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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo calcular descritores fisico-quimicos para uma classe
de 22 compostos de derivados naftoimidazélicos que possuem atividade microbicida,
bactericida, fungicida, tripanocida dentre outras. Os descritores também foram
calculados para o benzonidazol, farmaco usado no tratamento da doenca de Chagas
e para o ravuconazol, farmaco que se mostra efetivo em todas as cepas do parasito.
Apoés o célculo dos descritores verificou-se quais destes seriam responsaveis pela
separacdo destes compostos em ativos e inativos. Para tanto, as estruturas foram
pré-otimizadas através de céalculos quimicos da mecanica molecular e otimizadas em
calculos semi-empiricos, na base Austin Model 1. ApGs a otimizacdo molecular,
foram realizados célculos quimiométricos multivariados para fazer a separacao dos
compostos em ativos e inativos e, verificar quais dos descritores calculados foram
relevantes para a separacdo da classe de compostos. Foram efetuadas 4 analises
quimiométricas de analise de componentes principais e analise hierarquica de
agrupamentos, onde foi possivel obter informacBes dos grupamentos e das
similaridades formadas para os compostos e para os descritores. Na Ultima analise
guimiométrica foi verificado que os compostos mais ativos foram FSE-1, FSE-2,
FSE-13 e FSE-14 e que o descritor responsavel pela atividade observada seria o
ELUMO enquanto que aquele responsavel pela inatividade seria o AE. Através dos
calculos dos orbitais de fronteira LUMO, foi possivel verificar que o anel benzénico e
o anel imidazol sdo regifes nas estruturas que favorecem a formacéo de interacao
molecular. Para o benzeno do naftaleno, observou-se que as posi¢des para e orto,
também sédo regibes de provavel formacédo de interacdo molecular. Os mapas de
potencial eletrostatico calculados mostraram que grupamentos com concentracéo de
cargas negativas, ndo favorecem a atividade biolégica dos derivados
naftoimidazdlicos. Para o calculo do ancoramento molecular foi utilizada a enzima
cruzaina de T. cruzi, devido sua importancia em todos os estagios do ciclo de vida
do parasito. Realizado o ancoramento molecular verificou-se que as interagdes mais
relevantes sdo as de empilhamento, as interacbes com anel imidazol e interacdes
nas posicdes orto e para do anel naftaleno para os derivados FSE.

Palavras-chave: Naftoimidazois. Atividade biolégica. Austin Model 1. Ancoramento
Molecular.



ABSTRACT

This study aimed to calculate physicochemical descriptors for a class of 22
naphtoimidazolic derived compounds that possess microbicidal, bactericidal,
fungicidal, trypanocidal activity and so on. The descriptors were also calculated for
benznidazole, a drug used in the treatment of Chagas disease and the ravuconazole,
which shows itself effective in all strains of the parasite. After calculation of the
descriptors found at which of these would be responsible for the separation of
compounds into active and inactive. To do so, the structures were pre-optimized
through chemical calculations of molecular mechanics and optimized by semi-
empirical calculations, based on Austin Model 1. After the molecular optimization,
multivariate chemometric calculations to make the separation of active and inactive
compounds were performed and verify which of descriptors were calculated for
separating the relevant class of compounds. Were made 4 chemometric analysis of
principal component analysis and hierarchical cluster analysis, where information
was available and the similarities of groups formed for the compounds and the
descriptors. In the last chemometric analysis it was found that the most active
compounds were FSE-1, FSE-2, FSE-13 and FSE-14 and the descriptor responsible
for the observed activity would be ELUMO while that would be responsible for the
inactivity was AE. Through calculations of the LUMO frontier orbitals, we found that
the benzene ring and the imidazole ring are regions in structures that favor the
formation of molecular interaction. For benzene of naphthalene, it was observed that
the para and ortho positions are also regions of probable formation of molecular
interaction. The electrostatic potential maps calculated showed that clusters with
concentration of negative charges do not encourage biological activity of
naphttimidazolic derivatives. To calculate the molecular anchoring it was used the
cruzain enzyme from T. cruzi due its importance in all stages of the parasite life
cycle. Realized molecular anchoring it was found that the most relevant interactions
are stacking interactions and interactions with the imidazole ring in the ortho and
para positions of the naphthalene ring of FSE derivatives.

Keywords: Naphthimidazoles. Biological activity. Austin Model 1. Molecular Docking.
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1 INTRODUCAO

Apesar do grande avanco na ciéncia, nos ultimos anos, ainda nota-se nos
paises desenvolvidos, um grande numero de pessoas acometidas de diversas
doencas, algumas sem cura até o momento. Dentre estas enfermidades, destaca-se
a doenca de Chagas, transmitida através da picada do besouro barbeiro.
Atualmente, alguns centros de pesquisas, inclusive centros no Brasil, vém
desenvolvendo trabalhos na &rea de quimica sintética e/ou computacional, com o
intuito de encontrar substancias quimicas que possam ser usadas para o tratamento

da doenca de Chagas.

Esta necessidade surge, tendo em vista que, os farmacos atualmente
empregados no controle desta doenca, o benzonidazol e mais recentemente, o
ravuconazol, ndo sdo tao eficazes e apresentam efeitos colaterais indesejaveis
quando administrados. Compartilhando do mesmo ensejo, de auxiliar pesquisas
sobre desenvolvimento de novos farmacos, este trabalho teve por objetivo, contribuir
com a investigacdo de substancias quimicas, excepcionalmente derivados
naftoimidazdlicos, que possam ser usados no tratamento da doenca de Chagas,
fazendo-se uso de métodos de calculos de quimica computacional.

Sendo assim, a primeira etapa deste trabalho consistiu em realizar calculos
computacionais para os derivados naftoimidazdlicos, levando-se em conta o0s
conceitos da mecéanica molecular, uma vez que ndo foi possivel obter dados
cristalograficos devido a indisponibilidade de amostras, e desta forma foram
calculados angulos e distancias interatbmicos tedricos para cada uma das
estruturas. Em seguida, foram efetuados célculos semi-empiricos, baseados na
mecanica quantica, para obtencdo dos descritores fisico-quimicos, relevantes em
estudos de relagcdo estrutura-atividade (SAR). Tais descritores sao classificados
como eletrbnicos empiricos e eletrbnicos semi-empiricos, descritor de lipofilicidade e

descritores estéricos.

Apés a obtencdo dos descritores fisico-quimicos, foi aplicada a técnica

guimiométrica multivariada para analise de componentes principais e analise
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hierdrquica de agrupamentos. Sendo que, a anélise de componentes principais teve
como objetivo fazer a separagdo dos compostos em ativos e inativos, enquanto que
a analise de hierarquica de agrupamentos forneceu a similaridade entre os

compostos.

Finalmente, depois de feita a classificacdo dos compostos, em ativos e
inativos, foram realizadas investigacdes de ancoramento molecular para os
compostos mais ativos, frente a enzima cruzaina de Tripanossoma cruzi. Esta
enzima desempenha um papel vital em todos os estagios do ciclo de vida do
parasito, como degradacdo da proteina para nutricdo, remodelamento da célula do
hospedeiro e evasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Através do
ancoramento molecular, foi possivel verificar quais interacdes formadas, entre cada
estrutura e o sitio ativo da enzima, favorecendo a sua inibi¢cdo e contribuindo para o

uso em estudos posteriores de sintese de novos farmacos sem uso de animais.
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2 DOENCA DE CHAGAS

As doencas infecciosas, provocadas por parasitos, afetam milhdes de
pessoas, nas regides geograficas mais pobres do planeta e, representam uma
ameaca mundial crescente. Enfermidades, como por exemplo, a doenca de Chagas,
a leishmaniose, malaria e doenca do sono sao responsaveis por incapacitarem,
anualmente, uma fracdo significativa da populacdo dos varios paises em
desenvolvimento onde estas doencas se encontram (KETTER e MARJANOVIC,
2004).

Tais enfermidades sdo um obstaculo para o desenvolvimento social e
econbmico dos paises mais pobres, sendo frequentemente chamadas de “doencas
negligenciadas”, “doencgas 6rfas” ou ainda “doencas tropicais” (NWAKA e RIDLEY,
2003). Dentre as enfermidades citadas, foi feita neste trabalho uma abordagem
sobre a doenca de Chagas, uma vez que 0s compostos estudados apresentam

possivelmente atividade frente a enzima cruzaina do protozoario T. cruzi.

Na classificacdo biolégica, o sub-reino Protozoa possui membros de grande
importdncia médica, veterindria e agropecuaria. Pertencem a este grupo
protozoarios causadores de doencas humanas, de gado e animais domésticos, além
de algumas espécies patogénicas para os vegetais. Este grupo constitui a familia
Trypanosomatidae, da ordem Kinetoplastida (DO CAMPO et al., 2005).

Dos nove géneros de tripanossomatideos, sdo reconhecidos os géneros
Leishmania e Trypanosoma, que apresentam espécies de grande importancia
médica e econbmica. Os membros do género Trypanosoma parasitam todas as
classes de vertebrados, ou seja, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos. A
grande maioria vive no sangue e outros fluidos corporeos do hospedeiro, mas
algumas espécies, como o Trypanosoma cruzi, podem invadir e se replicar no
interior das células (SATOSKAR et al., 2009).

A tripassonomiase americana ou doenca de Chagas, descoberta em 1909
pelo médico brasileiro Carlos Chagas, é causada pelo protozoario parasita
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Trypanosoma cruzi. No inicio estava associada as populacdes pobres e rurais,
porém, a partir da década de 1940 quando o processo de urbanizagdo iniciou-se,
esta passou a ser um problema urbano de importancia médica e social (ENGELS e
SAVIOLI, 2006). Atualmente, é um dos principais problemas socioecondémicos
enfrentados na América Latina, sendo a terceira parasitologia de maior incidéncia
depois da maléria e esquistossomose (CAROD-ARTAL e GASCON, 2010).

Esta enfermidade afeta cerca de 18 milhGes de pessoas, num total de 20
paises acometidos nas Américas, causando aproximadamente 50 mil mortes por
ano, sendo que, outros 100 milh6es de individuos vivem em areas de risco de
contaminacdo (DIAS et al.,, 2009). Através da migracdo das pessoas, seja por
melhores condicbes de trabalho ou apenas turismo, a doenca de Chagas ja é
diagnosticada em diferentes regides da Terra (Figura 1): Estados Unidos (> 300.000
infectados), Canadéa (> 5.500), Japao (> 3.000), Australia (> 1.500) e em mais de dez
paises da Europa (> 80.000), incluindo Reino Unido, Franca e Portugal (COURA e
VINAS, 2010).

Figura 1 — Rotas de imigrac&o a partir da América Latina e estimativa dos nimeros de pessoas
infectadas.

Fonte: COURA e VINAS, 2010
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A doenca de Chagas é transmitida, na maior parte dos casos, por insetos
hematéfagos (parasita invertebrado), conhecidos por barbeiros, da familia
Reduviidae. A contaminacdo se d4 apds a picada do inseto. No momento que ele
suga o sangue, libera junto com as fezes, as espécies infectantes do parasito que

penetram na pele do hospedeiro vertebrado (WHO, 2012).

O local da picada, chamado de chagoma, torna-se avermelhado e com
inchaco dolorido; quando a infeccédo ocorre na conjuntiva € denominada de romana.
O T. cruzi apresenta um complexo ciclo biolégico, caracterizado por trés estagios

evolutivos observados nos hospedeiros vertebrados e invertebrados (Figura 2).

Figura 2 — Formas evolutivas do T. cruzi: a) forma epimastigota; b) forma amastigota e c) forma
tripomastigota.

a) Forma epimastigota: presente no intestino do vetor
apresenta cinetoplasto localizado lateral ao nucleo, e o flagelo
emerge lateralmente ao corpo celular (COURA e CASTRO,
2002).

b) Forma amastigota: forma de replicacdo intracelular
caracterizada por apresentar pequenas dimensfes, corpo
arredondado, praticamente imovel, localizada no interior da

célula hospedeira. Possui um nucleo relativamente grande,

redondo e excéntrico e um flagelo curto, visivel apenas por

microscopia eletronica.

c) Forma tripomastigota: caracteristica das formas
sanguicolas (hospedeiro vertebrado) e metaciclicas
(hospedeiro invertebrado). Possui cinetoplasto localizado na
regido posterior ao nucleo, por onde emerge o flagelo, que se
encontra ligado ao corpo celular, por quase todo o corpo do

parasito, responsavel por sua locomocéo.

Fonte: DIAS et al., 2009
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Estas trés formas de diferenciacdo do parasito e suas formas de replicacao

sdo vistas no seu ciclo biologico, visto a seguir.

2.1 Ciclo bioldgico do T. cruzi

O ciclo biolégico do T. cruzi (Figura 3), no hospedeiro invertebrado, inicia-se
quando os triatomineos vetores alimentam-se do sangue do hospedeiro vertebrado,
neste ciclo o animal € cachorro. Formas tripomastigotas, presentes na corrente
circulatéria do hospedeiro vertebrado, sdo ingeridas pelo inseto. Chegando ao
estbmago do inseto, as formas tripomastigotas diferenciam-se em formas
epimastigotas. As formas epimastigotas dirigem-se ao intestino, onde se multiplicam
repetidamente por divisdo binaria (KOLLIEN e SCHAUB, 2000; ANDRADE e
ANDREWS, 2002).

Figura 3 — Ciclo reprodutivo do T. cruzi.

Multiplicagdo de amastigotas
por fissdo bindria nas células
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Barbeiro ingere o sangue —~
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metaciclicos penetram mucosas, |
COmo a conjutiva)

Trippmastigotas metaciclicos
|  penetram as células no local
/ %% da picada. Mo interior das células
] = [\transfurmam—se em amastigotas.
Tripomastigotas < / § l 2 . Estagios
metaciclicos no L
intestino grosso ;

no homem

/ L. Tripomastigotas
i - Estagios ot podem infectar
. for—~ no Barbeiro E outras células e
Multiplicaéo no transiqrmtar Amastigotas multiplicam-se
intestino medio amastigotas e L .
\ Barbeiro ingere = intracelular em por divisdo binaria nas células
formas *f noves _ i dos tecidos infectados
&= . trippmastigotas  J/ locais de infecco.
Epimastigotas “/ o
no intestino =
médio Amastigotas intracelulares

transformam-se em tripopmastigotas,
em seguida saem da célula e entram
na corrente sanguinea.

Fonte: ESCH e PETERSEN, 2013.

No reto, certa propor¢do de epimastigotas diferencia-se em tripomastigotas

metaciclicos, que séo eliminados pelas fezes e urina, quando o besouro pica o
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hospedeiro vertebrado (DI NOIA et al., 2002). Os parasitos, depositados na pele do
hospedeiro vertebrado, podem ter acesso as células do sangue e, posteriormente,
aos demais tecidos, através de lesdo pré-existente na pele ou de lesdo ocorrida
durante a picada do inseto (SOUZA, 2002b; ATWOOQOD, 2005).

As formas tripomastigotas metaciclicas diferenciam-se em amastigotas que
sao responsaveis pela proliferacdo intracelular do parasito; as formas amastigotas
apos varias replicacdes diferenciam-se novamente em tripomastigotas, que sao
liberados na corrente sanguinea (YOSHIDA et al., 2006; TYLER, 2001).

Apos o periodo de infec¢do, sdo observados os seguintes sintomas: febre,
mal-estar, falta de apetite, aumento do figado e do baco e inchaco ocular, no caso
em que as fezes entrarem em contato com os olhos (TYLER e ENGMAN, 2001). Na
fase crbnica, o mal de Chagas pode destruir a musculatura dos érgaos atingidos
(principalmente a do coracéo e do cérebro), provocando o aumento destes, de forma

irreversivel e, é neste caso, onde ocorrem os casos de morte (REY, 2002).

2.1.1 Tratamento e prevencao da doenca de Chagas

Atualmente, o Unico medicamento usado para o tratamento da doenca de
Chagas é o benzonidazol (Figura 4), produzido pelo Laboratorio Farmacéutico do
Estado de Pernambuco — LAFEPE, que obteve os direitos de producao cedidos pela
Roche, desde 2008. Entretanto, este farmaco apresenta baixa eficacia frente ao
parasito além de apresentar efeitos colaterais indesejaveis (GIORDANENGO et al.,
2002, DINIZ, 2010).

Figura 4 — Estrutura quimica plana do benzonidazol.
N

Fonte: DIAS et aI., 20009.
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Dentre os efeitos colaterais do benzonidazol pode-se citar: anorexia, vomitos
e dermatite alergica, provavelmente como consequéncia dos danos oxidativos ou
redutivos no tecido do hospedeiro (OLIVEIRA, 2008). Vale ressaltar que o nifurtimox,
outra alternativa de farmaco, deixou de ser utilizado no tratamento do mal de
Chagas desde 2008 no Brasil, Uruguai e Paraguai, devido sua incapacidade em
tratar os pacientes chagésicos, devido a altos efeitos colaterais (CERECETTO e
GONZALEZ, 2010; OLIVEIRA et al., 2010; DINIZ et al., 2010).

A partir do ano de 2010, um novo medicamento comegou a ser testado em
pacientes chagasicos, o ravuconazol (Figura 5). O novo farmaco mostrou-se
bastante eficaz impedindo a multiplicacdo e invasédo das células pelo protozoario de
T. cruzi. O ravuconazol foi ativo na fase crénica da doenca, o que nao acontece com
0 benzonidazol. Este medicamento foi produzido pela indastria farmacéutica
japonesa Eisai em parceria com a DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiactive)
(OSAKABE, 2010).

Figura 5 — Estrutura quimica plana do ravuconazol.
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Fonte: OSAKABE, 2010.

Os direitos de testes em seres humanos foram cedidos a DNDi e envolve sete
endidades: Fundacdo Oswaldo Cruz, Conselho Indiano de Pesquisa Médica,
Instituto de Pesquisa Médica do Quénia, Ministério de Saude da Malasia, Instituto
Pasteur da Franca, Médicos sem Fronteira e Programa Especial para Pesquisa e
Treinamento em Doencgas Tropicais (OSAKABE, 2010).



24

Recentemente, os pesquisadores Jodo Santana da Silva e Carla Duque
Lopes, da Universidade de S&o Paulo, verificaram que uma nova molécula, derivada
do benzonidazol, é capaz de matar o parasito, sem ser toxica as células humanas. O
préximo passo serao os testes em camundogos para posteriormente iniciaros testes
em pacientes chagasicos. A nova molécula foi obtida por modifica¢cdes bioisostéricas
na estrutura quimica do benzonidazol (OLIVEIRA, 2014).

As modificacBes consistiram em substituir o anel imidazol por anel triazol (-
C2NzH) e o grupo nitro (-NOQO") por cadeias laterais alquilas, aneis arométicos e
grupos funcionais diversos (Figura 6). A nova molécula mostrou-se eficaz nos testes
in vitro realizados, sendo capaz de matar o parasito na fase tripomastigota
metaciclica, o que ndo acontece com o benzonidazol na fase crénica da doenca de
Chagas (GONCALVES, 2014).

Figura 6 — Mudancas bioisostéricas na estrutura quimica do benzonidazol.
R
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Como o ravuconazol e este novo protétipo ainda estdo em fases de testes, a
procura por outros medicamentos ndo cessa. Tentando obter farmacos mais ativos
frente ao T. cruzi e com menos efeitos colaterais, a quimica medicinal faz uso das

mais variadas ferramentas para o planejamento de novos farmacos anti-chagasicos.
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Assim, tem-se a contribuicAo da bioquimica/biologia molecular, quimica
computacional, farmacologia, quimica organica e inorganica, cristalografia de raios X

etc.

Para a prevencao da doenca de Chagas deve-se limitar a exposi¢ao a insetos
ou animais silvestres infectados com T. cruzi. Evitar moradias precarias, como casas
de barro, as quais sdo ambientes favoraveis a proliferacdo dos insetos triatomineos.
O uso de mosquiteiros e repelentes também € recomendado para pessoas que
moram ou visitam as areas com insetos transmissores. Barreiras de protecdo para
agueles que trabalham com o T. cruzi no ambiente de laboratério, tais como roupas
de protecdo, luvas e Oculos de seguranca é uma obrigatoriedade (REY, 2002;
CERECETTO e GONZALEZ, 2010).

Outra prética que estd sendo muito comum, ndo s6 no Brasil, mas nos
Estados Unidos e Europa (regides ndo endémicas para esta patologia), é a triagem
sorologica de sangue doado, cujo objetivo é diminuir 0 nUmero de pessoas que

podem receber sangue contaminado (CASTRO et al., 2006).

Apos uma breve descricdo sobre a doenca de chagas, o ciclo biologico do T.
cruzi, seu tratamento e prevenc¢do, passaremos a descrever a enzima cruzaina

presente no ciclo do parasito.

2.1.2 A enzima cruzaina

A enzima cruzaina é uma cisteino protease. O interesse nas cisteino
proteinases deriva de seu reconhecimento como espécies relevantes no ciclo de
vida de muitos parasitos dentre estes, o parasito da doenca de Chagas, o T. cruzi
(STEMPIN et al., 2004).

As cisteino proteases sdo enzimas proteoliticas que possuem os residuos de
cisteina e histidina em seu sitio catalitico; entretanto algumas destas enzimas
apresentam outros dois residuos importantes para a catalise que incluem um
glutamato e uma asparagina (RZYCHON et al., 2004). No sitio catalitico dessas

enzimas encontram-se 0s aminoacidos cisteina e histidina auxiliados por uma
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glutamina e uma asparagina (na seguinte ordem: Glutamina 19 (GIn19), Cisteina 25
(Cys25), Histidina 159 (His159) e Asparagina 175 (Asnl175), que é a numeracao da
papaina) (Figura 7).

Figura 7 - Representacdo da enzima cruzaina destacando a triade catalitica:
Cys25/His159/Asn175.

Fonte: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do., 2014.

Estudos realizados sugerem que a enzima cruzaina seria a responsavel pela
resisténcia do T. cruzi aos farmacos testados e a baixa atividade do benzonidazol,
em testes in vitro frente as formas epimastigota e tripomastigota, no tratamento da
doenca de Chagas (FILHO et al.,, 2009; SCHARFSTEIN, 2012). Em todos os
estagios de desenvolvimento do parasito suspeita-se que a cruzaina apresenta
atuacao relevante (BONALDO et al., 1991; TOMAS, MILES e KELLY, 1997; BRAK,
2010). E provéavel sua atuacio também na invasao celular (SANTOS et al., 2005), e
multiplicagcéo do parasito nas células do hospedeiro. Além disso, também tem sido
proposto que a enzima exerca papel relevante no sistema imune do hospedeiro
(GIORDANENGO et al., 2002; WIEDERANDERS, 2003).

Esta enzima apresenta a triade catalitica formada pelos residuos Cys25,
His159 e Asnl175. O grupo tiol (-SH) do residuo de Cys25 é um bom nucledfilo e sua

atividade é aumentada quando este grupamento esta proximo do residuo de His159,
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que age como um doador de prétons. O grupo -SH da cadeia lateral da Cys25 e o
grupo imidazol (-C3H3N;) da His159 formam a diade catalitica tiolatoimidazol, par-

ibnico responsavel pela atividade catalitica da enzima (SAJID e McCKERROW, 2002).

Devido a sua abundancia e grande expressao em todos os estagios do ciclo
de vida do parasito de T. cruzi, a cruzaina vem sendo extremamente estudada e
utilizada como modelo para o desenho de novos farmacos com o objetivo de inibir
sua atividade e, consequentemente, evitar a proliferacdo do parasito no organismo
humano (MAYA et al., 2003; SANTOS et al., 2005).

Tendo em vista a baixa atividade e os efeitos colaterais do benzonidazol, ja
citados, e as pesquisas ainda iniciais para o0 ravuconazol, novas classes de
compostos estdo sendo sintetizadas e testadas para verificacdo de sua possivel
atividade frente & enzima cruzaina (ROMANHA et al., 2002; MAYA et al., 2007).
Uma classe destes compostos é a de derivados da B-lapachona: naftoquinonas e
fenazinas (CERECETTO e GONZALEZ, 2010). Desta forma sera apresentado um

breve comentario sobre esta classe das quinonas.
2.2 Quinonas e seus derivados

As quinonas, divididas em diferentes grupos (Figura 8), representam uma
diversificada classe de metabdlitos naturais da familia das Bignoneaceas,
abundantes em florestas tropicais. No Brasil, h4 mais de 46 tipos destas arvores
conhecidas popularmente como ipé-roxo, pau-d’arco, lapacho etc. (Tabebuia sp)
(MOURA et al., 2001, MOREIRA et al., 2006):

Figura 8 — Exemplos de alguns derivados de quinonas: (a) ubiquinona, (b) vitamina K e (c)
tectoquinona.
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Fonte: MOREIRA et al., 2006
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Nos ultimos anos, intensificou-se o interesse nesta classe de substancias, ndo
sé devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como também ao
destaque, cada vez maior, que apresentam em variados estudos farmacolégicos de
atividade anticancer e antiparasitaria (CAVALCANTE et al., 2008; COSTA, 2009).
Em estudos farmacoldgicos, as quinonas mostram variadas biodinamicidades,
destacando-se, dentre muitas, as propriedades microbicidas, tripanossomicidas
(MOURA et al., 2001), viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares
reparadores, processos nos quais atuam de diferentes formas (MATES e SANCHEZ-
JIMENEZ, 2000).

As naftoquinonas séo substancias naturais de extensa distribuicdo em
diferentes familias de plantas, fungos e alguns animais (MAHAPATRA et al., 2007).
Muitas das naftoquinonas desempenham importantes fungbes em processos
bioguimicos, como por exemplo, a vitamina K, que atua na coagulacdo sanguinea
(SILVA et al., 2003). Devido este envolvimento no metabolismo, esta classe de
substancia tem sido extensivamente estudada com respeito a suas varias
propriedades biologicas (FRANCO et al., 2011).

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol (Figura 9), que pode
ser considerado um dos principais representantes do grupo de quinonas das
tabebuias. Juntamente com seus derivados apresenta atividades tais como:
antimicrobiana e antifingica (GAFNER, 1996); cercaricida (SANTOS et al., 2000);
acdo moluscicida (SANTOS et al.,, 2001); leishmanicida (TEIXEIRA et al., 2001,
KAYSER et al., 2000); tripanossomicida (MATES e SANCHEZ-JIMENEZ, 2000;
PINTO et al., 2000; MOURA et al., 2004).

Figura 9 — Estrutura quimica plana do lapachol.
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Fonte: SANTOS et al., 2000.
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O conhecimento destas atividades farmacologicas foi o responséavel pelas
inUmeras iniciativas de diversos grupos de pesquisas, em realizar trabalhos
utilizando substancias derivadas das quinonas frente as doencas negligenciadas.
Estes estudos juntamente com pesquisas na area computacional auxiliam

grandemente a area de quimica medicinal, como sera abordado no item seguinte.

2.3 Aplicacéo da Quimica Medicinal na busca de novos farmacos

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
a quimica medicinal € uma area de pesquisa com base em quimica, envolvendo a
criacdo, a descoberta, o planejamento, a identificacdo, a preparacdo e a
interpretacdo do mecanismo de acdo molecular de compostos biologicamente ativos
(VERLI e BARREIRO, 2005). Assim, fica claro o estabelecimento de interfaces
fundamentais entre as ciéncias quimicas, bioldgicas, farmacéuticas, médicas, fisicas
e computacionais (WERMUTH, 2003).

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos é complexo,
longo (8 a 10 anos) e de alto custo, estando sua origem ligada as inovacfes
cientificas e tecnoldgicas. Nos estagios iniciais da fase de descoberta de um novo
farmaco, as pesquisas se concentram, geralmente, na identificacdo e otimizacédo de
moléculas pequenas, com potencial de desenvolvimento clinico (GUIDO e
ANDRICOPULO 2008; MACHADO, 2011).

O alvo bioldgico selecionado pode ter a sua estrutura tridimensional
conhecida ou néo, fato que determina a priorizacdo de estratégias de planejamento
(GUIDO e ANDRICOPULO, 2008) obtencéo destes alvos, onde os avancos da
gendmica aliados a evolucdo das técnicas de cristalografia de raios X e ressonancia
magneética nuclear (RMN) proporcionam um aumento significativo no nimero de
alvos moleculares com estruturas 3D para estudos de in silico na busca de novos
farmacos (THOMAS, 2003).

A etapa de criacdo de novo farmaco pode e deve ser auxiliada com a
aplicacédo de estudos de relagdo estrutura-atividade. O termo “relacdo estrutura-

atividade” compreende o estudo dos efeitos que a estrutura quimica de um
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composto pode causar durante sua interagdo com uma macromolécula (proteina), e
consequentemente, racionalizar os principais fatores que governam esta interacao
(ARROIO, HONORIO e SILVA, 2010).

Nestes estudos, as propriedades dos compostos bioativos, que séo reflexo de
sua estrutura quimica, podem ser descritas quantitativamente por descritores fisico-
quimicos tais como: energia do orbital molecular HOMO e orbital molecular LUMO,
relevantes em reacbes nas quais atuam como nucledfico e eletrofilo,
respectivamente. Outros descritores sao afinidade eletronica (importante quando o
farmaco é ativo na forma anibnica), potencial de ionizacdo (importante quando o
farmaco é ativo na forma catiénica) e logaritmo de particdo com o qual verifica-se a
solubilidade da molécula em meio aquoso ou meio organico (ARROIO, 2004;
TAVARES, 2004).

Para que as interagcbes ocorram, entre o ligante e a macromolécula, é
necessaria uma complementaridade entre ambos, permitindo o estabelecimento de
interacbes como: dipolo-dipolo, ion-ion, ligacdes de hidrogénio e forcas de van der
Waals (Figura 10) (SANT'ANNA, 2009).

Figura 10 — Alguns tipos de interacfes ligante-receptor.
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Fonte: Adaptado de ARROIO, 2010.

Estudos de SAR sdo de grande importancia na quimica e bioquimica
modernas, cujo objetivo € planejar compostos com propriedades desejadas,
utilizando intuicAo e experiéncia quimica de uma forma matematicamente

quantificada e computadorizada (VERLI e BARREIRO, 2005; ARROIO, HONORIO e
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SILVA, 2010). Mais detalhes sobre as propriedades fisico-quimicas ou parametros
fisico-quimicos em estudos de relacdo estrutura-atividade serdo vistos no tépico 4

que aborda a metodologia.

A seguir, serdo vistos alguns compostos derivados das quinonas,
especialmente derivados do lapachol e/ou da B-lapachona, sintetizados por grupos
de pesquisa brasileiros, através da aplicacdo dos conhecimentos e técnicas em

guimica medicinal, bioisosterismo e estudos de relacéo estrutura-atividade.

2.3.1 Contribuicdo de Grupos de pesquisas na busca de novos farmacos

O conhecimento das propriedades quimicas das quinonas e seus derivados
frente a parasitos humanos, foi o ponto de partida para que, grupos de pesquisas
brasileiros, fizessem uso da flora do nosso extenso pais para a obtencéo e sintese

de derivados destes compostos.

Estes estudos farmacologicos no Brasil tiveram inicio com O. G. de Lima da
Universidade Federal de Pernambuco, nos anos de 1960 e por B. Gilberto da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, na década de 1970. Desde entdo, varios
outros pesquisadores, como o prof. A. V. Pinto (in memoriam), do Nucleo de
Pesquisas em Produtos Naturais (NPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), desenvolveram pesquisas com este grupo de naftoquinonas e seus
derivados semi-sintéticos, em estudos farmacolégicos e quimicos de diversos tipos
(SILVA, et al., 2006).

Dentre os derivados naftoquinbnicos, a B-lapachona (Figura 1l1a) e seus
derivados sdo os que apresentam maior atividade frente ao T. cruzi (TEIXEIRA et
al., 2001; SILVA et al.,, 2003). Da reacédo da B-lapachona com excesso de anilina
leva a uma fenazina (Figura 11b), nove vezes mais ativa que o cristal violeta ou
violeta genciana (Figura 11c) frente a forma infecciosa tripomastigota de T. cruzi
(NEVES-PINTO et al., 2002; PITA e PASCUTTI, 2011).

Outros derivados heterociclicos da B-lapachona apresentam maior atividade

tripanossomicida in vitro que as naftoquinonas correspondentes (SILVA et al., 2007),
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destacando aqueles com anel imidazdlico (Figura 12c) (CERECETTO e
GONZALEZ, 2010). Trabalhos recentes mostraram que a fenazina (Figura 11b)
apresentou uma atividade superior ao do naftoimidazol (Figura 12c) em testes contra
o T. cruzi (FERREIRA et al., 2011).

Figura 11 — Estrutura de derivados da B-lapachona e cristal violeta. a) B-lapachona, b) fenazina
derivada da pB-lapachona e c) cristal violeta.

NHPh | |
N N N
O gyl
O N/
N
(L (]
0 |
N
o PN
(a) (b) (©)

Fonte: CERECETTO e GONZALEZ, 2010.

O grupo do pesquisador A. V. Pinto e colaboradores foi 0 que mais explorou
reacOes de formacgdo de heterociclos no sistema quinonodidico da p-lapachona.
Diversos derivados contendo os sistemas imidazolico, oxazolico, fenoxazinico,
inddlico, dipirénico e ciclopenténico foram sintetizados e avaliados frente a alguns
alvos farmacoldgicos (SILVA et al., 2005; BENITES et al., 2008; FERREIRA et al.,
2010).

Dentre os derivados sintetizados, trés (Figura 12) apresentaram alta atividade
tripanocida frente as trés formas do T. cruzi. O composto 12a é 10,6 vezes mais
ativo do que a B-lapachona frente as formas tripomastigotas, epimastigotas e
amastigotas. Sugere-se que a alta atividade dos naftoimidazois contra o T. cruzi,
especialmente de 12a, pode estar relacionada com o anel imidazol, grupo também
presente em varias substancias com atividade tripanocida, como o benzonidazol
(MENNA-BARRETO et al., 2005).
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Figura 12 — Estruturas de naftoimidazéis com acao tripanocida significativa.
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Destacam-se também, como derivados da p-lapachona, as fenazinas que séo
substancias heterociclicas arométicas, sintéticas ou naturais (LAURSEN e NILSEN,
2004) que apresentam atividade antibittica, tripanocida, antitumoral, antimalérica e
antiparasitaria (KERR, 2000). Duas fenazinas (Figura 13) com provavel atividade
tripanocida foram sintetizadas no Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais da
UFRJ (CARVALHO et al., 2000; CARVALHO et al., 2006).

Figura 13 — Fenazinas obtidas da B- lapachona.
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Como pbde ser visto, estes sdo apenas alguns exemplos, dos inumeros
compostos derivados de quinonas, que apresentam largo espectro de atividades
biologicas, especialmente atividade antichagasica. Vale ressaltar que, todo este
esforco tem por objetivo primordial desenvolver farmacos para doencas oOrfas que
ainda ndo apresentam cura, principalmente aquelas parasitologias encontradas na

Ameérica Latina.

Quando um composto é estudado e verificado que este pode atuar como
provavel farmaco no combate a alguma doenca, € necessario nesta etapa, conhecer
e entender os efeitos deste farmaco no organismo, seus mecanismos de acéo e a
relacdo entre a concentracao deste farmaco com seu efeito (NOGRADY e WEAVER,
2005), bem como saber qual o caminho que o farmaco realiza deste sua
administracdo até sua excrecdo. Dai surge a necessidade de se estudar a
farmacodinamica e a farmacocinética deste composto, que atuard como um provavel
farmaco no organismo (MAKRIYANNIS e BIEGEL, 2003).

2.3.2 Fases farmacodinamica e farmacocinética

O século XX terminou com pesquisas relacionadas a atividade genética e
células-tronco; o século XX| sera conhecido como o “Século das Pesquisas
Biomédicas”. Tem-se testemunhado nos ultimos anos a sindrome respiratdria aguda
severa; a AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome: sindrome da
imunodeficiéncia adquirida) e as doencas relacionadas a obesidade ainda néao

desapareceram, pelo contrario, aumentam em incidéncia e prevaléncia (GAD, 2005).

Para as moléculas que sao sintetizadas e testadas em laboratério somente
uma pequena fracdo € considerada como candidatos a farmacos podendo chegas
as farmacias como medicamento (Henriques et al., 2005). Para isto, a quimica
medicinal desenha novas moléculas, sintetiza, determina como interagem com
macromoléculas bioldgicas, elucida a relagdo entre sua estrutura e atividades
biologicas, determina sua absorcdo e distribuicAo no corpo e avalia suas

transformacdes metabodlicas (LEMKE e WILLIAMS, 2008). Dentre estas fases, no
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desenvolvimento dos farmacos, pode-se destacar a fase farmacocinética e fase

farmacodinamica.

Os fatores que afetam a concentracdo do farmaco no sistema biologico estao
relacionados com a fase farmacocinética, que consiste no estudo do trajeto do
farmaco desde sua administracdo até seu ponto de acéo e, fase farmacodinamica
que diz respeito a natureza quimica da relacédo entre o farmaco e seu alvo, ou seja,

o efeito do farmaco no corpo (YAN, 2010).

2.3.2.1 Fase farmacocinética

A fase farmacocinética de um farmaco inclui a absorcdo, a distribuicdo, o
metabolismo e a eliminacdo deste farmaco. Muitos fatores que influenciam a acgéo
de um farmaco também influenciam na sua fase farmacocinética (MAISTO, GALIZIO
e CONNORS, 2011). A seguir serédo descritos os parametros que controlam o trajeto

do farmaco no organismo.

a) Absorcdo: a absor¢cdo envolve a passagem do farmaco através de membranas
apropriadas, depois de sua administracdo. Uma boa absor¢cdo normalmente requer
que o farmaco tenha o balanco adequado entre seus grupos hidrofilicos e
hidrofébicos. Farmacos muito polares tendem a permanecer na corrente sanguinea
enquanto aqueles muito apolares sao absorvidos e mantidos no interior das
membranas lipidicas. Vale ressaltar que o grau de absorcdo pode esta relacionado
com fatores tais como: coeficiente de particdo, solubilidade, tamanho da molécula
etc. (NOGRADY e WEAVER, 2005).

7

b) Distribuicdo: o processo de distribuicdo do farmaco € o transporte do
medicamento desde seu ponto de administracdo ou absorcdo até seu ponto de
acdo. O caminho principal € o sistema circulatério, onde o farmaco € absorvido e
rapidamente distribuido pelo corpo. Neste transporte, os farmacos estédo dissolvidos
no meio aquoso do sangue ou em uma “forma livre” ou ainda ligado reversivelmente

as proteinas plasmaticas. Os principais fatores que influenciam na distribuicéo séo a
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solubilidade e a estabilidade dos farmacos no ambiente biolégico do sangue
(THOMAS, 2003).

c) Metabolismo: no metabolismo ocorre a biotransformacdo do farmaco em outros
compostos referidos como metabdlitos. Estas biotransformagfes ocorrem
principalmente no figado, mas podem ocorrer também no sangue e em outros
orgaos. O metabolismo normalmente reduz a concentracdo de um farmaco na
circulacado sistémica, diminuindo ou inibindo a acdo farmacologica e os efeitos
toxicos deste farmaco (MAISTO, GALIZIO e CONNORS, 2011; YAN, 2010).

O metabolismo geralmente envolve mais de uma rota e resulta na formacao
de uma sucessdo de metabolitos, os quais podem ter atividade similar ou diferente
da do farmaco original. Estes metabdlitos sdo frequentemente mais sollveis em
agua do que seu farmaco de origem, sendo normalmente excretados pela urina
(COLEMAN, 2005).

d) Eliminacao: a eliminagdo representa os processos metabdlicos e de excrec¢ao que
removem, irreversivelmente, um farmaco do corpo durante seu trajeto do ponto de
acao, reduzindo sua concentracdo. Uma eliminacao lenta beneficia o paciente, visto
que a dose necessdria para manter o efeito terapéutico pode ser reduzida,
minimizando os efeitos colaterais indesejaveis. Ja a eliminacéo rapida significa que o
paciente deve receber doses maiores do medicamento aumentando os efeitos
colaterais e risco de superdosagem. Como dito anteriormente, os farmacos podem
ser eliminados pela urina, outros podem ser eliminados pelas fezes (LEMKE e
WILLIAMS, 2008).

2.3.2.2 Fase farmacodinamica

A fase farmacodindmica estuda o resultado da interacdo e agédo do farmaco
no organismo, especificamente, no ponto de agédo. O papel da quimica medicinal &
desenhar e sintetizar uma estrutura de farmaco que tenha efeitos benéficos
maximos com minimos efeitos colaterais. Este desenho deve levar em conta as

caracteristicas estereoletronicas do alvo ou do sitio do receptor e também fatores
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como estabilidade do farmaco in situ, sua polaridade e relativa solubilidade em meio
aquoso ou lipidico. A estereoquimica do farmaco também € particularmente
importante, visto que estereoisbmeros, frequentemente, apresentam diferentes
efeitos biolégicos que variam de inativos para altamente toxicos (PRATT e
CORNELY, 2004).

Partindo deste principio, estudos preliminares sobre os compostos FSE
estudados, mostram que aqueles que apresentam grupamentos imidazolicos na
estrutura, apresentam atividades bioldgicas interessantes, enquanto que aqueles
compostos com atomos de halogénios, geralmente, mas nem sempre, sdo inativos

nos testes de atividade biolégica.

ApOs esses comentarios sobre a aplicagdo da quimica medicinal na busca de
novos farmacos e da relevante contribuicdo dos grupos de pesquisas brasileiros na
busca de novos farmacos, sera feita uma abordagem sobre aplicacdo da quimica
computacional no desenho de farmacos, descrevendo os métodos de calculos
guimico-quanticos mais usados bem como a importancia de estudos de
ancoramento molecular. Sera feita também uma breve descricdo sobre a técnica
quimiométrica multivariada, também importante nestes estudos de desenho de

novos farmacos.
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3 QUIMICA COMPUTACIONAL NO DESENHO DE FARMACOS

3.1 Modelagem Molecular

A modelagem molecular estuda a fungdo e estrutura molecular através da
construcdo de modelos utilizando computadores. As raizes da modelagem molecular
iniciaram-se com a noc¢do de que geometria molecular, energia e varias
propriedades moleculares, podem ser calculadas a partir da mecéanica — como
modelos sujeitos as forgas fisicas basicas. A molécula entdo, rotaciona, vibra e
translada para assumir conformacfes favoraveis, no espagco, como uma resposta
coletiva das forcas inter e intramoleculares que atuam sobre esta molécula
(SCHLICK, 2010).

Desde seu surgimento, a quimica computacional tem crescido sendo
imensamente beneficiada com os avangcos de hardware e software. Com o
surgimento de computadores mais potentes, com algoritmos mais rapidos e
eficientes, a quimica computacional pode ser muito UGtil na resolugdo de problemas
quimicos complexos e biologicos (RAMACHANDRAN, DEEPA e NAMBOORI, 2008;
MARTINS, 2010).

Dentre os diversos campos de atuacdo da pesquisa em quimica, que fazem
largo uso dos métodos quimicos computacionais, pode-se citar a quimica medicinal,
ja citada neste trabalho. Cada pesquisador adota uma abordagem e métodos de
calculos adequados ao seu objetivo de trabalho. Assim, aqui sera feita uma

abordagem dos métodos quimicos adotados para execucao deste trabalho.

3.2 Métodos de quimica computacional

Atualmente, a quimica computacional oferece uma variedade de métodos
para o calculo de propriedades de interesse quimico. Em tais métodos, o custo
computacional cresce proporcionalmente com o rigor teérico. Metodologias mais
rigorosas sao somente aplicaveis a sistemas relativamente simples e pequenos, mas
seus resultados sdo altamente confiaveis (REPASKY, CHANDRASEKHAR e

JORGENSEN, 2002). Por outro lado, as metodologias computacionalmente mais
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baratas produzem resultados aproximados, embora U(teis e adequados para
determinadas finalidades (YOUNG, 2001).

As duas aproximacdes usadas em estudos de modelagem molecular séo
aguelas que fazem uso dos métodos da mecéanica molecular e as que utilizam as
aproximacfes da mecanica quantica, incluindo os métodos ab initio e semi-
empiricos. A escolha entre estas aproximacdes depende das propriedades que se
deseja avaliar, da precisdo desejada e da capacidade computacional disponivel
(SANT’ANNA, 2009). Das abordagens de calculos aplicados na pesquisa em
guimica, a seguir, serdo descritos os fundamentos da mecéanica classica e da

mecanica quantica.

3.2.1 Método da Mecanica Classica

As teorias da mecanica classica estudam 0S corpos macroscopicos,
descrevendo como objetos fisicos que se movem, como mudam suas posi¢ées com
0 tempo etc. Esta teoria considera uma molécula como um conjunto de particulas
unidas entre si por forcas elasticas. Cada forca pode ser definida por uma funcdo de
potencial empirico que é constituido de diversos potenciais individuais, cada um

referindo-se a um tipo de interacao dos atomos constituintes (GREGORY, 2006).

A mecanica molecular, ndo leva em consideracdo os elétrons da molécula
analisada, sendo assim, aplica as leis e os conceitos da fisica classica a nucleos
moleculares. Para calcular geometrias e energias conformacionais das moléculas,
faz uso de uma combinacdo de campos de for¢ca empiricos. O campo de forca é um
conjunto de funcdes capazes de descrever o comportamento de um dado sistema
molecular (SANT'ANNA, 2009).

A vantagem em se fazer uso da mecéanica molecular é o tempo relativamente
curto para realizacao dos célculos e a geometria otimizada, por isso este método, €
um bom ponto de partida para a realizagdo dos calculos quanticos de orbitais
moleculares. Sua limitagdo esta em executar calculos que levem em consideracdo a
natureza eletrébnica da molécula (CRAMER, 2004; KIBBLE e BERKSHIRE, 2004).
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3.2.2 Métodos da Mecanica Quantica

No inicio do século XX, os fisicos descobriram que 0s conceitos e principios
da mecanica classica, ndo podiam ser aplicados aos elétrons, e desta forma, os
calculos precisavam de ajustes para este novo tipo de abordagem eletrbnica da
matéria. Para uma melhor elucidacdo de algumas destas abordagens eletrbnicas,
ndo solucionadas pela mecanica classica, foram aplicadas as equacbes
desenvolvidas pelo fisico austriaco Erwin Schrodinger (PHILLIPS, 2007). Esta
abordagem fundamental é atraente ja que estruturas 3D, energias moleculares, e
muitas propriedades associadas podem ser calculadas com base nos principios
fisicos fundamentais, ou seja, estruturas eletrénica e nuclear de atomos e moléculas
(SCHLICK, 2010).

A Mecanica Quantica (MQ) é a descricio matematica correta do
comportamento dos elétrons. Na teoria, a MQ pode descrever qualquer propriedade
de um &tomo individual ou molécula. Na pratica, as equacdes da MQ sao resolvidas
exatamente apenas para sistemas monoeletronicos (ALCACER, 2007). Existem
métodos de aproximacdes para solucdo de sistemas com multiplos elétrons, como
aproximacoes de Schrédinger (HOLLAUER, 2008).

Para os calculos da MQ os elétrons sdo considerados terem um
comportamento ondulatério. A fungcédo de onda, g, que é o resultado das resolucdes
das equacdes de Schrddinger € uma funcédo das posi¢cdes angular e eletrénica do
elétron. Isto € uma descricdo probabilistica do comportamento eletronico (PERES,
2002). Tal como se pode descrever a probabilidade dos elétrons estarem em certa
localizagcdo, mas ndo se pode predizer exatamente onde o0s elétrons estédo
localizados (COX, 2002).

Uma vez determinada a funcdo de onda, qualquer propriedade da molécula
individual pode ser determinada (YOUNG, 2001). Dentre os métodos de calculos
guimico-quanticos, que fazem uso destas abordagens, destacam-se os métodos ab

initio e semi-empirico, descritos a seguir.
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3.2.2.1 Método ab initio e Método semi-empirico

A palavra ab initio € de origem latina, significando “a partir do inicio”. Este
nome € dado a célculos que séo derivados diretamente de principios tedricos sem
incluir nenhum dado experimental. Os calculos do método ab initio levam em
consideracdo todos os elétrons da molécula (SANT'’ANNA, 2002; MAGNASCO,
2009).

Nos métodos ab initio, os orbitais moleculares sdo aproximados pela
combinacdo de orbitais atdmicos sendo definidos por um conjunto de bases,
frequentemente funcdes Gaussianas. Os coeficientes que descrevem esta
combinacdo linear sdo calculados por um principio variacional, ou seja, pela
minimizag&o da energia eletrdonica do sistema molecular para um dado conjunto de
orbitais escolhidos (MAGNASCO, 2009). A qualidade dos orbitais moleculares
usados e, consequentemente, a precisdo das propriedades moleculares calculadas,
depende do numero de orbitais atdbmicos e da qualidade do conjunto de base
(SCHLICK, 2010).

Para o método semi-empirico, os primeiros estudos tiveram inicio em 1931
por M. Polanyi e H. Eyring, em suas tentativas de combinarem termodinamica,
cinética quimica, mecéanica quantica e a teoria da ligacao de elétrons de valéncia. O
objetivo era mesclar teoria com resultados experimentais, surgindo a denominagéo
semi-empirico (MORGON e COUTINHO, 2007).

Assim, estes cdlculos apresentam uma parte na fundamentacdo do método
ab initio, e a outra parte pode ser empiricamente determinada, parametros pré-
determinados. Estes parametros definem as formas e as energias dos orbitais
atdbmicos de modo a apresentar uma relacdo razoavel com os dados experimentais
(SCHLICK, 2010; HOLTJE e FOLKERS, 1997).

Os métodos semi-empiricos podem ser aplicados para moléculas com até 200
atomos. Apresentam sucesso relativo para o calculo das geometrias de equilibrio,
incluindo as geometrias de compostos organicos e inorganicos, contendo metais de

transicéo e sucesso moderado para o calculo de geometrias de estado de transicao.
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Calculam-se ainda momentos de dipolo, calores de reacdo e potenciais de
ionizacdo. Entretanto, os métodos semi-empiricos ndo apresentam resultados

satisfatorios para célculos cinéticos ou termoquimicos (ROGERS, 2003).

A vantagem dos calculos semi-empiricos € que sdo mais rapidos que os
calculos ab initio e mais lentos que os da MM. Uma desvantagem € que 0S
resultados podem ndo ser corretos e, pouquissimas propriedades podem ser
preditas de forma confidvel (MORGON e COUTINHO, 2007; DUMITRICA, 2010).

Dentre os métodos semi-empiricos atuais, mais usados para o célculo de
propriedades fisico-quimicas, pode-se destacar. o método AM1 (Austin Model 1),
qgue calcula propriedades termodinamicas e mecanismos de reacdo, e ainda prediz
ligacbes de hidrogénio, principalmente para a maioria de sistemas biolégicos
(MAHESHWARY et al., 2001; STEWART, 2007).

Com o intuito de aprimorar alguns parametros do método AM1, surgiu o
método PM3 (Parametric Model 3), no qual todos os parametros sdo ajustados de
forma a reproduzirem dados experimentais, enquanto que no método AM1, alguns
parametros sao derivados diretamente de dados experimentais e outros baseados
apenas na comparacao quimica (MORGON e COUTINHO, 2007).

ApOs um breve estudo sobre os métodos de célculos computacionais
aplicados a quimica computacional, no proximo item sera feita uma abordagem
sobre o método de ancoramento molecular ou método de docking molecular. Com o
uso de tal método sera possivel observar a interagdo entre a estrutura quimica dos

compostos em estudo com a proteina cruzaina.

3.3 Ancoragem molecular ou método de docking

A pesquisa contemporanea em quimica medicinal, biologia molecular,
farmacologia, dentre outras areas da ciéncia, esta fortemente apoiada nos recursos

computacionais (JAIN, 2006). O processo para desenvolvimento de novos
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candidatos a farmacos € iniciado por experimentos in silico, para posteriormente,

realizarem-se 0s experimentos em in vivo ou in vitro (SCHWEDE e PEITSCH, 2008).

O docking molecular ou ancoragem molecular é uma técnica utilizada para
predizer se uma molécula ligar-se-a a outra, geralmente uma proteina a outra ou
uma proteina a uma substancia ligante. O docking molecular proteina-ligante é feito
modelando-se a interacdo entre a proteina e o ligante, através de diversos critérios
disponiveis em programas computacionais, e atraves dos resultados obtidos in silico
(JORGENSEN, 2004; BRITO, 2011), a substancia ligante, provavelmente, se ligara
potencialmente a proteina in vitro ou in vivo (KOUROUNAKIS e REKKA, 2005;
BRITO, 2007).

Os estudos de docking molecular desempenham um papel de extrema
importancia em pesquisas que buscam a descoberta de novos farmacos. Desta
forma, inimeros programas estdo sendo amplamente usados e novos estdo sempre
surgindo, para o auxilio deste tipo de estudo (BURSULAYA et al., 2003; ONODERA,
SATOU e HIROTA, 2007).

O primeiro programa de docking, DOCK (ERICKSON et al., 2004), foi
desenvolvido no laboratério de Tack Kuntz, na Universidade da California, no inicio
de 1980. No entanto, atualmente, ha uma gama de programas de docagem
disponiveis como: FlexX, GOLD (NISSINK et al., 2002), e Glide (FRIESNER et al.,
2004, 2006; HALGREN, 2004), que sdo usados na academia e nas industrias
farmacéuticas com grande frequéncia. Outros programas também sdo usados para
estudos de ancoragem molecular, dentre estes: Surflex (JAIN, 2003, 2006, 2007),
MolDock (THOMSEN e CHRISTENSEN, 2006), LigandFit (VENKATACHALAM,
2003), eHITS (ZSOLDOS et al., 2006), ICM, AutoDock, e FRED.

Dos programas citados, o AutoDock, o qual serad usado neste trabalho, para
realizar o ancoramento molecular, faz uso de um campo de forca de energia livre,
baseada em métodos de célculo semi-empirico para avaliar as conformacfes nas
simulacdes de ancoramento. O campo de for¢a € parametrizado usando um grande
namero de complexos proteina-inibidores para os quais as constantes de inibicao

sao conhecidas.
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O campo de forca avalia a ligacdo em dois passos. O ligante e a proteina
iniciam-se com uma conformacdo nao-ligante. No primeiro passo, as energias
intramoleculares sé@o estimadas para a transicao a partir destes estados néo-ligantes
para uma conformacéo do ligante e da proteina no estado ligante. O segundo passo
avalia a energia intermolecular de combinacdo do ligante e da proteina em suas
conformacdes ligantes. O campo de forga utilizado, Amber, faz uso de interacdes de

disperséo e repulsao, ligacdes de hidrogénio, cargas eletrostaticas de Coulomb etc.

Atualmente, muitos grupos de pesquisa que trabalham com modelagem
molecular, também fazem uso da ancoragem molecular no estudo de desenho de
novos farmacos. Visto que, estes estudos tém por objetivo a interacdo de um
bioligante com uma proteina, a qual geralmente desempenha papel essencial em
alguns mecanismos de desenvolvimento de certos parasitos, que causam doencas
nos seres humanos, a ancoragem molecular apresenta papel relevante em estudos

de novos inibidores destas macromoléculas.

Dentre os trabalhos, desenvolvidos com a utilizagdo de docking molecular,
podem ser citados: estudos de inibicdo da neuramidase humana 3, responsavel por
infec¢des através viroses do tipo influenza (ZOU et al., 2010), utilizando derivados
de 4&cido 2,3-didehidro-N-acetil-neuraminico; estudos dos inibidores da
acetilcolinesterase, responsavel pelo mal de Alzheimer (DANUELLO, 2012); estudo
racional no desenho de novas estruturas com alta atividade inibitéria do complexo
multienzimatico piruvato desidrogenase 1, componente da Escherichia coli e
atividade microbicida e herbicida (REN, 2011).

Estudos de docking em catepsina B (relevante em processos de transferéncia
de elétrons) com variacdo do ambiente de coordenacdo em complexos de tellrio
(CARACELLI et al., 2010), é outra aplicacdo, muito importante, destes programas de
ancoragem molecular iniciada na Universidade Federal Fluminense, Rio de Janeiro,
no curso de farmacia, na disciplina de Quimica medicinal (BRITO, 2011). Os artigos
citados séo, evidentemente, apenas alguns exemplos da aplicacdo dos programas
de docking molecular na pesquisa em quimica, especialmente, na pesquisa de

novos farmacos para o tratamento de doencas oOrfas.
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Apébs o conhecimento dos métodos de calculos quimico-quanticos aplicados
no estudo de moléculas candidatas a novos farmacos, bem como da abordagem
sobre ancoramento molecular, serdo descritas as propriedades ou descritores ou
ainda variaveis fisico-quimicas calculadas através desses métodos. Vale ressaltar
que estas propriedades sdo fundamentais nos estudos de relacdo estrutura e
atividade bioldgica.

3.4 Propriedades fisico-quimicas relevantes em estudos de relagdo estrutura-
atividade (SAR)

3.4.1 Célculos Tedricos para obtencdo das propriedades fisico-quimicas

A acao terapéutica de farmacos resulta de interacdes destes com sistemas
biolégicos, sendo dependente de fatores relacionados com sua estrutura quimica e,
consequentemente, de suas propriedades fisico-quimicas. Estes fatores sejam eles
de caréater eletronico, hidrofébico ou estérico, influenciam a interacdo do farmaco
com a biofase e a sua distribuicdo nos compartimentos que compdem o sistema
biol6gico (TAVARES, 2004).

As propriedades fisico-quimicas de compostos bioativos, reflexo de sua
estrutura quimica, podem ser descritas, quantitativamente, se forem expressas por
meio de parametros fisico-quimicos ou descritores estruturais adequados. As
propriedades fisico-quimicas, para os derivados naftoimidazolicos estudados, seréo
obtidas através do pacote de programas do HyperChem Release 7.5 for Windows
(HYPERCHEM, 2002).

3.4.1.1 Parametros eletrénicos empiricos

Os parametros eletrbnicos empiricos medem o efeito eletrdbnico de um
substituinte em relacdo a energia livre no momento da interagdo farmaco-receptor.
Com estes parametros, tém-se informacdes de como eventuais modificacdes nos
substituintes de uma molécula podem alterar a distribuicdo das cargas. Dentre estes
descritores pode-se citar: momento dipolar (i), polarizabilidade (o) e refratividade
molar (RM) (ARROIO, 2004).
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a) Momento Dipolar (MD)

A magnitude da polaridade, de uma molécula, é expressa, quantitativamente,
pelo momento dipolar (i), o qual é igual a quantidade de carga (q) de uma das
extremidades da molécula multiplicada pela distancia (r) entre as cargas (Eq. 1). A
presenca de substituintes, com eletronegatividades diferentes, influencia as
propriedades quimicas de um composto como, acidez e basicidade, de forma que o
momento dipolar pode esclarecer davidas sobre a reatividade deste composto
(EBBING e GAMMON, 2009).

H=qxr 1)

b) Polarizabilidade (POLAR)

Propriedade que representa a facilidade com que a nuvem eletrdnica de uma
molécula se deforma em um campo elétrico. Quanto maior o nimero de elétrons
presentes nesta molécula, mais polarizavel ela sera, ou seja, maior sua tendéncia a
unir-se a outras moléculas. Logo, maior a atracdo de van der Waals entre elas

(SOUZA et al., 2002a). A polarizabilidade é definida matematicamente como (Eq. 2)

(MILLER, 1990):
*= (%) ZTA] )

Ta = componente hibrida atdmica para cada atomo A, em um estado de hibridacao;

Sendo:

N = nUmero total de elétrons.

c) Refratividade Molar (RM)

Parametro fisico-quimico extremamente dependente da estrutura do
composto quimico, podendo expressar o carater lipofilico de grupos substituintes. Os
valores da RM costumam ter correlagdo com a lipofilicidade e o volume molar. Se a
refratividade apresentar valor positivo sugere-se que a estrutura do composto
farmacoldgico pode interagir com regifes polares do sitio ativo de macromolécula
estudada (TAVARES, 2004). A refratividade pode ser obtida pela Eqg. 3:
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RM = [(n%1) / (n?+2)].(mm / d) (3)

Sendo:
n = indice de refracdo do composto a 20 °C;
d = densidade a 20 °C,;

mm = massa molecular do composto.

3.4.1.2 Parametros eletrénicos semi-empiricos

Os descritores eletrbnicos semi-empiricos baseiam-se nos calculos dos
orbitais de fronteira, sendo provenientes de parametros eletrénicos, tendo como
objetivo descrever o comportamento das propriedades eletrbnicas das moléculas,
influenciadas pela presenca de certos grupos funcionais na densidade de
distribuicdo de cargas (SILVA, 2009). Estes parametros dao informacéo especifica
sobre: energia eletrénica (EE), energia total (ET), energia do HOMO (EHOMO),
energia do LUMO (ELUMO), dureza (D), moleza (S), eletronegatividade (E),
potencial de ionizacdo (PI) etc. (HONORIO e SILVA, 2002).

a) Energia eletrénica (EE)

Para calcular a energia eletronica de uma molécula, faz-se uso de
aproximacoes e simplificacdes, tendo em vista que a equacdo de Schrodinger ndo
possui solucdo analitica para sistemas moleculares. A aproximacdo de Born-
Oppenheimer é uma aproximacdo que faz uma separacdo entre 0 movimento
nuclear e o movimento eletrénico (FORESMAN e FRISCH, 2012). Assim, ao inves
de resolver a equacdo de Schrodinger para todas as particulas simultaneamente,
resolve-se primeiro a parte eletrénica para cada posicéo fixa dos nucleos e depois
se resolve 0 movimento nuclear (ALCACER, 2012).

b) Energia Total (ET)

A energia total € o somatorio das energias de repulsdo internuclear e energias
eletrdnicas das moléculas. As posi¢cdes dos nucleos sdo modificadas por meio de
algoritmos, resolvendo-se a equacdo de Schrodinger para os elétrons a cada

conjunto de posi¢des nucleares. Assim, as energias totais, correspondentes a cada
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conjunto sdo comparadas, até que a energia ndo varie entre duas estruturas
consecutivas dentro de um limite pré-determinado (FORESMAN e FRISCH, 2012).

c) Energia dos orbitais HOMO e LUMO

No estudo das propriedades fisico-quimicas de substancias organicas e
também inorganicas, ha duas propriedades eletrénicas, de extrema importancia, que
sédo a energia do HOMO (“Highest Occupied Molecular Orbital” — Orbital Molecular
Ocupado de Mais Alta Energia) e a energia do LUMO (“Lowest Unoccupied
Molecular Orbital” — Orbital Molecular Desocupado de Menor Energia) (FLEMING,
2009). O HOMO e o LUMO estdo diretamente relacionados com as transi¢cdes
eletronicas de um estado fundamental para um estado excitado, assim, a partir
destes orbitais de fronteira, pode-se determinar o carater eletrodoador e
eletroaceptor de determinados compostos (RAUK, 2001; ANH, 2011).

Assim, quanto maior a energia calculada para o HOMO, maior sua tendéncia
em doar elétrons, isto €, maior seu carater nucleofilico, e também menor a energia
necessaria para retirar elétrons deste orbital molecular. O inverso vale para o LUMO,
ou seja, quanto mais baixo seu nivel energético, maior sua afinidade eletronica,
atuando assim, como eletréfilo, e menor a energia necessaria para adicionar
elétrons a este orbital (ANH, 2011).

d) Potencial de ionizagéo (PI)

O potencial de ionizacéo representa a forca com que um elétron esta ligado a
um &tomo. Logo, representa a energia (kJ.mol™) necessaria para remover um elétron
de um &tomo, gasoso no seu estado fundamental, do orbital molecular mais alto
ocupado (HOMO). Este parametro é calculado segundo o teorema de Koopmans,
como sendo o valor negativo da energia do HOMO (EHOMO) (CHANG e OVERBY,
2011) como mostra a Eq. 4:

Pl =- EHOMO (4)

Este parametro € importante no caso em que 0 composto é ativo em sua
forma ibnica, ocorrendo desta forma, um aumento da atividade quando se aumenta

0 grau de ionizagao. Por outro lado, se a molécula é ativa na forma néo-dissociada,
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0 aumento do grau de ionizagdo reduzira a atividade biologica (JESPERSEN et al.,
2012).

e) Afinidade eletrénica (AE)

Outra propriedade que influencia, grandemente, no comportamento quimico
dos &tomos € a sua habilidade de aceitar um ou mais elétrons. Esta propriedade,
chamada de afinidade eletrbnica, € a energia liberada quando um elétron é
adicionado em um atomo no seu estado gasoso e fundamental (JESPERSEN et al.,
2012). Representa a energia necessaria para adicionar elétron ao orbital molecular

mais baixo desocupado (LUMO), sendo assim, o valor negativo da energia deste
(Eq. 5):

AE = - ELumo )
f) Eletronegatividade (E)

E um parametro usado para estimar a capacidade que uma molécula tem de
atrair elétrons de outra molécula, quando as duas se aproximam. Desta forma, ela
esta relacionada com o potencial de ionizacéo e a afinidade eletrbnica, que por sua
vez, estdo relacionadas com as energias do HOMO e do LUMO (SILBERBERG,
2007), como pode ser visto pela Eq. 6:

1 , ©
E = E(PI + AE) = E [- Enomo + (' ELUMO)]

g) Dureza absoluta (D) e moleza absoluta (S)

A dureza (Eq. 7) absoluta representa a resisténcia de uma molécula a
deformacédo, e moleza representa a facilidade com que uma molécula se deforma.
Para se trabalhar com estes conceitos, utilizam-se os valores de potencial de
ionizacdo (Pl) e afinidade eletrénica (AE) ou ainda as energias do HOMO e do
LUMO. Sendo assim, moléculas que apresentam alto potencial de ionizacdo e alta
eletronegatividade (baixa afinidade eletronica), terdo alta dureza, e a moleza (Eg. 8)
é o inverso da dureza (PEARSON, 1986).



50

_1 B _1 _ e (7)
D =2 (P1-AE) = Z[-Ewouo = (~Evumo)]

S== (8)

h) Energia de hidratacéo (Eniprat)

Esta € uma propriedade energética importante relacionada ao transporte da
molécula em solucdo aquosa. Compostos que apresentam valores positivos para a
energia de hidratacdo, absorvem maior quantidade de energia ao entrarem em
contato com moléculas de 4gua, ou seja, € uma reacdo endotérmica (ARROIO et al.,
2010). Compostos que apresentam valores menores de energia de hidratacao,
guando entram em contato com moléculas de agua, liberam certa quantidade de

energia, ocorrendo uma reacao exotérmica.
3.4.1.3 Parametro de lipofilicidade

A lipofilicidade € uma propriedade molecular vastamente explorada na
quimica farmacéutica, sendo um composto classificado como lipofilico quando se
dissolve mais facilmente em lipideos do que em agua (KOUROUNAKIS e REKKA,
2005). A lipofilicidade representa a afinidade de uma molécula por ambiente
lipofilico, sendo comumente medida pelo coeficiente de particdo, P (MANNHOLD,
KUBINYI e FOLKERS, 2008).

O coeficiente de particdo € uma medida do modo como um composto
distribui-se entre dois solventes imisciveis e assim, tenta-se fazer uma correlacdo
(Eq. 9) das atividades dos farmacos com seus coeficientes de particéo lipideo/agua
(NAG e DEY, 2011).

[farmaco na fase organica]

[farmaco na fase aquosa] 9)

Estas correlacdes apresentam grande sucesso para predizer as atividades de
compostos candidatos a farmacos (MANNHOLD, KUBINYI e FOLKERS, 2008).
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Entretanto, estes resultados sdo somente validos em situagdo onde solubilidade e
transporte, por difusdo através da membrana, séo os fatores principais no controle
da acdo do farmaco (THOMAS, 2003). Para facilitar calculos, € comum o uso do

logaritmo de P, ou seja, LogP.

Em experimento que visa determinar propriedades farmacoldgicas, a fase
organica, mais comum é o n-octanol, e como fase aquosa, a agua. Se um composto
€ mais soluvel em agua, seu LogP sera negativo; se for mais solivel em n-octanol, o
LogP ¢ positivo, e a interacdo da droga ocorrera na fase lipidica (membranas). A
medida que P se aproxima de zero, a droga sO sera soluvel em agua, ndo sendo
capaz de atravessar a fase lipidica (KOUROUNAKIS e REKKA, 2005).

3.4.1.4 Parametros estéricos e geométricos

Os parametros estéricos, area superficial (A), volume (V) e massa molecular
(mm) s&o propriedades fisico-quimicas importantes para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na interagdo farmaco-receptor. Sdo também importantes
nos mecanismos responsaveis pela atividade bioldégica apresentada pelos
compostos, pois isto depende do ajuste entre a estrutura molecular do farmaco e
seu receptor, considerando entre outras propriedades, a flexibilidade presente nas
biomacromoléculas envolvidas (WERMUTH, 2003).

A area superficial pode ser calculada pela soma das areas de cada atomo,
considerando-os uma molécula como uma esfera de raio igual aos raios de van de

Waals.

O volume molecular é calculado pelo método desenvolvido por Bodor et al.,
(1989). Neste método, o volume molecular é calculado pelo uso de uma técnica de
integragdo. Um conjunto de redes cubicas tridimensionais é gerado, o centro da rede
€ posicionado em um atomo, a aresta do cubo é o diametro do atomo. Todos os
pontos da rede sdo testados, como se eles estivessem dentro do atomo, tomando-se
cuidado para evitar o problema de sobreposicdo atbmica. Um ponto da rede é

considerado dentro do atomo se duas condi¢des forem satisfeitas (Eq. 10):
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Primeira condicao: gi(ij) —c, <rg

Segunda condicéo: gi(jll‘() —Cp <Tp

p =L..L-1 (10)

onde: gi(jll‘() € um ponto da rede L; c. € o centro do atomo L; r_ € o raio de van der

Waals do atomo L.

A primeira condicdo é satisfeita se o ponto-teste estd dentro do &atomo
analisado. A segunda condicdo garante que o ponto teste ndo pertence a qualquer

atomo considerado anteriormente.

A contribuigdo do volume de um &tomo é estimada pela Eq. 11:

o den(2) 09

Sendo: n é o numero de pontos na rede que satisfaz a condicdo da Eqg. 10; nt é
namero total de pontos na rede, dentro do atomo e r é o raio de van der Waals.
Ressalta-se que o volume molecular é calculado somando-se todas as contribuicbes
atdmicas (MALTA, 2000).

A massa molecular, mm, embora seja indiretamente relacionada com o
volume da molécula, ndo expressa, convenientemente, o seu perfil tridimensional
sendo, apesar disto, também empregada como parametro estérico em estudos de
SAR (SCHWEDE e PEITSCH, 2008).

Estas propriedades sédo calculadas com o objetivo de estimar o aspecto
tridimensional dos compostos, ou seja, seu tamanho e forma. Grupamentos grandes
no farmaco, como t-butila, por exemplo, podem provocar um impedimento estérico
bem maior na molécula deste farmaco, do que um grupo etila, dificultando a
interacdo farmaco-proteina (KROGSGAARD-LARSEN et al., 2005).

Conhecidos os descritores fisico-quimicos, importantes para estudos entre a
estrutura e a atividade, torna-se necessario uma abordagem sobre a aplicacdo dos

calculos quimiomeétricos sobre os tais descritores. O objetivo é fazer uma reducao
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destes descritores e determinar apenas aqueles que sdo realmente responsaveis

pela atividade e/ou inatividade biolégica dos compostos quimicos estudados.

3.5 Quimiometria

3.5.1 Célculos quimiométricos

Apés a realizacdo dos calculos das propriedades fisico-quimicas, para 0s
compostos estudados, torna-se importante, saber qual a similaridade entre suas
estruturas quimicas, bem como quais propriedades fisico-quimicas calculadas sao
as mais relevantes na relacao estrutura e atividade. Para isto, faz-se uso de célculos
quimiométricos, através de andlise exploratéria dos dados, ferramenta util para
estudo de dados multivariados. Para analise dos dados multivariados obtidos seréo
aplicados dois métodos quimiométricos: Analise de Componentes Principais (ACP

ou PCA) e Andlise Hierarquica de Agrupamentos (AHA ou HCA).

3.5.1.1 Andlise de Componentes Principais — ACP

A andlise de componentes principais encontra-se certamente entre as mais
importantes ferramentas da analise multivariada (LYRA et al., 2010). E um método
de projecédo que, ilustra os dados multivariados num espaco de dimensado menor,
reduzindo a dimensionalidade do espac¢o do conjunto de dados, sendo por isso, um
método de compressdo. Como resultado, as informagdes mais importantes e
relevantes se tornam mais Obvias (CORREIA e FERREIRA, 2007).

Havendo correlac@es significativas entre as variaveis do conjunto de dados, &
possivel encontrar novas variaveis em quantidade menor que a inicial, que
descrevem aproximadamente toda a informacao contida nos dados originais. Estas
novas variaveis, também denominadas de fatores, componentes principais, auto-
vetores ou ainda variaveis latentes, sdo definidas como combinacfes lineares das
variaveis originais (SANTOS et. al., 2009).

O ponto de partida para a analise exploratéria € a matriz dos dados,
representada por X, como mostra a Eq. 12:
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[Xf'l [Xll X12 Xll'l
[xT]  [X21 X2z X2)
X=1:[= 5 = [x' x? x/]
XIT lXIl X1 XHJ (12)

A matriz X;j apresenta um total de | linhas (amostras) e T colunas
(variaveis), cujos valores sdo respostas para as variaveis j = 1, 2, 3, 4, ..., J,
referentes a amostra i. Cada amostra corresponde a uma linha na matriz de dados
(Eqg. 13) e cada coluna representa as variaveis (Eq. 14) (BRERETON, 2003).

F= i %2 X eoxy) (13)

le
ij

[D]
N
=11
lXIjJ (14)

A matriz X(xy) € decomposta em duas matrizes, uma de escores T e uma de

pesos (loadings) L de tal maneira que é representada pela Eq. 15:

X=TLT= T,LL + E (15)

Sendo: Ta= [Tl TA] e lLa= [|1 |2]

A é a dimensao intrinseca do conjunto de dados, ou seja, o0 numero de
Componentes Principais (PCs) necessario para descrever as informacdes relevantes
dos dados. E é uma matriz de erro da mesma dimensao da matriz X. T representa a
matriz de escores (0s escores expressam as relacdes entre as amostras) e L a
matriz de pesos (mostram as relacGes entre as variaveis) (HARDLE e SIMAR, 2003;
GEMPERLINE, 2006).
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Os resultados da PCA séao visualizados na forma de gréficos facilitando a

identificacdo de estruturas e agrupamentos existentes no conjunto de dados.

3.5.1.2 Andlise Hierarquica de Agrupamentos — HCA

A andlise hierarquica de agrupamentos € o segundo método de andlise
exploratéria. E uma técnica que tem como objetivo analisar a formacido de
agrupamentos naturais das amostras, com base has suas similaridades, que
correspondem a semelhancas na composicdo quimica. O primeiro passo é
selecionar uma medida de similaridade. Em seguida, deve-se decidir o tipo de
agrupamento hierarquico que serd empregado e, finalmente, escolhe-se o critério de

ligagéo (linkage) entre os agrupamentos (SANTOS et al., 2009).

O agrupamento hierarquico mais comum é o aglomerativo, que funciona
através de uma série de fusbes. Inicialmente, todos os objetos estdo separados e
cada um é um pequeno grupo. A seguir, os dois objetos mais proximos sdo unidos
para formar um grupo de dois objetos. Se existe mais de um objeto com 0 mesmo
grau de similaridade, o agrupamento é feito aleatoriamente (NETO et al., 2003). A
unido dos grupos (com um ou mais objetos) é feita sucessivamente até que todos os
objetos estejam em um Unico grupo. Quando 0s grupos apresentam mais de um
objeto, diferentes critérios de unido podem ser usados (JOHNSON e WICHERN,
2002).

O resultado de um agrupamento hierarquico € representado normalmente
através de um gréafico bidimensional denominado dendrograma, também chamado
de grafico em arvore, onde é possivel observar as correlacdes e similaridades entre

as amostras, em um espago 2D (SILVA, 2009).

A similaridade entre as amostras é avaliada medindo-se as distancias entre
0s pares de amostras, e colocando num mesmo agrupamento aquelas amostras
com menores distancias entre si. Em seguida, a distancia entre esses pequenos
agrupamentos é medida e sédo estabelecidos novos agrupamentos, assim por diante,
até que todas as amostras tenham sido enquadradas em algum grupo (CORREIA e

FERREIRA, 2007). Esse tipo de agrupamento permite observar os diferentes graus
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de similaridade entre as amostras, pois 0 agrupamento € feito de cada amostra
individual em direcdo a um conjunto total (NETO e MOITA, 1998).

A representacdo grafica do dendrograma na HCA depende do tipo de
distancia utilizada para o calculo. Normalmente, a distancia euclidiana (distancia
geométrica em um espaco multidimensional) € a mais escolhida para andlise de
agrupamentos. Quanto maior a distancia euclidiana, entre dois objetos, mais
dissimilares eles serdo (SILVA, 2009).

A limitacdo deste método € que pode haver alguns objetos finais a serem
agrupados que nao sao similares com os grupos formados, mas sdo agrupados
porque 0 processo termina com um Unico grupo. Cada grupo é construido com base

nos grupos obtidos em interacdes anteriores.

A analise dos gréficos obtidos por HCA e PCA é complementar, sendo assim,
recomenda-se a utilizacdo destas duas ferramentas em estudos néo-
supervisionados de reconhecimento de padrdes. Estudos n&o-supervisionados ou
exploratérios sugerem que nenhuma informacgdo relacionada a identidade das
amostras € levada em consideracdo (SHARAF et al., 1998).
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4 METODOLOGIA

A metodologia adotada para a obtencdo dos descritores fisico-quimicos,
aplicacdo da técnica multivariada quimiométrica e método de ancoramento
molecular consistiu das seguintes etapas: desenho das estruturas, pré-otimizacao
dos compostos, otimizacdo das estruturas, calculo das propriedades fisico-quimicas,
aplicacdo de métodos quimiométricos e realizagdo de ancoragem molecular. Cada

uma destas etapas sera descrita nos paragrafos seguintes.

4.1 Estruturas dos compostos estudados

Os compostos estudados (Figura 14) neste trabalho fazem parte de uma série
de pirano[b-4,3]nafto[1,2-d]imidazoéis derivados da B-lapachona. De acordo com os
testes de atividade biolégica foram considerados ativos, frente as amostras
sanguineas de T. cruzi, 0s compostos com ECsgp4n abaixo de 100 uM (Tabela 1),
destacando-se como mais ativos, aqueles com ECso entre 15,5 + 2,9 uM, tendo

grupos metila ligados ao anel fenil (MOURA et al., 2004).

Tabela 1 — Resultados dos testes de atividade biolégica para os derivados naftoimidazélicos
frente as amostras sanguineas de T. cruzi.

Compostos EC50/24h(pM) RA Compostos EC50/24h(pM) RA
FSE-1 37,0+£0,7 14,49 FSE-12 90,8 +5,8 5,90
FSE-2 15,4+0,2 34,81 FSE-13 37,5+12,8 14,29
FSE-3 243,3 £ 24,6 2,20 FSE-14 155+29 34,58
FSE-4 372,0 £ 38,7 1,44 FSE-15 448,0 £55,7 1,20
FSE-5 98,0+4,8 5,47 FSE-16 128,7+29,4 4,16
FSE-6 39,4+8,1 13,60 FSE-17 2275+58,0 2,36
FSE-7 1064,2 + 61,6 0,50 FSE-18 >8000 -
FSE-8 2286,3+21,1 0,23 FSE-19 5185+78,9 1,03
FSE-9 2004,0 £ 22,9 0,27 FSE-20 1095,9+92,9 0,49
FSE-10 147,8 + 12,5 3,63 FSE-21 1549 +10,4 3,46
FSE-11 84,9+3,2 6,31 FSE-22 190,5+30,3 2,81

Fonte: MOURA et al., 2004
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Figura 14 — Formulas estruturais planas dos compostos FSE estudados.
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Figura 14 — Férmulas estruturais planas dos compostos estudados (continuagao).
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Figura 14 — Férmulas estruturais planas dos compostos estudados (continuagao).

(@)
(@]
FSE-19 FSE-20 FSE-21
N
7\
N/
NH
(@)
FSE-22

Fonte: MOURA et al., 2004.

Vale ressaltar que, as denominacdes usadas para cada uma das estruturas
foram as abreviacdes sugeridas pelo grupo que as sintetizaram, sendo assim, esta
nao € uma denominacgao oficial com regras da IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry), porém, estas nomenclaturas foram e serdo usadas em todo

o trabalho.
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4.2 Obtencdo das propriedades fisico-quimicas

Para a obtencédo das propriedades fisico-quimicas dos compostos estudados,

foram realizados os seguintes procedimentos:

a) Desenho das estruturas: primeiramente, as estruturas de todos os compostos

foram desenhadas com o auxilio do programa ChemDraw Ultra 10.0 disponibilizado
no pacote de programas do Chem & Bio Draw® (CHEMOFFICE, 2006).

b) Pré-otimizacdo das estruturas: depois de desenhadas as estruturas no

ChemDraw Ultra 10.0, estas foram pré-otimizadas realizando-se célculos da
Mecanica Molecular (MM), fazendo-se uso do programa Chem3D Ultra 10.0 também
disponibilizado no pacote de programas do Chem & Bio Draw® (CHEMOFFICE,
2006). A pré-otimizacdo tem por objetivo dar as moléculas angulos e distancias

interatdmicas o mais préximo da realidade possivel.

c) Otimizacdo das estruturas e calculo das propriedades fisico-quimicas: ap0s a

realizacdo de pré-otimizacdo das estruturas, pelo programa Chem3D Ultra 10.0
através dos métodos de célculo da MM, realizou-se a otimizacao das estruturas com
a utilizacdo do programa HyperChem Release versdo 7.5 for Windows, efetuando-se
calculos mecanico-quanticos semi-empiricos com a base AM1 (HYPERCHEM,
2002).

d) Aplicacdo de métodos guimiométricos: a andlise quimiométrica multivariada tem

por objetivo fazer uma reducao dos dados para verificar quais dos descritores fisico-
guimicos sdo mais relevantes para fazer a separacdo dos compostos em ativos e
inativos. Serdo realizadas Analises de Componentes Principais (PCA, PC ou CP) e
Anadlise Hierarquica de Agrupamentos (HCA). Na analise de PCA, o objetivo é
verificar a separacdo dos compostos levando em consideracdo a contribuicdo de
cada componente principal. Aquelas mais proximas de +/-1 sdo as que mais
contribuem para cada componente principal. Graficos de PCA serdo obtidos tanto
para a separacdo dos compostos quanto para verificar a contribuicdo de cada

parametro fisico-quimico calculado e poder assim, separa-los em grupos.
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A Anédlise Hierarquica de Agrupamentos visa obter graficos onde se verifica a
similaridade entre os compostos analisados e também podem ser usados para 0s
descritores fisico-quimicos calculados. Estes graficos corroboram os resultados
obtidos nos graficos de PCA, enriquecendo a discussao dos resultados obtidos. Nos
graficos de HCA, quanto menor for a distéancia entre um grupo de compostos maior
sera sua similaridade. Todo o estudo quimiométrico bem como seus resultados, isto
€, os graficos de PCA quanto os de HCA, seréo obtidos fazendo-se uso do software
Minitab Release 14 for Windows (MINITAB, 2004).

e) Realizacdo de ancoragem molecular: apds a realizacdo dos calculos e andlises

quimiométricas, juntamente com o0s resultados dos testes de atividade
farmacoldgica, serdo verificados quais compostos sdo mais adequados para o
estudo de ancoramento molecular. No estudo de ancoramento molecular ou docking
molecular, serdo utilizados os softwares Autodock (MORRIS et al., 2013) e Pymol
(DELANO e LAM, 2013). Com o software Autodock sdo realizadas as interacfes
entre a proteina e seu ligante, onde € possivel obter as conformacdes mais

favoraveis da interacao proteina-ligante.

Os célculos realizados no ancoramento molecular fazendo uso do autodock
seguiram quatro etapas: preparacdo do arquivo de coordenadas, calculo do

AutoGrid, ancoramento e andlise dos resultados.

A preparacgado do arquivo para o inicio dos célculos de ancoramento molecular
consiste na adicao de atomos de hidrogénios polares tanto para a proteina quanto
para o ligante. Nesta etapa € criado o arquivo PDBQT, o qual apresenta informacdes
de cargas parciais atbmicas, os tipos de atomos, além de informacdes sobre graus

de liberdade e torsao.

O célculo do AutoGrid, € um pré-calculo das possiveis afinidades atbmicas
para cada tipo de atomo na molécula do ligante com a proteina. A proteina é
disposta em uma grade (também denominada caixa) tridimensional. As afinidades
com a grade sao calculadas para cada tipo de atomo no ligante, tipicamente

carbono, oxigénio, nitrogénio e hidrogénio.
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Apls o pré-calculo das possiveis afinidades dos atomos do ligante e a
proteina, realiza-se o ancoramento molecular. O ancoramento é executado fazendo-
se uso do algoritmo genético Lamarckian, através do qual é obtido o arquivo com as
10 conformacdes mais estaveis. O algoritmo genético Lamarckian considera a teoria
da evolucado proposta por Lamarck, onde caracteristicas adquiridas ao longo da vida
podem ser passadas aos seus descendentes. O uso deste algoritmo consiste na
minimizacdo de energia aplicada ao ligante que ira compor a proxima geracao de
ligantes modificados (TURNER et al., 2000; GONCALVES, 2008).

Apés esta etapa, gera-se o arquivo .dlg, o qual apresenta as 10 conformacdes
mais favoraveis energeticamente com seus respectivos valores de energia livre, AG,
e constante de inibicdo, K;. Através dos valores de AG e K, (obter as relacbes entre
as variaveis AG e Ki) escolhe-se ndo somente aquelas conformacfes com o0s
menores valores para estas propriedades, mas deve-se também verificar em qual
destes resultados conformacionais a estrutura do ligante estd mais proxima dos

residuos de aminoacidos, que compdem o sitio ativo da enzima em questao.

Depois de observados quais sdo os melhores resultados obtidos pela
ancoragem molecular no Autodock, deve-se fazer outra analise no PyMOL, onde
verifica-se em quais dos resultados obtidos, o ligante encontra-se mais proximo dos
residuos de aminodacidos do sitio ativo da enzima em estudo. Apos selecionado o
melhor resultado, faz-se a analise das possiveis interacfes encontradas entre o

complexo proteina-ligante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Resultados e Discussdes das analises quimiométricas

ApGs a obtencao dos descritores fisico-quimicos (Apéndice A) fazendo-se uso
dos célculos da mecéanica quantica, aplicou-se a técnica quimiométrica multivariada
para fazer a classificacdo dos compostos em ativos e inativos, e verificar a
similaridade entre as estruturas estudadas. Fazendo-se uso do software Minitab 14®
(MINITAB, 2004), foram realizadas 4 andlises quimiométricas multivariadas para os
compostos de derivados de naftoimidazélicos.

Na primeira analise, considerou-se 17 descritores fisico-quimicos (A, V, M,
EHIDRAT, LogP, REFR, POLAR, ET, EE, MD, D, S, EHOMO, ELUMO, AE, PI, E).
Na segunda analise, foram consideradas 8 variaveis (A, LogP, POLAR, S, EHOMO,
ELUMO, AE, PI). Para a terceira analise, tem-se 4 descritores fisico-quimicos, que
sdo: LogP, POLAR, ELUMO, AE. Os resultados e as discussdes para cada uma das

andlises quimiomeétricas multivariadas serdo descritos a seguir.

5.1.1 Primeira analise quimiométrica

Através dos calculos quimiométricos multivariados, utilizando-se 17
descritores fisico-quimicos, observa-se que as 3 primeiras componentes principais
(CP1, CP2 e CP3) apresentaram maior contribuicdo para a classificacdo dos dados
(Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagens da variancia de cada CP e da variancia acumulada para a primeira
andlise quimiométrica.

Componente Principal % CP % acumulada
CP1 46,7 46,7
CP2 28,8 75,5
CP3 7,9 83,4

Fonte: Dados da Pesquisa

A Figura 15 mostra o grafico de escores, no qual se observa a separacéo dos
compostos em ativos e inativos. A Figura 16 representa a Analise Hierarquica de

Agrupamento (AHA), na qual os compostos sdo agrupados de acordo com sua
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similaridade assim, quanto mais similar um composto do outro, menor a distancia

entre eles.

Figura 15 — Grafico de escores para a primeira analise quimiométrica.
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Figura 16 — Dendrograma de similaridade para os compostos na primeira analise

quimiométrica.
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Fonte: Dados da Pesquisa

Analisando a separacdo dos compostos na Figura 15, nota-se que a maioria
dos compostos ativos, Grupo A (FSE-1, FSE-2, FSE-3, FSE-4, FSE-5, FSE-6, FSE-
12, FSE-21, FSE-22) encontra-se em CP1 e CP2 positivas. J4 para 0s compostos
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inativos, Grupo B, observa-se que a maioria (FSE-15, FSE-16, FSE-17, FSE-18,
FSE-19, FSE-20) localiza-se entre a CP1 positiva e CP2 negativa. Apesar das
Figuras 15 e 16 serem complementares, nao foi possivel a formacédo dos Grupos A e
B no grafico de dendrograma de AHA. Isto pode ser devido ao numero ainda alto de

descritores usados.

Para o benzonidazol e ravuconazol, nota-se que estes se encontram mais
afastados dos compostos estudados, devido suas estruturas quimicas serem
diferentes daquelas dos derivados naftoimidazolicos estudados. O benzonidazol esta
em CP1 negativa e CP2 positiva, enquanto que o ravuconazol encontra-se em CP1
e CP2 negativos, a regido de maior concentracdo dos compostos inativos. Pode-se
sugerir que a localizacdo do ravuconazol, seja devido a presenca de grupamentos
(também presentes nos compostos inativos) como cianeto (-CN) e fluoreto (-F) que
sdo grupos retiradores de elétrons e que contribuem para a inatividade.

A Figura 17 apresenta o gréafico dos loadings e a Figura 18 o dendrograma de

similaridade entre os descritores.

Figura 17 — Grafico dos loadings para a primeira analise quimiométrica.
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Figura 18 — Gréfico de similaridade entre os descritores para a primeira analise quimiométrica.
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Verifica-se a corroboracdo entre as duas figuras, quando se observa a
formacao dos grupos pelos descritores fisico-quimicos, responsaveis pela separacéo
dos compostos em ativos e inativos. O Grupo A é formado pelos descritores
ELUMO, EHIDRAT, EHOMO, S, LogP, POLAR, REFR, V, M, A, MD. O Grupo B é
constituido pelos descritores ET e EE e o Grupo C formado pelos descritores D, Pl,

E e AE.
5.1.2 Segunda analise quimiométrica

Tendo em vista que o niumero de descritores fisico-quimicos, utilizados para a
primeira andlise quimiométrica foi alto, realizou-se uma segunda analise com o0s
descritores que tiveram maior contribuicdo na primeira andalise quimiométrica
multivariada: A, LogP, POLAR, S, EHOMO, ELUMO, AE, PI.

Com estes descritores, as componentes principais CP1, CP2 e CPS3,
apresentaram maior contribuicdo na separagéo das classes inativos e ativos (Tabela

3) do que na analise quimiométrica 1.
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Tabela 3 — Porcentagens da variancia de cada CP e da variancia acumulada para a segunda
andlise quimiométrica.

Componente Principal % CP % acumulada

CP1 57,8 57,8
CP2 24,9 93,4
CP3 5,5 98,8

Fonte: Dados da Pesquisa

As Figuras 19, grafico de escores, e a Figura 20, dendrograma de

similaridade, complementam-se nas informacgdes sobre a formacéo dos grupos.

Figura 19 — Grafico de escores para a segunda andlise quimiométrica.
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Para esta segunda analise, observa-se que os compostos ativos (FSE-1,
FSE-2, FSE-3, FSE-4, FSE-5, FSE-6, FSE-12, FSE-13, FSE-14, FSE-21 e FSE-22)
encontram-se quase que exclusivamente em CP1 positiva e CP2 negativa, formando
o Grupo B. Ja os compostos inativos (FSE-7, FSE-8, FSE-15, FSE-16, FSE-17, FSE-
18, FSE-19, FSE-20) que formam o Grupo A, localizam-se em CP1 e CP2 positivas.
Quanto as posi¢cdes do benzonidazol e ravuconazol, sGo as mesmas citadas na

primeira analise.
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Figura 20 — Dendrograma de similaridade para os compostos na segunda analise
quimiométrica.
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Para a analise de AHA (Figura 20), verifica-se uma melhor formacédo dos
grupos entre os compostos. Excec¢des sdo benzonidazol e ravuconazol que nao
pertencem a nenhum dos grupos formados, devido suas estruturas quimicas
diferentes dos demais compostos. O grafico dos loadings (Figura 21) apresenta os

descritores fisico-quimicos responsaveis pela separacdo dos compostos.

Figura 21 — Grafico dos loadings para a segunda andlise quimiométrica.
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Analisando as Figuras 21 e 22, vé-se a formagé&o de grupos com similaridades
semelhantes para os descritores. No Grupo A, tem-se EHOMO e ELUMO, que sé&o
mais similares entre si, seguidos pela S, que estdo relacionados a natureza
eletrbnica das estruturas. Ainda no mesmo grupo, encontram-se POLAR e A. Para o
Grupo B, tem-se os descritores AE e PI, que se referem as energias necessarias a
formacdo de estruturas moleculares ionizadas, anionicas e cationicas,

respectivamente.

Figura 22 — Gréafico de similaridade entre os descritores para a segunda analise quimiométrica.
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Apesar dos resultados terem sido melhores na segunda andlise quimiométrica
multivariada, com uma porcentagem acumulada de 98,8%, observa-se que o
namero de descritores, necessarios para a separacdo dos compostos em ativos e
inativos, ainda é alto. Assim, uma terceira analise foi realizada, reduzindo o numero
de variaveis para quatro: LogP, POLAR, ELUMO, AE.

5.1.3 Terceira analise quimiométrica
Como verificado na primeira e segunda analises quimiométricas, 0 namero

de descritores, dezessete e oito, respectivamente, foram altos, portanto, uma

terceira andlise foi efetuada, fazendo-se uso de quatro descritores, que
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apresentaram maior contribuicdo nas componentes principais PC1, PC2 e PC3
(Tabela 4).

Tabela 4 — Porcentagens da variancia de cada CP e da varidncia acumulada para a terceira
andlise quimiométrica.

Componente Principal (% CP) % acumulada
CP1 55,9 55,9
CP2 25,2 81,1
CP3 18,9 100

Fonte: Dados da Pesquisa

Observando os resultados da Tabela 4, nota-se que as trés componentes

principais, sdo melhores que os valores obtidos para a primeira e segunda analises.

Nesta Ultima analise quimiométrica, nota-se que o0s descritores que
apresentaram maior contribuicdo para a separagcédo dos compostos foram o logaritmo
de particéo, a polarizabilidade, a energia do orbital de fronteira LUMO e a afinidade

eletronica.

A Figura 23 apresenta a separacao dos compostos em ativos e inativos. Nota-
se gue os compostos ativos apresentam-se em CP1 entre -05 e +2,5 e CP2
positiva, no intervalo de 0 a +3, e que agueles inativos, estdo em CP1 entre -1,5 e

+2 e CP2 negativa com os valores de 0 a -1,5.

Figura 23 — Grafico de escores para a terceira andlise quimiomeétrica.
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Observa-se que o grupo A é formado pelos compostos FSE-1, FSE-2, FSE-3,
FSE-4, FSE-5, FSE-6, FSE-12, FSE-14, FSE-21 e FSE-22. Os compostos inativos,
FSE-7, FSE-8, FSE-15, FSE-16, FSE-17, FSE-18, FSE-19 e FSE-20 formam o grupo
B.

Observa-se ainda na Figura 23, que 0s compostos ativos benzonidazol,
ravuconazol, FSE-13 e que o composto FSE-9, inativo, ndo fazem parte de nenhum

dos grupos formados.

O benzonidazol encontra-se na mesma regido dos compostos ativos, PC2
positiva, embora distante destes. O grande distanciamento observado esta
relacionado com a diferenca entre a estrutura quimica do benzonidazol e os
derivados naftoquinénicos. O fato de tal composto estd na mesma regido de PC
pode ser devido a presenca do anel imidazol, observado também nos derivados

estudados.

O ravuconazol, apesar de ser uma substancia com provaveis atividades
tripanocidas, também se encontra distante dos derivados naftoimidazélicos devido
sua estrutura ser quimicamente diferente quando comparada aos compostos

estudados.

Sua posicdo na regido de PC1l negativa, que caracteriza a inatividade
biolégica, possivelmente seja devido a presenca de grupamentos, observados
também nos derivados naftoquinbnicos inativos, como os grupamentos —CN e —F,
gue sao grupos retiradores de elétrons, que possivelmente, sejam 0s responsaveis
pela inatividade observada nos compostos inativos. O composto FSE-9, inativo, ndo
faz parte de nenhum grupo, porém, encontra-se na regido dos compostos inativos,

CP2 negativa.

Ao se observar a Figura 24, nota-se que o FSE-9 esta inserido no Grupo A
(compostos ativos) devido a similaridade estrutural com os demais compostos. O
mesmo se observa para o composto FSE-13, que nao faz parte de nenhum dos
grupos formados na Figura 23, mas se observa na Figura 24, que este composto
poderia ser incluido tanto no Grupo A quanto no Grupo B, pela similaridade

estrutural.



73

Figura 24 - Dendrograma de similaridade para os compostos na terceira analise
quimiométrica.
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Os descritores fisico-quimicos responsaveis pela separacdo e formacédo de
grupos sao vistos na Figura 25. O grupo A é formado pelos descritores ELUMO,

POLAR e LogP e, o Grupo B é formado unicamente pelo descritor AE.

Figura 25 — Grafico dos loadings para a terceira anélise quimiométrica.
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A Figura 26 apresenta a similaridade entre os descritores calculados,

corroborando com a Figura 25.

Figura 26 — Gréafico de similaridade entre os descritores para a terceira andlise quimiométrica.
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Observa-se que os descritores responsaveis pela separacdo dos compostos
em ativos e inativos sdo de natureza eletrénica. Excecdo é o logaritmo de particao
gue se relaciona com a solubilidade dos compostos em fase organica ou aquosa.
Analisando-se a Figura 23 e a Figura 25, pode-se sugerir que 0s descritores
responsaveis pela separacdo dos compostos ativos sdo: ELUMO, POLAR e LogP,

enguanto que o descritor responsavel pela inatividade é AE.

A contribuicdo de cada descritor para a separacdo dos compostos pode ser

verificada na Tabela 5 e nas equacdes 16, 17 e 18.

Tabela 5 — Contribuicdo de cada componente principal para a equagao dos descritores fisico-
quimicos.

Variavel CP1 CP2 CP3
LogP 0,278 -0,718 0,638
POLAR 0,337 -0,549 -0,765
ELUMO 0,636 0,302 0,063
AE -0,636 -0,302 -0,063

A partir dos dados dispostos na Tabela 5, obtém-se as seguintes equacdes:
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CP1=+0,278 LogP + 0,337 POLAR + 0,636 ELUMO - 0,636 AE (16)
CP2=-0,718 LogP - 0,549 POLAR + 0,302 ELUMO - 0,302 AE 17)
CP3 =+ 0,608 LogP - 0,765 POLAR + 0,063 ELUMO - 0,063 AE (18)

Através da andlise de cada uma destas equacdes, pode-se extrair as

seguintes conclusdes:

Observa-se pela equacdo 15, que para a componente principal 1, os
descritores que mais contribuem para a atividade observada dos compostos séo
LogP, POLAR e ELUMO, enquanto que o descritor AE contribui para a inatividade.
Aqueles descritores que apresentam coeficiente positivo contribuem para a atividade
dos compostos analisados, enquanto que os descritores com coeficientes negativos

favorecem a inatividade.

Para a componente principal 2, os descritores LogP, POLAR e AE,
contribuem para a inatividade, enquanto que o descritor ELUMO, contribui para a

atividade biolégica.

Verifica-se que a componente principal 3, que a atividade biologica €
influéncia dos descritores LogP e ELUMO, enquanto que a inatividade estaria

relacionada aos descritores POLAR e AE.

Analisando as trés equacdes, nota-se que o descritor que mais contribui para
a atividade biol6gica dos compostos € o ELUMO e aquele responsavel pela

inatividade é o AE.

Como pode ser visto, através dos calculos quimico-quanticos, para obtencao
dos descritores fisico-quimicos, juntamente com a aplicacdo da andlise
guimiométrica multivariada, foi possivel obter os descritores responsaveis pela
atividade e inatividade biolégica dos compostos estudados, que foram a energia do

orbital LUMO e a afinidade eletrdnica, respectivamente.

Para os compostos ativos, segundo Moura et al, 2004, nos testes de atividade
biolégica para amostras de sangue contendo o parasito, aqueles mais ativos

apresentam grupamentos metilas (-CHgz) ligado ao anel fenila (FSE-12, FSE-13 e
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FSE-14). O composto FSE-2, com anel indol (-CgHgN) também se apresenta como

um dos mais ativos.

Ainda segundo Moura et al, 2004, os compostos que apresentam halogénios,
como fldor, cloro ou bromo, apresentam baixa ou nenhuma atividade bioldgica.
Observa-se que 0s compostos que apresentam grupos retiradores de elétrons como
trifluormetano (-CF3) e cianeto (-CN) s&o inativos. Os compostos FSE-21 e FSE-22,
também apresentam baixa atividade, provavelmente devido ao par eletrénico do anel
pirano, ligado ao fenil, ndo estar disponivel para formacdo de ligagdo com os

residuos de aminoacidos proximos ao sitio ativo da proteina de T. cruzi.

Como po6de ser verificado no ultimo resultado da analise quimiométrica o
benzonidazol e o ravuconazol localizaram-se em regides de PCs diferentes dos
compostos estudados, tendo em vista suas estruturas quimicas serem diferentes

dos derivados naftoimidazoélicos.

Dessa forma, foi realizada mais uma analise quimiométrica retirando o
benzonidazol, o ravuconazol e os derivados com bromo, dos quais dois sao ativos e
encontram-se na regido dos inativos (FSE-10, FSE-11) e o FSE-9 que é inativo e

encontra-se entre 0s ativos na separagcao quimioméetrica.

Antes de apresentar os resultados da nova andlise quimiométrica serao feitas
algumas observacfes sobre os valores de EC50 dos derivados naftoimidazolicos
obtidos por Moura et al., (2004), uma vez que alguns derivados apresentaram
valores discrepantes para estes dados.

Fazendo-se uma andlise dos resultados experimentais obtidos por Moura et
al. (2004) para os testes de atividade biologica, foram classificados como mais

ativos, os compostos com ECso/24h(uM) abaixo de 100uM:

Compostos ECs0/24n(um) RA

FSE-1 37,0+0,7 14,49
FSE-2 15,4+£0,2 34,81
FSE-6 39,4+8,1 13,60
FSE-13 37,5+12,8 14,29

FSE-14 155+29 34,58
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Observa-se que trés compostos, com ECsy/24h(uM) préximo de 100 pM,

podem apresentar baixa atividade de acordo com seus valores de atividade relativa:

Compostos ECso0/24n(um) RA
FSE-5 98,0+ 4,8 5,47
FSE-11 84,9+3,.2 6,31
FSE-12 90,8 +5,8 5,90

Outros derivados com ECs¢/24h(uM) maiores que 100uM (e menores que O
valor do cristal violeta (CV) usado como padrao) foram considerados ativos (MOURA
et al., 2004):

Compostos ECso/24h(um) RA
FSE-3 243,3+ 24,6 2,20
FSE-4 372,0 + 38,7 1,44
FSE-10 147,8 + 12,5 3,63
FSE-21 1549 +10,4 3,46
FSE-22 190,5 + 30,3 2,81
Ccv 536,0+3,0 1,00

Os demais derivados apresentam ECso/24h(uM) acima de 100uM ou acima do

padrdao CV, sendo considerados inativos.

Através destes valores de ECso/24h(uM) expressos por Moura et al. (2004),
nota-se algumas discrepancias: os compostos FSE-3 (orto-flior) e FSE-4 (meta-
fldor) foram considerados ativos, mesmo com valores de EC50 acima de 100uM; o

mesmo se observa para o FSE-10 (orto-bromo).

Com base nestas informagdes dos EC50 e nos resultados anteriores sobre a
separacdo dos compostos em ativos e inativos, foi realizada uma quarta analise
guimiométrica multivariada. Nesta andlise foram retirados o benzonidazol e
ravuconazol, devido suas diferencas estruturais, além dos trés derivados FSE-9,
FSE-10 e FSE-11, para verificar se assim, a separacdo dos derivados

naftoimidazolicos em ativos e inativos seria melhor.

Para esta quarta analise quimiométrica os resultados e as contribuicbes das

componentes principais sao:
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Componente Principal (% CP) % acumulada
CP1 59,1 59,1
CP2 26,5 85,6
CP3 14,4 100

A CP3 tem maior contribuicdo com 14,4% dos dados com uma porcentagem
acumulada de 100%. A separacdo dos compostos em ativos e inativos € observada

na Figura 27.

Figura 27 - Gréafico de escores para a quarta analise quimiométrica.
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A Figura 27 mostra a separagdo dos derivados em ativos e inativos. Nota-se
gue 0s compostos ativos estdo na regido de PC1 entre -2 e +2 e PC2 positiva. Os

compostos inativos localizam-se em PC1 positiva e PC2 negativa.

Verifica-se que os derivados FSE-2 e FSE-13 encontram-se distante dos
demais compostos. O distanciamento do FSE-2 ocorre devido a presenca do anel

indol ligado ao anel imidazol, que deixa a estrutura diferente dos outros derivados.

O comportamento inesperado do FSE-13 poderia ser justificado através de
seu valor para o descritor fisico-quimico relacionado a solubilidade do composto em

meio aquoso ou fase organica, o LogP.
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Compostos LogP
FSE-12 4,82
FSE-13 0,35
FSE-14 4,28

Verifica-se que para os compostos FSE-12 e FSE-14 o valor para este
descritor ndo possui grande diferenca, indicando que s&o mais solUveis na fase
organica. Ja o composto FSE-13, apresentou um valor baixo (pouco soltvel em fase
organica) para este descritor, ndo s6 em relacdo ao FSE-12 e FSE-14, quanto em

relacdo dos demais derivados estudados.

A similaridade entre os compostos e a formacdo dos grupos € observada na
Figura 28.

Figura 28 — Dendrograma de similaridade para os compostos na quarta analise quimiomeétrica.
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Na Figura 28 nota-se os mesmos grupos formados para a Figura 27: Grupo A
para a separacdo dos compostos ativos e Grupo B para os derivados inativos.
Observa-se que os derivados FSE-2 e FSE-13, ndo fazem parte dos dois grupos

formados, fato observado e descrito na Figura 27.
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Os descritores responsaveis pela separa¢do dos derivados naftoimidazoélicos

em ativos e inativos s&o observados na Figura 29.

Figura 29 — Gréafico dos loadings para a quarta analise quimiométrica.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Analisando as Figuras 27 e 29, verifica-se que os descritores POLAR,
ELUMO e LogP s&o responsaveis pela separacdo dos compostos ativos e o
descritor AE é responsavel pela separacdo dos inativos. A Figura 30 corrobora com

os dados dispostos nas Figuras 27 e 29.

Figura 30 — Grafico de similaridade entre os descritores para a quarta analise quimiométrica.
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Nota-se na Figura 30 que o Grupo A é formado por um descritor de
solubilidade, LogP, e um descritor eletronico, AE. Para o Grupo B, tém-se dois
descritores de carater eletrbnico, a polarizabilidade e a energia do orbital molecular
LUMO.

Depois de se obter a separacdo dos compostos em ativos e inativos e
conhecer quais o0s descritores fisico-quimicos responsaveis pela atividade e
inatividade biol6gica, através da aplicacdo da técnica quimiométrica multivariada,

passou-se para os calculos de ancoramento molecular.

5.2 Andlise e discussao do ancoramento molecular

O estudo de docking molecular (ou ancoramento molecular) teve por objetivo
verificar o tipo de interacdo proteina-ligante existente entre a estrutura do
benzonidazol e do ravuconazol além, dos compostos de derivados naftoimidazélicos
mais ativos, nos testes bioldgicos: FSE-1, FSE-2, FSE-13 e FSE-14.

A proteina usada para o ancoramento molecular esta disponivel no banco de
dados do Protein Data Bank, identificada com codigo 1ME3, EC 3.4.22.51. Sua
estrutura foi determinada por difracdo de raios X, com resolucdo de 1,20 A, Rops =
0,103, com parametros lineares (a = 42,57 A, b = 51,59 A, ¢ = 45,95 A) e com

parametros angulares (o = 90°, f = 116,62°, y = 90°) e grupo espacial P2;.

Os softwares utilizados para a realizacdo dos estudos de ancoramento
molecular foram AutoDock e Pymol. No programa AutoDock, realizou-se a
modelagem molecular da proteina cruzaina de T. cruzi, com cada uma das
moléculas citadas no paragrafo anterior, separadamente. Nesta modelagem
molecular, obtém-se um arquivo com as 10 conformac¢des mais estaveis para cada

estrutura, individualmente.

No referido arquivo, tem-se os valores de AG (kcal.mol®) para cada
conformacdo bem como o valor da constante de inibicdo, K; (as unidades da

constante de inibicdo podem variar: mM, uM, nM). Observa-se que, quanto mais
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negativo o valor da energia livre de Gibbs calculado, menor sera o valor encontrado

para a constante de inibigdo, consequentemente, maior a interacdo proteina-ligante.

Apés a realizacdo da modelagem molecular da proteina com o ligante,
realizou-se a interpretagao das melhores conformagdes, utilizando-se o programa
PyMol. Para se fazer a analise, ndo necessariamente, deve-se escolher a
conformacao que forneceu os melhores valores de AG e K;, mas sim, observar, em
qual conformacéo, o ligante encontra-se mais proximo dos residuos de aminoécido

do sitio ativo da proteina cruzaina.

5.2.1 Ancoramento molecular

A seguir serdo apresentados os resultados do ancoramento molecular para o
benzonidazol, ravuconazol e os derivados naftoimidazodlicos mais ativos: FSE-1,
FSE-2, FSE-13 e FSE-14. A Tabela 6 apresenta os valores de AG e K; obtidos ap6s
a realizacdo do ancoramento molecular. Nota-se que os compostos FSE-2 e FSE-14
apresentaram melhores resultados em relacdo aos derivados FSE-1 e FSE13 bem

como em relagédo ao benzonidazol e o ravuconazol.

Tabela 6 — Valores de AG e K; para os compostos mais ativos.

Compostos AG (kcal/mol) Ki (1M)
Benzonidazol -4,55 465,54
Ravuconazol -4,46 540,70
FSE-1 - 8,06 1,23

FSE-2 -9,18 0,188
FSE-13 - 8,29 0,844
FSE-14 -8,35 0,754

Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo Morris et al. (1998), nos calculos realizados pelo Autodock, a

relacdo entre AG e K; é dada pela Eq. 19:

AG = RTInK; (19)

Sendo: R = constante dos gases (1,987 cal.K-1mol™) e T = 298,15 K.
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A Tabela 7 apresenta os valores para as interacdes dos residuos de

aminoacidos da cruzaina com o benzonidazol.

Tabela 7 — Estrutura, tipos de interagdo e comprimentos de interacdo para o benzonidazol.

Composto IRL CDL (A)
-CHy- (Gly23)- eee l}l (A) 2,83

-NH; (GIn19)eee -NH- (B) 3,43

Benzonidazol -NH2 (GIn19) ee¢ -NOO" (C) 2,28
-NH- (Trp177)+es -NOO (D) 3,51

-CH- (GIn21) ¢+ -CO- (E) 3,05

Fonte: Dados da pesquisa.

As interagfes residuo-ligante séo vistas na Figura 31 além da sua estrutura
plana e do orbital de fronteira LUMO.

Figura 31 — Ancoramento molecular para o benzonidazol com a cruzaina.

Distancias (A): (A) 2,83, (B) 3,43, (C) 2,28, (D) 3,51, (E) 3,05.

Fonte: Dados da pesquisa.



84

Observando os dados da Tabela 7, nota-se a interacdo do benzonidazol com
o0 residuo GInl19. Interacbes com este residuo mostram-se importantes
possivelmente porque podem inibir a acdo da proteina cruzaina (HUANG et al, 2003;
ROMEIRO et al., 2009).

Analisando-se a Figura 31, percebe-se que a interacao (A) ocorre entre o
grupamento -CH,- do Gly23 com o nitrogénio do anel imidazol no benzonidazol. Pela
analise do orbital LUMO calculado, sugere-se que as regibes do benzonidazol que
apresentam atomos de nitrogénio seriam favoraveis a formacao de interacdo com a

enzima cruzaina.

Observa-se também a interacdo (B) entre o -NH,- do residuo GIn19 com o par
de elétrons livres do -NH- no benzonidazol, podendo-se sugerir que esta interacdo

contribui na inibicdo da enzima cruzaina.

A interacéo (C) do GIn19 é verificada entre seu grupo —NH,— e o grupo —NOO"
do benzonidazol. O grupamento —NOO" do benzonidazol apresenta ainda uma
interagcdo (D) com o =NH- do anel indol do residuo Trpl77. Estas interacdes podem
estabilizar o efeito ressonante do grupo -NOO", contribuindo na inibicdo enzimatica.

O residuo GIn21 apresenta uma interacdo (E) entre o hidrogénio do carbono
quiral com o —C=0 do benzonidazol. Uma interacdo (F) é observada entre 0 atomo
de enxofre desprotonado do Cys25 com o =NH- do His159. Esta interagdo forma o
par ibnico Cys25-His159, responsavel pela atividade da enzima (SAJID e
McKEROW, 2002).

E verificada ainda, interac&o do tipo -1 stacking ou empilhamento, entre o
anel benzénico do benzonidazol com o anel imidazol no grupo indol do Trpl77.
Especificamente a interagdo é observada entre um orbital 1 (orto) no anel
benzénico, do benzonidazol, com o —NH- do Trp177, com comprimento 3,7 A. A
segunda interacdo ocorre entre o orbital ™ (meta) no anel benzénico, do
benzonidazol com o —CH= do Trpl77, comprimento 3,4 A. A média para estas

interacdes € igual a 3,55 A.
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Para o ravuconazol, as distancias das interagcbes com a enzima cruzaina,

bem como as interac¢des residuo-ligante sédo dadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Estrutura, tipos de interagdo e comprimentos de interacdo para o ravuconazol.

Composto IRL cbDL (A)
=CH- (GIn19) s -NH,, (A) 2,94
-C=0 (Gly20) e+ =CH- (B) 3,38
Ravuconazol -CH- (Met142) s« =CF- (C) 3,42

Fonte: Dados da pesquisa

Os resultados do ancoramento molecular para o ravuconazol com a enzima

cruzaina sdo observados na Figura 32. Também sdo vistos na mesma figura a

estrutura plana do ravuconazol bem como seu orbital de fronteira LUMO.

Figura 32 — Ancoramento molecular para o ravuconazol com a cruzaina.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Analisando a Figura 32, observa-se uma interacdo (A) de hidrogénio entre o —
NH, do residuo GIn19 com =CH- (Csp?) do anel benzénico do ravuconazol. Esta
ligacdo € realizada com o par eletrdnico do nitrogénio, provavelmente estabilizando

a regido do GInl19, que estaria em ressonancia com a carbonila.

A interacdo (B), no mesmo anel, com o residuo Gly20 também é observada.
Esta interacdo pode estabilizar a ressonancia presente no residuo de Gly20,
podendo favorecer a inibicdo enzimética nesta regido. O orbital LUMO calculado
para o ravuconazol mostra a posicéo destas possibilidades de formacao de ligagéo.

Também é observada uma interacdo (C) entre o —Csp?-F- do ravuconazol e o
carbono quiral do residuo Met142. Esta interacdo pode néao ter influéncia na inibicao
da atividade para a cruzaina, tendo em vista que o orbital molecular LUMO, néo

apresenta esta regido contribuicdo para formacéo de interagcdes com a cruzaina.

Sao observadas ainda, duas interacdes entre residuos de amino&cidos. A
interacdo (D) € observada entre o =CH- do anel imidazol do His159 e a —C=0 do
GIn19. Esta interacdo pode estabilizar a ressonancia presente entre a carbonila e a
amina do GIn19. A outra interacdo (E) € observada entre o atomo de enxofre do
Cys25 e 0 =NH- do anel imidazol do His159.

S&o observadas ainda, interagdes de empilhamento entre o anel cianeto de
fenila, do ravuconazol, com o anel indol do Trpl77. Uma interacdo ocorre na entre o
Csp2 do benzeno do ravuconazol (posicdo orto) com o —NH- do Trpl77, com
comprimento 3,4 A. A outra interagdo do tipo Tr-1T ocorre com o Csp? do benzeno, do
ravuconazol (posicdo meta) com o —CH= do Trpl77, com comprimento 3,7 A. A

média para esta interaco é igual a 3,55 A

Para o derivado FSE-1 os resultados do ancoramento molecular com a
cruzaina sao vistos na Tabela 9 e as posi¢cdes de cada interagdo com seus

respectivos residuos sao visualizadas na Figura 33.



87

Tabela 9 — Estruturas, residuos, tipos de interagdes e comprimentos de interagcdo para a
estrutura FSE-1.

Composto IRL CDL (A)
-NH; (GIn19) e+ =N- (A) 3,38

-C=0 (GIn21) *+s =CH- (B) 3,36

-C=0 (GIn21) *+s =CH- (C) 3,26

FSE-1 -C=0 (Asp158) *s+ -CH3 (D) 3,03
-COO" (Asp158) *s+ -CH3 (E) 3,90

Fonte: Dados da pesquisa

Analisando-se a Figura 33, observa-se a interacdo (A) entre o —NH; do
residuo GIn19 com o nitrogénio do anel imidazol do FSE-1. Esta interacdo pode
inibir, por ressonancia, a cruzaina devido a interacdo (G) entre o anel imidazol do
His159 com a carboxila do GIn19. Ao se observar o orbital de fronteira LUMO

calculado, nota-se as regides que favorecem a interagéo (A).

Figura 33 — Ancoramento molecular para a estrutura FSE-1 com a cruzaina.

GIn21

Distancias (A): (A) 3,38, (B) 3,36, (C) 3,26, (D) 3,03, (E) 3,90.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Duas interagbes (B) e (C) sdo observadas entre 0 —C=0 do residuo GIn21
com os carbonos sp? do benzeno, nas posi¢ées para e orto, respectivamente. Estas
interacOes, provavelmente, apresentam contribuicdo na inibicdo da enzima, pois 0s
orbitais LUMO calculados mostram que tanto a regido para quanto a regido orto,

contribuem mais para estas interacdes do que a regido meta.

O mesmo nédo se observa para as interacdes (D) e (E), formadas com o
residuo Aspl58 e o anel 2,2-dimetiltetrahidro-2H-pirano do FSE-1. A interacdo (D)
encontra-se entre o —C=0 do residuo Asp158 com uma das metilas do anel derivado
do pirano. A interacao (E) ocorre entre o grupamento —COO" do mesmo residuo, com
a mesma metila do anel derivado do pirano. Apesar de nao se verificar no orbital
LUMO, regibes que favorecam estas interacbes de hidrogénio, elas podem ser

observadas, devido suas proximidades com os residuos citados.

Observa-se ainda uma interacdo (H) entre o =NH- do residuo Alal36 com o
grupamento —COQO" do Aspl158. Esta interacdo pode contribuir com a interacao (D)
uma vez que pode ocorrer uma estabilizacdo do efeito ressonante do grupo acetato
do Aspl58. A interacdo (F) observada entre o =NH- do anel imidazol do residuo
His159 e o atomo de enxofre do residuo Cys25, pode estabilizar esta regido da
enzima cruzaina, pela formacdo do par ibnico tialoimidazol, responsavel também

pelo enovelamento da enzima.

A interacdo de empilhamento é observada entre o anel benzénico do FSE-1,
com o anel pirrol do grupo indol do Trp177. Uma interac&o ocorre no Csp?-orto do
benzeno como o —CH= do anel pirrol do grupo indol do Trp177 com comprimento 4,2
A. A outra interagdo, com comprimento 4,1 A, ocorre em posicdo meta, com o
mesmo anel do FSE-2 e o mesmo residuo da interacdo anterior. O comprimento
médio para estas interacfes € igual a 4,2 A. O orbital LUMO, calculado para o FSE-
1, mostra a contribuicdo dos orbitais para a interacdo de empilhamento observada

com o residuo Trpl77.

A Tabela 10 apresenta os valores obtidos para as interagdes obtidas para o
derivado FSE-2, bem como os residuos de aminoécidos e as interacfes residuo-

ligante.



89

Tabela 10 — Estruturas, residuos, tipos de interagcdes e comprimentos de interacdo para a
estrutura FSE-2.

Composto IRL CcDL (A)
“NH, (GIN19) *=* =N- (A) 3,19

_C=0 (GIn21) s+ =CH- (B) 3,33

FSE-2 -C=0 (GIn21) *s+ =CH- (C) 3,35
-C=0 (Asp158) **+ -CHs (D) 3,16

-COQO" (Asp158) ¢*+ -CH3 (E) 3,82
Fonte: Dados da pesquisa

A Figura 34 mostra a posicdo das interacfes dispostas na Tabela 10. Na
mesma figura, tem-se a estrutura plana do composto e seus orbitais moleculares
LUMO.

Figura 34 — Ancoramento molecular para as estruturas FSE-2 com a cruzaina.

X

L Ala136 )

Distancias (A): (A) 3,19, (B) 3,33, (C) 3,35, (D) 3,16, (E) 3,82.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Como pode ser visto na Figura 34, tem-se uma interacdo (A) entre o —NH; do
residuo GIn19 com o =N- do anel imidazol. Esta interagdo pode inibir da enzima
cruzaina, devido a estabilizacdo do efeito ressonante presente na interacdo (G)
entre o =CH- do anel imidazol do residuo His159 com a carbonila do GInl9.
Analisando os orbitais LUMO calculados, nota-se que esta regido do anel imidazol

favorece a formacgao das interacdes mencionadas.

Observa-se interacfes secundarias de hidrogénio entre o anel benzénico do
naftaleno e a carboxila do residuo GIn21. A interacdo (B) ocorre na posi¢do para
enquanto a interacdo (C) ocorre na posicdo orto. Apesar de serem interacfes
secundarias de hidrogénio, estas interacdes provavelmente, apresentam

contribuicdo na inibicdo enzimatica, como mostram os orbitais LUMO calculados.

Analisando as interacbes (D) e (E), verifica-se, através dos orbitais LUMO
calculados, que estas interacOes, ndo apresentam contribuicdo para a inibicdo
enzimatica. No entanto, a proximidade de uma das metilas do FSE-2 com o residuo

Asp158 pode justificar, suas provaveis contribuicées na interacdo observada.

InteracBes de empilhamento sdo observadas entre as regides aromaticas do
anel imidazol como o anel indol do residuo Trpl77. Os orbitais LUMO mostram as
regides favoraveis a formacéo deste tipo de interacdo com o anel indol do triptofano.
Uma interacdo de empilhamento ocorre no Csp? do grupo pirrol no indol do Trp177
com o anel benzénico do FSE-2 na posicdo meta, com comprimento 3,7 A. A outra
interagdo ocorre no —NH- do mesmo residuo com o anel benzénico do FSE-2 na
posicao orto, com comprimento 3,9 A. Estas interacdes tém uma média de 3,8 A.

A interacao (F) formada entre o =NH- do residuo His159 e o atomo de enxofre
do residuo Cys25, formam um par i6nico, que provavelmente pode estabilizar e
auxiliar no enovelamento da cruzaina. Ja a interagdo (H), pode estabilizar a
ressonancia presente na regido do grupamento —COOQO", favorecendo a interacao

com a metila do anel derivado do pirano no FSE-2.
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A Tabela 11 apresenta os valores obtidos para as interacdes obtidas para o

derivado FSE-13, bem como os residuos de aminoacidos e as interacdes residuo-

ligante.

Tabela 11 — Estrutura, tipos de interagdes e comprimentos de interacdo para a estrutura FSE-

13.
Composto  Residuos IRL cbDL (A)
GIn19 “NHy +** =N- (A) 3,38
GIn21 _C=0 #s+ =CH- (B) 3,36
FSE-13 GIn21 -C=0 +++ =CH- (C) 3,26
Asp158 _C=0 +e+ -CHs (D) 3,03
Asp158 _COO" *++ -CH3 (E) 3,90

Fonte: Dados da pesquisa

A Figura 35 apresenta os resultados do ancoramento molecular para a

estrutura FSE-13, bem como os orbitais de fronteira LUMO e a estrutura plana.

Figura 35 — Ancoramento molecular para a estrutura FSE-13 com a cruzaina.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Observando a Figura 35, nota-se a interacdo (A) entre o —NH, do residuo
GIn19 com o =N- do anel imidazol. Esta interagdo pode apresentar um efeito
ressonante na interacéo (G) entre o =CH- do anel imidazol do residuo His159 com a
carbonila do GIn19. Analisando os orbitais LUMO nota-se que esta regido pode

favorecer a formacéo das interagcdes mencionadas.

Verifica-se interacdes de hidrogénio entre o anel benzénico, do naftaleno, e a
carboxila do residuo GIn21. A interagdo (B) ocorre na posi¢cdo para enquanto a
interacdo (C) ocorre na posicdo orto. Para estas interagbes sugere-se que elas
podem contribuir com a inibicAo enzimatica, como mostram os orbitais LUMO

calculados.

Analisando as interacdes (D) e (E), verifica-se, através dos orbitais LUMO
calculados, que tais interacdes, provavelmente ndo apresentam contribuicdo para a
inibicdo enzimética nas metilas do anel derivado do pirano. No entanto, a
proximidade destas metilas com o residuo Asp158 pode justificar, suas provaveis

contribuicdes na interacdo observada.

Verifica-se que interagdes de empilhamento ocorrem no anel indol ligado ao
imidazol do FSE-13, com o anel pirrol do grupamento indol do residuo Trpl77. Esta
interacdo, com média de comprimento 4,0 A, ocorre na mesma posicdo das
estruturas FSE-1 e FSE-2.

A interacao (F) formada entre o =NH- do residuo His159 e o atomo de enxofre
do residuo Cys25, formam um par ibnico, o qual provavelmente estabiliza e auxilia
no enovelamento da enzima. Ja a interacdo (H), pode estabilizar a ressonancia
presente na regido do grupamento —COQ’, sugerindo-se uma interacdo com a metila
do anel derivado do pirano.

A Tabela 12 apresenta os valores para as interagdes obtidas para o derivado

FSE-14, bem como os residuos de aminoacidos e as interagdes residuo-ligante.
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Tabela 12 — Estrutura, tipos de interagcdes e comprimentos de interacdo para a estrutura FSE-
14.

Composto IRL CDL (A)
-NH, (GIn19) s+ =N- (A) 3,29

-C=0 (GIn21) s+« =CH- (B) 3,39

FSE-14 -CO (GIn12) s+ =CH- (C) 3,36
-C=0 (Asp158) *+* -CH3 (D) 3,03

-COO" (Asp158) **+ -CH3 (E) 3,82

Fonte: Dados da pesquisa

A Figura 36 apresenta os resultados do ancoramento molecular para a
estrutura FSE-14, bem como os orbitais de fronteira LUMO e a estruturas plana para

a estrutura.

Figura 36 — Ancoramento molecular para a estrutura FSE-14 com a cruzaina.

Distancias (A): (A) 3,29, (B) 3,39, (C) 3,36, (D) 3,03, (E) 3,82.

Fonte: Dados da pesquisa
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Nota-se na Figura 36, uma interacédo (A) entre o —NH; do residuo GIn19 com
0 =N- do anel imidazol. Esta interacdo pode contribuir com a inibicdo da enzima,
devido a estabilizacdo do efeito ressonante causado pela interacéo (G) entre o0 =CH-

do anel imidazol do residuo His159 com a carbonila do GIn19.

Verifica-se interagdes de hidrogénio entre o anel benzénico, do naftaleno, e a
carboxila do residuo GIn21. Estas interacdes sao favoraveis como mostra os orbitais
LUMO calculados. A interacdo (B) ocorre na posi¢cédo para enquanto a interacao (C)
ocorre na posigao orto.

Outras interagbes, ndo apresentam contribuicdo para formacao de interacao,
segundo os orbitais LUMO calculados. E o que se observa para as interacées (D) e
(E) entre o residuo Asp158 com as metilas do anel derivado do pirano. Entretanto, a
proximidade destas metilas com o residuo Aspl58 pode justificar, suas provaveis

contribuicdes na interacdo observada.

Para o FSE-14 também se observa interacdo de empilhamento formada entre
o anel benzénico, ligado ao anel imidazol com o anel pirrol do grupo indol do residuo

Trp177. Esta interagéo apresenta um comprimento médio de 3,95 A.

Interacdes entre residuos da cruzaina também sdo observadas para o FSE-
14. A interacdo (F) formada entre o nitrogénio do residuo His159 e o atomo de
enxofre do residuo Cys25 forma um par ibnico, que pode contribuir com a

estabilizacdo e com o enovelamento da enzima cruzaina.

A interacdo (H), provavelmente estabiliza a ressonancia presente na regiao do
grupamento —COQO’, favorecendo a interagdo com a metila do anel derivado do

pirano.

Através destes resultados do ancoramento molecular juntamente com o0s
calculos dos orbitais de fronteira LUMO, nota-se que as interagbes que,

provavelmente, contribuem na interacdo das estruturas estudadas (benzonidazol,
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ravuconazol, FSE-1, FSE-2, FSE-13 e FSE-14) com a enzima cruzaina, sejam as

interacdes de empilhamento.

Para os derivados estudados, verifica-se a formacdo da interacdo de
empilhamento entre os aneis benzénicos das estruturas com o residuo de Trpl77 da
cruzaina. Excecdo é para o FSE-2 que apresenta a interacdo com o anel indol
(Figura 37). Estas estruturas também apresentaram interacdes com moléculas de

agua cristalizadas na enzima cruzaina.

Figura 37 — Regides de formacéo das interacdes de empilhamento.
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FSE-2 FSE-13 FSE-14

Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo Moura et al (2004), a atividade biolégica dos compostos estaria
relacionada com grupamentos metilicos no anel benzénico, ligados ao anel imidazol

e com o grupo indol, também ligado ao imidazol.
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Entretanto, através do céalculo dos orbitais de fronteira LUMO, pode-se sugerir
que as regides que mais contribuem para a interagdo entre a enzima cruzaina,
sejam aguelas com anel imidazol, anel benzénico ligado ao imidazol e anel indol,

ligado ao anel benzénico.

As metilas, que segundo Moura et al (2004), podem ser importantes para a
atividade bioldgica dos compostos, mostram-se sem participacéo efetiva, quando se
observa os orbitais LUMO, podendo sugerir, que quem contribui para a atividade,

sejam o0s anéis benzénicos que suportam estas metilas.

Quando se analisa o orbital LUMO para o benzonidazol, nota-se que seu anel
benzénico ndo contribui para a formacdo de interacbes moleculares, mas sim o
grupamento com o anel imidazol. No entanto, no estudo de ancoragem, nota-se que

a interacao de empilhamento ocorre no anel benzénico e ndo no anel imidazdlico.

Para o ravuconazol, nota-se que através do orbital LUMO, que as regides do
anel benzénico e do anel tiazol (-C3HNS) s&o as que mais contribuem para formacao
de interacdo molecular. Entretanto, observa-se pelo ancoramento molecular que o
anel benzénico foi mais relevante para a formagdo de interagdo com a enzima

cruzaina.

A afinidade eletrénica é o descritor responsavel pela inatividade apresentada
por alguns compostos estudados. A inatividade € decorréncia de grupamentos que
possuem concentracdo de cargas negativas, apresentando carater retirador de
elétrons, como os atomos de halogénio (F, Cl, Br) e grupamentos como

trifluormetano (-CF3) e o cianeto (-CN).

A Figura 38 apresenta os mapas de potenciais eletrostaticos calculados,
usando o software Spartan (SPARTAN, 2002) para seis dos nove compostos que,
segundo Moura et al. (2004), mostraram-se inativos nos testes biolégicos com
amostras sanguineas com o parasito da doenca de Chagas. Os mapas de potenciais

eletrostaticos para todos os compostos podem ser visualizados no Apéndice C.
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Figura 38 — Mapas de potenciais eletrostaticos calculados para alguns dos compostos
inativos.

FSE-15 FSE-16 FSE-17

FSE-18 FSE-19 FSE-20

Fonte: Dados da pesquisa.

Pode ser observado no Apéndice C, que o mapa do potencial eletrostatico
calculado para os compostos com halogénio (F, Cl, Br) ndo apresentaram as regioes
de alta densidade eletrbnica. Provavelmente, os elétrons destas regides participam

de efeitos ressonantes ou interacdes quimicas.

Observa-se também que, apesar de grupamentos com alta densidade
eletrbnica apresentarem-se inativos devido, provavelmente, repulsdes eletrostaticas
préximo ao residuo Cys25 da enzima cruzaina, oS compostos que apresentam
atomos de fluor (FSE-3, FSE-4, FSE-5) apresentam baixa atividade, aqueles com

bromo e cloro, alguns sao ativos (baixa atividade) e outros inativos.
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Assim, para estes derivados naftoimidazolicos, ndo se pode concluir que
atomos de halogénios sejam responsaveis pela inatividade observada. Ou pode-se
propor que, devido a baixa atividade apresentada, estes compostos podem formar
interacdo de hidrogénio, com o anel imidazol do His159, quando este forma o par-
ibnico com o atomo de enxofre do Cys25, assim, ndo haveria repulsdo eletrostética
entre o enxofre do Cys25 com o atomo de halogénio. Outra possibilidade seria a

interacdo dos atomos de halogénio com o —NH, do residuo de Asn175.

Pode-se sugerir que o anel benzénico do benzonidazol, que forma interacdes
-1, ser substituido por um grupamento indol ou imidazol, podendo obter-se
melhores interagcdes com Trpl77 e/ou GIn21l. O grupo 2-nitro-imidazol, poderia ser
substituido por um grupamento 5-nitro-pirrazol, podendo formar melhores interacdes
com Gly23 ou GIn21.

Para o ravuconazol sugere-se a adicdo de atomos de nitrogénio, nas posicoes
orto e/ou meta, do anel cianobenzeno, para se obter melhores interagbes com GIn19
ou Gly20. A substituicdo do anel 1,3 difluorbenzeno por 1,3 diamino-benzeno,

poderia formar interacdo com Met142 e/ou anel indol do Trpl77.

Para o derivado FSE-1, acrescentando-se um grupo amino, na posi¢ao orto,
no anel benzénico, ligado ao imidazol, poderia-se obter interacbes com Trpl77 e/ou
Gly21. A substituicdo de uma das metilas, do anel derivado do pirano, por um grupo
— NH,, poderia contribuir com uma interacdo com o Aspl58 e/ou His159. Estas

mesmas observacdes podem ser consideradas para os derivados FSE-13 e FSE-14.

Para o FSE-2, apenas substituicdo da metila do anel derivado do pirano, por

um grupo — NHy, poderia contribuir com uma interacdo com o Asp158 e/ou His159.
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6 CONCLUSOES

A realizacdo de célculos tedricos computacionais mecanicos-quanticos, para
descritores fisico-quimicos de classes de compostos moleculares, torna-se ainda
mais enriquecedora quando utilizada em conjunto com a técnica quimiométrica
multivariada. Assim, neste trabalho, foram calculados 17 descritores fisico-quimicos,
para uma classe de compostos de derivados naftoimidazolicos, além do
benzonidazol e ravuconazol, fazendo-se uso de abordagens mecanico-quimico-

quanticas. A base de calculo foi o Austin Model 1, com o método semi-empirico.

ApoOs a obtencédo dos descritores fisico-quimicos foram realizadas as analises
guimiométricas multivariadas. Na primeira analise considerou-se 17 descritores (A,
V, M, EHIDRAT, LogP, REFR, POLAR, ET, EE, MD, D, S, EHOMO, ELUMO, AE, PI,
E). Na segunda andlise, 8 descritores (A, LogP, POLAR, S, EHOMO, ELUMO, AE,
Pl) e na terceira analise, foram considerados 4 descritores: LogP, POLAR, ELUMO,
AE.

Uma quarta analise quimiomeétrica foi realizada, com o objetivo de se obter
uma melhor separagdo dos derivados FSE. Foram retirados 0s compostos
benzonidazol e ravuconazol e os derivados FSE-9, FSE-10 e FSE-11, tendo em
vista que, nas separagdes anteriores, tais compostos, ora estavam entre os ativos e

ora entre os inativos.

O derivado FSE-2 e o FSE-13 apresentaram comportamento diferente dos
demais derivados FSE. O comportamento do FSE-2 pode ser explicado pela
presenca de um anel indol, o que o torna diferente dos outros compostos do grupo.
O comportamento do FSE-13 provavelmente ocorre devido o valor do descritor LogP
gue se apresentou bem diferente quando comparado aos demais derivados

estudados.

Nesta dUltima analise quimiométrica multivariada observou-se que o0s
descritores POLAR, ELUMO e LogP, foram responsaveis pela separagdo dos

compostos ativos e que o descritor AE foi responsavel pela separacdo dos inativos.
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Logo apds a analise quimiométrica, realizou-se o ancoramento molecular do
benzonidazol, do ravuconazol e dos compostos mais ativos (FSE-1, FSE-2, FSE-13,

FSE-14) com a enzima cruzaina de T. cruzi.

Para os derivados naftoimidazoélicos, sugere-se que as interagfes relevantes
sejam as do tipo empilhamento, aquelas observadas entre o nitrogénio do anel
imidazol e as interagbes secundarias observadas nas posi¢des orto e para.

Através do célculo dos orbitais de fronteira LUMO para 0s compostos
estudados, verificou-se para o benzonidazol que o anel imidazol, juntamente com o
grupo nitro, seriam as regides mais favoraveis para formacéo de interacdo com a

cruzaina.

Para os derivados naftoimidazolicos FSE-1, FSE-2, FSE-13 3 FSE-14, os
orbitais LUMO, mostraram que as regides de maior probabilidade de interacéo
seriam o anel benzénico ligado ao anel imidazol, o nitrogénio do anel imidazol e as

posicdes orto e para do anel benzénico, no naftaleno.

O calculo dos mapas de potenciais eletrostaticos calculados para os
derivados naftoimidazdlicos mostrou as regibes que provavelmente provocam a
inatividade presente em alguns compostos. Observou-se que grupamentos com
grande concentracdo de carga eletrdnica, provocariam repulsdo eletrostatica com o
residuo Cys25 da enzima cruzaina. E o que se observa para os compostos FSE-15,
FSE-16, FSE-17, FSE-18, FSE-19 e FSE20.

Observou-se ainda que atomos de halogénios, ndo podem ser considerados
como grupamentos que possam inibir a atividade da enzima, uma vez que alguns

compostos halogenados apresentam-se como ativos e outros como inativos.

Sugere-se ainda que o0s grupamentos metilicos ndo seriam 0s responsaveis
pela atividade observada em alguns derivados estudados, mas sim, a presenca do
anel benzénico, préximo a estes grupamentos € que seriam relevantes na atividade
biolégica, através de interacdes de empilhamento com o anel pirrol do imidazol do
residuo Trpl77.
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Pode-se concluir que aneis benzénicos (no anel imidazol), pirrélicos, inddlicos
e substituicdes bioisostéricas com atomos de nitrogénio, possam aumentar a
atividade destes derivados naftoimidazdlicos. Provavelmente, a substituicdo das
metilas no anel tetrahidro-2-pirano, nas estruturas FSE, poderiam aumentar a
atividade desta classe de compostos, pela formacdo de interagdes de hidrogénio,
com as carbonilas do residuo Asp158.
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APENDICE A — Descritores Fisico-Quimicos
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Tabela Al — Descritores fisico-quimicos calculados para os compostos estudados.

Compostos A (A% V(A3 M (uma)  Enprar (kcal/mol) LogP RM (A3 POLAR (A3
Benzonidazol 381,28 746,74 260,25 -8,85 1,78 66,29 26,17
Ravuconazol 527,20 1128,41 437,47 -12,00 2,90 115,33 44,46
FSE-1 460,61 968,86 328,41 -4,31 4,35 98,76 38,79
FSE-2 455,40 1051,56 367,45 -7,21 3,91 109,98 42,97
FSE-3 443,53 975,03 346,40 -3,87 4,49 98,97 38,70
FSE-4 452,53 977,68 346,40 -4,00 4,49 98,97 38,70
FSE-5 452,77 977,92 346,40 -4,01 4,49 98,97 38,70
FSE-6 464,78 1008,24 362,86 -3,80 4,87 103,56 40,71
FSE-7 475,67 1011,57 362,86 -3,95 4,87 103,56 40,71
FSE-8 476,01 1011,72 362,86 -3,96 4,87 103,56 40,71
FSE-9 473,30 1029,34 407,31 -3,81 514 106,38 41,41
FSE-10 484,92 1031,12 407,31 -3,93 5,14 106,38 41,41
FSE-11 485,27 1031,34 407,31 -3,95 5,14 106,38 41,41
FSE-12 461,69 1009,06 342,44 -3,10 4,82 103,80 40,62
FSE-13 480,95 1019,82 342,44 -3,12 0,35 113,90 43,34
FSE-14 483,95 1020,89 342,44 -3,11 4,28 103,80 40,62
FSE-15 474,79 1039,77 396,41 -3,27 5,23 104,73 40,35
FSE-16 499,36 1047,26 396,41 -3,67 5,23 104,73 40,35
FSE-17 500,03 1047,87 396,41 -3,70 5,23 104,73 40,35
FSE-18 471,59 1010,63 353,42 -6,72 4,31 104,95 40,64
FSE-19 497,09 1025,91 353,42 -8,46 4,31 104,95 40,64
FSE-20 497,59 1025,90 353,42 -8,51 4,31 104,91 40,64
FSE-21 428,88 959,59 329,40 -5,17 3,90 96,20 38,08

FSE-22 427,69 955,50 329,40 -5,91 3,97 96,54 38,08




Tabela Al — Descritores fisico-quimicos calculados para os compostos estudados (continuagao).

Compostos ET (kcal/mol) EE (kcal/mol) MD (Debye) D S

Benzonidazol -72249,01 -478460,31 2,679 4,28 0,23
Ravuconazol -116136,07 -953973,44 5,64 4,03 0,25
FSE-1 -88204,71 -680513,63 4,06 3,68 0,27
FSE-2 -99183,34 -799366,06 3,61 3,63 0,27
FSE-3 -99071,72 -741129,62 5,26 3,63 0,27
FSE-4 -99075,33 -732625,44 5,34 3,65 0,27
FSE-5 -99075,89 -730386,44 4,17 3,63 0,27
FSE-6 -96506,35 -735094,12 4,92 3,65 0,27
FSE-7 -96508,61 -726894,94 5,04 3,65 0,27
FSE-8 -96509,016 -724590,13 4,11 3,63 0,27
FSE-9 -96033,19 -733455,81 4,94 3,76 0,26
FSE-10 -96035,81 -725038,37 5,15 3,64 0,27
FSE-11 -96036,20 -722716,18 4,17 3,62 0,27
FSE-12 -91795,86 -733604,75 3,77 3,68 0,27
FSE-13 -91798,94 -725545,00 3,87 3,69 0,27
FSE-14 -91799,36 -722717,56 4,17 3,67 0,27
FSE-15 -124420,81 -932204,87 6,52 3,67 0,27
FSE-16 -124425,16 -897772,31 6,89 3,60 0,28
FSE-17 -124425,63 -888468,50 5,32 3,56 0,28
FSE-18 -95592,54 -752570,62 6,68 3,58 0,28
FSE-19 -95595,37 -740006,94 6,93 3,60 0,28
FSE-20 -95595,73 -736994,75 5,25 3,54 0,28
FSE-21 -89704,15 -683109,94 3,01 3,65 0,27
FSE-22 -89703,78 683004,94 2,46 3,63 0,27

119



Tabela Al — Descritores fisico-quimicos calculados para os compostos estudados (continuagao).

Compostos Enowmo (V) ELumvo (eV) AE (eV) Pl (eV) E

benzonidazol -9,76 -1,20 1,20 9,76 5,48
Ravuconazol -9,49 -1,43 1,43 9,49 5,46
FSE-1 -7,86 -0,49 0,49 7,86 4,18
FSE-2 -7,59 -0,32 0,32 7,59 3,95
FSE-3 -7,88 -0,63 0,63 7,88 4,26
FSE-4 -7,97 -0,67 0,67 7,97 4,32
FSE-5 -7,93 -0,68 0,68 7,93 4,31
FSE-6 -7,92 -0,469 0,47 7,92 4,19
FSE-7 -7,95 -0,64 0,64 7,95 4,29
FSE-8 -7,94 -0,68 0,68 7,94 4,31
FSE-9 -7,95 -0,42 0,42 7,95 4,18
FSE-10 -7,96 -0,67 0,67 7,96 4,31
FSE-11 -7,97 -0,74 0,74 7,97 4,36
FSE-12 -7,85 -0,48 0,48 7,85 4,17
FSE-13 -7,86 -0,48 0,48 7,86 4,17
FSE-14 -7,82 -0,48 0,48 7,82 4,15
FSE-15 -8,02 -0,68 0,68 8,02 4,35
FSE-16 -8,056 -0,85 0,85 8,05 4,45
FSE-17 -8,10 -0,98 0,98 8,10 4,54
FSE-18 -7,97 -0,82 0,82 7,97 4,39
FSE-19 -8,03 -0,83 0,83 8,03 4,43
FSE-20 -8,06 -0,99 0,99 8,06 4,53
FSE-21 -7,91 -0,62 0,62 7,91 4,26
FSE-22 -7,97 -0,71 0,71 7,97 4,34

120



APENDICE B - Orbitais de fronteira LUMO



Tabela B1 — Orbitais de fronteira LUMO para os compostos estudados.
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Tabela B1 - Orbitais de fronteira LUMO para os compostos estudados (continuac¢ao).
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Tabela B1 - Orbitais de fronteira LUMO para os compostos estudados (continuac¢ao).
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APENDICE C - Mapas de potenciais eletrostaticos



Tabela C1 — Mapas de potenciais eletrostaticos calculados para os compostos estudados.
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Tabela C1 — Mapas de potenciais eletrostéaticos calculados para os compostos estudados (continuagéo).

FSE-7 FSE-8 FSE-9 FSE-10

FSE-11 FSE-13 FSE-14




Tabela C1 — Mapas de potenciais eletrostéaticos calculados para os compostos estudados (continuagéo).
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