

A analise regress&o linear multipia (RLM) envolve os seguintes vetores e

matriz:
Y 1T Xee Xz .. K Bo £ 1
Yo T X1 X2 o Xx B+ €2 1
y= ) X= . . X ) p=l 1 le=| 1] 1=] (68)
Yn 1 X Ke Kok Bk En 1

onde n € o nimero de amostras (derivados de Chalcona) e k & o nimero
de variaveis independentes (propriedades moleculares).

104



Matematicamente, executar RLM significa determinar o vetor de parametros
B e o vetor de erros . Como vimos acima, o vetor b € considerado valor estimado
de g. O vetor procurado b é obtido a partir da equagao:

b= (XX XYy (69)

onde (X" & o inverso da matriz resultante do produtc da matriz
transposta X' por X.

Ap6s realizar RLM para os trés melhores modelos com 3, 4 e 5 descritores,
obtivemos nove modelos matematicos sendo que um deles foi proposto como
estimativa de modelo multidimensional linear de Hansch-Fujita.

4.3.3 Analise do modelo escolhido

Para que uma equacao resultante de uma regressio linear mitipla seja
promovida a um modelo matematico € necessario verificar a qualidade deste
modelo. A qualidade de um modelc matematico reside na verificacao de algumas
regras propostas por Unger & Hansch (1973). A proposi¢do de um modelo
matematico leva em consideracéo a andlise de parametros que estio relacionados
com o seu grau de ajuste, grau de significancia e grau de previsibilidade {Gaudio &
Zandonadi, 2001). Segundo Unger & Hansch, regras gerais devem ser obedecidas
para obtencao de modelos matematicos de relagbes estrutura-atividade:

> Selegio de variaveis independentes — grande numero de variaveis
devem ser testadas para que possam ser selecionadas a participarem
da equacao matematica;

» Validacio estatistica das varidveis independentes - as variaveis
selecionadas por métodos estatisticos a participarem da equacgéo devem
ser submetidas a métodos estatisticos apropriados de validacao;

» Principio da parciménia — quando houver divida na escolha de um
modelo matematico entre muitos ouiros, devemos escolher o mais
simples;
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> Mumero de varidveis descritoras presentes no modelo — a média &
de cinco ou seis compostos para cada varidvel explicativa incluida no
modelo matematico para que se possa evitar a ocorréncia de correlacdo
por coincidéncia (critério de Topliss) (Topliss & Costelio, 1872);

> Modelo qualitativo para o mecanismo de agio dos compostos — o
modelo quantitativo deve ser consistente com ¢ mecanismo de agdo em
nivel molecutar.

A proposigao de modelos quantitativos ndo & uma tarefa frivial, pois uma
equagéo oblida via RLM devera sobreviver as regras de proposicdo devendo ser
validada estatisticamente e havendo a possibilidade, devera ser validada em
termos de sua capacidade de explicagdo guanio ao mecanismo de acéo.

Avalidagao estatistica de uma equacéo linear pode ser realizada através da
avaliagéo do modeio escolhido. A avaliagdo de um modelo consiste em verificar se
a equacdo se adapta convenientemente aos dados observados e pode ser
subdividida em trés etapas:

a) Avaliacdo do grau de ajuste;

b) Avaliagdo do grau de significancia estatistica;

¢) Avaliagéo do grau de previsibilidade da equacao.

A avaliagao do grau de ajuste estd associada & capacidade do modelo em
reproduzir o valor das atividades observadas. Esta avaliagdo pode ser realizada
via Analise de Variancia (ANOVA) da regressac verificando o coeficiente de
correlacao {r), o coeficiente de correlacio ajusiado (Fajust), 0 desvio padrédo (s) e
analise de residuos (y - v..s). Modelos com excelente grau de ajuste, deverdo
apresentar elevado coeficiente de correlagao (proximo de 1), desvio padrac baixo
(préximo de zero) e residuos da regressdo em funcdo da atividade prevista
distribuidos em torno de zero. Compostos com elevados residuos num modelo de
regressac seraoc considerados derivados andmalos (outfliers) e deverdo ser
exciuidos da andlise. As amostras outliers s&o as que aparecem distribuidas nos
diagramas dos residuos em funcao da atividade prevista, fora da regido do limite
de confianca (95%), ou seja, aparecem em uma regido do diagrama em que o
valor previsto da atividade difere em 5% do valor observado da atividade.

106



O programa BuildQSAR plota estes diagramas diferenciando as amostras
(derivados de Chalcona) com cores diferentes {azul, amarelo e vermeiho), visando
a identificagdo de um possivel derivado outiier. As amostras que melhor se
ajustam ao modelo de regressdo s&o codificados de azul, enquanto aquelas que
se apresentam codificadas de vermelho serdo consideradas oufliers. As amosiras
cedificadas de amarelo estao na regifo do limite de conflanca (95%).

A avaliaggo do grau de significAncia estatisiica é realizada através da razgo
das variancias conhecido como teste de Fischer ou teste-F. O teste-F & um teste
de hipbtese que tem por finalidade verificar a significancia estatistica de r*. O valor
de F pode ser obtido também a partir da tabela de Andlise de Variancia da
regresséao, sende gue o modelo devera apresentar um elevado valor de F. Qutro
paramefrc que deve ser observado na tabela ANOVA é o valor p, qus indica o
nivel de confiabilidade da regressdo. Um valor de p menor que 0,0001, significa
que o valor de r* da regressdo é estatisticamente significante, onde o erro
envolvido € menor que 0,01% (Arango, 2001).

A avaliacdo do grau de previsibilidade de um modelo é realizada através de
um procedimento estatistico denominado cross validation (validacao cruzada). A
validacao cruzada mede a capacidade do modeio em fazer previsées em relacéo a
amostras néo incluidas na andlise. Uma das formas de realizar o processc de
validagao cruzada consiste em excluir um dos derivados fazendo a regressio com
um derivade a menos (n-1), utilizando a regressao obtida para prever a atividade
do derivado (y; pr.q) deixado fora do modelo {leave one ouf). O processo é repetido
para todos os derivados (amostras), obtendo o parametro PRESS (Predictive
Residual Error Sum of Squares).

PRESS = T(yi- ¥i prea) (70)
onde {yi- ¥iyea ) © O €I10 de previsio.

O PRESS ¢ a soma dos residuos entre o valor atividade observada e o

valor da atividade prevista do derivado deixado fora do processc de validacao

cruzada, ou seja, & também a soma dos quadrados dos erros de previsdo. Deste
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modo, o valor PRESS devera ser o menor possivel para que o modelo apresente
uma boa capacidade de previsdc. A partir do PRESS, podemos obter outros
pardmetros de verificacio da capacidade preditiva (@ e SPRESS). O Q7 que
também & chamado de quadrado do coeficiente de correlacso das previstes ou da
validacdo cruzada é obiido pela eguagio:

Q*=1- PRESS (71)

2 iyz “ ¥: mean )2

O desvio padrdo da validagao cruzada é representado pelo SPRESS e
pode ser determinado pela eguacéo:

SPRESS = \jPRESS
n—k—1 (72)

Um modelo que apresenta elevado grau de previsibilidade devera possuir
@ préximo de um e SPRESS préximo de zero.
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5.0 Resultados

A primeira etapa desta pesquisa QSAR fundamentou-se na busca de uma
metodologia consistente que resultasse estruturas quimicas com a menor energia
total possivel pars todos os derivados de Chalcona. Esta etapa foi caracterizada
pela minimizacdc energética para cada estrutura inicial (desenho 3D em MMP)

dos compostos envolvidos com posterior otimizacéo da geometria molecular.

5.1 Minimizag&o energética e otimizago da geometria

A energia total de cada estrutura quimica dos derivados de Chaicona
resultante do processo de minimizagéo energética e da otimizagao da geomelria
rmolecular levando em consideracio a metodologia comentada anteriormente (4.1}
foi anotada e posteriormente tabelada (tabela 2). Nao podemos esquecer gue Eq4
representa o valor da energia em Kcal/mol de cada derivado apés ter realizado a
minimizagao simpiex utilizando o opcional constante dielétrica correspondente
para meio aquoso com potencial 6-12 Lennard Jones e funcdo Hydrogen bond. A
constante dielétrica &€ uma grandeza que varia com a temperatura, sendo que o
programa MMP utiliza o valor 78,54 como constante dielétrica em meio aquoso a
37°C.
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Tabela 2 — Energia em Kcal/mo! dos derivados de‘ Chaicona durante ¢ processo de
minimizacdo energetica e otimizacdo da geometria molecular; E, — energia pds-desenho 3D
{(MMP}, E; — energia pos-minimizag8o via métode MM2 (MMP), E; — energia pds-otimizacdo
geometria motecular via método PM3 (Hyperchem), E; — energia pos-minimizagéo simplex (MMP).

32564

3807842

22,06407

Chalcona 8

11327 12

313,5485

44,5623

21,2326

Chaicona ©

511,2683

79,29557

43,00481

25,62006

Chalcona 10

413,7483

78,96114

37,29515

22,34175

Chalcona 11

458,7544

58,74694

40,09446

19,41005

Chalcona 12

2856,746

60,98282

3407318

19,50561

Chalcona 13

2742.005

56,08046

33,12215

18,83625

Chalcona 14

451,5143

68,20435

38,0844

2213786

Chalcona 15

6781,768

77,73485

4505817

2610689

Chalcona 16

2238347

68,33436

36,91638

2247113

Chalcong 17

/120,873

56,14112

34,85855

20,21091

Chaicona 18

2856,922

61,03864

34,2207

18,8564

Chalcona 18

8992,541

288,2372

34,59664

20,37552

Chalcona 20

469,3787

115,92

54,59203

41,18779

Chalcona 21

2856,704

60,75869

3471777

19.21926

Chalcona 22

3606,643

55,53101

34,11912

19,71325

Chalcona 23

2742 176

95,33726

32,41883

19,58587

Chalcona 24

5095,438

60,08042

32,90902

18,1938

Chalcona 25

2263,683

58,44695

32,15776

18,2358

5.2 Calculo de parametros fisico-quimicos

Apos definirmos a geometria molecular para cada derivado de Chalcona,
propriedades moleculares estruturais e fisico-quimicas foram calculadas com o
intuito de relacionar a atividade bioldgica com as propriedades calculadas para
que posteriormente possamos selecionar por intermédio de métodos estatisticos
quais destas propriedades serdo capazes de justificar a atividade bioldgica
observada. Os calculos de parametros foram executados para todas as estruturas
quimicas apresentando a menor energia (E4), ou seja, conformacéo obtida apds
ter realizado a minimizag&do simplex em MMP. As tabelas 3 — 15 representam os
valores das propriedades moleculares calculadas.
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Tabeta 3 - Parametros Hidrofdbicos: Log Puanseh, LG Parose o crppens Balango Hidrofllico-Lipofilico
{(HLB), Parametro de solubilidade (P.S), Dispersdo de Hansen 3D {D. Hansen 3D), Polaridade de
Hansen 3D (3 Hansen 3D).

; : 979280 23,55290! 6384537
Chalcona 08 | 3,342001 0,344027 23,50839, 21,83283 5,282660
Chalcona 08 | 2,752001 4,0243] 1,366989 24,08010, 22,38016] 5,578985
Chalcona 10 | 1,8670C0 4,0232 5532198 2510479, 23,06764 7,333460
Chalcona 11 | 3,680001 4,0534) 0,473424 20,99382 19,55086 5,084429
Chalcona 12 | 4,203001 4,2066, 0,522446)23,38213] 21,87482 5429868
Chalcona 13 | 3,295001 3,6886: 0,622303| 22,37047, 20,92691, 4,969752
Chalcona 14 | 4,057000 50175, 2601827, 24,97928) 23,55290, 6,384537
Chaicona 15 | 2,987000 4,0243| 1,388580 24,08010, 22,38016, 5,578986
Chalcona 16 | 3,630000 4,8087) 1,470242 25,18922; 23,67493 6,820307
Chailcona 17 | 4,203001 4,2066, 0,51924123,38213] 21,87482 5,429868
Chalicona 18 | 4,203001 42066, 0,512150 23,38213 21,87482] 5,429868
Chalcona 19 | 4,008001 4,2066; 0,515115/23,38213, 21,87482 5,429868
Chalcona 20 | 4,284000 4,3873, 4,476958, 25,23376, 23,16554] 7,090923
Chalcona 21 | 4,203001 4,2066! 0,506328| 23,38213| 21,87482 5,420868
Chalcona 22 | 3,063000 3,4496! 0,644264| 22, 47912 20,95706 5,379371
Chalcona 23 | 3,063000 3,4496| 0,646536|22,47912] 20,95706| 5,379371
Chalcona 24 | 4,203001 4,2086| 0,136053 23,38213. 21,87482 5429868
Chalcona 25 | 3,063000 3,4496| 0,242115/22,47912] 20,95706| 5,379371
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Tabela 4 - Parametros Hidrofobicos: Ligacdic de Hidrogénic de Hansen 3D {H. 8. Hansen 3D},
Area superficial hidrofflica (ASH), % Area superficiat hidrofilica (% ASH}, Log solubilidade em dgua
{Log S. M0}, Namero de hidratagdo (NH), Refratividade molar (MR Ghose ¢ Cappen]

! 4156308, 17,663110 -4,7331 4,5 90,2262
Chalcona 08 6,932805! 1,826872 7,843600 -3,2518 4,5 958762
Chalcona 09 8,817716 2,756186) 12,291260 -4.1715 6,5 99,5157
Chalcona 10 6,659943 5465337, 30,400880 -3,8631 7.5 84,2943
Chalcona 11 5,714285] 1,810238, 8406195 -3,2765) 3,5 85,7771
Chalcona 12 6,223536; 1,826144; 8619334 -3,15689] 3,5 89,4130
Chalcona 13 6,148478 1,818882 9,053493 -2,4025 3,5 84,6082
Chalcona 14 5,335073: 3,415715; 17,660120 -4,7331 4,5 90,2262
Chaicona 15 6,917716, 2,785283 12,376480 -4,1715 6,5 99,5157
Chalcona 16 5,241939] 2.428754) 12,740180 -4,5827 4,5 87,0221
Chalcona 17 8,223536) 1,824269, 8605396 -3,1559 3,5 89,4130
Chalcona 18 6,223536, 1,814830, 8,574568 -3,15591 3,5] 89,4130
Chalcona 19 6,223536 1,816444| 8587459 -3,1559 3,5 89,4130
Chalcona 20 7,058247) 5,301311; 25,812860 -4,2183] 7,5 93,8589
Chalcona 21 6,223536| 1,809766, 8,549256 -3,1559 3,5/ 89,4130
Chalcona 22 6,097107, 1,821550, 9,148975 -2,2521, 3,56 80,2362
Chalcona 23 8,097107. 1,812555: 9,158853 -2,2521. 3,5/ 80,2362
Chalcona 24 6,223536/ 1,469911 6,939362 -3,1558 3,5 89,4130
Chalcona 25 8,097107 1,469250| 7, 400501 -2,2521 3,5 80,2382
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Tabela § - ParGmetros eletrdnicos empiricos: constante de Mammett (o) para os subsiifuinfes A e

B.

&p — Hammett sigma para, o, — Hammett sigma meta, ¢* - Hammett sigma star, o — Hammett

sigma induction.

Chalcona 07

0,505

0,217

0,67 20000

0,2460000

0,81

1,467000

0,226

0,286

Chalcona 08

0,122

0,140

0,1200000

0,0440000

1,211

1,228000

0,245

0,246

Chalcona 09

0,701

0,130

1,2460000

0,06810000

2,789

1,004000

0,380

C,261

Chalcona 10

0,701

0,409

1,2460000

0,5700000

2,789

0,790000

0,390

0,181

Chalcona 11

0,025

0,125

-(,0860000

0,0260000

0,694

1,145000

0,201

0,229

Chalcona 12

0,122

0,130

0,1200000

0,0229999

1,211

1,175000

0,245

0,226

Chalcecna 13

0,025

0,125

-0,0860000

-0,0120000

0,694

1,316000

0,201

0,194

Chalcona 14

0,805

£,130

0,6790000

0,0610000

0,817

1,004000

0,226

0,261

Chalcona 15

0,701

0,125

1,2460000

0,0260000

2,789

1,145000

0,380

0,229

Chalcona 18

0,701

0,196

1,2460000

0,1650000

2,789

1,377000

Q0,380

0,308

Chalcona 17

0,122

0,125

,1200000

0,0260000

1,211

1,145000

0,246

0,229

Chaicona 18

0,127

0,130

0,1170000

0,6220989

1,241

1,175000

0,243

0,226

Chaiccna 19

0,127

0,130

0,1170000

0,0610000

1,241

1,004000

0,243

0,261

Chalcona 20

0,122

0,115

0,1200000

0,0430000

1,211

0,920000

0,246

0,244

Chalcona 21

0,127

0,125

0,1170000

0,6260000

1,241

1,145000

0,243

0,229

Chalcona 22

0,106

0,125

0,0360000

0,0260000

1,151

1,145000

0,265

0,229

Chalcona 23

0,040

0,125

-0,0680000

0,0260000

0,778

1,145000

0,218

0,299

Chalcona 24

0,035

0,212

-0,1030000

0,2490000

0,919

1,437000

0,186

0,289

Chalcona 25

0,035

0,126

-0,1030000

0,1650000

0,919

1,377000

0,186

0,308
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Tabela 6 - Parametros eletrbnicos quanticos: Momento de dipolo (),

B. acceptor), Hydrogen bond donor (H. B. donor), Eucno, Eimo.

Hydrogen bond acceptor (M.

Chalcona 07 2776738 0,1500322, 0,0084960, -0,4054408 00406347
Chaicona 08 5,021101 0,2871797, 0,0000000 -0,4310551; 0,0627521
Chaicena 0S 3,180744 0,2474873; 0,0000000 -0,4150968 0,0295800
Chalcona 10 2,781697 0,1218783;, (C,0000000] -0,4121257 0,0271000
Chalcona 11 3,743521 0,4684491, 0,0000000! -0,4284725, 0,0786462
Chalcona 12 6,552880 0,2506073; 0,0073037 -0,4205667, 0,0656528
Chalcona 13 4,788819 0,2629606! 0,0000000; -0,4346325; 0,0672191
Chalcona 14 1,723343 0,1463352, 0,0011166, -0,4034062; 0,0362228
Chaicona 15 3,184682 0,2689979 0,0000518; -0,4120781; 0,0267397
Chalcona 16 2,596465 02072395 0,0197635 -0,41838104 0,0314058
Chalcona 17 2591375 0,2692726, 0,0016736 -0,4318215] 0,0581758
Chalcona 18 8,430083 0,2516165; 0,0053430 -0,4253062; 0,0641182
Chaicona 19 7,053628 0,2299472; 0,0000000 -0,4351138] 0,0623057
Chalcona 20 2,678296 0,1986031;, GC,0004691 -0,4045944 0,0589702
Chalcona 21 9,001968 0,2557490{ 0,0029316 -0,4281165| C,0654286
Chalcona 22 3,892121 0,3366489, 0,0129435. -0,4274311] 0,0805034
Chalcona 23 6,017005 0,3313825, 0,0036802 -0,4342023 0,0923625
Chalcona 24 5,204623 0,2447222; 0,0115017] -0,4242770] 0,0526500
Chalcona 25 3,702250 0,3449589, 0,0215632| -0,4278709 0,0765302
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Tabela 7 - Parametros eletrdnicos quanticos: Cargas atdmicas parciais (q) sobre os atomos Cq, C»
& Ca.

Chalcona 07 0,0108 0,050897 , 4
Chalcona 08 0,0110592, -0,0435886, 0,0596866
iChalcona 09 00137038 -0,0528557, Q0177402
Chalcona 10 0,0175568  -0,0566820, 0,02085672
Chalcona 11 -0,0017994 -0,0514257, 0,0560831
Chalcona 12 0,00369471 -0,0385947 (,0638461
Chalcona 13 0,01209890; -0,0482149 0,0448004
Chalcona 14 0,0127480 -0,0561976] (,0634271
Chalcona 15 0,0081044, -0,0475198 0,0214626
Chalcona 16 0,0148052; -0,0502809 00237476
Chalcona 17 0,0021110, -0,0361712 0,06832994
Chalcona 18 0,0059708] -004211811 00575785
Chalcona 19 C,0078089 -0,04458892 0,05080683
Chalcona 20 0,0088708, -0,0479600] 0,0604783
Chalcona 21 -0,0004273,  -0,0405700| 0,0545179
Chalcona 22 0,01885011 -0,04894848| -0,0299627
Chalcona 23 -0,0013781] -0,0449820, 0,0435425
Chalcona 24 0,0409438,  -0,0683702 -0,0376122
Chalcona 25 C,0191780] -0,0592652| -0,0362397
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Tabela 8 - Parametros eletrdnicos quanticos: Cargas atdmicas parciais {q) scbre os atomos Cs, Cs
e O;’.

0,2603298 -0,0006194, -0,2679864
Chalcona 08 0,2542730;  -0,0899717 02701172
Chalcona 09 0,2555919,  -0,0281393 -0,2740448
Chalcona 10 0,2516232! -0,0539130 -0,2694947
Chalcona 11 0,26275211 -0,0957345 -0,2749034
Chalcona 12 0,2663692  -0,0390846, -0,2734942
Chalcona 13 0,2704643; -0,1150234] -0,2722905
Chalcona 14 0,2516701]  -0,0147402 -0,2644040
Chalcona 15 0,2688261  -0,0845744: -0 2879161
Chalcona 16 0,26895003! -0,0808306 -0,2804427
Chalcona 17 0,2622516] -0,0784532 -0,2856748
Chalcona 18 0,2661625] -0,0420179 -0,2705345
Chalcona 19 0,2431669] -0,0347759 0,2647831
Chalcona 20 0,2477945 -0,0662008 -0,2693518
Chalcona 21 0,2720728,  -0,0842610| -0,2811883
Chalcona 22 0,2586650! -0,0951080| -0,2763566
Chalcona 23 0,2674494  -0,0807521| -0,2881262
Chalcona 24 0,2608554|  0,0001748| -0,2660569
Chalcona 25 0,2763236] -0,0777351| -0,2840539
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Tabela 9 - ParBmetros estereoquimicos: Volume molecular (WM), Densidade molecular (p),

Comprimento molecular (L), Largura molecular (L), Profundidade molecular (L,), Superficie de van

der Waals (SvdW), Superficie de van der Waals acessival ao solvente (SvdWay).

Chalcona 07 | 185,2515; 1,1804191 11,553200| 13,7285, 8,02210, 2085 -
Chalcona 08 | 186,7981] 1,260866| 10,077000 15,8380 9,40550/ 2255
Chalcona 09 | 186,6909] 1,171354, 9,655001| 17,3179 5,83600]  232.7| 130.9
Chalcona 10 | 153,5890! 1,134220/ 9,788700/ 15,6241 542020, 196.4 109.8
Chalcona 11 |172,6587] 1,197011] 11,390000! 16 4127 7,69690] 219.2| 1209
Chalcona 12 | 171,5456] 1,235219| 9,002701| 16,0490 6,37520  212.3 121.8
Chaicona 13 | 162,6785 1,160833| 10,574400| 14,1902 6,21820] 2002 1108
Chalcona 14 | 165,3037 1,180051| 11,619500! 146143 6.70720]  207.9 118.2
Chaicona 15 | 187,2802/1,167570/ 9,718800 17,2375 6,88080] 2227 1239
Chalcona 16 | 162,5305| 1,206203] 9,833000; 16,3316/ 6,07500.  205.3, 1158 .4
Chalcona 17 | 171,6219] 1,234646] 9,269899 16 1618/6 85700,  210.8 1188
Chalcona 18 | 171,3853] 1,236425, 8,811399] 15,7934 761120, 2114] 1214
Chalcona 19 | 171,2892] 1,237149 9,443800 16,6691/ 5,87880 2138 1202
Chalcona 20 | 172,6486| 1,176705/ 9,302600. 18,0037 536920, 220.0| 1264
Chalcona 21 |171,4109] 1,236232] 9,122200 16,2655/ 6,69760, 2105/ 1204
Chalcona 22 | 160,5819] 1,183203] 9,078300 15,3741/ 6,61370]  197.4] 1062
Chalcona 23 |159,7285| 1,189761| 9,098499| 156064 6,40130,  197.4 1092
Chalcona 24 | 171,5207| 1,235405| 9,087100] 16,9126 7,59880] 2184 1236
Chalcona 25 | 160,1784| 1,186296] §,141100| 16 2847 6,31370] 203.0| 111.0




Tabela 10 - Pardmetros esterecquimicos de Verdoop (3).

3> L1 (A) e (B) ~ Verloop 1.1 para os substituintes A e B,
> B1{A) e (B) ~ Verloop B1 para os substituintes Ae 8,
» B2 {A} — Verloop B2 para ¢ substifuinte A,

Chalcona 07 6,541162] 6,470678 1,770000, 1,779290 3,197927
Chaicona 08 7,842712; 8,661812 1,770000, 1,896983; 4482778
Chaicona 09 8,576578; 8,618576] 1,770000 2,192573 4,487854
Chalcona 10 8,588517! 6,447505, 1,770000] 1,77C000 4,490911
Chalcona 11 7,895205 8,646161; 2,068402) 2,168087 3,125317
Chalcona 12 7,842075 7,342750 1,770000, 2,258595 3,228987
Chalcona 13 7,844814 6497647, 1,770000) 2,257008 3,192143
Chaicona 14 8,565150) 7,864295 1,770000 1,771919 5717386
Chalcona 15 8,588703 8,711747; 1,770000 1,770000 4,492193
Chalcona 16 8,602199 7,180599 1,770000 1,774558 4 515000
Chalcona 17 7,859888, 8,691294, 1,770000; 1,785500) 3,199387
Chalcona 18 5,459242; 7,307997) 1,770000, 2,267795| 4,507043
Chalcona 19 6,448768) 8661847 1,770000, 1,883410; 4,526188
Chalcona 20 7,842031 9,698078, 1,792507! 1,896774| 4,506215
Chalcona 21 6,464288) 8,701036] 1,770000) 1,772731) 3,249254
Chalcona 22 7,205367| 8,698980 1,782479! 1,770000| 3,212538
Chalcona 23 7,150577 8,663775 1,778216 1,786232| 3,292225
Chalcona 24 8622450, 7,840757) 1,770000, 1,770000; 5281165
Chalcona 25 8,638336| 7,166421, 1,786517 1,770000] 5,349347
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Tabela 11 - Parametros estereoquimicos de Verloop (3).

» BZ (B} ~ Verloop BZ para o substituinte B,
3 B3 (A} e (B) — Verloop B3 para os substituntes A e B,
3 B4 {A} & (B) —~ Vericop B4 para os substituintes A e B,

Chalcona 07 4,595470| 5,700418 4518767 1,858154, 1868668
Chalcona 08 5031200 3,252031 3,297416 1,792460 3065203
Chalcona 09 5180004, 4,410695 3,107664, 1,961689 3,116829
Chalcona 10 3,185579| 4,428208 3,184035 2014877, 1,860177
Chalcona 11 5486969 3,124650 3,101983 2851562 2902363
Chalcona 12 5001549, 4497711 5437396 1,793886! 23156163
Chalcona 13 5432764 3,206546| 5500188 1882035 2,2928%0
Chalcona 14 4,476333] 3,192786 3,214087 1,839970 1.809869
Chalcona 15 5481412] 4,441313) 3,262521] 1,845351] 3,084818
Chalcona 16 3,230817, 4,344332) 3883639 1896770 1,795815
Chalcona 17 5,506016] 4,502231! 3,250907| 1,815932 3,027209
Chalcona 18 5,087956] 3,302691, 5398762 1,789911] 2.314198
Chalcona 19 5,367317 3,232959 3,209377] 1,921321 3.028946
Chalcona 20 3,185370, 3,190463 3,190449 1,865551 2,591658
Chalcona 21 5,426905 4,500305 3,262843 1,802636 3,026906
Chalcona 22 5,560515| 3,871483) 3242798 1,782715 3.029820
Chalcona 23 5377376| 3,776243| 3258753 1,788104 3 064308
Chalcona 24 4504360, 3,211792] 3,239859 3223830 1,831798
Chalcona 25 3,873280 3,220666| 3,266833] 3173289 1,847932

F15




Tabela 12 - Parametros termodinamicos: Ponto de ebulicdo (PE), Parachor (PA), Nimero efativa

de ligagBes torsionais (tau}, Nimero de Ligagdes de Hidrogénio (MBN), Temperatura Critica {TC) e
Pressio Critica (PC).

Chalcona 07 498,8547, 668,9003, 1,5 0,0030469 1158,6460) 23,98217
Chalcona 08 4998613 7556005 4,5 0,0054462; 1126,4740! 17,81845
Chaicona 09 089G, 1644 746,3005; 3,5 0,0048954 1198,5720 19,82351
Chalcona 10 519,6225) 613,2002) 1,5 0,0033928 1155,1950, 27,90608
Chalcona 11 455,1099; 674,7003) 4,5 0,0051501 994,5330, 17,89390
Chalcona 12 483,4796] 695,6003] 3,5/ 0,0051365 1081,2990; 19,91206
Chalcona 13 456,1308 656,0002 3,5 0,00572089 1035,9450) 20,86933
Chalcona 14 4510547 668,9003; 1,5 0,0030469 1158,6460| 23,98217
Chalcona 15 613,0645 746,3005; 3,5 0,0048954, 1198,5720] 19,82351
Chalcona 16 513,8548, 646,5002 1,5 0,0030327, 1102,9250; 22,46131
Chalcona 17 483,4796, 6956003 3,5 0,0051365] 1081,2990; 19,91206
Chalcona 18 435,5796; 695,6003! 3,5 0,0051365/ 1081,2980, 19,91206
Chalcona 19 418,6795 6956003 3,5 0,0051365 1081,2990| 19,91206
Chalcona 20 620,3239 695,0004| 2,0/ 0,0029136] 1157,3440) 22,61109
Chalcona 21 435,5796, 695,6003| 3,5 0,0051365 1081,2990| 19,91206
Chalcona 22 434,1432] 636,6002; 3,5 0,0056920, 982,3971 19,63075
Chalcona 23 432,5431! 636,6002| 3,5/ 0,0056920, 982,3971) 18,63075
Chalcona 24 483,4798: 695,6003| 3,5 0,0051365] 1081,2990! 19,91206
Chalcona 25 434,1432) 636,6002) 3,5 0,0056920; 982,3971: 1963075
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Tabeta 13 - Parametros de biodisponibiiidade: Pesc molecular (PM), Area superficial polar (ASwar);
Qutros parametros: Angulos diedrais {B) — CaCCrCy, C1CoCCr & T1TCC 0.

Chalcong 08 367,2281 177,507 110,830 -70,784
Chalcona 09 3538047 51,58 178,859 -86,568 93,534
Chalcona 10 294 7357 46,01 178,296 -102,448 77,965
Chalcona 11 336,3105, 38,89 -176,883 110,166 -73,302
Chalcona 12 337,20181 38,69 180,000 -80,366 88,070
Chalcona 13 302,7570; 38,68 177,610 133,678 -48,803
Chalcona 14 328,1967, 33,12 175,836 -96,463 80,556
Chalcona 15 353,8047] 51,58 178,621 -108,026 71,856
Chaicona 16 329,7328] 33,12 178,266 -104 670 74,973
Chalcona 17 337,2018, 38,69 -178,802 109,010 -68,789
Chalcona 18 337,2018 38,69 179,553 91,658 -91,284
Chalcona 19 337,2018] 38,69 -178,241 -101.710 81,086
Chalcona 20 343,2115, 37,56 177,974 -102,882 76,078
Chalcona 21 337,2018; 38,69 -179,292 -88,602 91,016
Chalcona 22 304,2932] 38,69 179,292 -108,498 59,034
Chalcona 23 304,2932] 38,69 -177,717 97,622 -82,079
Chalcona 24 337,2018] 38,69 -178,355 67,794 -110,288
Chalcona 25 304,2932, 38,69 178,584 -72,377 108,707
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Tabela 14 - Outros parametros - Distancia interatdmica (d): C:Cs, CoCs, CiCa. Ca0y, CeCos.

Chalcona 07 1,341, 1,464 15221 1,222 1,509
Chalcona 08 1,3281 1,466 1,489 1,220 1.500
Chaicona 09 1,3331 1,452 1,483 1,218 1,489
Chalcona 10 1,345 1,465 1465 1,221 1,500
Chalcona 11 1,355] 1,456 1515 1,221 1,490
Chaicona 12 1.344; 1454 1484 1,223 1,511
Chalcona 13 1,321 1,450 1,500] 1,220/ 1,500
Chaicona 14 1,3371 1,483 1497 1,221 1,512
Chalcona 15 1,339 1472 1501 1,221 1,496
Chalcona 16 1,341, 1,462 1,496 1,220 1,507
Chalcona 17 1,343 1,459 1497, 1229 1,523
Chalcona 18 1,338] 1,458 1,488 1,215 1516
Chalcona 19 1,334] 1,454 1480 1,223 1.517
Chalcona 20 1,340 1,456] 15100 1,222 1,507
Chalcona 21 1,345, 1,455 1,511 1,219 1496
Chalcona 22 1,342 1,451 1501 1,220 1512
Chalcona 23 1,345 1,458 1,499 1,231 1,505
Chalcona 24 1,335 1,456, 1,491 1221 1,494
Chalcona 25 1,349 1,451 1,532) 1,220 1,498
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Tabela 15 - Outros parametros - Angulos entre ligagdes (o) C:CzCa C2CiCa, CaluCa, C2C407,
07C4Cs.

Chalcona 07 120,393 120,145 120,234 119,723 120,040
Chalcona 08 121,177) 118,307 121,000 119,383 119,592
Chalcona 09 119,795 121,329 116,891, 121,008 122,101
Chalcona 10 119,122 121,002 118,601 120,372 121,026
Chalcona 11 119,979 119,241 117,253 121,264/ 121,390
Chalcona 12 121,299 119,145 119,771] 119,889 120,222
Chaicona 13 120,911 118,249, 118,122 120,861 121,170
Chalcona 14 119,162, 119,939 119,402 119,834, 120,696
Chalcona 15 120,318 119,589 118,982 120,346/ 120,671
Chalcona 16 120,127 120,446, 119,292 120,164/ 120,544
Chalcona 17 120,376/ 119,108/ 120,318 119,101, 120,570
Chaicona 18 120,685 119,445 119,195 120,106 120,631
Chalcona 19 119,594 120,166| 117,919 120,168/ 121,851
Chaicona 20 118,659 121,437, 118,330, 120,648 121,016
Chaicona 21 121,248 119,858 118,194 120,596, 121,208
Chalcona 22 120,330 118,994/ 119,842 119,308, 120,804
Chalcona 23 121,083 120,283] 120,269 119,888 119,842
Chalcona 24 118,903 120,057, 118,582 120,435 120,956
Chalcona 25 120,150! 120,516| 118,458 120,652 120,885
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5.3 Anélise estatistica

A proposicao de um modelo que correlacione a estrutura quimica das
substéncias pesquisadas com a atividade biolégica observada é feita através de
Regressdo Linear Mdltipla (RLM). A anélise de regressao linear é uma técnica
estatistica empregada para prever 3 atividade biolégica de compostos utilizando o
metodo des quadrados minimos inverso. A afividade biolégica & uma fungao
dependente de variaveis que sdc as propriedades moleculares calculadas e que
na analise estatistica s&o denominadas de variaveis independentes.

5.3.1 Regressio linear simples

O primeiro procedimento efetuado nesta pesquisa QSAR em termos de
analise estatistica deu-se na realizagdo da regresséo linear simples no programa
Analyse-it, levando em consideracdo a atividade bioldgica observada e as
propriedades moleculares calculadas, ndo esquecendo que a atividade é uma
funcéo dependente das propriedades. A regressao linear simples & uma etapa
que deve ser cumprida com a finalidade em buscar a primeira fatia de variaveis a
serem candidatas a participarem do modelo linear. Neste primeiro processo
seletivo de variaveis levamos em consideragdo os valores de 1%, F e p marcando
entdo as variaveis que apds executar a regressio simples originaram maior P e F

e menor p. Estes valores foram anotados e tabelados (tabelas 16 — 25),
Tabela 16 — Regresséio Linear: - Log [Cso (W2) = f (parametros hidrofébicos)

1% Ghose e Cripnen L, L . g,g&ﬁg
Log 8. HO 08480 11254 (00025
0. Hansen 20D 0,23 104795 1484 10,0401
IR Ghese & Criopen 0,22 10,4680 1474 10,0438
P.3s 018 104388 1403 10,0809
ASH 0,13 10,3605 1264 10,1229
% ASH G,12 10,3464 1230 10,1474
HLB 0,12 10,3464 1230 10,1474
8 Hansen 3D 0,08 10,2828 1,42 10,2490
NH 0,06 10,2449 1108 {0.3139
H.B.Hansen3D 1003 10,173 10,59 04527
Log P Hanscn 0,02 10,1414 10,31 10,5859




Tabela 17 — Regressfo Linear: - Log ICsx (W2) = f (par@metros eletrdnicos empiricos) — Constantes

de Hammett (o)

op (A) 0,20 10,447 |437 |0,0518 |
o (A} 0,17 10,4123 351 [0.0783
o (B) 009 [030 1,59 02249
o* (B) 0,07 [0,2645 1,30 |0,2704
G (A) 0,04 [020 (0,75 |0,3988
o* (A) 001 {010 0,11 |0,7430
om (B) 0,00 10,00 0,04 08479
o (B) 0,00 [0,00 1005 08273

Tabela 18 — Regressdo Linear: - Log 1Cs0 (W2) = f {(pardmetros elefrdnicos quanticos)

g (a) Rey L, £y R0 N S

H. B donor 0,34 105831 1871 (3,0089
Enomo 0,22 104680 14768 [0,0434
Eiumo 022 (0,46890 1488 100412
H. B. acceptor (0,21 10,4582 14,58 10,0471
g (O 019 04358 1408 |0,08D1
g {Cy) 018 104242 1382 100717
q (Cq) 0,09 (0,30 1,75 10,2037
g (Ca} 0,07 10,2645 |1,33 |0,2655
g (C2) 0,06 10,2449 11,03 10,3243
u 0,05 10,2236 (0,81 0,3801

Tabela 19 — Regresséc Linear: - Log ICs (W2) = f (pardmetros estereoquimicos)

Lx 047 10,6855 11501 (00012
Ly 0,17 164123 1360 100748
Lz 0,06 10,2449 1101 10,3288
Vvt 0,06 10,2449 11,02 10,3260
0 0,01 10,10 0,10 10,7579
AS 0,00 1000 002 10,9010




Tabeia 20 — Regressdo Linear: - Log 1Cse (W2) = f (parmetros esteroquimicos) — {SvdW)

SvdW 0,05 10,2236 10,88 10,3624

SvdWsol 0,01 10,10 0,24 106283

Tabeia 21 — Regressdo Linear: - Log 1Cso (W2) = f (parametros estereoquimices de Verloop) ()

> B4 (A) 0,34 |0,5830 (8,79 |0,0087
5 L1 (A) 0,14 10,374 |2.85 01064
3 B3 (A) 0,08 10,2828 |1,43 10,2479
3 B1(B) 0,03 10,1732 1054 104727
3 B3 (B) 0,03 10,1732 (0,48 10,50

5> B2 (A) 0,01 (010 10,42 0,7305
5 L1 (B) 0,01 1010 [0,13 10,7228
> B2 (B) 001 1010 |0,14 10,7138
5 B1 (A) 0,00 10,00 0,00 |0,9905
> B4 (B) 0,00 {000 |0,00 |0,9776

Tabela 22 - Regressdo Linear: - Log ICso (W2) = f (parametros termodinamicos)

.50 5,75 10,0283
tan 0,12 10,3484 1231 10,1472
PC 0,12 10,3464 1227 10,1502
PA 0,08 10,2828 11,40 102535
PE 0,03 (0,732 (061 04439

Tabela 23 — Regresséo Linear: - Log ICsq (W2) = f (parametros de biodisponibilidade)

PM 0,11 :G,3316 12,15 10,1604

AS poiar 0,60 10,00 0,00 10,9495
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Tabela 24 - Regressdo Linear: - Log ICs {(W2) = f (distancia interatdniica)

g ) )

d (C1-Co) 0,2828 11,54 10,2320
d (Ci-Ca) 0,2645 11,21 10,2862
d (C+Cs) 0,1732 10,52 (04792
d (C+-07) 010 0,17 106892

Tabela 25 - Regressio Linear: - Log ICs (W2) = f (&ngulo entre ligacdes e angulo diedral)

& (Co-C-07) 0,05 10,2236 10,82 |0,3766
o (C2-C1-Ca) 0,03 [0,1732 0,40 |0,5352
o (Co-Ca-Ca) 0,03 [0,1732 (0,58 | 0,4568
& (O7-C-Ca) 0,02 [1414 030 |0,5902

B (Ci-CxCsO7) 1001 010 013 [0,7245
B (CxCi-Co-Cq) 10,01 10,10 0,16 10,6957
o (C1-Co-Ca) 0,00 10,00 001 [0,9345
B (C-Cx-Cs+Cs) 10,00 10,00 |0,03 0,8637

Analisando as tabelas de regressdo simples fornecidas anteriormente
pudemos concluir que algumas propriedades moleculares apresentavam de modo
bastante relevante um elevado coeficiente de explicacdo (r’). Estas propriedades
foram selecionadas (vermelho) a participar da préxima etapa estatistica de busca
de variaveis descritoras. As demais propriedades foram descartadas por
apresentarem baixo coeficiente de correlacio {r) para com a atividade biolégica e
elevado valor p. Antes de descartarmos algumas varidveis construimos a
chamada matriz de correlacdc com finalidade em confrontar as varidveis entre si
para checar as possiveis correlagfes diretas entre elas e assim facilitar a exclusso
de variaveis na primeira etapa seletiva.
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5.3.2 Matriz de correlagdo e selegdo de variaveis

A segunda etapa estatistica realizada em nossa pesquisa QSAR
fundamentou-se na busca de variaveis descritoras para construgdo do modelo
linear de Hansch —~ Fujita (Hansch & Fujita, 1964). Para afirmarmos gue a nossa
proposta de modelo e uma proposta plausivel e que justifica a atividade dos
compestos da série, utilizamos devida cautela na escolha das varidveis, seja
selecionando descritores ou no processo de descarte das variaveis que nao fardo
parte da equacdo. Para que tal procedimento fosse concretizado de modo racional
preferimos subdividir a nossa pesquisa em etapas:

Primeira etapa seletiva de varidveis: Selecdo de variaveis levando em
consideragao a regressdo linear (Analyse-it) e os coeficientes de correlagio
elevados (R; > 0,6) entre varidveis (BuildQSAR). Foram construldas as matrizes
de correlagdo para cada categoria de pardmetros (tabelas 26 - 32) com critério
limite de correlag@o entre varidveis 0,6. As varidveis destacadas em vermeiho sdo
altamente correiacionadas enfre si, ndo devendo entdo fazer parte na equagéo do
modelo linear.

Os parametros selecionados (22 varidveis) na primeira etapa foram:

A) Hidrofébicos:

o Log Pghose e crippen — Log do coeficiente de particio octanol/agua (Ghose e

Crippen);

s Log S. H0 ~ Log da solubilidade em agua;
e D. Hansen 3D — Dispersdo de Hansen 3D:
o  MRgnose e crippen ~ Refratividade molar (Ghose e Crippen);
e P.S. —Parametro de solubilidade.
B) Eletrdnicos empiricos:
e op (A) — Hammett sigma para no substituinte A;
® om (A) — Hammett sigma meta no substituinte A.
C} Eletrénicos guénticos:
- G (Cs) — Carga atdémica parcial no carbono Ca
e H. B. donor — Contribuicdo doadora de ligacéo de hidrogénio;

£

s Ewxomo— Energia do orbital molecular mais alte ocupado;
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s Eiumo— Energia do orbital molecular mais baixo desocupado;
¢ H. B. acceptor — Contribuicao receptora de ligacio de hidrogénioc;
. §{Gy) ~ Carga atdmica parcial no oxigénio O~
s ¢ {Cs — Carga atbmica parcial no carbona C.
D} Esterecquimicos:
e Lyx— Comprimentc molecular;
s |,— Largura molecular.
E) Estersoquimicos de Verloop:
e 3 B4 (A) — Verloop B4 para o substituinte A;
s 3 L1 {A)~Verloop L1 para o substituinte A.
F) Termodindmicos:
e 10 — Temperatura critica;
+ HBN ~ NUmero de ligacbes de hidrogénio;
s tau — Numero de ligagbes torsionais.
G} Outros parametros:
s d {C,-C4) ~ Distancia interatdmica entre carbonos Co e Ca,

Segunda etapa seletiva de variaveis: Sele¢do de varidveis descritoras
levando em consideracdo as 22 variaveis escolhidas na primeira etapa seietiva,
com o limite do coeficiente de correlacdo entre varidveis 0,4 (tabela 33). Os
calculos dos coeficientes de correlacao foram executados, que por conseqliéncia
resultou em uma selecdo de apenas 14 variaveis para a realizacdo da RLM. As 14
varidveis descritoras selecionas {tabela 34) a participar da Regressdo Linear
Mdltipla foram:

Hidrofébicos: Log Pghrose e crippen € MRghose e Crigpen: Elefrénicos: Enowmo,
Erumo, H. B. acceptor, H. B. donor, g (Cs), g (O7) e q (C4); Estereoquimicos: Lye
Ly Estereoquimicos de Verloop: > B4 (A) e 5 L1 (A); Outros pardmetros: d (Co-
Ca).
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| Tabela 26: Matriz de correlagdo entre parametros hidroféhicos

T Llog? Jhog& T 6. R O[F.| ESH | % 1 HB ] % R [ B Farmen 30 |L0g P e

St ulnme h;ibm Bcmmutagpm | ASH Harzan3D | : ’
LOG P aois Cueson 1 035 e 07| £49] 0,143; 0,536: 0.135 8304 i 3,708 9.378
Log 8 M 11 st 03721 Bss]| palst §ddd] (A4 G405] g8 8,017 Bz
1. Hanzan 30 T EI97L u8E] 0,041 oA D48 pasl adis ] B 008 2511
Yy — 53] 0557 GaMdl 099 GG 028 i) 05
P.3, i1 ossTREIR 0419 Dis) Daa BA02 331
ASH 1L 08T paay RN 5,054 4.088
%5 ASH H 1 B3] Goi4 a0381 9,088
KLE 3 R Eliz] .05
3 Hang=n 30 11 G458 0054 4.078
HH i 3 395 8,595
0. B. Hansen 30 1 0,987
Log P Hansch 5

Tabela 27: Matriz de correlagio entre parametros eletrénicos empiricos

1o (A On (A | A G(AI' GiB ({8 5B sl
O (AL 11 0888 OF7E] B3R 0184 018981 0,054 G
O LAY 1 07881 } 218 0,18 04871 0.071 G
o (&) ] @“%5’3 0149 01351 08 9014
o A 11 0118 0101 4947 0028
& B T T.574] D.012] 0,000
i (B} 1 0,41 0
& (B 11 0,271
a_(8) 1

Nota: Os valores em vermelho correspondem

correlagdo entre variaveis maiores que 0,6
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Tabela 23: Matriz de correlagdo entre parameétros eletrénicos guanticos

HE
aceaptor

g{Cy

q{&)

g {C3

% (G

il

73

0047

0085

0027

05

0,004

E yoms

0,393

3023

0,175

a.1

0512

8093

0,257

E o

{1,088

G

0,001

0064

0,185

H B. agceptor

{498
i

0,072

0,013

D043

4183

0,328

H. B. donor

0,204

0,118

0411

0,241

d

4454

1

GE85

0,872

0,013

0,147

4 (S

1

0481

28009

0,143

i

o052

d

4 o)
Cu

1

0,166

1

(G
©)

Tabela 29: Matriz de correlagdo entre parametros estereoquimicos

I TN

BBHA)

I8 2N

283

S AH)

SLAG)

IBHUB

DEAB}

2838}

PRNB)

S ey

Sedwl

Es

[

e

whs

L]

correlacdo entre varidveis maiores que 0.6
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| Tabela 38: Matriz de correlagdo entre parametros termodingricos

HEN 1 - . PE [
0354 1. 088 0aRd
i GBS TECT 0.383) 0097
il 0Es Boeq1 0,183
2061 242
i 022
T

Tabeia 31: Matriz de correlagdo entre parametros de biodisponibilidade

BE ooty
0,131
1

/

Tabela 32: Matriz de correlagdo entre distancias §nteratcmscasﬁ_ angu
" ligagBes e dngulos diedrais

d d
3 (6o (05 C 0

| d () 11018 4] 600 405 oo [l 000 GHMal. 0002 0025 00331 0085
[ e ] 11 804 QU231 Qo0 Lo a Q007 0043 OCOHl D30 00! 0048
1 000

Nota: Os valores em vermelho correspondem aos coeficientes de
correlagdo entre variaveis maiores que 0,5.
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Tabela 33: Matriz de correlacgo entre as varidveis selecionadas (22 varidveis) na primeira
etapa seletiva; Critério adotado: Limite do coeficiente de correlagio = 0,4.

[ N -
zoeppler

Leg ¥ sngzes G727 H.ETE 3,47 LT

Cridsm . ! . .

Log =, Mot B . R

. Agnsen 40 [y

MR snee o o o088

PS. 2515

E nomg 3,400
G A EREEE

H, 2. zeoepter 1

M._B. dongr

9 sk

4 t04)

g {04}

o (Al

W, (A}

d (25-Cat

TS

HBN
tau

wb] 334 B €5 o2

- B4 {A)

o9 P chose o

&
Hansen 30
AL b ey D

E womn

| B jumo

H. B, acceptor
. 8. denor

(.
i
(23
o (A
T LA

¢ (Cor-Ca)
To

i)
£
-

TR
> B4 (A)

aL1 (A}
Led P groses ] 8,073
Log 5. 2,002
. Hansen 30 - oE 3,001
| Mg e o Crippen : 2,013
P.8. 0,501
| nimo . 8,006
E juma 0,096
H. B. acceptor 0,017
i, B, donor 0,064
Cy 0,258
€l 0,04
Oy . 0,081
o {A) 0,075
oy (AL 18,108
g {Ca-Ca) : 2,096
T 0,014

HEN 5,007

j 5,607
[y . B.035
[ §.00%
NERY 7
2 B4 (A




Tabela 34: Matriz de correlacdo entre as variaveis descritoras selecionadas {14 varidveis);
Critério adotado: Limite do coseficiente de correlacio =04
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5.3.3 Selegdo de variaveis descritoras

Uma vez selecionado as variaveis que participardo da regressao linear
muliipla com objetivo em estabelecer uma estimativa de modeio, executamos um
novo calculo dos coeficientes de correlacdo entre as 14 varidveis para melhor
compreender quais variaveis apresentam enire si uma maior correiacao.

A préxima etapa da nossa pesquisa QSAR consistiu em selecionar quais
sd0 os possiveis descritores a participarem da equacgdo proposia para ¢ modeio
de Hansch (Hansch & Fujita, 1964). Este mecanismo seletive de variaveis
realizado no programa BuilldQSAR, foi desenvolvido por intermédio de duas
metodologias: algoritmo genético e busca sistematica, visando uma maior
seguranca na proposicdo de uma estimativa de modelo e também por ser um
procedimento comparativo entre resultados obtidos.

A) Algoritmo genético

Neste trabalho, o conjunto complefo de dados compreende 69 variavels, um
valor de atividade biologica (-Log ICso) e 19 derivados analogos de Chalcona com
valores de ICs determinados experimentalmente. Levando em consideracdo as
regras gerais em QSAR (Unger & Hansch, 1973) para evitar a ocorréncia de
overfitting, ou seja, ajuste forcado pelo excesso de variaveis descritoras incluidas
no modelo, adota-se que cada variavel descritora presente no modelo deverd
acomodar cinco ou seis compostos.

Visando encontrar variaveis descritoras, realizamos aigoritmo genético para
as 14 variaveis selecionadas com caracteristicas pré-determinadas como
menciocnado na metodologia anteriormente (4.3.2), tendo como indicador de
atividade biolégica o termo - Log ICse. O conjunto de dados néo foi alterado,
mantendc-se sempre as 14 variaveis escolhidas. A variagdo na metodologia
ocorreu apenas no que diz respeito ao nimero de variaveis descritoras (3, 4 ou 5)
a serem escolhidas como candidatas ac modelo. Ao término do processo, foram
selecionados os descritores relevantes e uma seqiiéncia de 10 modelos (tabelas
35, 36 e 37) contendo estes descritores levando em conta a ordem decrescente do
coeficiente de correlacéo.
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Tabela 35 - Selegéo de variaveis descritoras por intermédio de algoritmae genético:
Conjunto de dados: todos os parAmetros selecionados (14 variaveis); modelo com 3 varidveis

descritoras; 35% de mutagdo; 30 modelos por geragdo; 200 geracdes: ajuste - coeficiente de
correlacao; indicador de atividade bicldgica: - Log 1Cs

MR Ghose ¢ Criopen Lo 3 B4 (A) | 0,838 0,158] 58,127
q{Qy) Ly 3 B4 (A | 0,533 0164 53730
iﬁ@ P Ghose 2 Crippen i—{ a2 B4 {Pﬁx} &93{} @,‘@%? ggfggg
Eiumo Lx 3 B4 (Ay | 0,921 0,176 45,007
q{Cq) L 3B4 (A) | 0,820 0,178 44,138
H.B. donor Ly > B4 (A) | 0,917 0,181 42261
H.B. acceptor Lx 3 B4 (Ay | 0,817 0,181 42130
q (Ca) Lx 3B4(A) | 0,914/ 0,184 40,780
Exome Lx 3>B4 (A) | 0,913 0,185 40,288
LOg F Gheseecrippen |H. B. donor L, 0,912 0,188 39465

Tabela 36 - Selegfo de varidveis descritoras por intermédio de algoritmo genético:
Conjunto de dados: todos os pardmetros selecionados (14 varidveis); modelo com 4 varidveis

descritoras; 35% de mutagdo; 30 modelos por geracdo; 200 geracdes; ajuste - coeficiente de
correlagdo; indicador de atividade biol6gica: - Log ICx

o5e & Crippen T 3 B4 aﬁi}
Log P Ghose & Crippen H. B. donor L 3 B4 (A) 0,853 142 49227
Log P ghese e crinper IR Ghese e Cripper ix » B4 (A) | 0.847) 0,151] 43,330
Erumo q(07) Ly 3 B4 (A) | 0,945 0,154] 41,455
MR Ghose e Crippen q (Caq) Ly 3 B4 (A) | 0,244 0,154 41,099
LOQ P Ghose e Crippen. /g (07) Lx 3 B4 (A) 0,944 0,155 40,919
MR Ghose e Crippen H. B. acceptor |1y 3 B4 (A) | 0,843 0,156 40,444
MR Ghose e Crippen q (Ca} Lx > B4 (A) | 0,942 0,157 39,525
Erumo q(Ca) Ly 3B4 (A) | 0,942 0,157 39464
MR Ghose e Crippen L-x E—-y > B4 (A) 0,942 0, 158 39,301
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Tabela 37 - Selegfo de variaveais descritoras por intermédic de algoritmo genético:

Conjunto de dados: todos os pardmetros selecionados (14 varidveis); modelo com 5 variaveis
descritoras; 35% de mutacdo; 30 modelos por geracdo; 200 geracdes; ajuste - coeficiente de
correlacdo; indicador de atividade biolbgica: - Log ICe

i (3hose e Crinpen G s)

LOQ P chose e Crippen | M ahose s

Crinnen
%_Qg p hose 2 Crispen %‘é S @Qﬁ@r
ELumo q (Cg)

MR ghose e Crippen g (O?}
MR Ghose e Crippen q (O}
MR Ghose e crippen | ELumo
MR Ghose e Crippen H. B. donor
MR Ghose e Crippen q (Ca)
MR Ghose e Crippen g (07}

B) Busca sistematica

A busca sistematica é o métodc mais seguro de sele¢do de variaveis
descritoras utilizado na construcdo de modelos e consiste em combinar as
varidveis de forma a analisar as possiveis equacdes de regressdc em fun¢do de
um nimero de descritores pré-fixados (Ferreira ef al, 2002). A selegao sistematica
retorna todas as combinagdes encontradas, tendo como resultado desta busca um
grande nimero de combinagbes, de modc que para um elevado ntmero de
varidveis o mecanismo seletivo se torna invidvel computacionalmente. Levando
em considerag¢dc o fato da Dbusca sistematica ser tao onercsa
computacionalmente, €& que lancamos méo dos artificios mencionados
anteriormente como ¢ da exclusdo de variaveis altamente correlacionadas entre si.

O procedimento busca sistematica de varidveis nos gercu um elevado
namero de combinacgdes, onde selecionamos 10 modelos com 3, 4 e 5 variaveis
(tabelas 38, 39 e 40) de acordo com o critério ordem decrescente em coeficiente
de correlagéo.



Tabela 38 - Selecdo de varidvels descritoras por intermédio de busca sistematica (3 varidveis):
critérios: limite minimo de coeficiente de correlagdo = 0,90; limite minimo de Q= $,85.

MR Ghoss e Criopen LX 3 - B4 (A) 0,938 0,163,136 329
q (07 X » - B4 (A) 119 0,933 0,16933,587
Log P orose e Crppen LX 3 - B4 (A 191 0930 0173131,802
ELumo Lx 3-B4{A) 19 0,8210,182,28 125

q(Ca) Lx 5 - B4 (A) 1191 0,920 0,184127,586

H. B. acceptor Lx 3 - B4 (A) 1191 0,917, 0,187 {26,331
H. B. donor Lx 3-B4(A) 119 0,917/0,187 | 26,413
q (Ca) Lx 3 - B4 (A) 119] 0,914 0,190} 25,488
Exomo Lx 3-B4 (A) 191 0,913 0,191]25,180
Log P ghosee crippen (H. B. donor Ly 191 0,912 0,193 24,666

Tabela 39 - Selecdo de variaveis descritoras por infermédio de busca sistematica (4 varidveis);
Critérios: limite minimo de coeficiente de correlacio = 0,90; limite minimo de Q%= 0,85.

MHEghose s Criopen g {09 Lx 3 - B4 (A)|191 0,857 0,141 38,125
L.OQ Pgnose e criopen M. B. donor iLx 3 - B4 (A1 0,953 0,147] 34,459
iﬁg Pth%s;s—:»eCr‘ax:a;:ezesfz %’%RG?%GSEEC{?QW?} 1 x 3~ B4 {f’%j? 18 Q’!g‘é? 0,156 30,331
Eiumo q(07) Lx_ |>-B4(A)19] 0,945 0,159 29,019
LOg Pahose e crippen 19 (O7} LX 3 - B4 (A)1191 0,944 0,160 28,643
MRahose e crigpen 19 (Ca) Lx__ >-B4(A)19] 0,944 0,160 28,770
MRthseeCrippen H. B. acceptor |Lx 3 -B4 (A) 191 0,943 0,161, 28,311
MRghose e crippen 19 (C3) Lx 3-B4(A)19) 0,842 0,163 27,667
MRGhosaeCﬁppen Lx Ly 3-B4 (A) 19 0,942 0,163 27,51 1
Eruvo q(C3) Lx  |>-B4(A)19] 0,942 0,163 27,625
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Tabela 40 - Selecio de variavels descritoras por intermédio de busca sistematica (5 varidveis);
Criterios: limite minimo de coeficiente de correlacéo = §,90; limite minimo de = (2,85,

MiiGhosa e

Crippen g (Ca) q{Cy iix 5 - B4 (A) 19 | 0,981] 0,140 31,039
LOT Pohosee  1VRGhose =

Crippen Crippen (C7) ILx 3-B4 A 18 10,680 0,141 30505
iiﬁg g‘t}ehesee

— H. B. donorla (O] |Lx 5 - B4 (A)] 19 | 0,959 0,143 29584
Elumo g (Cs) q(O7) ILx 3>-B4 (A) 19 | 0,960 0,141 130,452
MRGhosee

Crippen ELumo g (07} Lx 3-B4 (A) 190,958 0,145 28,738
MRGhosee

Crippen H. B. donorig (Oy) |Lx 3-B4{A) 19 1 0,958 0,145 128 681
MRthsee d

Crippen q (Q7) (C2-Ca) ILx 5~ B4 (A), 19 1 0,958 (0,145 28,997
MRGhosee

Crippen g {On Lx Ly 3-B4 (A)] 19 10,958 0,144 129,334
MRGhosee

Crippen Exomo q{O7) kx >-B4 (A) 19 | 0,957 0,146 28 338
MRahose e H. B.

Grippen acceptor iq(07) iLx 3>-B4 (A) 19 1 0,957 0,146 28,365

5.3.4 Regressao linear mdiitipia

Apos a realizagdo da busca de varidveis sistematicamente e por algoritmo
geneético, a préxima etapa concretizada em nossa pesquisa QSAR visou a criagdo
de modelos através de analise de regresséo linear multipla. Esta técnica consistiu
em estimar uma equacdc afravés de combinacbes lineares das varidveis
independentes (propriedades moleculares) de forma que tais varidveis fossem
capazes de reproduzir de melhor maneira os valores de atividade biclégica obtidos
experimeniaimente.

Realizamos a RLM para as dez combinagbes de 3, 4 e 5 varidveis no
programa BuildQSAR obtendo entdo trinta modelos matematicos. Analisando os
valores de 7, @ e F apresentados nas tabelas 35 - 40, escolhemos as trés
melhores combinagdes de 3, 4 e 5 varidveis (tabelas 41, 42 & 43). Analisando as
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tabelas 37 e 40, percebemos que o quarto modelo apresentado possui maior r,
menor 8 e maior F. Este modelo ndo foi selecionado entre os trés melhores pelo
fato de apresentar um menor Q2 (0,818) e maior SPRESS (0,215). sendo que 0s
modelos selecionados em vermelho apresentaram maior grau de previsibilidade
(maior @° & menor SPRESS) — veja modelos selecionados {equagles 79, 80 e
81). C pacote BuildQSAR oferece varias possibilidades de analise do conjunto de
dados, inclusive a realizacgo de regress&o multipla para construcdo de modelos
parabolicos e bi-lineares. Neste trabalho, preocupamos em estimar equacbes
multidimensicnais lineares segundo a proposta de Hansch-Fujita (Hansch & Fuijita,
1964). Escolhemos os modelos obtidos por intermédio de busca sistematica, visto
que este processo levanta modelos levando em consideragdo os critérios:
Coeficiente de correlacdo (r) ¢ quadrado do coeficiente de correlacéo da previséo
(@,

Tabela 41 —~ Trés melhores combinacdes apresentando 3 descritores.

MR Ghose e Crippen E«x > B4 (A) 0,938 0,183 36,329

q{G7) Lx 3 B4 (A) | 0,833/ 0,169 33,587
L.og P Ghose e Crippen  {lx 3 B4 (A) | 0,830 0,173 31,802

Tabela 42 - Trés melhores combinagdes apraseniando 4 descritores.

MR Ghose e Crippen q (G7) bx 3 B4 (A) | 0,957 0,141 38,129

L.0g P Ghose e Crippen | H. B. donor Ly 3> B4 (A) | 0,953 0,147 34,459
Log P ghose s crippen  [MR Ghose e Crippen |Lx 3 84 (A} 0,847, 0,158 30,331

Tabela 43 ~ Trés melhores combinagdes apresentando 5 descritores.

MR chose e Crippen q(Cs) g (O7) Ly 3 B4 (A) 0,961 0,140 31,038

3Log Panose e Crippen MR Ghose e Crippen (G {O7) 1L« 3 B4 (A) 0,960 0,141 30,505

LOg Pohosescrippen |H- B. donor g (G7) L, 1> B4 (A} | 0,659] 0,143 29,564
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5.3.5 Modelos multidimensionais lineares selecionados

Com o objetivo em estimarmos uma equacdo que correlacione as
propriedades moleculares dos compostos com a atividade bioldgica, escolhemos
uma frajetdria de QSAR classico, onde as variaveis utilizadas nas equagdes
obtidas relacionam-se linearmente com a variacéo de ensrgia livre envolvida no
mecanismo de interacdo farmaco-receptor.

Os modelos lineares obtidos por RLM foram:

o HModelos com trés varidvels descritoras:
Modelo 1
- Log iCsp = + 0,01956 (0,01497) [ MR ] + 0,31852 (£0,09207) [ Lx ] — 0,47444
(#0,18018) [ > B4 (A) ] - 3,84709 (£1,641817)
(n=019;r=0,938; 5= 0,163; F = 38,329; Q2= 0,779; SPRESS = 0,220); (73)
Modelo 2
- Log 10s = + 13,73306 (211,72024) [ g {Oy) 1+ 028988 010122) [ Lx ] -
0,54485 (20,17969) | 3 B4 (A) ]+ 208822 (£3,717744)
(n=018;r=0,933; = 0,168, F = 33,587, Q%= 0,781 SPRESS = 0,215); {74)
Modelo 3
- Log ICso = + 0,24131 (£0,22452) [ Log P | + 0,26918 (x0,11311) [Lx ] - 0,48714
(20,18983) [» B4 (A) ] - 2,58968 (+1,117187)
{n=019; r=0,930; s = 0,173; F = 31,802; Q2= 0,763; SPRESS = 0,228). (75)

Nota: O modeio selecionado acima com uma cor diferenciada (74) foi

considerado por ndés como sendo o modelo com trés varidveis descritoras que
apresentou maior grau de previsibilidade.
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s Modelos com guslro varidvels descritoras:

Modsio 1

- Log [Csp = + 001701 (£0,01316) [ MR ] + 11,58850 (29,96216) [ q (O ] +
(,28493 (x0,08492) T L, ] - (0,488869 (ﬂ),’ESS?S) [3B4 {A)] -0,07859 (£3,538740)

(n=018;r=0,957;s = 0,141, F = 38,129; Q%= 0,842; SPRESS = 0,193); (76)
Modelo 2

-Log G =+ 0,29576 (20,19766) [ Log P ] — 15,78087 (+13 06150} [H. B.donor 1+
0,219¢8 (20,10515) [ Lx ] - 0,37751 (20,18630) [ 3 B4 (A) | - 2,48014 (+0,861884)
(n=018; r=0,853; 5= 0,147, F = 34,459, Q% = ,852; SPRESS = 0,187}, {773
Modeio 3

- Log ICs0 = + 0,15920 (£0,22031) [ Log P ] + 0,01529 (001556} [ MR ] +
0,28013 (20,10330) [ Lx ]~ 0,45485 (£0,17546) [ 5 B4 (A} ] - 3,792185 (+1,581366)
(n=019;r=0,947; s = 0,158; F = 30,331; Q% = 0,792; SPRESS =0,221). (78)

« Modelos com cinco variaveis descritoras:

Modelo 1

- Log ICs = + 0,01585 (£0,01339) [ MR ] + 1,46784 (+294726) [ q (Ca) ] +
11,30517 (£9,99361) [ q (O7) ] + 0,26557 (£0,09352) [ Lx | — 0,42625 (+0,20091)
[5 B4 (A)]~0,04384 (£3,544843)

(n=019;r=0,961; s = 0,140; F = 31,039; Q* = 0,844; SPRESS = 0,199); (79)
Modelo 2

- Log ICso = + 0,09455 (x0,21182) [ Log P ] + 0,01481 (x0,01417) [ MR ] +
10,05966 (£10,62478) [ q (O7) ] + 0,26656 (+0,09510) [ Lx ] - 0,47518 (20,16112)
[>B4 (A)]-0,54296 (£3,721016)

(n=018;r=0,960; s = 0,141; F = 30,505; Q° = 0,837; SPRESS = 0,204); (80}
Modsic 3

-Log G50 = + 0,23247 (£0.21294) [ Log P 1 - 13,2567 1(+13,38782) [ H. B. donor |
+7,11669 (£11,28870) [ q (O7) ] + 0,21850 (x0,10287) [ Lx | - 0,40870 (z0,18881)
[3B4 (A)]—-0,235580(£3,687423)

(n=01%,r=0959; 5= 0,143, F = 28,564; 0 = 0,867, SPRESS = 0,184) 81



Mota: Os modelos selecionados acima com uma cor diferenciada (77 e 81)
foram considerados por nds como sendo 0os modelos com quatro e cinco variaveis
descritoras que apresentaram o maior grau de previsibilidade.

Como mencionado anteriormente, o quarto modelo das tabelas 37 e 40 néo
fol selecionado entre os trés melhores contendo cinco varidveis descritoras, pois,
notamas que apéds realizarmos a RLM deste modelo o seu grau de previsibilidade
fol menor do que o dos trés modelos escolhidos (79, 80 e 81).

5.3.6 Analise dos modelos selecionados

Em QSAR, para evitar a ocorréncia de correlagdo por coincidéncia, seria
interessante estabelecermos uma equacdo apresentando cinco ou seis compostos
para cada variavel descritora incluida no modelo (Gaudio e Zandonade, 2001).
Nesta pesquisa, o nimero de derivados de Chalcona estudados é 19, portanto, a
squagdo deveria apresentar no maximo guatre variaveis descriforas. No entanto,
Kubinyi ressalta que, para conjuntos de dados com poucos compostos, pode-se
violar a regra aplicada ao QSAR classico desde que a avaliagdo do modelo seja
justificada com o acréscimo de mais variaveis explicativas (Kubinyi, 1993).

De acordo com a literatura (Kubinyi, 2003) a qualidade de um modelo pode
ser avaliada em funcdo dos valores r, s, F, Q% e SPRESS obtidos durante o
processo de construg@o do modelo. O valor r serve como medida relativa da
qualidade do modelo, enquante o valor s serve como medida absoluta da
qualidade do modelo. O valor F € um parmetro indicativo da significancia
estatistica do modelo. Os valores Q% e SPRESS representam medidas do grau de

previsibilidade do modelo.

A) Comparacdo dos modelos com trés descritores

Comparando os modelos estimados com {rés variaveis explicativas (73, 74
e 75}, chegamos a conclusdo que o modelo 2 {74) € o que apresenta maior grau
de previsibilidade (maior Q° e menor SPRESS). O modelo 2 (74) apresenta as
seguintes variaveis descritoras:
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g {O7) — carga parcial no atomo O~

Lx — comprimento molecular;

> B4 (A) — pardmetrc de Verloop B4 do substituinte A (maior raio do
substituinte Al

A analise do grau de ajuste de um modelo pode ser feita por intermédio dos
diagramas da afividade observada (-Log ICsp oss) €m funcéo da atividade prevista
(-Log ICso prev) © também afravés do diagrama dos residuos em fungéo da
atividade prevista. Compostos que apresentam elevados residuos (outliers) em um
determinado modelo devem ser excluidos do modelo para que o ajuste do modelo
seja melhorado.

No pacote BuildQSAR, a analise grafica da regressdo pode ser mostrada
através de pontos em um gréafico que representam os derivados de Chalcona e
podem ser diferenciados pelas cores (azui, amarelo e vermetho) de modo que:
azul - representa os compostos que melhor se gjustam ac modelo; vermetho —
representa os compostos ouffiers (elevado residuo) e amarelo — representa os
compostos que estdo na faixa dos limites de confianga da regressao (95%).

O modelo 2 (74) com trés descritores, é capaz de explicar 87% da
variabilidade dos valores observados de atividade bioldgica, pois apresenta r =
0,933 possuindo entdo um r* = 0,87 (coeficiente de explicacao). A escolha deste
modelo indica que a atividade bioldgica sera justificada em fungéo da carga parcial
no atomo de oxigénic da carbonila (O7), em funcdo comprimento da molécula (Lx),
e em funcgdo do maior raic do substituinte A (3B4).

Plotamos entdo os diagramas para analisar se este modelo apresenta
outliers e para verificar os compostos que se ajustam melhor a este modelo (figura
22).
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Figura 22 - Analise grafica do modelo 2 {74} com 2 varidvels descritoras oblida no
programa BuildQSAR: atividade observada x afividade prevista (sup.); residucs dos valores
previstos (inf.).
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B} Comparacdo dos modelos com quatro descritores

Ao comparar os modelos obtidos com quatro variaveis explicativas (76, 77 e
78}, percebemos que os modelos 1{78} e 2 (77) sdo equivalentes, apresentando
valores muito préximos de r, s e F. Analisando os valores do coeficiente de
correlacgdo (r), desvio padrao (s) e o valor do teste de Fischer (F), o modelo 1 (76}
apresenta ligeira vantagem sobre o modele 2 (77). Como a anélise do valor do
coeficiente de correlagdo € um indicativo do grau de ajuste do modelo, podemos
entde afirmar que o modelo 1 (76} é capaz de explicar 91,5% da variabilidade dos
valores observados de afividade biolégica, enquanto o modelo 2 (77) é capaz de
justificar 90,8% da variabilidade dos valores, ou seja, os modelos 1 {78) e 2 (77)
apresentam excelente nivel de ajuste.

O grau de ajuste dos modelos 1 (76} e 2 (77) foi também analisado através
dos graficos (figuras 23 e 24) da atividade cobservada em funcdo da atividade
prevista e pelo grafico dos residuos em fungéo da atividade prevista.

¢+ O modelo 1 (76} apresenta as seguintes variaveis descritoras:

MR - refratividade molar;

q (O7) ~ carga parcial no atomo O+,

Ly— comprimento molecular;

5> B4 (A) — Verloop B4 do substituinte A,
¢« O modelo 2 (77) apresenta as seguintes variaveis descriforas:

Log P — Log do coeficiente de particdo octanol/agua (Ghose e Crippen);

H. B. donor — contribuicdo doadora de ligagdo de hidrogénio;

Lx — comprimento molecular;

3 B4 (A} — Verloop B4 do substituinte A

Observando os valores de Q® e SPRESS dos modelos 1 (76) e 2 {77),
comparamos o grau de previsibilidade destes modelos. O modelo 2 (77} apresenta
maior coeficiente de previsdo (Qz) quando comparado ao modelo 1{76} e
apresenta menor desvio da validacao cruzada (SPRESS). Percebemos entdo que
escolher um modelo entre muitos que sdc equivalentes, & uma tarefa nada facil.
Se levarmos em consideragdce o grau de ajuste do modelo, ficariamos com o
modelo 1{76), mas se fossemos analisar o grau de previsibilidade do modelo,
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escoiheriamos 0 modelo 2 {(77}). Deste modo, preferimos entio escolher o modelo

2 {77}, por ser o modelo que prevé melhor.

Figura 23 -~ Andlise grafica do modelo 1 (78} com 4 varidveis descriforas obfida no
programa BuildQSAR: atividade observada x atividade previsia (sup.); residuos dos valores

previsios {inf.}.
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Figura 24 — Andlise grafica do modelc 2 {77} com 4 varidveis descritoras obtida no

programa BulldQSAR: atividade observada x afividade prevista (sup.); residuos dos valores
previstos {(inf.).
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C) Comparacao dos modelos com cinco descrifores

Verificando os modelos com cinco varidveis descritoras (79, 80 e 81},
concluimos que o modelo 3 (81) € o modelo que apresenia maior grau de
previsibilidade. Este modelo apresenta as seguintes varidveis descriforas:

Log P — Log do coeficiente de particao octanol/agua (Ghose e Crippen);

H. B. donor ~ contribuicao doadora de ligacdc de hidrogénio;

q {O7) — carga parcial no atomo Oy

Lx — comprimento molecular;

> B4 (A) — Verloop B4 do substituinte A

Os graficos, atividade observada x atividade prevista e residuo x afividade
prevista também foram plotados para o modelo 3 (81) com cinco descritores
{figura 25).

Flgura 25 — Andlise grafica do modele 3 {81) com 5§ varidvels descritoras obtida no
programa BulldQSAR: afividade cbservada x atividade prevista (sup.); residuos dos valores
previstos {inf.}.
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5.3.7 Modelo multidimensional linear proposto

Levando em consideragdc os pardmetros estatisticos classicos para
validagéo de modelos em QSAR, devemos levar em conta alguns procedimentos
indicativos da qualidade de um modelo. Pardmetros como o nimero de varidveis
escolhidas para o modelo (critério de Topliss) (Topliss & Costello, 1972), o grau de
ajuste do modelo, grau de significdncia e o seu grau de previsibilidade, ndo podem
ser desconsiderados. A validagdo de um modelo consiste em verificar se o modelo
adapta-se convenientemente aos dados observados de atividade bioldgica.
Escolhemos como estimativa de modelo linear, o modelo 2 (77 ou 82} com guatro
variaveis independentes.

Modelo proposto:

- Log ICg0 = + 0,29576 (20,12766) [ Log P ] - 15,78087 (£13,06190) [H. B.donor | +
0,21999 (£0,10515) [ Lx] - 0,37751 (+0,18630) [ > B4 (A) ] - 2,49014 (£0,961884)
{(n =018, r = 0,953; s = 0,147; F = 34,459; Q% = 0,852; SPRESS = 0,187);
p < 0,0001 (82)
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Tahela 44 — Mafriz de correlacdc entre as varidveis participantes do models finear
propostc; Critério adotado: limite do coeficiente de correlacdio = 0,4

Log P 1 0,005 ¢,251 044,
H. B. donor 1 0,082 0,183
L 1 0
> B4 (A) 1

A) Avaliagdo do grau de ajuste e significancia do modelo

Para verificarmos 0 grau de ajuste e a significdncia do modelo escoihido,
observamos 0s seguintes pardmetros: coeficiente de correlacdo (), o desvio
padrdo e os diagramas da atividade observada x atividade prevista e residuos x
atividade prevista. Nosso modelo apresenta elevada capacidade para explicar os
valores observados de atividade biolégica, pois possui elevado coeficiente de
determinacdo ou explicacdo (%), o que pode ser confirmado também peloc baixo
desvio padrio. O modelo proposto apresenta r* = 0,908, ou seja, € capaz de
explicar 20,8% da variabilidade dos dados observados.

Observando sua equacéo percebemos o elevado coeficiente de correlacao
(r = 0,853), baixo desvio padrio (s = 0,147) e para finalizar a analise do grau de
ajuste, verificamos os diagramas da atividade observada x atividade prevista e dos
resfiduos x atividade prevista, e percebemos uma distribuicdo normal dos
compostos em fomno de zero (figura 24). O nosso modelo de regressdo, nao
apresenta compostos com elevado residuo, ou seja, nao possui outliers, sendo
gue entre os 19 compostos pesquisados, 14 se ajustam muito bem ao modelo
{pontos em azul) e apenas 5 se encontram na regido do limite de confianca
{pontos em amarelo).

Com intuito em comprovar o grau de ajuste do nosso modelo realizamos no
programa Analyse-it (AME) a analise de variancia (ANOVA) da regresséo (tabela
45). Observando a tabela da analise de varidncia do modelo proposto, vimos que
a estimativa da variancia (s?) ou quadrado do desvio possui um valor muito baixo
sendo igual a 0,02172, o mesmo acontecendo com o valor de p, cujo valor é
menor que 0,0001. O valor de p é um dos parametros utilizados na avaliagio do
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grau de significancia do modelo. Regressdes que apresentam um p-valor menor

que 0,05 sado consideradas estatisticamente significantes em relacdo ao valor de

¥, indicando um erro menor que 5%. Nosso modelo apresentou um p-valor menor

que 0,0001, ou seja, o nivel de significancia do modelo é maior que 99,99%.
Observando a tabela 45, notamos que o modelo foi ajustado em um ¢# =

0,88, ou seja, em um r = 0,938, verificando portanto gue nio ocorre falta de ajuste
{lack of fif) do modelo.

Tahela 45 - Andlise de variancia (ANOVA) da regress8o para o modelo proposto; SS -

soma dos quadrados dos desvios, DF ~ graus de liberdade, MS — média dos quadrados dos
desvios.

r 0.91
r ajustado 0.88
E= 0.1474

Intervalo de confianca
Termo Coefficients & o {95%)
Intercept -2.4901 0.4514 <0.0001 -3.4582 to -1.5220
LogP 0.2958 0.0928 0.0066 0.0968 to 0.4247
H.B. donnor -15.7809 6.1295 0.0220 -28.9273 to -2.6345
Lx 0.2200 0.0483 0.0005 0.1142 to 0.3258
3 B4 (A) -0.3775 0.0874 0.0007 -0.5650 to0 -0.1900
ANDOVA
Fonte de ; !
variagéo S8 DE ME l F 5]
Regressio 2.994831 :l 0.748708 34.45) <0.0001
Residuo 0.304188 14 0.021728)
Total 3.299019 1
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O modelo proposto apresenta elevado valor F e um baixissimo p-valer. O
valor &, juntamente com o p-valor é analisado para avaliar a grau de significdncia
do modelo proposto. O valor F da regressao & o resultado do quociente enire a
média quadratica da regressio pela média quadratica dos residuos. Calculando F,
temos:

F=0,748798 + 0,021728 = 34,453:

p < 0,0001, ou seja, o modeio possui significancia estatistica.

B} Avaliacdo do grau de previsibilidade do modelo

O grau de previsibilidade do medelo & verificadoc por intermédio da
validagdo cruzada (cross validafion), executando o calculo do gquadrade do
coeficiente de correlag8o da validagdo cruzada QF (coeficiente de previsdo) e do
desvio padrio da validagio cruzada (SPRESS). Um modelo com elevado grau de
previsibilidade para derivados néo incluidos no mesmo apresentara um Q°
elevado e um minimo SPRESS, assim, quanto mais préximo de 1 for Q% e mais
proximo de zero estiver o SPRESS, maior sera a previsibilidade do modelo.

Comparando todos os modelos propostos neste trabalho, ficamos entre o
modeio 2 (77) com quatro descritores e o modelo 3 {81} com cinco descritores. O
modelo 3 (81) (5 descritores) apresenta Q2 maior do que a nossa proposta de
modelo, sendo entdo um modelo que prevé um pouco melhor do que o nosso
modelo, mas como apresenta cinco varidveis independentes, levamos em
considerac¢do o critério de Topliss, por termos apenas 19 amostras { derivados de
Chaicona). E claro que o modelo 3 (81} ndo escolhido, nos auxilia na
compreenséo dos mecanismaos envolvidos nas relagdes entre estrutura quimica e
atividade bioldgica, pois neste modeio temos a presenca de mais uma propriedade
descritora, que corresponde 2 carga parcial no atomo de oxigénio da carbonila
[g{Onl

Mesmo sabendo que o modelo 3 (81) apresenia um grau de previsibilidade
maior, a diferenca entre este & o nosso modelo em relagéc ac Q% e a0 SPRESS &
muito pequena. Preferimos entdc levar em consideragdo o critéric de Topliss
{namero de varidveis independentes) e o principio da parciménia.
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6.0 Discussao

Partindo do principio que aproximadamente um milhdc de mortes sio
relatadas anualmente por causa da maléria, que a resisténcia do parasita frente a
drogas antimalaricas estd aumentando cada vez mais, e levando em consideragéo
o fato de drogas que antigamente eram eficientes e hoie ndo possuem a mesma
eficacia contra os parasitas, torna-se urgente a descoberta de novos profétipos
(lead compound) e o desenvolvimento racional de farmacos com potente atividade
antimalarial, resultando o minimo de efeitos adversos no organismo humano.

Mesmo sabendo que o numerc de cepas resistentes a cloroquina esta
aumentando vertiginosamente, a cloroquina ainda é uma droga ufilizada no
combate 2 malaria. Como a acdo da cloroquina ocorre no interior do vactolo
digestivo do parasita inibindo a conversio do grupo heme em hemozoina por
mecanismo de complexagdo do farmaco com o grupo heme, é importante entdo
evidenciarmos ¢ desenvolvimenic de compostos que apresentem uma estrutura
guimica semelhante a cloroquina visando provocar um mecanismo de inibicdo fal
qual semelhante bioquimicamente, ou entio obter drogas que apresentem um
mecanismo de inibicdo das enzimas do parasita envolvidas na degradacdo da
hemoglobina. Atualmente, indmeros compostos estdc sendo sintetizados e
testados contra o Plasmodium falciparum com intuito em verificar a atividade
antimalarial. Entre eles, varios derivados de Chalcona foram sintetizados e
testados in vifro contra cepas resistentes do Plasmodium falciparum, sendo que
alguns derivados se mostraram ativos contra o parasita (Li ef a/, 1985).

Hoje, o foco das atengdes na pesquisa de antimaléricos esta voltado para a
descoberta de protdtipos que sejam inibidores de proteases malariais. Como
varias categorias de proteases ja foram identificadas (Rosenthal ef al, 1987) por
determinacéo seqlencial de aminodcidos através da biologia molecular e de
tecnicas da bicquimica, a estrutura destas proteases tornou-se alvo facil para
agentes antimalariais que tenham ag3o inibitéria enzimatica.

Uma pretease cisteinica malarial conhecida e identificada é a falcipain. As
proteases malariais cisteinicas s3o enzimas do parasita que participam na
degradacéc da hemoglobina (hemoglcbinases) no interior do vaclolo digestive do
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parasita como fonte de aminoacidos, sendo considerado entdo como um dos alvos
promissores para a descoberta de novos agentes quimioterapicos (Rosenthal ef a/,
2002). Ja foram identificados residuos de fenilalanina, serina, asparagina e
glutamina em subsitic S; e $; e residuo de histidina no subsitioc S¢ da falcipain.
Comparandeo 2 estrutura quimica desta protease com a da papaina verificou-se

uma grande semelhanca estrutural no que diz respeitc aos residuos de

aminoacidos presents nos sitios de acdo (hito v,

crapharm. uest edu/cohend).

Os derivados de Chalcona apresentam uma suposta atividade inibitéria de
protease cisteina malarial (falcipain) (Li ef al, 1995), portanfo a nossa
biomacromolécula alvo é uma enzima do Plasmodium falciparum que possui em
seus subsitios afivos os residuos de histidina, glutamato, serina, cisteina,
asparagina e treonina. Visto gue, existe possibilidade de pesquisa tedrica que
justifigue os mecanismos envolvidos na complexacdo ligante-biomacromolécuia,
temos entdo na pesquisa QSAR uma clara svidéncia para esclarecimenio e
elucidagdo dos processos relacionados a atividade biolégica de compostos,
correlacionando entdo a estrutura quimica destas substancias inibidoras com a
astrutura quimica da molécula receptora.

Como visto na metodologia e nos resultados deste trabatho, identificamos
nove modelos e aoc final da pesquisa QSAR, propusemos um modelc
multidimensional linear levando em consideragdo a proposta de Hansch-Fujita
(Hansch & Fujita, 1964). Nossa pesquisa de QSAR classico fundamentou-se na
escolha de um modelo que tentasse justificar a atividade bioldgica dos derivados
de Chaicona. Levando em consideracdo o fato de nosscs compostos serem
considerados supostos inibidores enzimaticos, preferimos entdc enveredar na
escolha de um modelc que caracterizasse as variagGes de energia livre de Gibbs
durante os processos de complexacdc farmaco-biomacromolécuia receptora
(modelo extratermodindmico).

Na nossa proposta de modelo, aparecem quatro propriedades explicativas:
Log P, Hydrogen bond donor, comprimentc molecular e pardmetro estereoquimico
de Verloop B4 para o substituinte A. Analisando os demais modelos selecionados
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pelas técnicas estatisticas utilizadas, percebemos que outras propriedades
moleculares também s&o importantes no estudo das Relacdes Esfrutura-Atividade.

As propriedades moleculares, carga parcial atdmica no dtome O7 [g(07)], no
atomo Cs [g(C4)], no dtomo Cs [g (Ca)], refratividade molar (MR), ELumo e Hydrogen
bond acceptor s&o propriedades que apareceram nos melhores modelos. Estas
propriedades ajudam na elucidacdc de possiveis interacdes ligante-
biomacromolécula justificadas através de mecanismos de natureza eletrénica ou
entdo por aspecios estereoquimicos.

As propriedades de natureza eletrénica estdo relacionadas com a
distribuicao dos elétrons na molécula que por sua vez pode ser compreendida
analisando as cargas parciais atémicas, a eletronegatividade dos elementos na
moiécula e 0s aspecios energéticos relacionados com os orbitais.

As propriedades de carafer estereoquimico estdo relacionadas com as
caracteristicas topologicas da possivel regido ativa dos receptores e os ajustes
geomeétricos envolvidos na interacéc droga-receptor.

Enquanto as propriedades de natureza eletrdnica quantica justificam as
interagbes do tipo dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio, ligagbes idnicas e
mecanismos de transferéncia de cargas, as propriedades de carater
estereoquimico estdo relacionadas com as caracteristicas dimensionais e os
ajustes geométricos envolvidos nos processc de interagdo que ocorrem na
cavidade dos receptores.

Em nossa pesquisa QSAR devemos destacar como propriedade hidrofébica
0 Log P determinado pelo método de Ghose e Crippen; como propriedade de
carater eletrfnice quéntico, destacaremos Hydrogen bond donor, Hydrogen bond
acceptor, cargas parciais nos atomos Ci Ci O; e Eumo: em termos
estereoquimicos daremos destaque ac comprimento molecular e ao paramefro de
Verloop B4 (substituinte A); e como pardmetro de polarizabilidade notamos a
presenga marcante da refratividade molar determinada pelo métode de Ghose e
Crippen.

O sucessc dos trabalhos na area de QSAR depende de uma série de
fatores envolvidos durante a pesquisa, seja nos critérios adotados na etapa de
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determinacdo da geometria molecular para as estruturas quimicas a serem
analisadas, ou entdo, nas etapas de analise esfatistica que objetivaréo selecionar
variaveis independentes, selecionar os melhores modeios e validar os modelos.

Com relag8o a etapa minimizacdo energética e ofimizacdo da geometria
das estruturas envolvidas, adotamos como abordagem metodolégica um processo
de diminuig8o da energia das moléculas em etapas sucessivas, comegando coma
minimizacao energetica MMZ2, depois ofimizandc a geometria com semi-empirico
PM3 e finalmente utilizando um método simplex de minimizacéo energética com
opcional de constante dielétrica para meio aquoso. Tinhamos a finalidade em
obter conformacgles para cada derivado estudado com a menor energia possivel,
ou seja, moléculas com conformacao estavel, independente se a molécula estava
ou ndc em sua conformacéc mais estavel, até mesmo porgue ndo sabemos se a
estrutura responsavel! pela atividade bioldgica é a correspondente ao minimo
global.

Pos-determinado a geometria molecular para todos os derivados de
Chalcona, sabiamos que a conformagédo resultante obtida para cada derivado era
estavel, portanto tinhamos em méo uma conformagdo molecular correspondente a
um minimo local. Temos a informar gue o procedimento foi adotado para todos os
derivados, ou seja, todos os composios passaram pela mesma abordagem
metodoidgica e o0 mais importante a ser destacado reside no fato de que todas as
estruturas obtidas, com exce¢do da Chalcona 20, resultaram em uma energia final
(E4) menor do que o estabelecido como padrdo energético de referéncia - manual
do programa Molecular Modeling Pro (a energia deverd ser menor que 25
Keal/mol).

Com a geometria de cada derivado j& estabelecida, executamos célculo de
69 descritores com finalidade em selecionar por procedimento estatistico RLM as
propriedades que melhor explicam a atividade bhioldgica dos compostos
estudados. Ao passarmos para a etapa estatistica, que é considerada como sendo
a etapa “carro-chefe” da pesquisa QSAR, tomamos extremo cuidado a cada passo
realizado, objetivando n&o exciuir alguma variavel que talvez fosse relevante na
construcdo do modelo. Inicialmente tinhamos 89 propriedades caiculadas, gue
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atraves de regresséo linear simples e andlise dos coeficientes de correlagéo,
selecionamos 14 varidveis e que por intermédio de algoritmo genético e busca
sistematica, conseguimos obter as dez melhores combinacées de varidveis com 3,
4 e 5 descritores. Apos executar RLM para as combinacBes acima, selecionamos
as trés melhores combinacbes de descritores obtendo nove modelos lineares,
cnde finalmente conseguimos propor uma estimativa de modelo linear segundo
Hansch-Fujita (Hansch & Fujita, 1964).

Notamos que a adogdc de um procedimento seletivo de varidveis em
etapas, como comentado anteriormente na metodologia, forneceu-nos
combinagbes muito semelhantes, seja por algoritmo genético cu por busca
sistematica.

Podemos crer que, a sistematica adotada por nds na etapa sstatistica foi
“afunilando” cada vez mais o conjunto de variaveis, utilizando como pardmetro o
fato das propriedades moleculares ndo poderem ser altamente correlacionadas
entre si e assim acabamos realizando uma “sele¢de natural” de varidveis
independentes obtendo um conjunto de descritores com um baixo coeficiente de
correlacéo entre si. Istc pode ser evidenciado analisando a tabela matriz de
correlacdo (tabela 34) das 14 varidveis selecionadas 8 RLM e através da matriz de
correlagdo das quatro variaveis descritoras (tabela 44) que participam do modelo
proposto.

Uma vez estabelecida uma equacgdo que correlaciona a estrutura quimica
das substancias pesquisadas com os respectivos valores de atividade biolégica, é
de extrema importancia explorar o maximo de informagéo contida de modo direto
ou indireto nas propriedades moleculares que foram selecionadas como
parametros explicativos. As propriedades moleculares que participam da equacéo
devem justificar de alguma forma a atividade biol6gica de uma série de compostos
analogos. E claro que, quanto maior for ¢ nimero de variaveis independentes na
eguacdo, mais informacgdc nds teremos para explorar e tentar elucidar os
mecanismos envolvidos nas interagdes farmaco-receptor. Verificando a nossa
proposta de modelo (equagdo 77) e observando os sinais dos coeficientes de
regressao de cada propriedade escolhida, podemos afirmar que:
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O parémetro hidrofébico Leg P confribui positivamente para a atividade
bioldgica, ou seja, quanto maior for o Log P da molécula, maior serd a
atividade do composte;

e O parlmefro elefrénico H. B. donor contribui negativamente para a
atividade biolégica, ou seja, quantc menor for H. B. donnor da molécula,
maior sera a atividade do derivado;

e O parémetfro estereoguimico Lx contribui positivamente para a atividade
biolégica, ou seja, quantc maior for o Lx da molécula, sera a atividade do
composte, e

o O pardmetro estereoquimico Verlcop B4 (A} contribui negativamente para
a atividade bioldgica, ou seja, quanio menor for Verloop B4 (A), maior serd
a atividade do derivado.

Nao devemos esquecer que a atividade biolégica das substancias quimicas
estd intrisicamente associada a mecanismos de interacdo entre o ligante e a
biomacromolecula. A biomacromolécula € a estrutra alvo, ou seja, é o receptor que
acomodara os farmacos em regides especificas denominadas de centros ativos. A
acomodacdo do farmaco nestas regides envolve variagbes de energia livie de
Gibbs gue possivelmente podera estar relacionada com o mecanismo de acéoc
farmacoldgico da droga, elucidandc assim os aspectos bioquimicos relacionados 2
estrutura dos farmacos (ligantes) e dos receptores (biomacromolécuias).

Partindo do principio que ja existe na literatura pesquisa a respeito de uma
supcsia inibicdo enzimatica dos derivados de Chalcona, devemos entdo pensar
nas possiveis interagdes ocorridas nos subsitios ativos das proteases malariais,
Pensando deste modo, o derivado de Chalcona devera apresentar um maior
comprimento molecular possivel, desde que o substituinte A possua uma largura
menor para que a acomodacdo farmaco-receptor seja caracterizada com uma
maior evidenciacdo em termos destas possiveis interagbes.

Em pesquisas futuras, serd de grande interesse construirmos modeios de
QOSAR para o5 nossos derivados através de métodos quimiometricos
multivariados: método PCR (Principal Component Regression) e PLS (Partial
{east Squares). Estes métodos quimiométricos ndc sdc prejudicados pela
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presenca de correlagdo elevada enire variaveis. Poderfamos também, através
destes métodos utilizar um pré-processamento do tipo autoescalamento onde a
regressdo ¢ realizada fornecendo o mesmo peso para todas as varidveis. A
analise de como cada varidvel estd contribuinde no medelo podera ser
caracterizada pela construgdc do diagrama que mostrard & importancia das
variaveis independentes (coeficiente de correlagdo em funcéo das variaveis).

Analisando ¢ modelo proposto, o pardmetro hidrofébice Log P varia de
maodo direto com a atividade bioldgica (-Log ICso), ou seja, estruturas guimicas dos
derivados de Chalcona que apresentam elevado Log do coeficiente de particdo
actanol/agua s&o mais lipofilicas e assim atravessam as membranas biolégicas
com maior facilidade. Substancias com caracteristicas estruturais tendendo a
lipofilicidade ter&o suas moléculas se distribuindo e concentrando em regides mais
hidrofébicas do organismo. A lipofilicidade das substancias é uma propriedade
responsavel pelas interagSes hidrofébicas entre o farmaco-receptor ou farmaco —
meio e também pela solubilidade das substancias em certos meios.

Analisando a estrutura quimica dos derivados de Chalcona, podemos
afirmar que as regides responsaveis pelas interagdes hidrofébicas correspondem
as porgbes que apresentam anel aromdtico substituidos com espécies quimicas
que apresentam baixa eletronegatividade para que ndo ocorra grande diferenca de
elefronegatividade entre elementos, e assim, resultando regides na molécula com
carater hidrofobico (figura 26). Percebe-se que regiGes da molécula que
apresentam elementos como oxigénio, filor e nitrogénio apresentam elevada
hidrofilicidade.
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Figura 26 — Carater lipofilico-hidrofilico da Chalcona 07, executado no programa MMP: azui
escuro — eievada lipofilicidade, azul claro — baixa lipofilicidade, branco ~ lipofilicidade intemediaria,
vermetho - slevada hidrofilicidade,

Nota: Analisando a figura, observamos a marcante hidrofilicidade no substituinte A onde

encontra - se ¢ nitrogénio e na regido da carbonila, enguanto regides dos anéis aromaticos dos
substituintes A e B apresentam elevada lipofilicidade.

Observando o modeio proposto, verificamos que a propriedade molecular
H. B. donor relaciona de mode inverso com a atividade bioldgica, ou seja, quanto
menor for a contribuicdo da molécula em fornacer ligagdc de hidrogénio, maior
serd a atividade bioldgica da espécie quimica. Hydrogen bond donor ¢ uma
propriedade de natureza eletrnica relacionada com a distribuicdo dos elétrons
scbre a molecula.

Esta propriedade ¢ determinada em funcdo da somatéria das cargas
atOmicas parciais maiores que + 0,03. Podemas entdo afirmar que, quanto maior
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for a densidade eletrénica em certas regides da molécula, maior sera a
contribuigdo em fornecimento de par eletrénico, ou seja, esta regido da molécula
terd carater nucledfilo, sendo uma regigo sujeita a sofrer ataque de espécies que
possuem afinidade por elélrons (atague eletréfilo).

Esta propriedade esta intimamente associada as cargas parciais atdmicas,
porfantc regibes da molécula que apresentam elementos com elevada
eletronegatividade, como é o caso do oxigénio presente no grupo carbonila e de
alguns atomos substituides nos anéis arométicos (oxigénio, nitrogénio, cloro e
fidor). Regides da molécula que apresentam estes elementos possuem maior
densidade eletrdnica e um carater nucleofilico pronunciado.

Né@o podemos esquecer que as Chalconas sdo estruturas com grupo
funcional cetona o-B insaturado (enonas), com ocorréncia de um evidente
mecanismo de ressonancia, contribuindo assim, para com a formagdo de trés
hibridos de ressonéncia (TLV). A deslocalizagio do par de elétrons da ligacsdo n
da carbonila em dire¢do ac oxigénio resulta as formas candnicas dos derivados de
Chaicona, onde o oxigénio da carbonila (O7) (figuras 27 e 28) adquire carga
parcial negativa acentuada e os carbonos Cy e C4(carbonila) (figura 21) adquirem
carga parcial positiva.

Deste modo, o efeito ressonante ocorrido em enonas justifica a densidade
eletrénica acentuada no oxigénic da carbonila e as cargas positivas nos carbonos
Cs e Ca4. E facil enteder que as enonas estio sujeitas a ocorréncia de ataques de
agentes nucledfilos nas posicdes Cq e C4 onde o carbono C, estd sujeito ao
ataque de nucleofilo mole e o carbono C4 esta sujeito a atague de nucledfile duro.

Outro detalhe importante que deve ser mencionado reside no fato do meio
interno do vacUolo digestivo do Plasmodium falciparum apresentar carater
ligeiramente acido (pH = 5,0-5,5). Enonas em meic acido sofrem protonacdo no
oxigenio da carbonila intensificando o carédter eletréfilc nos carbonos Cy e Cy
favorecendo assim a adigéio nucleofilica nestes carbonos (Costa ef al, 2003). O
importante & saber se o atague do nucledfilo ocorrerd em carbono C1 ou carbono
Cs. Ataques nucieofilicos em carbono Cy ocorrem por intermédio de interaces
orbitalares entre orbital LUMO do carbono C; com orbital HOMO do agente
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nucleéfilo, pelo fato do carbono C4 apresentar elevado coeficiente LUMO. A adicéo
nucleofiiica em carbono C4 é denominada de adigdo de Michael e ocorre com a
formacédo de ligagdo quimica covalente de carater irreversivel (Morrison & Bovd,
1996).

Ataques nucledfilos em C4 ocorrem devido & intensa afracio elefrostatica
entre carbono Cs & uma porgdo negativa do agente nucledfilo. Assim, a adicdo aos
carbonos € realizada por mecanismo de regioseletividade, onde o carbono C, esta
sujeitc ac ataque de nucledfilo mole, pois a interacdo orbitalar predomina sob a
interagéo eletrostatica, enquanto o carbono C. estara sujeitc ao ataqgue de
nucledfilo duro, pois a interagdo eletrostatica neste caso predomina (Costa ef al,
2003).

Figura 27 - Densidade slefrdnica superficial obtida via cargas parciais no programa
ChemSite Pro pelo método Combinag8o Linear de Orbitais Atdmicos {(LCAQ) para a Chaicona 07:
verde — levemente positivo, amarelo — levemente negativo, vermelho — infenso negativo.

Nota: Analisando a figura, observamos a elevada densidade sietrénica no oxigénio da
carboniia (Oy) e no nitrogénio do substituinte A, ambos em vermelho.
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Figura 28 — Cargas atdmicas parciais obtidas pelo programa MMP para a Chalcona 07:
azut escuro ~ muito positivo, verde — levemente positivo, branco - neuiro, amarelo — lsvemente
negativo, vermelho - muito negativo.

Nota: Observando a figura, notamos que o carbono C, da carbonila em azul apresenta

elevada carga parcial positiva, estando sujeito & adicio do tipe nucleofflica via interacio
gletrostatica,

A presenca de grupos elétron-atraentes em substituinte A favorecera a
adicao nucleofilica em carbono €4, ou seja, a adigao de Michae! sera favorecida
em fungao da ocorréncia de uma disponivel cadeia lateral de aminoacidos com
carater nucletfilo presente na regido ativa da protease cisteina.

Sabe-se que os subsitios ativos das proteases cisteinicas do Plasmodium
falciparum apresentam o aminoacido histidina & que um provavel mecanismo de
interac8o entre os derivados de Chalcona e este aminoacido localizadoc em
subsitio ativo poderd estar ocorrendo durante a complexagdo droga-
biomacromolécula (Joachimiak ef a/, 2001).
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Devemos lembrar que a cloroquina e alguns derivados de Chalcona
apresenfam na regido do subsfifuinte A, o agrupamento quinolinico em suas
estruturas quimicas e quando foram testados contra cepas resistentes do
Plasmodium falciparum apresentaram uma atividade consideravel (Li ef af, 19295).
O agrupamento quinclinico é uma estrutura heterociclica que contém nitrogénio e,
portanto, em meio acido {vaciolo digestive do parasita) o nitrogénio pode também
sofrer protonagéo, facilitando assim interagdes com os residuos de aminoacidos
presentes na regido ativa das proteases.

Observando a densidade eletrdnica (figura 27) de aiguns derivados de
Chalcona, notamos que tanto o oxigénio da carbonila quanto o nitrogénioc em
grupos quinolinicos apresentam elevada densidade eletrbnica, facilitando as
interagbes com agentes eletrofilicos dos centros ativos das profeases.

Tivemos a curicsidade de observar a matriz de correlagdo entre as
propriedades moleculares elefrénicas: H. B. donor, H. B. acceptor, Exomo, Erumo,
a(C1), q(Ca}, 9(Cs) & q(O7) e d(Co-C4). Percebemos que a varidvel H. B. donor
possui baixo coeficiente de correlacdo para com todas as propriedades
mencionadas (tabela 46}, com exce¢ado a carga parcial no carbono Cs;, que a carga
parcial do oxigénio da carbonila ndo esta correlacionada com H. B. donor e possui
boa correlacdo com a carga parcial do carbono C4 e que a carga parcial do
carbono Cs possui elevada correlagdo com a carga parcial do carbono Cs.

Tabela 46 - Matriz de correlag8io de aiguns parametros eletrénicos; Critério adotado: limite
do coeficiente de correlagdo = 0,4,

Enomo 11 0,488 0,2600 0,006 0,029 0012 0,005 0,093 0,21
Eiume 1 0,468 0,018/ 0,088 0,001 0,064 0,048 0,341
H. B. acceptor 1 0,015 0,072 0043 0,163 0218 0,141
H. B. donor 1 0,204 0411 0241 0058 0,059
q (G} 1 $,572 0,013 0,142 0,005
q.Ca 1 0,052 0,0270 0,072
q(Cy 1 0,468 0016
g Oy 1 0,004
d (C,-Cy 1
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C comprimento molecular (L) € uma propriedade estersoquimica, melhor
dizendo, propriedade relacionada & dimens&o molecular. Analisando a equacgédc
proposta como modelo linear, o comprimento molecular ¢ uma grandeza que varia
diretamente com a atividade biolégica, concluindo entdo que quanto maior for 2
exiens&o da molécula em torno do eixo X (Lx), maior serd a sua afividade
biologica, determinande uma maior agéo inibitéria em proteases malariais. Isto nos
leva a crer que o provavel subsitio ativo do receptor ou a regido de
reconhecimento molecular apresenta um suico com grande espacamento para que
a estrutura quimica seja complementar, e por conseqiéncia, caracterizando um
‘encaixe” mais adequado e eficaz em termos de interagdes quimicas e variacées
de energia livre.

Deste modo, a molécula ativa devera possuir uma maior linearidade,
apresentando maior superficie de contato para com os aminodcidos da regido
ativa. isto pode também ser explicado analisando as caracteristicas estruturais da
porgac o-f insaturada dos derivados de Chaicona, que apresenta uma
conformacgéo mais extendida (figura 29), possuindo assim uma maior liberdade de
movimento no sulco da regido ativa, o que justifica o maior ajuste com a protease
cisteinica do parasita. Como fodos os derivados apresentam a porcdo o-B

insaturada, o que deverd diferencia-los estruturaimente seréd o formato espacial

dos substituintes A e B,
Figura 29: Conforrmacao da Chalcona 07.
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Analisando a estrutura quimica acima em sua porcéo o-B insaturada, nota-
se uma disposigio plana justificada pela hibridagcdo dos carbonos sp?, indicando
que a conjugacéo da porcdo alifatica fornece uma maior rigidez para a estrutura
guimica, que finalmente resulta uma conformacac mais extendida. E claro que a
extensac dos substituinies A e B também influencia no comprimento globai da
molécula. Nao podemos desconsiderar o tipo de substituinte, pois o comprimento
molecular depende também da geometria molecular, que por sua vez depende
dos elementos quimicos envolvidos.

Verloop B4 [5B4] é uma propriedade molecular topolégica relacionada com
os substituintes. Analisando © modelo proposto, Verloop B4 do substituinte A varia
de modo inversc com a atividade bioldgica, portanto, quantc menocr o valor de
3B4(A) da molécula, maior sera a atividade bioldgica do composto.

Como Verioop B4 representa o maior raio do substituinte perpendicular ao
eixo L1, ent@o o maior raio do substituinte A para um derivado de Chalcona devera
ser tanic quanto menor para que a atividade bioldgica do composto seja maior.
Sendo L1 a exiens&o do substituinte ao longo do eixo a que este esta conectado,
entio B4 representa a maior “largura” do substituinte. Este dado nos fornece uma
importante caracteristica dimensional da porcéo mais larga do substituinte A,
devendo esta ser menor possivel para que o substituinte possa acomodar-se na
cavidade do subsitio ativo. O subsitio ativo da protease cisteinica que acomoda o
substituinte A da molécula provavelmente néo possui um grande didmetro.

Observando as estruturas quimicas dos derivados de Chalcona e
correlacionando-as com o modelo proposto e com a atividade biolégica observada,
é possivel descrever a influéncia das caracteristicas estruturais para as cetonas o-
B insaturadas na atividade biol6gica destes compostos:

e Agrupamento quinolinico como substituinte A favorece a atividade bioiégica
dos compostos;

» Agrupamento metdxi substituide no anel B favorece a atividade biologica
dos compostos;

s Substituicdo clore préxima ao nifrogénio do agrupamento quinolinicc em
substituinte A, diminui a atividade bioiégica dos compostos;
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e Substituinte clorofenii em A favorece a atividade bioiégica dos composios.

Aparentemente, podemos especular que as propriedades encontradas no
medelo proposto apreseniam importancia relevante e estéio correlacionadas com a
atividade biologica. No entanto, n8o podemos desconsiderar as propriedades
moleculares, cargas parciais no &tomo de oxigénio da carbonila [g(07)], no
carbono Cs [0(Cs)], a refratividade molar, H. B. acceptor e Eiume, que certamente
contribuirao na pesquisa de compostos analogos com uma atividade biclégica
methorada.
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Construir um modelo matematico gue seja capaz de explicar um fendmeno
observado e que também proporcione previsbes a respeilo do possivel
mecanismo de agao de substéncias, ndoc & uma tarefa nada facil. A agdo bioldgica
de compostos € um processo de tamanha complexidade, que envolve diversas
propriedades relacionadas com a estrutura quimica dos compostos & da
biomacromolécula. Em nossa pesquisa o fenbmeno bioldgico observado refere-se
Plasmodium falciparum diante uma série de compostos analogos derivados de
Chalcona. A série de derivados sintetizados se mostraram ativos, diante
comparacdc com a atividade biolégica e ¢ indice de resisténcia da cloroquina.

Pariindo do principio que durante as interacBes farmaco-receptor ocorrem
manifestacbes de variagdo na energia livre de Gibbs, preferimos entao escolher
come estimativa de modelo uma proposta classica de QSAR. Como proposia de
modelo escolhemos o modelo exiratermodinémico de Hansch- Fuiita, que baseia-
se numa estimativa de modelo multidimensional linear que correlaciona a atividade
biolégica dos compostos da série com propriedades moleculares e estruturais.
Escolher parametros para participar da equacao € algo que envolve certa asticia
por parte do pesquisador, visto que as propriedades além de serem selecionadas
por técnicas estatisticas devem ser capazes de estimar um provavel mecanismo
de acao dos composios estudados.

Nao podemos descartar, que o nosso alvo recepior sdo proteases
cisteinicas, enzimas necessarias ao metabolismo do parasita, portanto uma boa
estimativa de modelo facilitaria a elucidacao de provaveis regides farmacoféricas
dos compostos pesquisados e das caracteristicas estereoguimicas dos subsitios
ativos da biomacromolécula receptora.

Para que uma equacéo seja promovida a modelo guantitativo & precisc ao
final da pesquisa QSAR, selecionar propriedades moleculares explicativas
(independentes) através de métodos estatisticos. Além disso, ¢ modelo devera
ser validado estatisticamente. A validacdo estatistica € um procedimento

necessario para avaliar a medida da qualidade do modelo e deve ser concretizada
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analisando o grau de ajuste, o grau de significancia estatistica e o grau de
previsibilidade do modelo.

Apés executarmos, o calculo de vasta gama de pardmetros {69 varidvies),
selecionamos por intermédio de técnicas estatisticas quatorze propriedades de
importéncia relevante. Notamos que as combinacbes selecionadas por algoritmo
geneético e por busca sistematica sao equivalentes.

Assim, mesmo que tenhamos escolhido como proposta de modelo uma
equacdo que apresenta quatro varidveis descritoras [Log P; H. B. donor: Lx;
> B4 (A)], ndo podemos em hipdiese alguma desconsiderar as demais
propriedades que néo participam da equacao modelo.

O modelo propostc possui um bom nivel de ajuste, pois apresenta elevado
coeficiente de correlagdo (r = 0,953), baixo desvio padrao (s = 1,147}, sendo
também capaz de explicar 90,8% da variabilidade dos dados observados de
atividade (r* = 0,908). Com a concietizacao da analise de varidncia (ANOVA) da
regressac, constatamos que a estimativa de varidncia (s = 0,02172) & baixa. O
modelo apresenta significancia estatistica, visto que possui elevado valor Fischer
(F = 34,459) e um baixissimo p-valor (p < 0,0001).

E de extrema importancia considerarmos que o modelo também possui
elevado grau de previsibilidade. Istoc & percebido pelc valor consideravel do
coeficiente de previsdo (Q? = 0,852) e do baixo desvio padric da previsao
(SPRESS = 0,187).

Um dado de extrerna importancia e que néo deve ser esquecido reside na
capacidade dos derivados pesquisados estarem sujeitos aos mecanismos de
ressonancia, pois as Chalconas sdo cetonas o-8 insaturadas, apresentando entio
conjugacao em sua estrutura quimica, e estando sujeitas a serem boas aceptoras
de Michael, ou seja, participarem como nucleéfilos em processos de adicado de
Michael, formando um aduto de Michael. Esta nucleofilicidade pode ser explicada
pelo efeito ressonante que ocorre com as enonas, justificando assim a carga
parcial positiva do carbono C; [g(C4)], e do carbono C4 [q(C4)], 2 elevada
densidade eletrbnica no oxigénio da carbonila e a sua respectiva carga parcial
negativa [g (O7)].
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Notamos também gue a refratividade molar aparece na maioria dos
modelos, sendo considerada também uma varidvel importante na previsibilidade
do mecanismo de acfo, assim como o comprimentio molecular e ¢ parametro
estérico de Verioop B4 para o substituinte A. Concluimos gue a molécula devera
apresentar uma maior extensao em termos de comprimentoc @ uma pequena
largura para o substituinie A. Deste modo, o substituinie A poderad ter um grande
comprimenio, mas devendo apresentar um menor volume possivel
Provavelmente, o subsilic do receptor que interage com o substituinte A dos
derivados devera apresentar um menor espagamento tridimensional no local ativo,
onde substituintes A, mais largos, serdo impedidos de interagirem por uma
guestio estereoquimica (impedimento estérico espacial).

Presenciamos de forma marcante a participaco da carga parcial no étomo
de oxigénio da carbonila na maioria dos modelos selecionados. Acreditamos que o
fato da estrutura possuir insaturacdo proéxima a este atomo, contribua de ceria
forma com uma densidade eletrénica elevada sobre ¢ atomo de oxigénio. Nao
devemos descartar a possibilidade do carbono C4, que esta préximo ao oxigénio
da carbonila, servir como aceptor de nucleéfilo, visto que possui carga parcial
positiva com maior intensidade do que o Carbono C4, estando sujeito assim a
interacoes eletrostaticas com o receptor.

171



08 Referéncias Bibliograficas

Abbas, Abul K., Lichtman, Andrew H.; Pober, Jordan S. “munologia celular e
molecular”;, Tradug¢do: Fernando Gomes do Nascimento e Aurelizia Maria
Lemos Xavier. Rio de Janeiro: Livraria e Editora REVINTER Lida, 1995.

ACCVIP - Australian Computational Chemistry via the internet Project.
Computational Chemistry module index Molecular Mechanics Optimisation.
Disponivel em hitp/iwww.chem swin.edu.au/modules/modéimechoptim. himl.
Acesso em 02/05/2003.

Allinger, N. L. *Calculation of molecular structure and energy by force-field
methods”. Adv. Phys. Org. Chem., v. 13, p. 1-82, 19786,

Allinger, N. L. *Conformational Analysis 130. MM2. A Hydrocarbon Force Field
Utilizing V1 and V2 Torsional Terms.” J. Am. Chem. Soc., v. 99, p.8127-8134,
1877.

Allinger, N. L. MM2/MMP2 with the 1977 force field submitted to QCPE (Quantum
Chemistry Program Exchange, QCPE Program No. 395). 1980,

Aliinger, N. L; Kok, R. A, imam, M. R. “ Hydrogen Bonding in MM2.” J. Comp.
Chem.,v. 8, n. 06, p. 591-595, 1988.

Amaral, Antonia T. & Montanari, Carlos Alberto. “Quimica Medicinal: 25 anos de
planejamento racional de farmacos”. Quim. Nova, v. 25, n. 1, p. 39-44, 2002.

Analyse-it Software, Lid. Versdo 1.68, 1997-2000.

Arango, HMéctor Gustavo. “Bioestatistica tebrica e computacional’. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2001.

AREAS, E. P. G. ef al. “Molecular dynamics simulations at a membrane/water
interface”. J. Phys. Chem. , v. 99, nn. 40, p. 14885-14892, 1995.

AREAS, E. P. G. et al. *Molecular dynamics at a cytoplasm/membrane interface of
a signal sequence from an E.coli maltoporin”. Braz. J. Med. Biol. Res., v. 27, n.
2, p. 527-533, 1994.

Atkins, Peter W. “Fisico-quimica™ Tradugéo: Horacio Macedo. 62 ed, Rio de
Janeiro: LTC, 1999. 2v.

Alkins, Peter & Jones, Lorefta. “Principios de Quimica: questionando a vida
moderna e 0 meio ambiente”. Porto Alegre: Bookman, 2001.

172



Banerjee, Ritu ef al. *Four plasmepsins are active in the Plasmodium falciparum
food vacuole, including a protease with an active-site histidine”. PNAS, v. 99, n.
2, p. 990-995, 2002.

Barreiro, Eliezer J. & Fraga, Carlos Alberio Manssour. “Quimica medicinal: as
bases moleculares da agdo dos farmacos”. Porto Alegre: ARTMED, 2001.

Barret, A. J. “An infroduction to the proteinases”. “In Proteinase Inhibitors”, ed. A. L.
Barret & . Salvesen, p. 3-22. Amsterdam: Elsevier Science, 1986.

Barton, Allan F. M. “Handbook of solubility Paramefers and Other Parameters”.
CRC Press, 1983.

Bernard, F. & Schrevel, J. “Purification of a Plasmodium berghei neutral
endopeptidase and its localization in merozoite”. Mol. Biochem. Parasitol., v. 28,
p. 167-174, 1887.

Bondi, A. “Van der Waals volumes and radii”. J Phys. Chem., v.68, n. 03, p.441-
451, 1964.

Braun-Breton, C.; Rosenberry, T. L.; Pereira da Silva, L. “Induction of the
proteoiytic activity of a membrane protein in Plasmodium falciparum by
phosphatidyl inositol-specific phospholipase C”. Nafure, v. 332, p. 457-459,
1988.

Braun-Breton, C. ef al. “Plasmodium chabaudi p68 serine protease activity
required for merozoite entry into mouse erythrocytes®. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA In press, 1992.

Bunge, Annik Vivier. “Infrodugédo a Quimica Quéntica”. Sao Paulo: Ed. Edgard
Bliicher LTDA,1977.

Burket, U. & Allinger, N. L. “Molecular Mechanics”, American Chemical Society
Monograph, Washington, cap. 1 e 2, 1982.

Carvalho, lvone; Pupo, Ménica T.; Borges, Aurea D. 1.; Bernardes, Lilian S. C.
“Introducao a modelagem de farmacos no curso experimental de guimica
farmacéutica”. Quim. Nova, v. 26, n. 3, p. 428-438, 2003.

CDC - U. S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES. Centers of
Disease Control and Prevention. Disponivel em: htip.//iwww.cdc.gov. Acesso em
18/09/2002.

ChemSW® Inc.; Molecular Modeling Pro™4.0, Computacional Chemistry Program;
Fairfieid, 2001.

173



ChemSW® Inc.; ChemSite: Interative 3D Molecular Modeling 5.0; Fairfield, 2001

Chen, Ming et al. *Inhibition of fumarate reductase en Leishmania major and L.
donovani by Chalcones”. Anfimicrob. Agents Chemother., v. 48, n. 07, p. 2023-
2028, 2001.

Choi, C. Y. H. ef al. “Spectroscopic characterization of the heme-binding sites in
Plasmodium falciparum histidine-rich protein 27 Biochemistry, v. 38, p. 16916
16924, 1989,

Cimerman, Benjamin & Cimerman, Sérgio. ‘Parasiiologia Humana e seus
fundamentos gerais”. Sao Paulo: Ed. Atheneu, 1999,

Clark, T. "A Handbook Computacional Chemistry — A Pratica Guide fo Chemical
Structure and Energy Calculations”. EUA:John Wiley & Sons, 1985.

Cohen, N. C. “Guidebook on Molecular Modeling in Drug Design”. 8an Diego,
California: Academic Press, 1996,

CONSTITUICAO FEDERAL DO BRASIL DE 1988, Promulgada em 05 de outubro
de 1988. Disponivel em:

hitp:/iwww. senado. gov. br/bdtextual/const88/Con1988br.odf acesso em
15/10/2003.

Costa, Maria Cristina Andreazza. ‘Relagdes entre estrutura quimica de
neofignanas e a sua atividade anti-leishmaniose, envolvendo célculo de
solvatagdo”. 19988. 92 f. Tese (Doutorade em Quimica) — Instituto de Quimica,
Departamento de Fisico-quimica, Unicamp, Campinas —SP.

Costa, Paulo; Pilli, Ronalde; Pinheiro, Sérgio; Vasconcellos, Maric. “Substancias
Carboniladas e derivados”. Porto Alegre: editora BOOKMAN, 2003.

Debrant, A. & Delplace, P. “Leupeptin alters the proteolytic processing of P126.
The major parasitophorous vacuole antigen of Plasmodium falciparum™. Mol.
Biochem. Parasitol, v. 33, p. 151-158, 1989.

Egan, T. J. et al. “Characterisation of synthetic p-haematin and effects of the
antimalarial drugs quinidine, halofantrine, desbutyihalofantrine and mefloguine
on its formation”. J. Inorg. Biochem., v. 73, p. 101-107, 1999.

Eggleson, Kathleen K.; Duffin, Kevin L.; Goldberg, Daniel E. “Identification and
characterization of Falcilysin, a metallopeptidase involved in hemoglobin
catabolism within the malaria parasite Plasmodium falciparum®. J. Biol, Chem.,
v. 274, n. 45, p. 32411-32417, 1998,

174



Espirito Santo, Larissa Lima do. “Aplicacdc de métodos semiempiricos ac estudo
da estrutura elefronica de compostos biocativos”. 2001. 56 f. Tese (Doutorado
em Fisica) - instituto de Fisica Gleb Wataghin, Unicamp, Campinas - SP.

Ferreira, Marcelo Urbano. "Diversidade Antigénica na Proteina Principal da
Superficie de Merozoitos (MSP-1) de Plasmodium falciparum: Implicactes para
o Desenvolvimento de Vacinas Antimalaricas”. Revista Médica Virtual, 1989.

Ferreira, Marcia M. C. "Muttivariate QSAR”. J. Braz. Chem. Soc., v. 13, n. 08, p.
742-753, 2002.

Ferreira, Marcia Miguel Castro; Montanari, Carlos Alberio; Gaudio, Anderson
Coser. “Sele¢&o de variaveis em QSAR". Quim. Nova, v. 25, n. 3, p. 439-448,
2002.

Florence, Alexander Taylor & Attwood, D. “Principios fisico-quimicos em farmécia™
Tradutores: Zuleika Rothschild (org.), Adolfo Max Rothschild ef a/. Sao Paulo:
Editora da Universidade de Sao Paulo, 2003.

Fonseca, Jairo Simon da; Martins, Gilberio de Andrade; Toledo, Geraldo Luciano,
“Estatistica aplicada”. 2° ed, Sao Paulo: Atlas, 1885.

Fukui, K.; Yonezawa, T.; Nagata, C.; Shingu, H. “A molecular orbital theory of
reactivity in aromatic hydrocarbons’. J. Chem. Phy., v.22, n. 08, p. 1433-1442,
1954.

FUNASA - Ministério da Salde: Governo do Brasil. Fundacdo Nacional de Satde.
Disponivel em: http:/iwww funasa gov.br. Acesso em 24 agosto 2003.

FUNASA - Ministério da Satide: Governo do Brasil. Fundacio Nacional de Salide:
Manual de terapéutica da maiaria. Disponivel em:
hito:/iwww funasa gov.br/pub/pdfs/manu terapeuytica malaria.pdf Acesso am
15/10/2003.

Gaudio, Anderson Coser & Zandonade, Eliana. “Proposicao, Validacéo e analise
dos Modelos que Correlacionam Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica™.
Quim. Nova, v. 24, n. 5, p. 658-671, 2001.

Gerhauser, Clarissa ef al. “Cancer Chemopreventive Activity of Xanthohumol, a
Naturai Product Derived from Hop1”. Molecular Cancer Therapeutics, v. 01, p.
959-96¢, 2002.

Ginsburg, H.; Ward, S. A,; Bray, P. G. “An integrated model of chloroquine action”.
Parasitology Today, v. 15, p. 357, 1988.

175



Grellier, P. ef al “Purification and identification of 2 neutral endopeptidase in
Plasmodium falciparum schizonts and merozoites”. Parasitol. Res., v. 75, p.
455-460, 1988.

Hansch, C. & Fujita, T. “p-o-r Analysis. A Method for the Correlation of Biological
Activity and Chemical Structure”. J. Am. Chem. Soc., v. 88, p. 1616-1628, 1964,

Hansch, C. & Leo, A “Substituent constants for correlation analysis in chemistry
and biology™. Wiley and Sons., 1978.

Hanspal, Manjit; Dua, Meenakshi, Takakuwa, Yuichi; chishti, Athar H.; Mizuno,
Akiko. *Plasmodium falciparum cysteine protease faicipain-2 cieaves erythrocyte
membrane skeletal proteins at late stages of parasite development”. Blood, v.
100, n. 3, p. 1048-1054, 2002.

Harvey, Richard A.; Champe, Pamela C.; Mycek, Mary J. “Farmacologia ilustrada™
Tradug&o: Ricardo M. Oliveira-Filho et al. 22 ed, Porto Alegre: Artmed Editora,
1998.

Hehre, W. J.; Yu, J.; Klunzinger, P. E.; Loy, L. “4 brief guide fo molecular
mechanics and qguantum chemical calcufations”. EUA: Wavefunction, inc., 1998,

Hempeimann, E. & Egan, T. J. "Pigment biocrystallization in Plasmodium
falciparuny’. Tr. Parasitology, v. 18, p. 11, 2002.

Herencia, Felipe; Ferrandiz, M. Luiza; Ubeda, Amalia; Dominguez, José N.;
Charris, Jaime E.; Lobo, Gricela M.; Alcaraz, M. José. “Synthesis and anti-
inflammatory activity of chalcone derivatives”. Elsevier Science, p. 1169-1174,
1998.

Horvath, Ari L. “Molecular design: chemical structure generation from the
properties of pure organic compounds”. Amsterdam; London; New York: Tokyo:
Eisevier, 1982,

Humphreys, Michelle J. ef al. “The aspartic proteinase from the rodent parasite
Plasmodium berghei as a potential model for plasmepsins from the human
malaria parasite, Plasmodium faiciparum”. FEBS Letfers, v. 463, p. 43-48, 1999,

Hypercube®, Inc.; HyperchemTM 6.0, Molecular Modeling System, 2000.

INTERFARMA - Associagdo da industria farmacéutica de pesquisa.
hitp:/ivww. interfarma.org br . Acesso em 14/08/2003.

Joachimiak, Macin P. ef al. “The Impact of Whole Genome Sequence Data on
Drug Discovery — A Malaria Case Study”. Mol. Med., v. 07, n. 10, p. 698-710,
2001.

176



Joback, K. G. & Reid, R. C. “Estimation of pure-component properties from group
contributions”™. Chem. Eng. Commun., v. 57, p. 233-243, 1987.

Kalant, Harold & Roschiau, Walter H. E. “Principios de Farmacologia Médica”. 5°
ed. Rio de Janeiro: ed. Guanabara Koogan, 1991.

Katz, Michael, Despommier, Dickson D.; Gwadz, Robert W. “Parasitic diseases”.
2% ed, Nova York: Springer-Verlag New York inc, 1988.

Kayser, Oliver & Kiderlen, Albrecht F. “In vitro Leishmanicidal activity of naturally
ocurring chalcones”. InferScience, v. 15, p. 148-152, 2001.

Kayser, Oliver; Kiderlen, Albrecht F.; Croft, Simon L. *Nactural Products as
potential  antiparasitic  drugs”.  Disponivel em:  hitp//userpage fu-
berlim.de/~Kayserfantiparasiticsiromnature pdf . Acesso em 02/03/2003.

Kiemba, M. & Goldberg, D. E. “Biolological roles of proteases in parasitic
profozooa”. Annu. Rev. Biochem. V 71, p. 275-305, 2002.

Klopman, G.; Wang, S.; Balthasar, D. M. “Estimation of queous Sclubility of
Organic Molecules by the Group Contribution Approach. Application to the Study
of Biodegradation®. J. Chem. Inf. Comput. Sci., v. 32, p. 474-482, 1992.

Korolkovas, Andrejus & Burckhalter, Joseph H. “Quimica farmacéutica”. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1988,

Krogsgaard-lLarsen, Povi; Liliefors, Tommy; Madsen, Ulf. “A Textbook of Drug
Design and Development”. 2° ed. The Netheriands: Harwood Academic
Publishers,1996.

Kubiny, Hugo. “QSAR: Hansch analysis and related approaches”. Weinheim; New
York; Basel; Cambridge; Tokyo: VHC,1893.

Kubiny, Hugo. “Strategies and Recent Technologies in the Drug Discovery”.
Pharmazie, v.50, p. 647 — 662, 1995.

Kubiny, Hugo. “Lecture of the drug design course”. Disponivel em: hitp://home -
online.defhome/kubiny/lectures.html. Acesso em 20/02/2003.

Leitdo, Andrei; Montanari, Carlos A.; Donnici, Glaudio i. “Sobre o uso de métodos
quimiomeétricos em quimica combinatoria®. Quim. Nova, v. 23, n. 02, p. 178-184,
2000.

L eventhal, Ruth & Cheadle, Russel. “Parasifologia médica: fexio e atlas”. 4® ed.
Sao Paulo: editorial Premier, 1997.

Levine, ira N. “Quantum Chemistry”. 42 ed, New Jersey: Prentice Hall, inc., 1991.

T



Li, R. ef al. “In Vifro antimalarial activity of Chalcones and their derivates”. J. Med.
Chem., v. 38, p. 5031-5037, 1995.

Liu, Mei; Wilairat, Prapon; Go, Mei-Lin. “Antimalarial alkoxylated and hydroxylated
chalcones: structure-activity relationship analysis”. J. Med. Chem. . v. 44, n. 25,
p. 4443-4452 2001,

Lorenzi, Therezinha F. “Manusa/ de Hemafologia” 2° ed, Ric de Janeiro: MEDS!
Editora Médica e Cientifica Lida, 1999,

Lalimann, Heinz & Mohr, Klaus. “Farmacologia — Texto e Afias” 4 ed, Porto
Alegre: Artmed, 2004,

Lunardi, Fabiane ef al. “Trypanocidal and Leishmanicidal properties of substitution-
containing chalcones’. Antimicrob. Agents Chemother., v. 47, n. 04, p. 1448~
1451, 2003,

Lyman, W. J.; Reed, W. F.; Rosenthal, D. H.; Hill, Mcgraw. “Handbook of chemical
properly estimation” 1982.

Mann, S. “Crystallochemical strategies in biomineralization”. In “Biomineralization,
Chemical and Biochemical Perspectives” (Mann, S ef al, eds}, p. 35-62,
Weinheim: VHC, 1989.

Marzzoco, Anita & Torres, Bayardo Baptista. “Bioquimica Bésica”. 22 ed, Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1999.

Mayer, R. ef al. “Peptide derivatives specific for a Plasmodium falciparum
proteinase inhibit the human erythrocyte invasion by merozoites”. J. Med.
Chem., v. 34, p. 3029-3035, 1991.

McGowan. “Tenside Surfactants®. 27:229-230, 1990.

Mckerrow, James H; Sun, E.; Rosenthal, Philip J.; Bouvier, Jacques. “The
proteases and Pathogenicity of Parasitic Protozoa™. Ann. Rev. Microb., v. 47, D.
821-853, 1993.

Mcquarrie, Donald A. & Simon, John D. “Physical chemistry: a molecular
approach”. Sausalito, California: University Science Books, 1997.

Meyers, Drew. “Surfaces, interfaces and colloids: Principle and aplications”. 22 ed,
Wiley-VCH, Myers, 1999, cap. 11.

Morgon, Nelson Henrique."Computagdo em quimica tedrica: informacbes
técnicas™. Quim. Nova, v. 24, n. 5, p. 676-5682, 2001.

178



Morrison, R. & Boyd, R. “Quimica Orgénica”. 13" ed, Lisboa: Fundacgao Calouste
Gulbenkian, 1896.

Mundin, Kieber C. “Modelagem Molecular aplicada a sdlidos e biomoléculas”. in
Anais — [V Escola do CBPF, Rio de Janeiro, 15 a 26 de jutho de 2002, Ligia
MOCS Rodrigues ef al, editores, CBPF/ Ao Livro Técnico, Ric de Janeiro, 2003.

Murray, Robert K., Granner, Daryl K., Mayes, Peter A, Rodwell, Vicior W.,
“Harper: Bioguimica” 9 ed. S&o Paulo, ed. Atheneu, 2002.

Myrdal, P. B.; Krzyzaniak, J. F.; Yalkowsky, S. A “Modified Trouton's rule for
predicting the entropy of boiling”. Ind. Eng. Chem. Res., v. 35, p. 1788-1792,
1996,

Neves, Pereira David. “Parasifologia Humana”, 10® ed. Sao Paulo: ed. Atheneu,
2000,

NiH - Center for molecular modeling. Disponivel em:
hitp:/lemm.info.nin.govl/iniro_simulation/course_for himihimj. Acesso em
23/05/2003.

Norgwyn Montgomery Software Inc. — Geometry Optimiztion: Molecular Mechanics
Minimizers. Disponivel em: hitp:./Aiwww. norgwyn.com/mmegeom.himl . Acesso
em 20/12/2003.

NorGwyn monigomery SoftwareTM Inc. 1992-2000. Molecular Modeling ProTM.
Manual, 42 ed., Quinn, James A.

Ckamoto, André Kimura. “Esfudo Tedrico das Relagbes CEstrutura-Atividade
Biolbgica sobre a Inibicdo por Cumarinas da Mutagénese Induzida pela 2-
amino-3-mefilimidazo [4,5 — f] quinolina em Saimonella typhimurium TA98".
2002. 51 {. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica,
Departamento de Fisico-quimica, Unicamp, Campinas — SP.

Oliveira, D. B.; Gaudio, A. C. BuildQSAR: A new computer propgram for QSAR
analisys. Quantitative Structure.-Active Relatioship, v.19, n. 06, 2001.

OMS - Organizacdo Mundial de Saude. Disponivel em: hitp:./fwww. who.inten/ ,
acesso em 15/10/2003.

Pagola, S. ef al. “The structure of malaria pigment (B-haematin)™. Nature, v. 404, p.
307-310, 2000.

Patrick, Graham L. “An Infroduction to Medicinal Chemistry”. 2* ed. New York:
Oxford University Press, 2001.

Pilar, Frank L. “Elementary Quantum Chemistry”. 2" ed. McGraw-Hill, 1990.

179



Pople, J. & Beveridge, D. “Aproximate Molecular Crbital Theory”. Mc Graw-Hill,
1870.

Quinn, James A. “A new method for the calculation of hydrophilic surface area
(HSA) from structure”. Norgwyn Montgomery Software Inc. Disponivel em:
nito /hwww.norgewyn.com/hsa zip . Acesso em 23/05/2003.

Rang, H. P. & Dale, M. M. “Farmacclogia”. 2° ed. Rio de janeirs: ed. Guanabara
Koogan, 1993.

Ratner, Mark A. & Schatz, George C. “Infroduction to Quantum Mechanics in
Chemistry”. New Jersey: Prentice Hall, 2001.

RBM — Roll Back Maiaria. Disponivel em: hitp:/iwww rbm.who.int/ acesso em
15/10/2003.

Rey, Luls. “Parasitologia: parasitos e doencas parasitéria do homem nas Américas
& na Affica”. 2° ed. Rio de Janeiro: ed. Guanabara Koogan, 1991.

Rogers, Donalds W. "Computational chemisiry using the PC”. 2° ed, New York:
VHC Publishers, inc, 1994.

Roitt, lvan; Brostoff, Jonathan; Male, David. “iImunologia”. 52 ed. Sao Paulo: ed.
Manole, 1999.

Rosenthal, Philip J. ef al. “Identification of three stage-specific proteinases of
Plasmodium falciparum”. J. Exp. Med., v. 166, p. 816-821, 1987.

Rosenthal, Philip J. “Proteases of malaria parasites: new fargets for
chemotherapy”. Emerg. Infect. Dis., v. 4, n. 1, p. 49-57,1998.

Rosenthal, Philip J.; Sijwali, Puran S.; Shenai, Bhaskar R. “Cysteine proteases of
malaria parasites: targets for chemotherapy”. Curr. Pharm. Des., v. 8, n 18, p.
1659-1672, 2002.

Rubin, Emanue! & Farber, John L. “Pafologia”. Rio de Janeiro: Interlivros, 1990.

Sabnis, Yogesh A.; desai, Prashant V.; Rosenthal, Philip j.; Avery, Mitchell A.
“Probing the structure of falcipain-3, a cysteine protease from Plasmodium
falciparum: Comparative protein modeling and docking studies”™. Profein Sci., v.
12, p. 501-509, 2003.

Segurado, Aluisio Augusto Cotrim; Di santi, Silvia Maria; Shiroma, Mario."In vivo
and in vitro Plasmodium falciparum resistance to chloroguine, amodiaquine and
quinine in the brazilian Amazon®. Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo, v. 38, n. 02, p.
85-90, 1997.

180



Shenai, Bhaskar R., Semenov, A V.; Rosenthal, Philip. J. “Stage-specific
antimalarial activity of cysteine protease inhibitors”. Biol. Chem., v. 383, n. 5, p.
843-847, 2002.

Silva, Penildon. “Farmacologia”. 4° ed, Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1994,

Silverman, Richard B. “The organic chemistry of drug design and drug action”. San
Diego: Academic Press, 1992,

Sinden, R. E. “Excystiment by sporozoites of malaria parasites”™. Nature, v. 252, p.
314, 1974,

Sullivan, David J. ef al. “On the molecular mechanism of chicroquine’s antimalarial
action”. Proc. Nall. Acad. Sci. U. 8. A. v. 93, p. 11865-11870, 1996.

Sullivan, David J. “Theories on malaria pigment formation and guincline action”.
int. J. Parasifol, | v. 32, n. 13, p. 1645-1653, 2002.

Tamta, Hemlata & Mukhopadhyay, Anup K. “Biochemical targets for malaria
chemotherapy”. CRIPS, v. 04, n. 01, 2003,

Thomas, Gareth. “Quimica Medicinal: uma infrodugdo”. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2003.

Topliss, J. G. & Costello, R. J. “Chance Correlations in Structure-Activity Studies
using Multipie Regression Analysis”. J. Med. Chem., v.15, p. 1066-1068, 1972.

Trager, W. & Jensen, J. B. "Human malaria parasites in continuos culture”.
Science, v. 193, p. 873-675, 1976.

Unger, S. H. & Hansch, C. “On model building in structure-activity relationships. A
reexamination of adrenergic blocking activity of p-halo-B-arilalkylamines™. J.
Med. Chem., v. 16, n. 07, p. 745-749, 1973.

Veber, D. F.; Johnson, S. R.; Cheng, H-Y.; Smith, B. R.; Ward, K. W.; Kopple, K.
D. “Bioavailability”. J. Med. Chem., v. 45, p. 2615-2623, 2002.

Verloop, A.; Hoogennstraaten, W.; Tipker, J. “In drug Design”. Ed. J. Ariens., p.
165-207, 1976.

Viswanadhan, V. N.; Ghose, A. K.; Revankar, G. R.; Robins, R. K “Atomic
Physicochemical Parameters for Three Dimensional Structure Directed
Quantitative Structure-Activity Relationships. 4. Additional Parameters for
Hydrophobic and Dispersive Interactions and Their Application for an Automated
Superposition of Certain Naturally Occurring Nucleoside Antibiotics™. J. Chem.
inf. Comput. Sci,, v. 29, p. 163-172, 1989.

181



Voet, Donald; Voet, Judith G.; Pratt, Charlotte W. “Fundamenio da Bioguimica”.
Traducgao: Arthur Germano Fett Neto ef al. Porto Alegre: Artmed, 2002.

Wang, Renxiao; Fu, Ying; Lai, Luhua. “A new atom-additive method for calculating
partition coefficients”. J. Chem. Inf. Comput. Sci, v. 37, n. 03, p. 615-621, 1997,

Wernsdorfer, W. H & MCgregor, L. “Malaria: Principles and Practice of
Malarioiogy”. Edinburgh: Churchill Livingstone, 1988.

Wiser, Mark F. Tulane University. “Mechanisms of Drug Action and Resistance
(Focus on Antimaiarials)”, 2003. Disponivel em:

hitp:/lwww tulane edu/%7Ewiser/, acesso em 11/06/2003.

Wiser, Mark F. Tulane University. “Biochemistry of Plasmodium®, 1999. Disponivel
em: hitp:/iwww tulane edu/%7Ewiser/, acesso em 11/06/2003.

Htip:/wewew Dicinformatics leeds e uk/br. Acesso em 24/11/2003,

htio/iwwaw. caos.kun.nl/ Acesso em 24/11/2003.

nitp:/www. cde.gov. Acessc em 24/11/2003.

http:/iwww. chemkeys.com/bra/md/mdhtm Acesso em 24/11/2003.

http /Awww. cmpharm ucsf.edu/cohen/. Acesso em 24/11/2003.

http:/flwww hanzeplein.nlftropenzorg/malaria. html. Acesse em 24/11/2003.

hitp./Awww. noragwyn.com/hsa.zip. Acesso em 24/11/2003.

http:/fiwww traveldoctor.co.uk/malaria htm . Acesso em 24/11/2003.

182



