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RESUMO

Diferentes metabdlitos canabindides foram investigados por
calculos quanticos e métodos quimiométricos para estabelecer as correlacdes
entre a estrutura quimica e a psicoatividade. Otimizacdes de geometria e
diversas propriedades fisico-quimicas foram obtidas através de calculos semi-
empiricos (AM1, PM3 e PMb5) e teoria de densidade funcional (DFT). Diversos
descritores moleculares foram calculados a partir das propriedades e
submetidos aos meétodos quimiométricos para tratamento multivariado dos
dados, incluindo a andlise de componente principal (PCA), a andlise
hierarquica de agrupamentos (HCA) a andlise de cluster ndo hierarquica (K-
Means), o método do vizinho mais proximo (KNN) e redes neurais artificiais
(RNAs). Dentre todos os descritores moleculares calculados, os mais
relevantes para discriminar a psicoatividade sdo aqueles relacionados as
propriedades eletronicas, lipofilicas e estereo-geométricas (LUMO, T2 e Log P).
Os compostos foram classificados em grupos psicoativos (A1) moderadamente
psicoativos (A2) e psicoinativos(B). Os modelos obtidos foram usados para
estudar outros 22 compostos canabindides e as previsdes relacionadas a
psicoatividade estdo de acordo com as evidéncias experimentais.

Palavras de chaves - Calculos teéricos; Quimiometria; Descritores

moleculares; Canabinoides, SAR



ABSTRACT

Different cannabinoids metabolites have been investigated from quantum
calculations and chemometric methods to establish correlations between
chemical structure and psychoactivitys. Geometry optimizations and several
physical-chemical properties were obtained from calculations semi-empirical
(AM1, PM3 e PM5) and theory density functional calculations (DFT). Several
molecular descriptors were obtained these properties for multivariate treatment
and some chemometric methods were applied including principal component
analysis (PCA), hierarchical cluster analysis (HCA), nonhierarchical cluster
analysis (K-means), nearest neighbor (KNN) and artificial neural networks
(RNAs). Among all the molecular descriptors calculated, the most relevant ones
to discriminate according to their psychoactivity were those related to electronic,
lipophilic and stereo-geometric properties (LUMO, T2 e Log P). Thus, the
compounds were classified into psychoactive (Al), moderately psychoactive
(A2) and psychoinactive (B) groups. The models obtained were used to study
additional 22 cannabinoids compounds, and our predictions related to the

psychoactivity were in good agreement with the experimental evidences.

Keys Words - Theoretical -calculations; Chemometric; Molecular
descriptors; Cannabinoids. SAR
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1. INTRODUCAO

O que motivou o presente estudo foi a condi¢do inédita de realizar célculos
tedricos com alguns metabdlitos canabindides. Nos ultimos 14 anos, pesquisadores
brasileiros (SILVA et al., 2008; HONORIO, 2006; 2004; ARROIO, 2004; Da SILVA;
TRSIC, 1995) publicam trabalhos a respeito da relacdo estrutura quimica versus
atividade biologica de compostos canabindides e ainda formularam modelos
convincentes para descrever esta correlacdo. Estes trabalhos, certamente,
contribuirdo para o planejamento racional de canabindides potencialmente ativos e
de aplicacao terapéutica.

E evidente a relevancia da classe de compostos canabinbides em virtude do
elenco consideravel de propriedades terapéuticas descritas na pesquisa bibliografica
atualizada e mostradas no capitulo Consideracfes Gerais.

Os canabindides sdo constituintes quimicos da Cannabis sativa (planta
conhecida popularmente como maconha), tendo como canabindide mais psicoativo
o Tetrahidrocanabinol, conhecido como THC. As evidéncias terapéuticas do uso da
Cannabis ndo s6 dizem respeito as propriedades farmacoldgicas do THC, mas de
outros canabindides classicos e ndo classicos e seus metabdlitos. Russo (2003) em
seu trabalho intitulado “Cannabis is more than simply tetrahydrocannabinol” deixa
clara a importancia destes compostos como arsenal terapéutico.

Os metabdlitos canabindides sdo formados a partir de reacbes de
biotransforma¢des no organismo apos a ingestao e inalacdo da Cannabis sativa.
Segundo Rang (2004) estes bioprodutos podem ser farmacologicamente inativos,
menos ativos ou, as vezes, mais ativos que a molécula original. Calculos teoricos
para metabdlitos canabindides sdo poucos citados na literatura, sendo assim, torna-
se promissor estudos de exploracdo destas espécies de canabindides.

O acervo atualizado e disponivel de literatura relacionada aos metabdlitos
canabindides serviu de base para o0 estudo e entendimento acerca do
comportamento destes compostos no organismo e das propriedades calculadas para

30 metabdlitos canabindides.
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As relacbes entre fatores (eletrbnicos, estéreos e geométricos, lipofilicos e
topolégicos, dentre outros) e estudos realizados de SAR (“Structure-Activity-
Relationship”) e QSAR ("Quantitative Structure-Activity Relationship”) quando
esclarecidas para diferenciar a psicoatividade dos metabdlitos canabinoides,
permitirdo avaliar com mais clareza o comportamento destes no organismo, 0 que
incluem mudancas moleculares e estruturais, trazendo, assim, validagdo as
pesquisas de com canabindides.

Para organizacdo, validacdo e processamento dos dados obtidos dos
descritores calculados foram empregados métodos quimiométricos na intencdo de
descobrir quais os fatores que mais contribuiriam para a distingdo entre a
psicoatividade e psicoinatividade nos canabindides. Ou seja, as analises
guimiométricas foram realizadas para esclarecer as relacdes existentes entre as
variaveis e 0s compostos e que se identificassem o0s agrupamentos entre as
variaveis, e ainda quais conjuntos de compostos permitiriam uma correlacdo QSAR.

As técnicas utilizadas foram aquelas que fazem uso de analise multivariada e
exploratdria de dados: Analise Fatorial (AF), Analise de Componentes Principais
(PCA), Andlise Hierarquica de Agrupamentos (HCA) e técnicas de inteligéncia
artificial por redes neurais (RNAs). Os resultados da andlise exploratoria e
classificatéria permitiram estabelecer o conjunto de variaveis relevantes para
descrever a psicoatividade.

A proposta principal deste trabalho esta fundamentada na avaliacdo da
atividade psicofarmacoldgica para uma série de 30 metabdlitos canabindides, e na
proposicdo de um modelo tedrico consistente e estatisticamente aceitavel com base
nos calculos de quimica quéntica e técnicas quimiométricas para esclarecer as
variaveis relevantes na diferenciacdo da psicoatividade e psicoinatividade para os
metabolitos canabindides.

Mesmo tratando-se de uma tese na area de quimica, fez-se necessario
adentrar numa perspectiva que englobe ndo sé os aspectos fisico-quimicos,
bioldgicos e farmacolégicos, mas também o psicolégico, historico, sociocultural e
antropoldgico desta tematica.

Portanto, o presente estudo tem sua importancia porque vém somar esforgos

as pesquisas com canabindides e pelo carater inédito desta proposta.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo geral contribuir para o esclarecimento dos
parametros moleculares e estruturais que podem influenciar a psicoatividade de
compostos canabindides classicos e ndo classicos e seus metabdlitos, assim como
estabelecer as correlagbes entre as propriedades e os parametros estruturais e
moleculares que permitam descrever a relacdo estrutura quimica versus atividade

bioldégica das moléculas em estudo.

2.2 Objetivos especificos

1. Construir as moléculas em estudo e realizar calculos de mecéanica molecular,
sem-empiricos e DFT para obtencédo das geometrias otimizadas;

2. Calcular e avaliar todos os parametros moleculares (eletrénico, estéreo,
lipofilico e topoldgico dentre outras propriedades correlacionadas), obtidos por
meétodos de quimica tedrica, e selecionar, utilizando técnicas estatisticas, os mais
relevantes para discriminar compostos psicoativos e psicoinativos;

3. Classificar em relagcédo a psicoatividade e psicoinatividade os compostos em
estudo tomando como parametros os canabindides classicos e nao classicos de
reconhecida psicoatividade;

4. Propor um modelo consistente, satisfatério e estatisticamente aceitavel de
correlacdo que possa ser capaz de diferenciar os compostos em relacdo a
psicoatividade e psicoinatividade;

5. Verificar se um conjunto de predicdo (formado por 22 canabindides com
psicoatividade descrita) pode ser correlacionado ao conjunto de treinamento (30
metabolitos estudados) e se 0 modelo sugerido pode ser aplicado para classificar
todos os compostos em estudo, dando assim convalidacdo as equacles

propostas;
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6. Estudar de forma particularizada e geometria e algumas regides de interesse
das moléculas canabindides que sejam importantes para descrever a
psicoatividade;

7. Fornecer uma explicacao racional para a distincédo entre a atividade psicoativa

e psicoinativa dos metabdlitos canabindides em estudo.
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3. CONSIDERACOES GERAIS

3.1 Introducéao

O consumo de substancias que possuem a capacidade de alterar estados da
consciéncia (autoconsciéncia, sentiéncia, sapiéncia) e modificar o comportamento
do individuo, alterando a capacidade de perceber a relacdo entre si e um ambiente
parece ter um dominio universal na humanidade. Nos dias atuais convivemos com
um crescimento significativo no consumo de substancias psicoativas (SPAs) para
estes fins (AZEVEDO, 2000).

Historicamente, as plantas psicoativas tém sido utilizadas ha 5 mil anos pela
humanidade, em diferentes culturas e épocas, e para as mais diversas finalidades,
segundo relata a antropologa Beatriz Labate, uma das pesquisadoras fundadoras do
Nucleo de Estudos Interdisciplinares sobre Psicoativos (NEIP). O uso de psicoativos
tem sido associado a sacramentos; a transmissao de valores culturais; a producéo
artistica; ao autoconhecimento; a expansao da consciéncia e como afrodisiacos,
dentre outros (LABATE & GOULART, 2005).

A sociedade como um todo tem se questionado sobre as motivagcdes do uso
de substancias psicoativas. Parte das justificativas apodia-se no contexto soécio
politico que reforca os valores baseados no consumismo e prazer imediatista
(ARAUJO, 2004).

O Escritério das Nagbes Unidas Contra Drogas e Crime (UNODC) e a
Comisséo Interamericana para o Controle de Drogas (CICAD/OEA) publicaram em
2008 um estudo sobre os padrdes de consumo de Cannabis (droga popularmente
conhecida como maconha). Estes estudos esclarecem que a média de consumo em
seis paises da América do Sul (Argentina, Bolivia, Chile, Equador, Peru e Uruguai) €
de 4,8%, superior a média mundial de 3,9%.

A Cannabis é hoje a droga ilicita mais comumente produzida, traficada e
consumida em todo o mundo (UNODC, 2008). Em média, entre 2005-2006, 3,8% da
populacdo mundial na faixa etéria de 15 a 65 anos usavam Cannabis na forma de
erva (maconha) ou resina (haxixe). O consumo de outras drogas (anfetaminas,

Ecstasy, cocaina, Opio e heroina) manteve-se estavel (UNODC, 2006).
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Apesar de ser utilizada ha séculos para fins recreativos e medicinais e ser
amplamente consumida em todo o mundo, nenhuma droga de abuso provoca mais
controvérsia do que a Cannabis.

Um levantamento do Centro Brasileiro de InformacGes sobre Drogas
Psicotropicas (CEBRID) atesta que em 2001, 6,9% da populacdo brasileira havia
tido algum contato com a Cannabis. Em 2005, essa fatia subiu para 8,8%. Apesar
do aumento, o percentual é bem inferior ao consumo em paises desenvolvidos. Nos
Estados Unidos, por exemplo, 40,2% da populacdo ja tiveram contato com a
Cannabis, o Reino Unido (30,8%), Franca e Italia (26,2%), (22,4%), respectivamente
(CARLINI et al., 2005, 2007).

No Brasil, as primeiras intervencfes do governo para controlar o uso de
drogas ilicitas s6 ocorreram no século XX, a partir da década de 1970, pela lei n°®
6.368/76 que regia as normas contra o trafico de drogas. Vinte e seis anos depois, a
lei 10.409, de 11 de janeiro de 2002, dispunha sobre a prevencéo, o tratamento, a
fiscalizacdo, o controle e a repressdo a producdo, ao uso e ao tréafico ilicitos de
produtos, substancias ou drogas que causem dependéncia fisica ou psiquica. Em
2006, a lei n® 11.343, de 23 de agosto de 2006, instituiu o Sistema Nacional de
Politicas Publicas Sobre Drogas (SISNAD). Atualmente, a legislacao brasileira sobre
o tema passou também a receber contribuicdes da medicina, dando subsidios

tecnocientificos para a legitimacéo do controle do uso de drogas (FIORE, 2005).

3.2 Classificagcdo das substancias psicoativas

H& muita controvérsia ao classificar as substancias psicoativas (CARNEIRO,
2002). As classificagbes mais atuais devem muito ao trabalho pioneiro do
farmacélogo aleméo Louis Lewin dividindo as substancias psicoativas em cinco
classes: sedativos, euforizantes, inebriantes, excitantes e fantasticos (LEWIN, 1932).

Esta taxonomia evoluiu posteriormente para o modelo de trés categorias: 0s
psicolépticos, psicoanalépticos e os psicodislépticos, englobando, respectivamente,
os depressores, 0s estimulantes e os alteradores de consciéncia (KRIPPNER, 1973;
CARNEIRO, 2002). A classificagdo mais consensualmente aceita para tal classe de
substancias psicoativas foi proposta por Jean Delay que as classifica como:
Dislépticas (modificadoras), Lépticas (estimulantes) e Analépticas (depressores)
(DELAY, 1979).
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A classificacdo mais utilizada é que os psicoativos sao alucindégenos, ou seja,
substancias que provocam alucinacdes artificiais e/ou estados euforicos.

Para muitos autores o termo alucindbgeno também seria um exagero porque a
alucinacdo e o delirio ndo causam aumento da atividade ou capacidade mental, e
estes também sdo efeitos caracteristicos das psicoses (LABATE & GOULART,
2005). Outros pesquisadores ja criticam este termo por sugerir uma falsa
consciéncia da realidade, meramente ilusoria.

De acordo com o CEBRID, alucinacdo significa, em linguagem médica,
percepcdo sem objetivo; isto é, a pessoa que estd em processo de alucinacdo
percebe coisas sem que elas existam. “Isto porque a alucinagéo e o delirio nada tém
de aumento da capacidade mental: ao contrario, sdo aberracfes, perturbacdes do
perfeito funcionamento do cérebro, caracteristicos das doengas chamadas psicoses”
(DYCK, 2005).

Outros autores para nomear as substancias psicoativas utilizam o termo
“psicodélico” do grego (psico = alma, mente + delos = manifestacdo, evidéncia)
criado pelo psiquiatra Humphry Osmond, em 1953, para designar “algo com a
capacidade de ampliar ou manifestar a mente” (OSMOND, 1957).

Ja os autores Carlini et. al. (2001), Labate e Goulart (2005) preferem
classificar como psicoticomiméticas - por "imitarem" ou "mimetizarem os estados de
alucinagbes. Para Carlini (2001), drogas psicoticomiméticas sao “drogas
perturbadoras” que produzem mudangas qualitativas do funcionamento do Sistema
Nervoso Central (SNC). Assim, alteragbes mentais que ndo fazem parte da
normalidade como, por exemplo, delirios, ilusées e alucinacdes, sdo produzidos por
estas drogas.

N&o h&d um consenso entre os diversos estudiosos da area. Existem aqueles
que classificam os psicoativos como enteégeno - um neologismo derivado do inglés
“‘entheogen” que vem do grego “entheos” + “genesthe”, que significa “Deus interior” +
“‘que gera”. O significado literal € algo como: “Que gera Deus interior’. A palavra
“‘entheos” também €& a raiz da palavra “entusiasmo”, cujo sentido original dizia
respeito a “inspiragao divina” (HALL, 2007). Ha os que dizem que entedgeno € um
mero sinbnimo de alucindégeno ou psicodélico. Ha autores que consideram que tal
fato ndo se verifica, ja que nem todas as substancias usadas num contexto sagrado

provocam alucinagodes.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Psicodélico
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Ha uma distincdo que se apdia em dois contextos: (1) dentro de uma
realidade religiosa, sagrada e tradicional a experiéncia onde estas substancias séo
consideradas enteogénicas; (2) para fins recreativo, utilizado por cientistas de
geracdes mais recentes, onde elas sdo consideradas psicodélicas.

Por outro lado, a exata denotagcdo do termo alucindbgeno e psicodélico
também é ambigua. A farmacologia ainda ndo chegou a um acordo sobre o termo
para descrever as suas a¢des farmacologicas. Assim, o termo alucinégeno continua
sendo a designacao predominante entre os cientistas mais tradicionais, apesar da
maioria das substancias ndo provocar alucina¢cdes no sentido clinico mais extenso
(CARLINI, 2002). O termo psicodélico continua muito utilizado por cientistas de
geracdes mais recentes, em geral, referindo-se apenas a substancias cujos efeitos
sdo semelhantes aos do &cido lisérgico dietilamida (LSD) ou da mescalina
sintetizado por Albert Hoffman (HOFMANN, 1981).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2004) “substancias
psicoativas” sdo aquelas que ao entrarem em contato com 0 organismo, sob
diversas vias de administracdo, atuam no sistema nervoso central produzindo
alteracbes de comportamento, humor e cogni¢cdo, possuindo grande propriedade
reforcadora, sendo, portanto, passiveis de auto-administracdo (OMS, 2001).

3.2.1 Classificacado pela acdo no Sistema Nervoso Central (SNC)
3.2.1.1 Depressores da atividade do SNC (psicolépticos)

Sao as substancias que tendem a produzir diminuicdo da atividade motora, da
reatividade a dor e da ansiedade, sendo comum um efeito euforizante inicial

(diminuicéo das inibi¢cdes, da critica) e um aumento da sonoléncia, posteriormente.

Séo exemplos desta classe: alcool, ansioliticos benzodiazepinicos, hipnoéticos

barbitUricos, narcéticos (analgésicos opidides) e solventes inalantes.
3.2.1.2 Estimulantes da atividade do SNC (psicoanalépticos)
Sao substancias que levam a um aumento do estado clinico de alerta, insénia

e aceleracdo dos processos psiquicos.

Sa0 exemplos desta classe: cocaina, anfetaminas, nicotina e cafeina.
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3.2.1.3 Perturbadores da atividade do SNC (psicodislépticos, psicodélicas,

psicoticomiméticas e alucindgenas)

Substancias que provocam o surgimento de diversos fendmenos psiquicos
anormais (dentre os quais alucinacdes e delirios), sem que haja inibicdo ou
estimulacdo global do SNC.

S&o0 exemplos desta classe: Cannabis e derivados, LSD25, ecstasy, droga

conhecida como metilenodioximetanfetamina (MDMA) e anticolinérgicos.

3.3 Cannabis sativa

3.3.1 Propriedades botanicas

A Cannabis é uma herbacea® de grande tamanho tendo como espécie mais
conhecida a Cannabis sativa L. (figura 1) classificada por Linnaeus, em 1753
(LORENZI, 2001). Segundo o CONAMA (Comisséao Nacional do Meio Ambiente), a
Cannabis pode ser chamada de uma espécie herbacea/arbustiva. De acordo com a
base de dados do Botanic Garden Conservation International (BGCI), a Cannabis
sativa pertence a familia das Cannabaceae (KARL, 2003). Cannabis e Humulus séo
os dois Unicos géneros desta familia pertencente a classe das Dicotiledoneas,
segundo o Royal Botanic Gardens (RBG, 2008).

arbustos séo definidos como material lenhoso, ramificado, lignificado em toda a sua extensdo
(ORMOND, 2006). Uma classificagdo mais completa sugere que arbustos podem ter estrutura
lenhosa, semi-lenhosa ou herbacea (LORENZI, 2001). Considerando o disposto no §1°, do artigo 1°,
da Resolucdo CONAMA N° 006, de 04 de maio de 1994 que determinam que a fisionomia
herbacea/arbustiva € uma cobertura vegetal aberta ou fechada, com a presenca de espécies
predominantemente helidfilas, utilizaremos neste trabalho a denominacdo de planta
herbacea/arbustiva para a Cannabis sativa.
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Esta classificacdo € atribuida nos trabalhos dos autores Jiang (2006), Hillig
(2004, 2005), Russo e Mcpartland (2003) e Sytsma et. al. (2002), dentre varios
outros, apesar de ser classificada como Moraceae pelos autores Schultes et al.
(1974), Lersten e Curtis (1991), Arroio (2004), Honorio (2005), dentre outros. Neste
trabalho consideraremos a classificagdo botanica da planta como pertencente a

familia Cannabaceae.

© Thomas Schoepke

Figura 1 — Cannabis sativa

Fonte:http://botany.cs.tamu.edu/FLORA/schoepke/can-sa-2.jpg
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A Cannabis sativa cresce em todas as zonas temperadas e quentes, exceto
as florestas tropicais Umidas. O plantio desta espécie é anual e seu ciclo de vida
dura alguns meses. Cresce em torno de 1,5 m de altura possuindo folhagem
ramificada. E recoberta com pelos pequenos de onde é excretada de forma mais
abundante a resina (Haxixe), cujo principio ativo é encontrado na concentracdo
média de 8%. A planta tém um caule fino ndo (RUSSO, 2003). Fatores genéticos e
ambientais tais como varia¢cdes do solo, clima, estacdo do ano, época de colheita,
tempo de cultivo (maturacdo da planta) e tratamento da amostra (secagem,
estocagem, extracdo e condi¢Bes de andlise), podem influenciar o teor e o potencial
psicoativo da planta, (NAHAS, 1984).

Por ser uma planta didica € composta de espécimes masculinos e femininos
(RUSSO, 2003). Ha relatos que apenas a planta fémea possui o principio ativo,
porém estudos recentes consideram que as plantas (macho e fémea), produzem,
aproximadamente, as mesmas quantidades de canabindides e mesmo grau de
atividade (NAHAS, 1984). Além da espécie sativa, duas outras espécies sao
conhecidas: a Cannabis indica e Cannabis ruderalis, como ilustra a figura 2.

|

Cannabis sativa  Cannabis indica  Cannabis ruderalis

Figura 2 — Tipos de folhagem de espécies do género Cannabis.

Fonte: http://www.weedfarmer.com/growing_guide/cannabis_indica_sativa.php
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Alguns autores propdem outras classificagdes mais abrangentes: Uma dessas
definem 4 espécies distintas: sativa, indica, ruderalis e afghanica de acordo com
(MC PARTLAND et. al., 2002), e outra classificacdo indicam 7 espécies distintas:
ruderalis, sativa ssp. sativa, sativa ssp. spontanea, indica ssp. kafiristanica, indica
ssp. indica, indica ssp. afghanica e indica ssp. Chinensis (HILLIG, 2005). A sequir,

trataremos das duas espécies mais comuns: indica e ruderalis.

3.3.2 Cannabis indica

Desenvolvem gomos grandes e densos de onde se produz principalmente o
haxixe (resina seca e compactada, extraida das flores e das inflorescéncias
femininas, contendo de 10-20% de principios ativos). Esta resina é normalmente
chamada apenas de haxixe nos paises ocidentais e charas na india
(MCPARTLAND, 2002).

3.3.3 Cannabis ruderalis

E uma variedade de maconha que cresce selvagem em algumas partes da
Europa Oriental e da Russia. E caracterizada pelo seu florescimento precoce, menor
tamanho em relacdo as outras Cannabis, de onde se retira a fibra, chamada de
canhamo (SCHULTS, 1974). Nao possui ingredientes psicoativos e tem baixos
teores de canabindides (compostos presentes na planta Cannabis) (HILLIG, 2005;
2004).

Algumas outras variedades de Cannabis, proveniente do cruzamento entre
espécies sativa e indica sdo conhecidas como Skunk e apresentam teores que
chegam entre 30-35 % de THC.

3.3.4 Aspectos histéricos do uso da Cannabis

A planta Cannabis é consumida pela humanidade ha 10.000 anos, com a
descoberta da agricultura. E uma das primeiras plantas a ser cultivada pelo homem.
A planta era utilizada para obtencdo de fibras, 6leo, sementes e consumidas como

alimento e por suas propriedades alucinégenas (SARTON, 1952).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cannabis_indica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cannabis_ruderalis
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Os primeiros cultivos botanicos da Cannabis s&o atribuidos a Asia Central, e
seu uso foram espalhados pelo mundo inteiro pelo homem desde milhares de anos,
como uma fonte de alimento, energia, fibra e preparacbes medicinais ou narcéticas
JIANG; ZHAO, 2006; RUSSO, 2003; LI, 1975).

Os primeiros registros escritos do uso de Cannabis datam 2.737 a.C., pelo
imperador chinés Shen Nung para tratamento de gota, de maléria, de dores
reumaticas e de doencas femininas. A primeira farmacopéia escrita - O Pen Tsao
Ching - em 100 d.C., baseada nas compilacbes de plantas com propriedades
farmacoldgicas do imperador Shen Nung, mostrava que o0s chineses ja conheciam
ha alguns milénios as propriedades alucindgenas da Cannabis, (Li, 1974). Nesses
periodos a utilizacdo da planta estava ligada ao misticismo e ao curandeirismo.

Quando os europeus chegaram a China, no século Xlll, tal habito havia
declinado e caido em desuso, permanecendo apenas o cultivo da planta para a
obtencao de fibras téxteis.

O primeiro escritor a mencionar o seu uso para fabricacao de cordas e tecidos
a partir do canhamo é Herddoto deixando inscricdes narrativas da utilizacdo da
Cannabis pelos povos daquela época. Para Schultes (1974), a evidéncia da
utilizacdo como fibra € de 6000 anos, e vem da existéncia de um tecido de canhamo
encontrado num dos mais antigos sitios arqueoldgicos habitados por humanos na
Asia naquela época.

No século Xll, os arabes lutavam ferozmente e matavam cruelmente sob o
efeito do haxixe. Eram os “haschicins”, termo que deu origem a palavra assassino.
Os gregos e romanos nao tiveram por habito utilizar a maconha com propésitos
alucinégenos, apesar de conhecerem tais propriedades. A medicina ocidental,
iniciada pelos filosofos Hipocrates, Galeno e Dioscorides, utilizava a Cannabis como
medicamento para alguns tumores e observaram que 0 uso continuado era capaz de
causar esterilidade masculina e inibir a produgéo de leite na mulher, (ALMEIDA,
2008; 2002).

No inicio da Idade Média a planta foi praticamente esquecida. JA o Império
Islamico conviveu com a planta e a espalhou pelas regides conquistadas. Somente a
partir das Cruzadas (séculos Xl - Xlll) e das grandes navegacfes européias que a
maconha voltou a ser conhecida no continente, trazida da China, india e Oriente

Médio onde era mais usada como parte de rituais religiosos.



32

A erva foi trazida para a América do Sul pelos colonizadores e as primeiras
plantac6es foram realizadas no Chile, pelos espanhdis. No Brasil, a planta chegou
durante o século XVI, trazida pelos escravos africanos que a utilizavam em rituais de
candomblé, e também foi incorporada aos rituais de algumas tribos indigenas.

No final do século XIX, a Cannabis passou a ser um medicamento utilizado
por muitos laboratérios farmacéuticos americanos para produzir analgésicos, evitar
convulsdes e dilatar os brénquios (RUSSO, 2003). Naquela época a Europa
estava voltada aos seus movimentos culturais, e o consumo de haxixe foi marcante.
O interesse da medicina pela erva reduziu-se no século seguinte dando lugar a
outras drogas como a morfina e barbitdricos, que apresentavam melhores
resultados.

No inicio do século XX o uso medicinal da Cannabis se deparou com
pressdes socio-politicas importantes que levaram ao declinio do seu uso e, nos
Estados Unidos da América (EUA), as pesquisas foram cessadas quase que
completamente no inicio dos anos 90. Logo depois, o congresso americano instituiu
o Decreto de Proibicdo da Maconha (Marijuana Tax Act) proibindo o cultivo,
comercializacdo e uso dos derivados da planta (CHALSMA, BOYURN, 1994).
Apesar da ilegalidade, na Europa, especificamente na Inglaterra, continuou sendo
utiizada em novas pesquisas que comprovassem seus beneficios terapéuticos
(BAKER et al., 2003).

3.3.5 Efeitos fisioldgicos e farmacolégicos da Cannabis

A Cannabis sativa L. era considerada a principal droga da farmacopéia
durante séculos e utilizada em rituais religiosos pelos povos Assirios (HENSEN,
2005). Entretanto, a utilizacdo desta planta para finalidades medicinais foi limitada
por causa dos efeitos psicoativos de alguns canabindides (KALANT, 2004;
GROTENHERMEN, 2003; TANDA, 2003).

A aplicacao da Cannabis para fins terapéuticos sé evoluiu apos a descoberta,
caracterizacao e elucidacao da estrutura do principio ativo responsavel pelos efeitos
nocivos da planta, o Tetrahidrocanabinol (A°~THC), por Gaoni e Mechoulan (1964).
O isdémero A® — THC, presente em pequena porcentagem na planta, produz efeito

farmacoldgico similar ao A°~THC, porém, numa poténcia menor.
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Esta descoberta abriu as portas para a investigacéo cientifica a respeito das
propriedades biologicas e médicas dos canabindides e serviu para o
desenvolvimento de diversos derivados com capacidade terapéutica e também
contribuiu para esclarecer os efeitos psicoativos da planta. Somente em 1991 a
Cannabis foi reconhecida pela OMS como medicamento (GODOY - MATOS, 2005).

Nos ultimos anos, o interesse acerca do uso terapéutico dos canabinoides
cresceu e varias aplicacdes farmacéuticas tém sido relatadas, tais como disturbios
de motricidade e dores neuropéticas em pessoas portadoras de esclerose muiltipla®
(BARNES, 2006; AMTMANN et al., 2004); antiemético no tratamento dos espasmos
musculares, ndusea e vomito causado por quimioterapias (WILLIAMSON; EVANS,
2000; TRAMER et al., 2001); reduz a perda de apetite em pacientes terminais de
AIDS/HIV (RUSSO, 2003). Também no tratamento de doencas neurodegenerativas,
tais como a doenga de Alzheimer; o mal de Parkinson's e a perturbagao cerebral
relacionada com HIV ou AIDS (DESAI; GROSSBERG, 2005); na diminuicdo da
pressdo intraocular em portadores de glaucoma e doencas cardiovasculares
(WILLIAMSON; EVANS, 2000) e diminuicdo da propagacédo de células cancerigenas
pelo virus do herpes simplex (CABRAL, 1993). Outras propriedades terapéuticas
foram também citadas na literatura, tais como: anticancer (GUZMAN, 2003),
antitumoral (ZHU et al. 2000), anestésico (SYMONS, 2002), analgésico e
antiinflamatério (DE MEDICIS; TETRAUT, 2007; BURNS, 2006; PERTWEE, 2006;
2004; ZUARDI, 2006; BURSTEINS et al, 1998; FORMUKONG, et al. 1988;
MECHOULAM, 2005,1970) e antiepilético (CARLINI, 1981).

3.3.6 Compostos canabindides naturais

Sdo mais de quatrocentos produtos quimicos ativos, destes, 61 sao
canabindides, contudo, nem todos sdo psicoativos. Um total de 421 compostos
guimicos de diversas classes foram ja encontrado na planta Cannabis sativa e estéo

mostrados na tabela 1.

2 A esclerose maltipla é um distdrbio no qual ocorre desmielinizacdo de areas isoladas dos nervos
dos olhos, do cérebro e da medula espinhal. O termo esclerose mdltipla € decorrente das mdltiplas
areas de cicatrizacdo (esclerose) que representam muitos focos de desmielinizagdo no sistema
nervoso. E uma doenga progressiva que se caracteriza por espasmos musculares, dores, tremores,
problemas de equilibrio, cansaco e incontinéncia.
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Tabela 1 — Classes e quantidades de compostos encontrados na Cannabis sativa

Classes Quantidades Classes Quantidades
Canabindides 61 Cetonas simples 13
Canabigerol (CBG) 6 Acidos simples 20
Canabicromeno (CBC) 4 Acidos Graxos 12
Canabidiol (CBD) 7 Esteres e Lactonas simples 13
A’ —THC 9 Esteréides 11
A~ THC 2 Acucares e analogos 34
Canabiciclol (CBL) 3
Canabielsoin (CBE) 3 Monossacarideos 13
Canabinol (CBN) 6 Dissacarideos 2
Canabinodiol (CBND) 2 Polissacarideos 5
Canabitriol (CBT) 6 Ciclitois 12
Outros canabinoides 13 Amino- agucares 2
Compostos Nitrogenados 20 Terpenos 103
Bases quaternarias S Monoterpenos 58
Amidas 1 Sesquiterpenos 38
Aminas 12 Diterpenos 1
Alcal6ides espermidinas 2 Triterpenos

Misturas de terpendides 4

Amino&cidos 18
Proteinas, Glicoproteinas
e enzimas 9 Fendis ndo-canabindides 16
Hidrocarbonetos 50 Glicosideos Flavondides 19
Alcoois simples 7 Vitaminas
Aldeidos Simples 12 Pigmentos 2

Total de compostos 421

Fonte: adaptada de Hondrio et al. (2006)



35

Na figura 3 sdo mostrados 09 canabindides encontrados na natureza, sendo

alguns deles produtos de degradacédo e/ou precursores de outros canabindides.
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Figura 3 — Estrutura de 09 canabinéides naturais: a°-tetrahidrocannabinol (a°-
THC), 42 - tetrahidrocannabinol (s®-THC) Canabidiol (CBD), Canabinol (CBN),
Canabigerol (CBG), Canabicromeno (CBC), a%-tetrahidrocanabivarin (a°-
THCV), Canabielsoin (CBE) e Canabicitran (CBT). Moleculas desenhadas no
editor de estruturas e equagdes quimicas Isis Drawn 2.4.
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O primeiro quimico a ter sucesso na obtencdo de um extrato ativo da planta
Cannabis foi Wood (1896) obtendo um o6leo vermelho que apresentava atividade
biologica. Varios canabinoides foram obtidos a partir desta época até a preparacao
de novos compostos por Adams e colaboradores (1949). Uma das rotas levou a um
composto com intensa atividade biologica, sendo o mais ativo, dentre os Varios
derivados preparados — era o Tetrahidrocannabinol, A>-THC, mais conhecido como
THC (figura 3). Poucos anos depois, Adams, Harfenist e Loewe prepararam novos
analogos Tetrahidrocannabinol, contudo n&o conseguiram identificar o THC,
(ADAMS et al., 1949).

Foi somente em 1964 que um salto foi dado no sentido de obter o THC na
forma pura, extraido a partir da Cannabis. Os quimicos Gaoni e Mechoulam
obtiveram o extrato hexanico de Cannabis e utilizando o método de cromatografia
em camada delgada conseguiram separar e posteriormente identificaram varios
canabindides descritos a seguir; A°-THC (THC); canabiciclol (CBL); canabidiol
(CBD); canabinol (CBN); canabicromeno (CBC); canabigerol (CBG); substancias nao
canabindides; graxas de produtos apolares; compostos polares e polimeros (GAONI;
MECHOULAM, 1964). Todos os compostos estdo mostrados na tabela 1 e figura 3.

A descoberta do A>~THC marca o inicio de avancos importantes para os
estudos que até entdo vinham sendo desenvolvidos nesta area. Diante disto, mais
pesquisas para isolar, caracterizar e sintetizar outros canabindides despertaram o
interesse dos diversos pesquisadores e algumas das principais rotas sintéticas
foram sugeridas e o metabolismo dos canabindides, bem como as rotas
biossintéticas, que até entdo eram desconhecidas, foram esclarecidas. Os aspectos
relevantes destes trabalhos foram descritos por autores em artigos de revisao nos
dltimos anos (PERTWEE, 2006; MECHOULAM; HANUS, 2001).

Dos canabinodides encontrados na planta, o CBN e o CBD, figura 3, nao
apresentaram psicoatividade (ZUARDI, 1991), sendo que o CBN € um produto da
degradacdo da Cannabis e ndo é encontrado na planta in natura (DRUMMER,;
ODELL, 2001). O CBD tem também propriedades anticonvulsante como o A>~THC,
também sendo eficaz em reduzir danos neurolégicos pés-trauma (ZUARDI, 2006).

O Canabidiol (CBD) esta presente na maior parte dos preparativos de
Cannabis e estes sdo conhecidos pelos seguintes nomes: a) Haxixe, Hashish ou
Hasheesh, é uma resina com aspecto de uma pasta semi-solida; b) “Fumo da

Angola”; ¢) “Hemp”; d) “Ganja”: sao partes superiores das plantas femininas que séo
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secadas antes de serem consumidas; e) “Dagga”; f) “Sinsemilla”; g) “Bhang” ou
"Bangue”: sdo as partes das plantas, principalmente as florescéncias das plantas
femininas ndo fecundadas, que contém as menores concentracdes de THC (1 a
2%); h) “Kanaba”; i) “Chasra” ou “Chasra”: sao as resinas extraidas das flores das
plantas; j) “Hash Oil": € o 6leo obtido das florescéncias, que contém a maior
concentracdo de THC; k) "Maconha” ou "marijuana”. é a mistura de varias partes da
planta, principalmente as florescéncias, as sementes, os talos e as folhas das partes
superiores, que sao preparadas e secadas. Este Ultimo é a preparacdo de maior
consumo nos paises ocidentais (CORBETT, 1982).

O potencial terapéutico da Cannabis esta ligado ao grande numero de
substancias quimicas ja encontradas em amostras da planta, sendo os canabinoides

a principal classe responsavel por estes efeitos.

3.3.7 Potencial terapéutico dos canabindides

O potencial antioxidante de uma mistura de THC com o CBD, os dois
canabindides mais abundantes na planta Cannabis sativa, foi relatado por Hampson
(2000) para o tratamento de patologias associadas a processos oxidativos levando
as respostas auto-imunes. O stress oxidativo encontra-se ligado a diversas doencas,
tais como: arterosclerose mdultipla (MECHOULAM, 2001), doenca de Parkinson e a
doenca de Alzheimer, todas estas foram discutidas por Lastres e Fernandez (2006)
utilizando canabinoides para o tratamento dos doentes.

Os efeitos de analgesia e as propriedades antiinflamatérias dos canabindides
sdo notadamente as mais estudadas ao longo dos anos. Recentemente estudos do
uso de canabindides na dor cronica e em cuidados paliativos foram realizados por
Bonfa et al. (2008).

Pertwee (2006) em seu artigo intitulado “Cannabinoid pharmacology: The first
66 years” descreve os primeiros 66 anos de estudos das propriedades terapéuticas
da Cannabis. As propriedades analgésicas e antiinflamatorias atribuidas a planta
nao se limitam apenas ao THC.

Ultimamente, estudos realizados por Gertsch et al. (2008) indicaram outro
constituinte potente para o tratamento de inflamagdes e dores: o (E)-B-cariofileno,
(E-BCP) — um sesquiterpeno aromatico — encontrado nos 06leos essenciais das

plantas Cannabis que contém em média 35% de (E)-BCP. Alimentos como pimenta-
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do-reino, orégano, manjericao, limdo, canela, cenouras e aipo contém alto teor
desse componente. Os pesquisadores comprovaram que o (E)-BCP tem potencial
atividade antiinflamatéria ao interagir com receptores cerebrais chamados CB2, (cujo
funcionamento em geral ndo tem relacdo com o sistema nervoso), podendo ser
considerado um potente antiinflamatério ndo psicoativo.

Embora os canabindides exercam efeitos diretos sobre um determinado
namero de 6rgaos do corpo humano, incluindo o sistema imunoldgico e reprodutivo,
0os principais efeitos farmacolégicos observados estdo relacionados ao SNC
(IVERSEN, 2003).

Em contrapartida, o uso da Cannabis também causa riscos para a saude e
dependéncia, provocando mudancas fisicas, mentais, emocionais, cardiovasculares
e respiratérias (BONFA, 2008; WEINSTEIN, 2008; MOORE, 2007; DEGENHARDT
et al., 2003; POPE, 2001) e comportamentos adversos, e, ao contrario a opiniao
popular, estes efeitos podem ser aumentados com o uso prolongado da droga.

Fumar cigarros de maconha prejudica os pulmdes e as vias respiratorias e
aumenta o risco de desenvolver bronquite crénica ou cancer de pulmao em usuarios
cronicos (BONFA et al., 2008); os preparos de maconha destroem interligacdes
entre neurdnios influenciando a memoria instantdnea e 0s processos cognitivos
conscientes (HEISHMAN et al. 1997); perturba as habilidades verbais (BLOCK;
GHONEIM, 1993) e o julgamento (GRAHAM et al., 1998) e distorce também a
percepcdo (AMERI, 1999).

Outras investigacdes de possiveis prejuizos cognitivos residuais decorrentes
do uso crénico da maconha também foram relatadas mais recentemente (NIDA,
2007; KALANT, 2004).

O uso de canabindides também enfraquece o sistema imune (ZHU et al.
2000), ou seja, a protecdo do organismo contra as doencas € diminuida e a
proliferacdo de virus, bactérias, fungos, células cancerosas etc., pode acontecer
com mais frequéncia (GUZMAN, 2003).

A diminuicdo do ritmo respiratorio € um dos efeitos fisioldgicos tipicos da
ingestdo de Cannabis e isto reflete no sistema cardiovascular ocasionando
taquicardia e vasodilatacéo, segundo relatos (KALANT, 2004).

O efeito fisioldgico do A’-THC no sistema cardiovascular mostrado no grafico
1, a seguir, indica 0 aumento do ritmo cardiaco como reflexo da maior concentragéo

de THC, sendo o pico maximo entre 15-30 minutos apos a ingestao.
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Gréfico 1 — Efeito fisiolégico do A’-THC no sistema cardiovascular
Fonte: ABRAHAM, 2007
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Para os que ja consomem a Cannabis a um longo tempo, quando submetidos
a tratamento, h4 casos de ocorréncia da sindrome de abstinéncia. Estudos
realizados por Almeida, (2008) mostram prejuizos significativos no periodo inicial do
tratamento por ndo poder demonstrar os déficits residuais do uso da Cannabis.

Além disso, evidenciou-se que diante da cessacao abrupta de altas doses de
tetrahidrocanabinol (THC) produzia-se uma sindrome de abstinéncia semelhante
aquela produzida por drogas sedativas de longa duracdo (COMPTON et al., 1990).

Mais recentemente, Gonzales et al. (2008) demonstraram nos estudos outras
ocorréncias de sindrome de abstinéncia a derivados canabindides naturais e
sintéticos.

Nem todos os efeitos observados podem ser atribuidos ao THC sozinho. O
CBD (canabidiol) (mostrado anteriormente na figura 3) pode modular a acdo do THC
como, por exemplo: doses de CBD/THC reduzem dores neuropaticas periféricas e
apresentam propriedades ansioliticas (medicamentos que tém a propriedade de
atuar sobre a ansiedade e tenséao) (CRIPPA et al., 2005); auxiliam em processos de
aprendizagem/memoria (ZUARDI, 2006), dentre outras.
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Nos ultimos 30 anos varios cientistas brasileiros desenvolvem estudos
pioneiros com o0s canabindides, e muitos destes estdo realizando pesquisas
recentes em areas distintas, sdo elas: averiguacfes epidemioldgicas no uso da
Cannabis (CARLINI, 1981, 1970); estudos das propriedades terapéuticas de
compostos da planta Cannabis sativa (HONORIO, 2006; ZUARDI, 2006; ALMEIDA
et al., 2008); comprovacdo dos efeitos neurolégicos pelo uso da Cannabis
(GUIMARAES, 2008); sintese de canabinoides enddgenos (DI MARZO, 2008);
mapeamento do sistema canabindide enddgeno e seus receptor (MOREIRA, 2008)
canabindides antagonistas (TAKAHASHI et al., 2005) e também estudos tedricos
para esclarecer correlagbes entre a estrutura quimica e a atividade biolégica dos
canabindides (SILVA, 2008; ARROIO, 2006; HONORIO, 2006, 2004; DA SILVA,
1995).

3.4. Os Canabindides

Canabindides é uma classe de compostos contendo 21 atomos de carbono,
além de seus produtos de transformacdo e analogos. Estes compostos séo
nomeados utilizando diferentes sistemas de numeracao em funcdo da classificacao

dada e todos estdo mostrados a sequir.

3.4.1 Sistema de numeracao para os canabindides estudados

R

anel dibenzopirano

Sistema dibenzopirano

Figura 4a - Sistema de numeracéo dibenzopirano. Fonte (Razdan, 1979)
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A ilustracdo na figura 4a mostra o sistema dibenzopirano utilizado por alguns
autores (RAZDAN, 1979). Observa-se que a ordem do anel ABC é dada partindo-se
do anel com a numeragcdo C-1. Assim, o anel A, neste sistema é o anel que tem o
grupo R ligado no carbono de numero 3, sendo diferente do sistema THC que

classifica 0 anel A para o anel aliciclico (figura 4b).
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Figura 4b — Sistema de numeracao monoterpeno, benzopirano e THC.
As moleculas foram desenhadas no editor de estruturas e equacdes quimicas
Isis Drawn 2.4. Fonte: adaptada de Reggio, (1987) e Hondrio, (2006).

Os sistemas de numeracao mais utilizados estdo mostrados nas figuras 4b: o
sistema monoterpeno (MECHOULAM, 1970), dibenzopirano (RAZDAN,1979) e o
sistema THC (Reggio, 1987). O sistema THC € o mais utilizado atualmente e permite
mostrar que a numeragao AS-THC e AL-THC podem ser justificados igualmente
(figura 4b).
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3.4.2 Isbmeros do A>-THC

A estereoquimica absoluta do A°-THC foi determinada por Mechoulam e
Gaoni (1967) e em seguida Petrzilka et al., (1969) sintetizou 0 A°-THC na sua forma
racémica.

Os isémeros A°-THC e A®-THC, figura 5, apresentam propriedades
psicoativas, mas em proporcao distintas. Destes isbmeros 0 menos psicoativo € o
AB-THC, porém também é encontrado na planta na forma in natura.

O enantiémero (A°-THC) de nome oficial (6aR,10aR)-60.,7,8,100-Tetrahidro-
6,6,9-trimetil-3-pentil-6H-dibenzo(b,d)-piran-1-ol foi isolado e identificado a partir da
resina da planta Cannabis e vem sendo reconhecido como o constituinte majoritario
e principal responsavel pelos efeitos psicoativos desta planta (GAONI;
MECHOULAM, 1964).

Segundo Mechoulam, (1980) s&o os isdbmeros trans 0s que apresentam
afinidade por receptores canabindides e mostram atividade psicoativa. Na figura 5
estdo representados os dois enantidmeros: RR (-)-trans-A%-THC e 0 SS (+)-trans-A°-
THC. Destes enantibmeros os RR (-) (-) sédo 10-100 vezes mais potentes do que 0s
SS (+) (-) (MECHOULAM, et al. 1980).

(=3Frans-A2-THC (+)rans-A2-THC
BaR, 10aR) {Gas, 10aS)

Figura 5 — moléculas enantioméricas do A°-THC.
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3.4.3 Canabindides sintéticos

Nos Estados Unidos, atualmente, sdo produzidos medicamentos
canabindides sintéticos aprovados no Food and Drug Administration (FDA - U.S)
(FDA, 2008) para alivio das nauseas e vomitos causados pelo tratamento de
guimioterapias, e para estimulacédo do apetite nos doentes terminais de AIDS, e séo

0S seguintes :

3.4.3.1 Cesamet™ (Nabilone) — Um farmaco sintético de administracdo oral
composto de Nabilone, (%)-trans-3-(l,I-dimetilheptil)-6,6a,7,8,10,10a-hexahidro-I-
hidroxi-6-6-dimetil-9H-dibenzo[b,d]piran-9-one (figura 6) comercializado pelo nome
de Cesamet, por “Valeant Pharmaceuticals International” e também desenvolvido
pelo laboratério “Eli Lilly” (Indianapolis - EUA). O comité do National Comprehensive
Cancer Network (NCCN, 2006) divulga os efeitos e tolerabilidade do Nabilone no

tratamento das neuropatias auxiliares (BARNES, 2006).

3.4.3.2 Marinol® (Dronabinol) — Medicamento sintético composto de Dronabinol,
(6aR-trans)-6a,7,8,10a-tetrahidro-6,6,9-trimethyl-3-pentil-6H-dibenzo[b,d]piran-1-ol -
(THC sintético) (figura 6). Um ingrediente ativo comercialmente conhecido por
Marinol. Primeiramente desenvolvido pelo laboratério Roxane (Columbus — EUA) de
1987 até 1992, quando a Unimed Pharmaceuticals, Inc. (FDA, 2008), assume a
responsabilidade por toda fabricacao, distribuicdo e comercializacdo deste farmaco.

Outros medicamentos canabindides também séo produzidos na Europa e Canada.

3.4.3.3 Sativex® - Medicamento composto de Cannabis aprovado para
comercializacdo no Canada pelo laboratério GW Pharmaceuticals PLC e a Bayer
AG. E um pulverizador de boca sublingual para o alivio da dor em tratamento de
esclerose multipla (EM) e também como coadjuvante analgésico no tratamento do

cancer.

3.4.3.4 Rimonabant® (SR141716) — Uma equipe francesa, a Sanofi-Synthelabo
desenvolveu uma droga antagonista CB1, um medicamento que impede a ligacéo do

THC ao receptor CB1, para tratar a obesidade através da redugéo do apetite.
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Sua estrutura esta mostrada na figura 6. Para os cientistas, se os efeitos

psicoativos surgem quando o A®-THC liga-se a neuroreceptores canabinéides (CB1),

no cérebro, um medicamento que impeca a ligacdo do THC no CB1 teria, por sua

vez, propriedade psicoinativa (inativo a psicoatividade).

e

Cesamet
(Mabilone)

THZ

( Marinol) = THC sintetico

Cl Hirmonzhant
[SRT4T716)

‘ OH
c ‘

H,C HO
Canahidiol (CED)

(Sativex) = THC + CED

Figura 6 — Canabindides sintéticos comercializados
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3.4.4 Mecanismo de atuacdo dos canabindides

As drogas psicoativas influenciam diretamente a liberacdo, captacdo e
interligacdo de componentes dentro da fenda sinaptica (espaco livre entre um
neurbnio e outro), conforme mostrado na figura 7. Estes componentes sao
mediadores quimicos (neurotransmissores) que agem sobre os mecanismos de
transmissao dos estimulos entre neurdnios (CARLINI, 2005).

Os neurotransmissores sdo moléculas pequenas que na sua maioria Sao
derivados de precursores de proteinas e promovem respostas excitatérias ou
inibitérias entre neurdnios que se interligam por sinapses quimicas.

A sinapse microscoépica na figura 7 mostra a funcdo normal de liberacdo de
neurotransmissores dentro da fenda sinaptica. O potencial de acdo ao chegar ao
terminal nervoso da célula pré-sinaptica desencadeia a entrada de fons Ca®" que
vdo motivar a liberacdo de neurotransmissores contidos em vesiculas que se
fundem a membrana pré-sinaptica.

Segundo a OMS (2004), as substancias psicoativas tém a propriedade de
simular os efeitos de neurotransmissores naturais ou enddégenos (aqueles que sédo
produzidos naturalmente pelo organismo), ou de interferir na funcdo normal do
cérebro bloqueando uma funcao ou alteando os processos normais de acumulacao,

liberacao e eliminacdo de neurotransmissores.

SINAPSE - MICROSCOPICA

Molécplas de
Neurotransmissores
nas Vesiculas

%

Axodnio

Impulso :
Nervoso p >

Dendrito
Fenda Sinaptica

Figura 7 — Botéo terminal e sinapse microscopica

Fonte:http://www.psiqweb.med.br
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O sistema canabinoide influencia a intensidade da atividade de outros
sistemas sobre o cérebro. A atividade do sistema canabindide é capaz de inibir tanto
o sistema GABA, quanto o sistema glutamato. O sistema GABA é considerado o
sistema inibitorio do SNC, ou seja, diminui a acdo das outras estruturas do cérebro.
O sistema glutamato é excitatério, isto €, sua acéo estimula o SNC. Ambos, sistema
inibitério e excitatorio, trabalham sincronizados. Nos momentos de relaxamento,
despreocupacéao e sono prevalecem o sistema GABA, enquanto o sistema glutamato
predomina nas acdes que requerem atencdo e vigilia (BAMBICO; 2007). Dessa
forma, o sistema canabindide parece ser responsavel pela modulacdo da atividade
inibitoria e excitatéria do cérebro. Assim, em periodos de maior atividade (trabalho,
estudo, jogos que requeiram atencdo e concentracao), o sistema canabindide exerce
inibicdo sobre o sistema GABA. Ja em periodos marcados pela tranquilidade e pela
despreocupacéo, a acdo canabindide recai sobre o sistema glutamato.

Relatos de Volkow (2001) esclarecem que os canabindides afetam a
motivacdo e o aprendizado. Estes estudos indicam haver diversos
neurotransmissores envolvidos nestes processos e um dos sistemas que sofre
regulacdo apdés a liberacdo destes neurotransmissores é o sistema enddécrino
(BEAR, 2002).

O processo motivacional de um individuo depende de interacbes de varios
sistemas de neurotransmissores centrais. Dentre esses neurotransmissores, a
dopamina®, serotonina* e noroadrenalina® parecem ser os mais envolvidos no
mecanismo de resposta no organismo pelo consumo de canabindides (DI CHIARA,
1997; 1997; BEAR, 2002). Relatos de Volwow (2001) esclarecem que o0s
canabindides fazem aumentar a atividade da dopamina na passagem mesolimbica
(passagem pelas vias dopaminérgicas). Os neurdnios que produzem a serotonina
tém sua atividade aumentada promovendo um efeito antidepressivo pelo uso de
canabindides, contudo, em doses mais altas o efeito & contrario (BAMBICO; 2007).

O efeito de analgesia dos canabindides esta associado a noroadrenalina.

3 Dopamina: Controla niveis de estimulacdo (humor, apetite, sexualidade e sono) e regulagao
znotoras em muitas partes do cérebro.

Serotonina: No sistema nervoso central estd envolvida no controle do estado de sono ou vigilia,
consciéncia, agressividade e humor.
® Noroadrenalina: possui acdo depressora sobre o SNC. A liberacdo de noradrenalina produz
aumento no estado de alerta, sentimentos positivos de recompensa e analgesia e pode também estar
envolvida em comportamentos instintivos basicos como fome, sede, emogdes e sexo.
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O sistema GABA e glutamato estdo espalhados por todo o cérebro. Ja o
sistema canabindide, apesar de difuso, estd mais concentrado no cortex frontal,
nacleos da base, cerebelo e sistema limbico. Essas estruturas estao intrinsecamente
relacionadas as funcgbes psiquicas superiores, a motricidade e ao comportamento
emocional. As fungbes desempenhadas por estas estruturas sédo diretamente
influenciadas pelos sistemas GABA e glutamato e moduladas pelo sistema
canabindide.

A via neurolégica mais envolvida nas dependéncias por drogas é o chamado
sistema limbico de recompensa, mostrado na figura 8. Este sistema € acionado apos
a liberagdo de neurotransmissores para restabelecer a sensacao de prazer e bem
estar por ocasido do consumo do psicoativo. Estudos indicam haver diversos
neurotransmissores envolvidos na sensacdo de prazer, além da liberacdo da
dopamina (MOREAU, 1996; BEAR, 2002). A funcdo mais conhecida do sistema
limbico € o de regular os processos emocionais. Sabe-se também que alguns
componentes do sistema limbico estdo ligados diretamente ao mecanismo da

memoria e aprendizagem e participam da regulacdo do sistema endocrino.

Fornix
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Figura 8 — Principais estruturas do sistema limbico onde atuam os canabindides

(sistema dopaminico)

Fonte: http://fundacionannavazquez.wordpress.com/page/17/
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Para o desenvolvimento da dependéncia € necessario que se recorra aos
efeitos prazerosos da droga. Esse efeito prazeroso chama-se Refor¢co Positivo. O
reforco positivo refere-se ao mecanismo de busca de prazer quando ha uma
sensacao agradavel (RANG, 2001; DI CHIARA, 1995).

Estudos associam a liberacdo de dopamina no cérebro as acgfes de reforgo
positivo do tetraidrocanabinol (THC), presente na planta Cannabis (CARLINI et al.
2005). THC e outros canabindides modulam a atividade neuronal e a liberacédo de
neurotransmissores dopamina (BEAR, 2002), noradrenalina (TRENDELENBURG et
al., 2000) e serotonina (NAKAZI et al., 2000).

Segundo Mechoulam et al. (1980) os canabindides agem como agonistas
(compostos que produzem uma resposta positiva ou negativa) no sistema de
receptores canabindides. O tépico dos receptores canabindides sera tratado a

seqguir.

3.4.5 Receptores canabinodides

Acreditava-se que os canabindides ao tentar interligar-se com as membranas
lipidicas no SNC, acarretariam mudancas nas propriedades das moléculas durante o
transporte dentro da regido de interligacéo, devido a baixa estereoseletividade e alta
lipossolubilidade dos canabindides (GILL, 1976).

Para esclarecer este fato, Howlett e Fleming (1984) em suas pesquisas
demonstraram que na verdade os canabindides inibiam a ativagdo de uma enzima
intracelular chamada de adenilato ciclase (AC) dentro da membrana. A enzima
adenilato ciclase é uma proteina transmembranar (proteina integralmente de
membrana que atravessa a camada lipidica bilateral e possue uma por¢cdo exposta
em ambos os lados da membrana). A enzima AC atravessa a membrana plasmatica
até 12 vezes, capta sinais extracelulares e ativa vias de transdugéo de sinal no
interior da célula.

Howlett et al., (1986) demonstraram que a inibicdo da enzima AC s ocorria
na presenca de um complexo de proteinas-G. A enzima AC ndo é estimulada
diretamente pelos receptores canabinoides, ao invés disso, o receptor estimula uma
proteina G, que por sua vez, estimula a adenilato ciclase.

Para melhores esclarecimentos desta demonstragéo, dados consistentes em

bioensaios utilizando canabindides, tratados por Devane et al., (1988) permitiu que
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fosse caracterizado um sitio de ligacdo no cérebro de ratos para o CP55-940 (um
canabindide sintético 40 vezes mais potente que o THC). A seguinte ordem de
poténcia foi mostrada neste artigo: CP55-940 = A>THC > CBN. Logo depois,
Herkenham et al. (1990) demonstraram que sitios de ligacdo com alta afinidade para
0 CP55-940, no cérebro, eram mais densos no ganglio basal, no hipocampo e no
cerebelo, sugerindo papéis para os canabindides na cognicdo e no movimento.

Neste mesmo ano um receptor designado CB1, foi clonado por Matsuda et al.
(1990) e Gerard et al. (1991), a partir de uma biblioteca de cDNA do tronco
encefalico humano. Logo em seguida um segundo receptor, o CB2, com 48% de
homologia com o receptor CB1, foi clonado por Munro et al. (1993).

Ambos receptores CB1 e CB2 sado polipeptideos com sete o-hélices
transmembranar, constituida de fosfolipidios (moléculas anfipaticas que possuem
regides hidrofilicas e regides hidrofébicas) e possuem (N-terminais) extracelulares e
(C-terminais) intracelulares, segundo McPartland e Glass (2003). O modelo para
CB1 e CB2 é mostrado na figura 9a. Os pontos escuros representam o arranjo em
hélice dos 472-473 aminoacidos do CB1 e os pontos claros representam os 360

aminoéacidos do CB2. A faixa central representa a membrana celular.
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Os receptores canabindides CB1 e CB2 regulam a atividade das enzimas
adenilato ciclases as quais sdo inibidas. Os receptores também atuam na enzima
MAPK (do inglés - mitogen-activated protein kinases), sendo que neste caso, esta
enzima € estimulada (FRANCISCHETTI; ABREU, 2006).

Tanto o receptor CB1 quanto o receptor CB2 séo receptores acoplados a
proteina G (GPCR’s) (HOWLETT et al., 1986). Desse modo, ambos séo capazes de
inibir a adenilato ciclase ligada a membrana.

Os receptores CB1 pertencem a superfamilia de receptores acoplados a
proteina G inibitéria (G;), comumente chamados de receptores de membrana ligados
a proteina-G (GPCR) (do inglés - G-Protein-Coupled-Receptor) e possuem sitio de
ligacdo extracelular (para o ligante) e intracelular (para a proteina G acoplada) (DI
MARZO et al., 2004). O receptor CB1 € maior do que o receptor CB2 nas regides
intra e extracelular, como pode ser verificado na figura 9a. O CB1 é o receptor
GPCR canabindide mais abundante no cérebro, predominantemente nos neurénios
pré-sinapticos, mas também se encontra presente no sistema nervoso periférico (DI
MARZO et al., 2004).

Varias evidéncias indicam que receptores acoplados a proteina G podem
adotar multiplas conformacdes induzidas e/ou estabilizadas pela interacdo do
receptor com agonistas (substancias que ativam os receptores canabindides) ou
antagonistas (as que bloqueiam os receptores biolégicos) endégenos, bem como
compostos alostéricos (que se liga a outros sitios no receptor) (HOWLETT et al.,
2002).

Os receptores CB1 acoplados a proteina G podem existir em estados “on” ou
“off”, segundo descreve Pertwee (2005), em diversos experimentos. O estado “on”
pode ser representado como o receptor acoplado a uma forma ativa da proteina G
(R*GGTP) (gama-glutamato-transpeptidase ativa) e o estado “off” como o receptor
acoplado a uma forma inativa da proteina G (RGGTP) (gama-glutamato-
transpeptidase inativa).

Estudos moleculares e farmacolégicos demonstraram que a ativacdo dos
receptores canabindides pode levar a inibicdo ou ativacdo da adenilato ciclase
(dependendo do tipo de proteina G acoplado ao receptor), sendo que a ativacao de
CB1 também leva a modulag&o do funcionamento de canais ibnicos. (HOWLETT et
al., 2004; DE PETROCELLIS et al., 2004).
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ApOGs as descobertas e evidéncias experimentais a respeito dos receptores
canabindides, varios estudos foram realizados para esclarecer o mecanismo de
atuacao do conjunto destes receptores. Os cientistas Wilson (2002), Alger (2002) e
Howlett (2004; 2002) descobriram que o receptor CB1 é um dos mais abundantes
receptores associados a proteina-G existentes no SNC. Ele esta presente em maior
densidade no cértex cerebral, hipocampo, hipotdlamo, cerebelo, ganglios da base,
tronco encefalico, medula espinhal e amigdala.

Para Wilson & Nucoll (2002) e Alger (2002), as fun¢des neurologicas das
areas com maior concentracdo de receptores canabinéides correspondem a alguns
dos efeitos especificos da droga, como por exemplo, a experiéncia mental e o
pensamento desorganizado vém de sua acao no cortex cerebral; as dificuldades de
memoria resultam de sua atividade no hipocampo; a disfuncdo e descoordenacao
motora estdo relacionadas ao efeito nos ganglios da base e cerebelo. Estes
pesquisadores ainda comentam que na medula espinhal o THC reduz as dores; no
tronco encefalico controla o reflexo do vomito; no hipotalamo regula o apetite e a
amigdala atua nas reac6es emocionais. Alguns dos efeitos do THC ocorrem pela
interacdo com o sistema opidide enddgeno, que por sua vez, interage com o sistema
dopaminérgico.

Além da predominancia dos receptores CB1 nos terminais pré-sinapticos do
SNC, estudos recentes realizados por Kunos et al. (2002), Batkai et al. (2001), Salio
et al. (2001) e Pertwee (1997) confirmam a presenca destes receptores no sistema
imune, endotélio vascular, sinapses nervosas periféricas, testiculos, intestino
delgado e figado.

Os receptores CB2 parece ser o mediador chave na regulacdo do sistema
imune e inflamacdes, e até a realizacdo dos trabalhos de Lynn e Herkenham (1994)
e Munro et al. (1993) as evidéncias eram de que 0s receptores CB2 assumiam papel
de moduladores em células do sistema imune, mas no SNC n&o haviam relatado da
presenca do CB2.

Contradizendo esta afirmacédo Griffin et al. (1997) relataram evidéncias da
existéncia de receptores CB2 na medula 0ssea, pancreas, retina e em terminais

nervosos periféricos de camundongos adultos.



52

Mesmo com as afirmacdes até entdo de que CB2 era ausente no Sistema
Nervoso Central, Skaper et al. (1996) sugeriram o contrario, e afirmaram que o
MRNA (&cido ribonucléico mensageiro) para o receptor CB2 haviam sido detectado
em células granulares cerebelares.

Recentemente Benito et al. (2008) também verificaram uma expressao
aumentada de CB2 no tecido nervoso apdés estimulo inflamatorio.

Outras evidéncias da existéncia de receptores CB2 no sistema nervoso
central foram citadas por Van Sickle et al. (2005), especialmente em regides do
tronco cefalico, e também por Gong et al. (2006), onde afirmam ter encontrado CB2
difundido em camadas neuronal do SNC.

Contrariando estas Ultimas evidéncias, Ashton e Glass (2007) foram
incapazes de reproduzir estes resultados, e ainda esclarecem que as Unicas
comprovacoes sédo da auséncia de CB2.

O estudo mais recente a este respeito realizado por Bonfa (2008) sugere que
a existéncia de receptores CB2 no encéfalo implicaria que alguma substancia
endogena (produzida no organismo) se ligaria a eles.

Logo, ainda ha muitas controvérsias em relacdo a seletividade do receptor
CB2.

Na regido transmembrana, os dois receptores, CB1 e CB2, tem 68% de
similaridade com relacdo as sete regides transmembrana e cerca 44% de afinidade
entre a sequéncia de aminoacidos (MUNRO et al., 1993).

Estudos de modelagem molecular no CB1 realizados por Reggio (2006),
figura 9b, mostra a vista do segmento transmembrana TM3/TM6 nos estados inativo
e ativo, R e R*. No estado R, os grupos W6.48 e F3.36 estdo empilhados causando
torcdo em TM6. Contudo, estes grupos quando acoplados por uma interacéo
estabiliza o estado R*. O estado de CBL1 inativo (R) é caracterizado também por uma
ponte entre R3.50 e D6.30 no lado intracelular de CB1 que mantém TM3 e TM6
proximos. As pontes entre D6.30 e R3.50 sédo quebradas, e a torgdo em TM6 passa

a ser moderada no estado R* ativo.



53

Figura 9b - Relacao entre os residuos de aminoéacidos (F3.36 e W6.48) e (R3.50 e
D6.30) nos estados inativos (R) e ativos (R*) de CB1 por modelagem molecular.
TM é o segmento transmembranar. (REGGIO, 2006).

Verificando a figura 10 a seguir, percebe-se que os receptores CB1 e CB2
inicialmente ativam a proteina Gi e inibem a adenilato ciclase (AC) para reduzir a
formacdo do monofosfato de adenosina ciclica (CAMP) (que regulam as atividades
celulares).

Na figura 10 os receptores séo ativados quando interagem com canabindides
ou endocanabindides (canabindides enddgenos, que se formam dentro do proprio
organismo) e a partir desta interacdo, uma séria de reagbes ocorre, incluindo
inibicdo da AC, o que diminui a producdo de cAMP (as atividades celulares
dependem da enzima adenosina monofosfato ciclica - cAMP); abertura dos canais
de potassio (K*), diminuindo a transmissdo de sinais e fechamento dos canais de
célcio (Ca™®), levando a um decréscimo na liberacdo de neurotransmissores. A
membrana hiperpolarizada, estimula a produgdo da enzima quinase “mitogen-

activated protein kinase (MAPK)”, figura 10.
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Cay+ Caq/'CRp
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Figura 10 — Transducéo do sinal dos receptores CB1/ CB; pela
presenca do A°-THC
Fonte: Di Marzo et al., 2004

Até o momento o0s dois Unicos subtipos de receptores canabindides
reconhecidos sdo CB1 e CB2. Contudo, evidéncias farmacoldgicas e fisiolégicas
apontam outros subtipos de CB1 ainda néo clonados, os “receptores CB1a e CB1b”,
detectados no pulmdo e cérebro humanos, respectivamente, e estudados por
Ryberg et al. (2005). Dois novos receptores canabindides, o GPR55 e GPR119, que
se ligam seletivamente a ligantes canabindides ja conhecidos, foram recentemente
descrito por Baker et al. (2006) e os resultados ainda ndo sdo consistentes e nao
foram clonados para que possa classifica-los como pertencentes a familia de

receptores canabindides.
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Mesmo havendo as proporgdes de similaridade e afinidade entre a sequéncia
de amino&cidos na regido transmembranar, a transducdo de sinal, dentro da célula,
acontece com a ajuda de uma variedade de moléculas chamadas ligantes. Alguns
desses ligantes sdo moléculas lipossoluveis, portanto, atravessam as membranas.

Outros ligantes n&o séo capazes de atravessar a barreira. Eles necessitam
interagir com proteinas presentes nas biomembranas, assim, interligam-se com os
receptores nos trés dominios: extracelular, transmembranar e citoplasmatico.

Varios ligantes ndo séo capazes de distinguir entre os receptores CB1 e CB2.
No caso especifico dos receptores CB1, a modulagéo do sinal se faz nos canais de
Ca?" ativados por voltagem (os quais inibem a liberacdo dos ions) e canais de K* (os
guais estimulam). Os ligantes estdo presentes no sistema endocanabindide tratado a

seqguir.

3.4.6 O sistema endocanabindide

Os primeiros ligantes endégenos (formados no organismo) dos receptores
canabinodides, os endocanabindides, foram isolados no inicio dos anos 90. Em 1992
foi descoberta a anandamida (N-araquidonoil etanolamina) (DEVANE et al., 1992) e
alguns anos mais tarde o 2-araquidonilglicerol (2-AG) (MECHOULAM et al., 1995) e
as estruturas deles estdo mostradas na figura 11.

Além da Anandamida (A) e do 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (B), outros dois
endocanabindides mais estudados e caracterizados por sua importancia sdo a N-
araquidonoildopamina (C) e a Virodamina (D) (PORTER et al., 2002; HUANG et al.,
2002; HANUS et al., 2001) também estdo mostrados na figura 11.

A anandamida e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) sdo derivados de acidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa, principalmente do acido aracddnico, sendo
os dois agonistas endodgenos dos receptores CB; e CB,. Os niveis celulares e
teciduais do 2-AG sdo mais elevados que os da anandamida por conta de seu maior

envolvimento em varias vias metabdlicas.
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Figura 11 — Estrutura de alguns endocanabindides mais estudados:
(A): Anandamida (B): 2-Araquidonoilglicerol (2-AG)
(C): 2-Araquidonoildopamina (D): Virodamina.

No cérebro, os niveis de 2-AG séo, na sua maioria, de uma a duas ordens de
magnitude superiores as enandamidas, mesmo assim, ndo estd ainda esclarecida
com precisao a relevancia desta diferenca de concentracdo, nem a seletividade da
relacdo neurotransmissor especifico versus receptor canabindide, tdo pouco a
localizacdo das proteinas envolvidas na sintese e degradagdo da molécula
transmissora e as concentracdes proximas aos receptores podem estar bem
definidas neste caso (BRITO, 2007).

Em geral, os endocanabindides agem como mensageiros cerebrais
retrogrados e mediadores locais em muitos outros tecidos, ndo estando confinados
apenas no SNC, sendo produzidos por demanda, iniciando assim a sua sintese.
Nestes casos, diferentemente da organizacdo usual, o estimulo comeca no neurdnio
pos-sinaptico.

A excitacdo neuronal leva a despolarizacdo e ao influxo de ions calcio que
estimulam véarias fosfolipases, dando inicio a producado dos endocanabindides que
se difundem na fenda sinaptica podendo atuar estimulando o receptor canabindide

gue se encontra nos terminais pré-sinaptico, conforme figura 12.



57

Canais de ca?*

\

\

\
W
’\@

N
T CB1
Receptor do

Neurotransmissor “
Lipidio @ e
precussor Endocanabinodide

\ AxoOnio Pos-sinaptico

% oSS

mGIluR

AxOnio Pré-sinaptico

7

Canais de Ca?*

Figura 12 — Biosintese de endocanabindides
Fonte: Wilson e Nicoll, 2002.

A biossintese de endocanabinodides é promovida pela entrada de célcio na
cavidade onde se encontra o neurbnio pdés-sinaptico. Ap6s a sintese, 0s
endocanabindides se difundem e podem atuar nos receptores CB1 promovendo
bloqueio da entrada de célcio nas terminacdes pré-sinapticas (WILSON; NICOLL,
2002).

A soma das influéncias excitatdrias e inibitérias determinard o ajuste gradual
da funcdo neural. A continua atividade excitatéria e inibitéria no neurbnio pos-
sinaptico produz flutuacdes no potencial da membrana. O efeito do neurotransmissor
liberado ndo é necessariamente excitar a célula pos-sindptica gerando potenciais de
acao, podendo haver inibicdo da célula que recebe o transmissor quimico.

Segundo Di Marzo et al. (2004), os endocanabindides e seus receptores
envolvidos e as enzimas catalisadoras nas biotransformagdes evoluiram juntos
como parte de um sistema inteligente de comunicag¢ao neuronal. Para Francischetti,
(2004), os endocanabindides e a ativacdo concomitante de seus receptores CB1
causam uma abundancia de efeitos. Di Marzo et al., (2004) ainda comenta que o
sistema endocanabindide reduz a sensacdo de dor, controla o movimento, a

memoria, 0 sono, o apetite e atua no sistema imunoldégico.
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3.4.7 Agonistas e antagonistas dos receptores CB1 e CB2

Sao cinco os grupos de canabinoides agonistas e antagonistas (tabela 2)
separados por estrutura: os que apresentam na sua maioria a cadeia eicosanoide —
endocanabindides sdo derivados de acidos graxos e encontrados em animais; 0s
canabindides “classicos” (dibenzopirenos triciclicos); os canabindides “n&o-classicos”
(analogos biciclicos e triciclicos do (A*-THC); os aminoalquilindéis e por Gltimo os
antagonistas sintéticos do CB1 e CB2 (BRITO, 2007).

Os endocanabindides anandamina e 2-AG sdo provenientes de animais,
desde moluscos até mamiferos.

Sao chamados de canabindides “classicos” os extraidos das plantas e
analogos do THC, onde se incluem os A%THC, A%THC, 11-OH-A’-THC. Os
analogos sintéticos do THC o dronabinol, o nabilone, 0 HU-210 ou (-)11-hidréxi-A®-
THC-dimetil-heptil, agonista do CB1 que possui uma poténcia de 100-800 vezes
maior que o THC (HILEY; FORD, 2004), sendo 0 mais potente canabindide sintético
conhecido.

Todos estes compostos sdo ativos totais ou parciais tanto nos receptores CB1
como CB2 e antagonista somente em alguns receptores CB2 (BAYEWITCH et al.
1996). Recentemente, Mechoulam (2005) evidenciou que da planta Cannabis, pode
ser obtido o canabinéide A°-tetrahidrocanabivarin (THCV), um potente antagonista
da anandamida. Para este autor, por conta disto, é possivel que muitos dos
canabindides ndo psicoativos tenham também interesse biolégico.

Os chamados canabindides “ndo classicos” sdo compostos bi ou triciclicos
ausentes do anel di-hidropireno tipico dos compostos “classicos” analogos do THC.
O CP55-940 é o mais abundante e possui afinidade por ambos 0s receptores e 0s
diastereoisdmeros (dextro) e (levo) do nantradol.

Dos aminoalquilinddis, o WIN 55, 212-2 é o mais comumente utilizado, sendo
e um potente agonistas sintético misto em CB1 e CB2. O enantidbmero R-(+) do WIN
55,212-2 é 0 mais potente agonistas CB1/CB2, embora mostre maior seletividade
para CB2 (FELDER et al., 1995).

O primeiro antagonista endocanabinoide especifico do receptor CB1 foi
descoberto em 1994, sendo denominado SR141716 ou rimonabant (tabela 2).
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Esta substancia vem sendo estudada como modulador do apetite e como
agente para o controle do tabagismo e, principalmente, para o controle dos fatores
de risco ligados a obesidade visceral.

O antagonista especifico do receptor CB2, SR144528 (tabela 2) foi
descoberto em 1997, utilizado para controlar respostas no sistema imune. Temos
ainda outros antagonistas do CB1 e CB2 citados recentemente por Brito (2007), o
AM 521, AM 281, LY320-135 e 0O-2050 (bloqueia CB1) (ver continuacao tabela 2).

Tabela 2 — Estruturas de agonistas e antagonistas dos receptores canabindides

Endocanabindides Aminoalquilinddis
0 HO
0
HO\/\ —
E —_— Ho\lO — — .
_ _> ) /
— PN \—
0 N—
Anandamida 2-AG =
W IN-55212-2

Agonistas classicos naturais

11-OH-THC

Fonte: Adaptado Godoy-Matos, (2006)



Tabela 2 — Estruturas de agonistas e antagonistas dos receptores canabindides

Continuacao
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Agonistas nao classicos

OH

CP55-940

Dextronantradol
(100 vezes mais ativo
que o Levonantradol)

Levonantradol

Agonistas classicos sintéticos e Analogos ao THC

Dronabinol

. Cesamet ( Nabilone)
THC Sintético

N N N
SR141716A AM251 AM281 SR144528
Ci Cl C

CN
saas
H,CO 0

LY320135

Fonte: Adaptado Godoy-Matos, (2006)
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3.4.8 Metabolismo dos canabindides no organismo

3.4.8.1 Administracéo e dosagem

No corpo humano, h& duas importantes vias de administracdo utilizadas ao
ingerir maconha: as vias oral e inalatéria (YONAMINE, 2004). Pela via oral, a
absorcdo do A®-THC é lenta e incompleta e os efeitos, geralmente, tém inicio de 30 a
60 minutos, com sua maxima intensidade ocorrendo de 2 a 3 horas ap0s a ingestao
(JULIEN, 1997). Pela via inalatéria (pulmonar), a mais popular e mais efetiva em
relacdo & absorcdo do A%-THC, seus efeitos subjetivos sdo imediatos, alcancando o
méaximo de 20 a 30 minutos apds seu uso, podendo durar de 2 a 3 horas (CERRO,
1998). Um cigarro de maconha contendo 16mg de A%THC fornece uma
concentracéo plasmatica de pico de aproximadamente 80 ng/mL, com uma variacao
de 50 a 130 ng/mL em 15 minutos (DRUMMER; ODELL, 2001). A relacéo
dose/concentracdo de THC, mostrada no gréafico 2, deixa claro que independente da
concentracdo, o pico maximo ocorre nos 15-20 minutos iniciais ap6s a ingestao.

Doses de 1,75% e 3,55% apresentaram picos de concentracdo méaxima entre 15-20

minutos apds 0 consumo.

Grafico 2 — Relacdo dose/concentracdo de THC Médio. (HUESTIS et

al.,1996).
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3.4.8.2 Excrecéo e biotransformacgédo dos canabinoides

Biotransformacdo é uma transformacdo enzimatica que acontece nos
organismos vivos. As enzimas sd80 as responsaveis pelas reacfes de
biotransformacédo e estdo presentes em diversos 6rgaos (rins, pulmdes, intestino
delgado e figado), na pele, no tecido nervoso e no sangue (FRANCO & FRANCO,
2003).

Embora as enzimas estejam distribuidas em todo o organismo, o figado é,
sem duvida, o 6rgdo que mais as concentra (KOROLKOVAS, BURCKHALTER,
1992). Os farmacos, quando ingeridos no organismo podem ser biotransformado a
metabdlitos com caracteristicas mais hidrofilicas, e consequentemente, mais faceis
de serem absorvidos e excretados pelo organismo. O carater lipofilico dos farmacos
(a maioria é solavel em lipidios e permanecem ndo ionizados ou parcialmente
ionizados em pH fisiolégico) faz com que eles permanecam no organismo. Estas
substancias de carater exdégeno para serem eliminadas pelo organismo, podem
lancar mao de sistemas enzimaticos utilizados normalmente para a degradacéo de
substancias endogenas.

No caso do A°-THC, ao ser inalado, passa para a corrente sanguinea, onde é
redistribuido para alguns 6rgdos do corpo. E rapidamente biotransformado por
enzimas hepaticas, pulmonares e cerebrais do sistema citocromo P450 (CYP)
(WATKINS, 1992), a partir de reacdes de hidroxilacdo, oxidacdo e conjugacdo com
acido glicurénico (CERRO, 1998). Os metabdlitos resultantes podem ser
farmacologicamente inativos, menos ativos ou, as vezes, mais ativos que a molécula
original (RANG, 2004). O A%-THC é convertido por reacdes de hidroxilacdo a um
metabolito mais polar, o 11-hidréxitetrahidrocanabinol (11-OH-THC), (MATSUNAGA
et al., 2001).

O 11-hidroxitetrahidrocanabinol, figura 13, € mais potente e mais lipofilico que
o A’-THC e atravessa rapidamente a barreira hematoencefalica (BHE), (YONAMINE;
2004). Por ser uma barreira semipermeavel, a BHC permite que algumas
substancias atravessem e outras ndo. Yonamine (2004) ainda comenta que a
habilidade dos canabinoides de atravessar a barreira BHE depende do tamanho
molecular do metabdlito, do grau de ionizagédo, lipossolubilidade e do grau de ligagéo

nas camadas lipoprotéicas.
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No figado, o 11-OH-THC se transforma em outros metabdlitos inativos, dos
quais se destaca o 11-nor-carboxi-A%-THC (THCCOOH) (figura 13), o metabdlito
mais abundante no plasma e na urina (JULIEN, 1997; DRUMMER, ODELL, 2001)
obtido pela oxidacdo do THC por enzimas do citocromo P450 (MATSUNAGA, 2001).
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CHg © CH4 ©
CHZ (8] CsHqq CH4 O CsHy 4
Delta-9-Tetraidrocanabinol 11-hidroxitetraidrocanabinol
O c%on
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C5H11 CHS

Acido 11-nor-delta-9-
tetraidrocanabinol carboxilico
conjugado com acido
glicurénico

Acido 11-nor-delta-g-
tetraidrocanabinol carboxilico

Figura 13 — Principais vias de biotransformacédo do A*-THC

Fonte: Yonamine, 2004.

Os mecanismos farmacocinéticos envolvidos nestas biotransformacfes
consistem principalmente em mudancas no complexo enzimatico citocromo P450
que pode ser inibido ou induzido por algumas moléculas, afetando assim a
biotransformag&o. O entendimento destes mecanismos € extremamente importante
para a escolha de um regime terapéutico especifico de cada medicamento. Os
metabdlitos canabindides sdo conduzidos pela circulacdo enterohepética (CEH), a
circulacdo que ocorre entre o intestino e o figado. Sao excretados (65%) nas fezes
ou encaminhados pela circulagédo renal e excretados na urina (35%) (YONAMINE,
2004).
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Métodos analiticos foram desenvolvidos por Oliveira (2007) para a
determinacdo - qualitativa e quantitativa - de canabindides em vérias matrizes
bioldgicas, como a saliva, 0 sangue, o cabelo, a urina, o leite materno e gorduras
corporais.

Dentre as substancias analisadas, destacam-se, além do proprio THC, o
CBD, CBN e mais dois metabodlitos (OH-THC) e (COOH-THC). No sangue, as
substancias mais abundantes sdo o THC e THC-COOH, segundo Oliveira, (2007). A
deteccdo de canabinodides em niveis sanguineos oferece um método Util para avaliar
0 uso continuo de maconha: concentrac6es de THC-COOH (principal metabdlito do
TCH) acima de 75 ng/mL em geral significam consumo regular da droga, ao passo
gue concentracfes abaixo de 5 ng/mL estdo associadas ao consumo ocasional. O
THC-COOH pode ser detectado no sangue em até 36 horas (HUETIS, et al. 1996).
A meia vida do THC é de cerca de 1 (um) dia para uso ocasional e de 3 a 5 dias
quando do uso crdnico.

Os metabdlitos podem ser detectados no sangue até 6 dias apés o ultimo uso,
sendo que tracos podem persistir por mais de 4 semanas (YONAMINE, 2004). O
grafico 3 mostra os niveis de THC, 11-OH-THC e THCCOOH no plasma sanguineo.
Em niveis plasmaticos o A°-THC tem seu pico de maxima absorcdo entre 15-20
minutos. Neste tempo o metabdlito THC-COOH é produzido pela biotransformacao
dos compostos 11-OH-THC e A°-THC.

Grafico 3 — Niveis plasmaticos do THC, 11-OH-THC, THCCOOH.
Fonte: (HUESTIS, et al. 1996).
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A velocidade de excrecdo dos canabindides no organismo humano é lenta,
isso porque o THC é lipofilico (afinidade por gorduras) e pode se acumular nos
tecidos ricos em gorduras. Os metabdlitos canabindides podem ser eliminados
durante varias semanas apos a interrupcado do uso de maconha.

Na urina humana, podem ser encontrados canabindides no periodo de 3 a 10
dias ap6s o consumo, em usudrios ocasionais, alargando-se este periodo até 1-2
meses nos consumidores crénicos (YONAMINE, 2004).

Em usuarios cronicos em processo de abstinéncia o A>-THC pode ser
detectado na urina de 20 a 60 dias ap0s auséncia do consumo da droga. Para
Cannabis fumada nas concentracdes de 1,75% e 3,5%, o tempo de deteccdo do A°-
THC na urina € de 34 e 87 horas, respectivamente (HUETIS et al., 1996).

No cabelo, o THC é a espécie mais abundante e o derivado carboxilico THC-
COONH é detectavel em baixas concentracdes. Os canabindides CBN e CBD também
sdo encontrados em quantidades relativamente altas no cabelo (CAMPOS,
YONAMINE & MOREAU, 2003).

De acordo com Yonamine (2004), a presenca do A’-THC na saliva parece ser
devida principalmente a contaminacdo da cavidade oral apés o ato de fumar
maconha ou ingerir produtos da Cannabis, fato também comprovado nos trabalhos
de Niebdala et al. (2001).

O A’-THC liga-se amplamente as proteinas plasmaticas e ndo ultrapassa
prontamente do sangue para a saliva. Entretanto, para Menkes et al. (1991) apesar
das concentracdes de A’-THC ndo se correlacionarem muito bem com as
concentracdes plasmaticas, a presenca deste canabindide na saliva ainda pode ser
razoavelmente interpretada como uso recente da erva.

Até o ano de 2000, ndo haviam sido publicados trabalhos da ocorréncia de
produtos de biotransformacéo do A’-THC na saliva (KINTZ et al., 2000). Porém, mais
recentemente, métodos de deteccdo de A°-THC e seus produtos biotransformados
em amostras de saliva, foram descritas na literatura (YONAMINE et al., 2004, 2003;
CAMPORA et al., 2003; WOOD et al., 2003).

No suor, somente o THC pode ser encontrado numa concentragao muito
baixa. Nenhum trabalho conseguiu ainda estabelecer um método eficaz para a

utilizagcéo desta matriz na deteccdo de canabindides (RANG et al., 2004).
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A dose absorvida apés se ter fumado Cannabis varia entre 05 e 30mg com
tempo de meia-vida de 30 minutos.

O metabdlito THC-COOH apresenta meia-vida longa, cerca de 20 a 57 horas
em usuarios ocasionais e 03 a 13 dias em usuarios regulares (RANG et al., 2004),
por isso, este metabdlito carboxilico pode ser uma fonte de confirmacdo do uso de

Cannabis em certas matrizes biologicas, tais como sangue, urina, suor e cabelo.

3.4.8.3 Biossintese dos canabindides

De acordo com Sanchez e Verpoorte (2008), a biossintese mostrada na figura
14 para uma série de canabindides tipicos parte por dois caminhos. Um deles a
partir de polipeptideos que estimulam a hexanoil-CoA e Malonil CoA produzindo o
acido olivetdlico. O outro caminho € a partir do deoxi-xilose fosfato/metil-eritrol
fosfato (DOXP/MEP) fornecendo o geranil difosfato (GPP) (FELLERMEIER, et al.,
2004). a partir dos dois caminhos os produtos sdo condensados pela fenilase
geranil difosfato olivetolato de geraniltransferase (GOT) para formar o &cido
canabigerol (CBGA) como um substrato comum para trés oxidagdes subsequentes,
produzindo os &acidos canabididico (CBDA), tetrahidrocanabindico (A%-THCA) e
canabicromeno (CBCA), respectivamente, através de reagdo enzimatica em
presenca das sintases.

As preniltransferases podem condensar unidades de isoprenos ou moléculas
nao isoprendides para difosfato alilico e dependendo da especificidade destas
preniltransferases produzem cis e trans prenildifosfatos (CONCEPCION, 2006). O
GOT, obtido pela isomerase, é o substrato para formar o &cido canabigerélico
(Trans-CBGA). Este isomero pode ser transformado para CBDA por uma sintase,
mostrado por Taura, et al. (1996) a partir da Cannabis e sugerem que provavelmente
mais de uma forma isomorfa coexistem, dependendo do grau de conectividade da
enzima com o0s metabolitos produzidos, pois algumas enzimas preservam a
estereoespecifidade em funcédo da mutarrotacdo (SANCHEZ; VERPOORTE, 2008).
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A diferengca nos dois mecanismos de reacdo para THCA e CBDA é a
ciclizagédo pela transferéncia de um hidrogénio, onde o CBDA sintase remove o H
terminal do grupo metil do CBGA, segundo Taura et al., (1996). Por outro lado,
THCA sintase promove o ataque do grupo OH a insaturacdo do CBGA.

A transformacdo do CBDA para CBEA numa suspensao de Cannabis em
cultura de Saccarum lIfficinarun L. foi detectada utilizando enzimas epoxidase ou
citocromo P-450 que produzem peréxidos e promovem a oxidacao do radical livre do
oxigénio reativo, conforme Sanchez e Verpoorte (2008). A transformacédo do CBCA
para CBLA ocorre por oxidacdo branda sem que ocorra descarboxilagdo nos
produtos de biotransformacéo. O CBNA é obtido pela oxidagdo do THCA (figura 14).
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Figura 14 — Biossintese de canabindides classicos e nao classicos

Fonte: Sanchez, Verpoorter, 2008



68

3.5 Metabolitos canabindides
3.5.1 Definicdo de metabdlito

Metabdlito é um produto de uma reacao de biotransformacgéo. Os metabdlitos
canabindides sdo obtidos por metabolismo secundario ocorrido na Cannabis
(RADWAN et al.,, 2008). A fitoquimica da planta € muito complexa; mais de 480
compostos ja foram identificados e representam diferentes classes quimicas
(RADWAN et al.,, 2008). Os metabdlitos possuem propriedades diferentes das
substancias originais. Geralmente, apresentam atividade farmacolédgica reduzida e
sdo compostos mais hidrofilicos, portanto, mais facilmente eliminados. Em alguns
casos, podem apresentar alta atividade biolégica e/ou propriedades téxicas
(WATANABLE et al. 2005).

3.5.2 Eliminacdo dos metabdlitos canabindides

A eliminacdo de um composto no organismo pode acontecer por mecanismos
de excrec¢do ou biotransformacado. A excrecédo é a retirada do farmaco do organismo
na forma inalterada e ocorre por diferentes vias e varia conforme as caracteristicas
fisico-quimicas da substancia a ser excretada. Na excrecdo, o metabdlito é
eliminado inalterado do organismo.

Nas reacBes de biotransformacdes, ha uma transformacdo na estrutura
guimica da molécula, que por reacdes quimicas, em etapas sucessivas, fornecem
metabdlitos destas moléculas que podem ser ativos e/ou inativos, (BENET et al.,
1996). Na biotransformacdo o metabdlito é formado por alteragdes quimicas e
permanece no organismo por um tempo e depois é excretado.

Atualmente, mais de 80 produtos de biotransformacao do AS-THC ja foram
identificados. Os principais s&o: o 11-hidroxitetraidrocanabinol (11-OH-THC) e o
acido 11-nor-A°-tetraidrocanabinol (COOH-A’-THC), e este (ltimo, quando
conjugado com &cido glicurdnico, fornece o (COOH-A’-THC-glicu). O derivado
carboxilado € o principal produto de biotransformacdo comumente encontrado na
urina (DRUMMER; ODELL, 2001).
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Na tabela 3 sdo mostrados alguns metabdlitos obtidos do A°-THC, A%-THC e
CBN. Observa-se que dos 19 metabdlitos totais, oito sofreram hidroxilagdo no

carbono Cy;, na porcao terpenofenol da cadeia.

Os metabdlitos do A’-THC também sofrem significativos ataques no carbono
Cs. O ataque na posicao C; também ocorre com certa frequéncia. Observa-se que
os carbonos Ci3, Cg e C; sdo as posi¢cdes mais susceptiveis ao ataque nucleofilico

por hidroxilagéo.

Tabela 3 - Alguns metabdlitos canabindides classicos com atividades

biolégicas.
Metabdlitos Canabindides
Metabolitos do A>-THC
11-Hidréxi- A%-THC 8B-Hidroxi- AS-THC
8a-Hidroxi- A°-THC 8a, 11-Dihidréxi- A°-THC
8-ceto- A°-THC 9,10-Epoxido do A°-THC
11-Carbéxi-1'-hidroxi- A>-THC 11-Carboéxi-2"-hidroxi- A °-THC
Metabolitos do A.-THC
11-Hidréxi-A%-THC 7B-Hidroxi-A%-THC
7-Hidroxi-A8-THC 1'-Hidroxi-A8-THC
7a,11- Dihidréxi-A%-THC 7B-Hidréxi-A8-THC
7-ceto-A8-THC 3"-Hidroxi-A8-THC
Metabodlitos do CBN
11-Hidréxi-CBN 11,2'"-Dihidroxi-CBN
2'-Hidréxi-CBN

Fonte: Drummer e Odell, 2001
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3.5.3 Alteragdes quimicas nos canabinoides

As alteracbes quimicas provenientes das biotransformacfes ocorridas no
organismo, comumente sob acdo das enzimas, e dependente das condic¢des fisico-
quimicas, € um processo alternativo, em que os metabdlitos formados possuem
propriedades diferentes das moléculas originais, comumente com caracteristicas
mais hidrofilicas (MEYER, 1996). Em laborat6rio a conversdo do canabindide CBD
para THC foi inicialmente proposta por Gaoni e Mechoulam, (1966). Algumas das
alteragbes quimicas mais importantes sofridas nas biotransformagbes dos

canabindides sado descritas a sequir:
3.5.3.1 Descarboxilagéo

O calor pode produzir diversos metabdlitos acidos, que pela perda do diéxido
de carbono (CO,) converte-os em um canabindide neutro (por exemplo, transforma a
THCA em THC). As reacOes de biotransformacdes, no geral, acontecem aos
compostos carboxilados. Os acidos compdem até 40% do teor de canabindides das
plantas jovens. O stress oxidativo na Cannabis pode ser induzido por fatores
severos (invasdes patogénicas, stress UV (raios ultravioletas), herbicidas, dentre
outros), segundo Sanchez e Verpoorter (2008). Na figura 15 € mostrado um

diagrama esquematico de descarboxilacdo para alguns canabindides.

Descarboxilagdo

Calor

THC

THCA Dronabinol (Marinoli)
THC acido Calor
Degradacio

CBDA

CBD acido

Figura 15 - Reagfes de descarboxilacdo aos acidos canabindides

Fonte: http://cannabis-science.com/glossary.html, acessado em novembro 2007.

3.5.3.2 Isomerizacgéo e oxidagéo
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A isomerizagdo pode ser um processo natural, sendo também influenciado
por calor, luz e pH. As ciclizacbes estereoespecificas e isomerizacdo de
canabindides naturais de cadeia aberta a analogos THC foram descritas inicialmente
por Yagen e Mechoulam, (1969). O THC é produzido pela biossintese do canabidiol
(CBD), sendo este ultimo um derivado do canabigerol (CBG), obtido a partir de
precursores nao canabindides (HAMMOND e MAHLBERG, 1994). O CBG é também
o precursor do canabicromeno (CBC), figura 16a. Alguns outros canabindides,

(canabielsoin, canabinol e canabiciclol) sédo produzidos enzimaticamente.

CH

= COoH

Hi& GSHi i

/ N\

OH ‘ OH
dos=y S
o \

0 ﬁﬂ HA%HD Gﬁﬂ

Figura 16a. Biossintese dos acidos canabinéides (Shoyama et al. 1975):
1 = canabigerol (CBG), 2 = o canabidiol (CBD), 3 = canabicromeno (CBC),
4 = A% tetrahidrocanabinol (THC).

Fonte: Chemical ecology of Cannabis. David W. Pate International Hemp
Association, Postbus 75007,1070 AA Amsterdam, The Netherlands.
http://www.hempfood.com/Iha/iha01201.html
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Recentemente a isomerizacao térmica de canabindides foi descrita conforme
0 mecanismo representado na figura 16b. Estudos por célculos tedricos confirmam
ser este 0 mecanismo mais viavel (GARCIA; 2009).

As reacOes de oxidacdo nos canabindides podem ocorrer em regides distintas
na molécula: na ligagdo dupla, no proton alilico e na ramificagcao pentila (figura 16b),
segundo Potter (2004), Sanchez e Verpoorter, (2008). A oxidacdo acontece na fase
inicial, onde sédo formados os metabdlitos 11-OH-THC, 8o e 8B-OH-THC e 11-
COOH-THC. Outras reagfes como dehidrogenacdo, oxidacbes seletivas e

reciclizacbes resultam em baixa atividade biolégica segundo Pertwee (2005).

Isomerizacao Oxidacéo da dupla ligacao

o o)
= = — v \
aveok> = =)
0 R :
alceno epoxido
Oxidacdo do proton alilico Oxidacéo da cadeia lateral pentil
Atarue da OH CH,-CH,-CH, CHy CHOH-CH,

Exemplo de ataque no carbono C2' da cadeia lateral
Atacue da OH mp i “ @

CI:I iH;
. _ng - OH Posigbes de ataques do OH
Cy Cia CIJH L l
C?l N CL-C H.C | i , ,
\ | |2 3 270 i C -'CQ'C -'C4 c.
.-_Cﬁ " C H3c 1 3 )
- i B S
: Dsll Cy T T r

Pasi¢des de ataques do OH
Atague da OH

baixa probabilidade de atague

Figura 16b — Principais reac0es de oxida¢des primarias na cadeia do THC.
Fonte: http://www.unodc.org/unodc/en/data-and-analysis/bulletin/bulleti0l_3 page005.html
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3.6 Metabolitos alvos deste estudo

Todos os metabdlitos mostrados de forma aleatéria nas figuras 17a e 17b, a
seguir, foram utilizados neste estudo para efeitos de célculos computacionais e
técnicas quimiométricas e os fundamentos destes métodos serdo descritos no
capitulo 4 e os resultados, bem como a discusséo destes, serdo tratadas no capitulo
5. Todos os metabdlitos acidos e produtos de hidroxilacdo, citados nas figuras 17a e
17 b, séo comumente encontrados na urina humana e os outros metabdlitos nédo
acidos estdo presentes no figado (WAAL et al., 1979).

Selecionou-se para este trabalho os metabdlitos canabindides que
apresentam grupos funcionais COOH e CH,0OH nas posi¢cfes C-9 e OH em C-8,
posicdes tipicas de hidroxilacdes (DRUMMER; ODELL, 2001), e na cadeia lateral
pentil, onde sé@o susceptiveis a reacdes de oxidacao, descrito por Cook et. al. (1982).

Na literatura, ensaios para detectar metabdlitos canabindides na urina foram
realizados e alguns dos metabdlitos presentes na figura 17a e 17b, especialmente
agueles que apresentam substituintes nas posi¢des de interesse C-8, C-11 e cadeia
lateral, seguiram o protocolo destes imunoensaios utilizando a técnica de
especificidade/reatividade cruzada (definida como a concentracdo necesséria para
produzir uma resposta no ensaio equivalente ao corte de 20 ng / ml de acido THC)
(COOK et al., 1982).

Véarios dos metabdlitos hidroxilados apresentam alguma atividade segundo
Perez-Reyes (1973), em contrapartida, o 9-COOH-THC apresentou pouca ou
nenhuma atividade. Ja o 11-OH-THC, demonstrou ter atividade igual ou maior do
gue o THC (PEREZ-REYES et al., 1972). Segundo William e Moffat (1980), mesmo
gue os metabdlitos acidos ndo apresentem psicoatividade, outros tipos de efeitos

toxicos ndo podem ser excluidos.
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He Sistema de numeracdo adotado no trabalho

Figura 17a — Estrutura geral dos metabdlitos canabinoides (1-16)
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e Sistema de numeracado adotado no trabalho

Figura 17b — Estrutura geral dos metabdlitos canabinoides (17-30)
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4. FUNDAMENTOS DOS METODOS UTILIZADOS

4.1 Estudos da Relacéo Estrutura-Atividade

O planejamento racional de compostos biologicamente ativos, ndo € de facil
compreensao, tendo em vista que o mecanismo de acdo biolégica no organismo nao
sera uma tarefa facil de ser descrita, pois o resultado dos efeitos que estes exercem
€ um conjunto complexo de processos.

Segundo Martin (1978), o que se pode determinar, de maneira relativamente
simples, é se a acdo do farmaco se deve diretamente as suas propriedades fisico-
quimicas ou a sua estrutura quimica.

A correlacdo de que a estrutura quimica de um determinado composto esta
interligada com a resposta bioldgica, € bem antiga, conforme esclareceu Korolkovas
e Burckhalter (1982). O primeiro trabalho de QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationships) e SAR (Structure-Activity-Relationship) surgiu em 1869 com Crum-
Brown e Fraser (1869), onde eles esclarecem que ha uma relacdo entre a resposta
bioldgica e a estrutura quimica. Os resultados quantitativos desta relacdo s6 vieram
surgir e ser publicado, tempos depois, nos trabalhos de Taft (1960). Para Hansch
(1995), 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.

Estes conceitos fizeram desenvolver nova area do conhecimento: o estudo
das relagBes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica, estudada nos anos 90
por Kubinyi (1995), Hansch (1995a, 1995b), Van der Waterbeend (1992) e Rekker
(1992). Estas relacbes sdo estabelecidas a partir de estudos quantitativos ou
qualitativos da estrutura molecular dos compostos versus a atividade biologica que
estes exercem no organismo e sSdo expressas por modelos matematicos, que
correlacionam descritores moleculares estruturais e eletrbnicos de compostos
analogos com a atividade biologica por eles desempenhada (HANSH, 1995). Os
estudos de SARs e QSARs permitem racionalizar os principais fatores que

governam a interacdo do composto ao receptor biologico.
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No momento da interligacdo molécula — receptor, pode haver uma mudanca
na estrutura de ambas as espécies, uma vez que esta interacdo esta diretamente
relacionada as forcas intermoleculares, a forma do transporte no interior da
membrana e a distribuicdo da substancia nos tecidos biologicos para alcancar seus
respectivos sitios de acdo. Desta forma, um conjunto extenso de propriedades
moleculares e fisico-quimicas relacionadas deve ser considerado no estudo.

Conforme esclarece Fichera et al. (2000), sédo varias as propriedades,
parametros e descritores moleculares que influenciam a atividade biolégica de um
composto no organismo, e fornecem informagdes acerca do formato, tamanho,
simetria e distribuicdo dos atomos e sdo frequentemente utilizadas em estudos de
estrutura-atividade. Barreiro (2001) acrescenta que além destas propriedades
moleculares, ha também aquelas propriedades que estdo diretamente relacionadas
as forcas intermoleculares e as propriedades de transporte e distribuicao.

Para Tavares (2004), entre as propriedades fisico-quimicas mais importantes
para o estabelecimento da atividade biol6gica de farmacos, a distribuicao eletrénica,
a hidrofobicidade e a estereoquimica da molécula sdo as mais relevantes. De certa
forma, cada uma das propriedades contribui com maior ou menor intensidade para o
estabelecimento da resposta biolodgica, podendo ser representadas por descritores
estruturais, que expressam de forma qualitativa e quantitativa a sua influéncia na
bioatividade de compostos quimicos.

Segundo Montanari & Montanari (2002), as validacfes em QSARs baseadas
em sistemas biolégicos incluem mudancas estruturais complexas em termos de
fatores (i) eletrbnicos, (ii) estéreos, (iii) lipofilicos e (iv) topolégicos. Como néo é o
objetivo deste trabalho a discussdo de todos os descritores € sim 0s mais relevantes
para descrever psicoatividade, iremos nos ater apenas a alguns descritores que
serdo citados no texto que se segue.

Os estudos anteriores de SAR para canabinoides realizados por Arroio (2004)
e Hondrio (2004) permitiram selecionar algumas propriedades eletrénicas,
geométricas e hidrofébicas que melhor descreveram o comportamento dos
canabindides a niveis moleculares. Os metabdlitos canabinoides, a priori, devem
seguir mecanismos de atuacéo similares de compostos chaves no organismo. Em
funcéo disto, neste trabalho, foram calculadas propriedades de descritores similares
aos descritos nos trabalhos de Arroio (2004) e Hondrio (2004) para estudar a

psicoatividade e analgesia de canabinoides.
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4.1.1 Descritores moleculares calculados
4.1.1.1 Descritores eletrénicos empiricos

Estes paradmetros medem o efeito eletrbnico de um substituinte sobre a
variacdo da energia livre no momento da interacdo molécula—receptor, segundo
Korolkovas e Burckhalter (1982). De acordo com Arroio (2004), desta categoria tem-
se informacdes de que modo eventuais alteracdes nos substituintes de uma
molécula podem modificar a sua distribuicdo de carga como um todo. Estes
descritores medem as propriedades de polarizabilidade de uma molécula. Trés

descritores podem fornecer estas informacgées: momento dipolar £ , polarizabilidade

& e refratividade molar (MR) e todos eles foram calculados neste estudo e estéo

descritos a sequir.

4.1.1.1.1 Momento dipolar

O momento dipolar iz mede a magnitude da carga deslocada numa molécula.

BN

E um parametro relacionado a distribuicdo de cargas quando atomos de

eletronegatividades diferentes estdo ligados. O momento dipolar elétrico 4 é o

—

produto da carga 0; pelo vetor distancia d, fornecendo a expressdo mostrada na

equacdao 1 a sequir.

—

p=d*q, 0

A direcdo do momento dipolar de uma molécula € baseada na
eletronegatividade relativa dos atomos que a compdem. O valor € obtido pelo vetor
resultante dos momentos de dipolo de cada ligacéo presente na molécula.

O momento dipolar € uma medida da assimetria da distribuicdo de carga,
onde seu vetor € um valor numérico nas trés dimensfes expresso em unidades de
Debye (D) e € estimado em funcé&o da geometria molecular.

Sendo assim, pode fornecer informacdes a cerca da reatividade ou das forcas

intermoleculares existente entre os atomos agregados.
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Para Arroio (2004) e Honoério (2004), a presenca de substituintes com
eletronegatividades diferentes altera propriedades moleculares como acidez e
basicidade de um composto, de forma que os momentos dipolares podem esclarecer

davidas sobre a reatividade do mesmo.

4.1.1.1.2 Polarizabilidade

Polarizabilidade é uma propriedade que mede a tendéncia com que uma
nuvem eletrbnica sobre um atomo ou molécula se deforma na presenca de um
campo elétrico. De acordo com Allinger (1977), quanto mais polarizavel for uma
molécula, maior serd sua tendéncia a unir-se a outras moléculas, pois sera maior a
forca de van der Waals entre elas. Como consequéncia, ha a distorcdo na geometria
molecular e a polarizabilidade é a medida da magnitude de quanto a molécula pode
polarizar-se nos seus dipolos para suportar esta distorcdo, sendo estimada pela
constante de proporcionalidade representada pela letra (o).

Allinger (1977) ainda comenta que em relacdo aos atomos ligados, pode-se
dizer que o tamanho influencia a polarizabilidade. Atomos grandes serdo mais
polarizaveis do que atomos pequenos, devido ao maior numero de elétrons de
ligacdo, e estes por estarem mais distantes dos nucleos atdmicos estdo mais livres
para se moverem. Contudo, os elétrons de ligacdo, por pertencerem aos dois
ndcleos dos dois atomos, sdo menos polarizaveis se compararmos aos pares de
elétrons livres. Sendo assim, moléculas que contém heteroatomos, tais como
oxigénio e nitrogénio, sdo mais polarizaveis do que as que possuem atomos de
carbono e hidrogénio.

Para o calculo da polarizabilidade foi utilizado o método elaborado por Miller

(1990). Segundo ele a polarizabilidade atdbmica efetiva (¢4 ) é definida como:

(2)

Sendo que: a4 - polarizabilidade efetiva; N — numero total de elétrons
excluindo do atomo central A; ni - € o menor numero de ligagbes entre o atomo

central A; d - constante com valor 0,75, e 7i- contribuicAo em polarizabilidade de
cada atomo
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Existe uma relacdo do momento dipolar induzido e o campo elétrico ja que a
polarizabilidade avalia a facilidade com que uma molécula tem em mudar sua
configuracdo ao interagir com a radiacdo eletromagnética, podendo ser avaliada

pela razdo entre 0 momento de dipolo induzido, Y, e 0 campo responsavel pelo

momento, ¢o de forma que:

_ _Hox
‘ 50k‘ (3)

a

o = polarizabilidade, pok = momento de dipolo elétrico induzido do sistema;

€0k = campo elétrico aplicado.

Uma molécula com um momento dipolar igual a zero e localizada num campo
elétrico externo faz o campo deslocar os centros das cargas positiva e negativa,
ocorrendo assim uma polarizagdo da molécula e gerando um momento dipolar
induzido. A polarizacédo (P) de uma substancia esta relacionada a sua densidade e

momento de dipolo elétrico. O vetor da densidade de carga D é a soma do efeito do
campo aplicado e da polarizacdo, D = &E + P, mas D= €E, e, P= (& — 1) gE.
A permissividade dielétrica no vacuo (¢r) esta relacionada a polarizabilidade

molar no meio P, usando a equacao de Debye e temos que:

e -1 _pP,
e+2 M @)

Sendo que p é a densidade de massa (kg m®), e M é a massa molar (kg). O
termo (&: +2) vem da relacédo entre o campo local (E’) e o campo aplicado (E), entao

E= (E/3) (& +2).
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A polarizabilidade da molécula é a constante de proporcionalidade entre o
momento de dipolo induzido u* e o campo de forca E, (u* = aE). Na é 0 numero de
avogadro, K é a constante de Boltzmann (=R/Na), T € a temperatura absolutae pé
o momento de dipolo permanente. A polarizabilidade molar media é definida pela

equacgao 5.

N, p
=—"| o+ ———
& 3¢, 3KT ®)

A polarizabilidade pode ser dada em volume (&') frequentemente expressa
pela equacéo 6.

o'=-2
4re, ©)

4.1.1.1.3 Refratividade molar

A refratividade molar MR € uma propriedade de grande importancia no estudo
da relacéo estrutura-atividade, segundo Verma e Hansch (2005).

Charton & Charton mostraram que os volumes de van der Waals séo, em
geral, muito correlacionados com a MR, que também pode representar fatores de
polarizabilidade ao invés de fatores estéreos. Esta observacdo € claramente
estabelecida ja que a MR esta relacionada com o volume molar pela equacdo de
Lorenz-Lorentz, onde MR = (n*> —1/n* +2) MW/p. O intervalo de variacao do indice de
refracdo é pequeno e, consequentemente, MR €&, em esséncia, o volume molar
ajustado que contém uma contribuicdo eletrénica.

A polarizacdo de uma substancia é mostrada na equagéo 7, pois quando a
relacdo de Maxwell n*> = ¢ é estabelecida, a refratividade molar iguala-se a
polarizagdo molar, Pn, = (e- 1) (s- 2) x MW/d, onde ¢ representa a constante dielétrica
(MONTANARI et. al., 2002).

A refratividade molar também pode ser representada por (n,) se esta

relacionada a velocidade da luz no vacuo (c) e no meio (¢’); n = c/c’.
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Relacionam-se também a permissividade relativa (g), o coeficiente de
absorcdo (a) e o comprimento de onda (4), todos mostrados na equacéo 7,
(GONCALVES et al., 2006).

2 Ao ?

Domine et al. (1994) acrescentou que a refratividade molar também sofre
influéncia da polarizabilidade molar. Para estes autores o intervalo de variagdo do
indice de refracdo € pequeno e, consequentemente, MR €, em esséncia, 0 volume
molar ajustado que contém uma contribuicdo eletrénica. Cammarata (1971) mostrou
a dependéncia da refratividade molar com o parametro lipofilico log P
(BUSTAMANTE; 1971).

Montanari et al. (2002) comentam que ha dependéncia da MR com o
parametro lipofilico Log P e uma consequéncia natural é que MR também pode ser
dependente de P, jA que ambos dependem do volume molar. A refratividade molar é
uma medida que permite informag¢des a cerca do encaixe da molécula com seu
respectivo receptor, pois esta correlacionada com a conformacéao tridimensional da
estrutura molecular do farmaco (DUNN, 1980, 1977).

Para Tavares (2004), o valor de MR de um determinado grupo substituinte
também pode ser relacionado com a sua lipofilicidade, sendo assim, os valores de
MR também podem expressar o carater lipofilico de grupos substituintes e deles
depender diretamente, sendo possivel haver colinearidade ou ortogonalidade entre
eles. Nos calculos computacionais, a refracdo molar de uma substancia é
aproximadamente a soma das refragdes dos grupos eletrénicos.

Os valores de refratividade crescem em fungéo da carga nuclear para um
grupo particular de elétrons — os elétrons internos — que estéo fortemente ligados ao
nacleo. Portanto, é menos susceptivel de deformacdo por um campo externo
aplicado, como também contribuem muito menos para a refragdo de um composto.
Sendo assim, quanto maior a parte polar de uma molécula, maior o valor da
refratividade molar (DUNN, 1997).
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De acordo com Tavares (2004), varios outros descritores estruturais de
carater eletrébnico podem ser definidos por meio da observacdo de variacbes em
propriedades fisico-quimicas de compostos quimicos sensiveis ao efeito eletrdnico
de grupos substituintes.

O método utilizado neste trabalho para estimar o valor da refratividade molar
para os compostos estudados foi 0 método de Ghose e Crippen (1987) usando-se a
expressdo: MRcac = 2 nia,. Sendo que: n; € o numero de &tomos do tipo i; e a € a

contribuicdo correspondente.

4.1.1.2 Descritores eletrénicos ndo empiricos

Sdo descritores que servem para descrever o sitio da molécula e a
distribuicdo de carga para cada atomo (LABUTE, 2000). Sdo aqueles que se
baseiam nos calculos dos orbitais de fronteiras e podem ter de uma a varias
guantidades para cada molécula. Como sdo descritores provenientes de parametros
eletrdnicos, o objetivo é descrever o comportamento das propriedades eletrénicas
das moléculas influenciada pela presenca de certos grupos funcionais na densidade
de distribuicdo de cargas.

Os parametros eletrbnicos ndo empiricos, ou semi-empiricos, sdo calculados
em geral para cada a&tomo ou grupo de atomos e mostram informacdes especificas
tais como: energia eletronica, energia total, calor de formacao, energia dos orbitais
ocupados de maior energia (HOMO), energia dos orbitais desocupados de menor
energia (LUMO), dureza molecular, eletronegatividade, moleza molecular e potencial

de ionizacao e estdo descritos a seguir.

4.1.1.2.1 Energia eletrénica

Utiliza-se a aproximacdo de Born-Oppenheimer para determinar a energia
eletrbnica dos atomos pela resolucdo da equacao eletronica de Schrodinger para 0s
nacleos em posicdes fixas. Repete-se o procedimento para diversas configuracoes
de nucleos fixos. Obtido o valor minimo de energia eletrénica, tem-se a configuracédo
nuclear correspondente a geometria de equilibrio da molécula (ARROIO, 2004;
HONORIO, 2004).
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A energia obtida é a energia eletrbnica do sistema, calculada através de uma
série de equacgbes, chamadas equacfes de Hartree-Fock, onde se assume que cada

elétron se move no campo médio produzido pelos demais elétrons e pelos nucleos.

4.1.1.2.2 Energia total

E medida pelo somatério das energias de repulsdo internuclear e energias
eletrbnicas das moléculas (ARROIO, 2004). Na pratica, as posi¢cdes dos nucleos sao
modificadas por meio de algum algoritmo adequado, resolvendo-se a equacao de
Schrodinger para os elétrons a cada conjunto de posi¢cdes nucleares.

As energias totais correspondentes a cada conjunto sdo comparadas até que
a energia ndo varie entre duas estruturas consecutivas, dentro de um limite pré-
determinado. Além disso, a primeira e a segunda derivadas da energia em funcéo
dos parametros da estrutura podem ser calculadas para se verificar se a energia da

estrutura € um minimo real da superficie de energia potencial.

4.1.1.2.3 Energia dos orbitais de fronteira (HOMO) e (LUMO)

Os orbitais moleculares definidos como orbital molecular ocupado de mais
alta energia — Highest Occupied Molecular Orbital (HOMO) e orbital molecular
desocupado de mais baixa energia — Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO)
sdo bem utilizados nos estudos de diversos parametros de interesse farmacolégico e
para avaliacdo da relacéo estrutura-atividade (DEWAR, 1990).

Uma molécula pode exibir varios estados vibracionais e consequentemente
existem niveis rotacionais relacionados a este estado vibracional, com separacao
energética muito pequena. O espectro eletrbnico envolve transi¢cdes entre estados
vibracionais e rotacionais do estado eletrdnico fundamental para um estado
eletrdnico excitado. Sendo assim, podem existir transicdes entre qualquer estado
vibracional do estado eletrdnico fundamental a qualquer outro nivel adequado do
estado excitado. Portanto, pode-se calcular teoricamente a probabilidade total de um
sistema estar num determinado estado. Uma das formas de realizar estes calculos é
através dos orbitais de fronteira, HOMO e LUMO.

Se a energia do HOMO ¢ alta, maior a capacidade doadora da molécula; por

outro lado se a energia do LUMO é baixa, maior a capacidade aceptora da molécula.
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Logo, a partir dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO, pode-se determinar o
carater eletroaceptor e eletrodoador dos compostos canabindides com seus
respectivos receptores cerebrais.

A relevancia do estudo dos orbitais HOMO e LUMO com os canabinéides
foram abordados por Hondrio et al., (2006), Arroio (2004) e Da Silva (1995). Nestes
trabalhos os autores comentam que a energia do LUMO é importante para entender
0 comportamento da psicoatividade de um conjunto de canabindides. Nestes
trabalhos foram realizados calculos com os orbitais HOMO, HOMO-1, HOMO-2,
LUMO, LUMO+1, LUMO+2.

4.1.1.2.4 Dureza e moleza

A dureza absoluta representa a resisténcia da molécula a deformacéo ou a
mudanca (PEARSON; PALKE, 1992). Moleza representa a facilidade com que uma
molécula se deforma, e dureza a resisténcia a deformacdo (PARR; CHATTARAJ,
1991). Estes conceitos de “mole” e “duro” foram formulados de acordo com o
conceito de &cidos e bases de Lewis.

Para uma base “mole”, o atomo doador tem alta polarizabilidade e baixa
eletronegatividade e esta associado a orbitais vazios de alta energia e estes séo
inacessiveis.

Para os acidos, os “moles” sdo aqueles que o atomo aceptor € de grande
tamanho e tém pequena carga positiva e seus elétrons externos estdo mais soltos e
facilmente excitaveis. Nos acidos “duros”, o atomo que recebe elétrons possui
elevada carga positiva e tem tamanho pequeno e ndo possui elétrons faciimente
excitaveis.

Conforme comentam Arroio e Hondrio (2004), os célculos de dureza (n) e
moleza (S) se baseiam nestas caracteristicas citadas acima, mas por questdes de
quantificacdo utilizam medidas do potencial de ionizacédo (PI) e afinidade eletronica
(AE) ou até das energias do HOMO e LUMO conforme equacdes 8 e 9.

Moléculas com elevados potenciais de ionizacdo e eletronegatividades (baixa
afinidade eletrénica) possuem elevada dureza absoluta. A equacdo 10 representa a

relacdo entre a dureza e a moleza.
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(m) = %2 (P - AE) (8)
N = % (ELumo — Exomo) 9)
S=1m (10)

Neste trabalho, para efeito de calculos, s6 foram obtidos valores de dureza
pois buscou-se obter informacdes acerca da resisténcia a deformacdo nas
moléculas canabindides (PEARSON; PALKE, 1992; PARR; PEARSON, 1991).

4.1.1.2.5 Eletronegatividade

A eletronegatividade () pode ser usada como parametro para estimar a

capacidade que uma molécula tem de atrair elétrons de outra molécula quando elas
se aproximam (PARR; PEARSON, 1991). Segundo Mulliken (1934), a
eletronegatividade é definida pela equacdo 11. A transferéncia de elétrons entre
duas moléculas é dirigida pelas diferencas do potencial quimico.

Sanderson (1954) propds o principio da igualacdo da eletronegatividade:
"quando dois ou mais atomos, inicialmente possuindo eletronegatividades diferentes,
ligam-se para formar um composto, suas eletronegatividades tornam-se ajustadas a
um valor intermediario dentro do composto”, ou seja, o potencial quimico em um
sistema em equilibrio € igual em toda a parte. Quando duas moléculas se
aproximam, o potencial quimico deve ser igualado para os dois sistemas em
equilibrio. Neste caso, o0 potencial quimico (eletronegatividade) serd uma
propriedade de estado do sistema (DUARTE, 2001).

L1 .

1
X :Eel +AE/:E(_EHOMO ~ELmo (11)

Sendo que AF'- é a afinidade eletrbnica; e //- o potencial de ionizacgéo.
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4.1.1.2.6 Potencial de ionizacao

O Potencial de ionizagéo () de um &tomo é a forca com que um elétron esta
ligado a um atomo. Representa a energia necessaria para retirar um elétron do
orbital molecular mais alto ocupado. Este parametro € calculado segundo o teorema

de Koopmans (1934), como sendo o valor negativo da energia do HOMO, ou seja:

PI'= - Enomo (12)

Quando o composto é ativo na sua forma iénica o potencial de ionizacéo € um
descritor importante. Altos graus de ionizacdo acarretam aumento da atividade
biol6gica de uma molécula. Por outro lado, se a molécula é ativa na forma néo
dissociada, o aumento do grau de ionizacdo reduzirA a atividade biol6gica
(KOROLKOVAS, 1982).

4.1.1.2.7 Afinidade eletrbnica

Em relacdo aos valores de afinidade eletrénica (AE), sdo por sua vez iguais

aos dos correspondentes primeiros orbitais ndo ocupados (LUMO), ou seja:

AE = - ELUMO (13)

4.1.1.2.8 Energia de hidratacao

A energia de hidratagdo (E.H.) permite avaliar a estabilidade de diferentes
conformacdes moleculares e pode estar relacionada com o transporte da molécula
nas biofases (local de acdo do farmaco) aquosas. Maiores energias de hidratagédo
sdo consequéncias de maiores absorcfes de energia ao entrar em contato com
moléculas de agua, sendo caracteristica de uma reacdo endotérmica (ARROIO,
2004). Em contrapartida, os compostos que apresentam os menores valores de
energia de hidratagcdo sdo os que ao entrar em contato com moléculas de &gua,
liberam certa quantidade de energia, tipicamente de uma reacdo exotérmica. Esta

propriedade mede o calor de hidratacdo em kcal/mol (HONORIO, 2004).
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Devido a natureza parcialmente lipidica das membranas celulares o carater
hidrofilico (facilidade de se locomover em &gua) e lipofilico (facilidade de se
locomover em lipidios) dos farmacos é parametro importante para prever a
passagem de um farmaco através das camadas, sendo aqueles mais lipofilicos os

que possuem maior facilidades em atravessar as camadas lipidicas(TAYLOR, 1990).

4.1.1.3 Descritores hidrofébicos

Estes descritores medem o grau de atracdo do farmaco pelos lipidios e pelas
regibes hidrofébicas das macromoléculas, segundo Korokolvas (1982). Estéo
relacionados, de um lado, com o transporte do farmaco desde a exobiofase (regido
gue antecede a fase de acdo do farmaco) até o compartimento do receptor, e, de
outro, com a possibilidade de atracdo e interacdo entre regides hidrofébicas do
farmaco e do receptor.

Kubinyi (1995), Hansch et al. (1995) e Tavares (2004) correlacionaram que a
resposta bioldgica produzida por compostos bioativos esta diretamente relacionada
com os mecanismos de absorgéo, distribuicdo e transporte nas biofases.

Os processos de absorcdo e distribuicdo de farmacos sédo regulados
basicamente pela sua hidrofobicidade e para que haja o transporte é necessario
permeabilidade nas interfases das membranas biologicas e nos respectivos sitios de
acao dos farmacos.

Os descritores hidrofébicos apresentam estas propriedades por estarem
relacionados a solubilidade e transporte nas fases organicas e aquosas
(WERMUTH, 2000).

Inimeras correlacbes encontradas entre a atividade biolégica e a
hidrofobicidade de compostos bioativos, tratadas por Tavares (2004), demonstraram
que esta propriedade desempenha papel fundamental na bioatividade, embora seja
apenas uma das varias propriedades fisico-quimicas que, atuando conjuntamente,
determinam a expressao da atividade biolégica de alguns compostos.

Para Tavares (2004), € importante reconhecer que a hidrofobicidade de um
farmaco determina a extensdo e velocidade de sua absor¢céo e distribuicdo, a sua
capacidade de ligagdo ao sitio receptor, bem como a sua biotransformacdo e

excrecao.
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O entendimento destas etapas envolve, por um lado, o conhecimento da
estrutura, funcdo e propriedades das membranas biolégicas e, por outro, 0
conhecimento da estrutura e das propriedades fisico-quimicas do farmaco, como
tamanho e forma da molécula, seu grau de ionizacdo e lipossolubilidade relativa de
suas formas neutra e ionizada.

Os descritores hidrofébicos medem as propriedades de lipofilicidade (ou
hidrofobicidade) e o grau de atracdo do farmaco nas membranas lipidicas e pelas
regides hidrofébicas dentro das biofases e exobiofases: O coeficiente de particdo da
substancia na fase organica e fase aguosa e os parametros cromatograficos sao os
descritores mais utilizados para estes fins. Neste trabalho o coeficiente de particdo

foi o descritor estudado para descrever as propriedades de hidrofobicidade.

4.1.1.3.1 Coeficiente de particdo —Log P

O coeficiente de particdo (Log P) de uma determinada espécie quimica é um
parametro que mede a hidrofobicidade de um composto nas biofases aguosa ou
organica no interior das células (WERMUTH, 2000). Portanto, é a razdo entre as
concentracdes que se estabelecem nas condi¢cdes de equilibrio de uma substancia
quimica, quando dissolvida em sistema constituido por uma fase organica e uma
fase aquosa, e estd associado a mudanca da energia livre provocada pela
substancia sobre o equilibrio termodinamico do sistema (TAVARES, 2004).

Esta relacdo pode ser expressa pela equacéao:

P = [organica]/[aquosa] (14)

Sendo P o coeficiente de particdo do composto analisado; [organica] é a
concentracdo do composto na fase organica nas condi¢des de equilibrio; e [aquosa]
€ a concentracdo da substancia na fase aquosa nas condi¢des de equilibrio.

Em geral, a fase organica € medida numa solugdo de n-octanol. Os valores
obtidos sdo pequenos e na forma logaritimada (Log P). Valores de P maiores que a
unidade, (p>1), sdo obtidos para os compostos hidrofébicos (ou lipofilicos). Os
compostos hidrofilicos (ou lipofébicos) apresentam valores de P menores que 1
(um), (P<1) (TAVARES 2004).
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Nos casos dos substratos, o mecanismo de transporte é medido nas
membranas biologicas. O sistema n-octanol/agua é vantajoso devido a membrana
ser constituida de lipideos, que por ter maior carater lipofilico, dissolve mais o
composto organico (DUNN, 1977). Embora existam diferentes métodos para calculos
de Log P, utilizou-se neste trabalho o método de Villar (ALKORTA, VILLAR, 1992).

Considerando-se que o coeficiente de particdo € um dos parametros
fisico/quimicos mais amplamente utilizados em estudos de QSAR e amplamente
pesquisados por Hansch (1990), Kubinyi (1995), Martin (1981), Wermuth (2000) e
que sua determinacdo é frequentemente necessaria, especialistas optaram por
definir outros sistemas de solventes. Assim, o0 sistema n-octanol/tampéao fosfato pH
7,4 é considerado também um sistema para a determinacdo do coeficiente de
particdo visando a aplicacdo em estudo de QSAR e foi estudado por Martin (1981) e
Wermuth (2000) e Leo (1990).

Em 1965, Boyce and Milborrow observaram uma correlacdo entre o
coeficiente de particdo das substancias e o0s respectivos valores do parametro
cromatografico Rm. Estes autores encontraram que a diferenca dos valores de Rm de
substancias de estrutura Rx e outra substancia de estrutura Rh. A constante
hidrofébica do substituinte X (7) sera:

7= R R K (15)

O valor de Rm é calculado com base no valor de Rf em cromatografia em
camada delgada em fase reversa (fase estacionaria hidrofobica, fase movel polar; as
substancias menos polares interagem mais efetivamente com a fase estacionaria,
portanto, as substancias menos polares permanecem mais retidas, apresentando Rf
menor que as mais polares). Kubinyi (1995) verificou que o valor Rf se relaciona

com Rm pela equacédo 16 e Rm se relaciona com o coeficiente de particdo (Log P) por

= =h 6%41 j
T (16)

Lo gﬁR—Ft (17)

meio da equacéo 17.
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Sendo que Rm mede a distancia percorrida em relacdo a um composto

considerado como padrdo “@”; Rf é a razdo entre a distancia percorrida pelo

composto e a distancia percorrida pelo eluente; LogP é o coeficiente de particdo do

composto analisado; e “b” é o coeficiente linear da equagéo. Para Kubinyi (1995), o
tempo de retencdo em HPLC é quantitativamente descrito pelo fator de capacidade

(k') dado pelo tempo de retencdo normalizado, ou seja:

K:CF‘__D/E (18)

Sendo que k' é o fator de capacidade; Tz é o tempo de retengdoe T, é o

tempo de eluicdo do solvente. A Relacdo entre Logk' e LOgP (n-octanol/tamp&o) é
possivel ser observada aplicando-se a equacéo de Collander (1961).

A hidrofobicidade expressa em termos de k'é de natureza relativa, uma vez
que é necessaria a utilizacdo de compostos de referéncia. Tavares (2004) comenta
que determinacBes do coeficiente de particdo utilizando ensaios cromatograficos,
como CCD ou HPLC, permitem certo grau de impureza no soluto, enquanto que o
método tradicional (DUNN, 1977) exige substancias puras para determinacéo
confiavel do respectivo coeficiente de particdo.

A lipofilia € considerada a partir das mudancas na energia livre de solvatacao
de um composto no seu movimento da fase aquosa para a biofase.

Montanari et. al (2002) realizaram a modelagem do Lop P em octanol e
biofase e demonstram a correlacdo entre Log Pui, € Log Py Estes autores
verificaram a existéncia de correlacdes extra termodinamicas entre as poténcias de
acilidrazinas e os coeficientes de particdo obtidos do sistema octanol-agua,
utilizando um postulado semelhante ao de Hammett (COLLANDER, 1960) utilizando
a expressao Log ppic = @ Log poct + b, conforme esquema 1, mostrando que a

particdo na biofase € mimetizada pelo sistema octanol-agua.
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fase octanol biofase
P pctanol P hio
fase aquosa fase aquosa

Esquema 1- Modelagem de Log P em octanol e biofase com a
fase aquosa. Fonte: Montanari et al., 2002

4.1.1.4 Descritores estéreos e geométricos

Segundo Tavares (2004), o aspecto tridimensional de compostos bioativos e
de seus receptores envolvidos é, muitas vezes, decisivo para a compreensao dos
mecanismos envolvidos no estabelecimento da atividade bioldgica desempenhada
por estes compostos. Para Hansch (1995), a estereoquimica do composto bioativo
governa os principios de reconhecimento e discriminagdo molecular, assunto
também tratado por Wermut (2000). Especificamente ao canabindides, Mechoulam
et. al (1980) realizou um estudo abrangente a respeito da estereoquimica requerida
para o potencial psicoativo destes compostos.

Os efeitos estéreos e geométricos, exercidos por grupos quimicos presentes
ou introduzidos num farmaco afetam diretamente a estereoseletividade e s&o
importantes para manifestacdo de determinada atividade biolégica, em razéo de sua
reatividade quimica (KOROLKOVAS, 1982).

Estes fatores também podem modificar a intensidade de determinada acéo
biolégica. Farmacos muito reativos podem reagir facilmente com varios constituintes
celulares. Os farmacos com pouca reatividade podem tornar desprezivel a atividade
biolégica do farmaco matriz. Portanto, a atividade biologica requer reatividade
quimica e propriedades fisico-quimicas adequadas (ARROIO, 2004). Os descritores
que reproduzem estas respostas podem ser: volume molar, area da superficie,
massa molar e angulos diedros (HANSCH, 1995). A reatividade molecular foi
calculada para os metabdlitos canabindides e os psicoativos mostram valores

significantes segundo, Watanabe et al. (2005).
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4.1.1.4.1 Volume molar

O volume molar de uma molécula € estimado pela soma das contribuicdes de
atomos individuais, subtraindo-se a regido caracterizada pela interseccao entre duas
esferas a partir do raio de van der Waals. A técnica foi desenvolvida por Pearlman
onde a molécula é vista como um conjunto de esferas atdbmicas particularmente
sobrepostas (MONTANARI et al., 2002). Os volumes molares foram obtidos neste
trabalho utilizando as geometrias otimizadas no nivel semi-empirico de célculos
computacionais. E importante reconhecer que as coordenadas tridimensionais que
definem determinada regido da molécula podem ser alteradas em funcédo de seu
estado fisico, resultando, portanto, em restricdo no emprego deste parametro em
estudos de QSAR (TAVARES, 2004; KUBINY, 1995).

4.1.1.4.2 Massa molar (MM)

Por ser uma propriedade relacionada a forma e estar diretamente ligada ao
tamanho dos substituintes, a massa molar € uma propriedade importante para
entendimento das diversas propriedades fisico-quimicas e atividades biol6gicas dos
compostos.

De um modo geral, de acordo com Tavares (2004), a massa molar (MM),
embora seja indiretamente relacionado com o volume da molécula, ndo expressa
convenientemente o seu perfil tridimensional. Contudo, pode ser também
empregada como parametro estéreo em estudos de QSAR. O método para célculo
de massa molar foi descrito por Labute, (2000) e os valores foram obtidos neste

trabalho partindo das geometrias otimizadas do calculo semi empiricos AM1.

4.1.1.4.3 Area de superficie

Considerando cada atomo numa molécula como uma esfera de raio igual aos
raios de van der Waals, a area da superficie molecular podera ser calculada pela
soma das areas de cada atomo em particular. O método computacional utilizado é o

descrito por Bordor, utilizando os raios atébmicos de Gavessotti (LABUTE, 2000).
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4.1.1.4.4 Angulo diedral

Na quimica, o angulo diedral € o angulo de rotacdo em torno do eixo da
ligacdo necessario para alinhar interagdes entre atomos adjacentes. A figura 18(a)
esquematiza duas dessas interacdes empregadas na funcao energia potencial V(R).

A planaridade dos grupos (isto €, os planos das moléculas) também pode ser
descritas por potenciais harmoénicos conhecidos como diedrais improprios (improper
dihedrals) descritas por @ . As Rotacdes em torno de ligacdes simples (tor¢des)

sdo governadas por energias senoidais descritas por ¢ . Na geometria o angulo

diedral pode ser definido como o angulo entre faces de dois semiplanos de mesma
origem, ndo contidos num mesmo plano, ou seja, o angulo formado por dois planos
concorrentes. Para obter o angulo diedral, basta tomar o angulo formado por
quaisquer duas retas perpendiculares aos planos concorrentes. A figura 18(b) abaixo
mostra a geometria deste angulo.

No caso particular dos canabindides, Mechoulam (1980) mostrou que o diedro
€ uma variavel importante para estudar fatores estereoeletrénicos que interferem
nas atividades analgésicas e psicoativas de alguns compostos canabindides. Os
valores dos diedros foram calculados a partir das geometrias otimizadas obtidas do
método de célculo DFT.

14
Diedrais W \\/
improprias
Iproprias mo w
dngulo
['4 diedral
Torgdo \7 ( ‘ j [‘ j ( 1 ,'-‘
tp*\. 0
(@) (b)

Figura 18(a) - Interacdes (diedrais impréprias e tor¢cdo) — Estéo incluidas na
funcédo energia potencial para efeitos de simulagdo computacional;
Figura 18(b) - angulo diedro formado por dois planos concorrentes.

Fonte: http://www.fisica.uel.br/atomol/classica.html
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4.2 Métodos de quimica tedrica

Com a introducdo de modelos matematicos multiparamétricos tornou-se
possivel descrever dependéncias complexas da atividade biologica em relacdo as
propriedades fisico-quimicas de compostos bioativos. Segundo Tavares (2004), nas
Ultimas trés décadas a atividade biolégica de muitos desses compostos tem sido
correlacionada, com sucesso, com diversas combinacdes de descritores.

Os estudos quimico-tedricos de canabindides que tratam das correlacfes
entre a estrutura quimica e a atividade bioldégica vém sendo estabelecidos em
funcdo das técnicas de SAR e QSAR (HANSCH, 1995), desenvolvidas com a
intencdo de compreender e criar relacdes entre a estrutura das moléculas
canabindides classicas e ndo classicas e suas propriedades terapéuticas.

Esta relacdo ja vem sendo feita para a classe de compostos canabindides por
muitos autores brasileiros (SILVA; 2008, HONORIO, 2006, 2004, 2000, 2001;
ARROIO, 2006, 2004; Da SILVA, 1995, 1985) e internacionais (REGGIO, 2003
1992, 1987, 1989; MECHOULAM, 1973, 1999; RAZDAN, 1986).

Os métodos tedricos mais tradicionais séo classificados a seguir.

4.2.1 Métodos de mecanica molecular

A Mecanica Molecular aplica as leis da fisica classica, ou seja, trata a
molécula como um aglomerado de particulas ligadas entre si por forcas elasticas e
movimentos harmoénicos, e calcula as geometrias e energias conformacionais a
ndcleos moleculares, usando uma combinacdo de campos de for¢ca empiricos.

Segundo Allinger (1992), o campo de forca € um conjunto de fun¢bes de
potencial que definem as energias de estiramento de ligacdo e de deformacao de
angulo de ligacdo (tanto de valéncia quanto diedro) de uma molécula, quando
comparadas com a sua conformacgédo nado tencionada (aquela caracterizada pelos
valores padrdes de comprimento e de angulos de ligagdo) (ALLINGER, 1992). Os
potenciais empiricos se forem usados e parametrizados apropriadamente, fornecem
resultados confiaveis.

A mecanica molecular tem a vantagem de ser rapida, mas ndo proporciona

informacdes seguras sobre as propriedades eletronicas. Nos casos onde os efeitos
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eletrébnicos sdo predominantes, um tratamento mecanico-quantico € mais indicado
(JESEN, 2003).

A metodologia da mecanica molecular, também conhecido como campo de
forca empirico — Empirical Force Field (EFF) (LEACH, 2001) estd baseada na
aproximacéo de Born-Oppenheimer (BORN-OPPENHEIMER, 1927).

A superficie de Born-Oppenheimer, conhecida na mecanica molecular como
superficie de energia potencial, € multidimensional e descreve a energia de uma
molécula em termos das posi¢des nucleares. Esta superficie possui minimos locais
em relacdo a uma ou algumas conformagBes moleculares estaveis e, em uma
primeira aproximacdo, a molécula € descrita pela estrutura correspondente ao
minimo global da superficie potencial.

Dentro da aproximacdo de Born-Oppenheimer, os movimentos dos nucleos e
dos elétrons podem ser tratados separadamente (HELGAKER, 1990). Neste
contexto, conforme esclarece Grant e Richards (1995), a mecanica molecular é
caracterizada por considerar os movimentos nucleares e por tratar os elétrons
indiretamente.

Os meétodos de mecéanica molecular consideram as contribuicdes da energia
potencial (V) para o movimento interno dos nucleos por estiramento de ligacdes (Vs),
deformacgBes angulares (Vo), interacBes eletrostaticas originadas das ligacbes
polares (Ve), interacdes de van der Waals (Vyqw) € rotagdo interna ao redor das
ligacdes simples (Vy), fornecendo uma expressao de energia potencial mostrada na

equacao abaixo:

V= VS + VO + Vel + VvdW + VW (19)

O campo de forca também representa a energia potencial molecular em
relacio a uma geometria de referéncia, em um determinado sistema de
coordenadas (COELHO et al., 1999).

Estas forcas sédo descritas pelas funcbes de energia potencial das
contribuicdes estruturais, e.g. comprimentos de ligagéo (r), angulos de ligagao (0),
angulos diedros (@) e interagbes nao ligadas (d) (COELHO et al., 1999). O conjunto

destas fun¢des é conhecido como campo de for¢ca empirico.
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O campo de forca representa a energia potencial molecular em relacédo a

uma geometria de referéncia, em um determinado sistema de coordenadas:

U=3U(r) +3Z U@+ U@ + 2 Ud) + ... (20)

A energia, U de uma molécula, dentro do campo de forca é a soma de todas
as contribuicbes de energia. Temos ainda que: Ur € acdo do campo no comprimento
da ligagao a seu valor ideal; UB é a energia de deformagao do angulo de ligagdo em
relacéo a seu valor ideal; Ug é a energia devido a torgdo em torno de uma ligagéo; e
Ud é a energia da interacdo entre atomos néo ligados.

O método de mecanica molecular € um método que demanda menos tempo
computacional se comparado aos outros métodos (JENSEN, 2003).

No geral, os métodos de mecénica molecular incluem estudos de minimizagéo
de energia de moléculas, andlise conformacional, simula¢cdes de dinamica
molecular, entre outros, e sdo aplicaveis desde atomos isolados até moléculas e
fornecem informac@es importantes para o processo de planejamento de farmacos e
receptores (ALLINGER, 1992).

Os programas de mecéanica molecular sdo capazes de desenhar estruturas
moleculares e realizar célculos de otimizacdo de geometrias e estudos
conformacionais. Os arquivos de saida dos programas podem servir de entrada em
outros programas mais avanc¢ados.

O programa de mecéanica molecular reconhece as mudancgas que conduzem a
estruturas mais estaveis, de menor energia estérea e os célculos sao interrompidos
guando as modificacbes da estrutura mais estavel, em relacdo a molécula original,
nao resultam em alteracdo consideravel de energia. O objetivo da mecanica
molecular € predizer a energia associada com determinada conformacdo de uma
molécula. Em relacdo a energia estérea, obtida por métodos de mecéanica molecular,
pode-se dizer que esta propriedade nédo expressa quantidades absolutas, apenas
diferencas de energia entre duas ou mais conformagdes (CARVALHO et al. 2003).

Os métodos de célculos tedricos contidos nestes programas, no geral, diferem
no conjunto de funcbes de energia e parametros numéricos associados e estao

relacionados a natureza do campo de forcas.
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A estrutura molecular, em principio pode ser deduzida mediante o
experimento ou a teoria. Existem algumas categorias de calculos tedricos de
quimica utilizados para estes fins.

O processo de mecanica molecular promove a modificacdo dos angulos e
comprimentos das ligagfes dos atomos originais e fornece novas conformagfes com
0s correspondentes calculos de energia.

As técnicas que tratam destes calculos estdo incluidas nos “softwares” de
quimica computacional. Esta area atualmente € chamada de quimioinforméatica, do
inglés chemoinformatics (WILLETT, 2008).

4.2.2 Métodos de mecanica quantica

O objetivo da quimica quantica € fornecer solucdes para a equacao de
Shhrédinger que permita respostas mais precisas, 0 quanto possivel, sobre as
propriedades de sistemas atbmicos e moleculares (KOHN, 1999). Para tal, a
mecanica de sistemas quanticos considera uma espécie quimica como um conjunto
de nucleos e elétrons descritos por fungdes de onda, ; (autofuncdes), e por suas
respectivas energias, E;.

Em 1926, Erwin Schroédinger propbs uma equacao para descrever o carater
ondulatério das particulas. A funcdo de onda é obtida a partir da resolucdo da
equacdo de Schrodinger independente do tempo (SCHRODINGER, 1926;
EISBERG, RESNICK; 1994).

-

Hy(7,R)=E,p(7,R)

(21)

Sendo: ¥ a funcdo de onda do sistema; E a energia total do sistema; Ho operador

Hamiltoniano: e Re I simbolizam vetores de todas as coordenadas dos nucleos e

dos elétrons respectivamente.
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A expressao do operador Hamiltoniano em unidade atdmica é:

== ¥V, T . — T — . T P ——
i 2M 2 T SIS R -R| Svw IR, —F| asisea IR, —R

(22)

Para um sistema contendo um conjunto de nucleos (N) e elétrons (e), que

interagem entre si, a expressao do hamiltoniano é dada por:

H= Tn+ Te+ Van+ Vee + Ve (23)

Nas equacdes 22 e 23 temos que Ma é a massa do nucleo A; Zx é a carga do
nacleo A; Zg € a carga do nucleo B; Ty operador de energia cinética dos nucleos; Te
operador de energia cinética dos elétrons; Vyn operador de energia potencial de
repulsdo entre nucleos; Ve Operador de energia potencial de repulsdo entre elétrons;
e, Vne Operador de energia potencial de atracao nucleo-elétron.

No entanto, a equacdo 22 sO possui solucdo analitica para sistemas
relacionados a um unico elétron. Assim, devemos recorrer a métodos aproximativos
para resolvé-la.

A primeira aproximacdo diz respeito a separacdo das coordenadas dos
nacleos e dos elétrons — uma aproximacao conhecida como aproximacao de Born-
Oppeinheimer (1927) — que considera o fato de que a diferenca das massas entre
elétrons e ndcleos é grande, onde o0s ndcleos movem-se devagar quando
comparados ao movimento dos elétrons (HELGAKER, 1990).

Contudo, como as forcas aplicadas nas particulas sdo as mesmas, pode-se
sugerir que se o0s elétrons se reajustam instantaneamente a cada movimento dos
nacleos, pode-se pensar que 0s nucleos estdo fixos a certa distancia (d) e, entéo,
pode-se resolver a equacéo de Schrodinger para uma fungédo de onda que depende
apenas da posicdo dos elétrons. Assim, o hamiltoniano para a energia eletrénica

pode ser escrito como:

FIel =Te+ Vnet Vee (24)
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E a equacao de Schrodinger pode ser escrita como:

He W(1, 2,..., n) = E¢ ¥P(1, 2,..., N) (25)

Muito embora a aproximacédo de Born-Oppenheimer simplifique o problema
tratando as coordenadas eletronicas e nucleares separadamente, ainda ha o
problema de separar as coordenadas entre os elétrons.

Assim, para resolver a equacdo 21 ainda se fazem necesséarias outras
aproximacfes. Os métodos semi-empiricos, onde as aproximacdes adicionais sao
incluidas com o propédsito de reduzir o custo computacional das aproximacfes de
Hartree-Fock (HF) e de Hartree-Fock-Roothaan (SIMAS E ROCHA, 2007) foram os
utilizados neste trabalho e serdo discutidos a seguir.

4.2.2.1 Métodos semi-empiricos e ab initio

Todas as fungbes de onda sé&o aproximadas, no entanto, algumas sdo mais
aproximadas que outras. Devido a esta diferenciacdo nos métodos, Levine (1975)
sugeriu a divisdo dos métodos mecanico-quanticos em funcao destas aproximacoes.
Os métodos foram divididos em ab initio e semi-empiricos.

De forma geral, os métodos ab initio resolvem a equacédo de Schriédinger sem
aproximacdes, enquanto 0s semi-empiricos levam em conta alguns parametros
obtidos, em geral, de resultados experimentais.

Os métodos mecanico-quanticos ab initio sdo baseados no uso da equacao
de Schrodinger completa para tratar todos os elétrons de um sistema quimico. Na
pratica, aproximacdes sd0 necessarias para restringir a complexidade da funcéo de
onda eletrbnica e tornar seu calculo possivel. Embora estes métodos fornecam
informacé&o relativamente mais precisa sobre 0 comportamento eletronico, ele €, em
termos operacionais, mais lentos e caros. Para resolver isto, tém sido desenvolvidos
varios métodos semi-empiricos.

O método semi-empirico surgiu na tentativa de combinar termodinamica,
cinética quimica, mecanica quantica e teoria da ligacédo de elétrons de valéncia com
0 objetivo de mesclar teoria com experimento (por isto 0 nome semi-empirico)
(SIMAS; ROCHA, 2007). Nye (2007) em seu recente artigo de revisdo aborda a

evolucdo dos métodos semi-empiricos nos ultimos 70 anos.
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Até meados da década de 90, os métodos semi-empiricos de estrutura
eletrbnica eram aplicados a sistemas moleculares que continham até 100 atomos.
No final da década de 90, ocasionado pelos avancos dos computadores e o
surgimento de novos métodos numericos de analises e suas implementacdes, estes
sistemas passaram a ser dominio dos métodos baseados na teoria do funcional da
densidade (DFT) (POPLE, 1967; ATKINS, 2001).

Atualmente, os calculos semi-empiricos tém seu espaco garantido para
algumas situacOes tipicas: (i) para o calculo de um numero muito grande de
moléculas pequenas, como o estudo das propriedades eletrébnicas de uma dada
molécula ou farmaco pela mudanca dos substituintes na estrutura molecular; (ii) para
inumeros e repetidos célculos de um mesmo tipo de sistema, e (iii) para o calculo de
moléculas grandes (SIMAS; ROCHA, 2007).

Com relacdo ao tempo computacional, os métodos semi-empiricos sdo muito
mais lentos que os métodos de mecéanica molecular, mas quando comparados aos
métodos ab initio apresentam uma grande eficiéncia.

Com respeito a abordagem tedrica empregada, os métodos semi-empiricos
tentam resolver, de forma autoconsistente, aproximacoes as equacdes de Hartree-
Fock-Roothaan (ROOTHAAN, 1960), e para isto utilizam parametros oriundos de
dados experimentais. A simplificacdo nos métodos semi-empiricos pode ocorrer no
hamiltoniano, na funcdo de onda e na avaliacdo aproximada de certas integrais
moleculares. Estes métodos utilizam o mesmo formalismo matematico que o0s
métodos ab initio, contudo, realizam uma série de aproximacdes a partir de
parametros experimentais e ajustaveis que sao otimizados para reproduzir
propriedades quimicas de interesse.

Dentre as aproximacdes, uma das que tém impacto no custo computacional é
conhecida como aproximacéo Zero Differential Overlap (ZDO), que considera como
sendo nulo o produto de dois orbitais atbmicos diferentes, simplificando as equacgdes
de Hartree-Fock-Roothaan, segundo comenta Simas e Rocha (2007). Para
conseguir aproximacdes que tratassem de mais tipos de moléculas e sistemas nao
planos, Pople et al. (1967) criaram novos métodos como o Complete Neglect of
Differential Overlap (CNDO), o Intermediate Neglect of Differential Overlap (INDO) e
o Neglect of Diatomic Differential Overlap (NDDO), as quais tém niveis de
aproximacoOes integrais diferentes e leva em consideracdo todos os elétrons de

valéncia.
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Algumas propriedades de interesse (tais como: energia de ligagdo, momento
de dipolo, calor de formacéo, barreiras rotacionais, dentre outras) para que fossem
calculadas mais préoximas dos valores experimentais quanto possivel, levaram
Dewar e Haselbach (1970) a proposicdo do método Modified Intermediate Neglect of
Differential Overlap Versionl (MINDO/1). Cinco anos depois, as versdes MINDO/2 e
MINDO/3 surgiram apos inclusédo das geometrias das moléculas por Binghan et al.
(1975).

Para corrigir a falha de ndo reproduzir bons valores dos calores de formacéo
para sistemas aromaticos e pela dificuldade de conseguir reproduzir parametros
diatdmicos para elementos metélicos, Dewar e Thiel (1977) criam um novo sistema
semi-empirico - o Modified Negect of Diatomic Overlap (MNDO) - que foi baseado no
NDDO. O método MNDO possibilitou a correcdo de muitos dos problemas que o
MINDO/3 apresentava (DEWAR; THIEL, 1977).

Com o método MNDO, pelo conhecimento da matriz de Fock e da matriz
densidade, pode-se obter a energia total, e posteriormente, o calor de formacao para
o sistema molecular. Exatamente este calor de formacdo que sera utilizado como
propriedade na parametrizacdo dos métodos baseados no MNDO (SIMAS; ROCHA,
2007).

As funcbes de base STO formadas por um orbital s e trés p € a utilizada nos
calculos para este método. A falha deste sistema é que as energias de ativacao e
de repulsdo entre &tomos eram por demais superestimadas, levando uma quase
impossibilidade de descrever a ligacdo de hidrogénio, mesmo que este seja um
problema da maioria dos métodos computacionais existentes até hoje e que diversos
pesquisadores focalizam esta questdo (MAHESSHWARY et al., 2000).

Os dois métodos AM1 e PM3 eram idénticos exceto quanto ao conjunto e
tipos de parametros, sendo esta a diferenga crucial entre eles. No PMS3, os
parametros sdo ajustados de forma a reproduzir dados experimentais,
diferentemente do AM1 que utiliza alguns parametros intuitivos em fungdo do
conhecimento quimico. O AM1 e PM3 estdo entre os métodos mais utilizados e
citados nos artigos de quimica tedrica e seus resultados sdo quase equivalentes, se
comparados entre eles.

Outro método recentemente criado baseado no MNDO é uma extensdo do
PM3 - chamado PM5 - disponivel no programa MOPAC 2002 (STEWART, 1999).
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As parametrizacdes que demandam um elevadissimo tempo de célculo sdo
calculadas a partir dos desvios de resultados preditos, e se tornaram base para o
surgimento de outros métodos semi-empiricos criados a medida que eram
requeridas descricbes mais exatas e resultados os mais proximos quanto possivel
dos dados experimentais para sistemas quimicos e biolégicos segundo Simas e
Rocha (2007).

Um novo método foi proposto para corrigir as falhas do modelo anterior. Este
novo método foi inovador devido a inclusdo de funcbes gaussianas esféricas nas
integrais de repulsdo carogo-caroco. A partir desta incluséo, foi possivel descrever,
entre outras coisas, a ligacdo de hidrogénio que sé&o importantes para sistemas
bioldgicos. Como os métodos evoluem pelas correcdes das falhas, um novo método
foi introduzido. Assim, em 1985 surge uma versdo melhorada do MNDO que foi
chamada de Austin Model 1 por Dewar et al. (1985), mais conhecida como AM1.
Mesmo que os erros do AM1 fossem bem menores que os erros do MNDO, haviam
falhas remanescentes atribuidas a parametrizac6es incompletas e defeitos ao fazer
predicdes, como por exemplo, os angulos entre trés atomos que sdo descritos com
3,3 % de erro (SIMAS; ROCHA, 2007). O aprimoramento das parametrizacdes fez
Stewart (1989) publicar o método Parametric Method 3 (PM3), proposto na tentativa
de achar minimos de energia que tenham sentido quimico, jA que existiam centenas
de minimos globais. O método PM3 proposto apresentava erros inferiores ao AM1,
principalmente em relacéo as entalpias de formacéo.

A insuficiéncia na qualidade das parametrizacbes e falhas nos conjuntos de
aproximacbes e nos dados das propriedades que compdem o0 conjunto de
referéncia, fez pesquisadores elaborarem novos modelos semi-empiricos. Um grupo
de Recife criou o Recife Model 1 (RM1)(ROCHA et al. 2006), um método semi-
empirico que possui a mesma estrutura algébrica e 0 mesmo nimero de parametros
do AM1, porém, foi reparametrizado com um conjunto de parametros
estatisticamente testado e reproduz melhores valores de entalpias de formacao. O
método RM1 estd no dominio publico, e disponivel nos softwares SPARTAN-06,
HYPERCHEM 8 e MOPAC 2007( SIMAS; ROCHA, 2007).

Dos varios métodos semi-empiricos mostrados, o método AM1 foi o utilizado
neste trabalho para obtencdo de muitas das propriedades relevantes e encontra-se

descrito no item seguinte.
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42.2.1.1 O Método AM1

Para corrigir as falhas dos métodos de néo reproduzirem bem as repulsdes
nucleares (principalmente quando forem de longo alcance), o método AM1 surge
pela introdugcéo de novos parametros e do termo gaussiano na avaliacdo da energia
de repulsdo nucleo-nucleo. Por este motivo, o0 AM1 tornou-se na época 0 método
mais preciso na descricdo das propriedades apresentadas pelos sistemas quimicos.

Fazendo-se calculos com o AM1 e comparando-os com 0s obtidos com o
método MNDO, o AM1 apresenta certas vantagens, tais como: ndo ha aumento no
tempo de computacdo; a ligacdo de hidrogénio é reproduzida; fornece melhor
estimativa de energia de ativacao para reagdes; os erros nos AH; sdo 40% menores
gue aqueles encontrados no MNDO.

Utilizando-se o método semi-empirico AML1 foi possivel calcular neste trabalho
as seguintes propriedades: afinidade eletrénica, potencial de ionizacéo, energia do

HOMO e do LUMO, refratividade molar, dureza, dentre outras.
4.2.2.2 Teoria da funcional densidade (DFT)

Outra abordagem possivel é escrever as componentes da equacdo 19 em

termos da densidade de uma particula n(‘F), pode ser mostrada pela equacéo 26, ou

seja:
E [n(F)] = T [n(M)] + U [n(H)] + V [n(H)] (26)

Sendo que o funcional da energia E [n(’F)] € a soma dos funcionais da energia
cinética T [n(’F)], da energia de interacdo coulombiana U [n(’F)] e do potencial externo
vV In()l.

A proposta de tratar a energia em funcdo da densidade de uma particula ja
era conhecida nos trabalhos de Thomas (1927) e Fermi (1928).

Porém, os autores Hohenbewrg e Kohn (1964) demonstraram que S&o 0s
funcionais de densidade n(’F) gue descrevem as particulas no estado fundamental de

um sistema interagente e publicaram os teoremas basicos da teoria do funcional

densidade.
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Kohn e Shan (1965) definem uma nova funcdo universal G(n(’F)) onde
estabeleceram uma forma de encontrar o funcional da energia cinética exato
deixando explicita a repulsao elétron-elétron. O método recebeu o nome dos autores
Kohn e Shan (KS), que permite assim, realizar célculos DFT.

Esta teoria € considerada uma teoria de impacto na quimica quantica, pois
alia simplicidade e precisdo, permitindo assim estudar sistemas cada vez mais
complexos, contribuindo para a compreensao e previsdo das propriedades dos
atomos, moléculas e solidos (PARR; YANG, 1989). Os computadores evoluiram, o
que permitiu que as equagOes de Kohn-Sham (1965) fossem resolvidas para
sistemas mais complexos.

A teoria DFT é considerada também uma ferramenta fundamental em areas
tdo diversas, prova disto € que em 1998, o Comité Nobel reconheceu a importancia
dos trabalhos na area da DFT, ao atribuir o Premio Nobel da Quimica a Walter Kohn
e a John Pople (http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1998/).

A seguir trataremos, de forma resumida, o formalismo da DFT.

A equacdo de Schrodinger independente do tempo que descreve um elétron

num campo elétrico criado pelo ndcleo de hidrogénio tem a seguinte forma:

=
s e @)

Para a equacdo 27, temos que o0 primeiro termo € a energia cinética e esta

descrita em funcao de K , da constante de Planck (%), da massa do elétron (M), e

do operador laplaciano V', sendo que k e V sdo descritos pelas seguintes

expressoes:
NS T (28)

k-14mn€,
(29)

A segunda contribuicAo descreve o0s niveis de energia, que podem ser
ocupados pelo elétron e a funcdo de onda (y) do sistema. Considerando as trés

dimensdes teremos, neste caso, a densidade eletrbnica do sistema, isto é, a
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probabilidade de se encontrar simultaneamente uma particula num determinado
ponto (F), dado pelo quadrado do modulo da funcdo de onda, conforme a equacédo
30.

ni =y (30)

Para o 4tomo seguinte, o atomo de hélio, a descricdo sera entdo para dois
elétrons e dois prétons e deve-se, entdo, levar em consideragéo a interagdo nucleo-

elétron e repulsdo colombiana nucleo-ndcleo, dai, a equacao passa a ser a seguinte:

A equacao diferencial 31 est4 determinada em seis dimensfes e depende
agora das coordenadas dos dois elétrons, logo se considera as duas primeiras
contribuicdes como os termos cinéticos (mesmo procedimento feito para o atomo de
hidrogénio). Os dois termos seguintes refletem a interacdo coulombiana entre os
dois elétrons e os dois protons do ndcleo, enquanto o Ultimo termo representa a
repulsdo entre os dois elétrons.

Apesar da aparente simplicidade, este Ultimo termo torna impossivel a
resolucao analitica da equacao. Contudo, se aumentarmos o numero de elétrons do
sistema, o nimero de termos aumenta, a funcado de onda fica com cada vez mais
variaveis, e a dificuldade de resolver a equacdo de Schrddinger aumenta
exponencialmente. Até para sistemas relativamente modestos é impenséavel tentar
resolver.

Com a idéia de Hohenberg e Kohn (1964) pode-se representar a grandeza

densidade eletronica n(F), por uma simples funcao tridimensional (um observavel),
isto &, todas as grandezas fisicas que podemos medir num sistema sao unicamente
determinadas por funcionais da densidade.

Em outras palavras, para conhecermos qualquer propriedade de um atomo,
de uma molécula ou de um sdlido, s6 precisamos saber qual € a sua densidade
eletrbnica. Além disso, o estado fundamental do sistema pode ser encontrado

minimizando a energia total em funcdo da densidade.
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Este é o equivalente a fazer o seguinte: Como a energia total € um
observavel, podemos escrevé-la em termos de, n("), isto é, E€ € _. Minimizando

este funcional, obtemos o estado fundamental do sistema e a sua densidade. A
partir desta densidade podemos calcular qualquer outra propriedade. No entanto
Hohenberg e Kohn (1964) disseram apenas que os funcionais existem e ndo qual é

a sua forma analitica exata.

H&, contudo, aproximacdes razoaveis para ENT . A mais conhecida é
baseada na teoria de Thomas-Fermi (THOMAS, 1927; FERMI, 1927). Nesta teoria,

gue curiosamente surgiu muito antes da teoria dos funcionais da densidade, todas

as componentes da energia séo escritas em fungéo de (F).

Embora a teoria de Thomas-Fermi seja capaz de explicar muitas
propriedades, ela ndo é capaz de descrever as camadas atdmicas (KOCH;
HOLTHAUSEN, 2002). Para conseguir descrever camadas, Kohn e Sham (1965)
tiveram a idéia de construir um sistema de elétrons “ficticios”, onde os “elétrons” nao
interagem uns com 0S outros, mas cuja densidade é igual a densidade do sistema
original. Para isso, consideraram os elétrons ficticios num potencial efetivo,
escolhido de forma a que esta condi¢do seja satisfeita. Como este € um sistema de
elétrons independentes, eles obedecem a uma equacédo de Schrodinger, semelhante
a equacao para o atomo de hidrogénio. A Unica diferenca € que o potencial elétrico
criado pelo nucleo do hidrogénio é substituido pelo potencial de Kohn-Sham, um
funcional da densidade. Escreve-se normalmente este funcional como a soma de

trés partes:

R s e s eI (32)

O primeiro termo representa o potencial externo criado pelos nucleos
atdbmicos, neste caso especial numa molécula ou hum sdélido.

O segundo, o potencial de Hartree, presente na teoria de Thomas-Fermi, leva
em conta a interacdo eletrostatica classica entre os elétrons, isto €, a interacao entre
elétrons e a densidade média de carga de todos os elétrons do sistema (KOCH,;
HOLTHAUSEN, 2002). O ultimo termo, denominado potencial de troca e correlacao,
inclui todos os termos néo triviais da interacdo. O problema agora € encontrar boas

aproximacodes para este ultimo termo.
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A aproximacdo mais simples surgida da primeira geragédo de funcgbes de
bases € chamada de aproximacdo da densidade local (LDA, de Local Density
Approximation) foi proposta por Kohn e Sham (1965), e envolve o funcional de troca
de Dirac baseado no modelo atdbmico de Thomas-Fermi-Dirac (TFD). As equacdes
de KS (Kohn e Sham), em principio, sdo exatas uma vez que incorporam totalmente
os efeitos de correlagcdo - troca e correlacdo — e as solugOes delas resolvem o
problema variacional da DFT.

A incorporacdo da correlacdo eletrbnica nas equacdes de KS faz surgir o
potencial de troca e correlagdo desconhecido. A partir deste ponto, surgem as
geracdes dos potenciais de troca e correlacdo e entre 0s avangos, ressaltam-se os
trabalhos de Becke (1988), Lee & Yang (1988) e Parr & Yang (1989), cujo funcional
conhecido como B3LYP tem proporcionado bons resultados para calculos de
quimica quéantica.

Foi possivel calcular por este método as seguintes propriedades: coeficiente

de particdo, massa molecular, momento dipolar, area, volume, dentre outras.

4.3 Métodos estatisticos de analises

ApOs a obtencdo das variaveis por métodos tedricos, faz-se necessario a
utiizacdo de métodos estatisticos que permitam uma analise simultanea e
multivariada de todos os parametros medidos. Desta forma, os métodos estatisticos
de analise multivariada sdo as ferramentas Uteis num estudo de sistemas quimicos,
onde se realiza uma analise de um conjunto de dados que representam um elevado
namero de propriedades fisico-quimicas (varidveis, medidas ou descritores) que

seriam de dificil interpretacdo isoladamente, utilizando técnicas quimiométricas.
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As técnicas multivariadas mais frequentemente utilizadas séo: Andlise de
Componentes Principais — Principal Component Analysis (PCA); Analise de
Regressdo de Componente Principal — Principal Component Regression (PCR);
Andlise de Fatores — Factor analysis (FA); Andlise Discriminante por Passos —
Stepwise Discriminant Analysis (SDA). Analise Hierarquica de Agrupamentos —
Hierarchical Cluster Analysis (HCA); Método de K-vizinhos mais préximos — K-
Nearest Neighbor (KNN); Modelos Independentes de Similaridade Utilizando
Componentes Principais — Soft Independent Modeling of Class analogy (SIMCA) e
Redes Neurais — Artificial Neural Netwoork (ANN), dentre outras e foram descritos
por diversos autores (CORREIA; FERREIRA, 2007; FROSCH et al. 2005; NETO,; et.
al.2003, 2006; FERREIRA, 2002; SENA et. al., 2000; VAN DER WATERBEEMD,
1995, 1992; BRUNS; FAIGLE, 1985).

4.3.1 Analise de componentes principais (PCA)

Analise de componentes principais € um método de reducdo de dados que
usa técnicas mateméaticas para identificar padrdes em uma matriz de dados. O
principal elemento deste método consiste na constru¢cdo de um pequeno conjunto de
novas variaveis ortogonais, ou seja, ndo correlacionadas, derivadas de uma
combinacdo linear das variaveis originais (CORREIA; FERREIRA, 2007).

A analise dos componentes principais (PCA) é um método para decompor
uma matriz de dados X de posto r (ou "rank” r), como uma soma de matrizes de
posto igual a 1, onde posto € um numero que expressa a dimensdo de uma matriz e
0 posto expressa 0 numero de vetores linearmente independentes de uma matriz

(SENA et. al., 2000). Essas novas matrizes identidade sdo produtos de vetores

H n ' n n n H n
chamados "scores" |, e "loadings" P,. Estes "scores" e "loadings" podem ser

calculados como mostrados na equacao 33.

S kT, @)
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Exemplificando tr p'r, a figura 19a mostra, no plano bidimensional, a

representacdo da matriz de dados X decomposta em matrizes "scores” t. e

"loadings” p*.

Figura 19a — Representacao grafica da somatéria dos produtos dos
vetores “scores e” loadings”.

Fonte: Sena et. al., 2000.

A figura 19b abaixo mostra uma componente principal (CP), representada
pela reta que aponta na direcdo de maior variabilidade das amostras. Os "loadings"
p'r sdo 0s cossenos dos angulos formados entre a componente principal (CP) e cada
variavel. Os "scores" t; representam as projecbes das amostras na direcdo da
componente principal (CP).
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Figura 19b — Componente Principal para duas variaveis:

(A) “loadings” - sdo os angulos do vetor diregéo;

(B) “scores” - séo as projecOes das amostras na direcdo da
componente principal. Os dados séo todos centrados na média.
Fonte: Sena et al., 2000.
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Muitos autores adotam a analise de fatores (FA) como um mero sinbnimo de
PCA. Porém, Joreskog et al. (1976) definiram esses termos como métodos
diferentes, com base no modo como os fatores (ou CPs) séo definidos. Na PCA, os
fatores devem explicar o maximo da variancia contida em todas as variaveis
observadas, enquanto que na analise de fatores, eles devem explicar 0 maximo da
intercorrelacé@o entre as variaveis.

Os resultados da PCA sé&o visualizados na forma de graficos, facilitando a
identificacdo de estruturas e agrupamentos existentes no conjunto de dados. A
representacdo grafica das PC(s) permite a reducdo da dimensionalidade das
amostras, pois embora a informagéo estatistica presente nas “n”-variaveis originais
seja a mesma dos “n” componentes principais, € comum obter em apenas 2 ou 3
das primeiras componentes principais em torno de 90% desta informacédo (NETO et
al. 2003).

A primeira PC (PC1) é definida pela direcdo que descreve a maxima variancia
dos dados originais. A segunda PC (PC2) tem a direcdo de maxima variancia dos
dados no subespaco ortogonal a PC1, e as PCs subsequientes sdo ortogonais as
anteriores e orientadas de tal maneira que descrevam sempre a maxima variancia
restante (CORREIA; FERREIRA, 2007).

A maneira como estas novas variaveis sao organizadas, pode-se assegurar
gue quase toda a informacéo ficara contida utilizando poucas PCs. Isso permite
representar as amostras usando um espaco no grafico de dimensdo menor se
comparada a dimensao do espaco que seria ocupado com todos os dados originais.

Para um estudo quimico, a analise de componentes principais também pode
ser usada para julgar a importancia das préprias variaveis originais escolhidas, ou
seja, as variaveis originais com maior peso (loadings) na combinacdo linear dos
primeiros componentes principais sao as mais importantes do ponto de vista de
descricdo quimica e as que mais contribuem para o estudo de um sistema.

Ha necessidade de um tratamento prévio de padronizacdo e escalonamento
dos dados antes da geracdo das componentes principais e do agrupamento
hierarquico, sendo essa etapa de preparacdo do conjunto de dados considerada
critica para obter sucesso no tratamento multivariado (NETO, 2003).
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4.3.2 Analise hierarquica de agrupamentos (HCA)

As técnicas de agrupamento de amostras mais usuais sao as hierarquicas e
nao-hierarquicas inicialmente classificadas por Cormack (1971). A técnica
hierdrquica consiste em uma série de sucessivos agrupamentos ou sucessivas
divisbes de objetos, em que os objetos sdo agregados ou desagregados, sugerindo
a forma de uma arvore. A técnica ndo-hierarquica foi desenvolvida para agrupar
objetos em grupos, sendo a quantidade de grupos definida previamente e se
constituem de parti¢cdes isoladas ou disjuntas, que ndo possuem relagéo hierarquica
(FERREIRA, 2003; NETO et al., 2003). As duas técnicas hierarquicas e nao
hierarquicas foram utilizadas neste trabalho.

As técnicas hierarquicas de agrupamentos tém por objetivo agrupar as
amostras conforme a similaridade ou caracteristicas comuns entre duas amostras
(NETO et al., 2003). Pode ser expressa como uma fungao da distancia entre os dois
pontos representativos destas amostras no espaco n-dimensional em funcdo dos
seus vizinhos, buscando mostrar a homogeneidade dentro do grupo e a
heterogeneidade entre os grupos (JOHNSON; WICHERN, 1992). Esta técnica se
divide em dois grupos: o aglomerativo (aglomeracéo) e o decisivo (divisao).

O aglomerativo ocorre a partir de fusdes sucessivas de grupos de amostras,
ou seja, cada amostra é considerada como um grupo e 0S grupos mais proximos sao
unidos gradualmente até que finalmente, todas as amostras formem um Unico grupo.
O método decisivo ocorre por um processo de divisdo, onde todas as amostras séo
consideradas um Unico grupo que vai se dividindo até que cada amostra esteja em
um conglomerado separado.

A finalidade preliminar da analise de grupamentos hierarquicos € indicar os
dados de forma descritiva, por isso, torna-se uma técnica interessante, pois seu
resultado final, de natureza qualitativa, é apresentado num grafico de esquema
hierarquico denominado dendrograma, também chamado de grafico em arvore, onde
é sintetizado o comportamento das variaveis, visualizadas em um espacgo 2D.

A representagcdo grafica do dendrograma na HCA depende do tipo de
distancia que é utilizada para o calculo e do tipo de interligacdo entre eles — estas
distancias podem ser baseadas em uma Unica dimensdo ou em dimensdes

multiplas.
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A medida de distancia tem como objetivo principal mensurar a distancia entre
dois objetos e/ou quantificar o quanto estes objetos sédo parecidos ou diferentes, e é
dividida em duas categorias basicas: as medidas de similaridade e as medidas de
dissimilaridade.

Geralmente, a distancia euclidiana (distancia geométrica em um espaco
multidimensional) € a mais escolhida pelos autores para analise de grupamentos
(BEEBE et al., 1997; JOHNSON; WICHERN, 2002), que por sua vez, € uma medida
de dissimilaridade, pois quanto maior for a distancia euclidiana entre dois objetos,
mais dissimilares eles serdo, sendo esta disténcia a utilizada neste trabalho e sua

férmula € mostrada na equacao 34.

(34)

Sendo que a distancia euclidiana dxy € a medida entre dois objetos de

coordenadas >R e YESYIERY | X1 e Y1 correspondem as

coordenadas das amostras X e Y de dimens&o i (onde i varia entre 1 e ).

Existem varios métodos de calculo de distancias utilizadas para agrupar as
amostras, tais como: conexdo simples ou método que utiliza a distancia do vizinho
mais proximo; conexao completa ou método que utiliza a distancia do vizinho mais
distante; conexdo média, que utiliza a distancia média entre 0os grupos de amostras;
conexdo incremental, a qual se baseia na média ponderada, e € o mais utilizado
guando ha uma interface entre uma classe de amostras a outra classe, sendo este o0
método aplicado neste trabalho.

Em geral os dendrogramas sao apresentados em funcdo dos valores de
similaridade entre os grupos de amostras formados. As distancias calculadas séo
auxiliares para céalculos de similaridade entre os grupos das amostras. Um exemplo
de medida de similaridade, ou de quanto os objetos sédo parecidos, € o coeficiente
de correlagédo. O termo similaridade € uma medida bem definida na quimiometria,
onde tem a seguinte expressao:

%Zli (35)

d(m.
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Sendo que djj € a distancia entre os pontos i e j; e dj(max) € a maior distancia
na matriz distancia.

Dessa forma, os dois pontos mais distantes no conjunto de dados tém S = 0,
onde pontos idénticos apresentam similaridade maxima igual a 1 (um).

A andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) tratada neste item, bem como a
andlise de componentes principais (PCA) do item anterior, sdo ferramentas
guimiométricas bastante utilizadas nos procedimentos multivariados para esclarecer
as inter-relacdes entre as variaveis e permitem a visualizacdo das informacfes que
nao seriam observadas utilizando um tratamento univariado.

A analise dos graficos obtidos por HCA (dendrograma) e PCA (“scores” e
pesos) € complementar e, por esse motivo, recomenda-se a utilizacdo dessas 2
ferramentas nos estudos ndo supervisionados de reconhecimento de padrbes. Além
de valorizar as interpretagfes, o entendimento do conjunto de dados é facilitado e as
inter-relagbes entre as variaveis ficam mais evidentes utilizando estas técnicas
(CORREIA; FERREIRA, 2007). A HCA, no geral, € realizada com o0s mesmo

programas utilizados para PCA.

4.3.3 Analise de agrupamentos pela média (K-MEANS)

O método K-Means foi criado por MacQueem (1967) e utiliza um refinamento
aproximativo a partir de um algoritmo heuristico, conhecido como algoritmo de Loyd
(1982) que inicia dividindo pontos de entrada em K grupos iniciais de forma
heuristica (quantificacdo de proximidade a um determinado objeto).

Segundo Lourenco (2000), este método de andlise € um método de
agrupamento nado-hierarquico que consiste em dividir os diferentes casos de uma
matriz de dados em K grupos mais ou menos homogéneos. O pressuposto neste
meétodo € de que ha uma escolha antecipada de um nimero de agrupamentos K que
englobarédo todos os casos. Procede-se, em seguida, a uma divisdo de todos os
casos pelos K grupos preestabelecidos e a melhor particido dos n casos sera aquela
que otimiza o critério escolhido (HAIR, 2005).

Ao aplicar um critério de otimizacdo que divida uma amostra em K grupos
homogéneos, pretende-se que dentro de cada grupo, 0s elementos sejam 0s mais
semelhantes possiveis entre si, ao passo que as semelhancas entre os elementos

de grupos distintos sejam as menores possiveis (LOURENCO, 2000).
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Para Hair (2005), cada grupo é representado por um ponto central -
denominado centroide - que estad distribuido homogeneamente. Os centrdides
iniciais sdo formados através da designacdo de cada caso ao agrupamento de
centro mais proximo. Com a inclusdo de cada caso, a média altera-se, alterando
assim o centréide. Um processo iterativo € usado para achar os centroides finais de
cada grupo. Isto € realizado até convergéncia, que € obtida quando os pontos ja ndo
criam conjuntos.

De acordo com Bussab et al. (1990), o processo € composto das seguintes
etapas: (1) - Divisdo dos itens em K conjuntos iniciais; (2) - Seguir prosseguimento
através da lista de itens, alocando cada item ao grupo cujo centréide é mais proximo
(o procedimento geralmente é computado utilizando-se a distancia euclidiana entre
observacdes padronizadas ou ndo padronizadas); (3) - Realizacdo do célculo do
centrdide para o grupo que recebe o novo item e do calculo do centréide para o
grupo de onde o item é excluido; (4) - Repeticdo das etapas 2 e 3 até que o

reagrupamento dos itens ndo seja mais necessario, (figura 20).

1 2
Mostra os centréides randomizados iniciais Os pontos s@o associados com o centréide mais
e um nimero de proximo.
pontos (amostras).
3 4
Os centréides sdo movidos agora para Etapas 2 e 3 sdo repetidas até que um nivel
0 centro de seus respectivos conjuntos. apropriado da convergéncia seja alcancado e os
pontos se distribuem em clusters
(agrupamentos).

Figura 20 - 4 Imagens 2D do funcionamento do algoritmo K-means para 3 pontos
Fonte: Bussab, et al, (1990).
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A alocacao final dos itens aos agrupamentos €&, de certo modo, dependente
da divisdo inicial ou da selecéo inicial de pontos de origem, sendo este um dos
pontos inconveniente do k-means, em que o numero dos conjuntos k é um
parametro da entrada. Uma escolha imprépria de k pode render resultados pobres.

O algoritmo supde também que a variancia € uma medida apropriada para
descrever o conjunto de agrupamentos.

Ao contrario dos métodos hierarquicos, o K-means ndo cria uma estrutura de
arvore ou dendrograma para descrever 0S grupos, mas cria um conjunto onde ha
uma divisdria em que os objetos dentro de cada conjunto sdo classificados o quanto
mais perto ou mais longe de outros objetos em outros conjuntos (FERREIRA, 2002).

K-means utiliza um algoritmo iterativo que minimiza a soma das distancias de
cada objeto a seu centréide num conjunto e em relacdo a todos os outros conjuntos.
Este algoritmo move objetos entre conjuntos até que a soma ndo possa mais ser

diminuida. O resultado é um jogo de conjuntos, que sdo tdo compactos e bem-

separados quanto possivel e alocados em grupos (BUSSAB, 1990).

4.3.4. Métodos dos vizinhos mais proximos (KNN)

E um método de aprendizagem supervisionada baseado na comparacdo da
distancia entre amostras, onde uma amostra desconhecida é classificada de acordo
com a classe da amostra mais proxima (NETO et al., 2003). Os vizinhos mais
préximos assumem um valor que geralmente € atribuida a letra K, significando K-
ésimo vizinho calculado pela férmula da distancia euclidiana (equacéo 26).

De acordo com Webb (2002), o KNN determina um volume V que contém o0s
K-vizinhos mais préximos centrados em um padrdo X, o qual se deseja classificar.
Por exemplo: se Xk é o K-ésimo vizinho de X, entdo V sera uma esfera centrada em
X e com raio igual a distancia euclidiana entre X e Xk, ou seja, ||X- XK]||.

O parametro K indica o numero de vizinhos que seréo usados pelo algoritmo
KNN durante a fase de teste. O parametro K faz com que o algoritmo consiga uma
classificacdo mais refinada, porém o valor 6timo de K varia de um problema para o
outro, o que faz com que, para cada base de dados, sejam testados varios valores
diferentes de forma a descobrir qual o melhor valor de K para determinado

problema.
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Um exemplo simples de como funciona a classificacao feita pelo algoritmo
KNN pode ser visto na Figura 21, onde se pode ver o padrdo desconhecido xd entre
padrées da classe 1, e os padrdes da classe 2. A tarefa do KNN é classificar o
padrao xd como sendo pertencente a uma das classes exibidas no exemplo.
Dependendo do numero de K-vizinhos, xd sera classificado da seguinte forma:

Se K=1, xd sera classificado como “+”; se K=3, Xd sera também classificado

w« Kk n

como “+”; se K=5, Xd sera classificado como pertencente a classe , figura 21.

xz

o > ; - 10 15
X1
Figura 21. Classificacao feita pelo KNN para um padréo desconhecido Xj .

Fonte: Webb, (2002).

Para classificar amostras futuras desconhecidas hum modelo ja construido,
calcula-se a distancia entre esta amostra e todas as outras com classe conhecida
(conjunto de treinamento). Se as classes estdo bem separadas, K=1 fornece uma
boa classificacdo da amostra desconhecida, sendo assim, o0 vizinho mais proximo
tem alta probabilidade de pertencer a mesma classe da amostra. Para obter uma
classificacdo mais confiavel, recomenda-se considerar uma maior quantidade de
vizinhos mais proximos.

Por exemplo: para um valor de K= 6 onde uma amostra desconhecida

apresentou as 4 menores distancias proximas das amostras da classe A e as duas



118

outra distancias correspondentes as amostras da classe B, pode-se considerar que
esta amostra desconhecida pertence a classe A.

O meétodo KNN faz a classificacdo de acordo com a similaridade que a
amostra desconhecida apresenta em relacdo as amostras do conjunto de
treinamento. Segundo Neto et al. (2006), quando ndo se dispde de informacéo
prévia sobre a classificacdo das amostras, procura-se identificar no conjunto de
treinamento possiveis padrbes de agrupamento, usando-se um método de
reconhecimento ndo supervisionado, tais como PCA e HCA. Sendo assim, a andlise
dos graficos obtidos por HCA (dendrograma) e PCA (escores e pesos) é
complementar ao KNN, pois, além de aumentar a consisténcia das interpretacdes, o
entendimento do conjunto de dados é facilitado e as inter-relagdes entre as variaveis

ficam mais evidentes.

4.3.5 Redes neurais artificiais (RNAS)

4.3.5.1 Uma abordagem geral sobre redes neurais

O corpo humano é uma maquina e seu funcionamento é dotado de
inteligéncia que vem da mente humana em reproduzir sistemas descritos por
funcdes bioldgicas que tenham as faculdades humanas como uso da linguagem,
aprendizagem, adaptacao, criatividade, auto-aperfeicoamento.

Para Cybenko (1989) as RNAs sao na verdade aproximadores universais de
funcbes bioldgicas e como tal, podem servir para descrever movimentos e criar
relacbes de funcionamento entre objetos de um dado sistema. Por outro lado,
Haykin (2001) acrescenta que as caracteristicas particulares de desempenho das
Redes Neurais Artificiais (RNAS) frente a dados incompletos e/ou sua capacidade de
estabelecer rela¢des entre os mesmos podem ser uma das alternativas a mais frente
as analises estatisticas tradicionais.

Segundo Haykin (2001), os modelos de inteligéncia artificial (IA) utilizando
redes neurais (RN) s&o alternativos aos modelos tradicionais de predicéo,
classificacdo ou aglomeracao de amostras. Para Leme (2000), ha dois paradigmas:
as RNAs utilizam-se de inteligéncia artificial (IA) de dois tipos: a “simbdlica” e a

“conexionista”.
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A inteligéncia artificial simbdlica tenta simular o comportamento inteligente
humano desconsiderando os mecanismos responsaveis por tal.

Ja a inteligéncia artificial conexionista acredita que construindo-se um sistema
que simule a estrutura do cérebro, este sistema apresentara inteligéncia, ou seja,
sera capaz de aprender, assimilar, errar e aprender com seus erros. Entretanto,
caracteristicas de percepcao e raciocinio do sistema como um todo, ainda ndo sao
satisfatoriamente descritas nestes modelos e representam um conhecimento difuso,
inexato, e as vezes de impossivel solucdo. Os algoritmos que procuram se
aproximar ao maximo dos sistemas inteligentes é os que prop&e simular aspectos do
comportamento humano, segundo Vellasco (2006).

De uma forma geral, as RNAs sdo uma vertente da IA conexionista
constituido de sistemas especialistas (SE) de programacao, logica fuzzy e algoritimo
genético, dentre outros.

A logica fuzzi ou difusa trata e representa incertezas entre verdadeiro e falso.
Algoritmo genético sdo algoritmos evolutivos que usam técnicas evolutivas como

hereditariedade, mutacéo, selecao natural e recombinacao.

4.3.5.2 Breve histérico sobre redes neurais

As primeiras RNAs concebidas a partir de um modelo de neurdnio artificial
gue utiliza como fundamentos uma modelagem matematica de neurbénios biolégicos
tiveram origem nos trabalhos de McCulloch e Pitts (1943) para implementacdo das
funcdes booleanas “e” ou “ou”, simples funcdes de escolhas.

Para Lemes (2000), esta nova funcdo discriminatéria arbitraria ndo é
satisfatéria se olharmos que muitas variaveis envolvidas estdo quase sempre
interrelacionadas e fazem parte de um todo dentro do sistema que se quer descrever
e o resultado deste implemento simplesmente obedecera a uma algebra de Boole,
que utiliza-se de funcdes de escolhas, utilizadas a partir de uma inteligéncia
simbdlica com base na representacdo da lei dos conjuntos. Lemes (2000) comenta
que no sistema nervoso 0s estimulos externos e internos, tanto fisicos quanto
quimicos, desencadeiam as respostas musculares e glandulares, sendo assim, é

responsavel pela integracdo do organismo com o seu meio ambiente.
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Por isto, a explicacdo de Lemes (2000) ao definir as RNAs como fungdes
descriminatérias arbitrarias tem seu fundamento.

Como as pesquisas iniciais de redes neurais nao consideravam as
propriedades fisioldgicas dos neurbnios biolégicos e de suas conexdes, o modelo
inicial € bem simples quando comparado com o neurdnio bioldégico que possui uma
estrutura complexa - esta é a primeira geracao de redes neurais- as redes de uma
Unica camada e ndo descreviam os sistemas eficientemente.

Por outro lado, conforme ainda esclarece Lemes (2000), o modelo integrador
do neurbnio de McCulloch-Pitts (1943) ainda € uma boa aproximacdo, pois
introduziu o principio de uma funcao limiar e o conceito de pesos, ou seja, cada
entrada do neurénio tera um valor associado.

A propriedade mais importante das redes neurais é a habilidade de aprender
de seu ambiente e com isso melhorar seu desempenho. Isso é alcancado através de
um processo iterativo de ajustes aplicado aos seus pesos - o0 treinamento. O
aprendizado ocorre quando a rede neural atinge uma solucdo generalizada para
uma classe de problemas.

As RNAs mesmo que limitadas pela baixa tecnologia computacional existente
na época, foram um marco por buscar solu¢cdes na propria natureza para fazer
emergir comportamentos também inteligentes em maquinas — era o pensamento da
época —.

A credibilidade de se reproduzir o sistema como um todo estava ainda longe
de ser verdade e novas idéias cresceram a luz de pesquisas desenvolvidas por
Donald Hebb (HEBB, 1949), um Neurobiélogo/neuropsicélogo que estudava o
comportamento dos animais. Seu livro intitulado "The Organization of Behavior" (A
Organizacdo do Comportamento) e teve marco importante nestas novas idéias que
surgiam.

Hoje a maioria dos algoritmos de treinamento das redes neurais é inspirada
na Lei de Hebb: uma teoria para a organizagdo do comportamento que diz que o
condicionamento psicoldgico classico esta presente em qualquer parte dos animais,

sendo uma propriedade de neurdnios individuais (HEBB, 1949).
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Esta lei de aprendizagem especifica para as sinapses dos neurénios é funcao
da intensidade da ligagdo sinaptica e aumenta se 0s neurbnios s&o excitados
simultaneamente na rede. Esta grande rede proporciona uma fabulosa capacidade
de processamento e armazenamento de informacao.

Rosemblatt (1962) mostrou, em seu livro “Principles of Neurodynamics”, o
modelo dos "Perceptrons”. Nele, os neurdnios eram organizados em camada de
entrada e saida, onde os pesos das conexdes eram adaptados a fim de se atingir a
eficiéncia sinaptica.

Em 1969, Minsky e Papert descreveram bem os perceptrons (MINSKY e
PAPERT, 1969) e provaram que a rede proposta anteriormente por Rosemblatt ndo
era capaz de distinguir padrfes linearmente separaveis. As afirmacdes de Minsky e
Papert (1969) tiveram um efeito negativo sobre o estudo com redes neurais na
época. Nestes conflitos surgiram outras abordagens dando flexibilidade aos pesos e
maior capacidade a Rede Neural a partir dos neurdnios com funcdes de ativacédo
nao-lineares, das arquiteturas com mais de uma camada e algoritmos apropriados
para alterar 0os pesos sinapticos, as pesquisas em inteligéncia artificial tiveram
naquela época o intuito de resolver problemas em dominios restritos.

Houve um periodo de pesquisa silenciosa que se seguiu de 1969 a 1982 e a
publicacao dos trabalhos do fisico e bi6logo Hopfield (1982) relatando a utilizacdo de
redes simétricas para otimizacdo, a partir de um algoritmo de aprendizagem que
estabilizava uma rede binaria simétrica com realimentacao.

Esta nova concepcéo de redes persuadiu cientistas a se reunirem novamente
e 13 anos mais tarde ressurgem novas idéias na area, tendo como marco o trabalho
de Rumelhart & Chaivin (1995), mostrando o avancgo e popularizacao do “algoritmo
de retropropagacdo do erro”, conhecido como Algoritmo Backpropagation,
desenvolvido na mesma época por varios pesquisadores trabalhando em diferentes
areas de aplicacdo de RNA(s). Este algoritmo foi utilizado mais recentemente para
promover o aprendizado supervisionado dentro da propria rede neural, segundo
Vellasco e Pacheco (2006). O algoritmo Backpropagation é hoje em dia a técnica de
aprendizado supervisionado mais utilizado para redes neurais unidirecionais
multicamadas, e foram bastante estudadas pelos autores Rumelhart & Chaivin
(1995).
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4.3.5.3 Principios do funcionamento das redes neurais

O objetivo da rede neural é estabelecer uma relacdo, que pode ser de
linearidade ou nédo, entre dados de entrada (inputs) e dados de saida (outputs) e
para isto sdo utilizadas transformac6es matematicas na entrada, de modo a produzir
a saida desejada. H4 um aprendizado dentro da rede neural artificial a respeito do
sistema em estudo e de como ele se comporta, e entdo, aplica-se este
conhecimento armazenado numa funcdo somatério e novos dados de entrada
permitem predizer uma saida apropriada.

Num sistema neuronal, as interconexdes de entrada (terminal de recepc¢ao)
correspondem aos dendritos; os calculos efetuados correspondem ao que ocorre no
corpo celular de um neurbnio biolégico e o sentido da propagacdo; e as
interconexdes de saida (terminal de transmissao) correspondem aos ax6nios. A

figura 22 representa o modelo de um neurdnio biologico.

Dentritos (terminal de recepg¢ao)
\ ‘ Terminal do Axénio
(terminal de transmissao)

Figura 22 - Modelo de um neurénio biolégico

Fonte: http://www.Incc.br/~labinfo/tutorialRN/imagens/esquemaNeuronio.gif

Matematicamente, num neurbnio artificial os dados de entrada (x) séo
multiplicados pelos respectivos pesos (w) fornecendo uma fungdo somatéria
(X xiw;). A saida do neurdnio € obtida a partir de uma funcéo de transferéncia (linear,
sigmoidal, etc., dependendo do comportamento dos dados) aplicada sobre a fungéo
somatorio. A figura 23 representa os componentes de um neurénio artificial.

A saida do neurdnio é obtida a partir de uma fungéo de transferéncia [f(.)], (uma
funcéo linear, sigmoidal, etc., dependendo do comportamento dos dados) aplicada

sobre % (xiw;)) por um processo de combinagéo linear.
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A figura 23 representa os componentes de um neuronio artificial de modelo
simplificado, compreendido dos seguintes comandos:
Estimulos de entrada (x); ligacdes sinapticas (w); saida (Y), produzida segundo o
valor de ativacdo alcancado pelo neurénio; funcdo de transferéncia dada por f(.) e

uma combinacio linear Z (Xjw;)

entrada

X, -—

k1
entrada peso \
‘ —

entrada peso /
® -—

10)

Figura 23 - Modelo de um Neurdnio Artificial

Fonte: http://www.Incc.br/~labinfo/tutorialRN/frm1_neuronio.htm

De forma geral, nos neurbnios artificiais o conjunto de sinapses (w)
representa as ligacdes entre neurdnios. Cada ligacdo possui um valor (peso), que
representa a sua forca: os estimulos de entrada sao multiplicados pelos respectivos
pesos de cada ligacdo, podendo gerar um sinal tanto positivo (excitatério) quanto
negativo (inibitorio).

O combinador linear () executa o somatério dos sinais produzidos pelo
produto entre os pesos sinapticos (wj) e as entradas fornecidas (x;) ao neurénio. Em
outras palavras, € o integrador dos sinais que chega ao neurbnio k. A saida do

neurdnio k é definida pelo seu valor de ativacédo calculado da seguinte forma:

m
Fé‘z}{ﬂx—ﬂz (36)


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422000000400019&script=sci_arttext#figura7
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Sendo que V é o valor de ativacdo do neurdnio k;W s&o os pesos das
conexdes do neurdnio k; X é o valor de cada um dos M estimulos recebidos que

chegam ao neurdnio k; b é o valor do bias que serd somado ao valor do
combinador linear para compor o valor de ativacdo. A funcdo de ativacao fornece o
valor da saida de um neurénio. O nimero de neurdnios, assim como 0 numero de
camadas, é determinado por tentativa e erro, de forma a minimizar os erros na saida
da rede. O treinamento da rede neural pode ser dividido em duas fases: uma de

aprendizagem e outra de validacao.

4.3.5.4 Processo de aprendizado de uma rede neural

No processo de aprendizado de uma rede neural, um conjunto conhecido de
dados de entrada (X) e saida (Y) € apresentado a rede. Em seguida, 0s pesos
(estabelecidos aleatoriamente no inicio) entre os neurdnios sdo ajustados até a
entrada produzir a saida desejada. Este ajuste é realizado através de métodos de
otimizacdo dos pesos em funcdo dos erros, dos quais o mais utilizado é a
retropropagacédo dos erros. Ha varios processos de aprendizado, que de forma geral

podem ser classificados em:

» Aprendizado Supervisionado — Neste tipo de aprendizado é fornecida uma

referéncia do objetivo a ser alcangado.

» Aprendizado Ndo-Supervisionado - Neste caso néo é fornecida nenhuma

referéncia externa.

4.3.5.4.1 Aprendizado ndo supervisionado

Um exemplo de aprendizado ndo supervisionado utiliza como ferramenta a
técnica SOM (Self-Organizing Map), conhecido por mapas de Kohonen (KOHONEN,
2001). De acordo com Costa e Netto (2007), o mapa de Kohonen tem sido utilizado
como ferramenta para visualizacdo de dados de elevada dimensionalidade.
Caracteristicas importantes da rede SOM incluem a compressao de informacéo e a

tentativa de manutencéo da topologia dos dados.
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Uma das ferramentas de visualizacdo de um mapa 2-D treinado é U-matriz,
mostrada na figura 24, onde sdo mostradas as relagdes de distancia de pesos entre
neurdnios vizinhos do espaco de saida (COSTA; NETTO; 2007).

Figura 24 - Trés distancias dy, d, e dy, da U-Matriz

Fonte: Costa & Netto, (2007).

Considere um mapa cujos neurdnios possuem vizinhanca retangular de
tamanho X * Y. Seja [by,] a matriz de neurdnios e [Wy,] a matriz de pesos. Para
cada neurdnio em b existem trés distancias d, d, e dyy, na U-matriz (figura 24).

Considerando as distancias euclidianas, no caso da topologia da grade de
neurdnios serem retangulares, as distancias dy, dy e dyy podem ser definidas pelas
equacgodes 37, 38 e 39 a sequir.

EScio kg RS ) @)

== =g = Ene SAF @8)
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(39)

Um exemplo de aprendizado supervisionado pode ser obtido utilizando a rede
perceptrons que utiliza o algoritmo de retropropagacdo de erros (backpropagation)
(RUMELHART, CHAIVIN, 1995), porém, este aprendizado n&o sera discutido. Neste

trabalho utilizaremos o aprendizado néo supervisionado

Finalmente, deve ser considerada a importancia das RNAs para o paradigma
de aprendizado supervisionado, ndo supervisionado e competitivo, ou qualquer outro
de interesse. Segundo Rumelhart e Chavin (1995) o que qualquer rede particular
pode fazer é dependente de sua estrutura e das propriedades computacionais de
seus elementos componentes. Aprender € imprescindivel nos processos de
inteligéncia, mesmo que artificial, e nenhuma rede pode aprender o que nao € capaz

de fazer em principio.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Introducéao

Os metabdlitos canabinoides sao o alvo deste estudo pelo caréater inédito de
se fazer correlacdo estrutura quimica versus atividade biolégica em metabdlitos
canabindides. Os metabdlitos sdo produtos de biotransformacfes e as principais
reacBes ocorrem em pontos estratégicos da cadeia canabindide (como mostrado no
item 3.5.3), segundo Potter (2004), Sanchez e Verpoorter (2008).

Os metabdlitos escolhidos e submetidos a calculos neste estudo foram os
produtos obtidos a partir de reacdes de oxidacdes primarias. Potter (2004) esclarece
gue reacgOes de dehidrogenacéo, outras oxidagdes seletivas e reciclizagbes resultam
em baixa atividade psicomimética, por este motivo, escolheu-se trabalhar com
metabalitos provenientes destas ultimas reacoes.

Inicialmente, selecionou-se um conjunto de 30 compostos metabdlitos
canabindides, mostrados na tabela 04, cujas atividades para muitos deles ndo foram
ainda esclarecidas, sendo assim, assumiu-se realizar um estudo com bases
qualitativas. Da série de 30 compostos estudados neste trabalho, apenas 10 tiveram
suas atividades descritas na literatura e serdo mostrados no texto que se segue.

Como a proposta inicial deste trabalho é a de realizar um estudo quimico-
tedrico com metabdlitos canabindides e estabelecer a relacdo entre as propriedades
e 0S parametros estruturais e moleculares que permitem descrever a correlacao
estrutura quimica e atividade biologica, decidiu-se inicialmente n&o dividir os
compostos em classes ja que ndo tinhamos, a priori, esclarecimentos da
psicoatividade de todos os metabolitos. Contudo, no decorrer da analise resolveu-se
ajustar o conjunto de 30 metabdlitos em trés classes: psicoativos, moderadamente
psicoativos e psicoinativos.

Esta escolha deveu-se ao fato de que estes metabdlitos depois de realizados
todos os calculos e classificados por técnicas quimiométricas se organizavam em 3
blocos distintos: um bloco ao redor do A°-THC (psicoativo), outro bloco ao redor do

COOH-THC (psicoinativo) e um terceiro grupo, distribuido numa faixa intermediaria.
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Como o potencial fisioloégico referente a psicoatividade dos canabinoides é
importante para a aplicacdo dos canabindides na quimica medicinal e na inddstria
farmacéutica, uma das propostas deste trabalho foi selecionar quais dentre os
parametros moleculares sdo mais importantes para separar psicoatividade.

Para esta tarefa fez-se necessario lancar mao de métodos tedricos de
calculos de mecénica molecular MM, métodos semi-empiricos AM1 e PM3, PM5,
baseado na teoria do funcional densidade - DFT e métodos estatisticos PCA, HCA,
KNN, K-means e também redes neurais artificiais ANN. Todas estas técnicas estdo
descritas nos proximos itens deste capitulo.

Depois de estabelecida as relacbes entre os descritores e 0s metabdlitos
canabindides e proposto um modelo estatisticamente satisfatério para descrever a
psicoatividade, partiu-se para uma etapa de validacdo dos resultados onde foi
testado o modelo obtido. Para esta etapa utilizou-se como conjunto de treinamento
os 30 metabdlitos candidatos e para o conjunto de predicdo selecionou-se outros
canabindides ja citados na literatura, formado por um conjunto de 22 canabindides
ativos e inativos estudados por Hondrio (2004). Ao final foram estudados 52
compostos canabindides e o THC e todos submetidos a analises quimiométricas.

O modelo proposto, apds a etapa de validacdo dos resultados, foi considerado
satisfatorio para descrever todos os 53 compostos.

Por fim, uma andlise mais detalhada das geometrias otimizadas de alguns
compostos estudados foi realizada para esclarecer aspectos geométricos das

relacdes obtidas para os compostos canabindides.
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5.2 Nomenclaturas dos compostos estudados

Todos os metabdlitos foram nomeados pelo sistema dibenzopirano (RAZDAN,
1979). As nomenclaturas de cada um dos compostos foram dadas neste trabalho
seguindo as regras atuais da IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry). Na tabela 4 estédo listados os nomes dos 30 compostos alvos deste
estudo.

Tabela 4 - Nomes dos 30 metabdlitos Canabindides estudados

METABOLITOS CANABINOIDES | NOMES DOS COMPOSTOS ESTUDADOS
MET 1 3-pentil-9-carb6xi-A°-THC
MET2 3-(1’-hidréxipentil)-9-carb6xi-A°-THC
MET3 3-(2’-hidréxipentil)-9-carb6xi-A°-THC
MET4 3-(2"-hidréxietil)-9-carbdxi-A’-THC
MET5 3, 9-dicarboxil-A°>-THC
MET6 3-(1’-carboximetil)-9-carbéxi-A’-THC
MET7 3-(2’-carboxietil)-9-carboxi-A>-THC
MET8 3-(3"-carboxipropil)-9-carboéxi-A%-THC
MET9 3-(2"-carboxivinil)-9-carb6xi-A°-THC
MET10 3-pentil-8-ceto-A°-THC
MET11 a-3-pentil-8-hidroéxil-9-hidréximetil-A°-THC
MET12 B-3-pentil-8-hidréxil-9-hidréximetil-A>-THC
MET13 3-(2’-hidroxipentil)-9-hidréximetil-A°-THC
MET14 3-(3"-hidréxipentil)-9-hidroximetil-A°-THC
MET15 3-(4’-hidroxipentil)-9-hidréxil-A*-THC
MET16 3-pentil-9-hidréximetil-9-epoxi-A*-THC
MET17 3-(4’-hidréxipentil)-9-carbéxi-A*-THC
MET18 3-(2"-carboxietil)- A>-THC
MET19 3-(4’-hidréxipentil)-9-hidréximetil-A*-THC
MET20 3-carbdximetil-9-hidréximetil-A*-THC
MET21 3-(2"-carboxietil)-9-hidréximetil-A°-THC
MET22 3-carbdximetil-8-hidroxil-A°-THC
MET23 3-(2-carboxietil)-8-hidroxil-A*-THC
MET24 3-(3"-carboxipropil)-8-hidréxil-A°*-THC
MET25 3-(3"-carbdxipropenil)-8-hidréxil-A°-THC
MET26 3-(3"-hidréxipentil)-9-carbéxi-A*-THC
MET27 B-3-pentil- 8-hidréxil-A%-THC
MET28 3-pentil-9-hidréximetil-A*-THC
MET29 a-3-pentil- 8-hidréxil-A*-THC
MET30 3-(2"-hidréxipentil)- A>-THC
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5.3. Sistema de numeracao THC para os canabindides estudados

A estrutura geral e o sistema de numeragdo utilizados neste trabalho
encontram-se mostrado na figura 25. Os substituintes R1 tem numeracédo de C11
para o carbono nesta posicdo e R2 tem numeragao (C1’-C2’-C3’-C4’-C5’) para os
carbonos. O anel carbociclico é representado pela letra A. O anel piranico pela letra
B e o anel fendlico pela letra C. O anel B+C fundidos € chamado de anel

benzopirano.

C R2= C1'-C2-C3-C4'-C%'
9

R1=C11

< Cro c
>Cea/ \cmb/ k C,
"B C

H4C -
EERNCCS Csa Cs
G 5/ \047 ~.

R2
H3C

THC R1 = CHzs, Ro= CsHu1
11-OH-THC R1 = CH20H, R2= CsHi1
9-COOH-THC Rui= COOH, Rz = CsHu1

Figura 25 — Estrutura geral e sistema THC para canabindides

5.4 Estudos da relacao estrutura versus atividade bioldégica em canabindides

Muitas relacdes importantes entre as propriedades moleculares, estruturais e
eletrbnicas e a atividade biologica dos canabinoides foram estabelecidas para o
estudo de SAR e QSAR. Os fatores foram inicialmente citados por Mechoulam
(1973), Razdan (1979) e Reggio et al. (1989) e também foram tratados por Honorio
(2004) e Arroio (2004). E importante esclarecer que todas estas relacdes foram
proposicdes destes autores citados acima e estao descritas nos itens de 1 a 9 neste

tépico.
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As relagdes que porventura venham a ser propostas neste trabalho ser&o
estabelecidas para metabdlitos canabindides e tratadas no capitulo 6, referente aos
resultados e discussdes. Os itens 1-9 propostos por Mechoulam (1973), Razdan
(1979), Reggio et al. (1989), Honaorio (2004) e Arroio (2004) séo os seguintes:

(1) - Segundo Mechoulam (1973), o anel benzopiranico formado pela unido dos
anéis B e C, mostrados na figura 25, é condicdo importante para a atividade. Porém,
a substituicdo do oxigénio do anel fendélico C, por um atomo também eletronegativo,
como por exemplo, um &tomo de nitrogénio ou enxofre, ndo acarreta perda da
atividade.

(2) - Substituintes na posi¢cao C-9 no anel carbociclico A, mostrado na figura 25, ndo
€ essencial para a atividade e pode ser substituido por hidroxila, metoxila ou cetona,
sem perda da atividade;

(3) - A hidroxilagdo em C-11 mantém a atividade. Porém, uma posterior oxidacédo no
C-11 a derivado 11-COOH, torna o composto inativo;

(4) - Mesmo a presenca de dois substituintes diferentes no anel carbociclico A, tais
como um grupo metila na posicao 9 e uma dupla ligagdo no anel A, ou uma hidroxila
na posicao 8, mantém a atividade;

(5) - O anel carbociclico A tem geometria ndo planar e deve estar trans ao anel B
para conferir a atividade. Entretanto, a adicdo de um anel planar ao anel
benzopirano reduz a atividade;

(6) - Os isbmeros referentes a dupla ligacdo no anel A séo ativos na seguinte ordem:
(Ag- > A8 > ASs THCs);

(7) - O grupo OH fendlico em C-1 deve estar livre. Substituicdes a este grupo por
grupos alcéxidos (R-O-) mantém a atividade, porém, grupos amino diminuem
consideravelmente a atividade, e se estes grupos forem tidis, elimina;

(8) - A cadeia lateral pentil, indicada na figura 25 pela letra R, € de grande
importancia na atividade. O comprimento desta cadeia pode ser variado sem perda
da atividade. Porém, a condicdo minima para manter a atividade € de 3 &tomos de
carbonos. Ramificacdes nesta cadeia aumentam a poténcia da molécula;

(9) - A adicao de cadeias laterais ao anel fendlico C também pode ser realizada via
um atomo de oxigénio (formando um éter ou éster) sem perda de atividade, porém

grupos volumosos em C-4 e C-2 parece interferirem na atividade.
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Mechoulam et al. (1980) ainda descreve duas regularidades na cadeia
canabindide para realizar estudos de SAR: (a) Na auséncia de outros substituintes, a
estereoquimica do substituinte em C-1 é preferencialmente equatorial para haver
psicoatividade na molécula canabindide. (b) Se a adicdo de substituintes na cadeia
canabindide ndo causar substancial mudanca na estereoquimica do triciclo ABC a
atividade psicoativa é mantida.

Nos estudos de Reggio et al. (1987), os autores sugerem que ha dois
componentes na molécula canabindide que conferem a psicoatividade: o
direcionamento dos pares isolados dos elétrons do grupo OH fendlico (hidroxila
ligada a C1 na figura 25) e a orientacdo do anel A relativo a este oxigénio fendlico.

Reggio e Mazurek, (1987) mostram caracteristicas moleculares e de
reatividade do THC. Observando a geometria | da figura 26, observa-se ser esta a
geometria de mais baixa energia para o A>-THC, obtida pela anélise conformacional
obtida pelos autores onde mostra o THC nédo planar. Para estes autores, o anel A
existe na conformagdo metade-cadeira. O anel B foi suposta como uma
conformacdo que um grupo metila estda no mesmo lado do Hjo e o outro fica do lado
contrario. Os autores esclarecem ainda que nado existe efeito de impedimento
entérico dos grupos CH3 neste caso.

A geometria Il mostra na figura 26 uma perspectiva diferente da molécula.
Esta geometria tem mais alta energia. Nela, a conformacdo do anel A fica quase
planar e ndo ha saliéncia dos grupos na molécula. Para os autores, uma nao
planaridade para o anel A ndo auxilia na atividade do canabindides. A conformacéao
do anel A pode permitir interacdes hidrofobicas. Os pares solitarios dos elétrons da
OH geram a reatividade direcional e as propriedades de reatividade sao
dependentes da orientacdo da OH, segundo Reggio, (1987).

Reggio (1987) estudou ainda dois estados conformacionais nos canabindides:
(1) O grupo OH fica ligeiramente dobrado fora do plano do anel C com o hidrogénio
gue aponta longe do anel A e o angulo diedral (C2- C1- O-H =-1°), geometria I.

(2) A OH esta abaixo do plano do anel C e apontando para o anel A e (C2- C1- O-H
= 155°), geometria Il. A geometria | contribui significante para psicoatividade,

segundo Reggio (1987) (figura 26).
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Geometria |
OH Fendlica
Anel A
Geometria ll

Figura 26 — Conformacéo do A’-THC determinada por mecanica molecular MM2: A
geometria | mostra o anel A ndo planar. A geometria Il o anel BC é paralelo a cadeia

pentil. Fonte: Reggio & Mazurek 1987.

Hondrio et al. (2004) estudou canabindides que apresentam substituintes nos
carbonos C-4 e C-2, onde ela conclui que estas posi¢oes auxiliam na descricdo da
psicoatividade. Neste trabalho Honério et al. (2004) sugere que existem quatro
importantes variaveis para descrever a psicoatividade dos canabindides e séo elas:
E LUMO, Log P, VC4 (volume do substituinte na posicdo C4) e o LP1 (indice
topologico de Lovasc-Pelikan). Os compostos metabdlicos canabinoides estudados
neste trabalho, ndo apresentam substituicbes no anel benzopiranico BC. As
substituicdes mais caracteristicas acontecem na cadeia lateral ligada ao anel C, nas
posicoes C-8 e C-10 e C-9 da estrutura dos 30 metabodlicos canabinoides (ver
figuras 25,17a, b).
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5.5 Modelagem molecular dos canabindides

5.5.1 Otimizacao das geometrias dos compostos

A otimizacdo da geometria de uma dada molécula € uma técnica de
minimizacdo de energia que visa encontrar um conjunto de coordenadas que
descrevam a menor energia potencial de um sistema de interesse. O procedimento
bésico consiste em realizar uma varredura numa superficie potencial na dire¢do em
que a energia decresce e encontrar pontos em que o sistema apresente minimo
local de energia préximo.

A minimizacéo da energia faz uso somente de uma pequena parte do espaco
de configuracbes. Porém, pelos ajustes nas posicbes atbmicas, ela relaxa as
distor¢cBes nas ligacdes quimicas, nos angulos entre ligacdes e nos contatos de Van
der Waals. Um dos problemas encontrados nos algoritmos de otimizacdo é de nao
se conseguir ultrapassar possiveis barreiras de energia para se chegar a
conformacdo de menor energia possivel, ou seja, num minimo global de energia,
onde a energia é a menor do sistema. A figura 27 mostra os minimos local e global.

A minimizacdo da energia ou otimizacdo da geometria € um processo iterativo
para modelagem molecular (MM) e foi alcancado neste trabalho utilizando diferentes
campos de forca. O algoritmo de otimizacao utilizado nesta etapa é o Polak-Ribier,
(1969) e utilizou-se o método do gradiente conjugado de energia, tendo como critério
de convergéncia 0,01 kcal A? mol! para 675 ciclos utilizando o pacote
computacional Hyperchem.

Como esta etapa de minimizacdo de energia € um procedimento cauteloso
quando se quer reproduzir geometrias otimizadas para descrever interagcbes em
sistemas bioldgicos, selecionou-se o0 método com perturbacfes aleatérias de Polak-
Ribier (1969) por ser um método mais sofisticado de busca de um minimo da funcao
energia, pois além do meétodo utilizar a informagdo sobre a primeira derivada
(gradiente), leva em conta o caminho ja percorrido na busca do minimo, por um

processo de “gradientes conjugados”.
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Figura 27 — Curvas de energia potencial mostrando minimo local e global

Este método permite, em geral, uma convergéncia mais rapida que o método
“steepest-descent”, que utiliza somente a informacédo do gradiente na coordenada,
sendo também um método de primeira derivada, porém, converge mais lentamente
que o Polak-Ribier nas proximidades do minimo.

O método dos gradientes conjugados utiliza para a determinacdo do passo
seguinte, além do valor do gradiente no ponto atual, o valor do gradiente obtido no
passo anterior.

ApOGs a otimizagdo inicial por MM, as moléculas foram submetidas a uma
técnicas de minimizacdo de energia para obter uma conformacdo de menor energia
em sistemas moleculares. Em seguida, uma reotimizacdo das geometrias foi
realizada utilizando o pacote computacional AMPAC 8.0 (AMPAC 8.0 manual
Copyright 2004, Semichem, In., USA). Para assegurar que as estruturas otimizadas
correspondam as conformagBes mais estaveis foram realizados calculos
subsequentes a esta etapa utilizando as técnicas semi-empiricas do tipo AM1 e
PM3, processadas no pacote computacional Hyperchem 7.5 (HyperChem
Professional 7.5, Hypercube, INC., Gainesville, FL). O algoritmo de otimizagcao
utilizado nesta etapa foi o de Polak-Ribier e diversas propriedades foram calculadas

e serdo descritas a seguir.
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5.5.2 Célculos das propriedades moleculares

Depois de obtidas as geometrias otimizadas dos 30 metabdlicos canabindides as
moléculas foram submetidos a céalculos semi-empiricos AM1 e PM3 utilizando o
pacote computacional Hyperchem 7.5 e foram calculados 17 descritores e sao eles:
(energia do orbital molecular ocupado de mais alta energia (H); energia do proximo
orbital molecular ocupado de mais alta energia (H-1); energia do orbital molecular
desocupado de mais baixa energia (L); energia do proximo orbital molecular
desocupado de mais baixa energia (L+1); dureza absoluta (n); logaritmo do
coeficiente de particdo octanol/agua (Log P); polarizabilidade (a); energia de
hidratacéo (E. H.); volume molecular (V); massa molecular (M); momento de dipolo
(n); area da superficie (A); refratividade molar (MR); angulo diedro (C1-C10b-C10a-
C10) (T1); angulo diedro (H-O-C1-C2) (T2); angulo diedro (O-C1-C2-C3) (T3);
angulo diedro (C1-C2-C3-C1) (T4).

Para estudo das propriedades eletronicas utilizou-se o método Teoria do
funcional da densidade — DFT. Segundo Koch, 2001, os métodos de DFT sé&o
melhores e mais precisos para otimizacdo da geometria, pois incorporam
parcialmente os efeitos da correlacdo eletrbnica. Inicialmente, realizou-se a
otimizacdo estrutural de todos os 30 metabdlicos e do THC com o método DFT,
tendo como funcional hibrido B3LYP, com o conjunto de funcdes de base 6-31G*,
pois, de acordo do Koch (2001) resultados como geometria molecular e
propriedades associadas a distribuicdo de carga sdo adequadamente reproduzidas
nestes sistemas de bases pequenas (KOCH, 2001).

O programa utilizado nesta etapa foi o Gaussian 3.0 (Gaussian 03 Online
Manual. http://www.gaussian.com/g_ur/k_dft.htm).

Segundo Morgon e Custodio (1995), célculos DFT fornecem resultados
similares aos dos modelos ab initio mais comuns, tais como MP2 e MP4 (HEHRE,
1986), Para Vessecchi et al. (2008), os parametros geomeétricos obtidos pelos
métodos DFT possuem a mesma qualidade daqueles otimizados por MP2, também
tratados por Johnson e Pople (1993).

Os meétodos DTF séo técnicas alternativas aos métodos ab initio devido
principalmente a demanda requerida de recursos computacionais, que na DFT é

menor. Os descritores moleculares calculados por DFT foram: (energia do orbital


http://www.gaussian.com/g_ur/k_dft.htm
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molecular ocupado de mais alta energia (H); energia do préximo orbital molecular
ocupado de mais alta energia (H-1); energia do orbital molecular desocupado de
mais baixa energia (L); energia do proximo orbital molecular desocupado de mais
baixa energia (L+1); dureza molecular (n); coeficiente de particdo (Log P); momento
de dipolo (u); angulo diedral (C1-C10b-C10a-C10) (T1); angulo diedral (H-O-C1-C2)
(T2); angulo diedral (O-C1-C2-C3) (T3); angulo diedral (C1-C2-C3-C1) (T4). Todos

estes descritores foram calculados por métodos AM1 e DFT.

5.6 Métodos quimiométricos de analises

Os métodos quimiométricos englobam um conjunto de métodos matematicos e
estatisticos para estudar sistemas quimicos visando selecionar condi¢cdes 6timas de
medidas e experimentos para que o maximo de informacdo seja descrito nas
técnicas selecionadas.

Os métodos quimiométricos levam vantagem porque sao baseados na
existéncia de colinearidade, segundo Ferreira (2002). Conseqiientemente, estes
métodos muito tém a oferecer ao processo de construcdo de modelos de QSAR,
especialmente em sistemas complexos, em que se dispde de muitos descritores. A
seqguir, trataremos de cada método quimiométrico utilizado neste trabalho em
particular.

Neste trabalho foram utilizadas diversas técnicas quimiométricas e a
representatividade do conjunto de dados para os trinta metabdlicos canabinoides foi
alcancada quando os dados foram alocados em formas de matrizes de dados, onde
as linhas representaram os canabindides e as colunas representam as variaveis
calculadas. Como os dados tém natureza multivariado, utilizaram-se diversas
técnicas para extrair o maior numero possivel de informacdes relevantes.

Um problema multivariado pode ser abordado por diferentes maneiras. E quase
impossivel que este proposito seja alcangado utilizando um Unico método estatistico.

Um modelo satisfatério é representar o conjunto m-dimensional em um
bidimensional. A dimensionalidade do problema constitui um aspecto importante a
ser considerado. Nao existe, a priori, um namero exato de varidveis necessarias

para descrever adequadamente as propriedades de um sistema, o que se pode
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estabelecer, por momento, € que existe um numero minimo de variaveis para ser ter
uma analise simplificada de determinado processo.

Para este processo de andlise de dados, empregaram-se 0s métodos
guimiomeétrico numa ordem de prioridade para predicdo, descricdo, agrupamento e
discriminagdo do potencial psicoativo dos compostos estudados. Estes métodos
incluiram as andlises PCA, HCA, KNN e RNAs. Os pacotes computacionais usados
foram Statistica 6.0, {(Minitab Inc.'s SCAN release 1.0 (1995)} e Matlab 7.1

(http://www.mathworks.com/products/matlab/).

5.6.1 Preprocessamento

Antes de aplicar as andlises dos dados numéricos, é necessario efetuar algum
tipo de pré-processamento nos dados originais. Esta etapa consiste numa
transformacdo dos dados em funcdo da natureza do estudo, pois as grandezas
apresentam dimensdes distintas e devem ser preprocessados. Os principais tipos de
pré-processamento séo: Centrado na Média — CM, Escalados pela Variancia — EV e
Autoescalamento — AS.

Os dados centrados na média sdao mais usuais para modelos de calibracéo,
segundo Beebe et al. (1998). Nesta técnica, a média de cada variavel é subtraida de
seus respectivos elementos, desta forma, populacdes e amostras sdo concentradas
em vetores de médias e matrizes de covariancia, onde a covariancia € dada como
uma medida da extensdo da conectividade entre duas variaveis.

O grau de associacdo estatistica existente em diferentes pares de variaveis
aleatérias pode ser estimado obtendo-se uma covariancia normalizada que pode ser
alcancada utilizando um coeficiente de correlacdo para qualquer par de variaveis
aleatérias restrito num intervalo (-1, +1). Assim, diferentes pares de variaveis
aleatdrias ficam em uma mesma escala adimensional, logo, podem ser comparadas
umas com as outras. Se as variaveis estatisticamente sdo independentes, elas
devem apresentar coeficientes de correlagdo igual a zero, logo o coeficiente de
correlacdo estabelece uma associacéo linear existente entre duas variaveis e seu
valor tem variacédo de -1 a 1.

O escalamento pela variancia € empregado quando as variaveis possuem
dimensdes grandes e discrepantes entre si. Nestes casos, cada variavel é dividida

pelo seu desvio padrdo. Assim, 0s pesos das variaveis em diferentes escalas séo
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considerados equivalentes diminuindo o risco de perdas de informacbes que
poderiam ser relevantes. Este método é bastante sensivel a presenca de “outliers”
(pontos atipicos no conjunto de dados).

A técnica de autoescalamento € aplicada a cada variavel para que seja dada a
mesma importancia a cada uma delas nas proximas analises. O autoescalamento
pode assegurar que as influéncias relativas as diferentes variaveis utilizadas nas
analises sejam independentes de suas respectivas unidades. O autoescalamento &
na verdade um somatério da técnica de centrar na média e escalamento pela
variancia. Assim, cada variavel assumira média zero e variancia um.

O autoescalamento da a mesma importancia as variaveis independente da sua
dimensao, por isso € um procedimento mais preciso do que o escalamento pela
variancia. Contudo, ndo é um método sensivel a “outliers”. Neste trabalho utilizou-se

o método de autoescalamento na etapa de preprocessamento dos dados.

5.6.2 Reducdo do numero de variaveis

Apds autoescalados todos os descritores, a proxima etapa foi a reducao do
namero de variaveis. Para modelos de QSAR s6 ha necessidade de uma variavel
para descrever dada propriedade, segundo Kubinyi (1995). De acordo com Ferreira
(2002), a presenca de duas variaveis correlacionadas é desnecessaria. Neto et al.
(2007) ainda esclarece que, no geral, ha algum grau de correlacdo entre as
variaveis, e quando isto ocorre provavelmente os termos envolvidos estdo
descrevendo a mesma propriedade.

Frequentemente, para diminuir o numero de variaveis, no geral, os autores
utilizam técnicas ndo supervisionadas, por exemplo: PCA e HCA, visto que estas
duas técnicas conjuntas auxiliam na selecdo prévia das variaveis relevantes e
discriminatorias e o resultado obtido fornecera um conjunto inicial que servira de
dados de entrada para as analises quimiométricas subsequentes (FERREIRA,
2002).

De acordo com Geladi e Kowalski (1986), uma andlise estatistica que possua
um conjunto inicial de “m” variaveis, apenas um subconjunto K devera ser utilizado
na construcdo de modelos de QSAR e os valores de K apresentam limites.

A medida que K se aproxima de “n” (numero de casos), ocorre um efeito

conhecido popularmente de “ajuste forgado” (uma tradugao de “overfitting”).



140

Segundo Ferreira (2002), em QSAR convencionou-se que, para reduzir a
possibilidade de “overfitting”, cada grupo de cinco ou seis compostos incluidos no
modelo permite a acomodacédo de uma variavel (KUBINYI; 1995). Por exemplo, se a
Série possui vinte compostos (n = 20) o numero de variaveis que o modelo pode
acomodar é quatro (K = 4). Assim, podemos concluir que para a série de 30
canabindides aqui estudados, 6 varidveis podem descrever a informacao.

Os métodos quimiométricos também podem ser Uteis no processo de selecao
e reducdo de variaveis. Para Ferreira (2002), numa primeira etapa, pode-se utilizar
PCA para explorar a estrutura dos dados, que consiste na visualizagdo das
propriedades das moléculas com base nos descritores considerados, sem o objetivo
de descobrir ou propor qualquer relacdo causa-efeito. Isto € importante para
visualizar a correlacdo entre os descritores e agrupamentos entre 0os compostos. A
segunda etapa consiste na utilizagdo desse espaco de descritores para a
modelagem, que é feita através de outros meétodos quimiométricos que também
incluem PCA, muito embora a construcdo de modelos baseados em PCA e HCA néo
utiliza o processo de selecdo nos mesmos moldes (FERREIRA; 2002).

Na PCA, o conjunto original de dados é reduzido gerando-se um numero
pequeno de variaveis denominadas componentes principal (CP). Estas técnicas tém
a vantagem de reproduzirem componentes independentes (ortogonais) entre si e,
portanto, a correlacéo entre as variaveis ndo limita sua aplicabilidade.

Observa-se na pratica que ha sempre algum grau de correlacdo entre as
variaveis, e quando isto ocorre, teoricamente, é porque o0s termos envolvidos estao
descrevendo a mesma propriedade. Nos modelos classicos de QSAR, s6 ha
necessidade de uma variavel que descreva dada propriedade (HANSCH et al; 1995
(@)(b); KUBINYI, 1995).

Ferreira (2002) ainda esclarece que a presenca de duas variaveis
correlacionadas, além de desnecessaria, € também prejudicial, pois o tratamento
dado a esta andlise baseia-se em calculos de matrizes e determinantes, e por sua
vez, colunas que descrevam propriedades iguais levam a determinantes nulos, logo,
devem ser desconsiderados. Para Bussab (1999), deve-se procurar diminuir o
namero de variaveis, de forma que a selecdo de variaveis contemple tanto a sua
relevancia como seu poder de discriminacéo face ao problema em estudo. Segundo

Neto et al. (2007), variaveis que assumem praticamente 0 mesmo valor para todos
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0s objetos sdo pouco discriminatorias e sua inclusdo pouco contribui para a
determinacao da estrutura do agrupamento.

Por outro lado, a inclusdo de variaveis com grande poder de discriminacéao,
porém irrelevantes ao problema, pode mascarar os grupos e levar a resultados
equivocados. Neste trabalho utilizou a técnica de PCA para reduc¢do do numero de
variaveis.

Outra maneira de reduzir o numero de variaveis é calculando o peso de
variancia ou peso de Fisher para cada variavel, em um par de categorias, método
utilizado por Hondrio (2004) para tratamento estatisticos de dados obtidos para
canabindides. Este tipo de reducdo consiste em calcular o peso da variancia dentro
das classes, sendo aplicada quando tem-se um numero consideravel de variaveis no
conjunto inicial.

Esta técnica ndo foi utilizada no conjunto de dados deste trabalho, ja que a
escolha dos descritores foi sistematica em funcdo do critério da psicoatividade dos
canabindides e os descritores escolhidos para este trabalho sdo os mesmos ja
utilizados nas outras pesquisas com canabindides.

Outra técnica para escolher uma variavel relevante é antecipadamente decidir
sobre o valor limite de correlacdo entre duas variaveis, que no geral, € papel do
pesquisador, e calcular o indice de correlagdo que consiste em decidir em funcdo da
experiéncia do analista se uma dada variavel € mantida ou eliminada da matriz de
dados de acordo com o conhecimento prévio da representatividade de cada variavel.
Em QSAR, costumam-se evitar as combinacdes em que o indice de correlacao seja
inferior a 0,63, segundo Ferreira (2002).

Neste trabalho consideramos os indices da matriz de correlacdo para analisar
a reducao de variaveis, como um complemento para suportar a analise PCA e HCA

na reducdo do numero de descritores.
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5.6.3 Métodos de reconhecimento de padrdes e classificacdo

Os meétodos de reconhecimento de padrdes (RP), de acordo com Barros
(2006), sao aplicados para diferentes finalidades, entre elas a analise exploratéria de
dados e a classificagdo de amostras.

Os dois métodos de andlise exploratéria mais usada em SAR sdo a Analise
de Componentes Principais (PCA) e a Analise Hierarquica de Agrupamentos (HCA).

Estas duas técnicas foram utilizadas neste trabalho utilizando o programa
Statistica 6.0. As metodologias destas técnicas foram baseadas nos artigos e livros
dos autores (FERREIRA, 2002; FROSCH et al. 2005; NETO et al. 2003).

A andlise por PCA foi uma das técnicas quimiométricas que além de servir
para a etapa de reducdo de variaveis, também foi utilizada para reconhecimento de
padrées na intencdo de se achar padrdes de associacdo entre os descritores
calculados para um conjunto de 30 metabdlicos canabindides e o THC. Como muitos
dos metabdlicos ndo tinham suas atividades esclarecidas, a hipétese utilizada foi a
de que as amostras deveriam ser representativas da populacdo. A partir disto
tentou-se criar relacdes entre 0os descritores e 0s compostos canabindides.

Em seguida, um método aglomerativo hierarquico conhecido como andlise de
agrupamentos do tipo K-means foi utilizado neste trabalho e o pacote computacional
utilizado nesta etapa foi o Statistica. O modelo consistiu basicamente no célculo de
coordenadas dos centrdides de cada agrupamento e das distancias ao centrdide
mais afastado. Ao contrario dos métodos hierarquicos HCA, K-Means nao cria uma
estrutura de arvore para descrever 0s grupos, mas cria um anico nivel de conjuntos.
K-Means usa algoritmo iterativo para minimizar a soma das distancias de amostra ao
seu centrdide e entre todos os conjuntos. Este algoritmo move objetos entre
conjuntos até que a soma nao possa mais ser diminuida. o resultado € um grupo de
conjuntos compactos e bem separados quanto possivel. Para nosso conjunto
utilizou-se a distancia euclidiana para calcular o centroide e os resultados foram
agrupados em graficos de distribuicdo por grupos.

Quando ndo se dispde de informagcdo prévia sobre a classificacdo das
amostras, procura-se identificar no conjunto de treinamento possiveis padrdes de
agrupamento, usando-se um método de reconhecimento n&do supervisionado,
segundo Neto (2007).
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A técnica mais popular para isto € a analise hierarquica de agrupamentos
que utiliza dendrogramas para visualizar os agrupamentos entre as variaveis e as
amostras.

A analise com HCA foi o procedimento realizado nesta etapa tendo sido feito
no conjunto total de 17 descritores iniciais e também para 0s conjuntos de variaveis
selecionadas como relevantes do método PCA e K-means. Neta andlise, a distancia
utilizada foi a distancia euclidiana e os métodos de separacdo foram pelo vizinho
mais préximo por encadeamento simples (single linkage), vizinho mais distante por
encadeamento completo (complete linkage) e médias ponderadas de grupos
pareados (Weighted Pair-Group Average) (SILVA, 2008).

Outro estudo tipico de reconhecimento de padrdo € a classificacdo de
amostras de acordo com uma propriedade especifica, baseada em medidas
indiretamente relacionadas com as propriedades. Os métodos de classificacdo que
usam esse processo sao conhecidos como métodos supervisionados de
reconhecimento de padrdes. Sado conhecidos como método dos vizinhos mais
proximos (KNN), e foi um dos descritos por Hondrio (2004) para canabindides e
também foi utilizado neste trabalho. O tratamento por KNN consistiu no calculo das
distancias euclidianas para cada descritor, € numa primeira analise um total de 10

vizinhos mais proximos foram dispostos em uma matriz de dissimilaridades.

5.6.4 Métodos de inteligéncia artificial

5.6.4.1 Redes neurais artificiais (RNASs)

Esta aproximacdo € utilizada especialmente para tracar as relacdes néao
lineares existentes entre as amostras. As redes neurais com sistemas de
retropropagacao sdo técnicas de aprendizagem supervisionada em que 0S pesos
adaptaveis sdo revisados dinamicamente para minimizar erros de estimativas. Para
a classificacdo néo-supervisionada, 0s mapas auto-organizaveis (Self-Organizing
Map — SOM), conhecidos por mapas de Kohonen (Kohonen 2001), sdo os mais
utilizados. Segundo Costa e Neto (2007), a rede SOM forma um mapeamento de
um espaco de entrada p-dimensional em um arranjo de neurdnios geralmente

bidimensional, via aprendizado ndo-supervisionado.
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O método RNAs por aprendizado ndo-supervisionado foi o método adicional
utilizado neste trabalho. A técnica RNA teve como alvo principal criar um modelo
auto-organizavel em forma de mapas. Estes mapas servem para aglomerar os
canabindides com propriedades similares, relacionados aos descritores relevantes
para separacdo em canabindides ativos e psicoinativos ja selecionados pelas
técnicas anteriores (PCA, HCA, KNN, K-means). Foram construidos mapas auto-
organizaveis em duas dimenséo utilizando uma topologia quadrada 12x12 (12 linhas
e 12 colunas) para construir a matriz, totalizando 144 neurdnios e 100.000 passos
(epochs) para treinamento. As distancias euclidianas foram as medidas
selecionadas entre os neurdnios vizinhos. A taxa de aprendizagem foi ajustada para
0,9 (primeira fase) e a 0,01 (segunda fase) ao treinamento. Esta etapa foi realizada
utilizando o pacote computacional Matlab.

No capitulo 6 a seguir serdo mostrados os dados obtidos no trabalho e
discutidos os resultados, as relacbes propostas, as analises das geometrias dos
compostos e a proposicdo de modelos de correlagdo estrutura versus atividade

psicofarmacoldgica dos canabindides e seus metabdlitos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Apresentacao dos resultados

6.1.1 Siglas e definicbes dos descritores moleculares

Um conjunto de 17 descritores de diferentes classes foi calculado com a
intencdo de descrever propriedades atdmicas e moleculares relacionadas ao
potencial psicoativo de 30 metabdlicos canabindides. As siglas, suas defini¢cdes e

respectivas unidades de medidas estdo mostradas na tabela 5 abaixo.

Tabela 5. Siglas, definicdes e unidades das propriedades atbmicas e moleculares
calculadas no trabalho.

Propriedades calculadas e respectivas unidades

H Primeiro orbital molecular ocupado de mais alta

energia (HOMO) (eV)
H-1 Segundo orbital molecular ocupado de mais alta
energia (eV)
L Primeiro orbital molecular desocupado de mais
baixa energia (LUMO) (eV)
L+1 Segundo orbital molecular desocupado de mais

baixa energia (eV)

n Dureza absoluta (n = 72 (L-H)) (eV)

Log P Logaritmo do Coeficiente de Particdo octanol/agua

o Polarizabilidade molecular (A

E. H. Energia de hidratacdo (Kcal/mol )

V Volume molar (A%

M Massa molecular (u.m.a)

1 Momento de dipolo (D)

A Area de superficie (A?)

MR Refratividade molar (A%)

T1 Angulo diedral T1 (C1-C10b-C10a-C10)°

T2 Angulo diedral T2 (H-O-C1-C2)°

T3 Angulo diedral T3 (O-C1-C2-C3)°

T4 Angulo diedral T4 (C1-C2-C3-C1)°
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6.1.2 Dados dos descritores e estudo das propriedades dos canabinoides

Primeiramente foram calculadas as energias dos orbitais de fronteira (HOMO)
(H) e (LUMO) (L) em virtude do carater especial que esta variavel tem no
esclarecimento acerca dos estudos da relacdo estrutura-atividade (SAR) aos
canabindides (SILVA et al., 2008; HONORIO e DA SILVA; 2002; DA SILVA e TRSIC;

1995). Estas energias estdo mostradas na tabela 6.

Tabela 6 - Descritores moleculares que representam os orbitais de fronteira (H, L, H-

1 e L+1)*calculados por métodos AM1, utilizando o programa Hyperchem.

Compostos H-1(eV) H(eV) L(eV) L+1(eV) n(ev)
THC (+) -5,771 -5,483 0,363 0,773 2,92
MET1 (-) -5,992 -5,674 -0,816 0,194 2,43
MET2 (-) -6,015 -5,646 -0,781 0,154 2,43
METS3 (-) -5,911 -5,545 -0,767 0,295 2,39
MET4 -6,060 -5,727 -0,844 0,136 2,44
METS5 -6,474 -6,018 -1,284 -0,912 2,36
MET6 -6,170 -5,829 -0,886 -0,267 2,47
MET7 -6,112 -5,780 -0,878 0,076 2,45
METS8 -6,107 -5,771 -0,869 -0,068 2,45
MET9 -0,628 -6,052 -1,825 -0,979 2,12
MET10 (+/-) -6,089 -5,753 0,066 0,080 2,29
MET11 (+/-) -5,985 -5,684 0,219 0,320 2,84
MET12 (+/-) -5,846 -5,547 0,310 0,659 2,89
MET13 -5,728 -5,396 0,343 0,726 2,87
MET14 -5,733 -5,444 0,343 0,727 2,89
MET15 -5,734 -5,439 0,345 0,638 2,88
MET16 (+/-) -5,770 -5,487 0,364 0,765 2,92
MET17 -6,040 -5,750 0,015 0,134 2,40
MET18 -6,052 -5,797 -0,131 0,363 2,83
MET19 -5,753 -5,477 0,342 0,732 2,90
MET?20 -5,655 -5,988 -0,149 0,414 2,92
MET21 -5,978 -5,679 -0,030 0,35 2,82
MET22 -5,693 -5,996 -0,197 0,517 2,90
MET23 -5,679 -5,977 -0,028 0,417 2,93
MET24 -5,577 -5,864 0,269 0,320 3,06
MET25 -6,10 -5,775 -1,216 0,030 2,28
MET26 -6,044 -5,723 -0,917 0,111 2,41
MET27 (+) -5,835 -5,544 0,274 0,693 2,91
MET28 (+) -5,595 -5,880 0,225 0,582 3,05
MET?29 (+) -5,787 -5,461 0,318 0,654 2,88
MET30 -5,698 -5,361 0,393 0,845 2,88

Os sinais (+) sdo para os metabolicos psicoativos; (+/-) para os de baixa psicoatividade e (-) para os
psicoinativos. Os demais descritores dos 17 calculados serdo mostrados nas tabelas seguintes.
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As propriedades eletronicas relacionadas aos orbitais de fronteira fornecem
informacdes sobre o carater elétron-aceptor e elétron-doador dos compostos. Os
processos de transferéncia de elétrons de um orbital presente numa espécie
doadora para um orbital presente numa espécie aceitadora sao tipicos das
interacdes farmaco-receptor. O orbital HOMO mede o carater elétron-doador e para
maiores valores de energia do HOMO (E wowmo), maior a tendéncia doadora de
elétrons da espécie. O orbital LUMO mede o carater elétron-aceptor, sendo assim,
valores menores de energias do LUMO (E Luwmo) representam menos resisténcia da
molécula para aceitar elétrons de outra espécie e este efeito pode ser aplicado ao
canabindides e foi tratado por Honério e Da Silva (2002). Segundo estes autores, 0S
canabindides tém caréter elétron-aceptor pronunciado, sendo assim, baixos valores
de E Lumo, muito embora 0os compostos psicoativos no geral, apresentam E ymo >
0,3 eV.

Os metabolicos psicoativos estdo indicados na Tabela 6 pelo sinal (+) e sédo
eles: 8B-Hidroxi-A’-THC (MET27); 8a-Hidréxi-A>-THC (MET29) (obtidos pela
hidroxilagdo em C-8 do A°-THC) e o metabdlito 11-Hidréxi-A>-THC (MET28) (obtido
pela hidroxilagdo do THC em C-11), sendo este ultimo um metabdlito mais lipofilico
que o THC. O THC também é psicoativo (PERTWEE, 2005).

Os metabdlicos de mais baixa psicoatividade estdo mostrados na tabela 6
com o sinal (+/-) e séo eles: 8-ceto-A°-THC (MET10) (obtido por oxidacéo enzimatica
dos METs 27 e 28) e também o 9,10-epéxido do A’-THC (MET16) (obtido pelo
ataque a dupla ligacdo do THC) e apresentou potencial equivalente ao derivado em
catalepsia, anticonvulsante, porém menos psicoativo e temos também os isébmeros
8a,11a-dihidroxi-A°-THC (MET11) e 8a,11p-dihidroxi-A>-THC (MET12) produtos de
hidroxilagdes em C-8 do 11-hidréxi-A°-THC e também exibem baixa psicoatividade
MATSUNAGA et al. 2001; WATANABLE et al, 2005; PERTWEE, 2005).

Os metabdlicos psicoinativos estao indicados na tabela 6 pelo sinal (-) e sédo
eles: O 11-Carbéxi-A°-THC (MET1) (obtido pela oxidacdo em C-11 do THC) e os
metabodlicos 11-carboxi-1-hidroxi-A-THC (MET2) e 11-carbdxi-2"-hidroxi-A°>-THC
(MET3) (obtidos pela oxidac&o na cadeia pentil), (PERTWEE, 2005; DRUMMER e
ODELL, 2001; MATSUNAGA et al. 2001; WATANABLE et al, 2005). As posicoes
alfas (o)) sédo as posicdes que estao acima do plano do anel A, as posi¢cdes beta (p)

se encontram abaixo do plano do anel (ver figura 25 para esclarecimentos).
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Pela tabela 6 pode-se verificar que os valores do HOMO néo apresentam
guase variagdes, sendo todos os valores negativos, o que nao fornece distincdo do
potencial psicoativo que devem ser consideradas. As energias dos LUMO, ao serem
comparadas, apresentaram caracteristicas importantes. Os compostos ativos (0s
gue possuem sinal (+) na tabela 6), possuem energia do LUMO positivas e a metade
dos compostos apresentaram valores acima de 0,3 eV. As moléculas inativas
apresentam valores abaixo de 0,3 eV, concordando com Honério (2004).

Os proximos descritores calculados medem parametros eletrdnicos empiricos e
foram calculados a partir das geometrias otimizadas obtidas pelo método AM1, com

excecgao do dipolo () que utilizou DFT. Estes descritores estéo na tabela 7.

Tabela 7 — Refratividade Molar (MR), Polarizabilidade () e momento dipolar (i)

Compostos MR (A®) a (AY) 1 (D)
THC (+) 96,450 37,490 0,999
MET1 (-) 98,160 38,220 1,317
MET2 (-) 99,680 38,850 2,701
MET3 (-) 99,830 38,850 1,975
MET4 86,290 33,350 1,123
MET5 81,480 31,600 1,746
MET6 86,020 33,430 1,035
MET7 90,630 35,270 1,115
METS8 95,230 37,100 2,611
MET9 91,720 35,080 2,895
MET10 (+) 97,140 37,580 4,067
MET11 (+/-) 99,740 38,770 2,966
MET12 (+/-) 99,740 38,770 1,868
MET13 99,890 38,770 2,818
MET14 99,890 38,770 2,115
MET15 99,970 38,770 2,924
MET16 (+/-) 96,670 38,190 2,201
MET17 99,910 38,850 4,625
MET18 88,910 34,550 5,622
MET19 96,450 37,490 1,401
MET?20 86,060 33,350 0,433
MET21 90,680 35,180 1,285
MET?22 85,820 33,350 3,605
MET?23 90,420 35,180 3,960
MET24 95,020 37,020 2,398
MET?25 96,120 36,830 1,700
MET26 99,830 38,850 2,317
MET27 (+) 97,960 38,130 1,762
MET28 (+) 98,220 38,130 3,299
MET29 (+) 97,960 38,130 2,573
MET30 98,110 38,130 1,085
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O momento dipolar (1) mede a magnitude da carga deslocada numa molécula
e pode estar relacionado as forcas intermoleculares. Os canabindides psicoativos e
psicoinativos apresentam variagdes nos seus valores de momento de dipolo,
possivelmente, pela presenca de grupos substituintes de polaridades distintas na
estrutura das moléculas canabindides estudadas.

De acordo com a tabela 7, percebem-se oscilacbes nos valores dos
momentos dipolares, porém os valores ndo seguem uma regularidade que permita
diferenciacdo em relacdo a psicoatividade e psicoinatividade, sendo assim, ao que
parece, este descritor ndo € eficiente para separar canabindides psicoativos dos
psicoinativos.

Quanto mais polarizavel for uma molécula, maior sera sua tendéncia a unir-se
a outras moléculas. Altos valores de polarizabilidade (o) medem a tendéncia a
deformacdo. Esta variavel também ndo apresentou variagdes significativas que
permitam separar os canabindides mostrados na tabela 7.

A refratividade molar (MR) € uma medida que permite informacdes a cerca do
encaixe da molécula com seu respectivo receptor, estando correlacionada com a
conformacao tridimensional da estrutura molecular do farmaco de acordo com Dunn,
(1980). Segundo Tavares (2004), esta variavel também pode expressar o carater
lipofilico de grupos substituintes. Pela tabela 7, ha4 pouca variagdo nos valores e
percebe-se que a refratividade molar também ndo se comportou neste estudo como
uma variavel eficiente para diferenciar o potencial psicoativo nos metabdlicos
canabindides.

O coeficiente de particdo (Log P) de uma determinada espécie quimica € um
parametro que mede o comportamento de um composto ao se locomover nas
biofases aquosa ou orgénica no interior das células (WERMUTH, 2000). Como a
lipofilia esta diretamente relacionada a afinidade da membrana lipidica as moléculas,
0s canabindides ativos que possuem altos valores de Log P devem apresentar mais
afinidades pelas membranas lipidicas. Observando os valores da tabela 8 percebe-
se que o Log P apresenta valores maiores para 0S compostos ativos,
consequentemente, estes compostos sdo mais lipofilicos e que, provavelmente,
atravessam a membrana biolégica com mais facilidade. Os menores valores de Log

P séo encontrados para os metabdlicos psicoinativos.
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Tabela 8 — Valores da area (A), volume (V), massa molar (M), coeficiente de particdo
(Log P) e energia de hidratacéao (E. H.)

Compostos Log P E. H. A \ M
kcal/mol (A?) (A3) (u.m.a.)
THC (+) 5,350 -0,490 543,65 1015,730 | 314,470
METL1 (-) 4,580 -5,860 542,99 1038,920 | 344,450
MET2 (-) 3,660 -10,120 548,33 1056,770 | 360,450
MET3 (-) 3,520 -9,490 552,10 1059,380 | 360,450
MET4 2,240 -14,010 461,80 907,020 318,370
MET5 2,220 -13,370 424,85 852,060 318,330
MET6 2,160 -13,970 454,63 908,500 332,350
MET? 2,550 -14,830 494,01 963,530 346,380
MET8 2,950 -13,400 528,35 1017,000 | 360,410
MET9 2,630 -13,460 486,19 943,030 344,360
MET10 (+/-) 4,960 -1,400 570,92 1026,520 | 328,450
MET11 (+/-) 3,430 -11,140 625,69 1057,920 | 346,470
MET12 (+/-) 3,430 -9,090 561,33 1066,570 | 346,470
MET13 3,290 -9,460 566,66 1060,790 | 346,470
MET14 3,290 -10,450 567,06 1061,750 | 346,470
MET15 3,210 -10,820 576,06 1065,280 | 346,470
MET16 (+/-) 3,530 -5,470 575,76 1051,400 | 346,470
MET17 3,450 -10,910 541,25 1064,520 | 360,450
MET18 3,320 -9,200 561,53 938,230 316,400
MET19 3,431 -10,93 493,12 1024,720 | 314,470
MET20 1,920 -14,250 564,63 905,490 318,370
MET21 2,320 -13,370 457,48 962,770 332,400
MET22 2,010 -12,780 494,58 902,330 318,370
MET23 2,410 -12,910 450,37 958,230 332,400
MET24 2,800 -13,740 489,19 1012,770 | 346,420
MET25 2,880 -14,320 527,76 988,730 344,410
MET26 3,520 -10,420 511,46 1061,570 | 360,450
MET27 (+) 4,430 -5,370 564,74 1032,890 | 330,470
MET28 (+) 4,340 -6,450 553,91 1040,580 | 330,470
MET29 (+) 4,430 -3,640 557,90 1029,070 | 330,470
MET30 4,290 -3,900 555,20 1039,130 | 330,470

Os descritores presentes na tabela 8 foram calculados a partir da geometria
otimizada utilizando o método AM1 e programa Hyperchem. As energias de
hidratacdo (E.H.) estdo relacionadas ao transporte da molécula nas biofases
aguosas. Os canabindides ativos apresentam os valores menos negativos das
energias de hidratacdo e sdo consequéncias de maiores absorcbes de energia ao
entrar em contato com moléculas de agua. O THC apresenta a maior energia de

hidratacdo, assim como os METs 27,28 29 todos psicoativos. O MET 10 também
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apresenta alto valor de E.H. Com excec¢édo do MET1 os METs 2 e 3 (psicoinativos)
apresentaram E.H mais baixas.

Apesar de algumas irregularidades, as energias de hidratacdo permitiram uma
separacao entre metabdlicos psicoativos e psicoinativos, podendo ser considerada
uma variavel importante no estudo da relacao estrutura atividade para canabindides.

Os descritores A, V e M, também mostrados na tabela 8, medem os
parametros estéreos e geométricos dos canabindides e refletem o aspecto
tridimensional dos canabindides e segundo Tavares (2004), sdo muitas vezes
decisivos para a compreensao dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da
atividade biol6gica desempenhada por alguns compostos. Entretanto, ndo se
mostraram variaveis que permitiram diferenciar o potencial psicoativo dos
canabindides, pois seus valores na tabela 8 ndo mostram variacdes que devam ser
consideradas relevantes.

Para a classe de compostos canabindides, os angulos diedros sdo variaveis
correlacionadas com a geometria do anel carbonilico A (ver figura 25 para
esclarecimentos) e esta geometria por sua vez interfere na psicoatividade, segundo
Mechoulam (1980) e Reggio (1987). Os diedros também foram calculados por Silva
(2008), Hondrio (2000, 2004) e Arroio (2004, 2006). Sendo assim, estes angulos se
mostraram interessantes de serem analisados para o estudo nos metabdlicos
canabindides e serdo descritos a seguir.

Foram calculados os seguintes angulos diedros: T1(C1-C10b-C10a-C10);
T2(H-O-C1-C2); T3(0-C1-C2-C3) e T4(C1-C2-C3-Cl") (tabela 9) e sdo os que
representam a regido da cavidade entre os anéis ABC (ver figura 25 para
esclarecimentos).

O T1 representa o angulo da cavidade entre os anéis ABC. O T2 indica a
orientacdo do grupo OH fendlico. O T3 e T4 correspondem a orientacdo do anel
fendlico com relagéo ao grupo R2.

Observa-se, pela tabela 9, que os valores dos diedros T1 e T2 sdo os que
apresentam maiores variagbes e por isto, devem ser oS mais representativos para
diferenciar o potencial psicoativo. T2 tém menores valores para os metabolicos
psicoativos e maiores valores para 0os metabdlicos psicoinativos, ja o0 T4 e T3 nao
apresentaram este comportamento. Apesar de T3 apresentar uma variagdo nos seus
valores, este ndo se mostrou ser o diedro mais relevante para representar a

propriedade geométrica.
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Apesar de ndo termos evidencias experimentais para estabelecer uma escolha
dos descritores diedros a serem considerados em todos os metabdlitos canabindides
aqui estudados, devido o carater inédito da realizacdo de calculos tedricos com
metabdlicos canabindides, decidiu-se considerar os diedros T1 e T2, mostrados na
tabela 9, como o0s mais significativos para diferenciar a psicoatividade e
psicoinatividade nos canabindides. Estes descritores foram calculados pelo métodos
DFT.

Tabela 9 — Valores de angulos diedros T1, T2, T3 e T4

Compostos T1(C1-C10b- T2(H-O- T3(0-C1- T4(C1-C2-
C10a-C10)° C1-Cc2)° C2-C3)° Cc3-c1Y)’
THC (+) -66,345 1,557 -178,414 178,062
MET1 (-) 47,570 4,012 177,406 178,358
MET2 (-) 45,659 5,218 177,686 178,642
MET3 (-) 47,254 3,693 177,404 179,074
MET4 47,000 3,634 177,020 177,773
MET5 47,215 3,919 177,178 179,725
MET6 46,644 4,772 177,160 179,443
MET7 47,454 3,647 177,084 177,911
METS8 47 566 4,381 177,148 177,717
MET9 47,335 3,981 177,459 179,202
MET10 (+/-) 48,154 0,390 177,584 177,420
MET11 (+/-) 47,454 0,871 177,075 178,049
MET12 (+/-) 46,810 3,067 177,224 -178,371
MET13 46,761 -0,189 177,046 179,562
MET14 46,933 0,361 177,156 177,895
MET15 46,505 0,333 177,107 177,606
MET16 (+/-) -60,362 0,896 -177,771 178,311
MET17 47,336 3,575 177,235 177,508
MET18 46,971 0,266 176,811 178,039
MET19 -46,745 -0,486 -177,373 178,463
MET20 46,807 -0,095 177,269 178,758
MET21 46,464 0,962 177,503 -178,618
MET22 65,244 -0,614 178,324 179,421
MET23 65,773 -1,227 178,220 178,187
MET24 65,650 -0,429 178,357 178,209
MET25 -66,741 2,061 178,152 179,537
MET26 -46,007 -1,891 -177,510 178,230
MET27 (+) -65,782 1,902 -178,459 178,155
MET28 (+) 47,309 1,480 177,260 177,415
MET29 (+) -66,783 1,797 -178,572 178,087
MET30 -47 273 0,444 -177,280 -179,404
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Podemos considerar, a partir dos dados das tabelas 6,7,8 e 9, e em fun¢éo do
estudo das propriedades descritas para cada variavel, que alguns descritores foram
avaliados como os mais significativos dentre os 17 calculados inicialmente. Sendo
assim, estes descritores selecionados podem ser 0s mais relevantes para
diferenciacdo da psicoatividade e psicoinatividade dos metabdlicos canabindides
estudados neste trabalho.

E oportuno ainda salientar que as consideracdes acerca das propriedades das
moléculas canabindides psicoativas e psicoinativas, com base nos 17 descritores,
sdo dados preliminares e que nem todos os descritores selecionados apresentam
evidéncias experimentais de seu efeito na molécula. Como estas andlises foram
realizadas, até o momento, de forma empirica, decidiu-se realizar um estudo com
fundamentos estatisticos para convalidacéo das proposicoes feitas.

Para realizar um estudo em conjunto dos dados que representam as
propriedades fisico-quimicas, os compostos foram submetidos a anélises estatisticas
utilizando algumas técnicas quimiométricas. Estes procedimentos foram aplicados
na tentativa de criar correlacbes mais efetivas, e uma analise simultanea e
multivariada de todos os parametros medidos. Todos estes métodos quimiométricos
serdo descritos a seguir.

Resumindo, o estudo realizado para cada descritor permitiu selecionar alguns
considerados relevantes no estudo e estes descritores sdo 0s seguintes: energia do
orbital LUMO, coeficiente de particdo, energia de hidratacdo, momento de dipolo,
angulo diedro (T1 e T2), todos selecionados das consideragdes feitas com os dados
obtidos das tabelas 6,7,8 e 9. Os resultados das analises quimiométricas descritas a

seguir, podem dar fundamentacédo as estas consideracdes feitas.

6.2 Resultados das analises quimiométricas

Antes de iniciar as andlises quimiométricas por PCA, HCA, KNN, K-MEANS e
RNAs, calculou-se a matriz de correlagéo utilizando o programa Statistica 6.0 para
todos os descritores relatados e, assim, pode-se visualizar as correla¢des entre eles.
Pode-se observar pela matriz de correlacdo, mostrada na tabela 10, que alguns
descritores em particular apresentaram os menores coeficientes de correlagéo entre
si. Por exemplo: em relagdo a energia do LUMO, o menor indice de correlacéo foi

com o T2 e este por sua vez tém menor correlacdo com a dureza. A energia do
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LUMO também apresentou baixa correlacdo com o Log P, e este apresentou baixa
correlagdo com os diedros. Analisando a energia de hidratacdo percebe-se que a
menor correlacdo € com o T2, o0 mesmo acontece com o momento de dipolo.
Segundo Ferreira et al. (2002), boas correlagbes sdo aquelas que apresentam
baixos coeficientes na matriz de correlagéo.

De acordo com as consideracOes feitas acima, pode-se perceber que 0s
descritores que apresentam menores coeficientes de correlacdo, na matriz da tabela
10, sdo os mesmos relatados no final da sessao anterior e considerados relevantes,
e sdo eles: LUMO, T2, dureza, Log P, energia de hidratag&o e dipolo.

A concordancia de que os descritores selecionados pela matriz de correlagéo
sdo os mesmos descritores selecionados como relevantes para descrever as
propriedades dos canabindides psicoativos e psicoinativos sugere que as
implicacfes feitas até o momento séo satisfatorias e descrevem a propriedade que
se deseja, muito embora as técnicas quimiométricas (PCA, HCA, K-means, KNN e
RNASs) sdo as analises que vao dar maior consisténcia a proposic¢ao inicial e serdo

tratadas a sequir.
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Tabela 10 — Matriz de Correlagdo para 17 descritores. Tabela selecionada

diretamente do programa Statistica.

H-1| H L | L+l | n |LogP|Pol EH | V | M | p A |Ref| TI | T2 | T3 | T4
H-1 10 048 02 090 025 020 037 028 039 007 -003 034 034 011 042 -023 013
H 04% 100 064 073 03 064 074 061 074 0200 013 070 072 039 010 040 -024
L 026 044 100 0% 0% 027 037 038 039 018 003 039 034 020 05 034 020
L+1 0@a 073 080 100 080 042 033 049 055 006 000 051 030 029 05 037 024
1 0s3 039 0% 020 100 o009 017 022 019 0290 0020 021 013 009 062 026 023
LogP 020 0s4 027 042 009 100 063 093 066 006 010 0628 068 030 003 033 -002
Pl 037 074 037 053 017 069 100 032 100 045 014 0% 100 -029 -002 029 008
EH. 02 041 038 049 022 083 031 100 050 018 002 052 030 05 014 083 -010
V 039 074 039 033 019 06 100 030 100 047 014 095 099 025 013 027 010
i 007 0200 018 006 029 006 065 015 047 1000 009 035 0463 008 022 012 004
L4 003 003 003 000 002 010 014 008 014 009 1000 0200 014 028 -0ZF 023 027
A 034 070 039 031 021 068 08 032 085 055 0200 100 083 021 020 023 007
Ref 034 072 034 050 013 068 100 030 099 045 014 085 100 028 011 026 -008
Tl Q11 039 0200 029 009 050 029 053 025 008 028 -021 028 1000 013 038 007
T2 Q62 0100 055 053 062 003 012 014 013 022 025 020 0110 013 100 024 004
T3 Q23 0400 034 037 026 053 029 063 027 012 023 023 026 02 024 100 012
T4 -013-024 -027 0 -024)-023 -002 -008 -010)-010) 006 027 -007 -008 007 004 0120 1.00

Energia do orbital molecular ocupado de mais alta energia (H); Energia do préximo orbital
molecular ocupado de mais alta energia (H-1); Energia do orbital molecular desocupado de mais
baixa energia (L); Energia do proximo orbital molecular desocupado de mais baixa energia (L+1);
dureza absoluta (n), indice de reatividade molecular, n = % (E (LUMO) - E (HOMO)); Logaritmo do
coeficiente de particdo octanol/agua (Log P); Polarizabilidade (Pol.); Energia de Hidratagdo (E. H.);
Volume Molecular (V); Massa Molecular (M); Momento de dipolo (n); Area da superficie (A);
Refratividade Molar (Ref); Angulo diedro (C1-C10b-C10a-C10) (T1); Angulo diedro (H-O-C1-C2) (T2);
Angulo diedro (O-C1-C2-C3) (T3); Angulo diedro (C1-C2-C3-C1) (T4).

6.2.1 Anéalise de PCA

A andlise de PCA esta fundamentada na correlacdo entre os descritores,
agrupando aqueles que sdo mais correlacionados em uma nova varidvel chamada
componente principal (PC), de forma que as outras PCs, ortogonais a primeira PC,
possam representar os outros descritores também correlacionados entre si e que 0
conjunto final tenha 0 menor nimero quanto possivel de variaveis e que seja

representativo da propriedade biolégica que se quer estudar.




156

A informacao contida numa componente principal ndo esta presente na outra e
a variancia que elas descrevem é uma medida da quantidade de informacg&o que as
mesmas contém, conforme comenta Ferreira et al. (1999).

As relacdes entre os compostos nao séo alteradas nessa transformacao para
PCs, porém, como 0S novos eixos sdo ordenados pela sua importancia, pode-se
visualizar a estrutura do conjunto de dados em gréaficos de baixa dimensionalidade,

como por exemplo, no grafico de PC1 x PC2 mostrado na figura 28.
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Figura 28 - Grafico dos escores (PC1xPC2) para a separacao entre 0S compostos
canabindides carboxilados dos demais, utilizando o conjunto total de 17 descritores.

Inicialmente, considerou para analise PCA o conjunto total de 17 descritores.
As numeragbes 1-30 mostradas na figura 28 referem-se aos METs 1-30. Os
metabolicos canabindides que possuem o grupo funcional carboxila (COOH) na
cadeia foram classificados neste trabalho como derivados carboxilicos dos
canabindides, as evidéncias experimentais de suas respectivas atividades ndo sao

conhecida para todos eles, por isto, ndo estao indicadas no texto.
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O grafico dos escores representa a posi¢cdo das amostras no novo sistema de
coordenadas PCs representado pela figura 28. Percebe-se pelo gréfico que este
conjunto contendo derivados carboxilicos apresentou maiores valores para a
primeira componente principal PC1 e estdo representados dentro dos circulos
tracejados, figura 28.

Os resultados de PCA mostram que 06 (seis) PCs descrevem 92,95% da
informacédo total da variancia do conjunto de dados (ver tabela 11). As duas
primeiras PCs PC1xPC2 descrevem juntas 62,80 % da variancia do conjunto de
dados. A PC1 é a principal responsavel pela separacdo entre os canabindides
carboxilados e descreve 43,43 % da informagao total.

Tabela 11 - Variancia do conjunto de dados considerando 6 PCs

PCs % individual % acumulada
PCA 43,43 43,43
PC2 19,36 62,79
PC3 12,60 75,39
PC4 8,32 83,71
PC5 5,35 89,07
PC6 3,88 92,95

O gréafico dos ‘“loadings”, figura 29, representa as correlagdes entre as
variaveis e as PCs com os sinais de magnitude refletindo as direcdes e a
importancia relativa de cada variavel original na construcéo das PCs.

Os resultados obtidos pelo grafico dos “loadings” mostram que as variaveis
distribuiram-se em 03 classes distintas, contudo, ainda n&o decidiu-se reduzir o
namero de descritores. Achou-se mais conveniente realizar a proxima técnica

quimiométrica para verificar como o sistema se comporta.
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Figura 29 - Gréfico dos “loadings” PC1 x PC2 para o conjunto de 30
metabdlicos e o THC utilizando as 17 variaveis separadas em 03 clusters distintos. O
indice Ref mostrado no grafico refere-se ao descritor refratividade molar que até
agora foi atribuida a sigla (MR) e o indice Pol refere-se a polarizabilidade atribuida

até este momento a letra (o).

Para agrupar de forma mais eficiente os descritores que formardo o novo
conjunto de variaveis, uma andlise de agrupamento utilizando o método K-means foi

realizada em seguida.

6.2.2 Anélise K-means

A técnica K-Means consistiu basicamente no céalculo de coordenadas dos

centréides de cada agrupamento e das distancias ao centroide mais afastado.
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O resultado deste teste é a formacdo de é um agrupamento dos compostos
distribuidos em 3 grupos, compactos e bem-separados quanto possivel. Utilizou-se
da distancia euclidiana para calcular as distancias ao centréide dos grupos.

As variaveis ficaram distribuidas em apenas trés grupos. O grupo 1 (chamado
no grafico de cluster 1) relne os parametros eletrdnicos mais relacionados ao
tamanho e polarizabilidade (Pol, Ref, E.H. V, M, A, M e H). O grupo 2 (Cluster 2)
reline os parametros relacionados aos orbitais de fronteira (H-1, L, L+1 e n). O grupo
3 (cluster 3) incluem os descritores relacionados a parametros estéreos e

geométricos (T1,T2,T3,T4, e p) e todos estdo mostrados na figura 30.
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Figura 30 - Distribuicdo dos 03 grupos para todas as 17 variaveis. Os grupos

1,2 e 3 estao representados como cluster 1, cluster 2 e cluster 3, respectivamente.
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A tabela 12 mostra as distancias euclidianas ao centréide de cada descritor em

cada grupo.

Tabela 12 — Membros de cada grupo e distancias euclidianas aos respectivos

centroides
Grupol Grupo 2 Grupo 3
8 descritores 4 descritores 5 descritores
variaveis | distancias variaveis distancias variaveis distancias
H 0,588 H-1 0,315 1 0,870
Log P 0,594 L 0,222 T1 0,632
Pol 0,243 L+1 0,327 T2 0,932
E.H. 0,757 n 0,320 T3 0,600
Vv 0,262 T4 0,860
M 0,878
A 0,341
Ref 0,265

Pela tabela 12, selecionou-se as variaveis que apresentavam as maiores
distancias ao centréide dentro de cada grupo, pois assim, pode-se obter objetos
mais longes uns dos outros dentro de cada grupo, e assim, representar uma maior
vizinhanca. Obedecendo a proposicdo de Ferreira (2002) que considera ser
necessario apenas uma variavel para cada parametro num estudo de QSAR e
considerando que, segundo Geladi e Kowalski (1986), numa amostragem de 30
compostos, sdo necessarios 6 descritores para o estudo quimiométrico, decidiu-se
selecionar 2 descritores de cada grupo, somando um total de 6 descritores.

O grupo 1, formado por 8 descritores (tabela 12) mostra os parametros
eletrébnicos, hidrofébicos e de tamanho e forma da molécula. Escolhendo um
descritor para cada propriedade que se quer descrever e que estes apresentassem
as maiores distancias ao centréide, escolheu-se 3 descritores neste grupo. Os
selecionados foram: Log P, E.H e massa (tabela 12).

O grupo 3 inclui os descritores relacionados a parametros estéreos e
geométricos, num total de 5 descritores, Para as duas propriedades foram os dois

com as maiores distancias ao centroide sdo: T2 e p.
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Por ultimo, selecionou-se os descritores do grupo 2, que mostra os parametros
relacionados aos orbitais de fronteira (H-1, L, L+1 e n)). Contudo, este agrupamento
apresentou algumas particularidades que devem ser consideradas: as distancias
dentro deste grupo ndo variam muito e, segundo Neto et al. (2007), varidveis que
assumem praticamente o mesmo valor para todos o0s objetos sdo pouco
discriminatodrias e sua inclusdo pouco contribui para a determinacédo da estrutura do
agrupamento. Para Bussab (1999), deve-se, entédo, procurar diminuir 0 conjunto ao
méximo, de forma que a selecdo de variaveis contemple tanto a sua relevancia
como seu poder de discriminacao face ao problema em estudo.

Sendo assim, a inclusdo de variaveis com grande poder de discriminacéao,
porém irrelevantes ao problema, pode mascarar os grupos e levar a resultados
equivocados. Levando em consideracdo os relatos dos autores citados, e
observando a energia do HOMO (observar os valores mostrados anteriormente na
tabela 6), os valores ndo mostraram muitas variacdes que pudesse permitir uma
separacdo dos compostos. O mesmo efeito acontecendo com a dureza. Por outro
lado, a energia do LUMO é um descritor bastante utilizado nos estudos de QSAR
envolvendo canabinoides, segundo Hondrio (2004, 2002). E importante relatar que
até o momento foram selecionados 5 descritores (Log P, E.H, massa, diedro T2 e
dipolo). Como o nosso conjunto final devera conter apenas 6 varidveis, com base
nos estudos de Ferreira (2002), resta apenas uma variavel a ser selecionada no
grupo 2. Assim sendo, no grupo 2 a energia do LUMO (tabela 12) foi selecionada
para compor o conjunto que pudesse ter melhor poder discriminatorio.

Resumindo, depois de calculados os 03 grupos e selecionados os descritores
mais relevantes de cada um deles, obedecendo as sugestdes de Geladi e Kowalski
(1986), Ferreira (2002) e Neto et al., (2007) (para uma analise QSAR composta de
30 compostos sdo necessarias, no maximo, 6 variaveis para o estudo de correlacdo
estrutura atividade), um novo conjunto de variaveis para correlacionar os 30
canabindides deveria contar com apenas 6 variaveis. A partir deste fato, novas
analises quimiométricas foram realizadas com este novo conjunto e estdo descritas

a sequir.



162

6.2.3 Analise de PCA para o novo conjunto de 6 descritores

Em seguida, foram realizadas outras analises de PCA e construidos os
graficos dos escores e dos “loadings” para este novo conjunto de seis descritores,

mostrados nas figuras 31 e 32.
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Figura 31 — Grafico dos escores PC1xPC2 para 0 hovo conjunto de 6

descritores (Log P, E.H. e M, E Lumo, T2 € ).

O novo conjunto de seis descritores consegue separar 0s metabdlicos
psicoinativos 11-COOH-THC (METs 1-9 e METs 17,25) num bloco distinto
distribuidos ao redor das PC1 x PC2 (negativas). Do conjunto de psicoinativos,
apenas os METs 1-3 tém psicoinatividade comprovada na literatura e estédo
separados no conjunto menor (PERTWEE, 2005). O conjunto de psicoativos cae em
PC1 e PC2 positivas.
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Por outro lado, os metabdlicos com propriedades psicoativas comprovadas na
literatura (PERTWEE, 2005), os compostos THC, METs 27-29 (alta psicoatividade)
e 0os METs 10-12,16 (baixa psicoatividade) caem todos em PC1 positiva (tracejado
na cor azul) no grafico da figura 31. Todos os outros metabdlitos do conjunto de
psicoativos ndo tém suas propriedades relatadas na literatura.

A variancia do conjunto de dados, considerando 6 descritores, fornece 37,95%
da informacao na PC1 e 23,68 % na PC2, (figura 31).

A figura 32 ilustra o grafico dos “loadings” para os seis descritores e percebe-
se que do conjunto, as variaveis E | ymo € dipolo assumem o mesmo comportamento
em PC1 x PC2 (positivas). O mesmo acontecendo para as variaveis T2, M que caem
em PC1 x PC2 (negativas) e com as duas variaveis E.H e Log P que caem em PC1

(positiva) x PC2 (negativa).
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Figura 32 — Grafico dos loadings PC1 x PC2 para 0 novo conjunto de seis
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Segundo Ferreira (2002), o conjunto minimo de varidveis deve conter 0s
parametros fisico-quimicos e estruturais capazes de descrever certa propriedade e
estas variaveis devem ser 0 mais descritivas quanto possivel para que a correlacéo
intraclasses seja preservada.

Hansch e Leo (1995) e Kubinyi (1995) também esclarecem que nos modelos
classicos de QSAR deve-se procurar 0 menor nimero de variaveis para representar
os dados. Sendo assim, ao observar o grafico da figura 32 percebe-se um
comportamento similar dos pares de descritores {(E Lumvo € dipolo), (E.H e Log P) e
(T2 e M)} selecionados dentre os 17 descritores iniciais, pois cada par de descritor
cae na mesma regido do grafico PC1 x PC2 da figura 32.

Com base nos argumentos e nas proposicées de Ferreira (2002), Hansch e
Leo (1995) e Kubinyi (1995) (que o os dados devem estar representados pelo menor
namero de variaveis para a correlacao intraclasses), pode-se propor, inicialmente,
que apenas 3 descritores séo representativos para a analise do comportamento dos
canabindides ao redor das PCs.

Para a escolha deste novo conjunto reduzido de variaveis, composto de
apenas 3, escolheu-se 0os maiores valores em cada PC. Sendo assim, as 3 variaveis
com maior poder de discriminac¢do no grafico PC1 x PC2 (figura 32), apresentando
maiores valores para PC1 e PC2 e que sejam também as mais representativas para
correlacionar psicoatividade e psicoinatividade dos canabinoides séo: angulo diedro
(T2(0-H-C1-C2)), a energia do orbital mais baixo desocupado (E _uwmo) € O
coeficiente de particdo (Log P).

Estes descritores podem ser considerados os mais descritivos dentre as 17
variaveis iniciais selecionadas neste estudo e sdo 0s mais relevantes para
construcdo de um modelo de QSAR para os 30 metabdlicos canabindides

estudados.
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O gréfico indicado na figura 33 mostra que as trés variaveis selecionadas se
distribuem satisfatoriamente ao redor das PC1 e PC2 ortogonais entre si. T2 esta em
PC1 positiva e os descritores Log P e L em PC1 negativa, sendo que o L tem

valores positivos em PC2.
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Figura 33 - Gréfico dos “loadings” PC1xPC2 para os descritores (L, T2 e Log P)
(L = E Lumo)

Uma boa separacao dos metabdlicos psicoativos e psicoinativos foi alcancada
com estes trés descritores e seus resultados sdo mostrados no grafico dos “scores”

para os 30 metabalicos e o THC, (figura 34).
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Figura 34 — Grafico do scores PC1xPC2 para as trés variaveis selecionadas.
Separacdo em 3 blocos: Al (psicoativos), A2 (moderadamente psicoativos)

e 0 bloco B (psicoinativos). A letra M refere-se a cada metabdlito.

Observa-se pela comparacdo das figuras 33 e 34 que trés descritores sao
eficientes para compor o conjunto de variaveis, porque além dos compostos se
distribuirem melhor ao redor das PC1 e PC2, ha uma separacao entre psicoativos e
psicoinativos. Os metabdlicos que apresentam propriedades psicoativas (METs
10,12, METs 27-29 e THC) ficaram num bloco isolado para PC1 e PC2 negativas,
(atribuiu-se a este bloco a designacao de bloco Al para compostos psicoativos). As
irregularidades neste bloco acontecem com os METs 10 e 12, que sao considerados
+/- psicoativos na literatura (PERTEWEE, 2005). A principio, decidiu-se que os
METs 10 e 12 permanecam classificados no bloco Al, muito embora, estudos na
geometria destes metabdlitos serdo realizados para maiores esclarecimentos e

convalidacéo desta classificacao.
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Outro ponto a considerar, € que os MET1-3 (que sdo comprovadamente
psicoinativos) sdo derivados carboxilicos do THC, e que os METs 4-9, MET 17 e
MET 25 também s&o derivados carboxilicos do THC. Sendo assim, € conveniente
atribuir todos os metabdlicos METs 1-9, MET17 e MET25 pertencentes ao bloco B
dos psicoinativos. Esta classificacdo também concorda com o conjunto de
psicoinativos mostrado na figura 31 para os METs 1-3, confirmando mais uma vez
que a reducao do numero de variaveis foi satisfatoria e mantém a separacao.

Para esclarecer sobre a designacéo do bloco A2, devem-se considerar alguns
outros pontos: O primeiro deles diz respeito aos MET 11 e MET16, que sao
canabindides de baixa psicoatividade (sdo produtos secundarios de hidroxilacdo aos
derivados do THC) comprovados na literatura (DRUMMER & ODELL, 2001;
POTTER, 2004). Os METs 11 e 16 caem em PC2 positiva e estes metabdlitos
apresentaram valores positivos de energia do LUMO. Segundo Hondrio (2004) e
Arroio (2004), maiores valores do E _ywmo diferencia a potencialidade de
psicoatividade nos canabindides. Sendo assim, se 0 E yvo apresentou-se em PC2
positiva, segundo mostra a figura 33, ao que parece PC2 pode diferenciar a
potencialidade da psicoatividade dos compostos metabdlitos canabindides
estudados.

O segundo ponto a ser considerado é que o bloco A2 esta situado em PC2
positiva, e o Unico descritor que descreve esta regido € a energia do LUMO.
Observando a tabela 6 no inicio deste capitulo, percebe-se que a maioria dos
metabdlicos do bloco designado A2 tem valores de energia do LUMO positivas e
alguns deles acima de 0,3 eV, que é tipico de canabindides psicoativos, conforme
esclarecem Hondrio e Da Silva (2002).

Sendo assim, reintera-se que € conveniente designar que existe um bloco de
metabolicos canabindides descritos pela energia do LUMO que podem ter
psicoatividade moderadas.

Resumindo: trés regibes séo distintas e incluem os grupos (Al) psicoativos,
(A2) moderadamente psicoativos e (B) psicoinativos, (figura 34). Esta designacao
para os metabadlicos em questéo foi publicada recentemente por Silva et al. (2008).

Ainda a respeito da figura 34, observa-se que os metabdlicos psicoativos caem
em PC1 negativa descritas por Log P e E uwo, pode-se entdo sugerir que 0s

descritores relacionados a psicoatividade sdo a energia do LUMO e o Log P e esta
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proposicdo foi também concluida por Honoério (2004). Por outro lado, os
psicoinativos caem em PC1 positiva descrita por T2.

Logo, PC1 separa os metabdlicos psicoativos (Al) dos psicoinativos (B). Com
base neste argumento, é facil concluir que o angulo diedro T2 é relevante para
descrever psicoinatividade. Deve-se ter em mente que a descrigdo da psicoatividade
é importante quando se quer realizar um planejamento racional para obter
canabindides psicoinativos. O diedro T2 pode estar relacionado ao encaixe no
receptor canabindide, pois este descritor esta relacionado a efeitos estéreos e
geométricos da molécula, pois segundo Hond6rio (2004), substituintes numa posicao
estratégia da molécula (no caso na posi¢ao C-4, ver figura 25 para esclarecimentos)
estdo relacionados a parametros estéreos.

As propriedades eletrénicas, estéreos e de lipofilicidade sdo importantes para o
estudo dos canabindides (HONORIO, 2003, 2004). As propriedades eletronicas
neste trabalho estdo representadas pelas energias dos orbitais mais baixo ocupados
- LUMO. As propriedades de lipofilicidade estdo representadas pelo coeficiente de
particdo - Log P e as propriedades geométricas representadas pelo angulo diedral
T2. Os resultados da tabela 13 para a PCA mostram que trés PCs descrevem 100%
da informacéo total (variancia) do conjunto de dados e a primeira PC (PC1) é
responsavel por 54,25 % da informacao total do sistema.

Tabela 13 — Variancia do conjunto de dados considerando 3 PCs

Variavel % Total % Acumulado
PC1 54,27 54,27
PC2 32,62 86,83
PC3 13,11 100,00

Para os compostos estudados neste trabalho estas propriedades estao
representadas nos trés descritores que compdem 0 novo conjunto. A propriedade
eletrbnica esta representada pela energia do orbital mais baixo desocupado - LUMO.
A propriedade de lipofilicidade esta representada pelo coeficiente de particdo - Log P
e a propriedade geométrica representada pelo angulo diedral T2. Na tabela 14 séo
representados os valores numéricos dos “loadings” das 3 variaveis selecionadas

para a construcao das equacgodes das PCs.
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Tabela 14 - Valores de loadings das 3 variaveis (L, T2 e Log P) para PC1 e

PC2 responsaveis pela separacdo dos compostos canabindides estudados.

Variavel PC1 PC2
L -0,893411 +0,028176
Log P -0,424063 -0,887037
T2 +0,805996 -0,435470

A partir das figuras 33 e 34 e dos valores da tabela 14 as duas componentes

responsaveis pela separacdo podem ser expressas pelas equacdes 40-41.

PC1=-0,893411 L - 0,424063 Log P + 0,805996 T2 (40)

PC2 =+ 0,028176 L —0,887037 Log P — 0,435470 T2 (42)

Segundo Hondorio (2004), valores de energia do LUMO e Log P para uma série
de canabindides apresentaram também valores negativos na PC1 para as moléculas
psicoativas e as psicoinativas apresentaram PC1 positivas.

Este mesmo comportamento foi observado neste trabalho, sugerindo que o
conjunto de trés descritores foi bem selecionado e as equacdes 40 e 41,
representam este comportamento.

Pode-se ainda dizer que as trés variaveis multiplicadas por seus respectivos
coeficientes da equacao 40 determinam a presenca ou auséncia de psicoatividade
em metabdlicos canabindides. Portanto, para que PC1 seja negativa (que é o caso
dos metabolicos psicoativos) sdo necessarios altos valores de E ymo € Log P e
baixos valores de T2, segundo a equacao 40.

Para os metabdlicos psicoinativos, o descritor que mais influencia é o diedro
T2, contudo este diedro ndo permite separar psicoativos dos psicoinativos, pois se
observamos a figura 33 e 34, mostrada anteriormente, fica claro que o descritor T2
foi atribuido em PC1 positiva, justificando apenas psicoinatividade.

Igualmente como no caso de Hondrio (2004), é possivel dizer que o conjunto
de metabdlicos canabinodides estudados neste trabalho pode ser agrupado em trés

classes distintas: estéreo e geométricas, eletrénicas e lipofilicas.
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Nos trabalhos de Hond6rio (2004), substituintes em carbonos C-2 e C-4 levaram
a classificar outras duas propriedades como importantes na separacdo dos
compostos psicoativos e psicoinativos, descritas pela autora como propriedades
topologicas. Contudo, estas propriedades ndo foram consideradas no modelo
estudado neste trabalho devido a ndo existéncia de canabindides com substituintes
em C-2 e C-4.

Analisando a equacdo 41, percebe-se que para que PC2 seja positivo e
justifique o bloco A2 (figura 33), é necessario que os valores do E yvo sejam altos e,
caracteristico de psicoatividade, 0 que aumentam as possibilidades de que pode ser
que PC2 permita separar os psicoativos A1 dos moderadamente psicoativos A2,
com excecao dos METs 10 e 12, que ndo foram bem classificados.

Por outro lado, altos valores de Log P aumentam a psicoatividade e conduzem
a PC2 mais negativas de acordo com a equacgao 41. O THC tem o maior valor de
Log P dos compostos estudados o que justifica o bloco do THC ser designado como
psicoativo. Para confirmacéo dos resultados obtidos na PCA decidiu-se realizar uma
analise por HCA, uma técnica hierarquica de agrupamentos e esta descrita na secao

a sequir.

6.2.4 Anélise de HCA

A andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) foi realizando usando a técnica
incremental (BRUNS; FAIGLE, 1985), utilizada para calculo de distancias
euclidianas. O grafico na forma de dendrograma obtido utilizando os descritores
selecionados (L, Log P e T2), esta representado na figura 35.

As linhas verticais correspondem aos valores de similaridade entre os

metabdlicos canabindides em funcdo da distancia euclidiana.
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Figura 35 - Dendrogramas mostrando a separagéo entre candidatos a canabinéides
psicoinativos (B), psicoativos (Al) e moderadamente psicoativos (A2), utilizando a
técnica de médias ponderadas de grupos pareados pela distancia euclidiana

(Weighted pair-group average euclidean distances).

A partir da figura 35, mesmo considerando algumas irregularidades, € possivel
sugerir que uma separacao entre psicoatividade e psicoinatividade foi obtida
utilizando o conjunto de trés descritores (L, Log P e T2) nesta técnica de HCA,
corroborando com os resultados obtidos até o momento com PCA. Utilizou um valor
de similaridade igual a 0,0 para garantir que as classes estejam bem distintas entre
Si.

Os metabdlicos canabindides se distribuiram em duas arvores hierarquicas. A
primeira que descreve a propriedade de psicoatividade formada por dois blocos: o
bloco Al de canabindides psicoativos contendo o THC e bloco A2 de canabindides
moderadamente psicoativos. A segunda arvore descreve a propriedade de
psicoinatividade e esta presente o bloco B formado pelos metabdlicos psicoinativos.

Pode-se entédo considerar que os resultados de HCA foram comprobatérios aos
resultados obtidos pela PCA. Outras técnicas quimiometria ainda foram realizadas

para confirmacao dos resultados de HCA e PCA e estdo mostradas a sequir.
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6.2.5 Anélise de KNN

A técnica de KNN foi utilizada para realizar uma validacdo dos resultados
obtidos das técnicas PCA e HCA. As tabelas 15a e 15b mostram a matriz de
dissimilaridades para os 08 vizinhos mais proximos (8NN) calculados pelas
distancias euclidianas (verificar formula da equacao 34 contida no topico 4.3.2).

Pela analise das tabelas 15a e 15b verifica-se que os 8 vizinhos mais
préximos do THC corresponderam a todos os metabdlicos psicoativos confirmados
na literatura (PERTWEE, 2005) e sdo os METs 27-30, METs 10-11 e os METs14,16.
Os MET 27-30 sao 2NN, 3NN, 1NN e 4NN respectivamente em relagdo ao THC. Por
esta técnica estes metabdlitos sdo os quatro vizinhos mais préximos do canabindide
mais psicoativo, THC, o que pode também sugerir psicoatividade destes metabdlitos,
e esta proposicao foi confirmada nas outras técnicas anteriores. Por sua vez, 0s
metabolitos MET10, MET11, MET14 e MET16 sao respectivamente 6NN, 7NN, 8NN
e 5NN distantes em relacdo ao THC. Os MET11, MET16 e MET14 sdo metabdlicos
do bloco A2, moderadamente psicoativo, e estdo mais distantes do THC, o que
confirma sua psicoatividade mais reduzida.

O MET 1 por ser o metabdlito mais psicoinativo foi utilizado como referéncia
para observar o grupo dos psicoinativos B. Sendo assim, os resultados das tabelas
15a,b podem ser interpretados que em relacdo ao MET1. Sendo assim, os METs 2-4
sao 3NN, 1NN e 8NN, os METs7-9 s&o 6NN, 4NN e 7NN e os MET12 e MET17 s&o
5NN e 2NN distantes respectivamente do MET1. Estes resultados confirmam que os
classificados como psicoinativos B sdo os 8 vizinhos mais proximos do MET1, com
excecdo do MET 12.
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Tabela 15a - Matriz de dissimilaridade entre o THC e os MEts 1-15 utilizando o

calculo pela distancia euclidiana.

THC | MET1 | MET2 | MET3 | MET4 | MET5 | MET6 | MET7 | MET8 | MET9 | MET10 | MET11 | MET12 | MET13 | MET14 | MET15
THC 0.000 | 2.756 | 4.146 | 2.968 | 3.875 | 4.159 | 4.649 | 3.644 | 3.846 | 4.079 | 1.784 2.060 2.444 2.700 2.382 2.465
MET1 2.756 | 0.000 | 1.517 | 1.108 | 2.370 | 2.395 | 2.537 | 2.063 | 1.672 | 2.126 | 3.654 3.416 1.740 4.502 3.993 4.044
MET2 4.146 | 1.517 | 0.000 | 1.531 | 2.128 | 1.985 | 1.567 | 1.925 | 1.099 | 1.830 | 5.011 4.404 2.334 5.502 4.963 4.996
MET3 2.968 | 1.108 | 1.531 | 0.000 | 1.283 | 1.390 | 1.739 | 0.975 | 0.897 | 1.288 | 3.620 2.898 1.068 4.000 3.469 3.500
MET4 3.875 | 2.370 | 2.128 | 1.283 | 0.000 | 0.469 | 1.141 | 0.311 | 1.031 | 0.972 | 4.242 3.093 1611 4.089 3.580 3.582
MET5 4.159 | 2.395 | 1.985 | 1.390 | 0.469 | 0.000 | 0.919 | 0.554 | 0.936 | 0.610 | 4.469 3.456 1.969 4.462 3.961 3.964
MET6 4.649 | 2537 | 1.567 | 1.739 | 1.141 | 0.919 | 0.000 | 1.191 | 0.882 | 1.209 | 5.206 4.171 2.333 5.193 4.670 4.677
MET7 3.644 | 2.063 | 1.925 | 0.975 | 0.311 | 0.554 | 1.191 | 0.000 | 0.836 | 0.870 | 4.060 3.005 1417 4.038 3.520 3.529
METS8 3.846 | 1.672 | 1.099 | 0.897 | 1.031 | 0.936 | 0.882 | 0.836 | 0.000 | 0.956 | 4.476 3.617 1.685 4.694 4.160 4.180
MET9 4.079 | 2.126 | 1.830 | 1.288 | 0.972 | 0.610 | 1.209 | 0.870 | 0.956 | 0.000 | 4.315 3.561 2.127 4.598 4.106 4.116
MET10 1.784 | 1.230 | 5.011 | 3.620 | 4.242 | 4.469 | 5.206 | 4.060 | 4.476 | 4.315 | 0.000 1.888 3.310 2.182 2.104 2.165
MET11 2.060 | 3.416 | 4.404 | 2.898 | 3.093 | 3.456 | 4.171 | 3.005 | 3.617 | 3.561 | 1.888 0.000 2.206 1.106 0.600 0.644
MET12 2.444 | 1.740 | 2.334 | 1.068 | 1.611 | 1.969 | 2.333 | 1.417 | 1.685 | 2.127 | 3.310 2.206 0.000 3.260 2711 2.744
MET13 2.700 | 4.502 | 5.502 | 4.000 | 4.089 | 4.462 | 5.193 | 4.038 | 4.694 | 4.598 | 2.182 1.106 3.260 0.000 0.550 0.528
MET14 2.382 | 3.993 | 4.963 | 3.469 | 3.580 | 3.961 | 4.670 | 3.520 | 4.160 | 4.106 | 2.104 0.600 2.711 0.550 0.000 0.085
MET15 2.465 | 4.044 | 4.996 | 3.500 | 3.582 | 3.964 | 4.677 | 3.529 | 4.180 | 4.116 | 2.165 0.644 2.744 0.528 0.085 0.000
MET16 1.936 | 3.434 | 4.430 | 2.954 | 3.193 | 3.575 | 4.243 | 3.099 | 3.680 | 3.701 | 1.993 0.314 2.175 il Ll 0.587 0.648
MET17 2.985 | 1.218 | 1.663 | 0.211 | 1.215 | 1.307 | 1.761 | 0.906 | 0.952 | 1.168 | 3.530 2.824 1.140 3.924 3.400 3.429
MET18 2.441 | 3.994 | 4.994 | 3.475 | 3.588 | 3.938 | 4.696 | 3.523 | 4.177 | 4.037 | 1.865 0.626 2.822 0.606 0.411 0.415
MET19 2,427 | 3.973 | 4.919 | 3.426 | 3.511 | 3.895 | 4.603 | 3.456 | 4.104 | 4.049 | 2.169 0.583 2.664 0.607 0.095 0.080
MET20 3.831 | 4.926 | 5.617 | 4.145 | 3.789 | 4.139 | 4.913 | 3.844 | 4.632 | 4.371 | 3.198 1.797 3.520 1.434 1.501 1.419
MET21 3.105 | 3.853 | 4.507 | 3.047 | 2.760 | 3.143 | 3.881 | 2.786 | 3.546 | 3.388 | 2.868 1.114 2.392 1.538 1.184 1.133
MET22 4.011 | 5.318 | 6.081 | 4.589 | 4.289 | 4.630 | 5.420 | 4.333 | 5.114 | 4.834 | 3.223 2.062 3.964 1.423 1.672 1.593
MET23 4.062 | 5.710 | 6.596 | 5.082 | 4.913 | 5.258 | 6.048 | 4.928 | 5.678 | 5427 | 3.171 2.333 4.420 1.396 1.842 1.779
MET24 3.233 | 4.870 | 5.780 | 4.274 | 4.207 | 4.577 | 5.329 | 4.194 | 4.905 | 4.749 | 2.609 1.461 3.552 0.550 0.932 0.868
MET25 2.847 | 2.609 | 3.272 | 1.793 | 1.726 | 1.973 | 2.818 | 1.645 | 2.340 | 2.003 | 2.668 1.665 1.685 2.636 2.185 2.191
MET26 4.047 | 5.998 | 7.111 | 5.585 | 5.672 | 5.962 | 6.800 | 5.622 | 6.298 | 5.988 | 2.707 2.870 5.055 2.016 2.498 2.479
MET27 0.985 | 2.306 | 3.519 | 2.192 | 2.947 | 3.269 | 3.788 | 2.740 | 3.041 | 3.267 | 2.014 1.454 1.535 2.382 1.918 1.988
MET28 1.018 | 2.722 | 3.915 | 2.537 | 3.169 | 3.510 | 4.081 | 2.989 | 3.372 | 3.533 | 1.788 1.130 1.831 1.972 1.534 1.610
MET29 0.952 | 2.415 | 3.626 | 2.291 | 3.020 | 3.347 | 3.876 | 2.819 | 3.138 | 3.352 | 1.957 1.387 1.617 2.290 1.834 1.906
MET30 1.537 | 3.721 | 4916 | 3.479 | 3.933 | 4.285 | 4.943 | 3.797 | 4.291 | 4.328 | 1.481 1.013 2.763 1.184 1.004 1.087

Na tabela 15a a representacdo dos vizinhos mais proximos (NN) sdo dadas da seguinte forma: os 8
vizinhos mais proximos apresentam as 8 menores distancias euclidianas. Por exemplo, o oitavo
vizinho mais préximo (8NN) do THC corresponde ao valor numérico de 2.382, representado pelo MET
14. O primeiro vizinho mais préximo (1NN) do THC corresponde ao valor 0.925, representado pelo
MET 29. Esta regra segue para toda a tabela 15a.
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Tabela 15b - Matriz de dissimilaridade entre o THC e os MEts 16-30 utilizando o
calculo pela distancia euclidiana.

MET16 | MET17 | MET18 | MET19 | MET20 | MET21 | MET22 | MET23 | MET24 | MET25 | MET26 | MET27 | MET28 | MET29 | MET30

THC 1.936 2,985 | 2.441 2.427 3.831 3.105 4.011 4.062 3.233 2.847 4.047 0.985 1.013 0.952 1.537
MET1 3.434 1.218 | 3.994 3.973 4.926 3.853 5.318 5.710 4.870 2.609 5.998 2.306 2.722 2415 3.721
MET2 4.430 1.663 | 4.994 4.919 5.617 4.507 6.081 6.596 5.780 3.272 7.111 3.519 3.915 3.626 4.916
MET3 2.954 0.211 | 3.475 3.426 4.145 3.047 4.589 5.082 4.274 1.793 5.585 2.192 2.537 2.291 3.479
MET4 3.193 1.215 | 3.588 3.511 3.789 2.760 4.289 4.913 4.207 1.726 5.672 2.947 3.169 3.020 3.933
METS 3.575 1.307 | 3.938 3.895 4.139 3.143 4.630 5.258 4.577 1.973 5.962 3.269 3.510 3.347 4.285
MET6 4.243 1.761 | 4.696 4.603 4.913 3.881 5.420 6.048 5.329 2.818 6.800 3.788 4.081 3.876 4.943
MET7 3.099 0.906 | 3.523 3.456 3.844 2.786 4.333 4.928 4.194 1.645 5.622 2.740 2.989 2.819 3.797
METS8 3.680 0.952 | 4.177 4.104 4.632 3.546 5.114 5.678 4.905 2.340 6.298 3.041 3.372 3.138 4.291
MET9 3.701 1.168 | 4.037 4.049 4.371 3.388 4.834 5.427 4.749 2.003 5.988 3.267 3.533 3.352 4.328
MET10 1.993 3.530 1.865 2.169 3.198 2.868 3.223 3.171 2.609 2.668 2.707 2.014 1.788 1.957 1481
MET11 0.314 2.824 | 0.626 0.583 1.797 1.114 2.062 2.333 1.461 1.665 2.870 1.454 1.130 1.387 1.013
MET12 2.175 1.140 | 2.822 2.664 3.520 2.392 3.964 4.420 3.552 1.685 5.055 1.535 1.831 1.617 2.763
MET13 1.111 3.924 | 0.606 0.607 1.434 1.538 1.423 1.396 0.550 2.636 2.016 2.382 1.972 2.290 1.184
MET14 0.587 3.400 | 0.411 0.095 1.501 1.184 1.672 1.842 0.932 2.185 2.498 1.918 1.534 1.834 1.004
MET15 0.648 3.429 | 0.415 0.080 1.419 1.133 1.593 1.779 0.868 2.191 2.479 1.988 1.610 1.906 1.087
MET16 0.000 2901 | 0.782 0.579 1.938 1.256 2.193 2.422 1.515 1.879 2.985 1.352 0.999 1.274 0.885
MET17 2.901 0.000 | 3.384 3.356 4.035 2.952 4.476 4.976 4.185 1.632 5.467 2.199 2.524 2.295 3.435
MET18 0.782 3.384 | 0.000 0.441 1.446 1.221 1.579 1.751 0.929 2.060 2.264 2.006 1.634 1.927 1.080
MET19 0.579 3.356 | 0.441 0.000 1.447 1.093 1.644 1.851 0.939 2.132 2.554 1.926 1.554 1.845 1.081
MET20 1.938 4.035 1.446 1.447 0.000 1.134 0.528 1.238 1.002 2.525 2.490 3.227 2.916 3.167 2472
MET21 1.256 2.952 1.221 1.093 1.134 0.000 1.612 2.191 1.492 1.585 3.183 2.324 2.108 2.287 2.068
MET22 2.193 4.476 1.579 1.644 0.528 1.612 0.000 0.746 0.899 2.940 2.067 3.513 3.165 3.443 2.562
MET23 2.422 4.976 1.751 1.851 1.238 2191 0.746 0.000 0.921 3.469 1.493 3.733 3.339 3.648 2.540
MET24 1.515 4.185 | 0.929 0.939 1.002 1.492 0.899 0.921 0.000 2.784 1.906 2.844 2.454 2.759 1.730
MET25 1.879 1.632 | 2.060 2.132 2.525 1.585 2.940 3.469 2.784 0.000 4.012 1.999 2.043 2.030 2.535
MET26 2.985 5.467 | 2.264 2.554 2.490 3.183 2.067 1.493 1.906 4.012 0.000 4.026 3.625 3.936 2.692
MET27 1.352 2.199 | 2.006 1.926 3.227 2.324 3.513 3.733 2.844 1.999 4.026 0.000 0.435 0.110 1.468
MET28 0.999 2.524 1.634 1.554 2.916 2.108 3.165 3.339 2.454 2.043 3.625 0.435 0.000 0.330 1.038
MET29 1.274 2.295 1.927 1.845 3.167 2.287 3.443 3.648 2.759 2.030 3.936 0.110 0.330 0.000 1.362
MET30 0.885 3.435 1.080 1.081 2.472 2.068 2.562 2.540 1.730 2.535 2.692 1.468 1.038 1.362 0.000

Na tabela 15b a representacdo dos vizinhos mais proximos (NN) sdo dadas da seguinte forma: os 8
vizinhos mais préximos apresentam as 8 menores distancias euclidianas. Por exemplo, o primeiro
vizinho mais proximo (1NN) do MET16 corresponde a distancia euclidiana 0.314 representado pelo
MET 11. O oitavo vizinho mais préximo (8NN) do MET16 corresponde a distancia euclidiana 0.999,
representado pelo MET 28. Esta regra segue para toda a tabela 15b.
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Os valores de distancias euclidianas para compor as tabelas 15a, 15b foram
processados no programa Excel, no pacote Microsoft Office 2003.

Resumindo, as técnicas quimiométricas PCA, K-MEANS e HCA confirmaram
gue é viavel correlacionar os descritores energia do LUMO, Log P e T2 para separar
0s metabolicos canabindides psicoativos e psicoinativos.

Por ultimo, a técnica de inteligéncia artificial utilizando redes neurais foi

utilizada para confirmacéo dos resultados e sera descrita a seguir.

6.2.6 Analises de redes neurais artificiais — RNA

Esta andlise enfatiza a técnica de agrupamento de dados (Data Clustering)
usando mapas auto-organizaveis (Self-Organizing Maps — SOM) como principal
instrumento. SOM é uma rede neural artificial baseada em aprendizado competitivo
e nao-supervisionado, o que significa que o treinamento é inteiramente guiado pelos
dados e que os neurdnios do mapa competem entre si.

Uma rede SOM possui a habilidade de formar mapeamentos que quantizam o0s
dados, como por exemplo, em duas topologias (retangular e hexagonal), figura 36.

A andlise de agrupamentos a partir de SOM considera o mapa topoldgico
gerado e a topologia dos dados no processo de agrupamento. Uma andlise
experimental e comparativa € apresentada, evidenciando os resultados previstos
como potencialidade da proposta, destacando, por fim, as principais relacées entre
compostos.

Neste trabalho esta analise foi utilizada com o objetivo de validar o conjunto de
variaveis selecionadas (E LUMO, Log P e angulo diedro T2) para os metabdlicos
canabindides estudados. A distancia entre os neurbnios da vizinhanca foi a
distancia euclidiana. A taxa de aprendizagem foi ajustada para 0.9 na primeira fase a
0,001 na segunda fase de treinamento e 100.000 ciclos (epochs).

A forma de ligagéo entre os neurénios no mapa SOM define a vizinhanga do
neurbnio e neste trabalho foi utilizada uma rede SOM quadrada e os valores
calculados pelos oito vizinhos mais préximos, formando uma matriz quadrada . As
distancias calculadas foram armazenadas numa matriz U e alocados em uma

estrutura matricial de formato 12x12.
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Rede SOM Retangular Rede SOM Hexagonal

Figura 36 - Diferentes topologias (Retangular e Hexagonal)

Representadas para uma rede do tipo SOM

O mapa auto-ajustavel SOM obtido utilizou na primeira camada de treinamento
as 17 variaveis e os 30 compostos. Na segunda camada do SOM tomaram-se como
entrada os dados organizados por similaridade da primeira camada.

O numero de neurdnios na segunda camada é igual ao nimero de grupos
desejados e utilizou nesta camada a distribuicdo analoga ao algoritmo K-means. Na
camada de saida utilizou o grupo de trés descritores (E LUMO, Log P e T2), como
nameros de classes.

Os resultados foram bem satisfatérios e permitiram aglomerar os elementos em
suas respectivas relacfes topoldgicas e similaridades e as propriedades descritas
pelos 3 descritores selecionados validam a mesma classificagdo dada com as
técnicas PCA, HCA, K-means e KNN, separando os metabdlicos canabindides em
grupo de compostos psicoativos Al, compostos psicoinativos B e compostos
moderadamente psicoativos A2. Estes resultados encontram-se mostrado na figura
37. A principal dificuldade no uso das redes neurais é a pouca familiaridade dos
pesquisadores na area com tal técnica ja que se trata de um método recente em
relacdo aos demais métodos estatisticos e o critério de selecdo entre diferentes

redes € pragmatico, ou seja, € escolhida aquela que atinge os objetivos esperados.
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Figura 37— Mapas auto organizaveis (SOM) para a rede neural formada pelos

METs1-30 e THC. Os eixos X e Y representam as distancias euclidianas.

As andlises com redes neurais exposto neste trabalho foram realizadas em
colaboracdo com o professor André Sih, e os procedimentos desenvolvidos no
Departamento de Energia Elétrica da Pontificia Universidade Catolica do Rio de
Janeiro.

Para validacdo dos resultados obtidos até o momento resolveu-se testar o
modelo obtido e atribuindo-se ao conjunto de 30 metabdlicos canabindides
estudados, os METs 1-30, a designacao de conjunto de treinamento e o conjunto de
predicdo utilizou-se 22 canabindides psicoativos e psicoinativos derivados do A° e
A®-THC estudados por Honério (2004), onde os compostos foram submetidos a
calculos tedricos e tratamentos por técnicas quimiométricas. As estruturas e
respectivos nomes dos compostos do conjunto de predicdo estdo mostrados nas

figuras 38a (para compostos ativos - AC) e 38b (para compostos inativos — IC).
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6.3 Validagdo dos resultados obtidos para os 30 metabdlicos canabindides
utilizando um conjunto de treinamento com 22 canabindides psicoinativos e

psicoativos.

O conjunto de predicdo sdo os 22 compostos canabindides psicoinativos e
psicoativos (ver figura 38a e 38b) (HONORIO, 2004), todos derivados A% e A°-THC.

O conjunto de treinamento sdo os 30 metabdlicos canabindides (ver figura
17a e 17b para esclarecimentos) e o THC. O conjunto total a ser processado por
PCA e HCA é formado por 53 compostos canabindides e seus metabolicos (figura
39). Os dados da energia do LUMO, Log P e diedro T2 para o conjunto de predi¢céao
estdo mostrados na tabela 16.

Tabela 16 - Valores das variaveis E | yvo (eV), Log P e T2 do conjunto de predi¢éo
[AC(1-11) e IC1-11)] (HONORIO, 2004). As propriedades foram calculadas

utilizando método DFT.

Composto ELumo(eV) T2 (H-O-C1- Log P
c2)°

AC1 0,319736 2,4547 4,5500
AC2 0,327083 2,4057 5,7400
AC3 0,332254 -0,7006 5,7400
AC4 0,351030 2,4875 5,6800
AC5 0,360009 -0,4149 5,6800
AC6 0,333886 1,8116 6,0100
AC7 0,342594 -0,0975 6,0100
AC8 0,387493 29,4749 5,8100
AC9 0,362459 64,3982 6,2100
AC10 0,368989 66,2104 6,2100
AC11 0,526120 24,1653 5,8100
IC1 -0,929132 -3,7686 5,0400
IC2 -0,953490 -4,1163 5,0400
IC3 -0,819070 -4,2957 5,0800
IC4 -0,841110 -3,2399 4,6500
IC5 -1,339630 22,6188 4,4800
IC6 -0,767910 -159,4090 5,0400
IC7 -0,377040 0,4784 4,6500
IC8 -0,289260 1,1493 5,0400
IC9 0,395929 1,7764 6,2100
IC10 0,360282 0,3714 6,2100
IC11 0,407086 1,0857 6,2100
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Figura 38a — Estruturas de alguns canabinoides psicoinativos [IC(1-11)] derivados do
THC e sistema de numeragao.
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Figura 38b — Estruturas de alguns canabindides
psicoativos [AC(1-11)] derivados do THC
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6.3.1 Resultados e discussdo das analises PCA e HCA para o conjunto de
validacdo formado por 53 compostos {30 metabdlicos canabindides (METs1-30),
11 canabindides ativos (AC1-11), 11 canabindides inativos (IC1-11) e o THC}.

6.3.1.1 Andlise de PCA para o conjunto de 53 compostos canabinoides

A figura 39 mostra o conjunto de predicdo {IC1-11 (para oS compostos
psicoinativos) + AC1-11 (para 0s compostos psicoativos)} e 0 conjunto de
treinamento {METs1-30 (B (psicoinativos) +Al (psicoativos) + A2 (moderadamente
psicoativos)) e THC}.
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PC 1: 89.26%

~— Conjunto de treimamento (A1, A2, B)

Conjunto de predicéo (IC, AC)

Figura 39 - Grafico dos “scores” para o conjunto de 53 canabindides

(30 canabindides do conjunto de treinamento + 22 canabinoides do conjunto de
predicdo + THC).
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Pela analise da figura 39, observa-se uma separacao entre os compostos do
conjunto de treinamento e do conjunto de predicdo na PC1, descrita com 89,6 % da

informacéo. A PC2 descreve apenas 7,18% da informacéo.

Os compostos do conjunto de treinamento estdo em PC1l negativa e 0s
compostos do conjunto de predicdo em PC1 positiva, com a particularidade de que o
bloco B (psicoinativos do conjunto de treinamento) aparece intermediério entre as
duas PCs.

O bloco B (inativos do conjunto de treinamento) esta proximo dos inativos do
conjunto de predicdo. Sendo assim, o modelo classifica bem os canabindides
psicoinativos.

Alguns pontos importantes devem ser considerados neste novo conjunto da
figura 39 obtido a partir do processo de validacéo:

(1) - os METs 10 e 12 que até entdo vinham caindo no conjunto dos psicoativos
Al, foi atribuido neste processo de validacdo como A2 (metabdlitos moderadamente
psicoativos), 0 que era esperado, ja que estes metabdlitos sao classificados como
(+/-) (psicoatividade moderada) segundo Pertwee (2005,2006);

(2) - Os blocos Al e A2 caem em PC1 negativa, figura 39. Estes blocos
também foram atribuidos a PC1 negativa na etapa de treinamento (etapa antes da
validacéo, realizada para os METs 1-30). Sendo assim, se 0 comportamento de Al e
A2 se mantém para o conjunto final de 53 compostos, ao que parece, 0S
canabindides psicoativos e moderadamente psicoativos, respectivamente, foram
bem classificados.

(3) - O conjunto de predicdo (IC + AC) encontra-se em PC1 positiva e 0s
compostos ICs estao separados dos ACs.

O grafico dos “loadings” da figura 40 mostra a distribuicao dos descritores Log
P, LUMO e T2 em torno das PC1xPC2.
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Figura 40 — Grafico dos “loadings” para os descritores L, T2 e Log P do conjunto de
53 canabindides (30 compostos do conjunto de treinamento + 22 do conjunto de
predicao).

Na figura 40, os descritores Log P, L e T2 estdo atribuidos na PC1
negativa. O diedro T2 e o E Lumo correspondem a PC2 positiva e Log P a PC2
negativa.

Considerando-se a componente principal PC1 para o conjunto de predicéo
e analisando os graficos dos “escores” e “loadings” das figuras 39 e 40, percebe-se
que os canabindides psicoativos AC (1-5) (ndo possuem substituicbes em C-2) tém
maiores valores de PC1 em relacdo aos AC (8-11) (possuem substituicbes em C-2).
A diferenca entre eles é o substituinte em C-2.

Por sua vez, os canabindides IC (1-5) (compostos que possuem
substituintes em C-2) caem em PC2 positiva e 0s descritores responsaveis por esta
PC s&o o diedro T2 e o log P. Por sua vez, os IC (5-11), (compostos que possuem
substituintes em C-4) caem em PC2 negativa, com exce¢cdo do MET 7 e na PC2
negativa o descritor relacionado € o Log P. Resumindo, substituintes em C-2 sofrem

influéncia do diedro T2 e da energia do LUMO, ja substituicbes em C-4 ndo parecem
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sofrer efeito destes descritores. C-4 sofre influéncia do Log P. Estas proposi¢cdes
estdo de acordo com Hondrio (2004).

Outro ponto também importante em relagcdo ao conjunto de predicdo, diz
respeito aos canabindides inativos que possuem substituintes volumosos em C-4, o
caso dos IC (8-11) (ver figura 38a). Segundo Hondrio (2004, 2000), substituintes
volumosos em C-4 ¢ fator chave para separar canabindides psicoativos dos
psicoinativos. Este fato pode ser confirmado (observar a figura 38a) ja que o
conjunto de predicdo (com substituicbes em C-4) séo todos inativos. Os IC (8-11)
caem todos em PC2 negativa, e por sua vez, influencia no Log P (comparar figuras
39 e 40). Segundo Hondrio (2004) e Arroio (2004), altos valores de Log P indicam
psicoatividade e baixos valores deste descritor indicam psicoinatividade.

Resumindo, substituicbes em C-4 afetam o Log P e a psicoatividade e este
efeito esta comprovado na analise de PCA para os 53 compostos canabindides.

Por outro lado, se os IC (1-5) caem em PC2 positiva e estes compostos nao
apresentam substituintes em C-4 e estdo descritos por T2. pode-se reiterar que o
diedro T2 néo sofre influéncia de grupos em C-4.

Os metabdlitos psicoinativos do bloco B caem todos em PC2 positiva (com
excecao do MET9) e esta PC é descrita pelo diedro T2. A proposta de que T2
justifica a psicoinatividade feita para o conjunto de treinamento também é sustentada
no estudo de validacdo. Os baixos valores de E LUMO e Log P justificam os
canabindides psicoinativos no conjunto de 53 compostos.

Finalmente, o estudo de validacdo para 53 canabindides pode sustentar as
propostas de Hondrio (2004) de que altas E \ywo € Log P sdo para canabindides
psicoativos. Comprovado nos graficos dos “escores” e “loadings” das figuras 39 e 40
para os metabdlicos psicoativos Al e A2.

Segundo Hondrio (2004), canabindides que possuem substituintes volumosos
em C-4 e apresentam baixos valores de LUMO sao candidatos a serem
psicoinativos e 0os IC 9-11 em PC1 positiva comprovam isto.

A analise de HCA pode também esclarecer outros aspectos no estudo e sera

tratada a seguir.
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6.3.1.2 Andlise de HCA para o conjunto de 53 compostos canabinodides
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Figura 41 — Dendrogramas para o conjunto de 53 canabindides (30
compostos do conjunto de treinamento + 22 do conjunto de predi¢cdo + THC)
Calculado pelas médias ponderadas de grupos pareados por distancia

euclidianas

Analisando a figura 41, esta clara a separacdo em 3 arvores. Uma arvore
aparecem os blocos Al e A2; a segunda arvore aparece o bloco B e na terceira
arvore estdo 0s ACs e ICs e IC. Sendo assim, os descritores energia do LUMO, Log
P e T2 Sao descritores eficientes para separar psicoatividade de psicoinatividade.

Resumindo, as analises PCA e HCA para os 53 canabindides permitiram a
confirmacdo de que o conjunto de treinamento foi satisfatoriamente classificado
pelos descritores LUMO, Log P e T2 e correspondem aos mesmos comportamentos
para o conjunto de previsao estudado por Honorio (2004) quando estdo ausentes
substituicdbes em C-2 ou C-4 na cadeia das moléculas canabinodides. Outro ponto
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esclarecido diz respeito ao diedro T2 que foi considerada a variavel que separa
compostos canabindides em funcéo das substituicdes em C-2 e C-4.

E importante reportar-se aos METs 10,11,12,16, que pelas técnicas
guimiométricas ndo se posicionaram bem nas classificacdes dadas. Porém, a partir
da figura 41, estes metabdlitos caem todos no conjunto de treinamento numa regido
que descreve o0s compostos de moderada psicoatividade, confirmando a
classificacdo experimental dada na literatura (PERTWEE, 2005; WATANABLE et al.,
2005).

Concluindo estas discussdes a respeito das analises quimiométricas, e mesmo
considerando algumas irregularidades, € possivel sugerir que a melhor separacao
entre psicoatividade e psicoinatividade foi obtida utilizando o conjunto de trés

descritores (E Lumvo, Log P e T2) para os 53 compostos.

A seguir, serao feitas algumas consideragdes na geometria molecular e regides
de interesse das moléculas e estabelecidas algumas correlacbes da estrutura e

atividade dos compostos canabindides.

6.4. Estudo das geometrias dos compostos estudados e relacdes entre
psicoatividade e psicoinatividade

Nesta secdo, os resultados das geometrias serdo analisados por uma Otica
descritiva, com observacdes visuais acerca da distribuicdo dos atomos ao redor das
regides de interesse e considerando as implicacfes ja publicadas na literatura. O
programa utilizado nesta etapa foi o hyperchem 7.5.

Na figura 42, os sinais (+), (-) e (+/-) significam canabindides psicoativos,

psicoinativos e de baixa psicoatividade, respectivamente.
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Figura 42 - Geometrias otimizadas dos compostos canabindides psicoativos e
psicoinativos utilizando método de calculo DFT. Fontes: Pertwee (2005), Fraser et
al. (2004), Hondrio (2004), Arroio (2004).
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A conformacdo do anel carbociclico A dos compostos expostos na figura 42
mostrou-se nao planar para os psicoativos. Adicdes de grupos polares no anel A,
especificamente no carbono C-8 para os METs 27, 29, 10, 11 e 12 e nas posi¢oes
C-9 e C-10 para o derivado epdxido (MET16), também nao modificam a
conformacdo do anel A, como também n&o interferem na psicoatividade. Esta
condicgéao foi descrita por Mechoulam (1973) e Razdan (1979), sendo obedecida para
0s compostos estudados.

O anel piranico B adota uma conformacéo preferencial onde o grupamento
metila ligado em C-6 esta orientado do mesmo lado do hidrogénio em C-10a,
esclarecido por Hondrio (2004) e também tratado anteriormente por Huetis et al.
(1996) e Drummer e Oddell (2001). Os metabdlitos da figura 42 ndo seguem uma
regularidade para o posicionamento destes grupos CHz em C-6 e H em C-10a. Para
Mechoulam et al. (1992), estes hidrogénios n&o necessariamente precisam estar de
lados contrarios para conferir a psicoatividade aos canabindides e este efeito foi
comprovado para 0os compostos aqui estudados.

Segundo Mechoulam et al. (1992), Razdan (1979) e Reggio et al. (1989), o
comprimento da cadeia lateral ligada ao anel C (ver numeracéo na figura 42) pode
ser variado sem perda da atividade, mas a condicdo minima para manter a atividade
€ de 3 atomos de carbonos. Todos os metabdlicos da figura 42 obedecem esta
proposicao.

O anel benzopirano (anel B e C unidos) devera ser planar, condicdo descrita
por Mechoulam et al. (1992). Observa-se que as estruturas otimizadas dos
compostos da figura 42, ao serem analisadas ndo apresentaram variagdes na
geometria que fossem significativas para perda da planaridade deste anel
mantendo-se em todos os metabdlicos ativos.

Segundo Razdan (1979) e Mechoulam et al. (1992), a direcdo do anel A em
relacdo ao anel benzopirano €& condicdo para o0 potencial psicoativo nos
canabindides. Estudos tedricos sugerem que o anel carbociclico A é equatorial ao
anel benzopirano BC (REGGIO et al. 1989). As geometrias dos metabdlitos da figura

42 sustentam esta idéia.
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As geometrias moleculares otimizadas para o triciclo ABC do THC (psicoativo)
e do MET1 (psicoinativo) que estdo mostradas na figura 43 deixam claro que o
arranjo espacial dos grupos CH3z no carbono C-6 e do H no carbono C-10a
(indicados por asteriscos na figura 43), estdo em posi¢céo cis (do mesmo lado no
anel B) para THC e MET 1, o que indica ndo ser o direcionamentos dos grupos C-6
e C-10a um fator limitante para separar compostos psicoativos e psicoinativos,
segundo Mechoulam et al. (1992). Contudo, a direcdo do anel A para baixo e
equatorial no THC, confere a psicoatividade, conforme Reggio (1989, 1992), sendo
contrario no MET1, pois o anel A est4 para cima. O que mostra que a posicao deste
anel é fator limitante na psicoatividade.

ﬁ Anel A para cima em relagéo ao
anel BC no plano do MET1
e |

= Anel A para baixo em relagdo

ao anel BC no plano do THC

Figura 43 - Visualizag&o do A°-THC e 11-carbéxi-A*THC (MET1) mostrando o

anel benzopirano BC no plano

Os derivados canabindides que apresentam substituicdes na cadeia lateral
ligada ao anel C, no geral, apresentam-se como potentes analgésicos. Como
exemplo pode-se citar o potente analgésico e antiinflamatério - HU-210, (-)-1,1-
dimetilheptil-11-OH-A%-THC - um analogo sintético do canabinéide 11-OH-A%-THC
(DEVANE et al. 1992).

A respeito das substituicdes e ramificacbes na cadeia pentil ligada ao anel C,
segundo esclarecem Mechoulam (1973) e Razdan (1979), grupos polares nesta
cadeia posi¢cdo da cadeia, aumentam a poténcia da molécula canabinoides, porém,
a adicdo de um atomo de oxigénio (formando um éter ou éster) pode ser realizada

sem perda de atividade.
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Para uma melhor correlacdo dos efeitos estereoeletronicos causados por
substituicbes em R2 e sua influencia na psicoatividade, selecionou-se os METs com
substituicGes polares nesta cadeia. Inicialmente, foram analisadas as geometrias
dos derivados 9-COOH-THC e, posteriormente, analisaremos as geometrias dos
derivados 11-OH-THC.

Todos o0s metabdlicos presentes na figura 44 foram designados como
psicoinativos pertencentes ao bloco B. A principio, ndo se percebe muitas variacdes
nas geometrias do anel triciclo ABC que devam ser consideradas importantes. As
gue se mostraram significativas foram nos METs 4-6. Contudo, em funcéo destes
metabolitos possuirem menos de 3 carbonos na cadeia lateral, era esperado certa
irregularidade na cadeia, por ndo obedecer a condicdo de que a cadeia minima
ligada a C deve ser de 3 carbonos, propostas por Mechoulam (1992).

Outro ponto importante a ser considerado diz respeito a direcdo da OH fendlica
em C-1 e seu efeito sobre substituinte em C-9, tratados por Reggio (1989; 1992) na
diferenciacdo da psicoatividade e analgesia do canabinéide 9-nor-9-OH-HHC.
Mechoulam et al. (1980) também realizaram estudos de SAR numa série de
canabindides a respeito de substituicbes em C-1, onde conclui-se que na auséncia
de outros substituintes no anel fendlico, a estereoquimica do substituinte em C-1 é
preferencialmente equatorial para haver psicoatividade na molécula canabindide.
Analisando a figura 44, todos os substituintes em C-1 sdo OH e n&o se observa
variacdo na direcdo dos grupos OH nos metabdlicos 11-COOH-THC, com excecéo
do MET 5. Ao que parece, a cadeia lateral ligada ao anel C € importante na
orientacdo dos elétrons da OH fendlica e este efeito foi estudado por Reggio et al.
(1989).
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Figura 44 - Geometrias otimizadas dos derivados 9-COOH-A*-THC por métodos DFT
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Para estudar a rotagdo da OH fendlica em C-1, Reggio et al. (1989)
estabeleceu que ha dois componentes na molécula canabindide que conferem a
psicoatividade:

(1) o direcionamento dos pares isolados dos elétrons do oxigénio da hidroxila
fendlica e;

(2) a orientacdo do anel carbociclico A relativo a este oxigénio fendlico. Na figura 44,
considerar a mesma notacdo dada ao anel A e o biciclo BC do MET1 para todos os
compostos da figura 44.

O comportamento rotatério da OH fendlica e a energia do sistema em torno
de C-9, para alguns canabindides, fizeram Reggio et al. (1989) concluir que a
orientacdo dos substituintes em C-9 interfere no angulo torcional da OH fendlica em
C-1, sendo este fator importante para discriminacdo do potencial psicoativo dos
canabinoides.

E oportuno lembrar que para os metabdlicos do bloco B, o diedro T2, que
representa a rotacdo da OH fendlica em C-1, se mostrou uma variavel
preponderante para descrever estes metabdlitos. Logo, ao que parece, grupos
COOH em C-9 podem interferir no direcionamento dos pares de elétrons da OH em
C-1 acarretando perda da psicoatividade. As proposi¢coes de Reggio et al. (1989) se
aplicaram aos metabdlicos canabindides 11-COOH, (figura 44).

Se a distribuicdo dos pares de elétrons em torno da OH fendlica € fator
discriminante para psicoatividade, conforme esclareceu Reggio (1987), é possivel
que diferentes grupos polares em R2 afetem a psicoatividade, se porventura estas
substituicdes mudar a geometria do anel benzopirano. Sendo assim, os metabdlicos
derivados 11-OH-THC que s6 diferem pelas adicdes de grupos polares em R2
(figura 46) também devem ser analisados.

Acerca da geometria do anel benzopirano, pode-se dizer que é um fator
preponderante na aproximacgao dos grupos dentro da regido do farmacoforo (regiao
para a interligacdo canabindide — receptor). Se assim for, o descritor angulo diedral
T2, representando a cavidade do anel ABC, por ser um parametro estéreo, pode
estar correlacionado ao encaixe no receptor ao respectivo canabinéide dentro da
membrana celular. Se T2 interfere diretamente na geometria do biciclo BC, este
descritor também torna-se preponderante para descreve a aproximacao

canabindide-receptor.
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Para esclarecimentos da geometria das moléculas canabindides, Reggio et al.
(1992) estudou o poder discriminatério do potencial eletrostatico e das
caracteristicas da reatividade molecular dos compostos A°-THC (psicoativo) e 9-nor-
9B-OH-HHC (analgésico) e comprova que a geometria da molécula € importante
para diferenciar analgesia de psicoatividade. A influéncia da geometria para
descrever moléculas canabindides também foi esclarecida por Arroio (2004).

Dos metabdlicos da figura 45, apenas o MET 28 apresenta atividade
conhecida na literatura, sendo um potente analgésico e psicoativo. Os outros
metabdlicos mostrados foram designados como pertencentes ao bloco A2,
classificados como moderadamente psicoativos. Percebe-se que MET 28 é o Unico
gue apresenta a OH fendlico de lado contrario em relacdo aos outros METs. Sabe-
se que na otimizacdo de geometria é possivel forcar o grupo de interesse a se
direcionar numa posicao estratégica na cadeia, porém, no caso do MET 28, ndo
achou-se pertinente forcar um direcionamento da OH para o outro lado, para que
ficasse garantida a analise da geometria minima proposta por DFT, um método que
reproduz melhor as propriedades eletrénicas e conformacionais das moléculas,
segundo esclarece Simas e Rocha (2007). Segundo Reggio, o angulo torcional da
OH fendlica e o direcionamento dos pares isolados dos elétrons do oxigénio desta
hidroxila fendlica causa efeito na psicoatividade e sofre influéncias dos substituintes
em C-9. Este efeito parece confirmado neste bloco da figura 45, ja que todos foram
classificados como moderadamente psicoativos, diferentemente do psicoativo
MET28, o Unico que direciona os pares de elétrons do OH fendlico para outro lado
na sua conformacdo minima, e o mais potente analgésico da serie mostrada na

figura 45.
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MET 28 (psicoativo e potente analgésico)

c,
o e, oH
07‘ ! c.f*'H (L
,>°_nﬂ/ g Y,
e 2B c ‘
M—
G ca G
S aT T e
HE

Numeracao utilizada nos compostos

Figura 45 — Metabdlitos canabinéides derivados 11-OH-A’-THC e sistema de

numeracao utilizado nos compostos.
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Por fim, existem alguns critérios que foram considerados determinantes por
Reggio et al., (1989) para o estudo de psicoatividade em canabinéides. Para melhor

avaliacdo destes critérios € oportuno considerar a figura 46 para visualizacao.

THC, R1=CHs, R2= CsH11
MET1, R1=COOH, R2= CsHu1
MET2, R1=COOH, R2= CH(OH)-(CHz)s-CH
MET3, R1=COOH, R2= CH2-CH(OH)-(CHz)2-CHs
R1 MET4, R1=COOH, R2 = CH,-CH2(OH)
| MET5, R1=COOH, R2= COOH
MET6, R1=COOH, R2= CH,-COOH

R3 /Cg MET7, R1I=COOH, R2= (CHz)2- COOH
oyl G OH MET8, RL=COOH, R2= (CHz)s- COOH
‘ A ‘ | MET9, R1=COOH, R2= CH-CH-COOH
MET10, R1=COOH, R2= CsHi1, R3= O
C; /C1oa /C1 MET11, R1= CHa(OH), R2= CsH1, R3= alfa-OH
\C6a SCib C, MET12, R1= CHz(OH), R2= CsHu1, R3= beta-OH
‘ B ‘ I C ‘ MET13, R1= CHz(OH), R2= CHp-CH(OH)-(CH2)2-CHs
A MET14, R1= CHz(OH), R2= (CHz)2-CH(OH)-CH2-CHs

C MET15, R1= OH, R2= (CH2)s-CH(OH)-CHs

~ 3

/ \05/ Nco~ 7 T—R2 METI6, Ri= CH,0H, R2= Cshi1, C1-0-Co
MET17, R1=COOH, R2= (CHz)s-CH(OH)-CHs

MET18, R1= CHs, R2= (CHz)2-COOH

MET19, R1= CHz(OH), R2= (CH2)s-CH(OH)-CHs

MET20, R1= CHz(OH), R2= CH,-COOH

MET21, R1= CHz(OH), R2= (CH2)-COOH

MET22, R1= CHs, R2= CH,-COOH, R3= alfa-OH

MET23, R1= CHs, R2= (CHz).-COOH, R3= alfa-OH

MET24, R1= CHs, R2= (CHz)s-COOH, R3= alfa-OH

MET25, R1= CHs, R2= CHp-CH-CH-COOH, R3= alfa-OH

MET26, R1=COOH, R2= (CHz)2-CH(OH)-CHz-CHs

MET27, R1= CHs, R2= CsHi1, R3= alfa-OH

MET28, R1= CH,0H, R2= CsHu1

MET29, R1= CHs, R2= CsHi1, R3= beta-OH

MET30, R1- CHs, R2= CH2CH(OH)-(CHz)2-CHs

Figura 46 — Estrutura e representacao dos grupos R1, R2 e R3 para os METs 1-30.

Os critérios considerados determinantes no estudo dos canabinoides por Reggio et

al.,(1989) séo os seguintes:

(1) Os canabinodides devem ter atividade conhecida e terem sido testados sob os
mesmos tipos de testes;

(2) Os canabinéides devem diferir do A°-THC somente no anel carbociclico A;

(3) Os anéis B e C ndo devem possuir substituicdes adicionais e devem ter
geometria igual ao THC e a geometria do anel C nao pode diferir do THC, sendo
a cadeia pentil imprescindivel,

(4) As posicdes do grupo OH ligado ao anel C devem ser idénticas aquelas do THC;

(5) As variacdes no anel A ndo devem causar variagdo no potencial eletrostatico em

comparacao ao THC.
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Com a proposta deste trabalho é tentar estabelecer correlagfes entre algumas
propriedades para previsdo da psicoatividade e psicoinatividade de uma serie de
metabdlitos canabindides, e nem todos eles tiveram suas atividades esclarecidas na
literatura, o critério 1 ndo sera considerado neste estudo.

Correlacionando os critérios 2-5 com os compostos estudados, temos que: Os
METs 1-30 (figuras 46), obedecem, em partes, aos critérios de Reggio et al. (1989).
Por exemplo, alguns dos METs1-30 ndo apresentam modificacbes no anel
carbociclico A, concordando com o critério (2). Deve-se ter em mente que como a
proposta deste trabalho é também descrever a psicoinatividade, o critério (2) pode
ser aplicado para comparar os metabdlitos em estudo com o metabdlitos MET 1 (o
canabindide mais psicoinativo da série). O MET 1 apresenta o grupo COOH em C-11
(ver figura 46) e muitos dos metabdlitos estudados apresentam substituintes nestas
posi¢cdes. Sendo assim, critério (2) € obedecido para a série de METs 1-30.

Os anéis B e C ndo possuem substituicdes diferentes para os METs 2-30 se
comparadas ao THC e MET1 (figura 46). A maior parte dos metabdlitos apresenta a
cadeia lateral pentil e a presenca de grupos polares nesta cadeia pentila, em
algumas moléculas, nado interferiu na geometria para que fosse perdida a
planaridade do biciclo (ver figuras 43, 44 e 45), concordando com a proposi¢ao (3).
Todos os metabdlicos apresentavam OH fendlica e ndo apresentaram variacdes que
devam ser consideradas na direcdo desta OH se comparadas ao THC e o MET 1,
obedecendo ao critério (4); (ver figuras 42, 43, 44 e 45 para esclarecimentos das
geometrias).

Como néo foram calculados os potenciais eletrostaticos neste trabalho, néao
sera avaliada a condicao (5).

Com relacdo a geometria dos compostos, € importante também considerar os
estudos de Vessecchi et al. (2008), que sugere que alteragcbes na geometria de
moléculas podem estar associadas a distribuicdo de carga e polaridade dos grupos.
Ao que parece, a geometria dos canabindides pode sofrer influéncia dos efeitos
indutivos provenientes dos substituintes em R2 e isto deve ser considerado. Para
estes esclarecimentos, achou-se oportuno realizar um estudo mais detalhado acerca
das geometrias em algumas regibes de interesse. Estes estudos foram
fundamentados nos esclarecimentos acerca das propriedades estéreas e
geométricas para canabindides tratadas nos trabalhos de Mechoulam (1992, 2001),
Reggio (1992, 1989), Hondrio (2000; 2004) e Arroio (2004).
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Para Reggio (1989), a geometria do triciclo ABC é importante para diferenciar
psicoatividade e analgesia. Arroio (2004) propds um comparativo para propriedades
de analgesia e psicoatividade nos canabindides e concluiu que efeito de
hidrofobicidade é diferenciador para analgesia e psicoatividade. Contudo, para
Arroio (2004), descritores geométricos e estéreos descrevem regides especificas da

molécula e sdo mais importantes para psicoatividade.

6.4.1 Consideracdes finais obtidas acerca dos resultados das geometrias

Os compostos psicoativos apresentam E ywo > 0,3 eV segundo relatos dos
autores Hondrio (2004) e Arroio (2004). Este fato se aplica aos metabdlicos
canabindides aqui estudados, com exce¢do do MET 10. Para esclarecimento da
geometria do MET10 (produto da oxidacé&o dos isobmeros MET 29 (8-a-OH-THC) em
menor quantidade e do MET28 (8-p-OH-THC) em maior quantidade), um estudo
mais detalhado destes metabdlitos e mostrado a seguir.

Os METs 27 e 29 séo isomeros e diferem na dire¢cdo da OH em C-8, sendo o
no MET 27 e p no MET 29, os dois séo psicoativos segundo Grotenhermen (2003) e
tém suas geometrias mostradas na figura 47. Os hidrogénios ligados aos carbonos
C-6a e C-10a estdo representados por asteriscos (*), e nos dois casos, estes
hidrogénios se apresentam do mesmo lado. Nao observa-se mudanca na geometria

do anel A nos dois casos.

Biciclo 8C

N==-n Anel A

MET 27 MET29

Figura 47 — Geometria dos metabdlicos 3-pentil- 8-axial-hidroxil-A°-THC (MET 27) e
3-pentil- 8-equatorial-hidréxil-A°>-THC (MET 29) respectivamente
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A poténcia da psicoatividade ndo € esclarecida para estes metabolitos. O MET
27 apresenta valor de energia do LUMO 0,273 eV e o MET 29 0,311 eV. Na
classificacdo dada pelas técnicas quimiométricas estes metabdlitos pertencem ao
bloco Al, de compostos psicoativos.

Observa-se que o anel carbonilico A estd em posicéo equatorial ao anel planar
benzopiranico BC e os hidrogénios C6a e Cl1l0a (marcados com asterisco),
encontram-se do mesmo lado do anel nos dois casos (figura 47). Os MET 27 e 29 ao
sofrerem oxidac6es da OH em C-8 fornecem o MET 10, figura 48. Os METs 27, 29
e 10 s&o os primeiros produtos da hidroxilagdo seguida de oxidacdo do THC pelo
citocromo P450 (PERTWEE; 2005).

A geometria do MET10 sofre influéncia da carbénila em C-8,
conseqlentemente, o anel A assume uma geometria quase planar em relacdo ao
anel benzopirano BC conforme verifica-se na figura 48. Observam-se também
mudancas para os hidrogénios C-6a e C-10%( marcados com asteiscos) que passam
a ficar em posi¢des contrarias no plano. Ao que parece, oxidacdes na posi¢cao C-8
da cadeia canabindides afetam a geometria do anel A, o que acarreta diminuicao da
psicoatividade, pois o MET 10 apresenta uma moderada atividade psicoativa em

relacdo ao THC segundo Pertwee (2006).

Figura 48 - Geometria molecular do derivado3-pentil-8-ceto-A>-THC (MET10)

O MET 28, figura 49, é um potente analgésico e também apresenta carater
psicoativo devido a dire¢cdo equatorial do grupo OH em C-11, segundo Reggio et al.
(1992). A geometria equatorial da OH em C-11 permite combinar analgesia e
psicoatividade para o MET 28, j4 a forma axial apresenta analgesia e uma reduzida

psicoatividade. As posi¢cdes do substituinte em C-11 nas moléculas canabinoides é
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um ponto de diferenciacdo entre analgesia e psicoatividade descrita anteriormente

neste trabalho.

Figura 49 — Geometria otimizada do metabdlito canabindide 3-pentil-11-hidréxi-A°-
THC (MET28).

Levando-se em consideracao o posicionamento do grupo em C-11 do MET 28
(figura 49), deve-se averiguar também os dois produtos da hidroxilacdo do MET 28,
que sdo os isbmeros MET 11 (axial, axial, 8,11-dihidréxi-THC) e MET 12 (axial,
equatorial, 8,11-dihidroxi-THC) (figura 50), tendo em vista que estes metabdlitos
diferenciam entre si apenas pela posicdo da OH em C-11. Os METs 11 e 12
apresentam valores de E ywo positivos. O MET 11 apresentou um E ymo igual a
0.2126 Ev e o MET 12 0 E umo mediu 0, 3080 Ev. Baixos valores de E |yuwo indicam
maior carater elétron-aceptor. Sendo assim, o MET 11 sera menos elétron-aceptor
gue o MET 12. As hidroxilas em C-8 e C-11 estdo marcadas com dois asteriscos e

os H em C-6a e C-10a estdo marcados com 1 asterisco nas estruturas da figura 50

MET 11 MET12

Figura 50 — Geometrias dos metabdlicos 3-pentil-8,11-axial, equatorial-dihidroxi-A°-
THC (MET11) e 3-pentil-8,11-axial, equatorial-dihidréxi-2”-hidroxi-A>-THC (MET12).
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Segundo Cunha (2009), as forcas intramoleculares entre hidroxilas podem ser
causadas por mudanca orientacional (0 que estabiliza sua geometria) e
consequentemente, uma diminuicdo no momento dipolo (0 que desestabiliza sua
interacdo com a agua) dos compostos. Se na molécula ha grupos hidrofébicos e
hidrofilicos, o dipolo também pode variar dependendo das orientacdes relativas das
hidroxilas conforme ainda comenta Cunha (2009).

Especificamente nos METs 11 e 12, onde as OHs estdo nos carbonos C-9 e
C-11 (marcadas por dois asteriscos), se formarem-se ligacbes de hidrogénio
intramolecular, certamente acarretariam mudancas no potencial eletrostatico desta
regido. Relembrando os critérios de Reggio et al., (1989), a variacdo no anel A ndo
devem causar mudancas no potencial eletrostatico. Sendo assim, nos METs 11 e
12, se as interacdes entre as hidroxilas interferir na geometria do anel A e afetar o
potencial eletrostatico, podem acontecer mudancas na psicoatividade destes
metabolitos.

Analisando as geometrias dos METs 11 e 12 (figura 50), percebe-se que 0s
atomos de hidrogénio em C-6a e C-10a (marcados com 1 asterisco)) estdo em lados
contrarios no MET 11 e do mesmo lado para o MET 12. Contudo, o posicionamento
destes hidrogénios ndo acarretou mudanca na geometria do Anel A que deva ser
considerada relevante para perda da psicoatividade observando a figura 50.

Antes de calcular o potencial eletrostatico dos METs 11 e 12, decidiu-se
avaliar com mais pormenores a regido em torno dos carbonos C-11 e C-8.

Medindo a distancia entre o hidrogénio do grupo OH em C-8 ao oxigénio do
OH em C-11 no MET 11, o valor encontrado foi de 2.017 A, (0.2017 nm). O MET 12
apresentou distancia entre estes grupos de 4.18 A. Estes valores foram calculados
pelo programa Hyperchem.

A distancia de 2,017 A para o MET 11 pode sugerir que 0s grupos polares em
C-8 e C-11 poderiam interagir por forcas de van der Waals do tipo ligacbes de
hidrogénio intramolecular. Segundo Silva (2008), os comprimentos tipicos de uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular sdo bastante diferentes em aglomerados de
atomos doadores interagindo com receptores. Estas conclusbes foram retiradas por
Silva (2008) ao realizar calculos de comprimento de ligacdo de hidrogénio em
diversos aglomerados de moléculas, em varios niveis de calculos, garantindo que as
estruturas estivessem no estado de minima energia através de calculo de

freqiiéncias vibracionais positivas.
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No artigo citado, Silva (2008) comenta que, de um modo geral, observou-se
uma pequena variacao nas distancias de ligacao de hidrogénio entre os varios niveis
de calculo. O melhor nivel de céalculo sugere a distancia de uma ligacdo de
hidrogénio entre 2,0 - 2,5 A - 3% acima. Sendo assim, é provavel que a formacéo de
ligacdo de hidrogénio intramolecular no MET 11 acarrete variacao de psicoatividade,
pois segundo Reggio et al., (1989), se substituintes no anel A causar mudancgas no
potencial eletrostatico a psicoatividade sofre influéncia.

Dentre as interacGes de van der Waals, uma das mais importantes existentes
em meio biolégico, a ligacdo de hidrogénio desempenha um papel importante nos
processos bioquimicos. Define-se a formacgéo da ligagdo de hidrogénio a partir da
interacdo existente entre um doador (DX) e um receptor de préton (R), para uma
interacdo (R:--DX) segundo Oliveira et al., (2007). No geral, esta interacdo é téo
fraca que muitos pesquisadores ndo a consideram como uma ligagdo plenamente
formada e lancam questionamentos se a interacdo é puramente eletrostatica ou se
os efeitos de transferéncia de carga sao realmente importantes (OLIVEIRA, et al.,
2009).

Um modelo amplamente difundido na comunidade teorica para célculos de
ligagbes de hidrogénio é o das cargas derivadas do potencial eletrostatico molecular
qguantico, usualmente denominado como MEP ("Molecular Electrostatic Potential),
tratados por Chuang et. al, (1999), cujo formalismo ndo sera aqui descrito. O
potencial eletrostatico em torno da regido dos carbonos C-8 e C-11 esta mostrado
na figura 51.

Como nao era proposta estudar todos os pormenores que justifiquem ligacdes
de hidrogénio entre os metabdlicos canabindides, pois segundo Oliveira (2008), as
ligacdes de hidrogénio pode causar um elenco consideravel de efeitos em sistemas
biolégicos e estes estudos demandariam mais tempo. Sendo assim, a abordagem
dada na regido entre os carbonos C-8 e C-11 que justifiquem ligacdo de hidrogénio,
limitou-se apenas a uma analise do potencial eletrostatico nos METs 11 e 12.

A figura 51 mostra as diferencas nas curvas de niveis do potencial eletrostatico
dos METs 11 e 12.
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MET12

Figura 51 - Potencial eletrostatico dos metabolicos 3-pentil-8,11-axial,
equatorial-dihidroxi-A>-THC (MET11) e 3-pentil-8,11-axial, equatorial-dihidroxi-2 -
hidroxi-A>-THC (MET12).

Percebe-se uma diferenciacdo nas curvas de niveis em cada metabdlito da
figura 51. Deve-se considerar que os METs 11 e 12 apresentam psicoatividades
moderadas, sendo o MET 12 o mais potente, segundo Grotenhermer (2003).
Segundo Reggio et al., (1989) a geometria do anel A nao interfere na psicoatividade
se o potencial eletrostatico ndo mudar de forma consideravel. Ao que parece as
psicoatividade devem ser distintas nos METs 11 e 12.

Por ultimo, considerando-se a cadeia pentila da figura 51 para os METs 11 e
12, percebe-se que o arranjo dos atomos de carbonos desta cadeia lateral estédo
diferentes nos dois metabdlitos. No MET 11 a cadeia pentila fica para cima, do

mesmo lado do anel A.
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No MET 12 a cadeia pentila esté direcionada para baixo, contraria ao anel A.
Esta diferenca s6 vem corroborar com a sugestdo de que as psicoatividades dos
dois metabdlitos, METs 11 e 12, podem ser distintas e que grupos polares nos
carbonos C-8 e C-11 no anel A podem ser o causador desta mudanca.

Analisando a cadeia pentila da figura 52, neste caso em duas perspectivas, (I)
frontal e (II) com o anel benzopirano no plano (figura 52) e que os valores de LUMO
para os isbmeros MET 7 e MET 9 diferem substancialmente, sendo -0,865 eV para o
MET 7 e -1,816 eV para o MET 9, e considerando ainda que o MET 9 € o metabdlito
de menor LUMO de toda a série de compostos estudados neste trabalho e que os
METs 7 e 9 diferem entre si apenas na posi¢cao da dupla ligagéo presente na cadeia
pentil ligada ao anel C, é possivel tracar algumas diferencas importantes neste caso.
Por exemplo, na perspectiva (ll) percebe-se que apenas a presenca de uma dupla
na cadeia pentil do MET 7(ll), causa mudanca da geometria se comparada as
estruturas dos MET9 (ll), figura 52.

MET7 (1) MET 7(I1)

MET 9 (1) MET 9 (I1)

Figura 52 - Geometria dos metabdlicos canabindides 3-(2"-carbdxi-1-etil)-9-carboxi-
A9-THC (MET 7) e 3-(2"-carbdxi-vinil)-9-carb6xi-A9-THC (MET 9)

(I) perspectiva frontal (Il) perspectiva no plano.
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O metabdlito MET 9 apresentou os menores valores de energia do LUMO e
dureza, dentre todos os metabdlicos estudados. Logo, possui um acentuado carater
elétron-aceptor, e isto, possivelmente, pode ser devido a conjugacao da carboxila
terminal . insaturada ligada ao anel fendlico, causando um delocalizacdo de
elétrons numa regido especifica da molécula, conforme mostra a figura 53. Essa
conjugacao se comporta como retiradora de elétrons do anel aromatico e este efeito
reflete nos pares de elétrons néo ligantes da OH fendlica, que ficam comprometidos

na ressonancia, como mostrado na figura 53.

COOH

(a) delocalizacao dos elétrons (b) intermediario de ressonancia

Figura 53 - (a) Delocalizacdo dos elétrons nos metabdlicos 3-(2"-carboéxi-vinil)-

9-carboxi-A’-THC (MET 9). (b) intermediario de ressonancia.

A consequéncia direta desta delocalizacdo € que pelos elétrons estarem mais
compactados na conjugacao, inclusive os elétrons da OH fendlica, aumenta o
carater aceptor do MET 9, comprovado pela mais baixa energia do LUMO. Sendo
assim, este metabolito ira atrair moléculas mais elétron-doadoras para suprir esta
necessidade da molécula.

Na figura 54 a seguir estdo apresentados os mapas de contribuicdo do LUMO
do MET 7 e METO9.
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LUMO MET 7 LUMO MET9

Figura 54 — Orbitais LUMO dos metabdlicos canabindides 3-(2"-carbdxi-1-etil)-
9-carboxi-A’>-THC (MET 7) e 3-(2-carboxi-vinil)-9-carboxi-A’>-THC (MET 9).

Percebe-se na figura 54 que a carboxila em C-11 estd mais livre no MET 9,
pois as linhas de contorno ndo estdo concentradas nesta regido, e se deslocam mais
na regiao entre o anel C e a cadeia lateral pentil. A anergia do LUMO no MET 9
mede -1.816. Se baixas energia de LUMO sdao caracteristicas de moléculas eletron-
aceptoras, fica claro que o MET 9 é um metabdlito aceitador de elétrons, se
comparado ao MET 7. Sendo assim, MET 9 pode interagir por processos de
transferéncia de carga.

Este tipo de processo de transferéncia de carga nos canabinéides também foi
sugerido por Hondrio (2004) e Arroio (2004). O contrario acontece com o MET 30,
gue possui a maior energia do LUMO da série (0.391 eV), o que indica um menor
carater elétron-aceitador, a exemplo do THC, que apresentou LUMO (0.358 eV). O
MET 30 foi classificado no bloco Al de psicoativos, pertencente ao bloco do THC, e
ao que parece, foi bem classificado.

O MET 9 foi designado no bloco B (psicoinativos) e isto pode ter fundamento
considerando que, segundo Mechoulam, (1980, 1982) e Reggio et al., (1989), uma
guantidade de 3 atomos de carbono na cadeia lateral ligada ao anel C nao confere
psicoatividade.

Ainda verificando se a dupla ligacdo na cadeia lateral ligada ao anel C
influencia a psicoatividade, resolvemos comparar os METs 24 e 25 que também se

diferenciam em relacdo a dupla ligagdo, s6 que neste caso ha uma conjugacao com
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uma carboxila terminal na cadeia lateral ligada ao anel C e isto acarreta acentuada
reducdo na energia do LUMO.

A Figura 55 mostra a geometria dos metabdlicos MET 24 e MET 25. A energia
do LUMO do MET 24 foi de 0.263 eV e o0 MET 25 o LUMO mede -1.205, logo,
percebe-se que a presenca da dupla ligacdo na cadeia lateral ligada ao anel fendlico
interfere bastante no carater eletrbnico da molécula canabindide. A principio, 0
metabdlito de maior LUMO seria 0 mais psicoativo, obedecendo as proposi¢cdes de
Arroio (2004) e Honorio (2004). Como nao temos as atividades bioldgicas destes
metabolitos conhecida na literatura, achou-se pertinente fazer algumas
consideracdes a respeito da geometria dos METs 24 e 25 pela andlise da figura 55.

Ligagdo dupla

e Anel A e grupo CH; para cima e do conjugada a carboxila

>~ mesmo lado da cadeia lateral

terminal

Anel A e grupo CH; para baixo
contrdrios a cadeia lateral

Figura 55 — Geometrias dos metabdlitos canabinoides 3-(3’-carbdxi-1-propil)-8-
hidroxil-A%-THC (MET 24) e 3-(3"-carbdxi-2’-propenil)-8-hidréxil-A°>-THC (MET25).

Fica claro que a presenca de uma insaturacdo na cadeia pentil ligada ao anel C
interfere diretamente no posicionamento do anel carbonilico A, pois no MET 24 se
direcionou para cima, no mesmo sentido do grupo CHs; e da cadeia lateral, ja no
MET 25 o anel A se posicionou para baixo, contrario a cadeia lateral ligada ao anel
fendlico. Pode-se dizer entdo que foi acertada a designacdo do MET 24 como
pertencentes ao bloco dos moderadamente psicoativos A2 e o MET 25 ao bloco dos
psicoinativos B, pois conforme Reggio et al., (1989), a mudanca da geometria do

anel A causa mudanca na psicoatividade.
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Este efeito reflete diretamente no encaixe do receptor bioldgico com o
canabindide e este fato se mostrou importante para esclarecer que a polaridade e
dispersdo de carga causada pela presenca de substituintes na cadeia lateral ligada
ao anel C, interferem no carater elétron-aceptor e elétron-doador dos canabindides.

Finalmente, é oportuno relembrar que os derivados carboxilicos 11-COOH-
THC (METs 1-9, METs 17-18, METs 20-23 e METs 25-26) apresentaram valores
negativos para as energias do LUMO (ver tabela 6). A classificacdo dada neste
trabalho de psicoinativos aos metabdlicos 11-COOH pertencentes ao bloco B
concorda com os estudos de Hondrio e Da silva (2003), ao considerar que energias
dos orbitais LUMO sao baixas para compostos canabindides psicoinativos.

O esclarecimento acerca dos derivados 11-COOH de certa forma contribui
para o planejamento de farmacos derivados de canabindides se tomar como
exemplo o &cido ajulénico (AJA) (figura 56), um potente analgésico e antiinflamatorio
analogo sintético derivado do metabdlito psicoinativo 11-COOH-THC, segundo
Burstein (2007).

Figura 56 - O &cido Ajulénico (AJA) um potente analgésico e antiinflamatorio

sintético.

Como consideracdes finais tén-se que as reacdes de hidroxilacdes e
oxidacbes no anel ABC dos canabindides e reducdes formando insaturacdes na
cadeia lateral e em alguns casos epoOxidos, podem levar a metabdlicos mais polares,
assunto tratado por Pertwee (2005) e o esclarecimento acerca destes metabdlitos
podem trazer valorozas contribuicdes ao estudo dos canabindides.

Segundo Grotenhermer (2003), sdo mais de 100 metabdlicos de canabinoides
gue incluem aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos que ja foram identificados. As

implicagbes destas reacfes e o0s efeitos estéreos eletrbnicos na cadeia dos



208

canabindides e sua influéncia no potencial psicoativo sdo, com certeza,
interessantes para serem explorados e proporcionarem maiores esclarecimentos
acerca dos canabinoides.

A investigacdo a respeito do potencial terapéutico dos metabdlicos
canabindides se fundamentadas no carater eletrénico e de polaridade, certamente,
levard & compreensdo do comportamento dos compostos canabindides com seus
respectivos receptores no cérebro, este entendimento € de carater relevante na
tentativa de propor canabindides mais potentes e menos psicoativos, 0 que torna o
estudo dos metabdlicos canabindides de certa forma, promissor e até fascinante.

As relagBes estabelecidas entre a estrutura e atividade aos canabindides
possibilitam aos pesquisadores da area propor moléculas potencialmente ativas

tornando-as candidatas a sinteses e avaliacdes biologicas e farmacoldgicas.
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7. CONCLUSOES

Os métodos de mecanica molecular, semi-empirico do tipo AM1 e os célculos
de DFT foram usados para obter geometrias otimizadas preliminares de 30
metabdlitos canabinodides. As geometrias finais, os valores das energias e as
propriedades relacionadas foram obtidos pelo método DFT/B3LYP com funcédo das
bases 6-31G*.

Os descritores eletronicos, estéreos geométricos e farmacocinéticos
selecionados foram tratados com diferentes métodos quimiométricos para analise
multivariada, utilizando as técnicas de PCA, HCA, K-MEANS, KNN e métodos de
inteligéncia artificial utilizando redes neurais (RNAs), a fim de classificar os derivados
canabindides pelo potencial de psicoatividade.

Pode-se concluir que, a partir dos resultados fornecidos pelas técnicas
quimiométricas e especialmente por redes neurais artificiais, que fornecem um
satisfatorio grau de acerto em relacdo as outras técnicas empregadas, 0 conjunto de
variaveis selecionado discrimina o potencial de psicoatividade nos metabdlicos
canabindides estudados.

Primeiramente foram selecionados 06 descritores dentre os 17 iniciais, porém
as similaridades entre os pares dos descritores do conjunto de seis permitiu sugerir
um segundo conjunto final de 3 descritores para compor o modelo de correlacéo
estrutura versus psicoatividade. Os descritores escolhidos sdo: Energia do orbital
mais baixo desocupado (E _Lumo), Logaritmo do coeficiente de particdo (Log P) e
Angulo diedral em torno da OH fendlica (T2). Este novo conjunto de descritores
pertence a trés classes distintas de variaveis: eletronicas (E Luwmo), hidrofébicas (Log
P) e estéreo geométricas (T2). Estas variaveis foram os parametros utilizados para a
construcdo de um modelo consistente de QSAR que permitiu a discriminacédo entre
psicoatividade e psicoinatividade para os metabolicos canabinodides e classificou os
compostos em trés grupos distintos: psicoativos, moderadamente psicoativos e
psicoinativos.

A primeira componente principal (PC1) é a responsavel pela separacéo entre
metabalicos psicoativos e psicoinativos. Os metabdlicos que caem em PC1 negativa

devem, a principio, apresentar psicoatividade.
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As equacdes para o PCA sugerem que a variavel eletrbnica relacionada ao
orbital de fronteira LUMO permite boa separacdo dos compostos canabinoides e
influenciam fortemente o sinal das PCs.

Das equacdes 40 e 41 propostas neste trabalho, pode-se também concluir que
os valores elevados do Log P proporcionam PC1 e PC2 negativas e este descritor
permite separa os metabdlicos em func¢éo do potencial psicoativo.

Pode-se ainda dizer que as trés variaveis (E Lumo, Log P e T2), multiplicadas
por seus respectivos coeficientes da equacdo 40, determinam a presenca ou
auséncia de psicoatividade em metabdlicos canabindides.

Uma andlise sobre as trés variaveis permitiu concluir que, em relagdo ao efeito
de lipossolubilidade, os valores de Log P permitem separar os canabindides pelo
potencial psicoativo, pois altos Log P indicam maiores psicoatividade e baixos Log P
indicam baixas psicoatividade. O Log P esta intimamente relacionado ao transporte
de um farmaco na fase organica e aquosa. Isto indica que o transporte dos
canabindides até as proximidades dos receptores € um importante fator a ser levado
em consideracao nos estudos de SAR e QSAR nestes compostos.

Segundo Honério e Da Silva (2003), canabindides com energia de LUMO
baixas (em torno de zero e negativas) podem ser classificados como elétron-
aceptores, sendo assim, podem interagir com receptores elétron-doadores por um
processo de transferéncia de carga. No caso dos metabdlicos canabindides, este
fato foi comprovado ao realizar um estudo descritivo nas geometrias das moléculas
de onde se conclui que a polaridade e dispersdo de carga em posicdes estratégicas
nos anéis ABC e substituicbes na cadeia lateral afetam os valores de E_umo €,
consequentemente, interferem no carater elétron-aceitador dos canabindides. Sendo
assim, os metabdlicos também podem interagir por processos de transferéncia de
carga.

O angulo diedral que descreve a rotacdo da OH fendlica, representado por
valores de T2, é um parametro importante para descrever a psicoinatividade dos
canabindides e sofre a influéncia dos substituintes na posi¢cdo C-1 presente no anel
carbociclico A.

Resumindo, a intensidade da psicoatividade depende de fatores estéreos
geométricos e de solubilidade. Sendo assim, dependem de como se locomovem nas

membranas e do tamanho da molécula.
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A sustentacdo para confirmar nossos resultados tedricos foi obtida pelas
evidéncias experimentais encontradas em canabinoides de reconhecida atividade,
citadas na literatura pelos autores Pertwee (2005), Hondrio (2004), Arroio (2004),
Matsunaga et al. (2001) e Mechoulam e Hanu (2001).

Foram realizados estudos com derivados COOH-THC, e OH-THC de onde se
conclui que quase todos os derivados canabindides carboxilicos (COOH-A-THC)
caem no mesmo bloco do (MET1), o principal metabdlito psicofarmacologicamente
inativo e o modelo proposto neste trabalho também confirma o comportamento para
0os METs 2 e 3, metabdlicos que apresentaram psicoinatividade comprovada e cai no
mesmo bloco dos COOH-THC.

A este respeito deve-se levar em consideracdo que interagdes dos grupos no
carbono C-9 que sofram influencias de outros substituintes nas outras posi¢cdes do
anel carbociclico, principalmente em C-8 e C-10, causam mudancas nas energias do
LUMO. Logo, o carater elétron-aceitador das moléculas canabinéides como um todo
€ comprometido e pode interferir na psicoatividade. A influéncia eletrénica também
se estende até a cadeia lateral pentila ligada ao anel fendlico C, principalmente
guando ha insaturacdes que causam conjugacao ao anel.

Utilizando os modelos obtidos pelos métodos PCA, HCA, K-MEANS, KNN e
RNAs para o conjunto de 30 metabdlicos canabindides, realizou-se uma etapa de
validacdo do modelo proposto pelo estudo de previsdo de psicoatividade para um
novo conjunto de 22 compostos de comprovada psicoatividade para validar os
resultados.

Com relacado as varidveis na etapa de validacdo, conclui-se que tanto no
conjunto de treinamento, como no conjunto de predicdo, mesmo que
separadamente, o modelo consegue descrever a psicoatividade pelos descritores
Log P, T2 e E Lumo. Os psicoativos Al e A2 caem em PC1 negativa, mostrados na
figura 39, que comparado ao gréafico dos "loadings" da figura 40, esta descrita em
altos E Lumo € T2. Resumindo, altos valores de E [umo séo tipicos do canabindides
psicoativos no conjunto de treinamento e este mesmo comportamento se manteve
na etapa de validacéo.

O diedro T2, no modelo do conjunto de treinamento, descreve eficientemente
canabindides psicoativos e psicoinativos e consegue separar os canabinoides do
conjunto de predicdo em funcéo dos substituintes em C-2 e C-4. Substituicdes em C-

2 sofrem mais o efeito do diedro T2 do que em C-4.
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Concluiu-se que o modelo proposto neste trabalho pode ser eficientemente
utilizado para separar os compostos do conjunto de treinamento quando se quer
diferenciar em relacéo as substituicbes em C-2 e C-4 e a variavel que permite esta
diferenciacdo é o diedro T2 que define a rotacdo da OH fendlica e descreve
parametros estéreos e geométricos e esta relacionada a topologia das moléculas
canabinoides.

Sendo assim, as analises PCA e HCA para os 53 canabindides permitiram a
confirmacdo de que o conjunto de treinamento (METs 1-30) foi satisfatoriamente
classificado pelos descritores E ymo, LOog P e T2 e correspondem aos mesmos
comportamentos para o conjunto de predi¢cdo estudado por Honério (2004) quando
nao ha substituicbes em C-2 ou C-4 do anel fendlico.

Finalmente, um estudo descritivo nas geometrias dos canabindides
metabdlicos permitiu algumas implicacdes acerca das interacdes eletrostaticas e
polares dos diversos grupos substituintes na cadeia canabindides e suas influéncias,
e algumas delas sao:

(1) Grupos em C-9 em posi¢cbes equatoriais e axiais, quando interagem com
outros grupos polares na cadeia canabindides, podem mudar o direcionamento dos
pares de elétrons da OH em C-1 e afetar o angulo torcional, acarretando perda da
psicoatividade.

(2) A geometria equatorial para o anel A em relacdo ao anel benzopirano BC é
um fator limitante para separar compostos psicoativos e psicoinativos.

(3) A direcdo do anel A para baixo e equatorial (como no caso do THC, o
canabindide mais psicoativo) confere a psicoatividade. A psicoinatividade acontece
quando a posicao do anel A é axial (como no caso do canabindide mais psicoinativo,
o MET1). Conclui-se que a posicéo deste anel é fator limitante na psicoatividade.

(4) As hidroxilagbes na posigcédo C-11 séo as reagbes mais importantes para o
metabolismo canabindide na maioria das espécies, segundo Pertwee (2005). O 11-
OH-THC é mais polar e tem uma atividade farmacoldgica aumentada em relacdo ao
THC. Verificou-se que substituicbes OH em C-11, quando estédo nas posi¢cdes axiais
e equatoriais, interferem no carater elétron-aceptor dos metabdlitos canabindides.
Isto sugere que estes grupos em C-11 mudam o direcionamento da interacéo

molécula-receptor, sendo fator importante para descreve o potencial psicoativo.
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8. PROPOSTAS DE TRABALHOS FUTUROS

Pretende-se realizar um planejamento racional e propor canabindides sintéticos
potencialmente bioativos e de baixa psicoatividade em func&o dos resultados obtidos
no trabalho em epigrafe.

O potencial eletrostatico molecular € um determinante importante da acéo
biolégica de uma substancia no organismo e pode auxiliar no esclarecimento da
reatividade molecular. O campo do potencial eletrostatico estende-se no espaco e
nas influéncias das moléculas préximas. Certamente, forcas eletrostaticas parecem
guiar uma molécula até o compartimento do receptor biolégico e alinha-la de modo
mais energeticamente favoravel. Conseqlientemente, um estudo da natureza
eletrostatica da extensao de interagcdes molécula-receptor pode ser obtido tracando
0 potencial gerado por uma molécula. Assim, realizar um estudo mais particularizado
utilizando propriedades estruturais, analises conformacionais e calculos de potencial
eletrostatico das moléculas canabinoides e calores de formag&o proporcionard um
entendimento acerca da interacdo eletrbnica dos canabindides aos seus receptores
CB1 e CB2.

A otimizacdo da energia pode localizar as conformacdes de energia minima,
mas ndo pode ser usada para explorar todo o espaco configuracional. Uma molécula
biolégica possui muitos minimos, que podem variar em funcdo do ndamero de
torcOes, estiramentos e deformacdes em perturbacdes em geral de todos os éngulos
e distancias. Os minimos locais tem valores muito préximos e a molécula estara em
um destes minimos quando nenhuma forca agir mais em nenhum atomo. Esta tarefa
pode levar um enorme tempo de maquina e ser inviavel. Sendo assim, outra
proposta de trabalhos futuros é calcular freqiéncias dos modos normais de vibragao
ao nivel B3LYP/6-31G**, para se possivel encontrar estados estacionarios.

Por ultimo, outra proposta de trabalhos futuros é desenvolver estudos mais
avancados nas conformacdes, ligacdo de hidrogénio, transferéncia de carga,
atividade bioldgica e interacdo com receptores CB1 e CB2 em canabindides, e se
oportuno, estender estas pesquisas para outras classes de compostos, receptores

bioldgicos e moléculas bioativas.
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