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“Vocé realmente nao entende algo se
nao consegue explicd-lo para a sua

avd.” Albert Einstein
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Resumo

A doenca de Alzheimer é a principal causa de deméncia entre pessoas com
mais de 65 anos de idade. Embora sua etiologia nao seja completamente conhe-
cida, a diminuicao dos niveis de acetilcolina tem sido associada a fisiopatologia da
doenca. A hipdtese colinérgica é uma linha terapéutica baseada no aumento do
nivel de acetilcolina por inibigao reversivel da enzima acetilcolinesterase (AChE).
O presente trabalho tem como objetivo propor possiveis candidatos a inibidores
da AChE, concebidos a partir dos derivados fendlicos do liquido da castanha de
caju, por meio de modelagem molecular no ambito da mecanica quantica. Para
tanto, varias propriedades eletronicas importantes no reconhecimento molecular pela
enzima foram calculadas para os compostos estudados usando-se o nivel de calculo
B3LYP e fungdes de base 6-311+G(2d,p). A anélise de componentes principais reve-
la que alguns destes compostos estao correlacionados com o donepezil, farmaco de

atividade bioldgica conhecida.



Abstract

Alzheimer’s disease is the leading cause of dementia among people over 65
years of age. Although its etiology is not fully known, the decreased levels of acetyl-
choline has been linked to the pathophysiology of the disease. The cholinergic hy-
pothesis is a line therapy based on increasing the level of acetylcholine by reversible
inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE). This paper aims to propose
possible candidates to AChE inhibitors, designed from the liquid phenolic deriva-
tives of cashew, through molecular modeling in the context of quantum mechanics.
To this end, several electronic properties important for the molecular recognition
by the enzyme were calculated for the compounds studied using the B3LYP level
of calculation and basis set functions 6-311+G(2d,p). The principal components
analysis reveals that some of these compounds are correlated to donepezil, a drug

with known biological activity.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 A Doenca de Alzheimer

Descoberta em 1906 [1], a doenga de Alzheimer (DA) é um distirbio neu-
rodegenerativo, de natureza cronica e progressiva, que compromete multiplas fungoes
cognitivas como a memodria, atencao, linguagem, compreensao, aprendizado, orien-
tagdo e senso critico [2]. Principal causa de deméncia entre pessoas com idade
superior a 65 anos, muito embora possa manifestar-se a partir dos 40 anos [2], a DA
compromete gravemente a qualidade de vida dos portadores e tem sérias implicagoes
para as areas social, economica e politica em todo mundo.

Considerada uma doenga multifatorial [3], atinge cerca de 30 milhoes de
pessoas no mundo inteiro e, como uma epidemia moderna, o niimero de pacientes
cresce significativamente a cada ano. Estima-se, em 2050, que cerca de 107 milhoes
de pessoas serao afetadas pela DA [4, 5], haja vista o aumento da longevidade da

populacao e o carater idade-dependente da doenca.

1.2 A Terapia Colinérgica

Apesar de sua etiologia nao ser completamente conhecida, diversos fatores

como depdsitos de S-amildides [6, 7], agregagao de proteina 7 [8], estresse oxidativo



[9, 10] e diminuigao dos niveis de acetilcolina (ACh) [11] tém sido associados a
fisiopatologia da doenca [3].

Do ponto de vista neuropatoldgico, a DA é caracterizada pela degeneracao
precoce dos neurdnios colinérgicos ! subcorticais, sobretudo aqueles localizados na
parte basal do prosencéfalo (nucleo basal de Meynert), que conferem inervagao
colinérgica a todo cértex cerebral [12]. A consequente diminuigdo da neurotrans-
missao colinérgica deu origem a Hipdtese Colinérgia [13, 14, 15], na qual o aumento
do nivel de acetilcolina (ACh) por inibigao reversivel AChE poderia melhorar o perfil
cognitivo dos pacientes [16].

O deficit colinérgico é provocado pela acao da enzima acetilcolinesterase
(AChE) que cataboliza a ACh no processo sindptico. A acetilcolinesterase se asse-
melha a uma espécie de garganta (gorge) estreita (Figura 1.1), com profundidade
de aproximadamente 204, revestida pelos anéis de 14 residuos arométicos [17, 18].
Dentre estes residuos, varios aminoécidos funcionais foram identificados 2, como a
triade catalitica [Ser200, His440, Glus327] [17, 19], o sitio aromatico [Trp84, Tyr133,
Tyr330, Phe331] [20], o sitio periférico [Trp279, Tyr334] [21] e o bolso acil [Phe288,
Phe290] [22].

Apbs o reconhecimento molecular pelos residuos aromaticos Asp72 e Tyr70,
situados entre o sitio anionico periférico e o sitio catalitico, a ACh move-se para
o fundo do gorge ligando-se a triade catalitica, onde a AChE hidrolisa a ACh em
acetato e colina. Ainda entre o sitio anionico periférico e o sitio catalitico, a ACh
interage com os residuos Phe330, Tyr70 e Tyr121, que atuam por meio de interagoes
hidrofébicas-aromaticas com espagadores metilénicos contendo o méximo de 8 car-

bonos. O sitio aromatico é uma subunidade hidrofébica na qual o grupo amino

! Neurénios colinérgicos sdo aqueles que sintetizam e liberam a acetilcolina no nervo pré-sinéptico

durante a transmissao do impulso nervoso.

2Consulte nomenclatura dos aminodcidos em lista de abreviaturas. O ntimero corresponde &

posicao do residuo na sequéncia de aminoécidos.



Sitio Anidnico Periférico

Sitio Catalitico

Triade Catalitica

Figura 1.1: Interagdo da AChE e respectivos residuos com a ACh.

terciario da ACh interage com o residuo aromatico Trp84 via cétion-m. O residuo
Phe331, também pertencente ao sitio aromatico, pode atuar por meio de interagoes
apolares ou 7 stacking, dependendo do subtrato. Ariel et al. [20] sugerem que
os residuos Trp84, Tyrl33 e Tyr330 constituem juntos uma espécie de “caminho”
aromatico que permite a acomodacao de diferentes ligantes por meio de varios modos
de interacao.

A hipétese colinérgica foi a primeira forma racional de tratamento para
esta neuropatologia. Os agentes terapéuticos colinérgicos inibem a acao da AChE e
impedem a hidrolise da ACh, possibilitando assim a manutencao da concentracao do
neurotransmissor em nivel aceitavel. O primeiro farmaco inibidor da AChE aprovado
pelo Food and Drug Administration (FDA) foi a tacrina, conhecida comercialmente
como Cognex. Sua utilizacao hoje é bastante limitada em virtude dos sérios efeitos
colaterais provocados. Apds a tacrina foram desenvolvidos o donepezil, de nome
comercial Aricept, e a rivastigmina, de nome comercial Ezcelon. Recentemente o

produto natural galantamina (Reminyl) foi aprovado pelo FDA.



A busca por novos agentes quimicos com perfil anticolinérgico, capazes de
melhorar as func¢oes cognitivas dos pacientes de DA e reduzir os efeitos colaterais
provocados pelos farmacos convencionais, tem despertado grande interesse da Fisica
e Quimica Medicinal. Recentemente, pesquisadores do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista [23] sintetizaram um composto natural isolado a
partir da senna spectabilis (conhecida como acédssia do nordeste) que apresentou as

mesmas caracteristicas de farmacos ja comercializados.

1.3 Os Derivados Fenolicos do Liquido da Castanha de Caju

O cajueiro, de nome cientifico Anacardium occidentale e pertencente a
familia Anacardiaceae, é uma planta tropical nativa do Nordeste do Brasil, sendo en-
contrada principalmente nas zonas costeiras, fazendo parte da vegetacao de
praias, dunas e restinga. Sua cultura ¢é perene e o género esta disperso por quase
todo territério nacional. Somente na regiao nordeste, a cajucultura compreende uma
area plantada superior a 650 mil hectares.

A industrializacao da améndoa contida no interior da castanha do caju,
fruto do cajueiro, representa importante atividade economica para o Brasil. Os es-
tados do Ceard, Piaui, Rio Grande do Norte e Bahia sao responsaveis por mais de
95% da producao nacional. Um total de 170 mil toneladas de améndoas é benefi-
ciado anualmente no pais. A producao de améndoa da castanha do caju destina-se
tradicionalmente & exportacao, produzindo uma receita anual de US$ 145 milhoes de
délares e gerando 36 mil empregos diretos no campo e 15 mil empregos na indtstria.
O parque industrial brasileiro abrange 11 grandes usinas e 22 fabricas de processa-
mento com capacidade para produzir 270 mil toneladas de améndoas por ano. Di-
versos outros produtos sao também aproveitados, como, por exemplo, o pseudofruto
ou pendinculo, consumido in natura ou utilizado na fabricacao de doces, sucos,

cajuina e até racao animal.



No processo de industrializacao da ameéndoa da castanha de caju também
extrai-se o liquido da castanha de caju (LCC), um 6leo viscoso e acre que corresponde
a 25% do peso do fruto in natura. Depois de beneficiado, é utilizado em resinas,
plastificantes, tintas, vernizes, isolantes térmicos, detergentes, inseticidas, fungicidas
e até biodisel. Nao obstante sua importancia industrial, o LCC é ainda pouco
explorado no Brasil. Os precgos praticados no mercado de exportagao sao irrisorios.
Seus principais consumidores, India e EUA, o processam e o revendem na forma de
produtos de friccao e materiais de revestimento [24].

O LCC constitui uma fonte natural de compostos de cadeia fendlica longa
e insaturada. Quando extraido por solvente, apresenta uma composicao média de
dcido anacdrdico (60% — 65%), cardol (15% — 20%), cardanol (10%) e tragos de
metilcardol (Figura 1.2). Estes derivados fendlicos do LCC sao muito verséteis
para varias transformacoes quimicas, devido ao seu carater aromatico e aciclico e
a existéncia de diversos grupos funcionais no anél aromatico. E principalmente,
possuem caracteristicas eletronicas e hidrofobicas importantes no reconhecimento

de farmacos ativos pela AChE, constituindo assim um sistema bioférico natural.

OH OH OH OH
C15H31-n C15H31-n HO C15H31-n HO C15H31-n

Acidos Anacérdicos Cardanol Cardol Metilcardol

Figura 1.2: Derivados fendlicos do liquido da castanha de caju (LCC).

1.4 Objetivo Geral

O presente trabalho visa realizar uma modelagem molecular, no ambito do
formalismo da Mecanica Quantica, de potenciais candidatos a inibidores da acetil-

colinesterase, planejados a partir dos derivados fenélicos do liquido da castanha de



caju, mais especificamente o cardol e o dcido anacardico.

1.5 Planejamento dos Padroes de Estrutura Molecular

Os potenciais candidatos a inibidores da AChE foram planejados a partir
da hibridagao molecular de inibidores ativos, como o donepezil, a rivastigmina e o
dimero da tacrina, e dois derivados fenélicos do LCC: o cardol e o dcido anacdrdico
[25]. Pressupostos tedricos indicam que, tanto a porgao aromatica do cardol, quanto
a do acido anacardico, pode interagir com os residuos Trp279, Tyr70 e Tyr334 por
meio de interagdes aromético-aromético (m-stacking). A droga ficaria entdo “anco-
rada” no sitio anionico periférico, de maneira que a inibicao da acetilcolinesterase
seja reversivel (veja Figura 1.3).

Sitio Aniénico Periférico

Sitio Catalitico

Ser200

Triade Catalitica
Sitio Aromadtico

Figura 1.3: Interacao entre os sitios ativos da AChE e grupo amino terciario de um

dos compostos do PEM-1.



Em termos estruturais, cada composto foi dividido em duas regioes capazes
de promover resposta biolégica, chamadas de subunidades farmacoféricas (Figuras
1.4 e 1.5). A subunidade farmacoférica B determina o tipo de padrdo molecu-
lar conforme o respectivo derivado fendlico do LCC utilizado. O cardol originou
o chamado Padrao de Estrutura Molecular 1, ou simplesmente, PEM-1. O dcido
anacdrdico originou o chamado Padrao de Estrutura Molecular 2, ou simplesmente,
PEM-2. A porcao aromética contida na subunidade B de ambos os padroes de estru-
tura molecular é reconhecida pela AChE por ser aceitadora de ligagao de hidrogénio,

reforcando a idéia da acao farmacoférica desta subunidade.

Amina Secundaria

l Porgdo Aromatica

0 |

N @)
Substituinte —p R/lk O/\// 1) ™~
H Trp279
<+— Tyr70
A Tyr334
r DAY
Ser200 Trp84

Figura 1.4: Planejamento estrutural dos derivados do cardol: subunidades farma-

coféricas A e B.

A subunidade farmacoférica A apresenta o grupo funcional amino
terciario ® da acetilcolina, comum a todos os compostos de ambos os padroes de es-
trutura molecular, previsto para interagir com os residuos Ser200 (triade catalitica) e
Trp84 (sitio hidrofébico aromético) no sitio catalitico da AChE. Para melhor avaliar

a influéncia da liberdade conformacional dos compostos de ambos os padroes, foram

3As aminas sdo uma classe de compostos quimicos organicos derivados do amonfaco N Hs.
Substituindo-se os trés dtomos de hidrogénio por trés radicais orgénicos (R1, Ra e Rs), tem-se

uma amina terciaria.



Amina Secundaria

@) @]
O
N @) Trp279
Substituinte —p R/lko/\// I ) N Tyr70
H Tyr334

A \ B )
f f !

Ser200 Trp84 Por¢do Aromatica

Figura 1.5: Planejamento estrutural dos derivados do acido anacardico: subunidades

farmacoféricas A e B.

acrescentados a subunidade farmacoférica A outros grupos funcionais
(Figura 1.6), entre aminas aromaticas e heterociclicas 3, tais como 3-hidroxipirroli-
dina, 3-hidroxipiperidina e 4-hidroxipiperidina e piperazina na forma de ésteres
(substituinte R = CHj) ou carbamatos (substituinte R = N(CHj)2). Outras
possibilidades seriam a adicao dos grupos funcionais quinolina e tacrina. A adicao
de um grupo benzila ao grupo amino tercidrio, previsto para interagir com o residuo
Phe331, préoximo ao Trp84, é uma variagao também interessante do ponto de vista
das interacoes ligante-receptor.

Entre as duas subunidades farmacoféricas, ambos os padroes de estrutura
molecular apresentam um chamado espacador hidrofébico, cujo comprimento é de
8,78 A, que pode interagir com os residuos Tyr70, Tyr121 e Phe330, localizados entre
o sitio anionico periférico e o sitio catalitico. O espacador é suficientemente extenso
para que a subunidade farmacofdrica A alcance o fundo da gorge e interaja com a

triade catalitica e o sitio aromatico.

3 Aminas aromdticas sao as que possuem um grupamento amino ligado a um anel aromético e

as heterociclicas sao as que possuem a presenca de outros heterodtomos.
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Figura 1.6: Grupos funcionais adicionados a subunidade farmacoférica A para o

PEM-1 e o PEM-2.

Para que as moléculas pertencentes ao PEM-1 e PEM-2 apresentem ativi-
dade bioldgica, estas devem possuir estrutura tridimensional capaz de favorecer
maxima complementariedade entre seus grupos funcionais e os sitios ativos da en-
zima acetilcolinesterase. A estratégia de planejamento estrutural dos padroes de
estrutura molecular considerou as provaveis interagoes entre as subunidades farma-
coféricas A e B e os residuos de aminoacido da enzima. De fato, estudos recentes
apontam para uma maior eficiéncia do farmaco quando de sua interagao simultanea
com os sitios catalitico e periférico [26]. Conforme disposigoes feitas até entao,
foram geradas 20 estruturas moleculares pertencentes ao PEM-1 e 20 estruturas
moleculares pertencentes ao PEM-2, totalizando 40 estruturas com vistas de serem

modeladas neste trabalho (Figuras 1.7 e 1.8).
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1.6 O Donepezil

Entre os inibidores da AChE de agao terapéutica conhecida, o donepezil
(Figura 1.9) é o que mais se assemelha ao conjunto de inibidores estudados em
relagao a estrutura quimica e provaveis interacgoes ligante-receptor. Por esta razao,
foi escolhido como parametro de referéncia na observacao de tendéncias que possam

pressupor atividade biolégica dos compostos estudados.

anel

benzénico

1

anel inddlico

i

nitrogénio piperidinico

Figura 1.9: Donepezil.

O doneperzil apresenta trés segmentos que estabelecem interagoes especificas
com a AChE ao longo de toda a extensao do sitio ativo da enzima. Sao trés os
grupos de interacao: benzilico, nitrogénio piperidinico e anel de indanona. O grupo
benzilico interage como o grupo indol do aminoédcido Trp84 por meio de ligacoes
m-stacking. Na regiao mediana da cavidade enzimatica, entre o sitio aromatico e o
sitio periférico, ocorre uma interacao do tipo cation-m entre o nitrogénio piperidinico
e o grupo fenil do aminodcido Phe331. Ja no sitio periférico, o anel de indanona
interage com o grupo indol do aminoacido Trp279, por meio de uma interacao m —
paralela (“face a face”). O donepezil ainda interage com a triade catalitica por

intermédio de moléculas de agua.
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Apesar do radical indanona do donepezil diferir da porcao aromatica da
subunidade farmacoférica B dos padroes estudados, também atua como um aceita-
dor de ligagoes de hidrogénio, permitindo assim a comparacao entre farmaco ativo
e os compostos estudados. Ambas as porgoes interagem com aminodcidos comple-
mentares na regiao mediana da cavidade enzimatica, sendo esta outra similaridade.
Além disso, o donepezil, assim como a subunidade farmacoférica A, apresenta um
grupo amino, justificando mais uma vez a escolha do donepezil como parametro de
possiveis correlacoes entre os individuos.

Muito embora o donepezil nao apresente em sua estrutura quimica o grupo
acetil como a subunidade farmacoférica A dos padroes estudados, este foi intro-
duzido de forma a copiar a acetilcolina, que é o substrato da AChE. J4 a possi-
bilidade de insercao do grupo carbamato na subunidade A deve-se ao interesse em
avaliar a influéncia deste grupo no reconhecimento molecular pela AChE, visando a

implementacao de estudos experimentais.



Capitulo 2

Metodologias

2.1 Analise Conformacional e Minimizacao de Energia

As diferentes geometrias de uma molécula candidata a farmaco inibidor
podem ou nao ser bioativas. Neste contexto, a analise conformacional é uma im-
portante ferramenta para o planejamento racional de novos farmacos, auxiliando na
determinacao tridimensional da interacao entre a droga e seu receptor. Variando
a orientagao espacial das moléculas por meio de rotacoes dos angulos diedrais das
ligagoes moleculares, a andlise conformacional permite explorar as formas energeti-
camente favoraveis de uma molécula, as chamadas conformagoes.

Os compostos-alvo deste estudo, desenhados de forma tridimensional no
software CaChe [27], ndo necessariamente encontram-se na conformagao mais estével.
Durante a geracao destas estruturas, podem ocorrer distor¢oes em relagao ao com-
primento e angulos de ligacao e angulos diedrais. Com o objetivo de corrigir tais
distorcoes, as geometrias moleculares sao otimizadas pela minimizacao de energia,
procedimento matemético que localiza as conformagoes estéveis (minimos de ener-
gia) de uma molécula via cdlculos de mecanica molecular ou mecanica quantica.

Para identificar a conformacgao mais estavel de uma molécula, com uma

energia minima global (e ndo apenas local), é necessério gerar varias conformagoes e

14
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comparar os valores de energia obtidos a cada modificacao. Na execucao da analise
conformacional das moléculas pertencentes ao PEM-1 e PEM-2, os angulos diedrais
foram escolhidos conforme as possiveis interagoes ligante-receptor (veja figuras 1.4 e
1.5). Combinados dois a dois, os diedros foram rotacionados de 0° a 360°, com um
incremento de 15°, gerando intimeras conformagoes.

Para a minimizagao da energia das moléculas, optou-se por calculos mecanico-
quanticos, escolhendo-se para tal, o método semi-empirico Parametric Method Num-
ber 5 (PM5) [27]. O método semi-empirico é menos exato quando comparado ao
método ab initio, porém, exige menor esfor¢co computacional e tempo de processa-
mento. A energia é calculada utilizando a equagao de Schrodinger (segao 2.2) a partir
de parametros ajustados experimentalmente. Os calculos mecanico-quanticos, reali-
zados no pacote de célculo de orbitais moleculares [27], forneceram um mapeamento
da superficie de energia potencial (SEP) de cada estrutura molecular estudada (veja
figura 2.1), permitindo determinar a conformagao mais estdvel para cada par de

angulos diedrais pré-selecionados.

Energia
-181.93 a -177.34 kcal/mol

Angulo diedral 2

-180° a 180° Angulo diedral 1
-180° a 180°

Figura 2.1: Superficie de energia potencial de um dos compostos estudados.
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As distintas geometrias de cada uma das 40 estruturas moleculares, oriun-
das da anéalise conformacional e minimizacao da energia previamente descritas, apre-
sentaram, em geral, valores muito proximos para o minimo de energia. Contudo, o
primeiro passo na modelagem de novos farmacos é determinar, com a maior precisao
possivel, a conformacao de fato mais estavel de uma molécula. Sendo assim, estas
distintas geometrias foram todas reotimizadas segundo calculos mecanico-quanticos
ab initio, por meio do pacote computacional Gaussian 09 [28]. Muito embora as
estruturas tenham sido reotimizadas, a pré-otimizacao por meio do método semi-
empirico PM5 contribuiu para reduzir o tempo de processamento por parte dos
calculos ab initio, uma vez que a busca pelo minimo de energia deu-se a partir de
uma conformacao pré-estabelecida, supostamente préxima a mais estavel. Na reali-
zagao dos calculos ab initio, utilizou-se o modelo de Hartree-Fock-Restrito (RHF) e

fungoes de base 6-311+G(2d,p), descritos detalhadamente mais adiante.

2.2 O Problema Molecular

As moléculas a serem modeladas neste trabalho possuem de 60 a 80 atomos
(cerca de 200 a 280 elétrons), caracterizando, portanto, um problema molecular de
muitos corpos. Do ponto de vista da mecanica quantica, um sistema constituido por
N elétrons e M nucleos é descrito pela equagao de Schrodinger estacionéaria e nao

relativistica:

~

HU(r,R) = E¥(r,R) (2.1)

em que r refere-se as coordenadas eletronicas, R refere-se as coordenadas nucleares

e H é o chamado operador hamiltoniano que, em unidades atomicas, é dado por
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M M

ﬁ:——zw z—w ZZZA DRI s

A=1li= TiA A=1B>A =1 j>1

Os indices i e j referem-se aos elétrons. A distancia entre dois elétrons é
indicada por r;; e a distancia entre um elétron e um ntcleo por r;4. A massa dos
nucleos ¢é indicada por M4 e a distancia entre os mesmos por Ryp.

Resolver a equacao 2.1, ainda que se utilize algum tipo de método numérico,
torna-se praticamente impossivel, mesmo para o caso mais simples de uma molécula
diatomica. Faz-se entao necessario o uso de algum tipo de aproximacao que permita
tratar separadamente as dinamicas eletronica e nuclear. Como os elétrons sao muito
menos massivos que os nucleos, podem mover-se mais rapidamente. Entao, para
uma pequena perturbacao na configuracao nuclear, é razoavel pensar que a fungao
de onda eletronica se ajusta quasi-estaticamente ao movimento dos niicleos. Esta é
a idéia central da Aproximacao de Born-Oppenheimeir (ABO) [29]. Sendo assim, a

funcao de onda pode ser escrita em termos de uma expansao adiabatica

U(r,R) = ¢(r; R)x(R) (2.2)

onde x(R) descreve a dinamica dos nicleos e ¢(r; R) representa a funcao de onda
eletronica que depende explicitamente das coordenadas eletronicas e parametrica-
mente das coordenadas nucleares.

Substituindo-se a funcao 2.2 na equagao 2.1, o termo de acoplamento
Vo(r;R) - Vx(R) torna-se desprezivel haja vista que, no ambito da ABO, é razoavel
considerar Vo(r;R) ~ 0. Desta forma, a equagao de Schrodinger molecular (2.1)
desmembra-se em duas outras equacgoes. A primeira, chamada equacao eletronica, é

dada por
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— ¢(R)6(r;R) (2.3)

Yyl 3y 2

r
i=1 j>1 A=1i=1 A

e que deve ser resolvida para diferentes configuragoes nucleares fornecendo um con-
junto de funcoes de onda eletronicas e suas respectivas energias. A segunda, chamada

de equacgao nuclear, é dada por

[—ZJ}A FVR)| X(R) = Ex(R) (2.0
em que
V(R) = (R) + g;%ﬁ (2.5)

corresponde a superficie de energia potencial do sistema (SEP), a qual rege a
dinamica molecular.

As solugoes da equacao de Schrodinger nuclear descrevem a vibragao, a
rotacao e a translagao da molécula. Contudo, a dinamica nuclear nao é objeto de
estudo do presente trabalho e sim as propriedades eletronicas dos derivados do cardol
e dcido anacardico (PEM1 e PM2), advindas da solugao da equagao de Schrédinger

eletronica 2.3.

2.2.1 Solucao da Equacgao de Schrodinger Eletronica

Supondo que nao ocorra qualquer interagao entre os elétrons da molécula
ou, alternativamente, os elétrons se encontrem sob acao de um potencial médio,

entao o hamiltoniano eletronico pode ser descrito por

= Z h(3) (2.6)

onde h(i) é o operador que descreve a energia cinética e a energia potencial do

i-ésimo elétron.
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Jé a funcao de onda eletronica, para uma determinada configuragao espacial,

assume a seguinte forma

o(r) = ¢d1(r1)da(r2)...oNn(rN). (2.7)

Por depender apenas das coordenadas espaciais dos elétrons, a funcao de
onda (2.7) ndo é capaz de descrever completamente o movimento dos mesmos. E pre-
ciso acrescentar informagoes a respeito do spin dos elétrons e, para tanto, introduz-se
as fungoes de spin a(w) e f(w) que correspondem aos estados de spin up e spin down,
respectivamente, sendo w a chamada variavel de spin. Estas funcoes, satisfazem

relagoes de ortonormalidade, ou seja

<ala>= <BIf>= 0 (2.8)

<alf>= <Pla>= L (2.9)

Neste formalismo, as coordenadas eletronicas sao entao descritas por

r={r,w} (2.10)

e a funcao de onda eletronica para um sistema com N elétrons, também conhecida

como produto de Hartree, pode ser escrita como

o(r) = x1(x1)x2(x2) .- X (Xn) (2.11)

onde a variavel x; representa o conjunto de coordenadas espaciais e de spin do
i-ésimo elétron. Cada fungao y(z;) é chamada de spin orbital molecular. E para cada
orbital espacial molecular ¢ (r) é possivel formar dois spins orbitais moleculares, ou

seja
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X(x) = ou (2.12)

r)Bw).
O hamiltoniano do sistema nao faz mencao alguma ao spin dos elétrons. Por
isso, expressar a funcao de onda eletronica em termos das coordenadas espaciais e
de spin nao é suficiente para descrever adequadamente a dinamica eletronica. Outra
condicao deve ser imposta a funcao de onda: a mesma deve ser anti-simétrica com
relacao a inversao de coordenadas espaciais e de spin entre dois elétrons quaisquer,

ou seja

d(21, T2 T4y T, o TN) = —P(T1, To...Tj, ... Ty .. TN). (2.13)

Este principio, que na verdade é uma forma mais geral do principio da
exclusao de Pauli, considera o carater fermionico dos elétrons.

O produto de Hartree (2.11) claramente nao satistaz a condicao 2.13, além
de nao levar em consideragao a indistinguibilidade dos elétrons. O principio de

anti-simetria naturalmente conduz a uma funcao de onda do tipo determinante de

Slater
xi(r1)  xe(wi) - xw(71)
oy | D e -
xi(zy) xe(zn) o xwn(zn)

que retrata a indistinguibilidade dos elétrons e sua natureza fermionica. A constante

\/LNi' ¢ um fator de normalizacao. Em uma notacao mais simplificada, escreve-se

o(x) = [xaxa - Xn)- (2.15)
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2.2.2 A Aproximagao de Hartree-Fock

No ambito do formalismo de Hartree-Fock, a funcao de onda que melhor

descreve um sistema com N elétrons no estado fundamental é dada por

[90) = [xaxz2 -+ Xn)- (2.16)

As equacoes de Hartree-Fock sao obtidas por meio do principio variacional.

Definindo o funcional energia como

colxi] = (o[ H|do) (2.17)

sujeito ao vinculo da ortonormalidade dos spins orbitais, de forma que

(Xilx;) = 0 (2.18)
procura-se por um conjunto de spins orbitais {x;} que minimize a expressao da
energia para um determinante simples de Slater (2.16). A funcdo tentativa |¢g)
que minimiza €p é a melhor aproximacao para a solugao da equacao de Schrédinger
eletronica. Para solucionar este problema utiliza-se o método dos multiplicadores

de Lagrange definindo-se o seguinte funcional

Lxi] = eo[xi] — Z Z Aij ({xilxg) — 0i5) (2.19)

em que A;; sao os multiplicadores de Lagrange; estes itlimos devem ser elementos
de uma matriz hermitiana, ou seja, Aj; = Aj;.
O valor esperado para a energia de Hartee-Fock no estado fundamental, em

notacao para fisicos, é dado por

N

colxi] = Y _(ilhlj) + ZZ ij]li7) (2.20)

7
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sendo

illid) = [ [ xisteriate @) (2.21)
- [ [ogerys)

Para minimizar 2.20, é preciso fazer a variacao do funcional £ igual a zero

N N
i

considerando-se uma variagao infinitesimal dos spins orbitais, isto é x; = x; + dx;-

Com este procedimento chega-se na equacao de Hartree-Fock integro-diferencial

h(zi)xi(71) + Z [/ X (22)r1y X](mZ)de2:| Xi(w1)

JF#i

a Z [/ X; (@2 )12 X (fz)dxz] Xj(w1) = €xi(T:) (2.23)

JFi

em que

Zy
1

h(an) = —%vf _ (2.24)

A

¢ o hamiltoniano de um tnico elétron interagindo somente com os nucleos.

Reescrevendo 2.23 a equacgao em termos dos operadores de Coulomb

Jy(e)len) = [ / x;<x2>n;xj<x2>dx2] xi{n) (2.25)

e de troca

Ko xalen) = [ / x;<x2>r;;xj<x2>dx2} ) (2.26)

obtém-se
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W)+ Ji(wn) = Y Kj() | xi(a) = eixa(n). (2.27)
J#i J#i
Analisando as equagoes 2.25 e 2.26, é facil verificar que

Dessa maneira é possivel eliminar a restricao j # ¢ dos somatérios em 2.27

e definir o chamado operador de Fock

) = h(1)+ 3 Ji(1) = K;(1). (2.29)

A equagao de Hartree-Fock integro-diferencial (2.23) torna-se entdo uma

equacao de autovalor

f(@)xi(z1) = exi(z1) (2.30)

sendo

f(zy) = h(xy) + v (2) (2.31)

em que o operador

V() = 3 [y(an) - K (@) (2.32)
J
¢ o chamado potencial de Hartree-Fock.

A equagao 2.30 corresponde a equagao de Hartree-Fock para um conjunto
de spins orbitais {x;} genérico. Contudo, o conjunto de spins orbitais pode ser
classificado como restrito, caso em que a funcao de onda espacial é a mesma para as
funcoes de spin « e 3, e irrestrito, caso em que a funcao de onda espacial é diferente

para as fungoes de spin « e 3. No presente trabalho serd implementado o modelo

Hartree-Fock-Restrito (RHF) para os calculos de estrutura eletronica.
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Um conjunto restrito de spins orbitais tem a seguinte forma

¥(r)aw)
Xi(x) = ou (2.33)
¥ (r)B(w).

Isto significa que cada spin orbital pode ser ocupado por dois elétrons com
diferentes spins mas com a mesma forma analitica para a fungao de onda espacial.
Considerando que os sistemas moleculares em estudo possuem um nimero N par
de elétrons, os calculos de estrutura eletronica serao realizados a nivel de camada
fechada, ou seja, supoe-se que os elétrons estao todos emparelhados, de maneira que
N/2 orbitais espaciais sao duplamente ocupados.

Multiplicando-se pela direita a equacao de Hartree-Fock (2.30) por a(wy),

obtém-se

f(x1)¢(r1)a(wr) = €;;(r1)a(w) (2.34)

onde €; é a energia do orbital espacial ¢; idéntica a ¢;, energia do spin orbital ;.
Multiplicando-se agora a equacao 2.30 pela esquerda por a*(w;) e integrando-se nas

coordenadas de spin, chega-se a

[ e rexation| wste) = ) (235)

Escrevendo-se o operador de Fock (2.29) na forma

o) = hir) + 3 / Ay, (x2)r 5 (1 — Pro) () (2.36)

onde Pi5 é o operador de troca de spin, e substituindo o mesmo na equacao 2.35,

esta ultima torna-se
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N

f(r);(re) = h(r1);(r:) + Z/dwldxﬂ*(Wl)Xﬁn(X2)7“1_21Xm(x2)04(w1)¢j(1“1)

- Z/dwldxza*(Wl)X:n(X2)T1_21Xm(X2)O‘(w2)¢j(r2)

= ¢;1;(r1).
(2.37)

em que f(r;) é o operador de Fock camada fechada, dado por

flry) = / duna () (1) ar(wr). (2.38)

Em se tratando de um sistema camada fechada, a soma sobre os spins

orbitais corresponde a duas somas iguais para as funcoes de spin « e (3, isto é

N N/2  N/2
D> +) . (2.39)

Sendo assim, é possivel escrever

f(r1)w;(re) = h(ri);(ry)
N/2
+ Z / dw, dwadraa™ (wl)wfn(rg)a*(wg)rf21wm(r2)a(w2)a(w1)z/zj(rl)

N/2

437 [ dondundraa’ ()07, (52) (n)ri o (e2) Bl (e

N/2

+Z/dwlszdI‘QCY*(wl)@ﬁn(rz)a*(WQ)TfQI%Um(rl)a(wl)&(m)d’j(rz)

N/2

37 [ dindundraa’ ()07 (52)" (o) U (e0)Blon)a () (e

= €1;(r1).
(2.40)
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Realizando as integracgoes sobre dw; e dwsy, devido as relagoes de ortonor-
malidade das fungoes de spin (2.9), o ltimo termo da equacao acima torna-se nulo.

J& os termos de coulomb sao idénticos, portanto, tém-se que

N/2

P () = Bles(e) + (23 / Ao (52) R b (r2) | (1)

N/2

N Z/dr2¢:n(r2)rf21¢j(r2) 77Z)m(r1) = €j1/1j(1‘1).
(2.41)

Trocando os indices m por a, o operador de fock camada fechada pode ser

escrito como

N/2

f(ry) =h(r) + Z / drot)(r9)(2 — Pr2)rin Ya(r2) (2.42)
ou, equivalentemente,
N/2
) = h(1) + 3" 20.(1) — K, (1) (2.43)

onde os operadores de troca e de coulomb camada fechada sao definidos como
Jo(1) = /drgz/z:(rg)rl_gl@/)a(m) (2.44)

K(00(0) = | [ dravzirairidvnten)| o) (2.45)

Estas duas ultimas equacoes sao andlogas aquelas encontradas para um
conjunto de spins orbitais genérico (2.25 e 2.26), exceto pelo fator 2 que ocorre
no operador de coulomb. E o somatério na equacdo 2.43 é sobre os N/2 espaciais
orbitais {t,} ocupados. Desta forma, a equagao espacial de Hartree-Fock camada

fechada é dada por
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F);(1) = e54;(1). (2.46)
A energia de Hartree-Fock camada fechada do i-ésimo elétron, considerando-

se as funcgoes de spin ja integradas, é dada por

N/2
& = (ilhli) + ) 2(ijlif) — (ijlji) (2.47)
j=1
ou, simplificadamente
N/2
j=1

Somando-se todas as energias dos orbitais espaciais tém-se que

N/2 N/2 N/2 N/2

i=1 i=1 i=1 g

Sabendo que a energia total do sistema é dada por

N/2 N/2 N/2
Ey =2 Z hii + Z Z 2y — I (2.50)
i=1 i=1 j#i

e, substituindo 2.49 na expressao acima, pode-se escrever a energia total como sendo

N/2 N/2

Eo=> (hi+ fi) = (hi+e). (2.51)

i=1 i=1
2.2.3 Introducao de Funcgoes de Base Espaciais

Por se tratar de uma equacao nao-linear, a equacao espacial de Hartree-
Fock camada fechada (2.46) deve ser resolvida iterativamente, exigindo portanto,
solugoes numéricas. Para tanto, segundo a contribui¢do de Roothaan [30], pode-se

introduzir um conjunto de funcoes de base espaciais conhecidas, de maneira que
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a equacao diferencial 2.46 seja convertida em um conjunto de equacoes algébricas
solucionaveis por técnicas de matriz padrao.
Expandindo-se linearmente os orbitais espaciais em termos de um conjunto

K de funcoes de base, tém-se que

K
pn=1

onde C}; sao os coeficientes desta expansao a serem determinados.

Para que esta expansdo seja exata, o conjunto {¢,} deve ser completo.
Contudo, por questoes de ordem computacional, na pratica é impossivel definir um
conjunto infinito de funcoes de base. Por este motivo, a escolha das funcoes de base
torna-se tao importante para os calculos de estrutura eletronica; esta deve fornecer a
expansao mais “exata” possivel, sobretudo para os orbitais espaciais {1;} que estao
ocupados em |¥g) e que determinam a energia do estado fundamental. Por serem
bem apropriadas para descrever as moléculas a serem modeladas no trabalho, foram
escolhidas as fungoes de base 6-311+G(2d,p) [31] para os cédlculos em questao (veja
apéndice A).

O problema do calculo dos orbitais moleculares de Hartree-Fock, portanto,
reduz-se ao calculo dos coeficientes C); da expansao linear, sendo possivel obter uma
matriz para estes coeficientes. Substituindo 2.52 na equagao de Hartree-Fock (2.46)

tem-se que

)Y Coigu(1) =€ Y Cuigu(1) (2.53)

Multiplicando a equacao acima por ¢Z(1) pelo lado esquerdo e integrando,

a equagcao diferencial torna-se a seguinte equacao matricial

> [némsan - =3 C [maman e
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sendo

S = / 1651, (1) (2.55)

a chamada matriz de overlap, sendo esta hermitiana, haja vista que as fungoes de

base {¢,} além de ortonormais sao linearmente independentes e,

Fo = / dr (1) F(1)é, (1) (2.56)

a chamada matriz de Fock, também hermitiana.
Assim a equagao de Hartee-Fock na forma matricial, também conhecida

como equacao de Hartee-Fock-Roothaan, é dada por

Y FuCui=6Y SuCi i=12.K (2.57)

ou simplesmente

FC = ¢SC. (2.58)

O método utilizado para resolver a equacao de auto-valor (2.58) é o método
do Campo Auto-Consistente ou SCF (do inglés “ Self Consistent Field ”) [29],
considerando um conjunto finito de funcoes de base. No caso em que a base é
completa, alguns autores referem-se a solucao de 2.58 como o limite de Hartree-

Fock. O procedimento computacional, em linhas gerais, consiste em:

e Dado um conjunto inicial de coeficiente {C;}, constréi-se a matriz de fock F.

e Pela minimizacao da energia, resolvendo-se a equagao 2.58, obtém-se um novo

conjunto de coeficientes {C!} e um conjunto de autovalores {€'}.

e Constréi-se uma nova matriz F e repete-se o procedimento. O teste de con-
vergéncia se da por meio de comparagao entre as energias ou os elementos da

matriz C de duas iteragoes sucessivas.
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Segundo a aproximagao de Hartree-Fock (AHF) cada elétron de um dtomo
ou molécula interage com um campo médio gerado pelos demais elétrons. Através da
AHF é possivel obter até 99% da energia no estado fundamental no calculo de estru-
tura eletronica molecular. Para obter o restante desta energia, importante para os
calculos de muitas propriedades eletronicas, é preciso incluir os efeitos de correlagao
eletronica, sendo necessaria a utilizacao dos chamados métodos pds Hartree-Fock

que, em sua maioria, tem como ponto de partida a AHF.

2.3 Teoria do Funcional de Densidade

A teoria do funcional de densidade ou DFT (Density Functional Theory) é
uma teoria mecanico quantica moderna, bastante difundida na fisica computacional,
que surgiu como uma atraente alternativa de solucao do hamiltoniano de sistemas de
muitos corpos. Permite calcular propriedades moleculares do estado fundamental
de sistemas multieletronicos, exigindo menor esfor¢co computacional e espago de
memoria quando comparada com os métodos ab initio tradicionais, baseados nas
equacoes de Hartree-Fock-Rootham.

A varidvel fundamental no formalismo DFT é a densidade eletronica p(r),
que descreve como se da a distribuicao de carga em uma molécula. Assim, a funcao
de onda no estado fundamental e, portanto, os observaveis deste estado, sao fun-
cionais da densidade eletronica p(r). Os dois teoremas a seguir, propostos por

Hohenberg e Kohn [32], formam a base teérica do DFT:

e O potencial externo V,,; sentido pelos elétrons é um funcional da densidade

eletronica.

e A energia do estado fundamental E[p(r)] é minima para a densidade exata

po(r).
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O primeiro teorema estabelece que a energia pode ser escrita como um fun-
cional tnico da densidade eletronica do estado fundamental, ou seja, E = E[po(r)].
O segundo, assegura que a energia do estado fundamental obedece ao principio
variacional, isto é, E[po(r)] < E[p(r)].

Segundo o modelo de particulas nao interagentes entre si proposto por Kohn

e Sham [33], o funcional energia pode ser escrito por

Ers[p] = Tolp] + Unlp] + Vear[p] + Vxclp] (2.59)

em que Ty[p] é a energia cinética média de um sistema nao interagente de elétrons
com a mesma densidade eletronica p de um sistema interagente, Ug[p] é o termo
de interagdo coulombiana média entre os elétrons e V..[p] é o potencial efetivo
externo no qual as particulas se movem. O termo Vx¢|[p], que inclui a contribuic¢ao
da interagao elétron-elétron nao cléassica (troca e correlac¢ao), contém a correcao da
energia cinética (7' — Tj) e da energia de Hartree (U — Ug).

O formalismo de particula independente inclui os efeitos de interacao de
muitos corpos, sendo, portanto, formalmente exato. Minimizando o funcional ener-
gia em relacao a densidade eletronica aplicando-se o método dos multiplicadores
de Lagrange, obtém-se as equacgoes que descrevem o estado do sistema, chamadas

equacoes de Kohn-Sham:

2
(—% + Vef) Vi = € (2.60)

em que ¢ sao os autovalores e 9; as autofungoes. O potencial efetivo V¢ ¢ um

funcional da densidade, V. = V.¢[p]:

ﬁ

_ per) dExclp]
Vef_/’?—_ﬂd + (?)Jr—dp (2.61)

em que o termo Ex¢ é o chamado potencial de troca-correlagao que inclui os efeitos

de correlagao de todas as particulas.
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Uma vez que o potencial efetivo depende da densidade eletronica, as equacoes
de Kohn-Sham (2.60) podem ser resolvidas por meio de um procedimento auto-
consistente, assim como as equagoes de Hartree-Fock-Roothaan, sendo a densidade

eletronica escrita em termos dos orbitais moleculares ¢;:

p(T) =D o) (2.62)

A etapa mais dificil na resolugao das equagoes de Kohn-Sham (2.60) é de-
terminar o funcional de troca-correlacao, pois nao existe forma analitica exata para
este, exceto no modelo de gés de elétrons. Portanto, o funcional de troca-correlagao
deve ser tratado por meio de aproximacoes.

A abordagem dos funcionais hibridos como aproximagao para o funcional
de troca-correlagao foi introduzida por Axel Becke em 1993 [34]. Os funcionais
hibridos sao escritos como a combinagao linear de funcionais DFT “ puros ” e o
termo de troca exato do método de Hartree-Fock [35]. O funcional de troca de

Becke, denominado B3 [34], combinado com o funcional de troca de Lee, Yang e

Parr, denominado LYP [36], deu origem ao chamado funcional hibrido B3LYP:

E)B;%LYP =(1-ay— ax)EfSD + aOEfF + axEmBgS +(1— ac)E;/WN + acEfYP (2.63)

em que os parametros, escolhidos de forma a reproduzir energias de atomizagao,
potenciais de ionizagao e energias atomicas totais [37], sdo: ag = 0,20,a, = 0,72 e
a. = 0,81. O termo EMF ¢ a energia de troca de Hartree-Fock, os termos EL9P e
EYWYN sao oriundos da aproximacio da densidade local [38].

A razao para a escolha do DFT nos céalculos das energias eletronicas dos
compostos a serem modelados, reside no fato de que a confiabilidade nos resultados

obtidos pelo método é comparavel a calculos ab initio mais rigorosos, incluindo os

efeitos de correlacao eletronica. Além disto, o DFT viabiliza o estudo de sistemas
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moleculares com elevado nimero de dtomos (elétrons), como é o caso, com um custo
computacional relativamente menor.

O funcional hibrido B3LYP, apresentado nesta secao, foi adotado como fun-
cional de troca-correlagao para calcular a energia eletronica minima das varias con-
formagoes, obtidas previamente via método semi-empirico (segundo segao 2.1), de
cada molécula estudada. Entao, para cada composto, determinou-se a conformagao
de fato mais estdvel a ser modelada e suas respectivas energias do ultimo e penultimo
orbital ocupado, energia do primeiro e do segundo orbital ocupado, diferenca de
energia entre o primeiro orbital virtual e o ultimo orbital ocupado e carga eletronica
do nitrogénio pertencente ao grupo amino, comum a todas as estruturas de ambos
os padroes moleculares. A importancia destas propriedades no planejamento dos

candidatos a farmaco inibidor é descrita, em detalhe, na proxima secao.

2.4 Descritores Moleculares

A agao terapéutica de um farmaco decorre de sua interagao com seu recep-
tor biolégico dentre outros fatores. Interacoes eletrostaticas, estéricas e lipofilicas
influenciam diretamente na distribuicao do farmaco nos sitios de ligacao que consti-
tuem o sistema bioldgico. Sendo assim, a atividade biolégica de um farmaco depende
de fatores relacionados nao somente com sua estrutura molecular, mas também de
propriedades fisico-quimicas especificas.

Dois farmacos estruturalmente semelhantes, porém distintos quanto suas
propriedades fisico-quimicas, podem apresentar resposta bioldgica diversa. Os des-
critores moleculares de uma estrutura quimica, que abrangem desde parametros
fisico-quimicos, eletronicos, até caracteristicas geométricas e topoldgicas, correspon-
dem a valores numéricos bem definidos, que, quando analisados estatisticamente,
permitem explicar a atividade biolégica de uma molécula de forma qualitativa e

quantitativa. Um conjunto adequado de descritores moleculares, capaz de sele-
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cionar, dentre individuos de um certo grupo molecular, aqueles que possuem melhor
perfil farmacoférico, representa uma poderosa ferramenta no planejamento racional
de novos farmacos.

Os descritores moleculares mais amplamente utilizados no desenho de farma-

cos podem ser classificados como:

e Descritores Constitucionais: trazem informacoes relacionadas aos elementos
constituintes da estrutura da molécula como, por exemplo, a massa molecular,
o numero total de atomos, o numero de ligagoes simples, duplas, triplas ou

aromaticas, assim como o nimero de anéis aromaticos.

e Descritores Geométricos: trazem informagoes relacionadas ao arranjo espacial
dos atomos constituintes da molécula como, por exemplo, a superficie mole-

cular e o volume molecular.

e Descritores Eletronicos: trazem informacoes sobre as propriedades eletronicas
das moléculas, determinadas a partir de calculos mecanico-quanticos, bem
como descrevem a influéncia dos grupos funcionais e substituintes na densidade
de distribuicao eletronica. Sao exemplos as cargas atomicas, as energias dos
orbitais de fronteira, as energias eletronicas, momentos de dipolo, quadrupolo,
potencial de ionizacao, afinidade eletronica e calor de formacao. Além destes,

podem ser incluidos parametros de polarizabilidade e refratividade molar.

e Descritores de Lipofilia e Solubilidade: sao parametros relacionados com a
distribuicao do farmaco no organismo. Em especial, o coeficiente de particao
(log P), definido como o logaritmo da razao entre a solubilidade de uma
substancia em um solvente organico e a solubilidade da mesma em agua,
traz informacoes sobre a permeabilidade do farmaco através da membrana

plasmatica.
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No presente trabalho, alguns descritores eletronicos foram obtidos usando-
se o nivel de célculo B3BLYP e fungoes de base 6-3114+G(2d,p), como dito na se¢ao
anterior, para cada conformero mais estavel de cada um dos compostos de ambos os
padroes estudados. O valor minimo da energia eletronica é um critério importante
para o estudo de estrutura-atividade de farmacos, ja que corresponde a geometria
de equilibrio da molécula. Também dentre os descritores eletronicos adotados no

trabalho, destacam-se as energias dos orbitais de fronteira:

HOMO (do inglés highest occupied molecular orbital) - energia do tltimo or-

bital molecular ocupado.

HOMO-1 - energia do penultimo orbital molecular ocupado.

LUMO (do inglés lowest occupied molecular orbital) - energia do primeiro

orbital virtual ocupado.

LUMO+1 - energia do segundo orbital virtual ocupado.

A energia dos orbitais de fronteira contribui para o entendimento do carater
elétron-doador e/ou elétron-aceitador de um composto, fornecendo informagoes a
respeito de uma possivel formagao de um complexo de transferéncia de carga entre
ligante e receptor. A energia do HOMO reflete o carater elétron-doador do composto,
ao passo que a energia do LUMO, reflete o carater elétron-aceitador. Assim, quanto
maior a energia do HOMO, maior ¢ a capacidade elétron-doadora e, quanto menor
a energia do LUMO, maior sera a capacidade elétron-aceitadora do composto. Os
descritores referentes a energia dos orbitais de fronteira tém-se mostrado relevantes
para a modelagem farmaco-receptor, descrevendo bem o reconhecimento molecular
por parte da enzima acetilcolinesterase de seus inibidores [40, 41, 42, 43, 44].

Por meio da diferenga de energia entre o primeiro orbital virtual e o ultimo

orbital ocupado, também determinou-se a quantidade de energia necesséaria para
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a transicao de um elétron do orbital HOMO para o orbital LUMO, o chamado
GAP de energia. Este descritor eletronico permite uma melhor compreensao sobre a
estabilidade e a transferéncia de energia que ocorre entre a enzima acetilcolinesterase
e seus inibidores [45].

Outra propriedade eletronica importante para a compreensao da trans-
feréncia de carga envolvida na interagao doador-receptor ¢ a distribuicao eletronica
molecular em termos de cargas atomicas. No caso deste trabalho, avaliou-se a carga
atomica do nitrogénio (N) pertencente ao grupo amino, comum a todas as estru-
turas moleculares estudadas, em razao deste grupo funcional teoricamente interagir
com o residuo Trp84 do sitio aromatico da enzima. A partir da densidade eletronica
escrita em termos dos orbitais moleculares (2.62), obtidos por meio de procedimento
ab initio SCF (sec@o 2.2) executado no Gaussian09, os valores da carga atomica do
nitrogénio foram calculados pela andlise populacional de Mulliken [46].

O efeito da polarizabilidade na formacao do complexo droga-receptor também
é importante para o design de farmacos, pois mede o quanto a densidade eletronica
de uma molécula é distorcida por um campo externo, como por exemplo, o campo
gerado por outra molécula. Esta propriedade eletronica foi calculada para todos
os compostos, por meio de técnicas de relagao quantitativa de estrutura-atividade
(QSAR), usando-se o pacote computacional HyperChem 6.0 [47].

Com o intuito de enriquecer o trabalho com descritores nao eletronicos,
porém significativos do ponto de vista do desenho de farmacos [48, 49], foram calcu-
lados o volume molecular, a massa molecular, a drea polar superficial (psa) e a ener-
gia de hidratacao de cada composto estudado. Os valores foram obtidos também por
meio de técnicas de relagdo quantitativa de estrutura-atividade (QSAR), usando-se
o pacote computacional HyperChem 6.0.

O log P é um descritor de lipofilia e solubilidade comumente utilizado no

estudo de estrutura-atividade de farmacos [50, 51|, pois mede a diferenga de solubi-
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lidade do composto em duas fases imisciveis e em equilibrio. Esta relacionado com o
transporte e a distruibuicao da droga no organismo, indicando quanto tempo a droga
permanece ativa no mesmo. Seu valor foi calculado para cada um dos compostos
da mesma maneira como foram calculados os valores dos outros descritores nao
eletronicos.

Todos os procedimentos apresentados até entao, desde a analise conforma-
cional e minimizagao de energia até a obtencao de descritores eletronicos por meio
do nivel de calculo BSLYP, bem como de descritores geométricos, constitucionais e
de solubilidade e lipofilia, foram aplicados também ao farmaco bioativo donepezil.
A caracterizacao de diferentes estruturas devido a escolha, fundamentada na lite-
ratura, de descritores apropriados, visa possibilitar a busca por similaridades entre
as mesmas. Mais precisamente, no presente trabalho, busca-se por uma correlacao
entre o donepezil, de perfil terapéutico conhecido, e algum dos compostos candidatos
a farmaco inibidor. No entanto, interpretar tal conjunto de parametros moleculares,
com intuito de conhecer os principais fatores responsaveis pela interagao ligante-
receptor bioldgico, requer um método multivariado de andlise em razao do elevado
nimero de propriedades. Deste modo, a andlise de componentes principais, devi-
damente detalhada na préoxima secao, foi convenientemente escolhida para revelar

tendéncias entre os inibidores estudados.

2.5 Analise de Componentes Principais

Anadlise de Componentes Principais [52], ou simplesmente PCA (do inglés
Principal Components Analysis), é um método estatistico multivariado que per-
mite identificar padroes em um conjunto de dados iniciais com um grande nimero
de varidveis correlacionadas. A técnica reduz o problema para um novo conjunto
de varidveis nao correlacionadas, chamadas de componentes principais (PC), que

respondem pela maior parte das variaveis originais.



38

O conjunto de descritores definido para cada uma das 20 moléculas dos
dois padroes estudados, além do farmaco ativo donepezil, contém 13 propriedades
(HOMO-1, HOMO, LUMO, LUMO+1, GAP, carga atomica do nitrogénio, minimo
de energia eletronica, polarizabilidade, volume molecular, massa molecular, area
superficial polar, energia de hidratacao e log P). Assim, a matriz do conjunto de
dados iniciais de cada padrao de estrutura molecular, incluindo o farmaco ativo
donepezil, tem dimensao 21 x 13. Para melhor representa-la, sera adotada a seguinte

notacao:

e N individuos - correspondem as estruturas moleculares do padrao em estudo

(sendo um destes o farmaco ativo donepezil).

e M wariaveis - correspondem as propriedades calculadas para as estruturas

moleculares do padrao em estudo (além do farmaco ativo donepezil).

A matriz do conjunto de dados iniciais, que é assimétrica (N # M), apre-
senta entao o formato a seguir, onde o termo geral x,,, representa o valor calculado

para a m-ésima variavel do n-ésimo individuo.

Variavel 1 Varidvel 2 ---  Varidvel M
Indwiduo 1 | xq1 T12 e T
Indwiduo 2 | x91 T99 cee Xong
Indiwviduo N | xpn; TN2 ce INM

Tabela 2.1: Matriz do conjunto de dados iniciais.

A proposta deste trabalho visa apontar individuos que de alguma maneira
se assemelhem ao donepezil e, consequentemente, possam exibir resposta biolégica
assim como o farmaco ativo. Como as variaveis originais sao todas correlacionadas

e a dimensao da matriz é muito grande, a analise simultanea de todos os parametros
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moleculares torna-se inviavel, sendo dificil estabelecer padroes entre os individuos ou
mesmo distingui-los uns dos outros. Nao é possivel neste caso apontar explicitamente
uma correlacao entre algum ou alguns dos individuos e o donepezil, tampouco dizer
quais descritores contribuem mais significativamente para esta correlacao. Neste
sentido, o método PCA atende as expectativas do projeto a medida que diminui
consideravelmente a dimensionabilidade do problema, permitindo a vizualizagao di-
reta de similaridades entre os individuos.

As varidveis da matriz do conjunto de dados iniciais (2.1) possuem naturezas
distintas, nao podendo ser comparadas entre si. Desta forma, é preciso tornar estas
variaveis adimensionais, com média nula e variancia unitaria. Para tanto, escreve-se

o termo geral do conjunto de dados modificados como sendo

y - (2.64)
em que

Y Tam

’ N (2.65)

¢ a média aritimética dos valores calculados para a m-ésima varidavel e

> pt (Tom = Ton)?
Om = \/ N1 (2.66)

é o desvio-padrao da m-ésima variavel.

Este tratamento dado as variaveis originais transforma a matriz inicial em
uma nova matriz simétrica de ordem m X m, chamada de matriz de covariancia
C(Y), que pode ser expressa como

C(Y)mxm = Y.L

mxXn

Yosm (2.67)

ou simplesmente
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cy)=Yv'Yy (2.68)

em que os elementos da matriz Y e sua transposta sao descritos pela relacao 2.64.

A matriz de covarianica C(Y') tem, portanto, a seguinte estrutura

11 C12 Cim

Co1  C22 Com
cy) =

Cm1 Cm2 Cmm

sendo o termo geral dado por

N _ N

Tnm — Tm Tnm! — Tm!
! = . 2.69
‘ Z ( Om ) ( Om/ ) ( )

n=1

Os termos da diagonal principal (m = m’) da matriz C(Y’) representam a
variancia de determinada variavel. A variancia é uma medida estatistica de dispersao
que revela o quao distantes os valores medidos se encontram do valor esperado.
Assim, quanto maior os valores da diagonal principal, maior é a dispersao. Ja os
termos fora da diagonal principal (m # m') correspondem aos termos de covariancia;
esta é uma medida estatistica que revela como duas medidas variam conjuntamente.
Logo, quanto menor o valor de um termo fora da diagonal principal, menor sera a
correlagao entre duas variaveis.

Como a idéia é diminuir ao maximo a correlacao entre as varidveis em
estudo, é preciso minimizar os termos fora da diagonal principal da matriz C(Y').
Por outro lado, se a dispersao de uma variavel particular for maximizada em relagao
ao valor esperado (que no caso é o parametro, ou seja, o valor relativo ao donepezil)
e ainda assim algum valor referente a certo individuo se encontar préximo do valor
esperado, significa que aquele individuo estd correlacionado com o farmaco ativo

para aquela variavel.
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O método para maximizar os termos da diagonal principal e minimizar
os termos fora da mesma consiste em diagonalizar a matriz de covariancia C(Y').
Para tanto, toma-se entao uma matriz P formada por vetores de base ortogonais
que correspondem aos autovetores da matriz de covariancia C(Y'), sendo que os
autovalores associados correspondem a variancia de cada componente principal.
Assim, determinar a PC de maior relevancia, isto é, aquela que responde pela maior
parte das varidveis originais, implica em encontrar o autovetor associado ao maior
autovalor. Em linhas gerais, resolver o problema de autovetor e autovalor significa,

neste caso, alinhar os vetores de base com o eixo de maxima variancia, ou seja

CP=VP (2.70)

em que V' é a matriz dos autovalores.
Uma vez que os autovalores estao ordenados e pareados, o m-ésimo autovalor
corresponde ao m-ésimo autovetor. Escrevendo os autovalores da matriz V' em ordem

decrescente, tem-se

Variancia da PC1 0 . 0
v 0 Variancia da PC2 - -- 0
0 0 -+« Variancia da PC3

sendo Variancia da PC1 > Variancia da PC2 > --- > Variancia da m-ésima PC.
Escrevendo os autovetores também em ordem decrescente, a matriz P tem

a seguinte estrutura
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P11 P12 - DPim
P(Y) _ P21 P22 - Dom
Pm1i Pm2 *°° DPmm

Desta maneira, as componentes principais sao escritas em termos de uma
combinacao linear das varidaveis modificadas, sendo que os coeficientes sao os ele-
mentos de cada vetor coluna da matriz P. As componentes principais sao obtidas
em ordem decrescente de importancia; a primeira componente principal (PC1), de
maior relevancia, é a combinacao linear das variaveis com maior variancia nos dados

originais. O termo geral de uma PC pode ser expresso pela relagao

M
PCri = Y * Prnrm (2.71)
m=1

Em geral, as duas primeiras componentes principais ja sao suficientes para
identificar quais individuos estao melhor correlacionados e para quais descritores
esta correlacao é 6tima. Plotando-se as duas componentes principais, a vizualizagao
da distribuicao dos individuos em relagao ao parametro é direta, ja que o problema
inicial tornou-se bidimensional. Se as duas componentes juntas ainda nao respondem
pela maior parte das variaveis originais pode-se também plotar a terceira compo-
nente para auxiliar na identificacao de similaridades.

Como o numero de descritores moleculares é grande, sao muitas as PCs
provenientes da combinacao linear destas varidveis. Num primeiro momento, rea-
lizando a andlise de componentes principais considerando-se todas as variaveis,
observou-se que a PCl1 trazia menos de 50% da informacao a respeito de uma su-
posta correlacao, tornando a interpretacao dos dados duvidosa. Desta maneira,

combinando-se os elementos do conjunto de descritores de todas a formas possiveis,
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selecionou-se grupos menores de descritores que pudessem fornecer PCs que obe-
decessem a critérios pré-estabelecidos (veja capitulo 3) para sé entao fazer-se a
plotagem das duas primeiras componentes principais e a observacao de padroes. A
analise de componentes principais foi realizada utilizando-se o software STATISTICA

8.0 [53].

2.6 O Modelo Continuo Polarizavel

O Modelo Continuo Polarizével, ou simplesmente PCM (do inglés, Pola-
rizable Continuum Model), é um método comumente usado no planejamento de
farmacos com auxilio do computador para avaliar os efeitos de solvatacao. Neste
modelo, as energias sao calculadas imergindo-se o soluto (o fairmaco no caso) em uma
cavidade no interior do campo solvente de reacao [39]. O método cria a cavidade
do soluto por meio de um conjunto de esferas de van der Waals que se sobrepoem,
centradas nos atomos do soluto. Se cada molécula do solvente fosse considerada
separadamente, o custo computacional da modelagem seria tao grande que impediria
calculos ab initio. Modelando o solvente como um continuo polarizavel, e nao como
moléculas individuais, os calculos ab initio tornam-se viaveis.

Neste modelo, a energia do sistema, autovalor do operador hamiltoniano
que contém o potencial de interacao soluto-solvente, tem status de energia livre,

denominada energia livre em solucao G, tal que

Gsol = Geletr + Gcav + Grepfdisp (272>

onde Geetry Gean € Grep—disp 580, respectivamente, as componentes eletrostatica, de
cavitacao e repulsao-dispersao da energia livre em solucao.

Fazendo-se os cdlculos de estrutura eletronica com o funcional hibrido
B3LYP para os varios conformeros de cada composto estudado, sem a presenca do

solvente, determinou-se a conformacao mais estavel de cada estrutura molecular con-
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forme descrito na se¢ao 2.3. A seguir, fez-se o single point para estas conformacoes
de minima energia. Para avaliar como a distribui¢ao dos candidatos a farmaco nas
componentes principais é afetada em meio aquoso, repetiu-se o single point para a
geometria de equilibrio de cada um dos compostos utilizando-se novamente o DFT
e implementando-se agora o PCM. Os mesmos descritores que haviam sido antes
calculados sem o modelo de solvatagao foram recalculados com a presenca do sol-
vente segundo as metodologias usadas até entao. Desta maneira, fez-se andlise de
componentes principais para dois grandes grupos distintos de moléculas em ambas
as situacoes: sem presenca de solvente e com presenca de solvente. As metodologias
utilizadas podem ser melhor visualizadas por meio das representacoes esquematicas

a seguir (veja figuras 2.2 e 2.3).
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OTIMIZACAO

PEM1: 20 moléculas PEM2: 20 moléculas

Semi-empirico PM5
5 ou mais conformacgdes

Mais de 100 Mais de 100
geometrias l geometrias
Mais de 200
geometrias

‘ reotimizagdo (B3LYP/6-311+G(2d,p))

40 geometrias de equilibrio

Sem solvatagéo (PEM1 e PEM2) Com solvatagédo

Single point
Descritores (B3LYP/6-311+G(2d,p)) Descritores
Moleculares Moleculares
Figura 2.2: Representacao esquematica da otimizacao dos compostos e célculo de

seus respectivos descritores moleculares.

A representacao esquematica 2.3 mostra a grande quantidade de casos a
serem analisados na busca pelas componentes principais mais significativas para
formacao de agrupamentos de compostos. Cada caso corresponde a combinacao
linear de trés ou mais variaveis, dentre um conjunto de 13 descritores moleculares
para cada composto, de maneira que o nimero de componentes principais geradas
é igual ao nimero de varidveis consideradas menos um. O presente trabalho con-
templou todos os casos possiveis, que foram estudados com auxilo de um programa
andlise combinatéria desenvolvido pelo grupo [43, 44], possibilitando avaliar com
bastante precisao a infleuncia de cada variavel para a correlagao e descartando re-

sultados pouco significativos.
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PCA

PEM1: 20 moléculas PEM2: 20 moléculas

1 espécie
13 parametros moleculares

Todas possiveis combinagdes
de variaveis

Mais de
8.000
casos

Componentes Principais

Figura 2.3: Anélise de componentes principais dos compostos e seus respectivos

descritores moleculares.



Capitulo 3

Resultados e Discussoes

Existem intimeras possiveis combinagoes lineares para os descritores em
questao, gerando-se uma grande quantidade de componentes principais que, por
vezes, podem trazer pouca informagao a respeito de uma suposta correlacao. Para
assegurar a confiabilidade dos resultados, foram selecionadas, para uma posterior
andlise de cluster (agrupamento), somente as combinagdes nas quais a primeira
componente principal (PC1) apresentou variancia igual ou superior a 75%.

Em alguns casos, nao observou-se qualquer tipo de agrupamento, muito
embora a dispersao das variaveis tenha sido maximizada em relacao ao parametro.
Nestas situagoes, o conjunto de descritores que geraram as componentes principais
nao se mostraram adequados para correlacionar algum dos individuos com o farmaco.
Na busca pelo conjunto de descritores de fato mais significativo para a correlagao,
procurou-se selecionar os resultados nao somente pelo critério da variancia mas
também pela distribuicao dos individuos nas duas componentes principais e sua

proximidade em relacao ao donepezil.
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3.1 Padrao de Estrutura Molecular 1 (PEM-1)

3.1.1 Calculos sem modelo de solvatacao

Sucessivas andlises, conforme critérios mencionados no inicio deste capitulo,
revelaram uma espécie de “padrao” na distribuicao dos individuos nas duas com-
ponentes principais para diferentes conjuntos de descritores. Em geral, estruturas
moleculares como as de nimero 1, 3, 5, 7 e 8 (Figura 1.7) permaneceram préximas
ao donepezil para as duas componentes principais, ao passo que estruturas como
as de niumero 13, 19 e 20 permaneceram sempre bem afastadas. No entanto, para
um conjunto particular de descritores, um dos compostos parece estar mais correla-
cionado com o farmaco que os demais.

Observando o grafico 3.1, é possivel identificar um cluster envolvendo o
farmaco ativo donepezil, individuo de nimero 21, e o individuo de niimero 5, no
caso em que o modelo de solvatacao PCM ndao fora utilizado nos célculos de estru-
tura eletronica dos compostos pertencentes ao PEM-1. Os descritores identificados
como mais apropriados para este agrupamento sao o log P, a carga atomica do ni-
trogénio, a massa molecular, a polarizabilidade e o volume molecular, sendo que estes
trés tultimos contribuem mais efetivamente para a primeira componente principal
(PC1), responsével por cerca de 78% da informacao a respeito desta correlagao
(veja tabelas 3.1 e 3.2). Para a segunda componente principal (PC2), responsédvel
por cerca de 14% da informagao a respeito da correlagao (veja tabelas 3.1 e 3.2),
observa-se a preponderancia do log P. Na maioria dos casos, as moléculas 5, 7, 14
e 16 encontram-se proximas ao donepezil em relagao a PC1. No entanto, o log P,
quando adicionado ao conjunto de descritores que geram as componentes princi-
pais, tende a aproximar os individuos de nimero 5 e 7 ao donepezil, em relacao a
PC2. J4& os outros, como os de nimero 14 e 16, permanecem afastados em relacao a
mesma componente. Esta é uma evidéncia de que o comportamento farmacocinético

dos compostos candidatos a farmaco é relevante para a correlagao almejada.
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Figura 3.1: PC2 versus PC1 para o PEM-1 no modelo sem solvente.

PC1

VARIAVEIS PC1 PC2 PC3 PC4
Nitrogénio 0.384590 -0.624692 0.672803  0.094872
Polarizabilidade 0.498112 0.104093 -0.096629 -0.554874
Massa 0.492791 -0.088306 -0.327738 -0.358063
Volume 0.482526 -0.086461 -0.453700 0.719422
log P 0.358191 0.763968  0.474071  0.193229

Tabela 3.1: Peso das variaveis mais significativas para as componentes principais do

PEM-1 no modelo sem solvente.
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Autovalor Porcentagem Acumulativo

PC1  3.929865 78.59730 78.59730
PC2  0.726758 14.53515 93.13245
PC3  0.302094 6.04188 99.17434
PC4  0.034008 0.68016 99.85450

Tabela 3.2: Autovalores e porcentagens das quatro primeiras componentes principais

do PEM-1 no modelo sem solvente.

3.1.2 Calculos com modelo de solvatacao

Ao utilizar-se o modelo de solvata¢cao PCM nos calculos de estrutura eletro-
nica dos compostos pertencentes ao PEM-1, ao longo de sucessivos estudos, a analise
de componentes principais exibe novamente uma espécie de “padrao” no qual, em
geral, individuos como os de nimero 1, 3,5, 7, 8,9, 14 e 16, encontram-se préximos
ao farmaco em relagao a PC1, enquanto individuos como os de niimero 11, 12, 13,
19 e 20 permanecem bem afastados.

Dentre os possiveis casos de combinacgoes lineares de descritores passiveis de
discussao, conforme critérios mencionados no inicio deste capitulo, surge aquele que
contempla os mesmos descritores que ora foram significativos para o modelo sem
solvatacao: o log P, a carga atomica do nitrogénio, a massa molecular, o volume
molecular e a polarizabilidade (veja tabela 3.3). Observa-se no grafico 3.2 que o
individuo de niimero 5 continua préximo ao individuo de nimero 21, tal como no
resultado apresentado na se¢do anterior (veja grafico 3.1), sobretudo em relagao
a PC1, responsavel por 80% da informagao a respeito da correlagdo (veja tabela
3.4), na qual predomina a contribui¢do da massa molecular, a polarizabilidade e o
volume molecular (veja tabela 3.3). Porém agora, o individuo de nimero 7 parece
estar melhor correlacionado com o farmaco do que os demais, sobretudo em relagao

a PC2, na qual predomina a contribui¢ao do log P (veja tabela 3.3).
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Figura 3.2: PC2 versus PC1 para o PEM-1 no modelo com solvente.

VARIAVEIS PC1 PC2 PC3 PC4
Nitrogénio 0.411701 -0.135081 0.901246  0.003391
Polarizabilidade 0.488379 0.009958 -0.219572 -0.608027
Massa 0.478794 -0.274834 -0.258640 -0.251193
Volume 0.470392 -0.327159 -0.266770 0.727125
log P 0.376133  0.893917 -0.038517 0.196173

Tabela 3.3: Peso das variaveis mais significativas para as componentes principais do

PEM-1 no modelo com solvente.
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Autovalor Porcentagem Acumulativo

PC1  4.040845 80.81690 80.81690
PC2  0.533076 10.66153 91.47843
PC3 0.377218 7.54435 99.02278
PC4  0.039478 0.78956 99.81234

Tabela 3.4: Autovalores e porcentagens das quatro primeiras componentes principais

do PEM-1 no modelo com solvente.

A presenca do solvente nos cédlculos de estrutura eletronica dos compos-
tos provocou algumas alteragoes significativas na andlise de componentes principais.
Considerando-se o mesmo conjunto de descritores e, comparando-se os gréaficos 3.1 e
3.2, verifica-se que a separagao entre as moléculas 9 e 10 e o donepezil diminuiu con-
sideravelmente, enquanto que as moléculas 11, 12, 15 e 17 se afastaram ainda mais
do farmaco. A distancia entre as moléculas 1, 2, 3, 4, 6, 8, 14 ¢ 16 e o donepezil,
em ambas as situacoes, manteve-se aproximadamente a mesma. As moléculas 13,
19 e 20 permaneceram bem distantes. O modelo com solvente, portanto, parece
determinar com maior precisao possiveis correlacoes.

Apontar individuos como potenciais candidatos a inibidores da AChE exige
a determinacao de um conjunto de descritores com capacidade altamente preditiva,
nao correlacionados entre si, que sejam capazes de selecionar individuos que, quando
imersos em meio aquoso, de fato se assemelhem ao farmaco ativo. Neste contexto,
a energia do orbital HOMO surge como um diferencial no que tange esta selecao.
Esta propriedade eletronica, ao ser considerada na andlise de componentes principais
juntamente com o log P, a carga atomica do nitrogénio, a massa molecular, o volu-
me molecular e a polarizabilidade, produz um novo agrupamento cuja correlagao
¢ plenamente visivel, como mostra o grafico 3.3. Para esta nova configuracao, a

separacao entre o farmaco e o individuo de niimero 7 é notoriamente infima.
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Figura 3.3: PC2 versus PC1 para o PEM-1 no modelo com solvente, considerando

a energia do orbital HOMO.

Observando o grafico 3.3, é possivel verificar dois grupos com comporta-
mentos distintos. As moléculas de 1-10, assim como 14 e 16, formam o grupo
dos individuos que encontram-se mais proximos ao donepezil que os demais, par-
ticularmente em relacao a PC1. A polarizabilidade, propriedade que revela como
a alteragao dos grupos substituintes altera a distribuicao de cargas como um todo,
¢ a que mais contribui para a PC1, responsédvel por cerca de 75% da informacao a
respeito da correlagao (veja tabelas 3.5 e 3.6). A massa e o volume molecular dao
contribuicao da mesma ordem da polarizabilidade para a PC1, indicando que nao
sO quesitos eletronicos mas também geométricos e constitucionais sao importantes

para a correlagao.
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VARIAVEIS PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
HOMO 0.350168  0.716398 -0.396236 -0.446476 0.088171
Nitrogénio 0.393345 0.152718 -0.332982 0.842631 -0.032341
Polarizabilidade 0.457672 -0.173769 0.124255 -0.158304 -0.607487

Massa 0.445605 -0.358579 -0.090939 -0.186564 -0.262035
Volume 0.434289 -0.438719 -0.099729 -0.135747 0.722610
log P 0.355004 0.334966  0.835742 0.111084  0.176952

Tabela 3.5: Peso das variaveis mais significativas para as componentes principais do

PEM-1 no modelo com solvente, considerando a energia do orbital HOMO.

Autovalor Porcentagem Acumulativo

PC1  4.532432 75.54053 75.54053
PC2  0.591934 9.86556 85.40610
PC3  0.509278 8.48796 93.89406
PC4  0.321402 5.35671 99.25076
PC5  0.035588 0.59313 99.84389

Tabela 3.6: Autovalores e porcentagens das quatro primeiras componentes principais

do PEM-1 no modelo com solvente, considerando a energia do orbital HOMO.

As moléculas de 1-8 tém em comum a distribuicao dos orbitais de fron-
teira. O orbital HOMO, para as moléculas de 1-8, concentra-se totalmente no anel
dimetoxi-fenil. Ja o orbital LUMO concentra-se na regiao da subunidade farma-
coférica B, mais especificamente nos grupos acetil (moléculas 1, 3, 5, 7) e carbamoil
(moléculas 2, 4, 6, 8), sendo esta uma boa evidéncia de que o orbital LUMO é
fortemente afetado por estes substituintes. As moléculas 14 e 16 possuem uma dis-

tribuicao dos orbitais de fronteira diferente das moléculas de 1-8; para a de niimero
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14 tanto o orbital HOMO como o orbital LUMO se concentram no anel dimetoxi-
fenil, para a de nimero 16 tem-se o orbital LUMO distribuido no dimetoxi-fenil
e o orbital HOMO distribuido na regiao do anel aromaético ligado ao grupo amino
terciario. Contudo, os compostos 14 e 16, em termos de estrutura molecular, se
assemelham mais ao donepezil que os demais. Apesar de o donepezil nao apresen-
tar o grupo acetil, comparando-se os compostos 2, 4, 6, 8, que contém o grupo
carbamoil, e os compostos 1, 3, 5, 7, que contém o grupo N(CHjy)s, estes ultimos
parecem estar melhor correlacionados com o donepezil.

As moléculas 11, 12, 13, 15, 17-20 formam o grupo dos compostos que
pouco se correlacionam com o donepezil, em particular em relacado a PC1. As
moléculas 19 e 20, sdo as de maior volume, 1558, 1443 ¢ 1643, 5542, respectiva-
mente, e, em todas as observacoes, foram as que menos se correlacionaram com
o farmaco, provavelmente devido a um impedimento de ordem espacial para o re-
conhecimento molecular por parte da enzima. A razao para os individuos 11 e
12 estarem pouco correlacionados com o farmaco possivelmente deve-se a adicao
do grupo benzila ao grupo amino terciario. Os compostos 13 e 15, tém por grupo
substituinte uma ramificacao do dimero da tacrina, o que talvez provoque um desvio
desses individuos em relacao ao farmaco. Por fim, a adicao de um anel aromatico ao
grupo amino terciario nos compostos 17 e 18, possivelmente é um fator que também
afeta a correlagao.

Em todas as anélises realizadas conforme critérios descritos no inicio deste
capitulo, os individuos 5 e 7 mantiveram-se sempre préximos ao donepezil, seja
para o modelo sem solvatacao como para o modelo com solvatacao. As figuras
3.4 e 3.5 apresentam a geometria otimizada e os orbitais HOMO e LUMO dos
compostos 5 e 7, respectivamente. Em ambos os casos, o HOMO estd localizado
no anel aromatico das estruturas moleculares indicando que a porcao aromatica dos

possiveis candidatos a farmaco deve interagir com o sitio periférico, de acordo com
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previsoes tedricas. As energias do orbital orbital HOMO para os compostos 5 e 7

tém valores bem préoximos: —8.747eV e —8.755eV, respectivamente.

J4TeN

LUMO - 0704V

Figura 3.4: Geometria otimizada e orbitais HOMO e LUMO do composto de niimero
5 do PEM-1.

LUMC  Q.legeV

HOMO - —6.735eV

9

Figura 3.5: Geometria otimizada e orbitais HOMO e LUMO do composto de niimero
7 do PEM-1.
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O leitor pode estar se perguntando neste instante o porqué da energia do
orbital HOMO nao ter sido computada na analise de componentes principais para o
modelo sem solvente. A explicacdao é simples: apds estudos sistematicos, para esta
propriedade, curiosamente em nenhum momento observou-se formacao de cluster
em que a PC1 obtivesse variancia igual ou superior a 75%. No entanto, para os
calculos de estrutura eletronica que valeram-se do modelo com solvente, a inclusao
da energia do orbital HOMO no conjunto de descritores mais relevantes diminuiu
a separacao entre alguns compostos e o farmaco em relacao a PC2, em especial o
individuo de ntimero 7 (compare graficos 3.2 e 3.3), haja vista a predominancia
desta propriedade para a segunda componente principal (veja tabela 3.3).

A segunda componente principal (PC2) é responsavel por quase 10% da
informagcao a respeito da correlagdo (veja tabela 3.6). Além da energia do orbital
HOMO, contribuem significativamente para a PC2, a carga atdmica do nitrogénio
e o log P. Levando-se em consideragao as provaveis interagoes entre o grupo amino
terciario e o residuo Trp84 da enzima, a contribuicao da carga do nitrogénio para a
correlagao esta de acordo com as previsoes tedricas que direcionaram o planejamento
dos compostos. O log P trata das particoes hidrofilica e hidrofébica, que estao
relacionadas com a distribuicao da droga no organismo. O log P do donepezil
mostra como as forgas hidrofébicas exercem papel importante no processo de ligagao
a albumina por parte dos inibiodres da AChE, como sugerido em Ibrahim et al [54].
O valor do log P do donepezil esta mais relacionado com os valores do log P das
moléculas 3-8, como mostra a tabela de descritores 3.7.

As moléculas 5 e 7, as quais apresentam uma maior correlacao com o
donepezil, também sao as que apresentam, dentre as moléculas de 1-14, a menor
distancia N — O, entre 3.57 — 3.66A. A diferenca entre estas duas moléculas é que a
de ntimero 7 possui uma par de elétrons solitario contribuindo para o orbital LUMO,

em contraste com a molécula de nimero 5 (veja figuras 3.4 e 3.5).



58

Tabela 3.7: Donepezil (21) e PEM-1 com respectivos descritores mais significativos

para a correlagao (célculos de estrutura eletronica com modelo de solvente).

Moléculas Polariza- HOMO (u.a) N (u.a) log P Massa (u.m.a) Volume (A4?)

bilidade
(A%)
1 43.57 -6.10 -0.05 4.12 391.55 1301.45
2 47.52 -6.09 -0.06 4.09 420.59 1383.76
3 43.57 -6.09 -0.09 3.72 391.55 1299.77
4 47.52 -6.09 -0.09 3.69 420.59 1384.47
5 41.73 -6.09 -0.06 3.67 377.52 1253.98
6 45.68 -6.08 -0.05 3.64 406.57 1344.65
7 40.67 -6.09 -0.03 3.72 365.51 1248.50
8 44.62 -6.09 -0.06 3.69 394.55 1309.37
9 43.21 -5.81 -0.03 3.14 376.54 1247.14
10 46.39 -5.81 -0.01 3.11 405.58 1326.62
11 50.33 -6.10 0.23 5.50 441.61 1459.30
12 54.28 -6.08 0.14 5.47 470.65 1536.44
13 54.20 -5.90 -0.07 7.03 446.63 1421.43
14 42.90 -6.09 -0.05 5.47 355.52 1227.25
15 48.30 -5.85 0.05 6.16 392.54 1272.70
16 41.03 -6.10 -0.05 4.96 342.48 1153.55
17 47.30 -5.65 -0.06 5.71 413.56 1328.31
18 50.61 -6.06 -0.06 5.66 442.60 1416.29
19 56.96 -5.46 0.36 6.67 489.65 1558.14
20 60.27 -5.42 0.36 6.62 518.70 1643.55
21 43.28 -6.14 0.02 3.69 379.50 1161.11
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O mapa de potencial eletrostético ou MEP (do inglés “ Molecular Eletros-
tatic Potential ) foi gerado, a partir dos orbitais moleculares obtidos pelo procedi-
mento SCF, para os compostos de niimero 5 e 7 (Figuras 3.6 e 3.7). O objetivo da
MEP é localizar regices de maior ou menor potencial eletrostatico na molécula, con-
tribuindo para o melhor entendimento de como se dé a interacao farmaco-receptor.
A regiao de coloracao avermelhada indica um potencial negativo frente a aproxi-
magcao de uma carga pontual positiva. Para ambas as estruturas, a regiao atrativa
se concentra no oxigénio do grupo acetil, sugerindo uma ligacao do tipo hidrogénio

com o residuo Ser200.

Figura 3.7: MEP do composto de nimero 7 do PEM-1 (modelo com solvente).
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3.2 Padrao de Estrutura Molecular 2 (PEM-2)

3.2.1 Calculos sem modelo de solvatacao

O gréafico 3.8 apresenta o melhor resultado encontrado, apds sucessivas
analises conforme critérios mencionados no inicio deste capitulo, para o caso em que
o modelo de solvatagao PCM nao fora utilizado nos célculos de estrutura eletronica
dos compostos pertencentes ao PEM-2. Observa-se um agrupamento em que a sepa-
racao entre o farmaco, individuo de nimero 21, e as estruturas moleculares 5 e 7
(Figura 1.8), em relagdo as duas primeiras componentes principais, é notoriamente
infima. Os descritores identificados como mais apropriados para este agrupamento
sao a carga eletronica do nitrogéenio, o log P, a polarizabilidade e a massa, sendo que
estes dois 1ltimos contribuem mais efetivamente para a PC1, responsavel por cerca

de 79% a respeito da correlagao (veja tabelas 3.8 e 3.9).

2.0
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Figura 3.8: PC2 versus PC1 para o PEM-2 no modelo sem solvente.
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O comportamento dos individuos segue, em geral, as mesmas tendéncias
observadas na distribuigao dos individuos equivalentes (mesmos grupos funcionais)
pertencentes ao PEM-1. As moléculas de 1-10, assim como 14 e 16, permanecem
sempre mais proximas ao donepezil em relacao a PC1 que as demais. As moléculas

11-13, 19 e 20 tendem sempre a ficar mais afastadas.

VARIAVEIS PC1 PC2 PC3
Nitrogénio 0.473556 -0.565433  0.674157
Polarizabilidade 0.548733 0.057172 -0.380736
Massa 0.535855 -0.203155 -0.509396
log P 0.433009 0.797336  0.375590

Tabela 3.8: Peso das variaveis mais significativas para as componentes principais do

PEM-2 no modelo sem solvente.

Autovalor Porcentagem Acumulativo

PC1  3.186763 79.66981 79.66981
PC2  0.580996 14.52490 94.19471
PC3  0.221043 5.52609 99.72080

Tabela 3.9: Autovalores e porcentagens das trés primeiras componentes principais

do PEM-2 no modelo sem solvente.

Assim como para o PEM-1, nao observou-se a formacao de cluster algum
em que a energia do orbital HOMO estivesse inclusa no conjunto de descritores
mais significativos de uma provavel correlacao. A nao ser pelo volume molecular,
os descritores determinantes para o agrupamento sao os mesmos apresentados na
secao anterior referente ao PEM-1, no caso em que também os céalculos de estru-

tura eletronica foram realizados sem solvente (compare tabelas 3.1 e 3.8). Outra



62

similaridade reside no fato de que o log P mostra-se mais expressivo que os demais
descritores para a PC2, responsavel por cerca de 14% da informacao a respeito da

correlacao.

3.2.2 Calculos com modelo de solvatacao

Considerando o modelo de solvatacao PCM nos calculos de estrutura eletro-
nica dos compostos pertencentes ao PEM-2, o melhor resultado encontrado con-
forme os procedimentos adotados esta representado no grafico 3.9. Observa-se que o
individuo que melhor se correlaciona ao donepezil (21) desta vez é a estrutura mole-
cular de nimero 16 (Figura 1.8). Os individuos de nimero 5 e 7, que mostraram-se
muito proximos ao farmaco no modelo sem a presenca do solvente, agora encontram-
se bem afastados em relacao a PC2, para a qual a contribui¢ao da energia do orbital

HOMO ¢ mais expressiva que a contribuicao dos demais descritores.

1.5

1.0 5 19
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Figura 3.9: PC2 versus PC1 para o PEM-2 no modelo com solvente.



63

VARIAVEIS PC1 PC2 PC3
HOMO 0.367352  0.852401 -0.358881
Nitrogénio 0.433330  0.179907  0.873089

Energia Minima -0.479416 0.246280 0.260668
Volume 0.470093 -0.370413 -0.191164

Polarizabilidade 0.475868 -0.207813 -0.066545

Tabela 3.10: Peso das varidveis mais significativas para as componentes principais

do PEM-2 no modelo com solvente.

Autovalor Porcentagem Cumulativo

PC1  4.046394 80.92788 80.92788
PC2  0.577924 11.55847 92.48635
PC3  0.288814 5.77629 98.26264

Tabela 3.11: Autovalores e porcentagens das trés primeiras componentes principais

do PEM-2 no modelo com solvente.

Os descritores identificados como mais apropriados para esta correlagao sao
a energia do orbital HOMO, a carga eletronica do nitrogénio, o minimo de energia
eletronica, o volume molecular e a polarizabilidade (veja tabela 3.10). Contribuem
mais efetivamente para a PC1, responsdvel por cerca de 80% da informacao sobre
a correlagao (veja tabela 3.11), o volume e a polarizabilidade. A energia do orbital
HOMO, juntamente com o minimo da energia eletronica, mostram-se mais expressi-
vas para a PC2. A energia minima surgiu como descritor relevante em todos os
casos analisados e seu valor, correspondente a molécula 16, estd mais préximo do
valor obitdo para o farmaco ativo que as demais estruturas (veja tabela 3.12). J& o
log P, apesar de ter se mostrado significativo na maioria dos casos estudados, nao

aparece quando a dispersao das variaveis ¢ maximizada em relagao ao parametro.
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Tabela 3.12: Donepezil (21) e PEM-2 com respectivos descritores mais significativos

para a correlagao (célculos de estrutura eletronica com modelo de solvente).

Moléculas Polariza- HOMO (u.a.) N (u.a) Energia Eletrénica (u.a) Volume (A4%)

bilidade
(A%)
1 44.85 -6.21 -0.08 -1368.17 1349.55
2 48.80 -6.27 -0.08 -1462.86 1435.98
3 44.85 -6.17 -0.07 -1368.17 1358.18
4 48.80 -6.23 -0.06 -1462.86 1436.96
5 43.02 -6.19 -0.06 -1328.83 1305.39
6 46.96 -6.05 -0.05 -1423.53 1388.55
7 41.95 -6.20 -0.02 -1290.72 1299.25
8 45.90 -6.19 -0.06 -1385.41 1377.03
9 44.49 -6.26 -0.08 -1308.96 1301.72
10 48.35 -6.20 -0.06 -1403.64 1383.67
11 51.61 -6.17 0.15 -1521.83 1502.83
12 55.56 -6.20 0.20 -1616.53 1588.91
13 55.48 -6.23 -0.03 -1501.74 1479.66
14 44.19 -6.42 -0.06 -1215.23 1278.72
15 49.58 -5.90 0.04 -1345.65 1325.56
16 42.31 -6.12 -0.05 -1191.97 1204.42
17 46.75 -5.70 -0.07 -1403.87 1359.22
18 50.06 -5.79 -0.08 -1498.57 1448.08
19 58.24 -5.47 0.36 -1674.30 1607.83
20 61.55 -5.43 0.37 -1769.00 1694.67
21 43.28 -6.14 0.02 -1212.80 1161.11
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Em termos estruturais o individuo de nimero 16 se assemelha mais ao
donepezil do que os individuos 5 e 7. A molécula 16 possui um anel benzénico
heterociclico (ligado a um grupo amino), onde estd concentrado o orbital HOMO
(Figura 3.10), evidenciando o carater elétron doador do composto nessa regido. Este

grupo funcional possivelmente interage com o residuo Trp84 da AChE.

2

HOMO  —8797aY

LUMO  —0.263eV

Figura 3.10: Geometria otimizada e orbitais HOMO e LUMO do composto de
nimero 16 do PEM-2.

O orbital LUMO concentra-se no anel dimetoxi-fenil da molécula 16, pressu-
pondo uma interagao entre este grupo e os residuos aroméaticos do sitio periférico da
AChE. Comparando-se a distribuicao dos orbitais de fronteira nao s6 deste composto
como dos compostos 5 e 7, também do PEM-2, com seus equivalentes (mesmos gru-
pos funcionais) do PEM-1, observa-se uma inversao na distribuigao destes orbitais
de fronteira em relacao as subunidades farmacoféricas. A presenca do grupo car-
boxila para os compostos derivados do acido anacardico parece de alguma maneira
afetar tal distribuicao. E mais, possivelmente, o cardter acido do grupo carboxila
afeta as interagoes ligante-receptor em meio aquoso uma vez que a analise de compo-
nentes principais com o modelo de solvatacao para o PEM-2 apresentou mudancas
bem mais expressivas que para o PEM-1. O agrupamento observado no modelo com
solvente para o PEM-1 alterou-se pouco se comparado ao agrupamento no modelo

sem solvente. O mesmo ja nao se pode dizer para o PEM-2; quando o solvente é
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incluido nos célculos de estrutura eletronica, o cluster envolvendo o farmaco ativo
¢é completamete distinto daquele observado no modelo sem solvente.

O mapa de potencial eletrostatico (MEP) para composto de ntimero 16
(Figura 3.11) indica que ocorre ligacao do tipo hidrogénio entre o oxigénio do grupo
acetil do anel dimetoxi-fenil e o sitio anionico periférico (regiao atrativa, de coloracao
avermelhada) e também entre o nitrogénio do anel benzénico heterociclico e o sitio

catalitico (regido atrativa, de colora¢ao avermelhada).

Figura 3.11: MEP do composto de nimero 16 do PEM-2 (modelo com solvente).



Capitulo 4

Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho, um amplo conjunto de descritores moleculares pode ser de-
terminado para um grande nimero de compostos candidatos a inibidores da AChE:
20 derivados do cardol (PEM-1) e 20 derivados do édcido anacardico (PEM-2). Todas
as geometrias foram exaustivamente estudadas de maneira que a conformacao mais
estavel de cada estrutura molecular foi caracterizada com grande precisao.

A andlise de componentes principais revelou tendéncias em comum entre
os candidatos a inibidores da AChE pertencentes ao PEM-1 e PEM-2. Algumas
estruturas moleculares como 19 e 20, de ambos os padroes estudados, praticamente
nao se correlacionaram com o donepezil em momento algum. Outras mantiveram-se
proximas ao farmaco ativo, ao menos em relagao a PC1, na maioria dos casos. O
trabalho sugere que os compostos 5 e 7, do PEM-1, e 16, do PEM-2, sao potencial-
mente bioativos, haja vista que mostraram-se bem correlacionados com o farmaco
ativo para um conjunto seleto de descritores moleculares e os resultados tedricos
revelaram-se bastante coerentes.

Em meio aquoso, a energia do orbital HOMO surge como propriedade
eletronica importante para a correlagao. Juntamente com a carga atomica do
nitrogénio do grupo amino, o orbital HOMO indica provaveis interagoes ligante-

receptor do tipo w-stacking no sitio anionico periférico da enzima e do tipo ligagao
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de hidrogeénio no bolso acil. Os mapas de potencial eletrostatico dos compostos
sugeridos como potencialmente bioativos auxiliam na identificagao das provaveis in-
teracoes ligante-receptor. O estudo da orientacao preferencial destas interagoes para
a formagao de um complexo estavel (docking) seria uma perspectiva futura.

Em virtude de estudos sisteméaticos de reconhecimento de padroes por meio
de PCA e dos bons valores de variancia obtidos, assim como a observagao de agru-
pamentos envolvendo o farmaco ativo, os descritores definidos como mais apropria-
dos para a correlacao dos candidatos preferenciais de cada padrao com o donepezil
nortearao as analises experimentais que darao continuidade ao presente trabalho.
Um futuro estudo de atividade biolégica revelard a possivel acao terapéutica destes
compostos. Em verdade, pode-se encontrar na literatura estudos de atividade com
o peixe elétrico que indicam a agao terapéutica de compostos anticolinérgicos simi-
lares aos compostos estudados [43], reforgando a tese de que os potenciais candidatos
sugeridos no presente trabalho possivelmente exibem resposta bioldgica.

Ainda existe a perspectiva de verificar a correlacao de outros compostos,
também derivados do liquido da castanha de caju, cujos calculos de estrutura eletro-
nica estao em andamento, com o donepezil e outros farmacos ativos, valendo-se da

metodologia aqui utilizada.



Capitulo 5

Apéndice A - Funcoes de Base
6-3114+G(2d,p)

O conjunto de fungoes de base minimo é a representacao mais simples de
um orbital atémico, compreendendo apenas as fungoes de base necessarias para
acomodar todos os elétrons de um dtomo. Fazer uma diferenciagao entre os elétrons
mais internos e os elétrons da camada de valéncia de um atomo é uma maneira
de construir-se um conjunto de fungoes de base mais acurado. Bastante difundido
em célculos de estrutura eletronica, o conjunto de fungoes de base 6-311+G(2d,p)
[31] é construido de maneira que os orbitais internos (core) sejam representados
em termos de seis fun¢oes Gaussianas primitivas. Ja para os atomos de maior
nimero atomico de uma molécula, sao usadas trés Gaussianas para representar os
orbitais de valéncia. E para os atomos de menor niimero atomico, usa-se uma fungao
Gaussiana para os orbitais de valéncia mais internos e outra funcao Gaussiana para
os orbitais de valéncia mais externos. Considerando que a molécula se encontre
em uma regiao onde ha presenca de campo elétrico, a distribuicao de cargas em
torno do nicleo atomico torna-se assimétrica. Para contemplar este efeito, introduz-
se funcoes de base polarizadas do tipo d para representar atomos mais pesados

(L; a F) e do tipo p para os atomos de hidrogénio originando assim, o conjunto
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de fungoes de base chamado 6-311+G(2d,p). O sinal “4” indica que as Gaussianas
usadas para construir os orbitais dos atomos mais pesados sao do tipo mais difusas,
que descrevem melhor densidades eletronicas mais delocalizadas.

O uso do conjunto de fungoes de base 6-311+G(2d,p) nos calculos de estru-
tura eletronica dos candidatos a inibidores da AChE deste trabalho ja justifica-se
pelo fato desta base ser bastante extensa, sendo suficiente para descrever os sistemas
em questao. Ademais, em estudos anteriores a este, também envolvendo modelagem
molecular de outros compostos candidatos a inibidores da AChE [43, 44], outras
bases foram empregadas nos calculos de estrutura eletronica e aquela que conduziu
aos resultados mais bem sucedidos fora a base 6-311+G(2d,p), motivando sua es-

colha para a modelagem deste trabalho.



Apéendice B

Artigo aceito para publicagao.
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