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RESUMO

Pretendemos dar continuidade a analise SAR (Structure-Activity
Relationships) de neolignanas testadas em leishmaniose visceral, iniciada
por nés em meados de 1991.Uma série de 20 neolignanas, sendo 11 inativas
e 9 ativas em Leishmania donovani, foi submetida a calculos de otimiza¢ao
de geometria e de parametros fisico-quimicos, a fim de realizarmos SAR,
usando-se métodos de Reconhecimento de Padrdes (RP).

Com o objetivo de obtermos maiores informagdes sobre a relacao
entre a estrutura das neolignanas e a sua atividade bioldgica (AB), uma série
de novos parametros fisico-quimicos (FQ) foi incluida na analise. Observou-
se significativa melhora nos resultados, com os quais foi possivel estabelecer
uma ordem relativa de AB para os referidos compostos.

A seguir, os métodos RP foram comparados a Regressao Linear Multipla
(RLM), com o intuito de investigarmos a aplicabilidade de RP em SAR. Os
resultados obtidos nos confirmaram a capacidade de RP em separar os
compostos com maior AB daqueles com menor AB.

A andlise conformacional das neolignanas foi aprimorada, através de
calculos de solvatacdo das mesmas, em agua. Obtivemos, com isto,
indicagdes sobre a conformagdo ativa dos compostos. Comparagdes entre os
minimos locais encontrados para as neolignanas e a geometria de outros
compostos ativos em leishmaniose, bem como estudos sobre a geometria da
arginina (possivel receptor de drogas ativas em leishmaniose), confirmaram a

nossa suposicao sobre a conformacao ativa.
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ABSTRACT

We continue to work on SAR analysis (Structure-Activity Relationships) of
neolignans tested against visceral leishmaniasis; we initiated these studies in the middle of
1991. Conformational analysis of a series of 20 neolignans, 11 of which are inactivies and
9 are activies against leishmaniasis, was first performed. Then, phisico-chemical (PC)
parameters were calculated in order to perform a SAR, using Pattern Recognition methods
(PR).

In order to obtain more informations about the relationships between the neolignan
structures and their biological activity (BA) against leishmaniasis, a series of new PC
parameters were included in the analysis. A significant improvement was obtained. It was
possible to stablish a relative order of BA to the refered compounds.

In the next step, the PR methods were compared with Multiple Linear Regression
(MLR). The purpouse of the comparison was to investigate the aplicability of PR in SAR.
The results confirmed that PR are capable of separating the compounds with higher BA of
those with lower BA.

Conformational analysis of neolignans was improved by taking account of the
effects of solvent water on the compounds. We obtained some indication about the active
conformation of the compounds. Comparisons between the local minima found to
neolignans and the geometry of the other compounds that are activies in leishmaniasis, as
well as studies about the geometry of arginine (a possible receptor of drugs activies against

leishmaniasis), have confirmed our suposition about active conformation.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1 - A LEISHMANIOSE E AS NEOLIGNANAS

A leishmaniose ¢ uma doenga tropical causada por um protozoario, o Leishmania.
Atinge cerca de 400 mil pessoas por ano, ndo s6 nos paises mais pobres, mas também nos
desenvolvidos. A leishmaniose apresenta caracteristicas clinicas e epidemiologicas

diversas, em cada area geografica, sendo reunidas em quatro grupos [2]:

1 - Formas que produzem apenas lesdes cutaneas - leishmaniose cutanea.

2 - Formas que se complicam com o aparecimento de lesdes destrutivas nas mucosas do
nariz, boca e faringe - designadas leishmaniose mucocutanea.

3 - Formas viscerais, atingindo o bago, figado, medula o6ssea e tecidos linfoides -
leishmaniose visceral ou calazar.

4 - Formas disseminadas cutaneas, que se apresentam em pacientes que haviam sido

tratados de leishmaniose visceral- é a leishmaniose cutanea difusa.

A leishmaniose cutanea ¢ doenca benigna, a mucocutinea pode causar lesdes
mutilantes na face, ao passo que a forma visceral ¢ acompanhada de elevada mortalidade,
quando ndo tratada. Os parasitos isolados de todos os casos ndo sdo idénticos entre si,
existindo vérios tipos de Leishmania, para cada forma de leishmaniose.

A classificagdo e a nomenclatura das leishméanias oferecem grandes dificuldades,
pois apesar de todas as espécies serem morfologicamente parecidas, causam doencas com
caracteristicas clinicas muito diferentes e peculiares, que ndo se pode considerar todos
como um mesmo agente patogénico. A identificacdo dos diferentes tipos de Leishmania é
baseada no quadro clinico que produzem e também nas caracteristicas geograficas e
epidemioldgicas. Esses critérios, entretanto, ndo sdo muito aceitaveis e até agora nao se

chegou a uma classificagao com aceitacao universal.
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Atualmente, aceita-se como razoavel classificar as leishmanias que atacam o
homem, em complexos fenotipicos, agrupados em dois subgéneros: Viannia e Leishmania.

O subgénero Viannia compreende o complexo "Leishmania brasiliensis", enquanto
o subgénero Leishmania compreende os complexos "Leishmania mexicana" e Leishmania

donovani".

Subgénero Viannia

Complexo "Leishmania brasiliensis"

Os parasitos tém tamanho relativamente pequeno, em torno de 2,3 um; nao
provocam a leishmaniose visceral, causando apenas a forma cutinea. As lesdes no homem
podem ser simples ou multiplas, os parasitos ndo sdo abundantes nas lesdes e crescem
pobremente em meios de cultura.

Os membros desse complexo sdo: 1) Leishmania (Viannia) brasiliensis, que
apresenta ampla distribuicdo no Brasil, Venezuela, Guiana Francesa, América Central e nas
areas florestais dos Andes. Forma tlceras cutaneas persistentes, acompanhadas de lesdes
nasofaringianas destrutivas e desfigurantes. A doenca ¢ conhecida por leishmaniose
mucocutanea, tlcera de Bauru e ferida brava. 2) Leishmania (Viannia) guyanensis, aparece
na Venezuela, Guiana, Suriname e Brasil. Causa ulceracdes simples ou multiplas, mas nao
ataca as mucosas. 3) Leishmania (Viannia) panamensis, ¢ encontrada no Panama, produz
lesdes unicas ou pouco numerosas € se propaga as mucosas. 4) Leishmania (Viannia)
peruviana, que distingue-se das demais leishmanioses americanas por encontrar-se longe
das areas florestais, em vales muito elevados e secos dos Andes, na Bolivia, Peru, Equador,

Colombia e Venezuela.
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Subgénero Leishmania

Complexo "Leishmania mexicana"

Os parasitos medem cerca de 3,2 um e crescem rapidamente nos meios de cultura e
no hamster, produzindo neste animal lesdes ricas em parasitos. No homem, as lesoes
localizam-se na pele e sdo benignas. Os animais reservatorios sdo roedores e marsupiais
que apresentam lesdes muito discretas, principalmente na cauda.

Os membros desse complexo sdo: 1) Leishmania (Leishmania) mexicana, que
encontra-se no México, Guatemala e Belise, causando ulceras benignas na pele e com
tendéncia para a cura espontanea; 2) Leishmania (Leishmania) pifanoi, a qual tem sido
isolada de alguns casos de leishmaniose cutaneo difusa, na Venezuela; 3) Leishmania
(Leishmania) amazonensis, peculiar a Bacia Amazonica, sendo encontrada nas regides
Nordeste, Centro-Oeste ¢ Sudeste do Brasil, sendo que raramente a infec¢do atinge o
homem e, quando o faz, produz lesdes cutidneas unicas; 4) Leishmania (Leishmania)
venezuelensis, que causa lesdes nodulares e, 5) Leishmania (Leishmania) garnhami, que

causam lesdes tnicas ou multiplas, curando-se naturalmente em seis meses.

Complexo "Leishmania donovani"

Os parasitos sao de pequeno tamanho (2,1 um de didmetro) e mostram forte
tendéncia de invadir as visceras, atingindo o bago, figado, medula 6ssea e o6rgaos linfoides.
Os membros deste complexo sdo as trés espécies seguintes: 1) Leishmania (Leishmania)
donovani, que encontra-se em paises asiaticos e na africa Oriental. Infecta individuos
adultos e ¢ transmitida por flebotomineos. A doenca chama-se leishmaniose visceral ou
calazar indiano. 2) Leishmania (Leishmania) infantum, que infecta principalmente criangas
em areas do Mediterraneo, africa Oriental, Proximo Oriente, asia Soviética e Norte da
China. A doenga ¢ o calazar infantil. 3) Leishmania (Leishmania) chagasi, que ataca tanto

criangas como adultos e ocorre nas américas.



XXV

Vetores

Os insetos vetores das leishmanioses sdo pequenos, cor de palha ou castanho-claros,
facilmente reconheciveis pela atitude que adotam quando pousados, pois as asas
permanecem entreabertas e ligeiramente levantadas, em vez de se cruzarem sobre o dorso
(figura 1). Por isso, s3o conhecidos no Nordeste brasileiro por "cangalha", orelha-de-veado
e "asa-dura"; no sul, por "mosquito-palha" e "birigiii"; na Amazoénia, ¢ "tatuira". Pertencem

a familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae.

T T AT

Figura 1 - "Mosquito-palha", vetor da leishmaniose.

A infecgao dos insetos da-se quando eles se alimentam, sugando sangue de um paciente ou
animal infectado.

A forma de leishmaniose abordada neste trabalho ¢ a visceral, causada por
Leishmania donovani. No Brasil, a leishmaniose visceral tem sido detectada em todos os
estados costeiros, do Para ao Parana e no interior de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do

Sul, mas o maior nimero esta no Nordeste, sobretudo no Ceara [3]. Em meados de 1994,
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um surto de leishmaniose atingiu Campinas-SP, tendo sido registrados 33 casos. Também
foram confirmados 22 casos em Indaiatuba-SP e um nimero menor em outras cidades dos
arredores.

A leishmaniose visceral ou calazar, durante muito tempo foi confundida com outras
endemias, devido a sua semelhanga com outras moléstias tropicais de carater febril e,
também, devido ao fato de ndo chamar a atengdo por lesdes facilmente visiveis. O calazar
caracteriza-se por produzir febre irregular e anemia na sua fase terminal. No local da picada
dos insetos vetores pode formar-se pequeno nodulo endurecido (de alguns milimetros) de
cor palida ou levevente pigmentada. Esta lesdo inicial localiza-se de preferéncia no rosto e
desaparece antes que surja o quadro sintomatico tipico.

Na maioria dos casos estudados, a leishmaniose visceral ou comeg¢a de modo
gradual, imperceptivelmente, com perda de apetite, palidez e ligeiro aumento do bago, com
elevagdo da temperatura, depois; ou entdo, de forma abrupta, com febre alta (39,5-40 °C),
continua ou ndo, lembrando infec¢des intestinais, febre tiféide ou malaria. O aumento do
volume do bago ocorre com relativa rapidez. Com o progredir da doenga, acentua-se a
anemia ¢ ha marcada tendéncia as hemorragias. A evolucao da doenca pode ser rapida,
levando o paciente a morte dentro de algumas semanas ou alguns meses [2].

A prevencdo da doenca depende em grande parte de evitar-se o contato com o vetor.
Os medicamentos nem sempre sdo efetivos e requerem repetidos e extensos periodos de

tratamento.

Medicamentos

A primeira linha de medicamentos para a leishmaniose visceral ¢ constituida pelos
antimoniais pentavalentes. Duas drogas siao atualmente usadas: o antimoniato de
meglumine e o estibogluconato de sédio (figura 2). Sdo produtos quimicamente similares e
com mesmo grau de toxicidade. Com ambos os produtos, manifestam-se efeitos colaterais

como anorexia, nauseas, vomitos, mal-estar, dor de cabega e, as vezes até lesao renal [2 ].



XXVi1

N
H,C —NH,~CH,

H.C —OH HC —OH
HC —OH
HC —OH HC —OH
HO o
HO —CH >Sb// HCl —0 \OIH o\ ’/o —C|H No. - o
a, + 9H. O
N 3 2
HC|_OH HO O HC|—O—Sb—O—Sb—O—CH
HC —OH HC —O 0 —<CH
0
H,C —OH 0
o _
0
a) b

Figura 2 - Medicamentos usados atualmente contra a leishmaniose; a) antimoniato de meglumine e

b) estibogluconato de sodio.

Pode ocorrer auséncia de resposta ao tratamento e, nesse caso, deve-se passar a
segunda linha de medicamentos, que sao as Diamidinas Aromaticas. Estas sdo mais toxicas
do que os primeiros. Sdo eliminados do sangue lentamente, sendo excretadas pela urina
durante varias semanas. Os efeitos toxicos imediatos sdo: hipotensdo, dor de cabega,
fraqueza, dificuldade de respiracdo, sudorese, sensacao de formigamento, vomitos. Nos
tratamentos prolongados podem produzir-se lesdes hepaticas, pancredticas, renais ¢ do
sistema nervoso.

A anfotericina B ¢ também um produto de eliminagdo lenta e os efeitos colaterais
mais comuns, sdo: anorexia, nauseas, febre, calafrios, anemia. Pode haver produgao local
de tromboflebite. Por estes motivos, tem-se procurado desenvolver medicamentos menos
nocivos ao organismo humano, a base de compostos organicos.

Calcula-se que o Brasil disponha de aproximadamente 55 mil espécies vegetais
(Barata, L.E.S - comunicagdo pessoal) e provavelmente 18% delas deve -conter
propriedades terapéuticas. Entretanto, o pais chega a importar matéria-prima para 90% dos
remédios sintéticos consumidos pela populacdo, gastando com isto, 2 a 3 bilhdes de dolares
por ano [3]. Esses nimeros mostram a necessidade de se explorar a nossa flora, no sentido
de se investigar as espécies com propriedades medicinais e seus principios-ativos, com a

finalidade de produzir-se novos medicamentos, mais baratos, talvez mais eficientes do que
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aqueles usados atualmente e com a possibilidade de se encontrar espécies ativas para
doengas , as quais a cura ndo ¢ ainda conhecida.

Ultimamente, a quimica e atividade bioldgica de um certo grupo de compostos,
denominados Neolignanas, tém despertado grande interesse. Neolignanas sdo dimeros
formados pelo acoplamento oxidativo de alil e propenil fenois; esses compostos sao
encontrados em plantas da familia Myristicaceae, sendo o género Virola o mais
representativo nas Américas [4].

Em 1970, foram realizados os primeiros estudos pelo grupo do professor Dr. L.E.S.
Barata (IQ - UNICAMP), das folhas de Virola surinamensis, uma arvore da familia
Mpyristicaceae, abundante na Amazdnia. O extrato bruto dessas folhas apresentou atividade
nos ensaios de protecdo contra a penetragdo de cercarias do Schistosoma mansoni em
camundongos. O fracionamento desse extrato levou ao isolamento de uma mistura de duas

neolignanas denominadas Surinamensina (a) ¢ Virolina (b), mostradas na figura 3 [4].



XXviil

OCH

CH, o
H,CO _
OH CH,
H,CO
R
a) R = -OCHj; (Surinamensina) b) R = H (Virolina)

Figura 3 - Os compostos a (Surinamensina) ¢ b (Virolina) foram isolados do extrato bruto de folhas
de Virola surinamensis ¢ mostraram protecdo contra a penetracdo de cercarias de Schistosoma

mansoni, pela pele.

Com a finalidade de investigar a atividade bioldgica de neolignanas, 0 mesmo grupo
citado acima sintetizou uma série de compostos analogos aqueles naturais da figura 3, e os
submeteu a avaliagdes nos ensaios antifungico, antibacteriano, anti-leishmaniose, anti-
esquistossomose, anti-PAF (Fator de Agregacao Plaquetaria) e anti-cancer, tendo mostrado
especial interesse em se investigar os fatores responsaveis pela atividade anti-leishmaniose
e assim, sintetizar compostos potencialmente mais ativos.

Estudos anteriores realizados com vinte neolignanas (tabela 2) testadas em
leishmaniose visceral nos deram informagdes sobre as conformagdes mais provaveis [5],
mas as relagdes estrutura-atividade obtidas nao foram satisfatorias; assim, continuamos esse
trabalho a fim de melhorarmos os resultados obtidos [1, 6]. Para isso, tragamos um roteiro

de estudo seguindo os objetivos descritos no final deste capitulo.

1.2 - ENSAIOS BIOLOGICOS

As neolignanas da tabela 2 foram testadas contra Leishmania donovani na London
School of Hygiene and Tropical Medicine - University of London, sob coordenagao do Dr.

Ralph Neal inicialmente e depois, do Dr. Simon Croft. Os ensaios in vivo foram realizados
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apenas para alguns dos compostos citados, enquanto que os testes in vitro foram realizados
para todos; sendo assim, utilizaremos os resultados dos testes in vitro.

Nos ensaios in vitro foram utilizados macréfagos peritoneais de hamsters,
infectados com amastigotas (c€lulas do leishmania); as drogas foram adicionadas ao meio
de cultura e apds 7 dias de exposicdo a droga, os macrofagos foram fixados e tingidos com
Giensa. A proporcdo de macrofagos livres de amastigotas foi determinada
microscopicamente. As concentragdes iniciais de cada composto testado foram de 300 e
100 uM, e onde a eficacia foi observada, a concentra¢do foi reduzida (3 dilui¢des) nos
experimentos subsequentes, até que uma atividade baixa ou nula fosse mostrada. Os
resultados foram analizados utilizando regressao linear e teste T para a significancia
estatistica [7].

Neste trabalho, foram analizados ndo s6 os compostos ativos, mas também os
inativos, pois os métodos que utilizamos (Reconhecimento de Padrdes) requerem os dois

tipos de compostos.

1.3 - COMPOSTOS ESTUDADOS

As neolignanas estudadas neste trabalho estdo dispostas na figura 4a e na tabela 2.
No planejamento de farmacos usando quimica teorica, a etapa mais importante do trabalho
¢ a analise conformacional dos compostos, pois devemos procurar entre os minimos locais,
aquele com maior probabilidade de ligar-se ao receptor; esse minimo ¢ denominado
“conformagao ativa” e assim, todas as propriedades fisico-quimicas sdo calculadas para os
compostos nessa conformagao.

Em moléculas flexiveis como as neolignanas, que possuem 4 eixos de rotacao livre
no seu esqueleto, varios minimos locais sdo encontrados.

Como veremos adiante, no capitulo 2, sobre a metodologia, varias consideragdes
foram feitas na tentativa de encontrarmos a conformacao ativa mais provavel. Além disso,
procuramos na literatura outras séries de compostos ativos em leishmaniose, a fim de
compararmos a sua geometria com a das neolignanas.

Entre todos os compostos com atividade em leishmaniose que encontramos na

literatura [8 - 17], uma série de aminocetonas apresentou alguma semelhanca com as
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neolignanas, pois ambas as classes de compostos apresentam dois anéis fenilicos com uma
carbonila entre eles. As aminocetonas sdo mostradas na tabela 1 e figura 4b.

Sabe-se que muitas aminocetonas sdo capazes de inibir uma enzima importante
(2,3-oxidosqualeno lanosterol-ciclase) utilizada na biossintese de esterdis de fungos. As
aminocetonas estudadas aqui mostraram também, atividade anti-leishmaniose [8]. As
membranas celulares, tanto de fungos como do Leishmania, contém ergosterol, em
contraste com as membranas celulares de mamiferos que possuem colesterol; a diferenga
(embora ainda desconhecida) entre a enzima "chave" na sintese de esterdis do Leishmania e
dos mamiferos, a torna um alvo a pesquisa de novos compostos anti-leishmaniose.

Paralelamente a pesquisa das aminocetonas, encontramos outros estudos que
revelam um possivel sitio ativo as drogas anti-leishmaniose.

Protozoarios parasitas sao agentes causadores de uma variedade de doengas fatais,
como ¢ o caso do Leishmania. Foi observado [18] que esses protozodrios nao possuem a
habilidade de sintetizar purinas, mas captam do hospedeiro, usando enzimas especificas no
processo, sendo a adenosina-kinase uma delas. Pesquisadores de vérios laboratdrios
concentraram sua aten¢ao nessas enzimas e foi revelado que o aminoacido arginina esta
presente apenas na adenosina-kinase do Leishmania donovani, nao estando presente a
mesma enzima de hamsters, um hospedeiro natural do Leishmania donovani.

Ghosh, M. e Datta, A.K., observaram que reagentes especificos da arginina -
fenilglioxal (PGO), butano-2,3-diona e ciclohexano-1,2-diona - inativam a enzima
irreversivelmente. Em contraste, a adenosina-kinase de hamster é insensivel a estes
reagentes [18].

Como veremos no capitulo 8, a arginina possui geometria favoravel a interacdo com
um dos minimos locais das neolignanas. Essa conformacdo, por sua vez, ¢ semelhante ao
minimo global das aminocetonas. Isso sugere que a arginina também poderia ser o sitio
ativo das aminocetonas. Assim, a arginina poderia ser a “diferenca” citada entre a enzima
“chave” na sintese de ester6is do Leishmania e de mamiferos. Entretanto, isto ¢ apenas
uma suposi¢ao baseada na semelhanca geométrica dos compostos em estudo.

Na tabela 2, os compostos numerados de 1 a 20 sdo neolignanas pertencentes ao
conjunto treinamento, isto ¢, sao aqueles ja ensaiados em leishmaniose [7], sendo inativos

os 11 primeiros e ativos os restantes.
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R4(15)

H23

R22

a) NEOLIGNANAS b) AMINOCETONAS

Figura 4 - a) Estrutura bésica das neolignanas, sendo R1 a R8 os substituintes mostrados na tabela 2 e X,
oxigénio ou enxofre; tl e t2 sdo os eixos de torsdo referentes aos angulos diedros 14-13-12-6 e 18-17-13-12;
os dois anéis fenilicos das neolignanas foram identificados por anel (1) e anel (2), para facilitar a discussdo no
decorrer do trabalho. b) Estrutura basica das amino-cetonas estudadas, sendo R11, R22 ¢ R24 os substituintes

mostrados na tabela 1.

Obs: A numeracdo para as figuras 4 a e 4 b, embora nao seja convencional, sera utilizada neste

trabalho para facilitar a discussao.
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Tabela 1 - Aminocetonas ativas em leishmaniose; EDs, ¢ uma medida de atividade bioldgica que
indica a concentracdo molar, correspondente a 50% da dose efetiva, sendo que quanto maior o valor

da dose efetiva, menor a atividade biologica.

COMPOSTO | R11 R22 R24 ATIVIDADE
(EDsp)
1 H (CH»),-NH, H 0,6
2 Cl (CH,),-NH, H 0.9
3 H (CH,)s-NH, H 0.7
4 H | -CH,-O-(CH2)¢-NH, | CH; 3.5
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Tabela 2 - Os compostos numerados entre 1 e 20 sdo neolignanas e¢ foram ensaiados em
leishmaniose [7], sendo onze inativos (-) € nove ativos (+). As posicdes dos substituintes, R e X, sdo

mostrados na figura 4a.

COM- 1 R, R, | Ry | Ry R; R R, Ry | X | ATIV
POSTO IDAD

E
1 H H |=0]| H H H H H |0 -
2 H H |=0]| H H H Cl H |0 -
3 H H |=0]| H H H -OCH3 H |0 -
4 H H |=0| H |-O0CH3| H H H |0 -
5 |-OCH3 |[-OCH3 | =0 |CH3| H H H H |0 -
6 |-OCH3 |-OCH3| =0 | CH3 |-OCH3 | H H H |0 -
7 |-OCH3 [-OCH3 | =0 | CH3 | -OCH3| H |(CH),CH;| H |O]| -
8 H H |[=0| H | NO, | H H H |0 -
9 H H |=0]| H H | -CH3 H H |0 -
10 |-OCH3|-OCH3| =0 |[CH3 | H H H H | S| -
11 H H |=0]| H H H H H | S| -
12 |-OCH3|-OCH3 | =0 | H H H -OCH3 H |0 +
13 | -OCH3 [-OCH3 | =0 | H |-OCH3| H H OCH3 | O | +
14 | -OCH3 |[-OCH3|=0| H |-OCH3| H |(CH,CH;| H |O]| +
15 OH |-OCH3 | H | CH3 |-OCH3| H |(CH),CH;|-OCH3| O | +
16 | -OCH3 [-OCH3 | H | CH3 |-OCH3 | H |(CH),-CH;|-OCH3| O | +
17 H H |=0|CH3| H H Cl H | s | +
18 |-OCH3 |-OCH3 | =0 |CH3 | H H -CH3 H | s | +
19 |-OCH3 [-OCH3 | =0 | CH3 | H H Cl H |0 +
20 |-OCH3 |-OCH3 | =O | CH3 | H H Cl H | s | +
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1.4 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo mostrados a seguir:

- Procura de descritores (ou parametros) fisico-quimicos que expliquem a atividade
anti-leishmaniose das neolignanas estudadas, através da inclusdo de novos parametros em
adicao aqueles ja calculados em trabalhos anteriores [1, 6].

- Verificagdo da aplicabilidade dos métodos de Reconhecimento de Padrdes (RP)
em SAR (Relagdes entre estrutura quimica e atividade biologica), utilizados neste trabalho,
através de estudos comparativos entre os mesmos ¢ Regressao Linear Multipla (RLM) que
¢ um método estatistico comumente usado em estudos de QSAR (Relagdes Quantitativas
entre Estrutura-quimica e Atividade bioldgica).

- Verificacdo do efeito da solvatacdo em agua, sobre as conformagdes encontradas
anteriormente [5 | para as neolignanas isoladas.

- Comparacao entre as conformacdes encontradas para as neolignanas e as
conformagdes de outros compostos ativos em leishmaniose, com a finalidade de obtermos
alguma indica¢do sobre a conformacao ativa das neolignanas;

- Comparagdo entre as conformagdes das neolignanas e a geometria do possivel
receptor;

- Calculo dos parametros fisico-quimicos, para a conformagao supostamente ativa;

- Estabelecimento de relagdes entre a atividade anti-leishmaniose e a estrutura
quimica das neolignanas;

- Sugestao de novos compostos para sintese;

- Proposta de um roteiro de analise SAR, usando-se apenas quimica teorica e
computacional, para séries de compostos que apresentem semelhancas aqueles que estamos

estudando, com relagdo a diversidade de substituintes e a falta de valores de AB.



XXXV

CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 - ANALISE CONFORMACIONAL E A SOLVATACAO EM AGUA.

A primeira etapa no planejamento de farmacos, usando quimica computacional, ¢ a
determinagdo da geometria na qual serdo calculados os parametros fisico-quimicos para
correlacionar com a atividade biologica. Se a molécula em questdo for rigida, esta
geometria procurada podera ser o seu minimo global; entretanto, para moléculas flexiveis,
com varios eixos de rotagdo livre, mais de uma conformagdo de minima energia sera
produzida numa andlise bem detalhada.

Geralmente, numa molécula com dois eixos de rotacdo livre por exemplo, um dos
eixos ¢ mantido fixo e o outro girado de 0 a 360 graus, a cada 15 ou 10 graus; em seguida,
0 primeiro eixo que estava fixo ¢ girado de 10 ou 15 graus e fixado nessa posicao enquanto
o outro ¢ girado novamente de 0 a 360 graus. Todos os valores de energia produzidos sao
anotados e entdo podemos verificar as posi¢cdes de minima energia.

Nem sempre o minimo global ¢ a conformagdo adequada para correlagdo com a
atividade bioldgica, pois o planejamento de farmacos envolve a procura da conformagao
ativa, isto ¢, aquela que melhor se ajusta ao receptor.

Em estudos anteriores, uma metodologia envolvendo termodinadmica estatistica foi
aplicada ao nosso conjunto de compostos, apds termos obtido os respectivos minimos
locais, a fim de procurarmos entre eles, aquele com maior probabilidade de ser a
conformagdo ativa. Essa metodologia considera também que os fairmacos sdo moléculas
flexiveis, capazes de alterar a sua conforma¢do no momento de se ligar ao sitio receptor.
Esse estudo envolveu célculos de otimiza¢do de geometria com o método de mecanica
molecular (MM2), usando-se constante dielétrica para vacuo e para meio bioldgico, com
finalidades comparativas [5, 6]. Notamos, com esse estudo, a influéncia que a constante
dielétrica exerce sobre o valor da energia total calculada para cada conformacdo; essa

influéncia altera também a estabilidade relativa entre os minimos locais.
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Uma maneira mais realista de se considerar o meio em que o fAirmaco atua, seria
através da solvatacdo dos compostos em agua, um importante constituinte dos sistemas
bioldgicos. Normalmente, calculos de otimizagdo de geometria de farmacos sao realizados
na temperatura biologica [19].

Um sistema formado por um composto de interesse bioldgico, solvatado por
moléculas de 4gua, por exemplo, pode ser estudado pelo calculo de propriedades
termodinamicas de equilibrio, se conhecermos a fun¢ao de particdo.

A termodinamica estatistica permite quantificar as propriedades macroscopicas, a
partir das caracteristicas moleculares dos sistemas, uma vez que a termodinamica reflete o
comportamento médio do sistema. Assim, ¢ possivel calcular as propriedades
termodinamicas do sistema, a partir das interagdes intermoleculares. Para representar o
estado liquido, deve-se considerar a desordem do sistema, existindo assim inumeras
configuragdes possiveis, isto ¢, o sistema liquido ndo pode ser definido por uma unica
estrutura. Dessa forma, as equagdes de mecanica estatistica ndo possuem solugao analitica e
neste caso ¢ usado o calculo numérico. A simulagdo computacional pode ser definida como
uma determinagdo numérica computacional de propriedades termodinamicas, energéticas,
estruturais e dinamicas de um modelo matematico do arranjo molecular correspondente
[20]. Essas simulag¢des podem ser realizadas por meio probabilistico, usando o método de
Monte Carlo, ou por meio deterministico, integrando as equagdes de movimento de
Newton, com o0 método de dindmica molecular.

O método de Monte Carlo [21] envolve o uso de nimeros randémicos no calculo de
uma sequéncia de estados, cuja evolucdo ¢ determinada por eventos aleatdrios. Por
exemplo, supondo-se um sistema contendo N moléculas que interagem segundo uma
superficie de potencial conhecida e que estdo submetidas a condi¢des externas controladas
(temperatura, pressao, etc), configuragdes espaciais sdo geradas aleatoriamente e aceitas ou
ndo, de acordo com a distribui¢cdo de Boltzmann, de forma que as integrais de interesse sao
aproximadas de um somatorio; valores das observaveis mecanicas de interesse sdo
calculados para cada uma destas configuracdes. No final deste processo, os valores médios
destas observaveis sdo obtidos. Com este procedimento, pode-se calcular a energia interna,

entalpia, volume, etc, do sistema investigado [22].
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2.1.1 - O Método de Monte Carlo [21]

O Método de Monte Carlo ¢ um método de simulacdo computacional para sistemas
com muitos graus de liberdade, podendo ser utilizado para calcular valores de integrais em
espagos multidimensionais. O seu nome origina-se do fato de gerar “nimeros randémicos”
similarmente aos jogos de roleta.

O valor esperado (ou valor médio) de uma fungdo g(x) qualquer, no intervalo entre

[a, b] € dado por:
b
<g>= |, g(x) P(x) dx eq. 2.1
onde P(x) ¢ a funcao probabilidade.
O método de Monte Carlo aproxima <g> de um somatorio (eq.2.2), no qual sao

considerados apenas os pontos “x” que contribuem predominantemente para o valor da

integral:

=

<g>= g(x;p) eq.2.2

1

™

1
N;

Esses pontos “x;” sdo gerados através de numeros randomicos e selecionados de
acordo com a probabilidade P(x).

Nos sistemas moleculares, propriedades macroscopicas sdo representadas pelos
valores médios dos estados microscopicos do sistema e o valor médio <A> de uma
propriedade termodinamica, em mecanica estatistica, pode ser calculado conhecendo-se a
funcdo de parti¢do no ensemble considerado.

Ensemble ¢ uma terminologia utilizada em mecanica estatistica para representar
uma cole¢do imaginaria de estados com parametros termodinamicos comuns.

Inicialmente, o sistema molecular é descrito em termos do Hamiltoniano e o
ensemble apropriado ¢ escolhido. O valor esperado da propriedade termodindmica A

poderia ser calculado entdo, pela equagdo 2.3:
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<A> = eq. 2.3
/(N RN [ g e HOET) gy

onde Q ¢ o espaco de fase, um espaco multidimensional ao qual estdo associados as
posi¢des e momentos de cada microestado; a varidvel x estd representando uma

configuragio do sistema. O termo e™"*D:

, no numerador ¢ a fungdo distribuicdo no
ensemble considerado, sendo k a constante de Boltzmann e H(x) o Hamiltoniano para o
ensemble escolhido. O denominador da equagdo ¢ a funcao de particdo, sendo N o niimero
de moléculas. A equacdo 2.3 pode ser escrita entdo, de forma andloga a equacdo 2.2:
<A> = [q A(X) P(x) dx

onde a probabilidade P(x) ¢ descrita da seguinte maneira:

o (H()/KT)
P(x) = eq. 2.4
/(N RN [ g e CHOET) gy

Para descrever o Hamiltoniano na equacdo 2.3, ¢ necessario que se conheca o
momento, posicao e a energia potencial das particulas constituintes do sistema, conforme a

equacao 2.5:

H(p,9 =K (p)+U(q) eq. 2.5

onde q ¢ o conjunto de coordenadas e p os momenta das moléculas, sendo que K(p) ¢ a
energia cinética.

As interagdes moleculares e as variagdes na energia interna das moléculas sdo
responsaveis pelo termo potencial, U(q), que sera discutido no item ‘“Potencial de
interagdes intermoleculares”, mais a frente.

Como o espaco de fase de um sistema quimico ¢ multidimensional, o calculo das
integrais na equacao 2.3 nao pode ser efetuado analiticamente ou por métodos numéricos
convencionais. Utiliza-se entdo, o método de Monte Carlo que aproxima o valor esperado

de A, na equacgdo 2.3, pelo somatoério:
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1 N
<A>=—Y A(x;}) eq. 2.6
N

No somatdrio acima, os estados x; sao selecionados de acordo com a probabilidade
apresentada na equacao 2.4.

Metrépolis e colaboradores desenvolveram um algoritmo que permite gerar estados
distribuidos de acordo com P(x), a partir de uma configuragdo arbitraria; o algoritmo ¢

apresentado a seguir:

1 - Inicialmente, escolhe-se uma configuracao Xo;

2 - Calcula-se a energia total E (x¢) desta configuracao;

3 - Uma nova configuracao x; ¢ gerada;

4 - Calcula-se a energia total E (x;) da nova configuragao;

5 - Calcula-se a diferenca de energia entre as duas configuragdes:

AE =E; - E,

6 - Se AE < 0, anova configuragdo ¢ aceita; caso contrario, faz-se nova checagem:

7 - Seleciona-se um nimero randémico R, no intervalo [0,1];

8 - Se exp (-AE /kT) > R, a nova configuragado ¢ aceita; faz-se Xo=x; e volta-se a etapa 3.
9 - Se exp (-AE /kT) < R, a nova configuragdo ¢ rejeitada e a configuragdo anterior xo ¢

contada novamente. Volta-se a etapa 3.

A etapa 3 do algoritmo apresentado depende do ensemble considerado. No ensemble
NVT, por exemplo, (numero de particulas, volume e temperatura fixos), a nova
configuragdo seria gerada através da rota¢do e/ou translacdo aleatéria de uma molécula
escolhida ao acaso. Ja no ensemble isotérmico e isobarico, NpT, o volume ¢ uma variavel e
a nova configuragdo pode ser gerada variando-se também o volume, de uma quantidade
aleatoria AV.

A medida que a sequéncia de configuragdes ¢ gerada, os valores de A(x;) sdo

calculados ¢ o valor médio <A> ¢ obtido no final, pela equagdo 2.6. Em geral, a
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convergéneia para os valores médios é obtida com aproximadamente 3x10°  vezes
configuragdes do sistema [21, 22].

Através do método de Monte Carlo com o algoritmo de Metrdpolis apresentado,
resolveu-se o problema devido ao imenso numero de configuragdes possiveis. Entretanto,
existe ainda o problema do grande nimero de moléculas.

Na pratica, o numero N de moléculas que constituem o sistema deve ser da ordem
de algumas centenas, para que o calculo seja possivel. Entretando, uma configuracio
significa um conjunto de 3N coordenadas, para N sendo da ordem do niumero de Avogadro,
10% . Para contornar esse problema, Metropolis e colaboradores introduziram as
“condi¢des de contorno periddicas” [21], que consistem em tomar um cela com paredes
ficticias contento de 100 a 10000 particulas e replicar esta cela infinitas vezes. Assim, uma
caixa cubica com algumas moléculas no seu interior ¢ circundada por réplicas que formam
uma rede infinita. Quando as moléculas movem-se na caixa central, as suas imagens
repetem 0s mesmos movimentos nas caixas réplicas e como as paredes sdo ficticias, com a
saida de uma molécula da caixa original, uma das moléculas-imagem atravessa a lateral
oposta, na direcao do interior desta caixa. Isto torna constante o niimero de moléculas na
caixa de referéncia. Como as moléculas interagem também com as imagens das réplicas

vizinhas, deve-se estabelecer um raio de corte para limitar o nimero de interagdes.
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O Potencial de Interacio Intermolecular

O potencial de interacdo entre dois corpos, para um sistema de N moléculas, pode
ser decomposto na soma de energias de interagdo Exg entre moléculas a e b. Esse potencial
pode ser escrito como na equacao 2.7, se considerarmos interacdo entre moléculas rigidas.
Para moléculas com graus de liberdade internos, como rotagdo, estiramento de ligacdes,etc.,

seria necessario acrescentar outros termos de energia potencial.

1y

Esp = Y Y [(Ay/ 1) - (By /1) +(qiq /15)] eq.2.7
[

Na equacao 2.7, o somatorio ¢ efetuado sobre n, sitios da molécula a e n, sitios da
molécula b. rj; ¢ a distancia entre o sitio 1 da molécula a e o sitio j da molécula b. Para um
dado sitio k, os parametros Ayx € Byx sdo escritos como: Ay, = 4€ k0k12 e B = 4£k6k6,
onde € e Ok sdo os parametros de Lennard-Jones para este sitio. Parametros para uma
interacdo diagonal (ij) podem ser obtidos via regra de cruzamento, onde: Ajj = ( Aji Ajj )2
e Bj = (Bi Bj)"% Os sitios sdo distribuidos sobre a estrutura molecular de forma a
assegurar a definicdo correta da simetria da superficie de potencial. As cargas puntuais, g
sdao utilizadas para representar sistemas 10nicos € possiveis assimetrias na densidade de
carga.

Em geral, os parametros necessarios para definir a equagdo 2.7 sdo calculados
através de métodos de quimica quantica e/ou ajustes para reproduzir dados experimentais

[23], sendo que os parametros de Lennard-Jones sdo transferiveis entre moléculas [24].
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2.1.2 - O método de Mecanica Molecular

Neste trabalho, o método de mecadnica molecular foi usado para obtermos as
conformagdes de minima energia das neolignanas, as quais foram utilizadas posteriormente,
nos calculos de solvatagdao. Embora esta etapa tenha sido realizada e apresentada em
trabalhos anteriores [5, 6], achamos conveniente descrever brevemente a metodologia,
apenas para dar uma nog¢do ao leitor sobre o que se trata a mecanica molecular. Detalhes
sobre os parametros utilizados podem ser encontrados nas referéncias 5 ¢ 6.

Apenas o conjunto teste de neolignanas, apresentado na tabela 21 do capitulo 9
(pagina 153), teve a andlise conformacional realizada totalmente neste trabalho, também
com o método de mecanica molecular - MM2, seguindo os critérios e parametros ja
estabelecidos para o conjunto treinamento, analisado nas referéncias 5 e 6.

No método de mecanica molecular, um conjunto de fung¢des potenciais sao usados
para descrever as interagdes intramoleculares do sistema em estudo. Esse conjunto de
fungdes ¢ denominado “Campo de for¢a” e contém pardmetros ajustaveis que sio
otimizados para obter o melhor conjunto de propriedades das moléculas, como geometrias,
calores de formagao, energias conformacionais ou outras propriedades. Neste método, os
movimentos dos nucleos sdo estudados e os elétrons sdo considerados implicitamente,
como um potencial efetivo; a energia da molécula no estado eletronico fundamental ¢
funcdo da posi¢ao nuclear [25].

Os calculos de campo de for¢ca t€ém suas origens na espectroscopia vibracional,
sendo que em mecanica molecular o campo de forga apresenta um potencial harmonico, do

tipo mostrado na equagdo 2.8 :
1 . 2
Vpot = Ez.f)d (xi — x0;) eq. 2.8
i

onde fy; ¢ a constante de forca x para a coordenada i.
Os termos (fungdes potenciais) incluidos num campo de forca, usualmente sio:
estiramento de ligacdo (Vy), deformacdo angular (Vp), torsdo (Vi), interacdes entre

atomos ndo ligados que incluem as interagdes de van der Waals (vdW) e de dipolos (Vip), €
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os termos cruzados: interacdo torsdo/deformac¢do angular (V i , o) €
estiramento/deformacao angular (V y,¢).

Assim, exemplificando com a fungdo de estiramento de ligacao:
1 2
Vp = EZkb(r—r()) eq. 2.9

onde ky, ¢ a constante para o estiramento de ligacdo e ry ¢ o comprimento de ligagdo de
referéncia; o somatorio € feito sobre todas as ligagoes; ky, € 19 sdo parametros ajustaveis no
campo de forga.

A soma de todos os termos do campo de forca ¢ chamada energia estérica da
molécula e para que o campo de forga reproduza bem os dados experimentais, € necessario
otimizar esses parametros ou introduzir outros. Algumas técnicas experimentais usadas
para determinar estruturas sdao: difracdo de raios-x para cristais e difracdo de elétrons e
espectroscopia de microondas para gases.

Em mecénica molecular, pardmetros e constantes de for¢a podem ser transferidos de
uma molécula para outra; assim € comum otimizarmos os parametros para um conjunto de
moléculas simples, usando dados experimentais para comparagdo e posteriormente, usar 0s
mesmos parametros para moléculas mais complexas e semelhantes as primeiras.

O campo de for¢a desenvolvido em mecanica molecular, denominado MMI, surgiu
em 1973 [26] e em 1977, surgiu a segunda geragdo de mecanica molecular - MM2 [27], o
qual aperfeicoou consideravelmente o campo de forga de 1973 (MMI), devido
principalmente a introdu¢do do termo torsional V, (inicialmente pensou-se que apenas o
potencial para o termo V3 era suficiente para descrever todos os tipos de angulos de torsao,
para um determinado sistema em estudo) .

O campo de for¢a de 1977 do MM2 apresentava falhas na reproducdo de barreiras
de rotag¢do internas nas ligacdes simples C-C. Além disso, o MM2 também possui a
tendéncia de superestimar as distdncias H...H. Alguns pardmetros torsionais sdo muito
pequenos, enquanto os parametros de van der Waals para as interagdes H...H sdo muito
grandes. Assim, MM2 foi reparametrizado, surgindo um novo campo de forca: o MM2’
[28]. Parametros torsionais e potenciais de &tomos ndo ligados foram reajustados.

Em 1987, um novo campo de forca de MM2 surgiu com novos ajustes no campo de

forga de 1977 [29]. As ligagdes hidrogénio sdo consideradas apenas qualitativamente nas
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versoes anteriores do MM2, sendo que as ligagdes hidrogénio experimentais sdo mais
curtas e fortes do que aquelas calculadas pelas versdes iniciais do MM?2. Esta falha ¢
corrigida pelo MM2 (87), através da redu¢do dos raios de van der Waals dos hidrogénios
envolvidos nas ligacdes hidrogénio e pelo incremento na atragdo de van der Waals entre o
hidrogénio e varios atomos eletronegativos.

Utilizamos o campo de for¢ga do MM2 (87) para as moléculas estudadas neste
trabalho, sendo que incluimos alguns pardmetros do campo de forca MM2’.0s parametros
foram obtidos pelo Prof. Dr. Y. Hase (IQ-Unicamp) através de carta ao autor do método,
tendo-nos fornecido, posteriormente. Alguns parametros torsionais foram obtidos por nos,

na referéncia 6.

2.2 - RELACOES ENTRE A ESTRUTURA QUIMICA E A ATIVIDADE
BIOLOGICA.

A relagdo entre a estrutura de uma série de compostos andlogos e a sua atividade
biologica ¢ realizada a partir de dados sobre a estrutura quimica desses compostos e sua
atividade; esses dados, que sdo parametros fisico-quimicos devem representar a
hidrofobicidade dos compostos, o efeito estérico e também o efeito eletronico produzido na
molécula, por determinado substituinte [30]. Tais parametros podem ser obtidos
experimentalmente ou teoricamente, sendo que as vezes os dois tipos sdo incluidos na
analise. Neste trabalho, freqlientemente usaremos os termos "variaveis" e "parametros"
como sindnimos, ambos significando pardmetros fisico-quimicos.

Se os dados de atividade biologica (AB) forem numéricos, como por exemplo,
valores de ED 5y (concentragdo molar correspondente a 50% da dose efetiva) ou de IC 5
(concentra¢do molar da droga capaz de inibir, em 50%, determinada fun¢@o no organismo),
a relagdo entre essa atividade e a estrutura quimica dos compostos ¢ quantitativa e
denomina-se "Quantitative Structure-Activity Relationships - QSAR". Por outro lado, se
valores numéricos sobre a atividade ndo sdo disponiveis, mas apenas temos conhecimento
se o composto apresenta atividade ou ndo, a relacao obtida ndo ¢ quantitativa ¢ denomina-

se SAR. No primeiro caso, a relagdo estrutura-atividade ¢ obtida pelo método estatistico de
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Regressao Linear Multipla (RLM); este ¢ um método estatistico classico, usado
freqiientemente em QSAR.

A série de neolignanas estudadas neste trabalho ndo dispde de valores para a
atividade anti-leishmaniose e, portanto, ndo foi possivel utilizarmos o método de regressao

na analise. Os métodos de Reconhecimento de Padrdes (RP) foram aplicados neste caso.

2.2.1 - Os métodos de Reconhecimento de Padroes (RP)

Os métodos RP [31] permitem agrupar objetos de uma mesma categoria, de acordo
com a similaridade entre eles. Neste trabalho, os objetos sdo moléculas pertencentes a duas
categorias diferentes: ativa e inativa. Os objetos com categorias conhecidas pertencem ao
conjunto chamado treinamento, do qual informagdes sdo extraidas para tornar possivel a
classificagdo de novos objetos (conjunto teste). Assim, este método possibilita classificar
novas moléculas em ativas ou inativas, desde que se conheca o0s pardmetros fisico-
quimicos adequados, que estejam relacionados com a atividade bioldgica, isto €, esses
parametros devem ser capazes de separar os compostos nas duas categorias.

Inicialmente, muitos parametros podem ser incluidos, tanto quanto se possa
imaginar e obter, uma vez que em RP o niimero de varidveis pode exceder o niumero de
objetos e que uma das principais caracteristicas desses métodos ¢ reduzir o nimero de
variaveis, como veremos mais a frente, no item Analise de Componentes Principais.

Apesar do grande numero de varidveis ser possivel em RP, nem sempre todas elas
estdo relacionadas com a AB, produzindo resultados ruins. Estas varidveis devem ser
identificadas e eliminadas da analise.

Os métodos RP podem ser divididos em dois grupos, sendo que um deles baseia-se
na similaridade entre os compostos de determinada categoria e o outro, baseia-se na analise
de componentes principais. Para os dois grupos de métodos de RP, inicialmente ¢
construida uma matriz com as varidveis obtidas para cada molécula, como na figura 5, em
que os objetos sdo considerados pontos no espaco M dimensional, onde M ¢ o numero de

medidas feitas sobre esses objetos.
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Objetos
1 2... k- -N

11 y12 cee lk cee le

Variaveis

] /

categoria 1 categoria Q conjunto

| | teste
V

conjunto treinamento

Figura 5 - Representagdo dos N objetos num espago M dimensional, onde M ¢ o nimero de medidas

feitas sobre esses N objetos.

Nos métodos de RP baseados na similaridade entre os compostos, inicialmente ¢ calculada
a distdncia entre os objetos. Neste trabalho foi utilizada a distancia euclidiana. A distancia

euclidiana entre dois pontos i € j decoordenadas Y € Y ¢ dadapor:

M
dj =1 X(Yu _ij)z](uz) eq.2.10
k=1

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

similaridade. Uma medida de similaridade é definida como:

si = 1 -dij/ (dij) max eq.2.11
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onde (djj)max € a maior distincia interponto no espago M dimensional. Para objetos
idénticos, s; = 1 ,enquantoque s; = 0 descreve dois pontos que sdo separados
Tpela maior distancia interponto para o conjunto sob estudo.

Antes de iniciar a analise com RP, ¢ necessario escalar os valores obtidos para as
propriedades fisico-quimicas, pois estas possuem unidades diferentes. O escalamento
consiste numa transformacdo dos dados (propriedades fisico-quimicas), para que eles
possam ser comparados numa mesma escala, apesar de possuirem unidades diferentes.
Neste trabalho, as propriedades fisico-quimicas (variaveis) foram transformados tal que a
média (eq.10) tornou-se zero e a varidncia obteve valor 1,0 (eq.11) ; esse tipo de
transformagao ¢ chamado de "auto-escalamento" [32].

_ N
Y, = YLYy/N eq.2.12
k=1

onde Y; ¢ a média da varidvel i calculada para os N objetos e Yix ¢ a medida da varidvel i

para o objeto k.

A variancia para a i-¢sima variavel ¢é:

L L Ay

s2= (T - 1) /N 1) eq.2.13
k=1

As propriedades calculadas para os objetos, Yik, foram transformados em

Y'ik , pela seguinte equacgao:
Y, =(Yi ~ %)/ eq.2.14

tal que:
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— N
=Y Y, /IN=0 eq.2.15
ik
k=1
€
> N
S = Y (X —Yl.’)/(N—l): 1 eq.2.16

k=1

A seguir, serdo descritos os métodos de Reconhecimento de Padrdes utilizados:

Anadlise de componentes principais (ACP) [33]

Inicialmente, o conjunto de pontos representando os objetos ( ou compostos ),

localizados no espaco pelos seus valores das propriedades fisico-quimicas calculadas, ¢

representado por seu ponto central, ¥ definido por:

Y =M 1. Y. XN) eq.2.17

onde Y ¢ a média da propriedade fisico-quimica k para o conjunto.

A matriz de dados Y , da figura 5 € entdo representada pela equacao 2.18:

y=1r +£© eq.2.18

onde E ¢ a matriz contendo os desvios das médias.
A figura 6 mostra a representacdo dos dados Y num espago tridimensional e a

representacdo do ponto central, ¥



xlix

A X X
var.1 X X X

X X X X .
X X x'_x_x_> y’

X X XX X

X X X X X
X X X var.2

X X

var. 3

Figura 6 - Representacdo dos dados Y num espaco tridimensional, e do ponto central, ¥~

Agora, uma reta ¢ ajustada aos M pontos no espaco N, de modo que os desvios sao
os menores possiveis. Os coeficientes de direcdo desta reta sdo chamados "Loadings",
sendo um para cada variavel k, representados pelo vetor P ; .

Quando cada ponto ¢ projetado nesta linha, obtemos os "Scores" t;; , isto ¢, a
coordenada do ponto i ao longo do eixo P ; . O valor t; P; ¢ subtraidode E © para

obter os novos desvios E () :

EQ _-t,P, =Y-1>-t,P;, =BE® . >Y =1+t P, +EV.  Eq2.19
onde |EW|<|E©)

A equacao 2.19 descreve o modelo de 1 componente principal que ¢ representada por
uma linha no espago N dimensional e uma equacao linear com uma varidvel, a componente

principal (figura 7).



Figura 7- Representacdo da primeira componente principal, num espaco tridimensional.

Essa linha contém o méaximo de varidncia dos dados, ou seja, o maximo de
informacgao estatistica.
Em seguida, subtrai-se 0 modelo de uma componente principal de Y, o que implica

na remocao da dire¢do P :
Y-1.Y-t;P, =E® eq. 2.20
Entdo, ajusta-se uma outra reta aos pontos (perpendicular a primeira componente

principal), de modo que os novos desvios sdo 0s menores possiveis. Esta reta representa a

segunda componente principal:

Y =1.Y +t;P; +t,P, +E® eq.2.21
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O modelo de duas componentes principais ¢ representado por um plano no espaco N
dimensional e uma equag¢do linear com duas varidveis (as duas componentes principais).

A figura 8 mostra a representacdo de duas componentes principais.

Figura 8- Representacdo das duas primeiras componentes principais num espaco tridimensional.

Entre todas as retas perpendiculares a linha da primeira componente principal, a
linha da segunda componente principal contém a maior variancia possivel. Este
procedimento ¢ repetido N vezes e as ultimas componentes principais terdo variancias

proximas ou iguais a zero, podendo ser ignoradas.

Interpretacdo matematica da analise de componentes principais:

Como vimos, o célculo das componentes principais deve ser realizado de maneira a
diminuir a dimensionalidade do problema, sem perda das informag¢des dos dados originais;
isto € possivel, quando usamos como ponto de partida para este calculo, a matriz de
covariancia “C”, que ¢ a matriz de correlagao para os dados autoescalados, X:

c=X"X eq. 2.22

onde X" ¢ a matriz transposta de X.



lii

A correlagdo entre dois vetores de comprimento unitario quaisquer, ¢ o cosseno do

angulo entre eles e os angulos entre os vetores podem ser entdo calculados, a partir de C:
Ok = cos™! Cik eq. 2.23

Num problema tridimensional, pode acontecer do angulo entre duas variaveis ser
igual a soma dos angulos entre as outras duas; por exemplo, 03 = 0;, + 0,3. Neste caso, 0s
trés vetores podem ser representados num plano, isto é, a dimensionalidade pdde ser
diminuida de trés para duas. Nem sempre isto € possivel, principalmente quando a
dimensionalidade do problema ¢ maior do que trés; uma aproximagao algébrica ¢
necessaria.

Todos os eixos envolvidos no conjunto de dados, devem sofrer rotagdo, de tal forma
que o primeiro novo eixo corresponda a direcdo de maior variancia dos dados e cada eixo
sucessivo apresente o maximo de variancia residual. Sem alterar a estrutura dos dados,
queremos encontrar 0s €ixos ortogonais que representem as dire¢des de méxima variancia.
Isto ¢ possivel quando a matriz de correlagdo dos dados transformados, ¢ uma matriz
diagonal.

Assim, queremos encontrar uma matriz de transformagao que, quando aplicada a X,
produz um novo conjunto de coordenadas Y, para o qual:

Y'Y=R'"X"XR=R"CR=A, eq.2.24
onde A ¢ uma matriz diagonal. Este ¢ um problema de autovetores, no qual desejamos
encontrar os vetores em R que, quando aplicados ao sistema, sdo convertidos em multiplos
de si mesmos:

CR=AR, eq. 2.25

onde A é uma variavel escalar, cujas solugdes sdo os elementos diagonais de A. Os
autovalores A sdo as varidncias associadas com cada novo eixo. Resolvendo-se a equagdo
2.25, os autovetores associados sdo encontrados e a matriz R obtida.

Agora que temos os autovetores em R, podemos aplicar a rotagdo sobre os eixos
originais e obter as coordenadas dos dados no novo sistema, Y:

Y =XR eq. 2.26

As coordenadas sdo agora os autovetores, os quais sdo combinagdes lineares das
variaveis originais; a equagdo acima também pode ser escrita da seguinte forma:

X=YR" eq. 2.27
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As coordenadas Y sdo os “scores” (t;, tp, ... na equacdo 2.21) e os elementos dos
autovetores (R) sdo os “loadings” (pi, p2, ... na equacdo 2.21). Os coeficientes dos

autovetores indicam a magnitude da contribui¢cdo de uma variavel para compor o autovetor.

SIMCA (Self Independent Modeling of Class Analogy) [33]

O método SIMCA constr6i um modelo de componentes principais para cada
categoria do conjunto de treinamento; esses modelos podem ter nimeros diferentes de
componentes principais, conforme a figura 9. O nimero de componentes principais pode
ser determinado pelo método de "Cross Validation".

Uma vez definido o modelo que descreve cada categoria do conjunto de
treinamento, o SIMCA pode classificar objetos de categorias desconhecidas (conjunto
teste), permitindo ainda, a identificacdo de amostras que ndo pertencam as categorias
definidas. A classificagdo do conjunto teste € feita pelo ajuste desses objetos, por regressao

multipla, aos pardmetros dos modelos calculados usando o conjunto de treinamento.

varg 2

P2
p Var. 1

Figura 9 - Representagdo de modelos com ntimeros diferentes de componentes principais, para cada

categoria.
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Agrupamento hierarquico (HIER) [34]

Neste tipo de andlise, os compostos similares sdo agrupados da seguinte forma:
uma matriz de similaridade ¢ obtida e percorrida para o maior valor; os dois pontos
produzindo este valor sdo unidos. Dai em diante, os dois pontos sdo considerados como
unico (formando um centro de gravidade) para calcular uma nova e menor matriz de
similaridade. Este processo continua até que todos os pontos estejam contidos em um
agrupamento.

Existem varios métodos de agrupamento hierdrquico e todos sdo conceitualmente
iguais, apresentando apenas variagdes matematicas nas defini¢des dos grupos.

As seguintes etapas sdo seguidas:

1) Calcula-se a matriz de distancias para todos os pontos; no nosso trabalho, foi
calculada a distancia euclidiana, mostrada anteriormente (eq.2.10).

2) Determina-se a menor distancia entre os pontos e calcula-se a similaridade entre
eles (eq.9); o resultado da similaridade ¢ registrado no dendograma.

3) Os dois pontos sdo entao, substituidos por um grupo e a nova matriz de distancias
¢ calculada. Desta forma, a nova matriz possui uma dimensdo a menos do que a matriz
inicial.

4) As etapas 2 e 3 sdo repetidas, até que obtenha-se apenas um grupo.

Alguns métodos conhecidos para realizar o agrupamento dos pontos, sdo: “single
link” ou conexao simles, “complete link” ou conex@o completa e “centroid” ou conexao por
meio de centrdides.

O mais conservador deles ¢ o método de conexao simples, em que a distancia entre
o grupo (ou cluster) que acaba de ser formado (por exemplo, grupo AB) e um determinado
grupo formado anteriormente (por exemplo, grupo C), ¢ dada pela menor distincia entre
os pontos dos dois grupos:

d ap.c = min (dac, dgc)- eq. 2.28

Podemos também representar a distancia calculada pela conexdao simples, pela

seguinte figura 10:
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-, dap

Figura 10 - Representacdo da distancia entre pontos dos grupos A e B, calculada

pela conexao simples.

O método de conexdo simples foi usado neste trabalho; sendo assim, vamos
demonstrar com um exemplo, como o dendograma ¢ obtido:

Supondo que tenhamos seis pontos (moléculas, no nosso caso), de acordo com a
metodologia geral para o agrupamento hierdrquico, inicialmente, serd calculada a matriz de

distancias euclidianas, Dij:

Dij I 2 3 4 5 6
1 00 05 06 155 1.78 2.40

2 0.0 0.62 1.65 1.50 2.30
3 00 1.02 1.00 1.58
4 0.0 0.82 1.02
5 0.0 0.68
6 0.0

A menor distancia entre pontos ¢ d;; = 0.50; entdo, os pontos 1 e 2 serdo agrupados,
formando o “cluster” A. A similaridade entre eles ¢ calculada, sendo que a maior distancia

€ d16 = 2,401

Sij = 1 — dij/(dij)max = 1 — (0.50/2.40) = 0.792

Agora, a nova matriz de distancias ¢ calculada da seguinte maneira:
Os pontos 1 e 2 sdo substituidos pelo grupo A; a distancia entre todos os outros pontos,
permanece a mesma, mas apenas as distancias entre o grupo A formado e os pontos 3, 4, 5

e 6 devem ser calculadas. E aqui que devemos escolher o método para calcular. No caso da
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conexao simples, a distancia entre o grupo A (formado pelos pontos 1 e 2) e o ponto 3, por
exemplo, serd igual a distdncia entre os pontos 1 e 3 (0,60), a qual é menor do que a
distancia entre 2 ¢ 3 (0,62).

A nova matriz seria entdo:

Di A 3 4 5 6
A 00 06 155 1.50 230

3 0.0 1.02 1.00 1.58
4 0.0 082 1.02
5 0.0 0.68
6 0.0

A menor distancia € entre os pontos A e 3, ¢ a nova similaridade ¢ calculada e
registrada no dendograma: Sij = 1-(0,60/2,40) = 0,750
Agora, o grupo A e o ponto 3 s@o agrupados, sendo substituidos pelo grupo B e as

distancias entre Be 4, B e 5, B e 6 sdo calculadas como acima:

Dy B 4 5 6

B 00 102 100 1,58
4 0,0 082 1,02
5 0,0 0,68
6 0,0

A nova menor distancia esta entre os pontos 5 ¢ 6 = 0,68. A similaridade entre eles
¢: Ss¢ =1 -(0,68/2,40) = 0,716. Os pontos 5 e 6 sao unidos, formando o grupo C. A nova

matriz é entdo calculada:

i B C 4
0,0 1,00 1,02
0,0 0,82

0,0

~ O W g
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Os pontos 4 e C sao agrupados, formando o grupo D; a similaridade entre eles é: Sac

= 1-(0,82/2,40) = 0,655.

Dy B D
B 00 1,00
D 0,0

O grupo B e D formam um tnico grupo, incluindo todos os pontos. A similaridade
entre BeDé:1-1,00/2,40 =0,583.

O dendograma ¢ mostrado a seguir, na figura 11:

Similaridade

1,0 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 04....

: -

AN D AW

Figura 11 - Representacdo do dendograma obtido pelo método do agrupamento hierarquico,

usando-se a conexao simples.

No caso da conexdo completa, a distdncia entre os grupos ¢ dada pela maior

distancia entre os pontos de cada grupo (figura 12), ao inverso da conexao simples.
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dap

Figura 12 - Distancia entre pontos dos grupos A e B, calculada pelo método da

Conexao completa.

Na conexao por meio de centrdides, ¢ usada a distdncia de um ponto ao centro de

gravidade dos pontos de um outro grupo (figura 13):

dap

Figura 13 - Distancia entre dois pontos dos grupos A e B, calculada pelo método da
conexao por meio de centroides.

K Vizinhos Mais Proximos (KNN) [34]

O método do vizinho mais proximo classifica um novo objeto de acordo com a sua
distancia dos objetos do conjunto treinamento. Os K vizinhos mais proximos no conjunto
treinamento sao encontrados € o novo objeto (do conjunto teste) ¢ classificado como
pertencente a categoria da maioria destes K vizinhos. Este método, assim como o

agrupamento hierarquico, também usa a matriz de distancias euclidianas entre os objetos:
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var. 1

var. 3

Figura 14 - Representacdo do método KNN para classificagdo de objetos de um conjunto

(134

teste. Os objetos “x” , na figura, sdo compostos ativos, “.” os inativos e

(33 32

0 composto

teste.

(Y32

Supondo que as moléculas inativas sejam representadas por pontos “.” e as ativas
g, 99,

por “x”; o composto “*” seria classificado como ativo pelos 3 vizinhos mais proximos,

conforme a figura 14.

O Peso de Fisher [34]

O peso de Fisher estima quantitativamente a utilidade de uma caracteristica para
separar duas categorias, conforme a equacao 2.29 .Utilizamos o peso de Fisher na escolha

dos parametros FQ para correlacionar com a atividade biologica.

@ _ [x—i((J) _ x—l,(r)]z

L s Oas O

eq.2.29

Onde: q e r sdo as categorias, “i” é a variavel e [$;? ]* ¢ a varidncia da variavel “i” na

[13%2)

categoria q; xi? & o valor da variavel “i para a categoria q.

— —(r .,
Se [Si@]* + [S;”]? for pequeno e se [x; @) _ xi( )]2 for grande, o peso da variavel
“”, wi% sera grande, isto ¢, se o desvio da média das medidas de uma variavel para as

€699

suas categorias for pequeno e se a diferenga entre os valores médios da variavel “i”’para as

duas categorias for grande, entdo, o peso sera grande.
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2.2.2 - Métodos de sobreposi¢cio molecular com auxilio computacional (Computer-

Assisted Molecular Fitting - CAMF)

Esses métodos foram desenvolvidos para auxiliar analises de relagdes estrutura-
atividade (SAR), através de comparacdes estruturais de moléculas. Tradicionalmente, tais
comparagdes eram feitas com base em figuras 2D e com modelos moleculares plésticos.
Nos tltimos dez anos, o avango no campo de computagdo grafica e mecanica molecular,
permitiu o desenvolvimento de procedimentos automatizados para comparacdo de
estruturas - os métodos CAMF: “Computer-Assisted Molecular Fitting”.

Nos métodos de sobreposi¢ao molecular em 3D, o ajuste ¢ feito pela minimizacao
das distancias entre pares atdomicos pré-selecionados, usando o método dos minimos
quadrados. As selecdes dos pares atdmicos sdo baseadas em intui¢do quimica ou algum
conhecimento prévio sobre o sistema em estudo. Estes métodos sdo eficientes para
sobreposi¢do de moléculas que apresentam partes em comum nas estruturas principais,
onde a selecdo dos pares atdmicos ¢ intuitiva e simples. A desvantagem ¢ a aplicagdo
desses métodos para estruturas que ndo apresentem muita semelhanca, o que dificulta a
selecdo dos pares atdomicos.

Os métodos mais avancados de sobreposicdo molecular realizam a otimizagdo do
emparelhamento de propriedades moleculares intrinsecas entre as duas moléculas, o que
inclui analise da forma molecular (“Molecular shape analysis”), distdncia geométrica e o
método do emparelhamento do contorno do potencial eletrostatico [35]. Entre esses
métodos, o alinhamento estérico e eletrostatico (SEAL) ¢ de particular interesse, por ter
sido desenvolvido com base em rigorosas consideracdes tedricas. O emparelhamento das
propriedades estéricas e eletrostaticas das moléculas ¢ usado para dirigir o processo de
sobreposi¢do. Esse método surgiu em 1992 e desde entdo, tem sido adaptado e melhorado
por muitos grupos de pesquisa na industria famacéutica.

A tecnologia PowerFit introduziu o emparelhamento pelo tipo atobmico ao SEAL.
Isto permitiu discriminar 4atomos com caracteristicas estéricas e eletrostaticas muito

similares, como atomos de carbono aromatico e alifatico.
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Além do emparelhamento pelo tipo atomico, o PowerFit permite ao usudrio
especificar o alinhamento entre 4tomos, pela menor distdncia. Isto d4 ao usudrio, a
oportunidade de usar a intuicdo quimica e conhecimento para influenciar no processo de
sobreposicdo. O PowerFit permite também, realizar a sobreposi¢ao com flexibilidade
conformacional. Isto ¢ feito através da constru¢do de um grande nimero de conformacoes
para cada molécula; em seguida, ¢ realizada a sobreposicdo dessas conformacdes.

Assim, o potencial de sobreposi¢do molecular ¢ constituido de:

- “Overlap” estérico,

- sobreposicao eletrostatica,

- sobreposic¢ao pelo tipo atomico,

- contracao das distancias e

- energia conformacional (somente para sobreposicao flexivel).

A superficie de potencial da sobreposicdo molecular tem muitos minimos locais.
Para encontrar a melhor sobreposi¢do, um método eficiente para a pesquisa global da
superficie ¢ utilizado. Este método ¢ chamado “Monte Carlo Simulated Annealing”.

O emparelhamento manual, no nosso caso, foi feito com base nos resultados obtidos
anteriormente, através da analise SAR, dos calculos de solvatacao e da comparagdao com os
outros compostos ativos em leishmaniose, conforme esta descrito nos capitulos 5, 7 e 8.
Esses estudos prévios nos deram condi¢des de realizar o emparelhamento com maior
confianca.

No calculo do potencial de sobreposicdo molecular, optamos por ndo utilizar a
flexibilidade conformacional, uma vez que tinhamos fortes indicacdes sobre a
conformacdo ativa. Sendo assim, o nosso potencial consistiu apenas dos quatro primeiros
termos: Overlap estérico, sobreposi¢do eletrostatica, sobreposicdo pelo tipo atdomico e

contracao das distancias.
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2.3 — 0S METODOS SEMI-EMPIRICOS AM1 E MNDO-PM3

Os métodos semi-empiricos AM1 (Austin Model 1) e MNDO-PM3 (Modified Neglect
of Diatomic Overlap-Parametric Method 3), consistem na segunda e terceira versoes do
MNDO, respectivamente. O MNDO-PM3 usa o mesmo formalismo do AMI, tendo sido
apenas reparametrizado[36]. A diferenca entre as equagdes do MNDO e AMI esta apenas
no termo de repulsdo entre os carogos (“core”) dos atomos A e B, conforme veremos a
seguir. Sendo assim, o entendimento dos métodos AM1 e MNDO-PM3 (ou simplesmente
PM3), utilizados neste trabalho, depende basicamente do conhecimento do MNDO.

O método MNDO [37] parte de algumas aproximagdes feitas pelo NDDO (Neglect of
Diatomic Differential Overlap), no qual apenas as integrais de sobreposi¢ao entre orbitais
atomicos centrados sobre atomos diferentes sao anuladas. Além disso, apenas os elétrons de
valéncia sdo tratados explicitamente, assumindo-se que estes movem-se num campo
formado pelos elétrons das camadas internas e pelo nucleo; esta aproximacgdo ¢ chamada
aproximacgao do carogo (“core approximation”);

Os orbitais moleculares OM da camada de valéncia (y; ) sdo representados pela
combinagdo linear de um conjunto minimo de bases de orbitais atdmicos OA (¢; ) da
camada de valéncia (aproximagdo LCAO):

v=yc,?, eq. 2.30
v

Os coeficientes C,; sdo encontrados pela resolu¢do das equagdes de Roothaan. As equagdes
de Roothaan originais, possuem a seguinte forma:

Z(F/.LV_EZ'S,UV)CVZ'ZO eq. 2.31
v

Onde E; ¢ o autovalor do orbital molecular y; , F,y sdo os elementos da matriz de Fock (os
quais serdo descritos abaixo, para a aproximag¢do NDDO) e S,y sdo os elementos da matriz
de recobrimento para os orbitais ¢, € ¢y. Na aproximagdo NDDO, S,y ¢ substituida pelo
delta de kronecker, 8y, que possui valor zero para L #v e valor 1 (um) para p =v. Portanto,

a equacdo de Roothaan assume a seguinte forma:

Z(F‘uv - El5‘uv)Cvl:0 Cq232
\%4
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Os elementos da matriz de Fock, para o método NNDO s3ao mostrados a seguir:

A
Fuyp =Upy + ZVuy,B +Y P‘uv[(,uu, VV)— 1/2(uv,,uv)]+%/lZGPl o(UA0)  eq.2.33
Fuy = ZV,uvB +1/2 Py [3(uv,uv)-(upvv) I+ X ZPA o(uv,A0) ¢q.2.34
B Ao
AB
Fup = ﬁ,u), —12Y Y. Pyg(uv,Ao) eq.2.35

Vo
Onde os OA ¢, e ¢, estdo centrados no dtomo A e os OA ¢y e O estdo centrados no
atomo B e o termo P,y sdo os elementos da matriz de densidade.
O termo Uy, representa a soma da energia cinética de um elétron no OA ¢, no
atomo A e a sua energia potencial devido a atragdo pelo carogo do proprio atomo A.
O termo V,y, g representa a atragdo entre um elétron na distribuicdo eletronica ¢, 0y
do atomo A, e o caroco do atomo B.

A notacao (U, VVv) representa a integral de repulsdo entre dois elétrons no mesmo
, 1
dtomo: (u, vv) = [ dri dra¢” (D9 (1—¢" (2P (2): €q.2.36
K n2 Y

(uv, uv) ¢ a integral de troca e (U, AG) € a integral de repulsdo de dois centros.

B sdo as integrais de ressonancia de um elétron e dois centros, isto €, a atragdo de
um elétron pelos carocos A e B.

Na aproxima¢ao MNDO, as integrais da matriz de Fock ndo sdo calculadas; ao
invés disso, os termos sdo determinados experimentalmente ou de expressdes semi-
empiricas, as quais contém parametros que sdo ajustados de acordo com dados
experimentais.

A energia total da molécula (E;) ¢ a soma da energia eletronica E e das repulsdes
entre os carocos dos atomos A ¢ B (Eag ):

Ef =Ee1+ L ZEcamgO eq.2.37
A<B

A energia eletronica ¢ obtida pelos varios termos da matriz de Fock e Exp , no
MNDO ¢ dada pela equagao:
EAp™° = Z5Zp(S*S™, SPS®) + f (Rap) eq.2.38
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Onde Z, e Zg sdo as cargas sobre os carogos A e B e SASA ¢ o caroco do atomo A,
representado pela distribui¢do de carga num orbital do tipo S e a funcdo f (Rap) inclui um
termo exponencial de forma exp (-0tRap), com o ajustavel, tal que a repulsao entre atomos

neutros se anule no limite Rag — oo.

O método MNDO apresentou alguns erros, como a tendéncia em superestimar
repulsdes. Dewar e colaboradores publicaram em 1985 [38], uma versdo melhorada do
MNDO, chamada AMI1. Como ja dissemos no inicio deste topico, a diferenga entre MNDO
e AMI esta no termo de repulsdo entre os carogos dos atomos Ae B, que em AM1 ¢ dado

por:

Eap™* = ZxZp (S"S*, SP8P) + f (Rap) +

+ ZaZis (S*S?, SPSPY { T K 4; explL 4; (RAp — M 47)*1+
i

+Y. Kpjexp[ LBj(R4B — MBj)z] } eq. 2.39
J

Onde apenas o terceiro termo refere-se a modificacao feita pelo AMI1. Os parametros M,

K e L sdo dados na referéncia 57, sendo que K e M sdo ajustaveis.
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CAPITULO 3

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

3.1 - COEFICIENTE DE PARTICAO: P

Por volta de 1890, Richet [39] mostrou que a toxicidade numa série de compostos
simples como alcool, éteres e cetonas ¢ inversamente proporcional a solubilidade em agua,;
a primeira relacao entre lipofilicidade e toxicidade foi, entdo, proposta por Richet.

A lipofilicidade de uma droga ¢ definida pelo coeficiente de particio P, o qual ¢ a
razdo entre as concentragdes de equilibrio da droga, em uma fase organica C,, € na fase

aquosa, C aq , segundo a equacao 3.1:

P= C o/ Cag eq.3.1

Octanol/agua ¢ o sistema mais escolhido para medidas de coeficiente de particdo em
estudos QSAR, devido a sua similaridade a sistemas biologicos: as membranas biologicas
apresentam, como o octanol, cadeias alquil (hidrofébicas) e grupos polares. Além disso, o
octanol possui algumas vantagens praticas sobre os outros solventes organicos, como o fato
de grande variedade de compostos ser solivel em octanol, o que ndo ocorre com
hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos e do octanol apresentar baixa pressao de vapor a
temperatura ambiente. Além dessas vantagens, os coeficientes de parti¢do octanol/agua sdo
encontrados na literatura para um grande niimero de drogas [40].

Simultaneamente a Richet, Overton explorou a permeabilidade de células animais e
de plantas, frente a uma variedade de compostos organicos; os estudos de Overton
consistem, em grande parte, em explicar a poténcia de substincias narcdticas através da
correlacdo com os coeficientes de particao 6leo/dgua e dleo/gas [39].

Entre 1937-1940, Hammett desenvolveu seu sistema de constantes ¢ que descreve
os efeitos eletronicos de substituintes do anel benzénico. Taft deu seqiiencia aos estudos
de Hammett, desenvolvendo um conjunto de valores, & * , para a descricdo do efeito

eletronico causado por substituintes em estruturas alifaticas. Alguns anos antes, Taft havia
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obtido os parametros Eg para descrever o efeito estérico. Com as informacdes numéricas
sobre efeitos eletronicos e estéricos e, tendo em maos os principios basicos da
lipofilicidade, Hansch e colaboradores iniciaram sua contribuicdo em 1962, sendo que as
mais importantes foram o desenvolvimento da constante de hidrofobicidade do
substituinte, T (equacdo 3.2) e o efeito dos substituintes nas propriedades biologicas de
uma molécula, pela alteracao de algumas das propriedades fisico-quimicas descritas pelos
parametros, logP, ¢ e E,. O parametro m(X), na eq. 3.2 ¢ definido como a contribui¢ao
do substituinte X na lipofilicidade de uma estrutura R, quando um hidrogénio H ¢ trocado

pelo substituinte X [39]:
log P (R-X) = logP (R-H) +n(X) eq.3.2
Hansch propds entdo a equagao 3.3:

logl/C=alogP+bE;+ co+d eq.3.3

onde 1/C representa a poténcia ou atividade biologica.

De acordo com a equagdo 3.2, fica 6bvio que g deve ser zero. Devido a falta de
medidas de logP para compostos de baixo peso molecular, por muitos anos pensou-se que
Ty apresentasse valor zero, mas Davis (1973) foi o primeiro a sugerir que isso ndo ¢
verdade e logo depois, Nys e Rekker (1973) publicaram os resultados de uma analise de
regressao para um grande conjunto de valores de logP. Por esta andlise, eles estabeleceram
a hidrofobicidade de H, CH, CH2 e CH3 ¢ de substituintes em atomos de carbono saturado.
Eles definiram entdo, um novo parametro, f, o qual é a constante de hidrofobicidade do

fragmento [33, 35]

logP =Y a;f; eq.3.4
[

Enquanto os valores T sdo contribuigdes a lipofilicidade relativas a substituicao do

hidrogénio, os valores f sdo contribui¢des absolutas dos substituintes a lipofilicidade total;
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a; indica a freqiiéncia com que um dado fragmento ocorre na estrutura. Os parametros f
podem ser aplicados para compostos aromaticos ou alifaticos. T € mais conveniente quando
aplicado a compostos em que um Unico grupo ¢ trocado. Para trocas mais complexas, o
sistema f ¢ mais simples.

A aplicagao correta dos valores f de Rekker, requer a consideracdo de certas

corregdes [40]:

1) Efeito de proximidade: se dois grupos eletronegativos como -OH, -O-, -COOH
ou NH2 sdo separados por somente um ou dois carbonos saturados, a lipofilicidade total do
composto serd maior do que a predita; fatores de correcdo de 0,861 e 0,574
respectivamente, deverdo ser adicionados.

2) Hidrogénio ligado a um grupo eletronegativo: um atomo de hidrogénio ligado a -
COOH, -COOR, -COR, -CONH2, etc, aumento o valor de f, de 0,462 ao invés do valor
normal de fy que seria 0,175.

3) Sistemas conjugados: Se dois anéis aromaticos sdo conjugados (ex: bifenil) ou
"cross-conjugated" (ex: benzofenona), um fator de correcao de 0,28 deve ser adicionado.

4) Sistemas aromaticos condensados como naftaleno requerem um fator de corregdo

de 0,31 para cada par de atomos de carbono comum a dois anéis aromaticos.

Para completar o sistema f, foi adicionado um fator de corre¢do na equacdo 3.5 que

opera como um multiplo (kn) de uma constante Cy [39].

logP=) f+KnCyy eq.3.5

Essa constante ¢ necessaria para corrigir valores de logP calculados pelo sistema f
de Rekker, em relagdo ao logP experimental.

Uma versdo revisada do sistema de Rekker apresenta regras para a aplicagao do
fator de correcao; esse valor ¢ agora fixado em 0,219 [42].

Leo e colaboradores também desenvolveram uma metodologia baseada no
somatério de fragmentos, para calcular logP, mas esta possui um fundamento teodrico

diferente do método de Rekker; Leo e colaboradores mediram valores de logP para varias
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substancias de baixo peso molecular incluindo hidrogénio, metano e etano. Com estas
informagdes e outros valores de logP ja conhecidos, eles calcularam seus proprios valores f
para muitos substituintes. O calculo de logP ¢ feito pela combina¢do destas constantes f
com outros fatores de corre¢ao, como corre¢do para ramificagdo e ligacao [42].

Atualmente, existem varios programas comerciais para o calculo do logP, através do
método do somatorio de fragmentos; podemos citar CLOGP e PCMODELS que sdo
baseados no método de Hansch/Leo e ) f, PROLOGP-cdr, Y f-SYBYL ¢ SANALOGP-Er,
baseados no método de Rekker [43].

Neste trabalho, usamos valores das constantes f de Rekker para obtencdao dos

valores de logP, no qual procuramos considerar a corre¢ao para o efeito de proximidade.

3.2 - VOLUME MOLECULAR

Craig observou que o coeficiente de particao estd correlacionado com o parametro
estérico (Es) e também com o volume molecular; o volume molecular permite avaliar o
efeito estérico causado pela troca de substituintes, de maneira mais acurada do que os
parametros de Verloop [41] fariam, ja que estes estdo relacionados com o tamanho do
substituinte apenas, enquanto o volume avalia modificagdes de tamanho ocorridas na
molécula toda, devido a possiveis alteragdes conformacionais que o substituinte pode
causar.

O algoritmo utilizado para estimar o volume foi proposto por Higo & Go [44] e o
procedimento do calculo € explicado abreviadamente, a seguir.

Considera-se, inicialmente, que a molécula estd contida numa caixa, com arestas de
comprimento multiplo de um valor "a". A seguir, cada aresta ¢ dividida em unidades de "a",
de forma que a caixa transforme-se num conjunto de cubos de aresta com valor "a". Cada
cubo ¢ entdo, classificado em trés tipos: interno, externo ou superficial & molécula. Se o
cubo for externo, sera desprezado. Se for interno, passara a fazer parte do volume
molecular. Se for superficial, serd subdividido em novos cubos de aresta com valor "a". Os
novos cubos serdo classificados e processados da mesma forma que os primeiros, € o
procedimento repetir-se-a até o nivel estabelecido pelo operador. Finalmente, determinada

fracao do volume serd computada como pertencente a molécula.
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3.3 - ANGULOS DIEDROS

Outros parametros estéricos utilizados foram alguns angulos diedros referentes a
estrutura basica das neolignanas; estes angulos variam com a troca dos substituintes, para
um mesmo minimo local; por exemplo, para o minimo local D, o angulo diedro referente
aos atomos 14-13-12-6 varia em torno de 10 graus quando um substituinte mais volumoso ¢
introduzido nas posi¢des meta ou para do anel (2) mostrado na figura 4a do capitulo 1.
Observe, por exemplo, as moléculas inativas 1, 2, 3, 4 ¢ 9, que s6 diferem entre si pelos
substituintes no anel (2) - tabela 2 do capitulo 1; as moléculas 1, 2 e 4, que ndo sao
substituidas nas posi¢cdes meta (R6) ou para (R;) ou que possuem substituintes pouco
volumosos, apresentam o angulo diedro 14-13-12-6, para a conformacgao D, em torno de 50
graus, enquanto as moléculas 3 (substituida em para (R7) por um -OCH3) e 9 (substituida
em meta (Rg) por um -CHj3), apresentam um aumento nesse angulo de 10 graus. Os valores
do angulo diedro discutido, para a conformac¢do D, podem ser verificados na figura 38 do

capitulo 9.

3.4 CARGAS ATOMICAS

As propriedades eletronicas de maior interesse pertencem a trés tipos [41]: o
primeiro, refere-se a influéncia que o substituinte produz na reatividade da porcao
invariante da molécula; a constante ¢ ou calculos de orbitais moleculares sdo usados neste
caso; o segundo tipo ¢ o pk , , necessario para o calculo da fragdo ionizada em um
determinado pH; finalmente, as energias dos orbitais moleculares fornecem informagdes
sobre as propriedades de oxidagdo-reducdo ou sobre a reatividade dos compostos, ao longo
de uma série.

As cargas atomicas sdao utilizadas em estudos de correlagdes entre a estrutura e
atividade bioldgica [45], sendo um parametro do primeiro tipo apresentado, pois mostra a
influéncia que o substituinte produz na estrutura basica da molécula.

Cargas atoOmicas nao sao valores esperados da funcao de onda, ndo podendo assim

serem calculadas diretamente a partir da resolugdo dessa fungao, mas podem ser obtidas se
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conhecermos a densidade eletronica. As cargas atomicas derivadas do potencial
eletrostatico vém sendo utilizadas com maior frequéncia ultimamente, em relacdo as cargas
de Miilliken, por ter o primeiro método, superado alguns problemas apresentados pela
analise populacional de Miilliken, como o da divisao da populagdo eletronica de ligagao,
igualmente entre os dois d&tomos que formam essa ligacao [46].

As cargas derivadas do potencial eletrostatico calculadas neste trabalho (usando a
base 6-31G**, com a op¢do CHELPG do programa GAUSSIAN) estdo representando
adequadamente o efeito dos substituintes nos anéis aromaticos. Por exemplo, o substituinte
-OCH3 ¢ retirador de elétrons pelo efeito de indugao, colocando carga + no carbono em que
estd ligado e ¢ doador de elétrons pelo efeito de ressondncia, colocando cargas negativas
nas posi¢des orto e para do anel [47]. Observamos que as cargas derivadas do potencial
eletrostatico mostram melhor esse efeito, do que as de Miilliken. A tabela 3 apresenta esses
valores para 0os compostos ativos.

Na tabela 3, o composto 12 possui um substituinte -OCH3 na posi¢do 21 (veja a
tabela 2 e figura 4a no capitulo 1). A carga de Miilliken na posi¢do 21, marcada com um
asterisco, ¢ +0,06, enquanto a carga derivada do potencial eletrostatico ¢ +0,39. O
substituinte -OCH3 na posi¢ao 21 deve doar elétrons pelo efeito de ressonancia, como
dissemos, resultando cargas negativas nas posicdes orto e para. As posicdoes 20 e 22,
marcadas com 2 asteriscos, estdo em orto a posicdo 21. As cargas de Miilliken nessas
posigoes sao: -0,14 e -0,09, enquanto as derivadas do potencial eletrostatico sdo: -0,21 e -
0,26. Verificamos assim, que as cargas derivadas do potencial eletrostatico sdo mais
representativas do que as de Miilliken. O mesmo acontece com a molécula 13, na tabela 3,
que possui -OCH3 nas posi¢des 19 e 23 (assinaladas com asteriscos). Observe as posi¢des
orto também dessa molécula, assinaladas com 2 asteriscos. O mesmo ocorre para as demais
moléculas; as posigdes assinaladas com um asterisco devem possuir carga positiva e, com
dois asteriscos, cargas negativas. Em alguns casos, as cargas de Miilliken apresentam sinal

invertido; veja as moléculas 17, 19 e 20, por exemplo.
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Tabela 3 - Comparacdo entre as cargas de Miilliken e derivadas do potencial eletrostatico (PE),
calculadas para as neolignanas ativas (compostos 12 a 20 - tabela 2). Os atomos C18, C19,...etc, sdo
mostrados na figura 4a. As posi¢des assinaladas com um asterisco (*) devem apresentar carga
positiva, devido ao efeito do substituinte, enquanto aquelas com dois asteriscos (**) devem

apresentar carga negativa.

COMPOSTO | ATOMO CARGAS DE PE
MULLIKEN
(ev)

12 C18 +0,06 +0,37
C19 -0,10 -0,24
C20 ** -0,14 0,21
c21  * +0,06 +0,39
C22  ** -0,09 -0,26
C23 -0,14 -0,20

13 C18 +0,05 +0,10
C19 * +0,09 +0,33
C20  ** -0,18 -0,26
C21 -0,07 -0,12
C22  ** -0,18 0,28
Cc23  * +0,06 +0,25

14 C18 +0,06 +0,17
Cc19 * +0,07 +0,35
C20  ** -0,14 -0,38
C21 -0,02 +0,27
C22 -0,10 0,31
C23 -0,15 -0,15




Continuac¢do da tabela 3.
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15 C18 +0,06 +0,04
c19 * +0,08 +0,38
C20 ** -0,17 -0,39
C21 0,00 +0,24
C22  ** -0,18 -0,39
c23  * +0,06 +0,30
16 C18 +0,06 +0,01
c19 * +0,08 +0,37
C20  ** -0,17 -0,39
C21 0,00 +0,25
C22  ** -0,18 -0,40
c23 +0,06 +0,29
17 C18 -0,22 +0,30
C19 -0,03 -0,13
C20 -0,12 -0,13
c21 % -0,09 +0,09
C22 -0,12 -0,05
C23 -0,05 -0,29
18 C18 -0,22 +0,19
C19 -0,04 -0,03
C20 -0,12 -0,30
C21 -0,04 +0,23
C22 -0,12 -0,26
C23 -0,05 -0,13
19 C18 +0,10 +0,51
C19 -0,13 -0,29
C20 -0,06 -0,02
c21 * -0,15 +0,05
C22 -0,07 -0,03
C23 -0,18 -0,34
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Continuagao da tabela 3.

20 C18 -0,22 +0,25
C19 -0,03 -0,10
C20 -0,12 -0,15
c21 * -0,09 +0,11
C22 -0,12 -0,09
C23 -0,05 -0,20

3.5 - ENERGIAS DOS ORBITAIS DE FRONTEIRA

As energias do HOMO e do LUMO sao usadas em QSAR para estimar propriedades
de oxidacao-redugdo [ 48] pois, essas energias correspondem as energias necessarias para
remover um elétron da molécula e para adicionar, respectivamente. Assim, a energia do
HOMO ¢ proporcional ao potencial de ionizagdo e a do LUMO, a afinidade eletronica da
molécula.

Os obitais HOMO (orbital molecular mais alto ocupado) e LUMO (orbital
molecular mais baixo desocupado) foram chamados orbitais de fronteira [49]; eles sao
importantes numa rea¢do quimica, pois ¢ a interacdo desses dois orbitais que leva a um
maior abaixamento de energia, devido a proximidade entre eles e porque, além disso, as
combinagdes entre orbitais ocupados e desocupados também produzem um importante
efeito de abaixamento de energia.

Por exemplo, quando duas moléculas se aproximam, numa reagao, seus orbitais
interagem formando novos orbitais moleculares ligantes e anti-ligantes. A formacao dos
orbitais ligantes, normalmente ¢ exotérmica, E ; enquanto a formagdo dos orbitais

antiligantes ¢ endotérmica, E , , conforme a figura 15.
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Figura 15 - Interag¢do do HOMO de uma molécula com o HOMO de outra.

No caso das combinagdes de orbitais ocupados com desocupados, ndo haverdo elétrons

para ocupar o orbital antiligante, de energia mais alta (figura 16) [50].

o
16 ap
T

AL

Figura 16 - Interagdo de um orbital ocupado de uma molécula com um desocupado de outra.

Entretanto, ¢ a interacdo do HOMO de uma molécula com o LUMO de outra que leva
ao maior abaixamento de energia, devido a proximidade entre os dois orbitais, pois, o
abaixamento de energia ¢ maior para interagao entre orbitais com energias similares do que

para interagao entre orbitais com energias muito diferentes (figura 17) [50].
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Figura 17 - Interagdo do HOMO de uma molécula com o LUMO de outra.

A dureza e moleza moleculares também s3o pardmetros usados em QSAR e
correspondem, segundo a teoria de orbital molecular, a facilidade com que os elétrons sdo
rearranjados apos uma perturbagdo. A molécula dura ¢ aquela que possui grande separacao
entre os orbitais de fronteira e a distribui¢do eletronica resiste ao rearranjo de uma

SA- /4 n " ~ [ . ,
perturbagdo; na molécula "mole", a separacdo dos orbitais de fronteira é pequena e a
distribui¢do dos elétrons ¢ facilmente rearranjada.

A dureza molecular ¢ expressa pela diferenga entre a energia de ionizagdo do atomo

neutro e a energia do seu anion [51]:

1
n= E(] —4e) eq.3.6

Onde I ¢ o potencial de ionizacdo e A . ¢ a afinidade eletronica da molécula. Este valor ¢ a
metade da separacdo entre os dois orbitais de fronteira. A moleza ¢ expressa pelo inverso da

dureza:

1 2
— eq.3.7

N AU - A}
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3.5.1 - indices de Fronteira [52]

Além das energias dos orbitais de fronteira e da dureza e moleza moleculares,
outros indices de fronteira utilizados para correlacionar com a atividade bioldgica, sdo a
densidade do elétron de fronteira (def), a densidade do orbital de fronteira (dof) e a

densidade do radical de fronteira (drf).

Densidade do elétron de fronteira:
A densidade do elétron de fronteira ¢ uma medida da reatividade ao ataque
eletrofilico na posi¢do r, de acordo com a equagdo 3.8:

def = 2z(c§0M0)2 eq. 3.8

HOM ~ . ~ . , .
onde C*°M° sdo os coeficientes de expansdo obtidos de calculos de orbitais moleculares.

Densidade do orbital de fronteira:
E expressa pela equacdo 3.9, a qual ¢ uma medida da reatividade ao ataque

nucleofilico na posicao r.

def = 2Z(C£UMO )2 eq.3.9

Densidade do radical de fronteira:

E uma medida da reatividade do 4tomo r frente & um radical. E expressa pela equagdo 3.10:

def = 2% (CHOMO)2 123 (cLUMO)2 ©.3.10

3.6 - MOMENTOS DIPOLARES

Momento de dipolo, W , ¢ um vetor, o qual ¢ a medida da magnitude da carga
deslocada quando atomos de eletronegatividades diferentes sdo interligados, e ¢ definido
por:

L= ed ye eq.3.11

onde d.. € o vetor distancia que separa as cargas positivas e negativas de magnitude e.



Ixxvii

r

A direcdo do momento de dipolo de uma molécula ¢ baseada nas
eletronegatividades relativas dos 4tomos componentes ¢ o valor ¢ obtido pelo vetor
resultante dos momentos de dipolo de cada ligagdo presente na molécula.

Um dipolo, numa molécula, pode afetar um atomo nao ligado diretamente, através
de interagdes eletrostaticas por um efeito indutivo. Por exemplo, devido a diferenga de
eletronegatividade entre o C e o Cl, o Cl agird como um retirador de elétrons, induzindo
uma carga positiva no carbono adjacente. Este, por sua vez, tentard "acomodar" sua carga
positiva induzida sobre todos os atomos a ele ligados, criando um efeito em todas as
ligacdes sucessivas na molécula:

(C+8888_(~+888_(~+88_(~+8_(~| 3

A formagdo de dipolos numa molécula, produzida por substituintes de diferentes
eletronegatividades, altera propriedades moleculares como a acidez e a basicicade do
composto, de maneira que o momento de dipolo pode dar alguma indicagdo sobre a
reatividade do mesmo [53]; assim, momentos dipolares sdo usados também para
correlacionar estrutura quimica com atividade biologica.[54, 55].

No MOPAC 6.0, o momento dipolar total ¢ dado pela soma do momento de carga
pontual (W) (discutido acima) e do momento dipolar de hibridizacdo (uy ):

U=y + Uy eq. 3.12

O momento de dipolo de carga pontual ocorre devido a distribuicdo das cargas
pontuais, isto €, das cargas atdmicas totais centradas nos respectivos nucleos e ¢ dado pelo
somatorio do produto entre cada carga atomica (C,) . 0 seu vetor posi¢ao (R,):

Hp ==Y R,Cy eq.3.13
n

O momento dipolar de hibridizagcdo ocorre no nivel atomico, devido a hibridizagao
de orbitais. Por exemplo, os orbitais s € p possuem o centro da carga eletronica coincidente
com o nucleo atdmico, devido a simetria desses orbitais, mas se houver hibridiza¢ao entre
os orbitais s € p, o centro da carga eletronica do orbital hibrido nao ficara sobre o nucleo,
resultando um momento de dipolo no interior do atomo.

Na molécula de dagua, por exemplo, teriamos as seguintes contribui¢des para o
momento dipolar total: 0 momento dipolar pontual, devido as cargas positivas sobre os

hidrogénios e negativa sobre o oxigénio (o qual pode ser decomposto nas dire¢des X, y € z
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do vetor resultante) e 0 momento dipolar hibrido, devido a hibridizacao dos orbitais s e p
do oxigénio.

O momento dipolar total calculado pelo pacote computacional MOPAC 6.0 ¢ a
soma dessas contribuigdes e, assim como as parcelas x, y e z do momento dipolar pontual,
estas também podem estar melhor correlacionadas com a atividade bioldgica, do que o

momento dipolar total.

3.7 — ELETRONEGATIVIDADE DE MULLIKEN ()

A eletronegatividade pode ser entendida como o “poder” de um &tomo atrair
elétrons para si, numa molécula, segundo Pauling.

Miilliken propds que, dadas duas espécies “a” e “b”, a energia necessaria para “a”
retirar um elétron de “b” ¢ Ib — A a, onde I e A sdo o potencial de ionizagdo e a afinidade
eletronica, respectivamente. Da mesma forma, a energia necessaria para “b” retirar um
elétron de “a” ¢ Ia— Ab. Quando a e b apresentam a mesma eletronegatividade,

Ja-Ab=Ib—-Aa—>Ia+Aa=1b+ Ab,
o que sugere que podemos definir a eletronegatividade da seguinte forma: ="' (I1+ A),
onde %2 ¢ um fator arbitrario.

Usamos esse conceito, para estimar a eletronegatividade de moléculas, onde [ ¢ A
sdo o potencial de ionizagao e a afinidade eletronica da molécula: Im e Am.

A quantidade ym = 2 (Im + Am) daria a capacidade de uma molécula M1 ( ex:

farmaco) atrair elétrons de uma outra molécula M2 (ex: receptor), quando M1 e M2 se

aproximam.
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CAPITULO 4

CALCULOS

4.1 - NEOLIGNANAS ISOLADAS: ANALISE CONFORMACIONAL, PARAMETROS
FISICO-QUIMICOS E RELACOES ESTRUTURA-ATIVIDADE.

4.1.1 - Analise conformacional

A analise conformacional para os 20 compostos da tabela 2 e para as 12 neolignanas
do conjunto teste (tabela 21) foi realizada inicialmente para os compostos isolados, com o
programa MM2 (campo de for¢a de 1987), acrescido de alguns parametros obtidos com a
versado MM?2' [28]. Os compostos numerados de 1 a 25 j& haviam sido analisados, sob esse
aspecto, em trabalhos anteriores [5,6], nos quais foram encontrados um maximo de 9
minimos locais para cada molécula; esses minimos foram denominados de A a I, de acordo
com os valores dos angulos diedros t1 e t2 encontrados (figura 4a). Assim, o minimo A
apresenta tl e t2 proximos a 60 graus, para todas as moléculas; B apresenta t1 proximo a
150 graus e t2 proximo a 60 graus, etc. Em algumas moléculas, algumas dessas
conformagdes sdo enantidmeros de outras, de forma a apresentar um nimero menor do que
9 para o total de minimos encontrados. Outras, apesar de ndo apresentarem enantiomeros,
também ndo possuem todas as 9 conformacdes. Para as moléculas ativas, por exemplo,
apesar de algumas apresentarem os 9 minimos, outras apresentam um nimero menor, de
forma que apenas 4 conformagdes sdo comuns a todas elas: C, D, E e F; a figura 29
(capitulo 7) mostra todas as conformacdes encontradas para as neolignanas.

Empregando um método estatistico baseado na analise populacional de Boltzmann e
com a ajuda de mapas conformacionais, pudemos encontrar o0s minimos locais mais
provaveis para cada molécula e estes foram utilizados para a realizagdo de célculos de
parametros fisico-quimicos. Esses parametros foram empregados para realizar o nosso
primeiro estudo de relagdes estrutura-atividade [1, 6].

Os compostos numerados entre 26 e 32 foram analisados posteriormente e, por

serem analogos aos 25 primeiros, empregamos a mesma metodologia.
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4.1.2 - Parametros fisico-quimicos para as neoligananas isoladas.

Propriedades hidrofobicas, eletronicas e estéricas foram calculadas inicialmente,
para as 20 neolignanas do conjunto treinamento e para as 12 do conjunto teste, na
conformacao E, que apresentou alta probabilidade e ¢ comum a todas as moléculas ativas, o
que nos levou a pensar que esta pudesse ser a conformagao ativa [5,6].

O log P, foi calculado usando-se o método de Rekker, pelo somatorio dos
parametros de hidrofobicidade dos substituintes. O somatorio dos fragmentos foi realizado,
utilizando valores obtidos na referéncia 56, aos quais somamos o fator de correcao de 0,574
devido ao efeito de proximidade presente em todas as neolignanas, entre os grupos =O e -
O- (tabela 2 e figura 4a do capitulo 1).

O volume de van der Waals (V,gw) foi calculado com o programa surf [57],
baseado no algoritmo de Higo e Go [44]. Os angulos torsionais t1 e t2 (figura 4a), foram
extraidos da analise conformacional realizada com o método MM2. Finalmente,
parametros eletronicos como dureza e moleza molecular, energias do HOMO e LUMO,
momento dipolar, e eletronegatividade de Miilliken foram calculados com o método
semi-empirico MNDO-PM3 [36], usando-se o programa MOPAC 6.0, uma vez que estes
sdo parametros originados pelo calculo de orbitais moleculares e, portanto, ndo sdo obtidos
de calculos de mecanica molecular. Nesta etapa do trabalho, foram calculadas as cargas de
Miilliken, também com o método MNDO-PM3.

Para realizar os calculos dos pardmetros FQ com o método MNDO-PM3, entramos
com os dados de geometria obtidos com a andlise conformacional previamente realizada
com o método MM2. Assim, cada coordenada foi seguida do inteiro 0, indicando que as
mesmas nao deveriam ser otimizadas e apenas o calculo de orbitais moleculares foi

realizado para as geometrias pré-estabelecidas.
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4.1.3 - Relacgoes estrutura-atividade para as neolignanas isoladas.

Nesta etapa, utilizamos os métodos de Reconhecimento de Padrdes, através dos
programas Arthur/Unicamp [58] e Pirouette (fornecido pela prof® Dr* Marcia M.C. Ferreira,
do instituto de quimica da Unicamp) [59]. O Pirouette realiza a analise de componentes
principais e agrupamento hierdrquico, como o Arthur/Unicamp, mas ¢ um programa de
melhor visualizagdo dos resultados e de mais facil manipulagdo dos dados. O
Arthur/Unicamp, entretanto, realiza célculos adicionais, como o Peso de Fisher, KNN e

SIMCA , com os quais trabalhamos nesta tese.

4.2 ANALISE CONFORMACIONAL DE OUTROS COMPOSTOS ATIVOS EM
LEISHMANIOSE (AMINO-CETONAS) E DE UM POSSI{VEL RECEPTOR
(ARGININA).

A conformagdo da benzofenona, que ¢ uma parte comum as aminocetonas
estudadas, foi determinada por P. Jin e T. A. Wildeman [60]. Calculos realizados com AM1
[38] mostraram que a conformagdo de minima energia da benzofenona apresenta um angulo
de 33 graus entre os dois anéis fenilicos, concordando com dados de cristalografia [60].
Com base nesses resultados, nds realizamos a analise conformacional das aminocetonas
usando o método AM1 também, através do pacote computacional MOPAC 6.0. Foi usada a
palavra-chave PRECISE, como um critério de convergéncia do calculo SCF; assim, o
calculo ¢ interrompido quando a diferenca na energia eletronica entre duas iteragdes
consecutivas for menor do que 107 kcal/mol.

Para os substituintes nos anéis fenilicos das aminocetonas, foi realizada a procura
conformacional, utilizando “coordenada de reagao”. No MOPAC, cada coordenada interna
¢ seguida por um inteiro, indicando a agdo a ser realizada sobre aquela coordenada. Assim,
o inteiro 1 significa que a coordenada deve ser otimizada, 0 que ndo deve ser otimizada e -1
indica que deve ser aplicada a coordenada de reacao, isto €, aquela coordenada seguida de -
1 deve ser otimizada a cada passo estabelecido na ultima linha dos dados de entrada. No

nosso caso, otimizamos as coordenadas referentes aos substituintes, a cada 20°.
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A conformacao mais estavel das aminocetonas foi utilizada para comparagao com
os minimos locais encontrados para as neolignanas, a fim de nos auxiliar na busca da
conformagao ativa.

Dados de cristalografia foram encontrados na literatura para a geometria dos atomos
pesados da arginina [61]. As posicoes dos atomos de hidrogénio foram determinadas
através da otimizac¢do da geometria da arginina, usando o método semi-empirico AMI, para

uniformizar com o método utilizado na otimiza¢do da geometria das aminocetonas.

4.3 - NEOLIGNANAS SOLVATADAS: ANALISE CONFORMACIONAL, CALCULO
DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E RELACOES ESTRUTURA-ATIVIDADE.

4.3.1 - Solvatacao

Estes calculos foram necessarios, para aprimorarmos a nossa andlise
conformacional e assim, podermos estabelecer novas relagdes estrutura-atividade com
maior eficiéncia. Entretanto, esta etapa ndo seria possivel sem antes termos obtido os
minimos locais para os compostos isolados, como veremos a seguir.

Nos calculos de solvatagdo, calculamos as energias de interacdo soluto-solvente,
utilizando o método de Monte Carlo, através do programa computacional Diadorim [62].
Estes calculos foram efetuados para todas as conformagdes encontradas (com o método de
mecanica molecular - MM2) para as neolignanas 1, 3,4, 5,6, 7,9, 12, 13, 14, 15 ¢ 16 do
conjunto treinamento da tabela 2; estes compostos foram escolhidos por termos disponiveis
os parametros de Lennard-Jones; como a andlise destas doze moléculas foi suficiente para
obtermos indicagOes sobre a conformacao ativa, achamos desnecessario continuar com
estes calulos para as oito restantes. O solvente escolhido foi a dgua, a temperatura
bioldgica (36,5 graus centigrados) e pressdo = 1 atm. As cargas derivadas do potencial
eletrostatico, incluidas nos dados de entrada do programa Diadorim, foram calculadas com
o programa Gaussian, usando a opcao CHELPG e base 6-31G**, conforme indicagdes da
literatura [24].

Achamos importante, neste ponto, esclarecer que a analise conformacional para as

neolignanas solvatadas deu origem a um novo estudo de relagcdes estrutura-atividade



Ixxxiii

(capitulo 9). Portanto, ndo houve utilizacdo de parametros calculados com métodos semi-
empiricos e ab initio numa mesma analise; ambos tipos de parametros foram utilizados,
porém em analises diversas.

Inicialmente, uma caixa cubica contendo 800 moléculas de agua nos foi fornecida
pelo prof. Dr. Luiz C. G. Freitas da UFSCar; no centro dessa caixa, abrimos um “buraco”,
no qual 1 molécula do soluto foi introduzida. O soluto, no nosso caso ¢ uma neolignana,
cuja conformagdo deve ser um dos minimos locais previamente encontrados numa analise
conformacional realizada para os compostos isolados. Devido ao tempo computacional
necessario, nao seria possivel realizar a procura dos minimos locais para os compostos
solvatados. Apds a introdug@o do minimo local escolhido, a caixa de 4gua contento o soluto
foi equilibrada. Para equilibrar a caixa, sdo geradas configuracdes pelo movimento
aleatorio de rotacdo e de translacdo das moléculas. Os valores maximos permitidos para
estes movimentos sdo determinados de forma a obter-se a razdo de aproximadamente 45%
entre as configuracdes aceitas e geradas. Sao realizados também, movimentos de volume
da caixa e estes obedecem a mesma propor¢cdo de 45%. A energia da configuracdo ¢
calculada através do potencial de Lennard-Jones e de Coulomb. No inicio, a energia do
sistema varia rapidamente e, no decorrer da simulagdo, esta variacdo reduz-se a pequenas
oscilagcdes ao redor de um valor médio. Neste ponto, dizemos que o sistema atingiu o
equilibrio. Cerca de 6x10° configuragdes foram necessarias para obter-se o equilibrio para
cada uma das conformacdes das neolignanas. Apos esta fase, iniciou-se o acimulo final dos
valores calculados em cada configuragdo, para a obtencdo de médias estatisticas das
observaveis termodindmicas citadas no capitulo 2, item 2.1. Nesta etapa, cerca de 3x10°
configuragdes foram geradas e os valores de interagdo soluto-solvente puderam ser obtidos

para cada conformagao das neolignanas estudadas.
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4.3.2 - Relacoes estrutura-atividade.

Apoés a solvatacdo, procuramos definir a sobreposicdo entre as neolignanas e o
receptor.

A energia total de interagdo entre as neolignanas na conformacao ativa (D) e o sitio
receptor foi obtida com o programa computacional PowerFit [35]. Esse programa ¢
utilizado para realizar a comparagdo entre estruturas, muito util em estudos SAR.
Tradicionalmente, tais comparagdes sao realizadas com modelos plésticos 3D ou com base
em figuras em 2D de moléculas. Esses métodos sdo denominados “Computer-Assisted
Molecular Fitting (CAMF)”.

Inicialmente, utilizamos modelos moleculares plasticos e nos baseamos nos
resultados ja obtidos com a nossa analise prévia de SAR, para supormos uma possivel
maneira de interacdo entre as neolignanas e a arginina (capitulo 8). Em seguida, a nossa
suposi¢do pdde ser confirmada pelos resultados obtidos com o PowerFit.

O programa citado nos permite realizar o ajuste automatico entre as moléculas, ou
manual, utilizando intui¢do quimica. No nosso caso, baseando-nos nos resultados da
analise das relagdes entre a estrutura quimica das neolignanas e a atividade anti-
leishmaniose, foi possivel fazer o ajuste manual entre as neolignanas e a arginina
(receptor); as comparagdes entre distancias atdmicas das neolignanas e da arginina também
nos deram indicagdes de como o ajuste entre as duas moléculas deveria ocorrer. Sendo
assim, ajustamos manualmente as duas moléculas, considerando a confomacdao D para as
neolignanas; para a arginina, consideramos inicialmente a conforma¢do encontrada na
literatura e depois, uma conformagao suposta por nés no capitulo 8. Calculamos entdo, as
energias de interagdo entre as neolignanas e a arginina para os dois casos, usando a opgao

“Atom Based Rigid Fit”.
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CAPITULO 5

INCLUSAO DE NOVOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS PARA A
CONFORMACAO MAIS PROVAVEL (E), ENCONTRADA PARA OS
COMPOSTOS ISOLADOS.

5.1 INTRODUCAO

No trabalho citado na referéncia 6, as seguintes propriedades FQ foram calculadas
para as vinte neolignanas da tabela 2: energias do HOMO e LUMO, dureza e moleza
moleculares, eletronegatividade de Miilliken, momento dipolar, volume de van der Waals,
angulos diedros tl e t2 e calor de formacao. Todos estes parametros foram utilizados na
analise com RP.

De todos os métodos RP aplicados, apenas o SIMCA apresentou um bom resultado,
com 90% de acerto na classificacdo dos compostos. Os métodos "Agrupamento
Hierarquico" e ACP ndo foram capazes de agrupar os compostos nas respectivas categorias;
ndo mostraremos as tabelas e figuras correspondentes, pois ndo fazem parte deste trabalho e
podem ser observados na referéncia 6. O método KNN apresentou 60% de classificagdo
correta para 5 vizinhos mais proximos, sendo que esse método foi aplicado posteriormente,
nao comparecendo na referéncia 6, como os demais.

Com o objetivo de melhorar os resultados obtidos na referéncia 6 e também de
entendermos melhor a natureza da relacdo entre as variaveis fisico-quimicas e a atividade
anti-leishmaniose das neolignanas, novos parametros fisico-quimicos foram calculados e

incluidos na analise com os métodos RP.
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5.2 - CALCULOS

Os calculos deste capitulo estdo descritos no capitulo 4, item 4.1.2. A conformacao
escolhida foi a E, de acordo com os resultados obtidos nos trabalhos anteriores, nas
referéncias 5 e 6.

Resumidamente, a conformacdo E foi escolhida porque dentre as nove
conformacgdes encontradas no vacuo (A, B, C...I), a E apresentou alta probabilidade em
todas as neolignanas ativas.

A probabilidade de cada minimo local foi calculada considerando a populacao

relativa entre os minimos locais, através da fun¢do de particdo molecular (Z):

Z = Ze_E(t)/kT eq. 5.1
t

onde E ¢ a energia calculada para determinada conformagao, k ¢ a constante de Boltzmann,
T ¢ a temperatura e t ¢ o angulo que define a conformacao da molécula.

Numa superficie de potencial, verificamos regides de maxima e de minima energia;
as regides de minima energia formam pocos ou vales, onde um determinado ntimero de
conformagdes esta presente. A primeira vista, podemos pensar que um pogo mais profundo
(de energia mais baixa) apresenta maior probabilidade do que outro de energia um pouco
mais alta; entretanto, se considerarmos a largura dos pog¢os, um nimero maior de
conformagdes estard presente num poc¢o menos profundo, porém mais largo, do que num
poco mais profundo e mais estreito. Esse numero de conformagdes foi levado em
consideracdo nos nossos calculos. O limite de cada pogo foi definido conforme a referéncia
19.

Cada minimo local foi associado com a probabilidade:

Z(H)= o~ E@VKT eq.5.2



Ixxxviii

Foi obtido entdo, o somatorio das fungdes de probabilidade sobre todos os minimos,
de forma a se obter a fun¢do Z (equagdo 5.1). Em seguida, cada funcdo de probabilidade

(associada a cada minimo) foi normalizada:

Z(H)=Z(t)/Z eq.5.3

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 4a e 4b mostram os valores para as 21 varidveis consideradas
inicialmente: energias do HOMO e LUMO, dureza e moleza moleculares (n e 1/m),
eletronegatividade de Miilliken ( % ), volume, angulos diedros t1 e t2 , calor de formagao,
momento de dipolo total , hibrido e pontual ( L, U, € Wp), cargas sobre os atomos 8, 9, 10,
16, 17, 24, 26 e 28 (figura 4a) e logP.

Os graficos dos scores das duas primeiras componentes principais e dos loadings,
usando as 21 variaveis das tabelas 4a e 4b, sdo mostrados na figura 18c e 18d; as figuras
18a e b mostram o agrupamento hierdrquico e a varidncia para as trés primeiras
componentes principais, respectivamente. As duas primeiras componentes principais
acumulam apenas 57% da variancia total (figura 18b) e por isso, o grafico dos scores (18c)
dessas componentes principais nado mostra separacdo entre as duas categorias. O
dendograma (figura 18a) nao mostra agrupamento dos compostos ativos e dos inativos;

observa-se uma mistura das duas categorias.
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Figura 18 - Resultados da analise RP obtidos para as 21 varidveis da tabela 4. O agrupamento hierarquico ¢é
mostrado na figura 18a, a variancia das trés primeiras componentes principais na figura 18b. Os graficos dos

"scores" ¢ "loadings" das duas primeiras componentes principais sdo mostrados nas figuras 18c e 18d.
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Tabela 4a- Variaveis utilizadas na analise inicial de RP para neolignanas testadas em leishmaniose
visceral. 1, 1/m e %, sdo a dureza molecular, moleza molecular e a eletronegatividade de Miilliken;

tl e t2 sdo os angulos diedros mostrados na figura 4a.

Composto | HOMO | LUMO n I/m X VOLUM t1 t2
E
1 -9,261 -0,573 | 0,230 | 4,344 | 4917 | 192,200 | 175,630 | 177,610
2 -9,141 -0,635 | 0,235 | 4,253 | 4,888 | 210,899 | 176,780 | 181,250
3 -8,807 | -0,555 | 0,242 | 4,126 | 4,681 | 223,000 | 168,220 | 185,060
4 -8,830 | -0,482 | 0,239 | 4,174 | 4,656 | 219,600 | 174,259 | 185,751
5 -8,933 -0,452 | 0,236 | 4,241 | 4,692 | 259,299 | 177,820 | 172,210
6 -8,874 | -0,389 | 0,236 | 4,242 | 4,631 | 283,100 | 154,929 | 173,090
7 -8,876 | -0,437 | 0,237 | 4,220 | 4,656 | 325,700 | 178,250 | 161,560
8 -9,891 -1,155 | 0,229 | 4,368 | 5,523 | 216,399 | 178,580 | 181,000
9 -9,362 | -0,518 | 0,226 | 4,422 | 4,940 | 214,899 | 180,030 | 178,230
10 -8,911 -0,632 | 0,242 | 4,139 | 4,772 | 271,299 | 168,259 | 172,880
11 9,142 | -0,685 | 0,237 | 4,228 | 4913 | 211,100 | 158,009 | 161,800
12 9,126 | -0,557 | 0,233 | 4,284 | 4,841 | 269,000 | 177,380 | 178,970
13 -9,062 | -0,369 | -0,230 | 4,347 | 4,716 | 292,100 | 175,130 | 179,700
14 -8,879 | -0,464 | 0,238 | 4,208 | 4,671 | 312,000 | 177,429 | 167,179
15 -8,678 | -0,132 | 0,234 | 4,273 | 4,405 | 333,299 | 179,320 | 162,340
16 -8,603 -0,114 | 0,236 | 4,245 | 4,359 | 376,600 | 178,730 | 165,660
17 -9,190 | -0,798 | 0,238 | 4,196 | 4,994 | 240,000 | 165,700 | 172,820
18 -8,899 | -0,608 | 0,241 | 4,141 | 4,753 | 287,500 | 167,820 | 173230
19 -8,901 -0,513 | 0,236 | 4,234 | 4,747 | 296,700 | 177,570 | 172,060
20 -8,952 | -0,796 | 0,245 | 4,078 | 4,874 | 286,600 | 160,250 | 172,800
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Tabela 4b - Parametros FQ calculados para as 20 neolignanas do conjunto treinamento, na
conformacdo E. AH; ¢ o calor de formacdo e L, W € W, sdo os momentos dipolares total, hibrido e

pontual, respectivamente; Cg. Co, Cyg, Ci6, Ci7, Cag, Cy6 € Cyg sdo as cargas sobre os atomos 8, 9,

10, 16, ...28 (figura 4a).

Composto AH¢ Lt C8 C9 C10 Cl6 C17 C24

1 -11,420 | 2,813 | 0,110 | 0,105 | 0,110 | -0,315 | -0,176 | 0,110

-17,740 | 2,211 | 0,110 | 0,105 | 0,109 | -0,303 | -0,172 | 0,113

-46,070 | 2,933 | 0,109 | 0,105 | 0,108 | -0,303 | -0,174 | 0,110

-45,300 | 3,383 | 0,109 | 0,104 | 0,108 | -0,306 | -0,164 | 0,112

-83,920 | 2,240 | 0,118 | -0,172 | -0,173 | -0,308 | -0,180 | 0,108

-101,88 | 3,671 | 0,120 | -0,183 | -0,184 | -0,311 | -0,173 | 0,117

-12,750 5,215 | 0,109 | 0,104 | 0,107 | -0,309 | -0,160 | 0,125

2
3
4
5
6 -117,88 | 2,971 | 0,117 | -0,172 | -0,174 | -0,308 | -0,168 | 0,111
7
8
9

-18,840 | 3,056 | 0,109 | 0,105 | 0,108 | -0,308 | -0,195 | 0,113

10 -43,850 | 2,536 | 0,117 | -0,173 | -0,174 | -0,309 | 0,073 0,111
11 27,470 2,664 | 0,109 | 0,105 | 0,107 | -0,306 | 0,088 0,120
12 -109,150 | 1,717 | 0,121 |-0,183 | -0,183 | -0,308 | -0,192 | 0,114
13 -134,56 | 4,380 | 0,120 | -0,184 | -0,184 | -0,313 | -0,181 | -0,212
14 -99,280 | 3,616 | 0,120 | -0,183 | -0,183 | -0,309 | -0,174 | 0,116
15 -115,75 3,819 | 0,119 | -0,243 | -0,221 | 0,063 | -0,186 | -0,208
16 -134,10 | 4,580 | -0,209 | -0,189 | -0,184 | 0,066 | -0,186 | -0,208
17 20,100 2,067 | 0,110 | 0,105 | 0,108 | -0,304 | 0,076 0,117
18 -52,830 | 2,729 | 0,118 | -0,173 | -0,175 | -0,309 | 0,079 0,119
19 -90,120 1,260 | 0,118 | -0,171 | -0,173 | -0,307 | -0,178 | 0,112

20 -49,830 | 2,052 | 0,118 | -0,173 | -0,174 | -0,308 | 0,075 0,114




Continuacao da tabela 4b
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COMPOSTO C26 C28 LOGP Up Uy
1 0,107 0,112 3,730 2,628 | 0,468
2 0,057 0,117 4,500 2,195 | 0,520
3 -0,184 0,112 3,810 2,230 | 0,348
4 0,107 -0,174 3,810 2,484 | 0,664
5 0,108 0,114 4,210 1,730 | 0,509
6 0,107 -0,172 4,290 1,910 | 0,695
7 -0,108 -0,183 5470 2,558 | 0,598
8 0,120 1,304 3,480 4,608 | 0,889
9 0,108 0,118 4,268 2,522 | 0,441
10 0,106 0,123 4,808 1,986 | 1,687
11 0,105 0,118 4,328 2,713 1,735
12 -0,201 0,117 3,868 1,910 | 0,208
13 0,108 -0,182 3,857 2,720 | 0,954
14 -0,108 -0,183 5,052 2,714 | 0,592
15 -0,105 -0,186 5,563 2812 1,103
16 -0,105 -0,186 6,232 2,774 | 1,238
17 0,066 0,126 5,509 2,001 1,297
18 -0,068 0,123 5,346 2,214 | 1,670
19 0,057 0,117 4,976 1,563 | 0,540
20 0,066 0,126 5,574 1,803 1,321
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Com o objetivo de melhorar os resultados obtidos nas figuras 18a, b, c e d,
calculamos o peso de Fisher [34] para essas variaveis, que estima a importancia relativa de
cada uma, na separacdo dos compostos; o melhor resultado foi obtido com as 5 mais
pesadas: volume, logP e cargas sobre os dtomos 9, 10 e 26. Os resultados sao mostrados nas
figuras 19 a,b e c.

A figura 19a mostra o agrupamento da maioria das moléculas ativas (20, 19, 13, 18,
15, 14, 16 e 12) em A e o agrupamento das inativas 11, 9, 2, 8, 4, 1 e 3 em B. Algumas
moléculas inativas ( 6, 5, 10 e 7 ) foram agrupadas com as ativas em A e a molécula ativa

17 foi agrupada com a maioria das inativas em B.
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Figura 19 a - Agrupamento hierarquico obtido para as neolignanas, usando as seguintes

variaveis: logP, Volume e cargas nas posi¢des 9 (C9), 10 (C10) e 26 (C26).
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Figura 19b - Analise de componentes principais obtida para as neolignanas, com as variaveis logP,

volume e cargas sobre os atomos 9, 10 e 26.
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Figura 19 ¢ - Grafico dos “loadings” das duas primeiras componentes principais, obtido
para as neolignanas. As variaveis 40, 49, 50, 51 e 52 s@o: volume, logP e cargas sobre os

atomos 9, 10 e 26 (figura 4a), respectivamente.

As duas primeiras componentes principais acumulam, agora, 85,9% da variancia e o
grafico dos scores das duas primeiras componentes principais (figural9 b) mostra que as
moléculas ativas 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, e as inativas 5, 6, 7 e 10 - grupo A - estdo
separadas das inativas 1, 2, 3, 4, 8, 9, e da ativa 17 - grupo B - (essas moléculas estdo
dispostas na tabela 2 e figura 4a), pela primeira componente principal (CP1), isto ¢, um dos
conjuntos estd disposto a direita do grafico e o outro a esquerda, na figura 19b. Este
resultado ¢ parecido com o agrupamento hierdrquico mostrado na figura 19a. Como o
auxilio do grafico dos loadings (19¢) para as duas primeiras componentes principais,
podemos explicar os agrupamentos obtidos no grafico dos scores (19b), da seguinte
maneira: As variaveis mais importantes, na primeira componente principal sdo o volume

(variavel 40), logP (var. 49) e as cargas sobre os atomos 9 e 10 (varidveis 50 e 51); isto
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pode ser visto na figura 19c, onde as variaveis 40 e 49 possuem valores negativos altos no
eixo da primeira componente principal e as variaveis 50 e 51 possuem valores positivos
também altos no mesmo eixo.

A variavel 52 (carga sobre o atomo 26) possui valor positivo alto no eixo da
segunda componente principal e estd separando as moléculas inativas 5, 6 e 10 e as ativas
13, 19 e 20 das demais, como pode ser observado na figura 19b, em relacdo a segunda
componente principal.

A tabela 5 mostra os valores de atividade anti-leishmaniose para alguns compostos
( temos valores de AB apenas para estes) [7 ]. O composto 18 ¢ o mais ativo entre esses € 0
composto 13 possui AB baixa, sendo o composto 20 o menos ativo entre eles. Esses

resultados concordam, de maneira geral, com os obtidos nas figuras 19a e 19b.

Tabela 5 - valores de atividade anti-leishmaniose, para algumas neolignanas testadas "in vitro"; %l

a porcentagem de inibicdo.

NEOLIGNANA | % I “in vitro”
20 0,8
13 14,0
17 63,5
18 96,5

Os compostos inativos 5, 6 ¢ 10 possuem estrutura quimica parecida com a maioria
dos ativos (veja a tabela 2); esses compostos foram agrupados, na nossa analise, com o
composto pouco ativo, 13. Assim, de acordo com os nossos resultados e com os valores de
AB "in vitro" , podemos sugerir que esses compostos inativos seriam "quase ativos". O
composto mais ativo, 18, foi separado da maioria das inativas e agrupado com outras
moléculas ativas, pela primeira componente principal. Os Compostos ativos que foram
agrupados com 18 seriam assim, os mais ativos. Entretanto, o composto 17 com atividade
relativamente alta foi agrupado com a maioria das inativas e, 0 composto inativo 7, com as
ativas, ficando préximo do composto 18. Apesar da classificagdo incorreta dos compostos

7 e 17, este modelo separou a maioria das moléculas em ativas e inativas e colocou numa
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posi¢do intermediaria do grafico, algumas inativas de estrutura parecida com a molécula
pouco ativa, 13.

Na presente andlise foram consideradas cargas sobre os heterodtomos substituidos
nos anéis aromaticos e, algumas delas foram selecionadas pelo peso de Fisher, estando
entre as cinco varidveis mais importantes. Apesar deste modelo mostrar-se capaz de separar
os compostos, preferimos substituir essas cargas pelas cargas dos carbonos em que os
heteroatomos estdo ligados, de forma a considerar ndo apenas o tipo de atomo substituido,
mas a influéncia que estes exercem sobre outras posi¢des dos anéis. Se usarmos as cargas
dos heteroatomos, todas as moléculas que contém o grupo -OH em determinada posicao do
anel, por exemplo, serdo agrupadas e outras, substituidas por um outro grupo, como o NH;
que também ¢ ativador do anel para substitui¢ao eletrofilica, formariam um grupo diferente,
apesar de ambos grupos exercerem a mesma influéncia sobre os anéis aromaticos. Se ao
invés disso considerarmos as cargas dos carbonos em que estes estao ligados, os dois casos
formariam apenas um grupo, tornando a analise mais realista.

Além da substitui¢do das cargas citadas, outros parametros fisico-quimicos foram
incluidos: densidade eletronica (def), orbital (dof) e radical (drf) de fronteira, sobre os
atomos 8, 9, 10, 16, 17, 24, 26 e 28; as cargas foram calculadas sobre os atomos 1, 2, 3, 4,
5,6,12,13, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23. Esses valores para as 20 moléculas sao mostrados

na tabela 6.
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Tabela 6 - Inclusdo de novos parametros fisico-quimicos na analise RP das neolignanas testadas em
leishmaniose, para a conformagdo E. As variaveis 1, 2 e 40 a 49 ja haviam sido incluidas na analise
da figura 19 e estdo dispostas também na tabela 4. As cargas C8, C9, C10, C24, C26 e C28 da
tabela 4 foram substituidas pelas cargas correspondentes, dos anéis aromaticos: C2, C3, C4, C19,
C21 e C23 (continua nas proximas 6 paginas). def 8, def 9,...,etc, sdo as densidades eletronicas de
fronteira sobre os atomos &, 9, ...etc. dof 8, dof9, etc, sdo as densidades orbitais de fronteira sobre os
respectivos atomos, e drf 8, drf9, etc, sdo as densidades radicais de fronteira sobre os atomos 8§, 9,

etc.

Composto | def8 def9 def 10 defl6 defl7 def24 def26
1 2 3 4 5 6 7
1 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 [0,00104 |0,91800 | 0,00003 | 0,00000
2 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 [0,00167 |0,61300 | 0,00000 | 1,15600
3 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 [0,00757 |0,61700 | 0,00005 | 0,55200
4 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 [0,00278 |0,67800 | 0,00000 | 0,00000
5 0,00001 | 0,24100 | 0,28900 | 0,07090 | 0,00028 | 0,00000 | 0,00000
6 0,00001 | 0,23000 | 0,30900 [ 0,05800 | 0,01960 | 0,00002 | 0,00000
7 0,00000 | 0,00016 | 0,00009 |0,00122 |0,41400 | 0,00013 | 0,36400
8 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 [0,00510 |[0,00172 | 0,00000 | 0,00000
9 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 [0,00190 |0,76800 | 0,00000 | 0,00000
10 0,00001 | 0,25600 | 0,34200 | 0,05800 | 0,00470 | 0,00000 | 0,00000
11 0,00000 | 0,00006 | 0,00178 | 0,00520 |2,92000 | 0,00000 | 0,00000
12 0,00000 | 0,00046 | 0,00023 | 0,00098 |0,59100 | 0,00000 | 0,64900
13 0,00000 | 0,21600 | 0,00147 | 0,06200 | 0,00960 | 0,00209 | 0,00000
14 0,00000 | 0,00015 | 0,00005 [0,00027 |0,45100 | 0,00000 | 0,38400
15 0,00000 | 0,00280 | 0,00245 | 0,00001 | 0,46200 | 0,09800 | 0,11300
16 0,07700 | 0,31200 | 0,24300 | 0,00459 | 0,01700 | 0,00203 | 0,00250
17 0,00001 | 0,00004 | 0,00003 [ 0,00486 | 3,46500 | 0,00000 | 0,14300
18 0,00001 | 0,26100 | 0,35800 [ 0,06200 | 0,00368 | 0,00000 | 0,00000
19 0,00001 | 0,24300 | 0,29200 | 0,07000 | 0,00035 | 0,00000 | 0,00000
20 0,00001 | 0,26300 | 0,35700 | 0,06500 | 0,00203 | 0,00000 | 0,00000




Tabela 6 - Continuagao
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Composto | def28 dof8 dof9 dof10 dofl6 dof17 dof24
8 9 10 11 12 13 14
1 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 |0,00000 |0,33500 |0,03250 |0,00007
2 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 |0,00001 |0,36600 | 0,00440 | 0,00007
3 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 |0,28000 |0,03980 |0,00007
4 0,71500 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 |0,33400 | 0,04000 | 0,00008
5 0,00000 | 0,00002 | 0,04600 |0,00157 |0,40200 | 0,04700 | 0,00006
6 0,01640 | 0,00001 | 0,04500 |0,00123 |0,3355 0,04500 | 0,00007
7 0,26600 | 0,00001 | 0,03300 |0,00147 |0,35000 | 0,04000 | 0,00006
8 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 |0,00007 |0,05200 | 0,05200
9 0,00000 | 0,00001 | 0,00000 |0,00001 |0,36300 |0,04100 |0,00007
10 0,00000 | 0,00001 |0,01666 |0,00028 |0,24800 |0,61700 | 0,00035
11 0,00004 | 0,00000 | 0,00000 |0,00000 |0,21600 |0,41800 | 0,00020
12 0,00000 | 0,00001 |0,03300 |0,00138 |0,37900 | 0,04300 | 0,00006
13 0,00329 | 0,00001 |0,03400 |0,00140 |0,33000 | 0,04400 |0,00147
14 0,27600 | 0,00001 |0,03300 |0,00148 | 0,34800 | 0,04200 | 0,00007
15 0,14300 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 |0,00000 |0,05600 |0,00753
16 0,00465 | 0,00173 | 0,00000 | 0,00000 |0,00001 |0,06100 |0,00477
17 0,00000 | 0,00001 | 0,00000 |0,00000 |0,17900 | 0,45800 | 0,00027
18 0,00000 | 0,00001 |0,01600 |0,00032 |0,25100 | 0,60400 | 0,00033
19 0,00000 | 0,00002 | 0,04500 |0,00145 |0,40700 | 0,05200 | 0,00006
20 0,00000 | 0,00001 | 0,00600 |0,00010 |0,15100 |0,49900 | 0,00026
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Composto | dof26 dof28 drf8 drf9 drf10 drfl6 drfl7
15 16 17 18 19 20 21
1 0,00000 | 0,00001 {0,00000 [ 0,00000 | 0,00000 |0,16800 |0,47500
2 0,00006 | 0,00001 | 0,00001 [ 0,00000 | 0,00000 |0,18400 | 0,30900
3 0,00022 | 0,00001 [ 0,00000 [ 0,00000 | 0,00000 |0,14400 | 0,32800
4 0,00000 | 0,00009 | 0,00000 [ 0,00000 | 0,00000 |0,16800 | 0,35900
5 0,00001 | 0,00001 | 0,00001 [0,14400 | 0,14500 | 0,23600 | 0,02400
6 0,00001 | 0,00025 | 0,00001 |0,13800 |0,15500 |0,19700 | 0,03200
7 0,00009 | 0,00022 | 0,00001 |0,01700 | 0,00078 | 0,17600 | 0,22700
8 0,00000 | 0,47600 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00259 | 0,02700
9 0,00001 | 0,00002 | 0,00001 [ 0,00000 | 0,00000 |0,18200 | 0,40500
10 0,00002 | 0,00002 | 0,00001 |0,13600 |0,17100 |0,15300 |0,31100
11 0,00002 | 0,00020 | 0,00004 | 0,00003 |0,00103 |0,11100 | 1,66900
12 0,00005 | 0,00001 | 0,00001 |0,01700 | 0,00081 |0,19000 | 0,31700
13 0,00000 | 0,00050 | 0,00001 |0,01700 | 0,00077 |0,19600 | 0,02700
14 0,00050 | 0,00024 | 0,00001 |0,01700 | 0,00077 |0,17400 | 0,24700
15 0,22100 | 0,00854 | 0,00000 | 0,00138 | 0,00123 | 0,00001 | 0,25900
16 0,24400 | 0,00834 | 0,03900 | 0,15600 | 0,12200 | 0,00230 | 0,03900
17 0,04100 | 0,00014 | 0,00001 | 0,00002 | 0,00002 |0,09200 | 1,96200
18 0,00027 | 0,00019 | 0,00001 |0,13900 | 0,17900 | 0,15700 | 0,30400
19 0,00086 | 0,00001 | 0,00001 [0,14400 | 0,14700 | 0,23900 | 0,02600
20 0,04860 | 0,00013 | 0,00001 |0,13500 | 0,17900 | 0,10800 | 0,25100
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Composto | drf24 drf26 drf28 Cl C2 C3 C4
22 23 24 25 26 27 28
1 0,00005 | 0,00000 [ 0,00001 |-0,0340 |-0,1321 {-0,0549 |-0,1328
2 0,00004 | 0,57800 | 0,00000 |-0,0498 |-0,1231 |[-0,0667 |-0,1233
3 0,00006 | 0,27600 | 0,00001 |-0,0499 |-0,1237 |-0,0677 |-0,1240
4 0,00004 | 0,00000 | 0,35800 |-0,0461 |-0,1243 |-0,0685 |-0,1251
5 0,00003 | 0,00000 [ 0,00000 |-0,1151 | 0,05230 |0,1035 -0,1898
6 0,00004 | 0,00000 [ 0,00832 |-0,1142 |0,05070 | 0,10270 [-0,1905
7 0,00010 | 0,18200 | 0,13300 |-0,0972 |0,04680 | 0,09770 |-0,1725
8 0,02600 | 0,00000 | 0,23800 |-0,0414 |-0,1204 |-0,0642 |-0,1233
9 0,00003 | 0,00000 | 0,00001 |-0,0504 |-0,1239 |-0,0684 |-0,1243
10 0,00017 | 0,00001 | 0,00001 |-0,1154 |0,04990 | 0,10340 |-0,1895
11 0,00010 | 0,00001 | 0,00012 |-0,0547 |-0,1236 |-0,0686 |-0,1230
12 0,00003 | 0,32500 | 0,00001 |-0,0993 |0,04680 | 0,09910 |-0,1716
13 0,00178 | 0,00000 | 0,00190 |-0,0961 |0,04590 | 0,09710 |-0,1735
14 0,00004 | 0,19200 | 0,13800 |-0,0972 | 0,04660 | 0,09850 [-0,1725
15 0,05300 | 0,16700 | 0,07600 |-0,1103 |0,00610 | 0,06600 |-0,1076
16 0,00340 | 0,12300 | 0,00650 |-0,1554 |0,08370 | 0,04780 | 0,50900
17 0,00014 | 0,09200 | 0,00011 |-0,0523 |-0,1228 |-0,0678 |-0,1230
18 0,00016 | 0,00013 | 0,00010 |-0,1147 |0,04980 | 0,10330 |-0,1896
19 0,00003 | 0,00047 | 0,00000 |-0,1156 |0,05260 |0,10450 |-0,1897
20 0,00013 | 0,02400 | 0,00006 |-0,1147 |0,05020 | 0,10430 |-0,1893




Tabela 6 - continuagao
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Composto | C5 Co Cl12 C13 C17 C18 C19
29 30 31 32 33 34 35
1 -0,0187 | -0,1777 | 0,32500 | 0,00040 |-0,1764 | 0,10090 [-0,1438
2 -0,0358 | -0,1640 | 0,32560 |0,00190 |-0,1720 | 0,10390 | -0,1347
3 -0,0370 |-0,1636 | 0,32510 | 0,00340 |-0,1738 | 0,06130 |-0,1007
4 -0,0370 |-0,1618 | 0,3272 0,00000 |-0,1639 | 0,06640 | 0,07420
5 -0,0334 | -0,1631 | 0,33170 | 0,03600 |-0,1801 | 0,10000 |-0,1378
6 -0,0336 |-0,1621 | 0,33320 | 0,03330 |-0,1680 | 0,06360 | 0,07810
7 -0,0353 | -0,1579 | 0,33020 | 0,03450 |-0,1732 | 0,06320 | 0,06700
8 -0,0324 | -0,1588 | 0,33340 | 0,00390 |-0,1599 |0,18320 |-0,4272
9 -0,0363 | -0,1606 | 0,3254 0,00840 |-0,1946 | 0,09040 |-0,1308
10 -0,0317 | -0,1608 | 0,34570 |-0,1955 |0,07250 |-0,2147 |-0,0416
11 -0,0367 | -0,1572 |0,34190 |-0,2448 | 0,08830 |-0,2269 | -0,0479
12 -0,0340 |-0,1613 | 0,32850 | 0,00820 |-0,1924 | 0,05600 [-0,0968
13 -0,0361 | -0,1575 | 0,32800 | 0,00940 |-0,1808 | 0,04810 | 0,08870
14 -0,0339 |-0,1597 |0,33040 | 0,00340 |-0,1739 | 0,05910 | 0,06800
15 -0,0982 | -0,0794 | -0,0556 | 0,07840 |-0,1864 | 0,05960 | 0,08220
16 -0,1827 | -0,0471 |-0,0563 | 0,08030 |-0,1863 | 0,05870 | 0,08230
17 -0,0362 | -0,1573 | 0,34030 |-0,1956 |0,07630 |-0,2165 |-0,0322
18 -0,0317 |-0,1602 | 0,34590 |-0,1944 |0,07060 |-0,2221 |-0,0375
19 -0,0327 | -0,1642 |0,33170 | 0,03490 |-0,1780 | 0,10290 | -0,1300
20 -0,0309 |-0,1616 | 0,34580 |-0,1944 |0,07490 |-0,2162 |-0,0322
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Composto | C20 C21 C22 C23 logP HOMO | LUMO
36 37 38 39 40 41 42

1 -0,0645 | -0,1393 |-0,0634 |-0,1905 | 3,7300 -9,2610 | -0,5730
2 -0,0602 | -0,1523 |-0,0594 |-0,1848 |4,5000 -9,1410 | -0,6350
3 -0,1548 | 0,07240 | -0,01089 | -0,1503 | 3,81000 |-8,8070 |-0,5550
4 -0,1643 | -0,0990 |-0,1025 |-0,1627 | 3,81000 |-8,8300 |-0,4820
5 -0,0676 | -0,1345 |-0,0686 |-0,1866 |4,21000 |-8,9330 |-0,4520
6 -0,1683 | -0,0943 |-0,1084 |-0,1572 | 4,2900 -8,8740 | -0,3890
7 -0,1432 | -0,0259 |-0,0977 |-0,1510 |5,47000 | -8,8760 |-0,4370
8 0,01320 |-0,1549 |-0,0097 |-0,2028 | 3,48000 |-9,8910 |-1,1550
9 -0,0432 | -0,1311 |-0,0677 |-0,1760 |4,26800 |-9,3620 |-0,5180
10 -0,1177 |-0,0716 |-0,1175 |-0,0584 |4,80800 |-8,9110 |-0,6320
11 -0,1207 | -0,0689 |-0,1189 |-0,0446 |4,32800 |-9,1420 | -0,6850
12 -0,1393 | 0,06300 | -0,0983 |-0,1401 | 3,86800 |-9,1260 |-0,5570
13 -0,1768 | -0,0695 |-0,1810 | 0,06390 | 3,85700 |-9,0620 | -0,3690
14 -0,1439 |-0,0233 | -0,0961 |-0,1484 |5,05200 |-8,8790 |-0,4640
15 -0,1704 | -0,0022 |-0,1764 | 0,0636 5,56300 |-8,6780 |-0,1320
16 -0,1697 | -0,0025 |-0,1759 | 0,06320 | 6,2320 -8,6030 | -0,1140
17 -0,1171 | -0,0906 |-0,1163 |-0,0476 | 5,50900 [-9,1900 |-0,7980
18 -0,1205 | -0,0421 |-0,1222 |-0,0525 |5,34600 | -8,8990 | -0,6080
19 -0,0643 | -0,1482 |-0,0654 |-0,1788 |4,97600 | -8,9810 |-0,5130
20 -0,1164 | -0,0908 |-0,1162 |-0,0489 |5,57400 |-8,9520 |-0,7960
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Composto | 1 1/m X 1) tl t2 \Y%
43 44 45 46 47 48 49
1 0,23000 | 4,34400 |4,91700 |2,81300 | 175,630 | 177,610 | 192,200
2 0,23500 |4,25300 | 4,88800 |2,21100 | 176,780 | 181,250 | 210,899
3 0,24200 | 4,12600 | 4,68100 |2,93300 | 168,220 | 185,060 | 223,000
4 0,23900 |4,17400 | 4,65600 | 3,38300 | 174,259 | 185,751 | 219,600
5 0,23600 | 4,24100 | 4,69200 |2,24000 | 177,820 | 172,210 | 259,299
6 0,23600 | 4,24200 | 4,63100 |2,97100 | 154,929 | 173,090 | 283,100
7 0,23700 | 4,22000 | 4,65600 | 3,67100 | 178,250 | 161,560 | 325,700
8 0,22900 | 4,36800 | 5,52300 |5,21500 | 178,580 | 181,000 | 216,399
9 0,22600 | 4,42200 | 4,94000 | 3,05600 | 180,030 | 178,230 | 214,899
10 0,24200 | 4,13900 |4,77200 |2,53600 | 168,259 | 172,880 | 271,299
11 0,23700 | 4,22800 | 4,91300 |2,66400 | 158,009 | 161,800 | 211,100
12 0,23300 |4,2840 | 4,84100 | 1,71700 | 177,380 | 178,970 | 269,000
13 -0,2300 | 4,34700 | 4,71600 | 4,38000 | 175,130 | 179,700 | 292,100
14 0,23800 | 4,20800 |4,67100 |3,61600 | 177,429 | 167,179 | 312,00
15 0,23400 | 4,27800 | 4,40500 | 3,81900 | 179,320 | 162,340 | 333,299
16 0,23600 | 4,24500 | 4,35900 |4,58000 | 178,730 | 165,660 | 376,600
17 0,23800 | 4,19600 | 4,99400 |2,06700 | 165,700 | 172,820 | 240,00
18 0,24100 | 4,14500 |4,5300 |2,72900 | 167,820 | 173,230 | 287,500
19 0,23600 | 4,23400 | 4,74700 | 1,26000 | 177,570 | 172,060 | 296,700
20 0,24500 | 4,07800 | 4,87400 |2,05200 | 168,250 | 172,800 | 286,600
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Os resultados obtidos considerando todas essas variaveis, incluindo as variaveis 1, 2
e 40 a 49 da tabela 6 (usadas na andlise anterior), ndo separaram os compostos nas duas
categorias, usando-se apenas duas componentes principais, uma vez que a variancia
acumulada para as duas primeiras componentes foi de apenas 47,6%. A figura 20a, b, c e d

mostram o dendograma, a variancia e os graficos dos scores e loadings dessas duas

componentes.
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Figura 20 - Resultados obtidos para as 49 variaveis da tabela 6.

Nesta etapa, o método SIMCA, que constréi um modelo para cada categoria, usando
numeros variaveis de componentes principais para cada uma, foi util para nos ajudar a
definir as varidveis relacionadas com as moléculas 5, 6, 7, 10 e 17 que geralmente formam
um grupo separado ou sdo classificadas incorretamente, conforme foi mostrado nos
resultados das figuras 19a e b.

Como ja vimos, as componentes principais sdo construidas através da combinacao

linear das varidveis originais, sendo que numa mesma CP, as variaveis apresentam
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coeficientes diferentes umas das outras e, conseqiientemente, importancias diferentes;
sendo assim, podemos definir quais varidveis sdo mais importantes na separacdo dos
compostos. Por exemplo, se numa anélise com 10 variaveis precisamos de 3 CP, mas
apenas seis dessas variaveis apresentarem coeficientes significativos nas 3 CP, entdo, as 4
variaveis restantes ndo sao importantes.

Podemos ainda, verificar quais varidveis (entre as mais importantes) estdo
relacionadas com determinado composto. Por exemplo, no nosso caso, as moléculas 5, 6, 7,
10 e 17 estao sendo classificadas incorretamente; por isso, desejamos saber quais variaveis
sao responsaveis por isso. O método SIMCA constréoi um modelo de componentes
principais para cada categoria, permitindo que analisemos cada categoria separadamente.
Aplicamos entdo, o método SIMCA ao nosso conjunto treinamento e verificamos que o
melhor resultado foi com o modelo de 4 componentes principais para a categoria 1
(inativos) e 3 componentes para a categoria 2 (ativos); 90% dos compostos foram
classificados corretamente, sendo que agora, apenas as moléculas 7 e 19 foram mal
classificadas (tabela 7).

Na analise ACP, apenas as duas primeiras CP sdo utilizadas; entdo este resultado ja
mostra que algumas varidveis presentes na terceira € quarta componentes principais sao

importantes, pois agora os compostos 5, 6, 10 e 17 foram classificados corretamente.

Tabela 7 - Resultado da andlise SIMCA para o modelo de 4 CP para a categoria 1 e 3CP para a categoria 2.

CATEGORIA | NUMERO DE | N° TOTAL DE | COMPOSTOS
COMPONENTES COMPOSTOS CLASSIFICADOS
PRINCIPAIS INCORRETAMENTE

INATIVA (1) |4 11 7

ATIVA (2) 3 9 19

PORCENTAGEM DE CLASSIFICACAO CORRETA: 90%

Vamos verificar o que ocorre com as moléculas inativas, quando diminuimos o
nimero de componentes principais da categoria 1, para 3 ( modelo de 3 CP para as duas
categorias). Os compostos 5, 7 e 11 sdo classificados incorretamente (tabela 8); isto indica
que as variaveis mais importantes na quarta componente principal da categoria 1, na anélise

anterior, sdo importantes na classificagdo dos compostos 5 e 11 que haviam sido bem
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agrupados no modelo de 4 e 3 CP. Essas variaveis sao: def 26, def24, def28, drf26 e carga
sobre o atomo 20; elas estdo relacionadas com o anel (2). Como o composto 5 ¢ parecido
com os ativos devido aos substituintes -OCH3 nas posi¢cdes R1 e R2 do anel 1 (tabela 2),
entendemos que para agrupa-lo as inativas, precisamos utilizar parametros comuns as

outras inativas, ou seja, aqueles do anel 2.

Tabela 8 - Analise SIMCA para o modelo de 3 componentes principais para as duas categorias.

CATEGORIA NUMERO DE N° TOTAL DE COMPOSTOS
COMPONENTES COMPOSTOS CLASSIFICADOS
PRINCIPAIS INCORRETAMENTE
INATIVA (1) 3 11 compostos: 5,7, 11
ATIVA (2) 3 9

PORCENTAGEM DE CLASSIFICACAO CORRETA: 85%

Ao diminuirmos 1 componente principal também na categoria 2 (modelo de 3 e 2
CP - tabela 9), todas as inativas sdo classificadas corretamente, mas 3 ativas (14, 17 ¢ 19)
agrupam-se com as inativas. A terceira CP da categoria 2 possui as seguintes variavies mais
importantes: def9, defl10, defl6, def24, drf9 e drf10, sendo que a maioria estd relacionada
com o anel (1). A retirada dos pardmetros relacionados com o anel (1), aproximou os
compostos 5, 7 e 11 das inativas, anteriormente agrupado com as ativas, pois, esses
compostos assemelham-se com as ativas devido aos substituintes no anel (1),
principalmente; por outro lado, esses mesmos parametros do anel (1) sdo necessarios para
agrupar os compostos 14 e 19 com as outras ativas, que agora foram classificadas

incorretamente.
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Tabela 9 - Analise SIMCA para o modelo de 3 componentes principais para a categoria 1 (inativas)

e 2 componentes principais para a categoria 2 (ativas).

Categoria Numero De N° Total De Compostos
Componentes Compostos Classificados
Principais Incorretamente
INATIVA (1) 3 11
ATIVA (2) 2 9 Compostos: 14, 17, 19

PORCENTAGEM DE CLASSIFICACAO CORRETA: 85%

Com esses resultados, concluimos que a eliminagdo de variaveis relacionadas com o
anel (1), apesar de levar a classificagdo correta dos compostos inativos 5, 7 e 11, ndo ¢
adequada porque provoca a classificacdo incorreta dos compostos ativos. Assim, se 0s
compostos referidos 5, 6, 7 e 10 se parecem com os ativos por causa do anel (1), mas ndo
podemos eliminar essas variaveis, talvez a inclusdo de variaveis relacionadas com o anel
(2) ajude na classificacdo correta desses compostos.

Fazendo uso das observagdes descritas acima, selecionamos, além do logP, volume
e das cargas sobre os dtomos 2, 3 ¢ 21, mais duas cargas relacionadas com o anel 2, C20 e

C22. Os resultados estdao dispostos nas figuras 21a, b e c.
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Figura 21 a- Dendograma obtido para as neolignanas na conformagdo E, usando as

seguintes varidveis: volume, logP, cargas sobre os atomos 2, 3, 20, 21 e 22.
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Nesta analise, as figuras 21 a e b mostram que o composto 20 também foi agrupado
com 5, 6 e 10, além do composto 13, conforme a andlise anterior; este resultado concorda
com os dados de AB, uma vez que o composto 20 e 13 possuem valores baixos e proximos
de AB (0,8 e 14% de inibi¢ao a 30 uM). Estes compostos estdo no grupo C da figura 21b e
sao separados pela segunda CP, na qual as variaveis mais importantes sdao as cargas sobre
os atomos 3 e 21 (varidveis 51 e 53). Todas as outras sdo importantes na primeira
componente principal, que separa a maioria dos compostos ativos (grupo B) dos inativos
(grupo A).

Segundo esta andlise, a seguinte ordem de AB foi estabelecida:

18,12, 14,15¢ 16 ------—--- > mais ativos (grupo B)
13,20, 19 > menos ativos (grupo C)

5,6,10 > “quase ativos” (grupo C)
1,2,3,4,8,9¢ 11 ~—mmmmmmemm > inativos (grupo A)

7el7 > classificados incorretamente.
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5.4 - CONCLUSOES

Com a presente analise, realizada com o conjunto treinamento das neolignanas na
conformagdo E, concluimos que as variaveis mais importantes na classificacdo dos
compostos, sdo aquelas relacionadas com o efeito estérico e hidrofobicidade das
moléculas, como volume e logP e também os pardmetros eletronicos dos dtomos dos anéis
aromaticos, como as cargas. Esses resultados nos dao duas importantes indicagdes sobre a
atividade das neolignanas: 1) a interagdo com o receptor deve ocorrer também através dos
anéis aromaticos, € ndo necessariamente pelos heterodtomos, como haviamos pensado
inicialmente. 2) O volume da molécula e o coeficiente de particdo octanol-dgua, sendo
fatores importantes nesta analise, indicam que no geral, a atividade anti-leishmaniose das
neolignanas estd relacionada com o aumento de volume e de hidrofobicidade, pois as
neolignanas mais ativas apresentam valores de volume e logP maiores.

Embora os resultados tenham melhorado significativamente em relacdo aqueles da
referéncia 1, antes de prosseguirmos o trabalho, decidimos verificar o comportamento dos
métodos de RP aplicados em SAR, frente a outro método estatistico comumente usado em
QSAR - a andlise de regressao linear multipla (RLM). Essa comparacdo foi feita a fim de
investigarmos o motivo de alguns compostos continuarem sendo classificados

incorretamente com RP.
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CAPITULO 6

RLM x ACP

A analise de componentes principais (ACP) ¢ um método de Reconhecimento de
Padrdes bastante popular e tem sido utilizado com freqiiéncia em estudos de relagdes
estrutura-atividade (SAR) [63]. Os métodos de RP sdo particularmente importantes em
SAR, quando valores numéricos sobre a atividade bioldgica nao sdo disponiveis. Nesses
casos, ¢ necessario usar um método capaz de classificar os compostos em ativos ou
inativos, o que pode ser feito com o uso de ACP.

A andlise de regressao linear multipla (RLM) ¢ um método estatistico muito usado
em estudos de relagdes quantitativas entre estrutura quimica e atividade bioldgica (QSAR).
Ele relaciona propriedades fisico-quimicas com valores de atividade bioldgica de uma série
de compostos.

Neste trabalho, escolhemos os métodos de Reconhecimento de Padrdes, por nao
termos os valores de atividade bioldgica, como ja explicamos anteriormente. No capitulo 5,
discutimos os resultados obtidos para as neolignanas (tabela 2), usando inicialmente, cerca
de 50 parametros fisico-quimicos. Comparamos com resultados obtidos num trabalho
anterior, onde apenas 10 varidveis haviam sido utilizadas, e verificamos que a inclusdo de
parametros hidrofobicos e estéricos foi importante para a melhora dos resultados. A
molécula 17 foi classificada incorretamente por apresentar estrutura bastante parecida com
as inativas. Como foram utilizados parametros dos trés tipos citados e usados com
frequencia em QSAR/SAR, pensamos que a classificagdo incorreta de alguns compostos
pudesse ser uma limitacao do método estatistico aplicado.

Com o objetivo de verificarmos a confiabilidade da analise de componentes
principais em SAR, aplicamos este método a uma série de compostos a qual ja havia sido
realizada uma andlise de QSAR, com o método de regressdo linear multipla. Esses
compostos ndo apresentam nenhuma relagdo com as neolignanas ou com a leishmaniose;
foram usados apenas como objeto de estudo dos métodos estatisticos citados. Por isso, este

capitulo sera descrito como um trabalho separado, contendo os seguintes topicos:
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Introdugdo, Calculos, Resultados e Discussdo. Este trabalho foi também publicado na

referéncia 64.

6.1 INTRODUCAO:

Os derivados da 1,4-diidropiridina (DHP) - figura 22 - sdo conhecidos por
antagonistas de célcio. Eles tém sido usados no tratamento de doengas cardiovasculares
como angina, alguns tipos de arritimias cardiacas, hipertensao e outras. Essas drogas agem
diretamente nos canais de célcio localizados na membrana celular, bloqueando o fluxo de
fons calcio (Ca ** ) do meio extracelular para o citoplasma celular [65]. Nos ultimos dez
anos, os derivados DHP tém sido objeto de um nimero de estudos QSAR onde pardmetros

classicos e derivados de quimica quantica, tém sido usados [66,67 ].

Figura 22 - Estrutura basica dos derivados da DHP
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Gaudio e colaboradores realizaram estudos de QSAR em uma série de 45 derivados
DHP, através da andlise RLM e usaram parametros cldssicos e quimico-quanticos [68]. Os
parametros calculados usados por Gaudio e colaboradores foram: carga atomica liquida ( C
n ), momento de dipolo total ( W), de carga ( . ) e de hibridizagdo ( py ), dureza ( M ),
polarizabilidade molecular ( o ), indices de fronteira como densidade eletronica de
fronteira ( def ), densidade orbital de fronteira (dof ) e densidade radical de fronteira ( drf),
energia da barreira rotacional do anel fenilico ( E ;; ) € 0 volume de van der Waals ( V 4w
).

Parametros classicos como constante hidroféobica de Hansch (), constante
eletronica de Hammet ( 6 ) e parametros de Verloop ( B | e L ) foram também usados. Os
parametros quimico-quanticos foram calculados usando o método AM1 [66]. As tabelas 10
e 11 mostram esses parametros. Baseando-se nas equacdes RLM obtidas, eles estimaram a
natureza das interagdes droga-receptor.

Cada equacao RLM, tal como Eq. (6.1), ¢ uma combinagdo linear dos parametros

fisico-quimicos (pl, p2, ...):

log(1/C)=co+ci.p1 T Cc2.p2 +C3.p3... eq. 6.1

onde C ¢ a concentracdo molar da droga, necessaria para produzir uma determinada
resposta biologica e ¢, , ¢ 1, C 2, ... s30 constantes determinadas pelo método RLM. A
interpretagdo de uma equacdo QSAR ¢ baseada no significado fisico dos parametros (p i,
p2,..),bem como na magnitude e sinal das constantes (¢ ,c 2, ... ).

Para comparar os dois métodos, aplicamos a andlise de componentes principais a
exatamente o mesmo conjunto de 45 derivados de DHP,estudado por RLM. O principal
objetivo foi verificar se 0 método ACP classificaria os compostos em "mais ativos" e
"menos ativos", uma vez que neste caso todos os derivados apresentavam atividade
biologica. Apesar dos dois métodos estatisticos serem completamente diferentes, ambos

podem ser usados para relacionar atividade biologica com pardmetros fisico-quimicos.



cxvil

Tabela 10 - Dados bioldgicos expressos como log (1/ IC 5, ), polarizabilidade molecular ( o ),
largura minima de Verloop ( B ; ) e comprimento (L) dos substituintes, ¢ barreira rotacional ( E )

para o conjunto de derivados DHP.

N° | COMPOSTO log 1/1Csp | B, L €rot

1 3’-Br 8,89 26,53 | 1,95 |[3,83 | 1,66
2 2’-CF3 8,82 26,43 (198 |[3,30 [9,73
3 2’-Cl 8,66 25,75 | 1,80 |3,52 [4,)73
4 3’-NO, 8,40 27,45 | 1,70 |3,44 |2,05
5 2’-CH=CH, 8,35 28,00 | 1,60 |[4,29 |6,36
6 2’-NO, 8,29 27,09 1,70 |3,44 |6,54
7 2’-Me 8,22 26,24 11,52 |3,00 |6,67
8 2’-Et 8,19 27,49 1,52 |4,11 |741
9 2’- Br 8,12 26,10 | 1,95 |3,83 |5,60
10 |2’-CN 7,80 26,80 | 1,60 |[4,23 |5,82
11 |[3’-Cl 7,80 26,06 1,80 |[3,52 |1,58
12 | 3°-F 7,68 25,27 11,35 |2,65 |1,97
13 |H 7,68 2498 (1,00 (2,06 |1,48
14 | 3’-CN 7,46 27,23 11,60 |4,23 | 1,71
15 | 3°-1 7,38 26,99 2,15 |4,23 | 1,65
16 | 2°-F 7,37 25,16 | 1,35 |[2,65 |4,80
17 | 2°-1 7,33 26,51 |1,98 |4,23 [6,20
18 | 2’-OMe 7,24 27,12 (1,52 3,98 |3.,88
19 | 3’-CF;s 7,13 26,62 | 1,35 (3,30 | 1,80
20 | 3-Me 6,96 26,34 | 1,35 |3,00 |1,49
21 | 2°-OEt 6,96 28,47 | 1,50 (4,92 |527
22 | 3°-OMe 6,72 27,34 | 1,35 [3,98 |[1,61
23 | 3’-NMe, 6,05 29,25 11,50 |3,53 | 1,67
24 | 3’-OH 6,00 25,72 11,35 2,74 |141
25 | 3°-NH» 5,70 26,39 | 1,50 |2,93 | 1,54
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26 | 3’-OAc 5,22 29,06 (1,35 (4,87 |1,51
27 | 3’-OCOPh 5,20 36,18 | 1,70 | 8,15 | 1,57
28 | 2°-NH, 4,40 26,24 11,50 |2,93 5,82
29 |4-F 6,89 2536 | 1,35 (2,65 |1,52
30 | 4-Br 5,40 26,70 | 1,95 |[3,83 |1,43
31 | 4°-1 4,64 27,16 2,15 4,23 |1,40
32 | 4-NO; 5,50 27,68 | 1,70 |3,44 | 1,40
33 | 4-NMe; 4,00 29,50 | 1,50 |3,53 | 1,55
34 | 4-CN 5,46 2745 12,06 |4,23 |141
35 |4-Cl 5,09 26,19 | 1,80 |[3,52 | 147
36 |2,6°-Cl, 8,72 26,65 9,24
37 | Fs 8,36 26,71 8,52
38 | 2’F,6’-Cl 8,12 26,04 9,44
39 |2,3-Cl, 7,72 26,87 4,99
40 | 2’-CL5’-NO; 7,52 28,39 5,25
41 |3°,5-Cl, 7,03 27,13 1,63
42 | 2’-OH,5’-NO, | 7,00 28,26 4,37
43 | 2’,5’-Me, 7,00 27,63 6,66
44 | 22.4-Cl, 6,40 27,04 4,71
45 |2°,4,5-(OMe); | 3,00 31,98 3,84
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Tabela 11 - Carga atomica ( C ), densidades eletronica ( def ) e orbital (dof) de fronteira, e dureza

molecular (1 ) para os 45 derivados DHP calculados com AM1.

Composto | Cs: Ce defy dofs dof n

1 -0,1683 | -0,1075 | 0,00041 | 0,00347 | 0,00930 | 4,173
2 -0,0955 | -0,1275 | 0,00013 | 0,04050 | 0,06001 | 4,199
3 -0,1323 | -0,1111 | 0,00023 | 0,01681 | 0,03488 | 4,179
4 -0,1338 | -0,0799 | 0,00028 | 0,0897 | 0,02145 | 4,151
5 -0.1270 | -0,1192 | 0.00020 | 0,02520 | 0,16782 | 4,167
6 -0,0869 | -0,1296 | 0,00020 | 0,14475 | 0,14228 | 4,147
7 -0,1393 | -0,1150 | 0,00145 | 0,00772 | 0,01810 | 4,160
8 -0,1394 | -0,1154 | 0,00036 | 0,19349 | 0,21433 | 4,161
9 -0,1132 | -0,1185 | 0,00028 | 0,00315 | 0,01132 | 4,184
10 -0,0986 | -0,1258 | 0,00027 | 0,00308 | 0,01104 | 4,178
11 -0,0647 | -0,1182 | 0,00025 | 0,01375 | 0,02800 | 4,169
12 0,0841 | -0,1352 | 0,00020 | 0,00987 | 0,02562 | 4,171
13 -0,1343 | -0,1195 | 0,00015 | 0,03618 | 0,05323 | 4,164
14 -0,0228 | -0,0961 | 0,00032 | 0,00443 | 0,01173 | 4,173
15 -0,2659 | -0,1012 | 0,00028 | 0,01418 | 0,02820 | 4,169
16 -0,1743 | -0,0952 | 0,00092 | 0,00411 | 0,01020 | 4,171
17 -0,1079 | -0,1207 | 0,00030 | 0,00233 | 0,00805 | 4,198
18 -0,2109 | -0,0879 | 0,00008 | 0,04871 | 0,20501 | 4,177
19 -0,1658 | -0,0902 | 0,00019 | 0,00446 | 0,01043 | 4,177
20 -0,0756 | -0,1223 | 0,00015 | 0,00411 | 0,01118 | 4,162
21 -0,2132 | -0,0877 | 0,00020 | 0,00657 | 0,01875 | 4,177
22 0,0719 | -0,1517 | 0,00024 | 0,01593 | 0,03053 | 4,163
23 0,0442 | -0,1457 | 0,00025 | 0,00357 | 0,01220 | 3,972
24 0,0735 | -0,1551 | 0,00012 | 0,00566 | 0,01268 | 4,161
25 0,0460 | -0,1597 | 0,00010 | 0,00789 | 0,01632 | 3,979
26 0,0544 | -0,1273 | 0,00009 | 0,02339 | 0,2173 4,166
27 0,554 -0,1252 | 0,00022 | 0,00345 | 0,01169 | 4,168
28 -0,2026 | -0,0825 | 0,00035 | 0,00269 | 0,00952 | 3,903
29 -0,1689 | -0,0962 | 0,00025 | 0,00328 | 0,1162 4,170
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30 -0,1073 | -0,1213 | 0,00028 | 0,00372 | 0,01019 | 4,167
31 -0,1013 | -0,1237 | 0,01180 | 0,00417 | 0,01170 | 4,166
32 -0,0706 | -0,1339 | 0,00007 | 0,01824 | 0,03209 | 4,121
33 -0,1553 | -0,0970 | 0,20599 | 0,00156 | 0,00583 | 3,951
34 -0,0949 | -0,1258 | 0,04055 | 0,00326 | 0,00924 | 4,167
35 -0,1290 | -0,1112 | 0,27441 | 0,00268 | 0,00825 | 4,170
36 -0,1346 | -0,0358 | 0,00014 | 0,15594 | 0,04693 | 4,134
37 0,0205 | 0,1041 | 0,00006 | 0,01948 | 0,01969 | 4,077
38 -0,1767 | -0,0214 | 0,00026 | 0,00567 | 0,01092 | 4,131
39 -0,0674 | -0,1110 | 0,00045 | 0,00337 | 0,01036 | 4,180
40 -0,1450 | -0,0343 | 0,00049 | 0,00070 | 0,00745 | 3,980
41 -0,0578 | -0,1148 | 0,00006 | 0,00509 | 0,01200 | 4,171
42 -0,2353 | -0,0127 | 0,00018 | 0,00207 | 0,00739 | 4,027
43 -0,1357 | -0,1136 | 0,06596 | 0,00150 | 0,0893 4,160
44 -0,1293 | -0,1036 | 0,27320 | 0,00194 | 0,00782 | 4,177
45 -0,2580 | -0,1327 | 0,26425 | 0,00217 | 0,01189 | 3,916
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6.2 METODOLOGIA

Gaudio e colaboradores realizaram a analise de regressdo linear sobre quatro grupos
de compostos extraidos do conjunto de 45 derivados da DHP; o grupo I consistiu dos para-
monoderivados, o grupo II dos orto-monoderivados, III dos orto e para-monoderivados e o
IV, de todos os 45 compostos. Nos aplicamos ACP a exatamente os mesmos subconjuntos,
em adicdo a um novo conjunto (V) que consistiu de alguns compostos selecionados. Com
1sso, pudemos comparar os resultados dos dois métodos: ACP vs. RLM. Usamos o pacote
de programas computacionais denominado ARTHUR/UNICAMP, ja citado [58]. Antes de
aplicarmos ACP aos conjuntos de DHPs, foi necessario escalar os dados, conforme descrito
no capitulo 2, item 2.2. Entdo, aplicamos ACP a cada conjunto de varidveis, inicialmente
usando todas as variaveis, depois as dez mais importantes (segundo o Peso de Fisher
calculado [34]), etc, até encontrarmos o melhor conjunto de varidveis para separar os
compostos nas duas categorias: alta ou baixa atividade. O peso de Fisher foi calculado com
o programa WEIGHT; os coeficientes de correlagdo entre as varidveis usadas em RLM e
ACP foram calculados com o programa CORREL; o grafico dos "scores" das duas
primeiras componentes principais foi obtido a partir dos dados obtidos com o programa
KARLOV, que realiza a andlise de componentes principais; os programas WEIGHT,
CORREL e KARLOYV, sao subprogramas do programa ARTHUR/UNICAMP.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO:

A primeira série estudada foi o conjunto (I) que consiste dos oito compostos para
mono-substituidos; sdo os compostos 13 e 29-35 (tabela 10). Os valores de log ( I/IC 59 )
variam entre 7,55 ( composto 13) e 4,00 ( composto 33 ). Nos escolhemos os compostos 13
e 29 para formarem o conjunto de alta atividade e os seis remanescentes foram escolhidos
para o conjunto de baixa atividade. A separacdo entre os grupos de alta e baixa atividade ¢
superior a 1,39 unidades na escala de log (1 /1C 5¢). Assim, temos dois grupos claramente
definidos. A questdo ¢: " O método ACP ¢ capaz de separar o grupo de alta atividade
daquele de baixa atividade?" A figura 23 mostra os resultados da andlise de componentes
principais para o conjunto (I). Os compostos de alta atividade e de baixa atividade formam
grupos distintamente separados na figura. As duas primeiras componentes principais (CP),
que sao obtidas pela combinagdo linear das varidveis (ou parametros fisico-quimicos)
originais ( conforme explicado no capitulo 2, item 2.2), estdo descritas nas equacdes 6.2a e

6.2b em termos das varidveis mais importantes:

CP1 =-0471 a - 0,602 B - 0,645L (6.22)
CP2 = +0,859 o - 0,479 B - 0,181L (6.2b)

onde o ¢ a polarizabilidade molecular, B ; e L sdo a largura e comprimento minimo de
Verloop, respectivamente. A variancia em CP1 ¢ 78% e em CP2, 22%. A equacdo 6.2a
mostra que, em valores absolutos, o coeficiente de L ¢ o mais alto e, em seguida o de B; .
Na equagao 6.2b, o ¢ a variavel mais importante. Os dois grupos de compostos ( alta e
baixa atividade ) estdo melhor separados pela primeira CP, significando que L e B; sdo as
principais variaveis usadas na classificacdo dos oito compostos nos grupos de alta e baixa
atividade.

Os dois derivados DHPs para-substituidos (H e F) exibem alta atividade, enquanto
os seis para-substituidos ( NO,, CN, Br, CI, I e NMe, ) exibem baixa atividade.
Mahmoudian e Richards [67], trabalharam com um conjunto de cinco para-substituidos da
DHP ( H, F, Me, NO, e Cl); eles aplicaram RLM na analise e encontraram boa correlagao

entre a atividade biologica e as varidveis B | e L. Gaudio e colaboradores aplicaram RLM
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aos oito para-substituidos do conjunto (I). Eles encontraram que o volume de van der Waals
(Vvaw) possue alta correlagdo com a atividade bioldgica, mas nenhum dos pardmetros L, B
| ou o apresentaram correlagdo significante com a atividade bioldgica, quando RLM foi
aplicada ao conjunto (1). Entretanto, existe boa correlagdo entre as varidveis Le B | e o

volume, coforme a tabela 12.

MENOS ATIVOS MAIS ATIVOS
Cp2

Cp1

Figura 23 - Classificacdo do conjunto (I) de compostos para-derivados, nos grupos de alta ¢ baixa

atividade. Todos os compostos foram classificados corretamente.
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Tabela 12- Matriz de correlagdo para o conjunto de variaveis usadas na ACP e na RLM para o

conjunto (I) de compostos.

RLM ACP
o B L
V vaw 0,903 0,442 0,622

As quatro variaveis da tabela 12 sdo estéricas. Portanto, podemos concluir que a
atividade biologica das DHPs esté relacionada com fatores estéricos.

A seguir, aplicamos ACP ao conjunto (II), dos orto-monoderivados. Gaudio e
colaboradores usaram 13 orto derivados na analise RLM. Nos aplicamos ACP ao mesmo
conjunto. Inicialmente, os 13 derivados foram divididos em dois conjuntos, de acordo com
os valores da atividade biologica,de forma que os compostos 2, 3, 5, 6, 7, 8 € 9 ( tabela 10)
foram agrupados como de alta atividade e os seis derivados remanescentes ( 10, 13, 16, 17,
18 e 21 ) foram escolhidos como de baixa atividade. A figura 24 mostra os resultados da
ACP para os 13 derivados. Onze compostos foram bem classificados, enquanto os
compostos 10 e 17 foram classificados incorretamente. As duas componentes principais

obtidas estdo descritas nas equagdes 6.3 e 6.4, em termos das variaveis mais importantes:

CPl1 =0,64C¢ - 0,64C3' - 043 E (6.3)
CP2 =0,32Cq - 0,29C3' - 0,90 E 1 (6.4)

onde, C 6 € C 3 sdo as cargas atOmicas nas posicdes 6'e 3' do anel fenilico e E , € a energia
da barreira rotacional do anel fenilico em torno do anel piridinico. C ¢' € C 3' sdo pardmetros
eletronicos, enquanto E . € estérico.

A razao pela qual esses dois compostos (10 e 17) foram classificados
incorretamente ¢ desconhecida; entretanto, podemos estimar a razdo. Os valores da

atividade biolégica dos 13 derivados da DHP variam entre 9,00 e 7,00. O critério para
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divisdo do conjunto (II) em duas categorias foi o seguinte: Os derivados com atividade
biologica maior do que 8,00 foram agrupados como de alta atividade e aqueles que
apresentaram valores menores do que 8,00 foram agrupados como de baixa atividade.
Contudo, a diferenga entre o composto 9 que pertence ao grupo de alta atividade e o
composto 10 ( de baixa atividade) ¢ apenas 0,32 unidades na escala log ( 1/IC 50 ). A
diferenca entre as duas categorias ¢ muito pequena, ndo havendo uma clara distingdo entre
os valores de log ( 1/IC s ). Provavelmente, isto causou a dificuldade na separagdo das duas

categorias pelo método ACP.

MAIS ATIVOS
MENOS ATIVOS

Cp2

Cp1

Figura 24 - Classificagdo do conjunto (II) de compostos (orto-derivados), nos grupos de alta e baixa

atividade. Os compostos 10 e 17 foram mal classificados.

O método RLM selecionou as seguintes variaveis: T, Cs' e Uy. , duas das quais sdo
diferentes daquelas usadas na ACP ( Eq. 6.3 € 6.4 ). Somente a varidvel C;' foi usada nos

dois métodos. A tabela 11 mostra a matriz de correlagdo para os dois conjuntos de
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variaveis. Com exce¢ao de C 3', a correlagdo entre a variaveis ¢ baixa. Os dois métodos

estatisticos selecionaram conjuntos diferentes de varidveis.

Tabela 13 - Matriz de correlagdo para o conjunto de variaveis usadas nas analises ACP ¢ RLM para

o conjunto (II) de compostos.

RLM ACP

E rot C 6' CS'
T 0,317 0,424 0,467
Gy 0,564 0,981 1,000
10} 0,038 0,268 0,322

O conjunto (III) consiste dos derivados orto e para. A maioria dos orto derivados
apresentam valores de log ( 1/IC 59 ) maiores do que 7.00. O composto 28 ¢ o unico orto-
derivado com valor mais baixo do que 4,00. Por outro lado, a maioria dos para derivados
apresentam valores de log (1/IC s, ) mais baixos do que 5,50. O composto 29 ¢ o tnico para
derivado com valor de 6,89. Os derivados com valor de log (1/IC sy) igual ou maior do que
6,89 foram agrupados como de alta atividade e aqueles com atividade igual ou menor do
que 5,50 foram agrupados como os de baixa atividade. Os resultados foram plotados na
figura 25. A separacdo entre os dois grupos ¢ clara, mas os compostos 13 e 29 foram
classificados incorretamente. Eles deveriam pertencer ao grupo de alta atividade. As duas

primeiras componentes principais obtidas foram:

CP1 =-0,417m - 0,650 dof,' - 0,636 E (6.5)
CP2 = 0,907m - 0,247dof ,'- 0,341 E ;o (6.6)
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A variancia na CP1 ¢ 49,0 % e na CP2 ¢ 30,1% . Estas equacdes mostram que dof ', E ot €

1 sdo variaveis importantes na classificacdo; dof ,' e 1| sdo parametros eletronicos, € E o €

estérico.

MENOS ATIVOS\

CP2

CP1

Figura25 - Classificagdo do conjunto (III) nos grupos de alta e baixa atividade. Os compostos 13 e

29 foram mal classificados.

A tabela 14 ¢ a matriz de correlacdo para as trés variaveis usadas em ACP e para as
quatro usadas na analise RLM para o mesmo conjunto de compostos. Os coeficientes de
correlagdo na matriz sdo todos baixos (menores do que 0,50), indicando que a correlagao

entre as variaveis dos dois grupos ¢ baixa.
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Tabela 14 - Matriz de correlagdo para o conjunto de variaveis usadas em ACP e em RLM, para o

conjunto (IIT) de compostos.

RLM ACP
T] dof 2' E rot
dof ;' 0,12 0,47 0,16
Cy 0,33 0,12 0,03
W 0,16 0,40 0,13
B, 0,22 0,25 0,06

O conjunto (IV) consiste de todos os 45 compostos. Os compostos cujos valores de
log ( 1/IC 50 ) s@o iguais ou maiores do que 6,72 foram agrupados como de alta atividade;
estes sdo os compostos 1-22, 29 e 36-43. Os compostos com valores de atividade igual ou
menor do que 6,40 foram agrupados como de baixa atividade. Esses sdo os compostos 23-
28, 30-35, 44 e 45. As duas primeiras componentes principais, CP1 e CP2 geradas, estdo

nas equacgoes 6.7 € 6.8.

CP1 = 0,67n - 0,71def 4 + 0,24 E (6.7)
CP2 = -0,331n -0,0ldef4 +0,94 E (6.8)

A variancia na CP1 ¢ 43% e na CP2 ¢ 33%. O indice de fronteira def 4 e a durezan
sdo significantes na equagdao 6.7, enquanto a energia rotacional ¢ mais importante na
equagdo 6.8. A figura 26 mostra a separagao do conjunto (IV), de acordo com ACP. A
maioria dos 45 compostos estd agrupada na regido central ao longo do eixo CP1. A
separagdo entre os dois grupos ndo ¢ muito clara. Entretanto, podemos dividir o espago
aproximadamente nas regides de alta e baixa atividade, como na figura 26. Os seis
compostos de baixa atividade, 24, 26, 27, 28, 30 ¢ 31 ¢ os dois de atividade alta, 40 e 42

foram classificados incorretamente. Assim, um total de oito compostos foram classificados
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incorretamente, o que corresponde a 18% do total de 45 compostos. Esta porcentagem alta
de classificacdo incorreta deve-se a pequena diferenga entre os valores de atividade do

grupo de alta e de baixa atividade; essa diferenga ¢ de apenas 0,5 unidades de log (1/I1Csy).

op / MAIS ATIVOS \

MENOS ATIVOS 38

/

CP1

Figura 26 - Classifica¢do do conjunto (IV) de compostos ( poli e mono derivados) nos grupos de

alta e baixa atividade. Os compostos 24, 26, 27, 28, 30, 31, 40 e 42 foram classificados

incorretamente.

A tabela 15 mostra a matriz de correlagdo para as varidveis usadas em ACP e em

RLM.



CXXX

Tabela 15 - Matriz de correlagdo para o conjunto de variaveis usadas em ACP ¢ em RLM para o

conjunto (IV) de compostos.

RLM ACP

E rot n def4'
P 0,30 0,46 0,10
Gm 0,31 0,31 0,03
defs 0,07 0,49 0,62
V ydw 0,16 0,21 0,28
B, 0,49 0,38 0,23
Erot 1,0 0,10 0,10

Os coeficientes de correlacdo sdo baixos, com exce¢do da E , que foi a unica
variavel usada nas duas analises.

Com o objetivo de verificar se € possivel melhorar a separagdo dos compostos pelo
uso de ACP, nds construimos dois conjuntos bem separados , selecionando 27 compostos
entre os 45. Chamamos este conjunto de (V). O grupo de atividade alta consiste de 14
compostos: 1-11 e 36-38, com valores de log (1/IC 50 ) entre 8,89 ¢ 7,80. O grupo de
atividade baixa consiste de 13 compostos: 23-28, 30-35 e 45 que apresenta valores de log
(1/IC 50 ) entre 6,05 e 3,0. O resultado da ACP ¢ mostrado na figura 27. Os grupos de alta e
baixa atividade foram separados satisfatoriamente. Apenas trés compostos (1, 4 e 11) foram
classificados incorretamente. Agora, esse erro representa apenas 11% ao invés de 18%. A
comparacao entre as figuras 27 e 26 mostra que a separagao entre os grupos de alta e baixa

atividade foi significantemente melhorada para o conjunto (V), na figura 27.
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MENOS ATIVOS

Figura 27- Classifica¢do do conjunto (V) nos dois grupos ( alta e baixa atividade); os compostos 1,

4 ¢ 11 foram mal classificados.

As equacgdes 6.9 e 6.10 mostram as duas componentes principais para o conjunto

(V).
CP1 =-0,337 - 0,68 dof 5 - 0,66 E 1, eq. 6.9
CP2 = 0,941 - 0,15 dofs - 0,31 E eq. 6.10

A variancia na CP1 é 52% e na CP2 é 31%.
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6.4 - CONCLUSOES:

O método de ACP mostrou-se capaz de classificar os derivados DHP em dois
grupos: alta e baixa atividade, embora em alguns casos tenha ocorrido a classificagao
incorreta de alguns compostos. ACP foi aplicada a 4 subconjuntos idénticos aos estudados
por RLM, tendo apresentado bons resultados.

A diferenca na escolha das varidveis pelos dois métodos estatisticos, pode ser
devido ao diferente proposito de RLM e ACP. Embora ambos correlacionem atividade
biologica com parametros fisico-quimicos, RLM ¢ adequada para o estudo de relagdes
quantitativas entre atividade bioldgica e estrutura-quimica (QSAR), enquanto ACP ¢
adequado para a classificacdo de uma determinada série de compostos em categorias, o que
pode ser chamado de relacdes (qualitativas) entre estrutura quimica e atividade biologica
(SAR).

A conclusdo mais importante para o nosso objetivo, que ¢ verificar a aplicabilidade
dos métodos de RP em SAR, ¢ a de que ACP foi capaz de separar os compostos nas duas
categorias e que ¢ comum ocorrer alguma porcentagem de erro na classificacdo, o que nao
prejudica a analise de forma geral se pudermos entender os motivos que estao levando a
esse erro. Neste caso, que tinhamos valores de atividade biologica, verificamos erros na
classificagdo dos compostos com valores muito proximos de atividade, quando estes foram
forgosamente separados em mais ativos € menos ativos. No caso das neolignanas, no
capitulo 5, apesar de nao termos os valores de AB, construimos uma tabela indicando uma
ordem relativa de atividade, baseando-nos nos resultados da analise ACP.

Analogamente aos resultados obtidos com a analise ACP aplicada as DHP,
concluimos que as neolignanas em posicao intermediaria no grafico dos “scores”podem
realmente formar um terceiro conjunto, nem muito ativo, nem muito inativo, como
haviamos pensado. Assim, a classificacdo dessas neoligananas pode estar correta e as

atividades delas devem apresentar valores proximos.
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CAPITULO 7

ANALISE CONFORMACIONAL PARA AS NEOLIGNANAS SOLVATADAS EM
AGUA.

7.1 - INTRODUCAO

No capitulo sobre a metodologia (capitulo 2, item 2.1), abordamos a andlise
conformacional de farmacos; estes, normalmente sdo moléculas flexiveis com uma ou mais
ligagdes simples sobre as quais, pode ocorrer rotagdo livre. Técnicas experimentais como
cristalografia podem determinar somente a conforma¢do mais estavel; por outro lado,
calculos de otimizacdo de geometria podem produzir varias conformacdes de minima
energia (minimos locais) e, considerando que o firmaco pode ajustar-se ao receptor no
momento da interacdo com o mesmo, qualquer um desses minimos locais poderd ser a
conformagao ativa.

Em trabalhos anteriores [5,6], mapas conformacionais foram produzidos para uma
melhor vizualizagao das regides de minima energia encontradas; um exemplo desses mapas
¢ mostrado na figura 28 para a neolignana ativa, 15. Os minimos locais sdo denominados
A, B, C, ...H, de acordo com os angulos torsionais t1 e t2 da figura 4a. Para todas as
neolignanas estudadas, o minimo local A corresponde a tl e t2 proximos a 60° ; 0 minimo
local B corresponde a tl proximo a 150° e t2 proximo a 60° . Apenas para as moléculas 15
e 16 foi encontrado um minimo a mais, denominado I, devido a estrutura basica diferente
das mesmas, pois estas sdo as Unicas neolignanas estudadas que ndo apresentam uma
carbonila no esqueleto.

Os mapas conformacionais foram obtidos, plotando-se os valores de energia versus
os angulos torsionais tl e t2 e correspondem as superficies de energia potencial para cada
molécula, sendo constituidos de “vales”’e “montanhas”. Os “vales” sdo justamente as
conformagdes de minima enegia, ou simplesmente minimos locais.

Uma analise rapida dos mapas poderia nos levar a pensar que os minimos locais
correspondentes aos “vales” mais profundos apresentariam maior probabilidade de ser a

conformacdo ativa, uma vez que apresentando energia mais baixa, sd3o mais estaveis.
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(3

Entretanto, existem minimos locais correspondentes a “vales” mais rasos, porém mais
largos, que sdo mais provaveis do que aqueles profundos e estreitos; isso ocorre, porque 0s
“vales” rasos e largos podem apresentar um numero maior de conformacgdes possiveis, do
que aqueles profundos e estreitos. Para decidirmos quais minimos locais seriam mais
provaveis, utilizamos uma metododogia baseada na distribui¢ao de Boltzmann, a qual foi
brevemente explicada no capitulo 5, item 5.2.

Na figura 29 estdo mostradas todas as conformagdes encontradas para a maioria das
neolignanas; essa analise conformacional foi realizada para as neolignanas isoladas. Os
resultados obtidos nas referéncias 5 e 6, usando-se constante dielétrica para vacuo e meio
bioldgico, nos mostraram que de maneira geral, as conformagdes que apresentam os anéis
fenilicos mais proximos entre si (B e G) ou numa posi¢do intermediaria ( C, E, F, H) sdo
favorecidas tanto no vacuo quanto no meio bioldgico. Entretanto, em meio biologico

houve um acréscimo das conformacdes em que os anéis estdo mais proximos. As

conformacdes A e D sdo aquelas que apresentam os anéis fenilicos mais afastados.
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Figura 28 - Mapa conformacional produzido para a molécula 15.
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Figura 29- Oito minimos locais encontrados na andlise conformacional realizada para as

neolignanas isoladas.
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As conformagdes encontradas para as moléculas ativas e inativas sao mostradas nas
tabelas 16 e 17, em ordem decrescente de estabilidade para as inativas e de probabilidade
para as ativas. A estabilidade foi determinada pelo célculo de enegia realizado com o
método de mecanica molecular, MM2, nas referéncias 5 e 6; a probabilidade foi calculada
nos mesmos trabalhos, usando a metodologia baseada na distribuicdo de Boltzmann, ja
citada. Nao haveria sentido em calcularmos a probabilidade para as conformagdes presentes
nas moléculas inativas, uma vez que trata-se da conformagao ativa mais provavel; por isso,
foram produzidos mapas conformacionais apenas para as moléculas ativas e também

apenas para estas, calculamos as probabilidades.

Tabela 16 - Ordem decrescente de estabilidade para as neolignanas inativas.

MOLECULA | ORDEM DECRESCENTE DE
ESTABILIDADE, NO VACUO
1 E>C>A>B>D
2 E>C>A>B>D
3 E>C>D>A>B
4 F>H>C>B>E>G>A>D
5 E>C>B>H>F=A>D>G
6 F=C>B>E>H>A>D>G
7 C>A>E>D>H>F
8 H>F>C>A=E
9 E=H>D>C>A
10 B>E>F>A>C>D>H>G
11 B>C>E>A>D
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Tabela 17- Ordem decrescente de estabilidade e probabilidade para as moléculas ativas. Nao
calculamos os valores de probabilidade para o composto 16, pois devido ao grande nimero de

atomos presentes, ndo foi possivel fazermos uma analise conformacional muito detalhada.

Molécula Minimo local Estabilidade Probabilidade
12 A,C,D,E E>D>C>A E>D>C>A
13 A,C,D,E E>D>A>C E>D>A>C
14 A,C,D,E,F,H H>E>F>C>D>A H>C=E>F>D>A
15 A,B,C,D,E,F, G H, I B>H>E>C>D>A>F>G>I | B>>E>H>C>A=D>F=G=I
16 A,B,C,D,E,F,G,H,I B>E>H>C>D>A>F>G>1
17 B,C,D,E,F,G B>F>E>D>C>G B>F>E>D>C>G
18 B,C,D,E,F,GH B>E>F>D>C=G>H B>F>E>D=C=G=H
19 A,B,C,D,E,F,G,H B>E>C>A>F>H>D>G B>C>E>A>F>H=D>G
20 B,C,D,E,F,GH B>E>F>D>C=G>H B>E>F>C=D=G=H

Na procura da conformacao ativa, consideramos duas possibilidades: 1) Se existir
algum minimo local presente apenas nas moléculas inativas e ausente nas ativas, este
poderd ser descartado, pois a conformagdo ativa deve ser uma daquelas pertencentes as
moléculas ativas; 2) Se existir algum minimo local que ndo est4 presente em todas as ativas,
este também serd descartado, pois a conformacdo ativa, sendo a mesma para todas as
neolignanas, deve pertencer a todas que apresentarem atividade.

Verificamos nas tabelas 16 e 17 que ndo hd nenhuma conformagao ausente em todas
as ativas. Entretanto, podemos ver que apenas alguns minimos locais estdo presentes em
todas as ativas; estes sdo as conformagdoes C, D, E e F (nas moléculas XII e XIII, a
conformagdo F ¢ um enantidmero da conformagdo C e, por este motivo, a conformagdo F

ndo aparece na tabela 17 para essas moléculas).
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Nos trabalhos realizados anteriormente [5, 6], concluimos que uma dessas deve ser
a conformagdo ativa. A conformagao E, além de estar presente em todas as ativas, apresenta
alta probabilidade em todas elas; assim, haviamos escolhido esse minimo local para realizar
os calculos dos paramentros fisico-quimicos e das relagdes estrutura-atividade, como
discutimos no capitulo 5.

Continuando essa andlise conformacional no presente trabalho, realizamos célculos
de interag¢do soluto-solvente para as neolignanas solvatadas por moléculas de agua, com o
objetivo de aprimorarmos a simulacdo do meio biologico e assim, de obtermos mais
informacodes sobre a conformacgdo ativa. Esses calculos estao descritos no capitulo 4 (item

43).

7.2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A solvatacdo em 4agua foi realizada para algumas neolignanas ativas e inativas, em
todas as conformagodes encontradas nos trabalhos anteriores [5,6]: A, B, ...I. Na tabela 18
estdo dispostos os resultados de energia de interagdo soluto-solvente (neolignana-agua,
neste caso) e também os valores de energia estérica calculados com MM2, nas referéncias 5

e 6, para comparacao.
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Tabela 18 - A energia estérica (E..) foi calculada com o método MM2 para os compostos isolados e a
energia de interacdo soluto-solvente E ., foi calculada com o método de Monte Carlo, para os compostos

solvatados em agua. Os valores mais baixos de energia ( Eqy € E ., ) foram sublinhados para comparagao.

MOLECULA | CONFORMACAO | Eg(kcal) | Eg.o (kcal)
1 A 3,3 -38,6
B 4,0 -39,6
C 3,0 -37,1
D 4,7 -43.0
E 29 -35,1
3 A 11,0 -53.2
B 11,4 -38,9
C 9,9 -39,4
D 10,8 45,7
E 83 432
4 A 7,6 -48.0
B 7,0 -43,8
C 7,0 -36,2
D 8,5 -40,9
E 7,0 -36,9
F 6.5 -40,2
G 7,6 42,0
H 7,0 -35,1
5 A 15,1 -54.3
B 147 -105.3
C 15,1 -96,2
D 16,7 -88,6
E 14,9 -83,0
F 15,9 91,8
G 17,5 -102,1




cxli

H 16,5 75,8
6 A 19.4 -59.3
B 17.4 57,9
C 17,6 48,5
D 20,6 -60.5
E 18,9 57,6
F 18,5 -50,9
G 21,2 49,9
H 21,0 -56,2
7 A 20,6 -66.8
C 20.0 53,9
D 24,6 59,5
E 20,1 64,6
F 35,6 -58.6
H 25,1 62,2
9 A 4,7 44,1
C 4.6 32,8
D 44 447
E 4.0 38,8
H 41 39,5
12 A 26,2 -58,1
C 25,9 54,0
D 25,7 611
E 253 56,7
13 A 32,2 63,5
C 32,4 573
D 31,9 -67.0
E 315 65,2
14 A 18,9 -60,2
C 18,4 56,6
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D 18,6 -69.8
E 17,8 -59,0
F 18,3 -56,0
H 17.7 -57,1
15 A 20,6 -125.7
B 17.9 -51,0
C 19,8 -57,4
D 20,3 -54,9
E 19,6 -57,5
F 25,1 -50,1
G 27,0 -52,8
H 19,4 -50,2
I 27,5 -54,2
16 A 35,9 -39.9
B 324 -55,7
C 35,1 -53,7
D 35,7 -55,8
E 34,0 -54,8
F 40,2 -57,2
G 41,1 -52,2
H 34,7 -59.8
I 41,7 -59,8
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Na tabela 18, vemos que as conformagdes A e D foram favorecidas para a maioria
das doze moléculas estudadas, sendo que apenas uma (inativa) apresentou o minimo B
como mais estavel. Comparando com os resultados obtidos com MM2, para as moléculas
isoladas (tabelas 16 e 17), observamos que os calculos para moléculas isoladas, neste caso,
tendem a estabilizar as conformagdes mais "dobradas" ( B, C, E, F e H) e para moléculas
solvatadas, sdo estabilizadas as conformag¢des mais "estendidas" (A e D).

A estabilizacdo das conformagdes "estendidas" pela solvatagdo em agua, nos indica
que as interacdes com o solvente, neste caso, ocorrem com maior eficiéncia do que nas
conformagdes "dobradas". As moléculas estudadas contém heterodtomos como oxigénio ou
cloro substituidos nos anéis fenilicos, que podem formar pontes de hidrogénio com a agua
ou outro tipo de interagdo eletrostatica; sendo assim, as conformagdes "estendidas" parecem
"facilitar" a formacao dessas interagoes.

Em estudos anteriores, verificamos que as Unicas conformagdes presentes em todas
as moléculas ativas sdo: C, D, E ¢ F. Assim, uma delas deve ser a conformagao ativa, isto &,
que interage com o receptor. Apesar de ndo termos realizado estes célculos para as 20
neolignanas do conjunto treinamento, os mesmos ja nos indicam que a conformagao D deve
ser usada no prosseguimento dos célculos, em preferéncia a E - como haviamos concluido
da andlise para os compostos isolados [5,6] - pois, as conformagdes A e D foram

estabilizadas na maioria dos casos, mas apenas D est4 presente em todas as ativas.
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7.3 - CONCLUSOES

No capitulo 5, concluimos que o volume molecular ¢ um parametro importante na
classificagdo dos compostos , € que a atividade anti-leishmaniose das neolignanas parece
estar relacionada com o aumento de volume molecular; essa conclusdo é concordante com
os resultados obtidos apds a solvatagdo, pois as conformag¢des com maior probabilidade de
serem ativas sdo justamente aquelas em que os anéis fenilicos estdo mais afastados entre si
(AeD).

A escolha da conformagdao D parece razoavel, pois esta, além de ter sido uma das
mais estabilizadas em agua, esta presente em todas as neolignanas ativas e apresenta

volume maior do que as outras, em que os anéis estdo mais proximos.
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CAPITULO 8

PROCURA DA CONFORMACAO ATIVA DAS NEOLIGNANAS, ATRAVES DA
COMPARACAO COM OUTROS COMPOSTOS ATIVOS EM LEISHMANIOSE E
COM UM POSSIVEL SIiTIO RECEPTOR.

8.1 - INTRODUCAO:

No capitulo anterior, vimos que as conformagdes A e D foram mais estabilizadas
pela dgua do que as demais e trabalhos anteriores selecionaram apenas quatro minimos
locais entre os oito encontrados para as neolignanas. Esses quatro sdo: C, D, E e F. Assim,
até agora a conformagdo D parece ser a conformagao ativa mais provavel.

Como ja vimos no capitulo 1 (item 1.3), a arginina ¢ um possivel sitio ativo do
leishmania, porque esta presente apenas na adenosina-kinase desse protozoario, isto €, a
adenosina-kinase dos animais hospedeiros do leishmania ndo contém este residuo de
arginina. Assim, pode-se desenvolver uma droga capaz de interagir com a arginina, a fim
de inibir a fungdo enzimatica apenas da adenosina-kinase do leishmania, sem alterar a
mesma enzima do hospedeiro.

As kinases s3o enzimas especificas que participam dos processos de fosforilagiao; no
caso da adenosina-kinase, o substrato da enzima ¢ a adenosina. Isso significa que a enzima

vai interagir com a molécula da adenosina durante a fosforila¢ao:

adenosina + ATP -----------—-—-- > AMP + ADP
adenosina-kinase

onde, AMP, ADP e ATP siao a adenosina-monofosfato, adenosina-difosfato

e adenosina-trifosfato, respectivamente, conforme a figura 30 .
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Figura 30 - Representa¢do esquematica da adenosina-monofosfato (AMP), adenosina-difosfato

(ADP) e adenosina-trifosfato (ATP).

A figura 30 mostra que a adenosina ¢ formada pela base purinica adenina e por um
anel de ribose, que, segundo a literatura, fica num plano perpendicular ao plano da adenina
[69].

Uma das maneiras pela qual as enzimas interagem com o seu substrato ¢ formando
o complexo chave-fechadura, no qual ambos possuem geometrias complementares; a
funcdo da enzima € encaixar-se ao substrato, a fim de coloca-lo na posicao correta para
interagir com outros compostos [69]. No caso da inibicdo competitiva, a droga inibidora da
funcdo enzimatica deve também possuir geometria complementar a respectiva enzima e,
portanto, deve ser de estrutura similar & do substrato.

Se a arginina for realmente o sitio ativo do leishmania, as neolignanas ativas devem
possuir uma geometria que permita ocorrer interagdes com a arginina, a ponto de inativa-

la.
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O objetivo desta etapa do trabalho ¢ investigar qual das possiveis conformagdes
ativas das neolignanas seria mais parecida com a geometria da arginina. Isso nos daria uma
indica¢do a mais sobre a conformacao ativa das neolignanas.

Os célculos desta etapa do trabalho foram discutidos no capitulo 4, item 4.2.

8.2 - RESULTADOS E DISCUSSAO:

Nao foi encontrada na literatura, a conformag¢ao da arginina presente na adenosina-
kinase do leishmania, mais adequada para a continuidade deste trabalho; deste modo,
optou-se por utilizar dados de cristalografia para a arginina, com a seguinte férmula
minima: arginina.2H,0 [61].

A geometria da arginina obtida de dados de cristalografia, ¢ mostrada na figura 31a;
a figura 31c mostra o esquema da adenosina. A geometria da por¢do adenina da adenosina
foi obtida da literatura [69]. Como j4 foi mencionado, sabe-se que a adenina esta num plano

perpendicular ao da ribose [69].
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Figura 31 - a) Geometria da arginina obtida de dados de cristalografia [61]; b) Geometria da

6 9

arginina apos rotagdo de 120° do eixo “c”, em relagdo a figura 31a. ¢) Esquema representativo da

adenosina. A geometria da adenina foi obtida da literatura [69].

Comparando a geometria do grupo guanidinico na arginina com a geometria da
adenina, observamos que os atomos N9, C6, N10 e N8 da arginina podem superpor-se aos
atomos C6, C5, N7 e C4 da adenina, respectivamente, através de ligagdes hidrogénio entre
os grupos -NH da arginina e os atomos de nitrogénio da adenina.

Se o eixo “c” da arginina (figura 31a) for girado de 120 graus (figura 31b), uma

outra ligacao hidrogénio pode ocorrer entre o H15 da arginina e o O17 da adenosina.
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A tabela 19 mostra os valores do calor de formagao calculados para as duas
geometrias da arginina e a energia da barreira rotacional. A geometria obtida de dados de
cristalografia foi denominada A e aquela obtida ap6s rotacdo de 120 graus, foi chamada de
B. A barreira rotacional (Eg) foi calculada partindo-se da conformacdao A. Esses calculos
foram realizados com o método semi-empirico AMI1. Os valores obtidos indicam que a
arginina pode estar na conformagdo B, pois essa conformagdo ¢ mais estavel do que A ea
barreira rotacional encontrada ¢ baixa (3,09 kcal), permitindo a rotag@o sobre o eixo “c”.

Como a conformagao A ¢ observada nos dados de cristalografia, esta deve ser mais
estavel do que B, para a arginina na forma de cristal. A discrepancia entre a conformagao
observada e calculada, deve-se provavelmente, ao fato de que a conformagdo calculada ¢
obtida para a molécula isolada e a observada, para a molécula no cristal. A diferenca entre
os valores pode também ter ocorrido devido ao método semi-empirico utilizado. Em
qualquer um desses casos, entretanto, podemos assumir que B ¢ quase tao estavel quanto
A, uma vez que a barreira rotacional entre as duas conformagdes ¢ baixa: 3,09 kcal/mol.
Essas consideragdes sugerem que a arginina pode adquirir tanto a conformacdo A quanto a
B, quando interage com o substrato. Contudo, se estiver na conformag¢ao B, podera interagir

com o substrato, pelos seus grupos amino e guanidinico.

Tabela 19 - A conformacdo A da arginina foi obtida de dados de cristalografia e a conformacao B

foi obtida apos rotagdo de 120° do eixo “c”, mostrado nas figuras 4a e 4b. Rg € a barreira rotacional

calculada a partir da conformagao A.

CONFORMACAO | AH; (kcal/mol) Rg (kcal/mol)

A -56,77 3,09
B -58,52

Os elétrons  dos dois anéis aromaticos das neolignanas podem fazer interagdes
eletrostaticas com os referidos grupos da arginina. Para isso, a posi¢cdo dos anéis deve
coincidir com a dos grupos guanidinico e amino da arginina. A distancia entre os dois

grupos na arginina ¢ de 5,0 A, considerando os atomos C3 e C6 na figura 3la. A
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conformagdo D da neolignana 12, por exemplo, € a Unica que apresenta uma distancia
proxima a esse valor, considerando os atomos C6 e C18, na figura 4a.

Entre outros compostos ativos em leishmniose, encontramos uma série de amino
cetonas. Estas moléculas sdo semelhantes as neolignanas, porque ambas as séries
apresentam dois anéis fenilicos com uma carbonila entre eles. A estrutura basica das
aminocetonas estd mostrada na figura 4b e tabela 1 (paginas 25 e 26). A geometria dessas
moléculas foi calculada conforme esté explicado no capitulo 4.

A conformagdo D das neolignanas ¢ aproximadamente planar, como as amino-
cetonas. Esta conformacdo produz a posicao adequada dos anéis para interagir com a
arginina; as outras possuem os angulos torsionais a ou b (tabela 20) proximos a 60 graus, o
que causa nas neolignanas uma conformac¢do "dobrada", encurtando a distincia entre os
anéis e impossibilitando a interagdo das neolignanas nas conformagdes C, E ¢ F com a
arginina. Esses resultados e para os outros compostos ativos sao mostrados na tabela 20.
Esta tabela contém também, os angulos torsionais a e b para todas as neolignanas, arginina

e para as amino-cetonas.
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Tabela 20 - d, ¢ a distdncia entre os atomos c; . C¢ para a arginina (fig.31), ¢s € ci3 para as
neolignanas (fig. 4a) e c¢ € ci6 para as aminocetonas (fig.4b). Os angulos torsionais a € b s@o

mostrados nas figuras 4 e31.

COMPOSTO | CONFORMACAO d; (A) ANGULOS TORSIONAIS
a b
arginina AouB 5,0 162 175
neolignana 12 | C 3,6 46 63
D 5,0 162 175
E 4,4 -60 180
F 3,6 -46 -63
neolignana 13 | C 3.4 24 64
D 5,1 -175 179
E 4,5 -66 180
F 3.4 -24 -64
neolignana 14 | C 3,2 26 61
D 5,0 -176 179
E 4.4 -63 167
F 3,7 -49 -67
neolignana 15 | C 3.9 65 74
D 5,0 -177 161
E 4,1 -60 162
F 3.4 -42 -65
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neolignana 16 3,9 60 76
4,6 -155 142
4,1 -61 179
33 -39 -65
neolignana 17 3,4 49 45
5,3 -139 -177
4,8 -74 173
3,8 =72 -50
neolignana 18 3.4 56 39
53 -140 -177
4,8 =72 173
4,0 -68 -63
neolignana 19 3,4 52 51
4,9 -160 177
4,3 -69 171
3,7 -57 -63
neolignana 20 3.4 58 38
4,0 170 -63
todas 4.9 -150 -180

aminocetonas
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Com os resultados e conclusdes obtidos até agora, sugerimos que: 1) as neolignanas
devem interagir com o receptor através dos seus anéis aromaticos, na conformacao D; 2) a
arginina interage pelos seus grupos guanidinico e amino, nas conformacgdes A ou B (figura
31).

Com a ajuda de modelos moleculares, sobrepusemos a neolignana ativa 12 D e a
arginina na conformacdo B; a sobreposi¢do das duas moléculas ¢ mostrado na figura 32.
Nesse caso, podemos pensar em interagdes eletrostaticas entre os grupos -NH da arginina e
os elétrons © do anel 1 da neolignana, ou entre os grupos -NH da arginina e o oxigénio 16
da neolignana e ainda, poderiam ocorrer interacdes de dipolos entre o oxigénio da carbonila
da arginina e a carga positiva no carbono 21 da neolignana, localizado no anel 2; o -NH do
grupo amino também poderia interagir com alguma ligacao dupla do anel 2.

A figura 33 mostra 0 mesmo tipo de sobreposi¢do com uma amino-cetona; neste
caso, a sobreposicdo também parece ser possivel e as interagdes ocorreriam principalmente
entre os grupos -NH guanidinicos da arginina e os elétrons © do anel 1 ou o oxigénio da
carbonila das amino-cetonas; o grupo amino da arginina interagiria com os elétrons © do

anel 2.
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Figura 32 - Interacdo entre a neolignana 12 D e a arginina na conformacao B.
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Figura 33 - Interacdo entre uma amino-cetona e a arginina na conformagao B.

Para confirmar essas sugestdes, usamos o programa computacional PowerFit para
realizar a interagdo entre a neolignana 12 D e a arginina. A metodologia sobre o PowerFit
foi descrita no capitulo 2.

A figura 34 mostra a interacdo da arginina nas suas duas possiveis conformagdes, A
e B, com a conformagdo D da neolignana 12 (12 D). A interagdo da arginina na
conformagdo A com a neolignana 12 D apresenta -900,74 kcal de energia, enquanto a
interacao da conformagdo B da arginina com a mesma neolignana 12 D, apresenta -982,02

kcal.
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Figura 34 - Interagdo da neolignana 12D com a arginina, produzida pelo programa PowerFit*. a) A
arginina esta na conformagdo obtida de dados de cristalografia; b) A arginina esta na conformacao

obtida apos rotagdo de 120° sobre o eixo “c”(fig. 4b).

* Os valores de energia para a figura 34 foram obtidos com uma versdo demonstrativa do PowerFit; por isso,

estes valores podem estar incorretos. Estamos interessados apenas numa analise qualitativa destes resultados.
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Esses resultados mostram que a interacdo arginina-12D ¢ mais estdvel para a
conformacgdo B da arginina, conforme haviamos proposto inicialmente.

A sobreposicao entre as duas moléculas ndo se deu exatamente como sugerimos
inicialmente, pois na figura 32, mostramos uma possivel interacdo entre a arginina e a
neolignana 12D, em que os carbonos 12, 13 e 17 da neolignana ficariam sobrepostos aos
atomos 8, 5 e 4, respectivamente, da arginina. Conforme os resultados obtidos com o
PowerFit, isto ndo ocorre, mas a interagdo entre os anéis fenilicos da neolignana e os
grupos guanidinico e amino da arginina (figura 34b), concorda com a nossa suposicao, na

figura 32; as duas figuras mostram a interacdo com os anéis fenilicos.

8.3 - CONCLUSOES

Com estes resultados, obtivemos mais uma vez a indicacdo de que a conformacao
ativa mais provavel das neolignanas ¢ a D; esta foi selecionada inicialmente, juntamente
com outras 3 (C, D, E, F), entre as oito possiveis na andlise conformacional para os
compostos isolados (capitulo 5); em seguida, foi uma das mais estabilizadas (A e D) na
solvatacao em agua (capitulo 7), e, finalmente, ¢ a conformagao que melhor se “encaixa” a
arginina e também ¢ a mais parecida com as aminocetonas que também apresentam
atividade anti-leishmaniose.

Todos os resultados, a partir do capitulo 5, nos dao fortes indicagdes de termos
encontrado a conformagdo ativa das neolignanas, bem como o modo de interacdo com o
receptor. Sabemos ainda que existe uma tendéncia de aumento de AB anti-leishmaniose,
conforme aumenta o volume e o logP das neolignanas. Agora temos em maos, resultados e
conclusdes suficientes para propormos alguns compostos para sintese, com um bom nivel

de confianga.
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CAPITULO 9
SUGESTAO DE NOVOS COMPOSTOS PARA SINTESE

Este capitulo sera dividido em duas partes, pois a sugestdo de compostos para
sintese foi realizada em duas etapas.

O primeiro conjunto de compostos foi planejado ap6s obtermos os resultados do
capitulo 5, em que toda a anélise foi realizada para os compostos isolados. Em seguida, os
resultados dos capitulos seguintes (em que as neolignanas do conjunto treinamento foram
solvatadas e comparadas com outros compostos ativos em leishmaniose) nos levaram a
procurar uma nova metodologia para se propor 0s compostos para sintese; assim, um novo

conjunto teste foi sugerido.

9.1 - PARTE 1: Conjunto teste, proposto com base na analise conformacional para os

compostos isolados.

9.1.1 - INTRODUCAO:

No capitulo 5, todos os resultados foram obtidos segundo a andlise conformacional
realizada para os compostos isolados, o que nos levou a conclusdes diferentes daquelas
apds a solvatacdo em agua. Conforme a analise dos compostos isolados, a conformagao
com maior probabilidade de ser a ativa ¢ aquela em que os anéis fenilicos estdo mais
préoximos entre si (conformagdo E), conforme foi explicado no capitulo 5, item 5.2. Os
métodos de Reconhecimento de Padrdes (RP) aplicados ao conjunto treinamento na
conformagdo E, inicialmente, levaram aos resultados apresentados nas figuras 19 a, b e c do
capitulo 5. Os compostos do nosso primeiro conjunto teste foram entdo planejados,
baseando-nos na semelhanga estrutural com os compostos ativos do conjunto treinamento e

em seguida, a nova andlise de RP incluindo os novos compostos foi realizada, a fim de
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verificarmos se 0s compostos teste seriam classificados como ativos ou inativos. O
conjunto teste ¢ mostrado a seguir, na tabela 21; a numeracdo comega a partir de 21, pois
estes compostos foram analisados juntamente com os 20 compostos do conjunto

treinamento, dispostos na tabela 2 do capitulo 1.

Tabela 21 - Conjunto teste, planejado com base na semelhanca estrutural das
neolignanas ativas em leishmaniose. R1, R2, etc, sdo os substituintes nas posicoes 3, 2, etc,

mostradas na figura 4.a do capitulo 1; a posicdo X também ¢ mostrada na figura 4.a.

Com- | RI1 R2 R3 | R4 RS R6 R7 RS X
postos

21 -OCH3 | -OCH3 | H CH3 |-OCH3 | H (CH),-CH; | -OCH3 | O
22 H H =0 | H Cl H H H O
23 H H =0 | H H H Cl H S
24 -OCH3 | -OCH3 | =O | CH3 |-OCH3 | H H -OCH3 | O
25 -OCH3 [ -OCH3 |=O | H H H -CH3 H S
26 -OCH3 [ -OCH3 |=O | H H H -CH3 H O
27 -OCH3 | -OCH3 |=O | H H H (CH),-CH; | H 0
28 H H =0 |CH3 |H H Cl H O
29 H H =0 |CH3 |H H H H O
30 H H =0 |CH3 | H H H H S
31 -OCH3 [ -OCH3 |=O | CH3 | Cl H H H O
32 -OCH3 | -OCH3 |=O | H Cl H H H O
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9.1.2 - CALCULOS:

A andlise conformacional para este conjunto teste de compostos foi realizada
através do método de mecanica molecular - MM2, como para as neolignanas do conjunto
treinamento, conforme foi discutido no item 4.1.1 do capitulo 4. Os parametros fisico-
quimicos foram calculados na conformacgao E (conformacao ativa encontrada na analise dos
compostos isolados), usando os mesmos métodos do conjunto treinamento (item 4.1.2 -
capitulo 4); apenas os cinco parametros mais importantes encontrados para o conjunto
treinamento, foram calculados para os compostos teste: o logP, com o método de Rekker
[39], o volume, com o programa Surf [57], e as cargas sobre os carbonos 2, 3 e 21, com o
método semi-empirico MNDO-PM3 [36]. Em seguida, o conjunto teste foi analisado
através dos seguintes métodos RP: Knn, Hier e ACP, contidos nos programas
Arthur/Unicamp [58] e Pirouette [59] e os compostos classificados como ativos pelos trés

métodos citados, foram sugeridos para sintese.

9.1.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO:

O resultado da andlise de componentes principais ¢ mostrado nas figuras 35 e 36.
Na figura 35, o grafico dos “scores” das duas primeiras componentes principais mostra a
separacao dos compostos do conjunto treinamento em ativos e inativos, como na figura 19b
do capitulo 5, mas agora, além do conjunto treinamento o grafico mostra também a
classificag@o do conjunto teste. As pequenas diferencas entre este grafico e o da figura 19b,
devem-se ao fato de que anteriormente utilizamos as cargas sobre os heteroatomos 9, 10 e
26 e agora, sobre os carbonos em que estdo ligados (2, 3 e 21), pois, conforme ja
discutimos, estas representam melhor a influéncia do substituinte no anel aromatico, do que

as cargas sobre os heterodtomos.
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Figura 35 - Grafico dos “scores” das duas primeiras componentes principais para os conjuntos
treinamento e teste das neolignanas. Os compostos teste 21, 24, 25, 26, 27, 31 e 32 foram

classificados como ativos.
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O gréfico dos “loadings” mostra que as cargas sobre os atomos 2, 3 e 21 (variaveis
26, 27 e 37) sdo muito importantes na primeira componente principal para a separagao dos
compostos, enquanto o logP (variavel 53) e o volume (variavel 49), contribuem menos. No
caso da segunda componente principal, as variaveis 26, 27 e 37 continuam sendo as mais
importantes; em seguida, o logP (varidvel 53) também contribue para a separacdo na
segunda componente principal e, finalmente o volume (varidvel 49) parece ndo ser muito
significativo na separacdo dos compostos pela segunda componente principal.apresenta

peso muito pequeno na segunda componente principal.

A.7H
+ 37
A.dA
+ 33
] - 49
I~ A, 18 4
]
o
—A.20 4
i . 26
—A.30 - + 27
1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 1
A.32 A.38 A.44 A58

PC 1
Figura 36 - Grafico dos “loadings” das duas primeiras componentes principais para 0s conjuntos
treinamento e teste das neolignanas. As variaveis 26, 27, 37, 49 e 53 sdo respectivamente, as cargas

sobre os atomos 2, 3, 21, volume e logP.
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A figura 37 mostra o agrupamento hierarquico, o qual classificou como ativos os compostos

21, 24, 25, 26, 27, 31 e 32 (categoria B, assinalada no dendograma), assim como a analise ACP.

smp32

sMplE }
smp3
SMp2S
smplf
smp2d
smpld —
smpld
smp?
smpld
SMpE
SMp
sMp2h
smpl9
sMp2?
smp
smple
smpla
swplz
smpc3A
smp2d
sMp2
smp3
swpl?
smp22
smp®
smpll
smp
smpd
sMpe
smpl
smpd

B:ATIVOS

A:INATIVOS 1]

i)

Figura 37 - Agrupamento hierdrquico para os conjuntos treinamento e teste das neolignanas. Os
compostos 21, 24, 25, 26, 27, 31 e 32 foram classificados como ativos. Os compostos estdo

indicados a esquerda da figura, por smpl, smp2,etc.
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Os resultados obtidos com os dois métodos apresentados (ACP e Hier) sao
concordantes, porém, pelo método dos k vizinhos mais proximos, apenas os compostos 21,
24, 25, 26 e 27 foram classificados como ativos. Assim, estes foram inicialmente sugeridos
para sintese.

Entre os compostos sugeridos, apenas o 24 foi testado em leishmania donovani, mas
o resultado foi negativo.

No decorrer do capitulo 5, concluimos que algumas cargas incluidas em posigdes
especificas do anel (2) (cargas 20, 21 e 22) foram importantes na separacdo das duas
categorias de compostos (figuras 21a, b e c¢), o que poderia alterar também os resultados
para o conjunto teste. Nos capitulos seguintes, entretanto, obtivemos indicagdes de que a
conformagdo ativa seria outra, diferente daquela estudada no capitulo 5 e s6 apos a posse
desta nova informacao ¢ que propusemos o0 novo conjunto teste.

A solvatacdo do compostos (capitulo7) nos mostrou que a conformacao ativa
deveria ser uma daquelas em que os anéis estdo mais estendidos (A ou D) e ndo a E, como
haviamos pensado. A compara¢do das neolignanas com outros compostos ativos em
leishmaniose e com o sitio ativo do receptor confirmou que a conformagdo D deve ser a
conformagdo ativa. Finalmente, o estudo da interagdo do sitio ativo com as neolignanas
confirmaram que a intera¢cdo com o receptor deve ocorrer pelos anéis fenilicos; esse estudo
nos mostrou também com maior precisdo os locais de interacdo com o anel (2), que seria
proximo aos carbonos 19 e 21.

Ao mesmo tempo que obtivemos estas informagdes sobre a conformacgao ativa e
sobre a interacdo com o receptor, comparamos as cargas derivadas do potencial
eletrostatico com aquelas de Miilliken utilizadas anteriormente no capitulo 5 e concluimos
que deveriamos prosseguir o trabalho utilizando aquelas derivadas do potencial
eletrostatico, conforme foi explicado no capitulo 3. Apesar de termos discutido este assunto
no capitulo 3 que refere-se aos parametros fisico-quimicos utilizados, foi apds a solvatacao
dos compostos, apresentada no capitulo 7 (que exigia cargas derivadas do potencial
eletrostatico), que comparamos as cargas calculadas pelos dois métodos e optamos por nao

continuar com as cargas de Miilliken.
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9.2 - PARTE 2: Conjunto Teste Proposto Apds A Solvatagdo Dos Compostos.

9.2.1 - INTRODUCAO:

Os métodos de Reconhecimento de Padrdes foram muito uteis e eficazes na parte
inicial deste trabalho; foi possivel, por exemplo, definir as varidveis relacionadas com a
atividade bioldgica e propor o conjunto teste apresentado na parte 1 deste capitulo.
Entretanto, os compostos 5, 6, 7, 10 e 17 apresentam a tendéncia de serem classificados
incorretamente (como foi discutido anteriormente no capitulo 5), dificultando a sugestao de
compostos para sintese.

Considerando este fato e lembrando que agora dispomos de maiores informagdes
sobre as relagdes estrutura-atividade das neolignanas, optamos por ndo utilizar novamente
os métodos RP na sugestdo de novos compostos. Ao invés disso, tentamos encontrar
respostas para a inatividade dos compostos 5, 6, 7 e 10 na estrutura conformacional destes e
na interagao dos mesmos com o receptor (arginina).

A figura 38 mostra todas as neolignanas na conformacdo D. Inicialmente, vamos
observar o anel (2) de todas as neolignanas ativas - composto 12 a 20 - e daquelas inativas

que apresentam o grupo metoxi no anel (1) - compostos 5, 6, 7 e 10.
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Figura 38 - Neolignanas na conformacao D.
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Figura 38 - Neolignanas na conformacao D - continuagao
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Figura 38 - Neolignanas na conformacao D - continuagao.
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Figura 38 - Neolignanas na conformacao D — continuacao
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Figura 38 — continuagao
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Figura 38 — continuacao
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Figura 38 - Continuagao

Compostos 5 e 10:

Os compostos inativos 5 e 10 ndo apresentam nenhum substituinte no anel (2), ao
contrario de todas as ativas. Como vimos nos resultados do capitulo 8, a interagdo da
arginina com o anel (2), ocorre proxima as posi¢des 19 e 21, para o composto 12 do
exemplo (figuras 32 e 34), ou seja, na parte superior do anel (2) (carbono 19) e na posicao
“para” (carbono 21) ao atomo da ponte (oxigénio no caso do composto 12).

Se observarmos os compostos ativos, na figura 38, todos apresentam um substituinte
pelo menos em uma dessas posigdes. Esses substituintes,. em todos os casos, conferem
uma carga positiva ao carbono em que esta ligado (tabela 3 - veja as cargas derivadas do
potencial eletrostatico para os carbonos substituidos 19 e/ou 21 para os compostos ativos);
sendo assim, concluimos que um composto ativo deve ter um substituinte desse tipo
(geralmente -OCH3; ) nas posicoes 19 e/ou 21; explicamos com isso, a inatividade dos

compostos 5 e 10.
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Composto 6:

Observando agora o composto 6 na conformacao D (figura 38), verificamos que
apesar de estar substituido por um -OCH3 no carbono 19, este localiza-se em posicao
contraria ao carbono 19 dos compostos ativos 12, 13, 14, 15 e 16, por exemplo (figura 38).
Assim, o substituinte fica na parte inferior do anel (2), onde ndo ocorreria interagdo com a

arginina (figuras 32 e 34b). Talvez por esse motivo, 0 composto 6 seja inativo.

Neolignanas ativas que apresentam o grupo metil no carbono 13 ¢ =O no

carbono 12:

A inversao da posicao do carbono 19 observada para o composto 6, devido a rotagao
do anel (2), ocorre também para os compostos atives 17, 18, 19 e 20; porém, estes
apresentam o carbono 21 substituido, por onde também a arginina pode interagir.

Observando mais cuidadosamente essas neolignanas, verificamos que todas aquelas
que apresentam =0 no carbono 12 e, ao mesmo tempo, o grupo metil (-CH3 ) no carbono
13, apresentam essa inversdo de posi¢do do carbono 19, ou os anéis (1) e (2) ficam
perpendiculares entre si, impedindo a interagcdo com a arginina. Nestes casos, a intera¢ao so
poderia ocorrer pelo carbono 21 (observe os compostos 6, 7, 17, 18, 19 e 20). Em
contrapartida, aqueles que possuem hidrogénio ao invés de -CHs no carbono 13, ndo
apresentam essa inversao (compostos 12, 13, 14). Assim, chegamos a mais uma conclusdo
sobre a atividade das neolignanas: Se o composto apresentar o grupo -CHj; no carbono
13, 0 anel 2 devera estar substituido no carbono 21.

No caso dos compostos 15 e 16, que também apresentam -CHj3 na posig¢ao 13, este
problema ndo ocorre, pois nao possuindo =O no esqueleto, possuem estrutura diferente das
demais e o substituinte podera estar nos carbonos 19 e/ou 21, como nas outras neolignanas

ativas.
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Composto 7:

O composto 7 parece estar condizente com as conclusdes sobre a atividade e no
entanto, ¢ inativo. Este apresenta o grupo metil no carbono 13 e a inversao no carbonol9
ocorre; contudo, ele possui um substituinte na posicdo 21. Observe que de todas as
neolignanas na conformag¢do D que apresentam o grupo metil no carbono 13, esta ¢ a unica
em que os anéis estdo planares (figura 38), devido talvez a interagdo entre a carbonila e o
oxigénio do grupo metdxi do carbono 19. Se observarmos a figura 34, veremos que um
grupo metoxi nessa posi¢ao impedira a aproximacgado da arginina, pois ira coincidir com um
grupo -CH, da arginina. Assim, isso explicaria a inatividade do composto 7 € uma nova
ressalva deve ser incluida ao sugerirmos novos compostos: Se o composto apresentar o
grupo metil no carbono 13 e =0 no carbono 12, devera estar substituido no carbono
21; entretanto, se além disso o composto estiver substituido também na posicao 19,

esse substituinte ndo devera levar a planaridade entre os anéis fenilicos (1) e (2).

Até agora, procuramos justificar a inatividade das neolignanas que apresentam o
grupo metoxi no anel (1) (neolignanas S, 6, 7 e 10), como a maioria das ativas; agora,
vamos tentar explicar a inatividade daquelas que ndo apresentam os grupos metoxi no anel
(1) - compostos 1,2,3,4,8,9 ¢ 11.

E muito provavel que o residuo de arginina da adenosina-kinase do leishmania,
esteja localizado em posi¢do intermedidria, ndo sendo portanto, N-terminal ou C-terminal.

Nas proteinas, os aminoacidos estdo ligados uns aos outros por ligagdes amida,
como no exemplo abaixo (para um conjunto de trés aminoacidos), onde R, R; e R; sdo as

cadeias laterais de cada aminoacido.

OH

CH——C NH

H C NH——CH

HN C
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No caso da arginina, a cadeia lateral contém o grupo guanidinico. Se a arginina tivesse C-
terminal, apresentaria o grupo carboxila como na figura 34a ou 34b, o qual interagiria com
a neolignana. A maior probabilidade ¢ que a arginina esteja ligada a outros aminoéacidos e
assim, o grupo -OH da carboxila seria substituido pelo -NH do aminoacido seguinte. Entao,
ao invés da interagdo ocorrer pelo -OH da arginina, ocorreria pelo -NH do outro
aminoacido. Isso tudo ndo altera em nada as nossas conclusdes, pois de qualquer maneira a
interagdo com o anel (2) pode ocorrer.

As proteinas sdo reativas e apresentam um comportamento especifico, devido aos
grupos ativos livres das cadeias laterais, como os grupos guanidinicos das argininas [47]. A
interacdo do anel (2) com o grupo amino da arginina ou amido (devido a ligagdo com outro
aminoacido), ¢ importante para a atividade das neolignanas, talvez pela sobreposicao que
deve ocorrer entre a droga e o receptor, mas a especificidade da atividade esta
principalmente relacionada com a interagdo entre o anel (1) e o grupo guanidinico. Sendo
assim, todos os compostos ativos devem conter os substituintes metoxi no anel (1), que
permitem tal interacdo. Os compostos 1, 2, 3, 4, 8, 9 e 11 ndo apresentam tal

substituinte no anel (1), 0 que explica a inatividade dos mesmos, em leishmaniose.
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9.3 - SUGESTAO DE NOVOS COMPOSTOS.

Com base nas conclusdes citadas no item 9.2, uma nova neolignana deve ser

planejada da maneira descrita a seguir, considerando as diferentes estruturas basicas:

1 - Todas devem conter os grupos “metdxi” no anel (1);

2 - Se a estrutura basica nao tiver o grupo metil no carbono 13 (nesse caso os anéis fenilicos
sdo planares entre si), deverd ter um substituinte que confira uma carga positiva ao carbono
em que estiver ligado, nas posicdes 19 e/ou 21 (por exemplo, um metoxi);

3 - Se a estrutura basica tiver o grupo metil no carbono 13 (neste caso, os anéis fenilicos
ndo sdo planares entre si), entdo, o substituinte deve necessariamente estar no carbono 21,
pois a posicao 19 ndo ¢ alcangada pela arginina (ex: compostos 18 e 19).

4 - Se a estrutura basica tiver o grupo metil no carbono 13 e também um substituinte do
tipo -OCH3 no carbono 19, o composto ficard planar novamente, mas haverad impedimento
estérico impossibilitando a aproximacdo da arginina. Nesse caso, tal composto deve ser

inativo (ex: composto 7).

Voltando ao conjunto teste da tabela 21, vamos analisar cada um dos compostos
planejados.

Os compostos 22, 23, 28, 29 e 30 seriam inativos por ndo apresentarem a condicao
1, apresentada acima. O composto 31, ndo sendo planar (-CH; no carbono 13 (R4)),
deveria estar substituido na posi¢do 21 (R7), ao invés da 19 (R5). O composto 32,
entretanto, poderia ser ativo, contrariando o resultado apresentado na parte 1 deste capitulo.
O composto 32 obedece a condicdo 1 e € do tipo descrito no item 2, ou seja, ndo contém o
metil no carbono 13. Assim, o substituinte no carbonol9 (R5) permite a interacdo com a
arginina.

Agora, vamos aos compostos teste classificados como ativos, anteriormente; sao
aqueles de numero 21, 24, 25, 26 e 27. Todos obedecem a condi¢do 1; os compostos 25, 26

e 27 sdo do tipo descrito no item 2; o composto 25 deve ser ativo, pois apesar de possuir
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enxofre na ponte, o que elimina a planaridade entre os anéis, ele estd substituido no carbono
21. Os compostos 26 e 27 também podem ser ativos, pois estdo substituidos numa das
posicdes descritas no item 2 (C19 ou C21). O composto 24 deve ser inativo; ele ¢ do tipo
apresentado no item 4: possui metil no carbono 13 e o grupo metoxi na posicao 19 (RS),
que o torna planar, a0 mesmo tempo que impossibilita a aproximagao da arginina devido ao
impedimento estérico causado pelo substituinte no carbono 19, na parte inferior do anel (2).
O composto 21 pode ser ativo, pois apresenta as condi¢gdes 1 (substituinte no anel (1)) e 3
(substituite no carbono 21 (R7), uma vez que nao ¢ planar).

Com esta nova analise, concluimos que o conjunto teste apresentado anteriormente
sofre pequenas modifica¢des: os compostos 22, 23, 28, 29, 30 e 31 continuam sendo
inativos e os compostos 21, 25, 26 e 27 continuam sendo ativos; apenas os compostos 24 ¢
32 apresentariam atividades invertidas: o composto 24 passa a ser inativo e o 32, ativo.

Sendo assim, sugerimos para sintese os seguintes compostos: 21, 25, 26, 27 e 32.
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CONCLUSOES GERAIS

Quando iniciamos este trabalho, o nosso principal objetivo era sujerir novos
compostos para sintese; para isto, tragamos um roteiro baseando-nos nos resultados obtidos
anteriormente, a fim de elucidarmos o motivo de alguns resultados inesperados e de
obtermos maiores esclarecimentos sobre o modo de interagdo das neolignanas com o
receptor do leishmania.

No topico “objetivos”, descrevemos as diversas etapas que deveriamos seguir; a
primeira delas, foi a inclusdo de novos parametros fisico-quimicos, pois acreditivamos
que aqueles usados até entdo, ndo estariam explicando adequadamente a atividade anti-
leishmaniose. A inclusdo das cargas sobre os carbonos dos anéis fenilicos foi essencial
para a separacio dos compostos nas duas categorias, mas foi também nessa etapa que
observamos a classificagdo incorreta dos compostos 5, 6, 7, 10 e 17 (figura 19b, p.87). Os
valores da atividade anti-leishmaniose “in vitro”, de algumas neolignanas, nos mostraram
que as neolignanas 5, 6 e 10 poderiam pertencer a uma terceira categoria, pois estas
formaram um grupo com o composto 13 de atividade baixa (tabela 5 — p.89 e figura 19b,
p-87).

A andlise realizada com o método SIMCA nos ajudou a definir as varidveis
relacionadas com as neolignanas 5, 6, 7, 10 e 17 que formam um grupo separado ou que sao
agrupadas incorretamente. Como o SIMCA constroi um modelo para cada categoria, a
inclusdo ou retirada de uma componente principal para determinada categoria, nos mostrou
quais variaveis poderiam ser incluidas para melhorar a separacdo. Concluimos que
deveriamos incluir mais variaveis relacionadas com o anel fenilico 2, a fim de
aproximarmos os compostos inativos 5, 6, 7 ¢ 10 da categoria inativa. Normalmente, o
método SIMCA ndo ¢ usado com esta finalidade, mas apenas para classificacdo dos
compostos em categorias. Sendo assim, concluimos também que o SIMCA pode ser
muito util na escolha de variaveis.

A inclusdo de outras cargas sobre carbonos do anel 2, aproximou o composto 20
que também possui atividade baixa, dos compostos 5, 6, 10 e 13 agrupados anteriormente (
figura 21b, p.103); com isso, pudemos estabelecer uma ordem relativa de atividade anti-

leishmaniose, para as neolignanas estudadas, na pagina 105.
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Um outro objetivo nosso, foi verificar se a aplicagdo de ACP em SAR pode
nos levar a resultados confidveis, uma vez que pelo menos dois dos nossos compostos (7 e
17) continuaram sendo mal classificados. Para isso, aplicamos ACP a varios conjuntos de
derivados de DHP (capitulo6), aos quais possuiamos valores de AB e que ja haviam sido
estudados com RLM. Pudemos verificar que em alguns dos conjuntos estudados,
compostos com valores de atividade bioldgica muito proximos também foram classificados
incorretamente, em concordiancia com as nossas conclusdes sobre as neolignanas.
Concluimos entdo, que a aplicacio de ACP em SAR é confidvel e que os compostos
“mal classificados” possivelmente apresentam valores de AB préximos a categoria em
que foram agrupados.

No final do capitulo 6, ja tinhamos condi¢cdes de propor novos compostos para
sintese, baseando-nos na ordem relativa de atividade proposta por nds (p.105) e
considerando que os compostos aparentemente mal classificados, apresentariam AB
proximas aquelas da categoria em que estivessem agrupados. No entanto, foi a solvatacio
das neolignanas em agua, juntamente com a compara¢io entre os minimos locais
destas e de outros compostos ativos em leishmaniose, que nos proporcionaram talvez,
os resultados e conclusées mais importantes sobre a interacdo das neolignanas com o
receptor.

Concluimos, apos os resultados dos capitulos 7 e 8, que a conformacdo ativa das
neolignanas ¢ uma daquelas em que os anéis fenilicos estdo mais afastados (conformacao
D), a qual ¢ a tnica capaz de se sobrepor e interagir com o possivel receptor. Reunindo esta
conclusdo com a de que a interacdo se da provavelmente pelos anéis fenilicos (capitulo 5),
passamos a investigar mais atentamente, a posi¢do dos substituintes nos anéis fenilicos de
cada uma das neolignanas, na conformacao D (capitulo 9); verificamos que, algumas das
neolignanas inativas com estrutura semelhante as ativas, apresentavam rotacao no anel 2 de
tal forma a impedir a interacdo dos seus substituintes com a arginina, tornando-as inativas.
Com isso, estabelecemos novo método para propor compostos para sintese, conforme esta
descrito no final do capitulo 9.

Os resultados obtidos a partir do capitulo 7, tornaram desnecessario o célculo de
parametros FQ na conformacao D e a aplicagcdo de RP, e por isto, esta etapa dos objetivos

foi eliminada.
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