UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUDAMENTAL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
v vy

Aluizio Galdino da Silva

Estudos de QSAR e Docking Molecular de Compostos Oxadiazélicos e

Tiossemicarbazonicos como Agentes Larvicidas para o Aedes Aegypti.

Recife
2015


http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.biologia.ufrj.br/labs/labvert/UFPE.jpg&imgrefurl=http://www.biologia.ufrj.br/labs/labvert/equipe.htm&h=450&w=350&sz=14&hl=pt-BR&start=3&tbnid=F-kSH8Cf-Lo-0M:&tbnh=127&tbnw=99&prev=/images?q=UFPE&gbv=2&svnum=10&hl=pt-BR

Aluizio Galdino da Silva

Estudos de QSAR e Docking Molecular de Compostos Oxadiazdlicos e

Tiossemicarbazonicos como Agentes Larvicidas para o Aedes Aegypti.

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduagcdo em Quimica da UFPE como parte

dos requisitos para a obtencdo do titulo de
Doutor em Quimica.

Area de concentracéo: Fisico-Quimica

Orientador: Prof. Dr. Mozart Neves Ramos.
Co-Orientador: Prof. Dr. Jodo Bosco Paraiso da Silva.



Catalogagéo na fonte
Bibliotecaria Elaine Freitas CRB4-1790

S586e  Silva, Aluizio Galdino da
Estudos de QSAR e Docking Molecular de Compostos
Oxadiazodlicos e Tiossemicarbazbnicos como Agentes Larvicidas
para o Aedes Aegypti. / Aluizio Galdino da Silva . — 2015.
218 f.: fig., tab.

Orientador: Mozart Neves Ramos

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco.
CCEN. Quimica fundamental. Recife, 2015.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Aedes aegypti. 2. QSAR. 3. Docking molecular. 4. Atividade
larvicida. . Ramos, Mozart Neves (orientador).). Il. Titulo.

541 CDD (22. ed.) UFPE-FQ 2019-08




ALUIZIO GALDINO DA SILVA

Estudos de QSAR e Docking Molecular de Compostos Oxadiazoélicos e

Tiossemicarbazonicos como Agentes Larvicidas para o Aedes aegypti

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo no Departamente de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para a
obtengao do titulo de Doutor em Quimica.

Aprovada em: 02M2/2015

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Alfredo Arnébio de Souza Gama

Departamento de Quimica Funaamental
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Carlos Alberto Montanari
Instituto de Quimica de Sdo Zarlos
Universidade de S&o Paulo

Profa. Dra. Kaline Rabelo Coutinho
Instituto de Fisica
Universidade de S&o Paulo

Prof. Dr. Marcelo Zaldini Hernandes
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Jodo Bosco Paraisc da Silva
Departamento de Quimica Funcamental
Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por ter me dado a vida e me ajudado a superar todos
os obstaculos, e aos meus pais pelos sacrificios feitos em prol da minha educacédo, tanto
escolar como domestica.

Aos meus orientadores, professor Mozart Neves Ramos e Jodo Bosco Paraiso da Silva,
pelas discussdes, paciéncia, amizade, sugestdes e pela grande ajuda na realizacdo deste
trabalho.

Ao professor do DQF Benicio de Barros Neto (in memorian), pelas excelentes aulas de
quimiometria.

Ao professor Marcelo Zaldini, pelas sugestdes e pelas aulas da disciplina: Modelagem
Molecular em Sistemas de Interesse Biologico, que sem duavidas ajudaram muito na
construcgdo deste trabalho.

A professora Daniela Navarro, pela amizade, ensinamentos e conselhos.

Ao pessoal do LQTC, pelas sugestdes e discussoes.

N&o podia deixar de agradecer também a Maurilio e a Patricia, principalmente pela
paciéncia e ajuda nos momentos mais dificeis.

E a todos do Departamento de Quimica Fundamental, que ajudaram de forma direta ou
indireta, na elaboracédo desse trabalho.

A CAPES pela bolsa concedida.



RESUMO

Neste trabalho apresentamos os resultados de um estudo tedrico envolvendo as
relagcbes quantitativas estrutura-atividade (QSAR) e docking molecular para trés classes de
compostos possuindo atividades contra as larvas do Aedes aegypti, vetor transmissor da
dengue e febre amarela, no estagio L4. Essas séries compreendem dezessete derivados aril- e
fenoximetil tiossemicarbazénicos; nove derivados &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propibnicos e quatorze derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila. Os
estudos de QSAR indicaram que a alta atividade larvicida desses compostos estava
relacionada com descritores eletrénicos (momento de dipolo e cargas atbmicas) e hidrofobicos
(m e logP). A partir desses estudos, foi possivel desenvolver modelos matematico capazes de
prever novos derivados mais ativos que aqueles empregados nos conjuntos de treinamento. Os
compostos propostos foram sintetizados e suas atividades observadas confirmaram as nossas
previsdes. Estudos de Docking molecular foram realizados para um alvo em potencial, a
proteina AeSCP-2. As atividades larvicidas in vivo para 0s nossos compostos (-log (1/LCso)),
variaram como uma funcao energia de ligacdo obtida in silico. Nossos resultados indicaram
gue 0s compostos mais potentes sdo, geralmente, aqueles com as maiores energias de ligacéo,
ou seja, maior afinidade, in silico, com o sitio ativo da proteina AeSCP-2. A partir desse
estudo, um novo composto juntando as principais caracteristicas de cada série foi previsto
exibindo uma atividade larvicida maior que de todos os derivados previamente estudados

nesse trabalho.

Palavras-chave: Aedes aegypti. QSAR. Docking molecular. Atividade larvicida. AeSCP-2.



ABSTRACT

In this work we present the results of a theoretical study involving the quantitative
structure-activity relationships (QSAR) and molecular docking for three series of compounds
showing larvicidal activities against Aedes aegypti larvae, the vector of dengue and yellow
fever in L4 stage. These series include seventeen ary- and phenoxymeyhyl-
(thio)semicarbazones; nine 3-(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl) -propionic acids and fourteen
methyl 3-(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl) propanoates derivatives. The QSAR studies have
indicated that the high larvicidal activity for these compounds was related to electronic
(dipole moment and atomic charges) and hydrophobic (= and logP) descriptors. From these
studies it was possible to develop mathematical models able to predict new more active
derivatives than those employed in training set. The proposed compounds were synthesized
and their observed activities have confirmed our predicitons. Molecular docking studies were
performed for a potential target, the protein AeSCP-2. The in vivo larvicidal activity of our
compounds (-Log (1/LCso)) changed as a function of the binding energy obtained in silico.
Our results indicated that the most potent compounds are in general those with the highest
binding energies, i.e. those with the highest in silico affinity to the active site of AeSCP-2.
From the studies, a new compound joining the principal features of each serie was predicted

to exhibit a larger larvicidal activity than all previous derivatives studied in this work.

Keywords: Aedes aegypti. QSAR. Molecular docking. Larvicidal activity. AeSCP-2.
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1 INTRODUCAO

1.1 QUIMICA MEDICINAL

A necessidade de desenvolvimento de novos compostos quimicos, que sejam
eficazes em combater ou prevenir enfermidades que ainda ndo possuem um tratamento
especifico, e que possibilitem substituir os existentes atualmente a custos menores e
dotados de menos ou menores efeitos colaterais, sdo alguns dos aspectos que
permanentemente estimulam a comunidade cientifica por novas pesquisas. Muitos destes
compostos, com potencial para beneficiar a salde humana, sdo oriundos de prot6tipos
advindos de produtos naturais, especialmente de espécies vegetais, que tém possibilitado,
ao longo dos anos, a descoberta de inameras moléculas que apresentam atividade biologica
(CECHINEL FILHO et al., 2003). Neste aspecto, vale ressaltar que a sintese organica
também tem contribuido significativamente, para 0s principais compostos existentes
atualmente no mercado que possam trazer algum beneficio a saiude humana (CECHINEL
FILHO et al., 2003).

A quimica medicinal possui um papel importante nesse ambito pois, compreende o
planejamento racional de novas substancias bioativas, envolvendo, a sintese ou
modificacdo da estrutura molecular de um composto, o isolamento de principios ativos,
elucidacdo ou confirmacdo da estrutura molecular, caracterizacdo das propriedades fisico-
quimicas, determinacédo da atividade bioldgica, exploracdo da atividade no nivel molecular
e 0 estudo das relacdes entre estrutura quimica e atividade biologica (MONTANARI,
1995). Deste modo o desenvolvimento da quimica medicinal requer a contribuicdo de
diversas areas de conhecimento, tais como: biofisica, biologia molecular, bioquimica,
clinica médica, estatistica, fisico quimica, fisiologia, matematica, neurobiologia, patologia,
quimica bioldgica, quimica inorgéanica, quimica organica, informatica e quimica quantica
(AMARAL; MONTANARI, 2002).

A resposta bioldgica provocada por um composto bioativo ocorre por meio de
interacdes ligante-bioreceptor que sdo dependentes da estrutura quimica de ambas as partes
interagentes. A Figura 1, mostra de uma forma geral, as interacfes entre uma enzima e seu
substrato, pelo modelo “chave-fechadura” proposto por Emil Fischer. Essa no¢do de
complementaridade pode ser aplicada a interacdo entre farmacos e seus respectivos

receptores bioldgicos.
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Figura 1 - Representacdo do modelo chave fechadura e do processo de reconhecimento do ligante por seu
receptor biolégico (BARREIRO; FRAGA, 2001).

Estas interacbes podem ser monitoradas através das propriedades fisico-quimicas
das espécies envolvidas. Estas propriedades expressam caracteristicas tanto do bioreceptor
como da molécula ligante quanto suas naturezas eletrénicas, lipofilicas, de estabilidade
termodinamica, dentre outras. Neste aspecto, a modificacdo da estrutura molecular de um
composto bioativo resulta em alteracdes nas suas propriedades fisico-quimicas e, por
conseguinte em sua absorcao, biodisponibilidade, metabolismo e excrecdo e, assim, na sua
atividade biol6gica(BARREIRO; FRAGA, 2001; KATZUNG, 1993; TAVARES, 2004).

As propriedades fisico-quimicas (ou descritores), principalmente no que diz
respeito ao desenvolvimento de novos agentes farmacologicos, podem ser usadas para
classificar e quantificar as contribuicGes das mudangas na estrutura quimica sobre a
atividade bioldgica. Neste contexto, o conhecimento dos valores de cada descritor, permite
estimar a contribuicdo do mesmo frente a atividade biolégica do composto em
estudo(SCHULTZ et al., 2003; TAVARES, 2004).

A avaliacdo da importancia dos descritores moleculares numa determinada
atividade bioldgica € realizada por meio de estudos das relacdes estrutura- atividade, SAR
(do inglés, Structure-Activity Relationship), ou através das relac6es quantitativas estrutura-
atividade, QSAR (do inglés, Quantitative Structure-Activity Relationship). As andlises
SAR, compreendem as relacdes entre a estrutura quimica e a atividade biologica de ordem
qualitativa ou semi-quantitativa, enquanto, as anlises QSAR estas relagbes sdo de ordem

quantitativa e ocorrem por meio da obtencdo de modelos matematicos, que envolvem
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descritores de uma série de compostos com estruturas quimicas semelhantes (compostos
homdlogos) contendo em comum um ou mais grupo(s) farmacoférico(s) e, diferindo entre
si por um ou mais grupos substituintes em determinadas posi¢des na estrutura molecular.
Estas analises sdo aplicadas para a investigacdo da ocorréncia de correlagcdo quantitativa
entre determinados descritores fisico-quimicos (e.g. lipofilico, eletrbnico e estérico) e
propriedades fisico-quimicas, QSPR (do inglés, Quantitative Structure-Property
Relationship), ou entre os descritores e a atividade bioldgica (QSAR) (GAUDIO, 1996;
TAVARES, 2004).

A ideia que a atividade bioldgica depende da estrutura quimica de uma molécula
remonta a segunda metade do século XIX, quando Crum-Brown & Fraser, em 1868,
propuseram que a atividade bioldgica era uma funcdo da constituicdo molecular
(GAUDIO, 1996).

Meyer, em 1899, e Overton, em 1901, concluiram, independentemente, que o efeito
narcotico apresentado por diversos compostos ndo ionizados era dependente do coeficiente
de particdo cloroformio-agua e que a atividade narcética observada possuia correlagdo
linear com o aumento do coeficiente de particdo (GAUDIO, 1996).

Hansch e colaboradores em 1962 (HANSCH et al., 1962), estudando uma série de
derivados de acidos fenoxiacéticos, concluiram que modelos matematicos obtidos a partir
de estudos QSAR, que combinavam parametros fisico-quimicos relativos aos efeitos
eletrénicos, hidrofobicidade e estereoquimica, eram fundamentais para descrever a
atividade biologica. Desde a introducdo do composto quimico no organismo de um ser
Vivo até o aparecimento da resposta biologica, varios fendmenos ocorrem. A partir disso,
certas propriedades intrinsecas do composto quimico e do receptor irdo determinar a
natureza das interac6es que irdo ocorrer entre os dois. Cada contribuicdo é representada por
uma constante de substituinte e a atividade biologica do conjunto de compostos é ajustada

através de um modelo linear multidimensional do tipo:

1
Log (E) =alogP+bo+cE;+d Equacdo 1

onde a dependéncia da atividade bioldgica com a lipofilicidade é linear, ou do tipo

1
Log (E) = —a(logP)* + blogP+co+dE +e Equacéo 2
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onde a dependéncia da atividade bioldgica em relacéo a lipofilicidade obedece ao modelo
parabolico. Nas equacbes 1 e 2, logP é o coeficiente de particdo octanol/agua, (o) é a
constante eletronica de Hammet, Es é a constante estérica de Taft do substituinte e C é a
concentra¢do molar do composto que produz a resposta bioldgica. As constantes a, b, ¢, d e
e sdo os coeficientes obtidos, por exemplo, através de analise de regressdo linear multipla.

A hidrofobicidade é uma propriedade fisico-quimica que, em geral, desperta um
grande interesse em estudos QSAR. Este fato ocorre porque a hidrofobicidade tem a
funcdo de avaliar a solubilidade dos compostos, nos processos de absor¢do (KATZUNG,
1993). Em consequéncia, sugere-se que a hidrofobicidade interfere na habilidade do
farmaco de acdo especifica em atingir e ligar-se ao sitio receptor, interacdo que €
responsavel pela resposta biologica, e também exerce influéncia sobre a intensidade desta
atividade (KATZUNG, 1993).

Entre os descritores estruturais que expressam a hidrofobicidade, destacam-se: o
logaritmo decimal do coeficiente de particdo octanol-4gua (logP), a constante lipofilica de
Hansch () ¢ a constante f de Rekker(HANSCH et al., 1962; MANNHOLD et al., 1999).
No entanto, somente 0 uso de descritores experimentais ndo garante uma boa funcédo
resposta (atividade biologica), pois esses descritores, geralmente, ndo estdo disponiveis
para alguns substituintes. Portanto, muitas vezes descritores sdo obtidos através de calculos
tedricos.

Com o avanco computacional, a quimica tedrica-computacional passou a contribuir
de forma mais significativa no planejamento racional de compostos com propriedades
biologicas, através dos métodos de modelagem molecular. Esses métodos consistem, em
um conjunto de ferramentas computacionais que sdo utilizadas na compreensao de fatores
estruturais e eletronicos de uma molécula ou de um conjunto de moléculas. Entre as
caracteristicas estruturais estdo a torsdo angular, o volume e as distancias intra- e
intermoleculares. As caracteristicas eletrénicas por sua vez, compreendem o efeito indutivo
e mesomérico, valores de cargas atbmicas e energia dos orbitais de fronteira HOMO (do
inglés, highest unuccopied molecular orbital) e LUMO (do inglés, lowest occupied
molecular orbital), da molécula (HOLTJE, 2008).

A conformacdo molecular esta relacionada a posicao espacial dos atomos numa
molécula, associado a um certo valor de energia e pode ser sondada através de técnicas de
modelagem molecular. A computagdo, por meio de métodos de quimica quéntica (QQ) ou

de mecénica molecular (MM) de diferentes conformagdes moleculares obtidas pela
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variagdo de angulos de ligacdo, angulos torsionais (ou diédricos) e de distancia de ligacao
definem a chamada anélise conformacional. Apesar de ndo haver garantias que a(s)
molécula(s) no meio biolégico encontra(m)-se na geometria de menor energia, algumas
propriedades estruturais como a torséo angular, volume e distancia intramoleculares, séo
normalmente determinadas a partir da conformacdo de menor energia obtida numa
avaliacdo conformacional realizada.

O comportamento e as caracteristicas de uma determinada molécula ou de um
conjunto de moléculas pertencentes a uma série homéloga (que possuem uma unidade
farmacoférica em comum), podem ser investigados através de ferramentas quénticas e
classicas (ANDREONI, 2002; BECK; CLARK, 1998), tendo a quimica quéntica um
carater especial na obtencdo de descritores que podem, a principio, expressar as
propriedades energeéticas, geométricas e eletrénicas de uma molécula, e suas interacdes
com o meio ou com um bioreceptor. Estes estudos fornecem vérias propriedades que
podem ser Uteis no planejamento de farmacos, pois podem ajudar a explicar relagdes entre
a estrutura molecular e a atividade biologica. Desta forma, tais metodologias se apresentam
como ferramenta relevante no processo de planejamento e desenvolvimento de novos
agentes farmacologicos.

Ao longo dos anos, o grupo de pesquisa ao qual esta tese estd inserida vem
desenvolvendo estudos QSAR em compostos com diversas atividades bioldgicas, tais
como, atividades antitumorais (RAMOS; PEREIRA, 1986), hipolipidémica (CHAPMAN
et al., 1983; CHAPMAN; COCOLAS; HALL, 1979; COUTINHO-NETO et al., 1993;
HALL et al., 1984; RAMOS; NETO, 1990; WYRICK et al., 1984) e anti-inflamatoria
(SILVA et al.,, 2008), utilizando para isso, célculos de quimica quéntica e analises
estatisticas multivariadas que compreendem técnicas de regressao linear maltipla (RLM ou
MLR, do inglés: Multiple Linear Regression), analise de componentes principais (ACP ou
PCA, do ingles: Principal Component Analysis) e regressdo de minimos quadrados parciais
(RMQP ou PLS, do inglés: Partial Least Square).

Em 1986 Ramos e colaboradores (RAMOS; PEREIRA, 1986), realizaram estudos
QSAR de uma série de 15 derivados de 3,3-dimetil-1-feniltriazeno (Figura 2), utilizando
para isso céalculos de orbitais moleculares semi-empiricos MNDO. Esses estudos
envolveram célculos de pardmetros de natureza eletronica e analise conformacional e
também foram utilizados parametros empiricos como, o sigma de Hammet (o) e o

parametro lipofilico de Hansch ().
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Substituintes (X) (PC130)*
1.H 3,42
2. m-CHjs 3,37
3. p-CN 2,91
4. m-Cl 3,16
5. m-CF3 3,18
N X ,(\3|)/ CHs 6. m-COzH 3,01
N7 tep, 7. m-SCHs 3,33
X @ 8. p-F 3,24
9. p-n-CsHy 3,56
10. m-NHCOCHjs 3,45
11. p-COC¢Hs 3,16
*pC130 — Atividade antitumoral 12. p-CeHs 343
13. p-CH=CHCO,H 2,79
14. p-NO; -
15. p-NH; -

Figura 2 - 15 derivados de 3,3-dimetil-1-feniltriazeno.

Utilizando a técnica de regressao linear maltipla, Ramos e colaboradores (RAMOS;
PEREIRA, 1986), encontraram que a atividade antitumoral (pCiszo) dessa classe de
compostos era diretamente dependente da energia do orbital LUMO (eLumo), OU Seja, essa
atividade bioldgica aumentava a medida que a energia do LUMO desses compostos fosse

mais negativa (equacao 3).

pC130 = 3, 510 + 0, 173£LUM0
Equacéo 3
(n=10, R=0,87 e F = 24,92)

Também foram realizadas analises de regressbes entre a toxicidade desses
derivados e os descritores utilizados, mas nenhuma correlacéo significativa foi encontrada.

Uma das séries de compostos mais estudada por nosso grupo de pesquisa
compreende a série de derivados de ftalimidas e ftalimidas N-substituidas, onde suas
atividades hipolipidémicas foram reportadas por Hall e colaboradores (CHAPMAN et al.,
1983; CHAPMAN; COCOLAS; HALL, 1979; HALL et al., 1984; WYRICK et al., 1984).
Nesse trabalho foi relatado que essa classe de compostos se mostrava efetiva na reducdo

dos niveis de colesterol e triglicerideos em roedores, em doses relativamente baixas de 20
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mg/Kg/dia, apds 16 dias de administracdo da droga respectivamente. Os estudos referidos
por Hall e colaboradores, levaram Ramos e Neto (RAMOS; NETO, 1990) a realizarem o
primeiro estudo das relagbes quantitativas estrutura-atividade (QSAR) em oito derivados
de ftalimidas (Figura 3). Foi observado que pequenas alteracGes estruturais na ftalimida
(derivado 1), levavam a mudancas significativas na atividade desses derivados, como por
exemplo, a troca da carbonila da ftalimida (derivado 1) por um grupo NH (derivado 4) faz
com que a reducdo do nivel de colesterol, em 16 dias, diminuisse de 43% para 20%. O
mesmo foi observado para a reducdo do nivel de triglicerideos, em 16 dias, diminuindo de
56% para 25%.

Substituintes Reducéo (%)
R: R %C6 %Tis6
0] 1.CO NH 43 56
// 2. CH, NH 13 22
3. CNH NH 44 41
/Rl 4. NH NH 20 25
R> 5. CO CH(CzHs) 40 37
%C16 — Colesterol 16 dias 6. CO CH> 40 21
%T1s — Triglicerideos 16 dias 7. CNH CH; 38 41
8. CO CHCHz3 42 39

Figura 3 - Oito derivados de Ftalimidas.

Neste trabalho foi utilizado o método computacional semi-empirico AM1 no
calculo dos descritores moleculares, tais como energia dos orbitais HOMO e LUMO,
cargas atdbmicas e momento de dipolo. A partir de um ajuste linear dos dados (utilizando a
MLR), Ramos e Neto (RAMOS; NETO, 1990), encontraram que a reducdo do nivel de

colesterol era diretamente dependente da energia do orbital LUMO, equacéo (4).

pC16 = 2, 024 + O, 2678LUM0
(n=8 R=0,905 ¢ F = 27,15)

Equacéo 4

No que se refere a reducdo dos niveis de triglicerideos no sangue, a atividade ndo soO
dependia da energia do LUMO, mas também da polaridade verificada na carbonila do anel

de cinco membros, conforme a equacao (5).

Equacdo 5
pT14 = Z, OOZ + 0, 1408LUM0 - Z, 714qco

(n=8,R=0,902¢F = 10,94)
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A partir das equagdes obtidas, foi possivel planejar dois novos derivados de ftalimidas,
que foram previstos teoricamente como mais ativos do que aqueles estudados
originalmente pelo grupo da Profa. Hall.

Motivados por esse estudo anterior, Coutinho-Neto e colaboradores (COUTINHO-
NETO et al., 1993) estenderam o estudo de QSAR para as N-fenilftalimidas e seus

derivados (Figura 4).

Substituinte Reducéo (%0)
(R) %C1s %T14
1. H 43 39
@) 2: 0- COCHs 57 44
J 2 R 3: m-COCHs 16 26
N @ 4: p-COCHjs 45 34
\\ 5. 0-CoHs 3 8
@) 6: m-CyHs 18 5
%C1s — Colesterol 16 dias 70 p-CaHs 11 4
%T14 — Triglicerideos 14 dias 8. 0-COCH 23 21
8: m-COOH 31 29
10: p-COOH 47 42

Figura 4 - Atividades hipolipidémicas de N-fenilftalimida e seus derivados.

Embora sendo estruturas mais complexas, esse estudo exigiu uma analise conformacional,
envolvendo barreira de rotacdo, e obtencdo de descritores moleculares como: energia de
orbitais de fronteiras HOMO e LUMO, momentos de dipolo e cargas atdmicas, além do
parametro lipofilico =. A partir da utilizacdo dos métodos de regressdo linear maltipla e
regressao de minimos quadrados parciais, encontraram que a reducdo do nivel de colesterol
e triglicerideos era diretamente dependente do descritor @, ¢ da carga do carbono 1

(equacdes (6) e (7)):

Ci6=2,0714+0,074r — 2,984qC .
P16 i 1 Equacdo 6
(n=10.R=0.84 ¢ F = 7.50)
pT1s = 1,957 + 0,087 — 1,207qC; Equacio 7
(n=10,R=0,87 ¢ F = 10,6)
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A partir dessas equacdes, foi possivel planejar cinco novos agentes hipolipidémicos,
teoricamente mais eficazes do que aqueles determinados experimentalmente. Entre os
compostos planejados, o derivado 0—NO se mostrou o mais ativo entre 0s demais.

Em 2008, Silva e colaboradores (SILVA et al., 2008) estudaram a atividade anti-
inflamatoria (AA) de oito derivados de 4-amino-2,6-diarilpirimidina-5-carbonitrila (Figura
5), onde foram, empregados célculos de estrutura eletronica B3LYP/6-31G(d,p) e AM1

para o calculo de descritores eletronicos.

15 17
16
R3
Compostos AA (%) R: R> Rs

1 4,9 cl cl OCHs |
2 10,9 H F OCHs |
3 17,1 H cl OCHs |
4 20,3 Cl o H |
5 20,7 H cl H |
6 38,7 H H H |
7 473 H F H |
8 478 H OCHs OCHs I

Figura 5 - Atividade anti-inflamatoria de oito derivados de 4-Amino-2,6-diarilpirimidina-5-carbonitrila.

Para a obtencdo dos modelos matematicos, foram empregadas técnicas de regressao

nas componentes principais, cuja equacdo obtida é mostrada abaixo:

AA = 25,96(+3,54) — 9,75t,
(n=8, R?=0,68, F = 12,97, p= 0,011)

Equacédo 8
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onde, to representa os scores da segunda componente principal, PC2. Os dados obtidos
indicaram que compostos potencialmente mais ativos deveriam estar associados a baixos
scores em PC2. A partir desses estudos duas novas moléculas foram previstas. Uma dessas
moléculas, tendo o grupo metoxila substituido na posicdo R, apresentou uma atividade
anti-inflamatoria prevista pelo método AM1 de 52,3%. Em concordancia com a previsdo
tedrica, essa molécula, quando sintetizada, apresentou uma atividade experimental de
52,8%.

Em 2012, Silva e Ramos (SILVA; RAMOS, 2012) publicaram um estudo QSAR da
atividade hipolipidémica de 16 derivados de 2-fenilindan-1,3-dionas (Figura 6), onde esses
derivados foram separados em um conjunto de treinamento (13 compostos) e outro de teste
(3 compostos). Nesse trabalho foi utilizado o método AM1, utilizando tanto o método da
molécula isolada, assim como, o efeito solvente. Nesse ultimo caso foi utilizado o modelo
COSMO (do inglés, Conductor-like Screening Model), usando a agua como solvente.
Alem do calculo dos descritores eletronicos, foi incluido também nas matrizes de dados,

descritores de hidrofobicidade, tais como logP e 7.

Compostos (%Cis) (%T1s)
H 40+2 404
0-CHjs 31+3 51+1
m-CHs 29+3 49+4
p-CHs 35+3 58+2
R o-Cl 4414 453
m-Cl 404 30+3
p-ClI 37£3 53+2
0-COOH 2212 48+4
p-OCH2CH3 4112 19+4
p-COCH 2212 05+2
%C16 — Colesterol 16 dias 0-OCHs 28+2 5243
%T16 — Triglicerideos 14 dias m-OCHs 3345 45+4
p-OCHs 41+3 58+4
2,4-dicloro* 27+6 1345
3,4-dimetoxi* 3143 3448
3,4-dicloro* 165 11+4

Figura 6 - Atividades hipolipidémicas de dezesseis derivados de 2-fenilindan-1,3-dionas.
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Apobs um estudo estatistico, utilizando para isso MLR e PCA, foi encontrado que a
reducdo dos niveis de colesterol era diretamente dependente da carga atdmica do

hidrogénio 10, adotando a numeracao da Figura 6.

pCie = 4,71(+0,67) — 20,66(+4,37)qH
(n=13,R=-0,82, F = 22,38 e s = 0,060)

Equacdo 9

J& no caso da reducdo dos niveis de triglicerideos no sangue, 0s resultados
revelaram que essa atividade dependia do momento de dipolo, ou seja, quanto menor for
esse descritor, mais ativo serd o derivado no que concerne a reducdo dos niveis de

triglicerideos, como mostra a equacéo (10).

pT16 = 2,31(£0,26) — 0,19(+0,06)
Equacédo 10
(n=13,R=-0,66,F=8,66€5=0,23)

A partir das equagOes obtidas, foi possivel planejar um novo derivado de 2-fenilindan-1,3-
diona, teoricamente mais ativo do que aqueles estudados pelo grupo da Profa. Hall.

De acordo com o0 exposto acima, pode-se observar que estudos QSAR
desenvolvidos nas ultimas trés décadas no grupo de pesquisa em que esta tese esta inserida,
foram bem sucedidos para interpretar resultados conhecidos e para propor derivados
potencialmente mais ativos em diferentes classes de compostos. Isto, portanto, nos motivou
a empregar esta estratégia em um dos grandes desafios atuais da sadde publica brasileira: a
dengue (ALLWINN, 2011; BEEBE et al, 2009; KYLE; HARRIS, 2008; PINAZO
DELGADO, 2008).

1.2 DENGUE

A dengue € caracterizada como uma doenga viral, que tem como agente causador,
um arbovirus, pertencente ao género Flavivirus da familia Flaviviridae. A enfermidade é
transmitida pelo mosquito Aedes aegypti (GUZMAN:; KOURI, 2002).

A dengue é uma doenca caracteristica de regides tropicais e subtropicais, onde as
condicBes ambientais facilitam o desenvolvimento do vetor (JANSEN; BEEBE, 2010),
como mostrado na Figura 7. Estima-se que, anualmente, mais de 100 milhdes de pessoas
sejam infectadas pelo virus da dengue em todo mundo, sendo 25 mil casos levando a ébito
(WILDER-SMITH; SCHWARTZ, 2005).
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Figura 7 - Regi0es sujeitas a transmissédo de dengue. (JANSEN; BEEBE, 2010) .

O ciclo epidemioldgico da dengue é principalmente urbano, e a capacidade de
transmissdo € maior em areas mais populosas, nos quais 0s humanos sdo 0s hospedeiros e 0
mosquito € o vetor. O processo de transmissao ocorre, quando a fémea da espécie vetora é
contaminada ao picar um individuo infectado na fase virémica da doenca.

O arbovirus pode causar epidemias, as quais constituem um dos maiores problemas
de saude publica no pais, que tem como sintomas: febre alta, erupcdes ou manchas
cutaneas avermelhadas, cefaléias e mialgias intensas. A dengue apresenta quatro sorotipos?
diferentes (DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4) que podem causar desde a dengue classica
(sintomatica ou assintomatica), até formas mais graves e letais, como a dengue
hemorragica. A infeccdo por um destes sorotipos causa imunidade permanente para o
mesmo sorotipo, mas somente imunidade parcial e temporaria contra os outros trés (DE
ARAUJO et al., 2009).

A dengue na sua forma classica se inicia com o ciclo de replicacdo viral, com a
disseminacdo do virus no organismo do individuo infectado. Os primeiros sintomas como
febre e dor de cabeca surgem apds um periodo que pode variar de 2-10 dias, seguido com
intensas dores musculares. Nesta forma classica o risco de morte é baixo, mesmo sem

tratamento especifico, porém normalmente ocorre afastamento das pessoas das suas

aSorotipo - O sorotipo se refere a grupos de micro-organismos afins (isto é, causadores de uma mesma
doenca), sendo que cada um deles € determinado pela presenca de um antigeno diferente. Por exemplo, se
mais de um micro-organismo é responsavel por causar a dengue, e eles podem ser detectados e distinguidos
por métodos imunoldgicos, eles podem ser identificados como sorotipo 1, sorotipo 2 e assim por diante.
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atividades diarias (FIOCRUZ, 2012; GUZMAN; KOURI, 2002). Ja no caso da dengue
hemorragica, os sintomas sdo bem mais acentuados, como febre alta, ocorréncia de
vOmitos, manifestacdes hemorréagicas e insuficiéncia respiratéria. A letalidade €
significativamente maior do que na forma classica (JACOBS, 2005).

Os primeiros relatos historicos sobre a dengue no mundo mencionam a ilha de Java,
em meados de 1779 (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Nas Américas, a doenca €
relatada hd mais de 200 anos, com epidemias nas regifes do Caribe e nos Estados Unidos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

A primeira epidemia com confirmacéo laboratorial no Brasil ocorreu em Boa Vista,
Roraima, no ano de 1982, tendo sido isolados, os sorotipos DEN-1 e DEN-4 (OSANAI et
al., 1983). Em 1986 ocorreu outro surto de epidemia no estado do Rio de Janeiro, com a
identificacdo do sorotipo DEN-1, onde a doenca tomou grande destaque na midia da época
(NOGUEIRA et al., 1988). No ano seguinte, Minas Gerais, S&do Paulo, Pernambuco, Bahia,
Alagoas e Ceara também foram afetadas por epidemias associadas ao sorotipo DEN-1. No
ano de 1990, surgiram o0s primeiros registros de dengue hemorragica no estado do Rio de
Janeiro, tendo sido detectada a presenca do sorotipo DEN-2 (NOGUEIRA et al., 1990).

Atualmente, a dengue esta presente nos 26 estados brasileiros e no Distrito Federal,
sendo as regides Nordeste e Sudeste responsaveis por 86% dos casos (CAMARA et al.,
2007). Nos ultimos 20 anos, quatro grandes epidemias de dengue foram registradas no
Brasil: em 1998, com a predominancia do sorotipo DEN-1; em 2002, com a predominancia
do sorotipo DEN-3; em 2008, com a predominancia do sorotipo DEN-2 e, por fim, em
2010, com a predominancia do sorotipo DEN-1 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011),
chegando a quase 1 milh&o de casos registrados (PORTAL BRASIL, 2010).

No estado de Pernambuco, os primeiros casos de dengue, associados ao sorotipo
DEN-1, foram confirmados em 1987, em 32 dos 184 municipios que comp@e o estado,
entre eles Recife e Jaboatdo dos Guararapes. De janeiro a marco de 2011 as 10 cidades de
Pernambuco com o maior nimero de casos registrados de dengue foram: Afogados da
Ingazeira, Sdo José do Egito, Itaquitinga, Jatauba, Condado, Carnalba, Fernando de
Noronha, Limoeiro, Salgueiro e Timbatba (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Uma possivel estratégia adotada contra essa doenca € compreender o papel do vetor

transmissor.
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1.3 O VETOR DA DENGUE: AEDES AEGYPTI

O Aedes aegypti € um mosquito essencialmente urbano, que vive no interior e em
volta dos domicilios, ou em local de grande movimentagdo de pessoas, onde as fémeas da
espécie tém uma maior possibilidade de alimentacdo e disponibilidade de mais criadouros
(pneus, latas, recipientes de garrafas, cisternas destampadas, etc) para desovar. Quando
adulto mede aproximadamente 0,5 cm de comprimento, e apresenta uma coloracao preta e
pequenas manchas brancas, nas pernas e no dorso (Figura 8).

Figura 8 - Aedes aegypti.

Os mosquitos se desenvolvem através de metamorfose completa e o ciclo de vida
do Aedes aegypti dividi-se em quatro estagios de desenvolvimento: ovo, larva (estagios:

L1, L2, L3 e L4), pupa e mosquito adulto (Figura 9).
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Figura 9 - Ciclo de vida do Aedes aegypti.
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Em condi¢des adequadas de temperatura, umidade e disponibilidade de alimentos, o
tempo entre o estagio de ovo até a fase adulta, varia em média de 10 a 13 dias
(FORATTINI, 1965). Os ovos medem, aproximadamente 1 mm de comprimento, sendo
capazes de resistir a longos periodos de dessecacao, que podem prolongar-se por mais de
um ano (FORATTINI, 1995). Essa resisténcia apresentada pelos ovos do mosquito torna-
se um entrave para sua erradicacdo e também se torna um importante fator de adaptacdo ao
meio. Essa condigdo permite que 0s ovos sejam transportados a grandes distancias, em
recipientes secos, tornando-se assim um dos principais fatores de disseminagdo do
mosquito (FORATTINI, 1995).

Durante os periodos quentes e chuvosos, ocorre um aumento populacional do Aedes
aegypti, devido a elevacdo da temperatura e intensificacdo das chuvas, fatores que
propiciam a eclosdo dos ovos, originando as larvas, que por sua vez se transformam em
pupas e evoluem para os mosquitos adultos (NEVES FILHO et al., 2009).

As fémeas da espécie possuem uma particularidade chamada de “discordancia
gonotréfica”, que as faz picar mais de uma pessoa por oviposi¢ao, ou seja, a fémea realiza
um repasto sanguineo antes de colocar 0s ovos. Essas caracteristicas possibilitam entender,
a relacdo direta entre a distribuicdo do mosquito com o nimero de pessoas infectadas pelo
virus da dengue (JANSEN; BEEBE, 2010).

Diferentemente do pernilongo doméstico (Culex quinquefaciatus), que possui
habitos noturnos, o Aedes aegypt apresenta habitos diurnos, picando suas vitimas no inicio
da manha e no fim da tarde. Por ser um mosquito discreto, o Aedes aegypti € dificilmente
percebido quando esta se alimentando de sangue, e também € muito arisco, fugindo a

qualguer movimento brusco.

1.4 FORMAS DE CONTROLE DO AEDES AEGYPTI

Apesar de muitos esforcos, uma vacina efetiva e simultdnea contra os quatro
sorotipos do virus da dengue, ainda ndo foi desenvolvida (HALSTEAD; DEEN, 2002).
Atualmente, essa situacdo se tornou ainda mais complicada, pois recentemente um quinto
sorotipo foi relatado (NORMILE, 2013). Além disso, a intensa movimentacdo das
populacOes e a adaptacdo do vetor as condi¢cdes ocupacionais dos grandes centros urbanos,
sdo apontados como fatores determinantes para a velocidade de propagacdo da doenca.

Assim, para o controle de transmissdo da dengue os Programas de Controle tomam
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medidas direcionadas para a eliminagdo ou de controle do vetor, tais como: uso de
larvicidas, monitoramento entomoldgico, controle biol6gico e campanhas de informacéo
publica (ROSE, 2001; SUAYA et al., 2007).

A estratégia mais adotada para a eliminagdo do mosquito é através do uso de
inseticidas quimicos, que geralmente pertence a classe dos organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretrinas e piretrdides. Alguns inseticidas utilizados no
combate ao mosquito Aedes aegypti s&o mostrados na Figura 10:

Cl CHj
Cl cl NO,
I
cl cl 0—i=0—
o
Cl |
Lindano Fenitrotion (Organofosforado)

(Organocolorado)

=0
o
o]
Q
Q

Temefos (Organofosforado) Cipermetrina (Piretréide)

Figura 10 - Alguns inseticidas utilizados para o combate do Aedes aegypti.

O primeiro inseticida de efeito prolongado, que apresentava propriedades residuais,
foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), um composto organoclorado. Esse composto
quando usado em domicilios, permanecia ativo contra os insetos por um longo periodo de
tempo (BRAGA; VALLE, 2007). Embora o0 modo de a¢do do DDT nunca tenha sido
claramente estabelecido, sabe-se que ele atua no canal de sodio, provavelmente mantendo-
0 aberto e destruindo o equilibrio dos ions sodio e potassio dos axdnios, impedindo, assim,
a transmissao normal de impulsos nervosos nos insetos (BRAGA; VALLE, 2007).

O efeito obtido com o DDT trouxe uma grande esperanca a populacdo, e 0 mesmo
comegou a ser usado descontroladamente, e em concentragdes cada vez mais altas. Em

pouco tempo, porém, o DDT foi deixado de ser usado, pois foi observado que esse
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composto causava efeitos indesejaveis aos ecossistemas, além de serem toxicos para o
homem.

Os inseticidas organofosforados, descobertos apds os organoclorados, foram
utilizados em salde publica por apresentarem muitas vantagens em relacdo aos
organoclorados, como, biodegradabilidade e ndo serem acumulativos em tecidos vivos. No
entanto, essas substancias sdo quimicamente instaveis, o que torna obrigatoria a renovacao
periddica de sua aplicacdo. Além disso, sdo mais toxicos para 0 homem e animais que 0s
organoclorados, mesmo em doses relativamente baixas (BEATY; MARQUARDT, 1996).
No Brasil, o organofosforado temefds, é utilizado como larvicida no controle do Aedes
aegypti desde o ano 1967. Entretanto, em 2005, (PAVAO; LEAO, 2005), mostraram por
calculos de estrutura eletrénica que um desses organofosforados utilizados no combate ao
mosquito Aedes aegypti, o temefos, possui capacidade de interagir com a guanina em
niveis tdo ou mais elevados do que os conhecidos carcindgenos quimicos aflatoxinas e
benzopirenos. Apos a ocorréncia das epidemias de dengue em 1986, 0 uso dessa classe de
inseticidas foi intensificado; no entanto, no ano de 1999, o piretroide cipermetrina,
substituiu os compostos organofosforados no controle da forma adulta do mosquito na
maior parte do pais.

Em 2004, Braga e colaboradores (BRAGA et al., 2004) por meio de bioensaios
larvicidas empregando o composto temefos, em larvas de Aedes aegypti, coletadas em 12
municipios dos estados do Rio de Janeiro, Sergipe e Alagoas, relataram a resisténcia dessas
larvas a esse organofosforado. No mesmo ano, Luna e colaboradores (LUNA et al., 2004),
avaliando a suscetibilidade do Aedes aegypti ao inseticida cipermetrina, revelaram que a
espécie também apresentou resisténcia a esse inseticida. Em 2006, foi reportado a
resisténcia do Aedes aegypti ao temefés em quatro municipios de grande porte do estado
do Ceara (LIMA et al., 2006). Além do uso de inseticidas quimicos, o controle de vetores,
pode-se fazer também pelo uso de agentes biologicos. Para isso, utilizam-se organismos
predadores, patdgenos ou parasitas naturais, capazes de parasitar ou predar 0s mosquitos
em uma de suas fases evolutivas. Em particular, utilizam-se algumas bactérias do género
Bacillus, visto que as mesmas produzem toxinas especificas para esses vetores, que
provocam a mortalidade das larvas. As duas espécies mais utilizadas para esse fim sdo o
Bacillus sphaericus (Bs) e Bacillus thuringiensis israelensis (Bti). O Bti é usado,
principalmente, para controle da espécie do género Aedes (DE ARAUJO et al., 2007), no

entanto, os insetos podem desenvolver resisténcia a esse tipo de controle bioldgico
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(JAYARAMAN et al., 2005; TABASHNIK, 2001). Vale salientar, que a producdo do Bti
em larga escala ndo é um processo simples (POOPATHI; ARCHANA, 2012).

Com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas mais
frequentemente utilizados, vem crescendo a busca por inseticidas alternativos. Nesse
contexto, tem aumentado a procura por extratos vegetais ou 6leos essenciais, que sejam
eficazes no combate ao mosquito adulto ou na fase larval. Esses inseticidas alternativos
podem ser obtidos através de espécies vegetais, que por sua vez, sao fontes alternativas e
naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas, ja que as mesmas sdo produzidas
pelo vegetal em resposta a ataques de patdgenos. Os metabdlitos produzidos pelas plantas
para protecdo contra microorganismos e insetos predadores, sdo candidatos naturais na
descoberta de novos produtos no combate a insetos e vetores de doencas, como o Aedes
aegypti. Muitos estudos vém mostrando a atividade de produtos naturais, como inseticidas
e larvicidas, para o controle de mosquitos do género Aedes. Como exemplo, podemos citar
0 extrato das flores de Chrysanthemun cinerariafoliun que contém o piretro, que foi o
primeiro produto natural utilizado como inseticida no combate a mosquitos adultos.

Em 2002, Park e colaboradores (PARK et al., 2002), relataram a atividade larvicida
de compostos derivados do fruto da espécie Piper nigrun, conhecida popularmente no
Brasil como “pimenta preta” ou “pimenta do reino”, frente a larvas do mosquito Aedes
aegypti no estagio L3. Os compostos ativos foram identificados como isobutilamidas, onde

suas estruturas com os respectivos valores de LCso sd0 mostrados na Figura 11.

WNHJ\ <Zj©\/\/\AANWNHJ\

Pelitorina (0,92 ppm) guineensina (0,89 ppm)
o] o (0]
<0D\7\/\/\/\WNHJ\ <OWTNHJ\ <o%©
) 0 0
pipercida (0,1ppm) retrofractamida A (0,04 ppm) piperina (5,10 ppm)

Figura 11 - Atividades larvicidas para o A. aegypti de estruturas isobutilamidas, isoladas do fruto da Piper
nigrun (PARK et al., 2002).

Observando a Figura 11 podemos notar que os valores de LCso da pelitorina,

guineesina, pipercida e refractamida A sdo bem menores quando comparados com o0
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inseticida comercial piperina. De acordo com as estruturas, nota-se que todas elas possuem
um grupo isobutilamida numa extremidade na cadeia, com exce¢do da piperina que possui
uma amida ciclica. Esse Gltimo grupo causa uma diminuicdo na atividade do composto,
sugerindo que a baixa atividade desse composto pode estar relacionada a impossibilidade
desta porcdo da molécula de formar ligacdo de hidrogénio com algum bioreceptor. J& 0s
6leos essenciais obtidos da inflorescéncia da espécie Piper marginatum, conhecida como
“pimenta de cheiro”, apresentou também uma alta atividade larvicida, quando testado em
larvas de Aedes aegypti no estagio L4, cujo valor do LCso foi de 20 ppm (AUTRAN et al.,
2009).

Em 2009, Cheng e colaboradores (CHENG et al., 2009) avaliaram a atividade
larvicida dos Oleos essenciais extraidos das folhas de duas espécies de Eucalyptus
camaldulensis e Eucalyptus urophylla frente a larvas no 4° estagio do Aedes aegypti e
Aedes albopictus. Os resultados revelaram que o 6leo do Eucalyptus camaldulensis
apresentou uma alta atividade larvicida contra as duas espécies do mosquito, com LCso de
31,0 e 55,3 ug mL™, respectivamente em 24 h de exposicdo. Além disso, doze compostos
foram isolados desses Oleos e também demonstraram atividade frente as mesmas espécies
do mosquito, dos quais 0 a-terpeno mostrou-se 0 mais ativo, com LCso de 14,7 e 25,2 ug
mL? em larvas do Aedes aegypti e do Aedes albopictus, respectivamente.

Em 2013, Senthilkumar e colaboradores (SENTHILKUMAR; JAYARAMAN;
VENKATESALU, 2013) avaliaram a atividade larvicida do Oleo essencial extraido de
folhas da espécie Feronia limonia contra larvas do mosquito Aedes aegypti. O dleo
essencial extraido, apresentou um LCsp de 11,59 ppm em 24 horas de exposicao.

Como podemos perceber as propriedades larvicidas, presentes em diversas espécies
de plantas, tem despertado o interesse da comunidade cientifica, jA& que os inseticidas
usados em programas de combate a insetos vetores sdo muitas vezes tOXxicos e/ou
poluentes. Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de novos agentes larvicidas
para o controle de insetos vetores, preferencialmente que sejam viaveis economicamente,
além de seletivos e biodegradaveis, buscando dar maior garantia a populagéo.

Além dos compostos derivados de extratos vegetais e Oleos essenciais como
descrito anteriormente, também vem sendo relatado na literatura um namero significativo
de compostos organicos sintéticos, que apresentam também atividade larvicida frente ao
mosquito Aedes aegypti. Nesse caso, estudos de relagdes quantitativas estrutura-atividade

(QSAR) e relagdes estrutura-atividade (SAR), baseado em séries homdlogas de compostos
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foram desenvolvidos para compreender quais propriedades fisico-quimicas contribuem
diretamente na atividade larvicida dos mesmos.

No que diz respeito a estudos de SAR, Souza e colaboradores (DE SOUSA et al.,
2010) avaliaram a atividade larvicida de uma série de para-benzoquinonas, (Figura 12),
frente a larvas do mosquito Aedes aegypti no estagio L3. Os resultados mostraram que a
introducdo de grupos alquilas (substituintes hidrofébicos) no composto ndo substituido
(H), acarretava uma diminuicdo nos valores de LCso desses derivados. Através desses
resultados, os autores, chegaram a conclusédo de que a hidrofobicidade seria um descritor
importante relacionado a atividade larvicida, ou seja, quanto mais hidrofébico fosse o

composto, mais ativo era 0 mesmo.

R LCso (ppm)
H 90
2-metil 61
2,5,-dimetil 57
2-isopropil-5-metil 48
2,6-dimetil 42
2-isopropil 33

Figura 12 - Derivados para-benzoquindnicos, com seus respectivos valores de LCso para larvas do A.aegypti
no estagio L3 (DE SOUSA et al., 2010).

Em 2011, Santos e colaboradores (SANTOS et al., 2011) estudaram uma série de
monoterpenos, onde a atividade larvicida desses compostos foi avaliada frente ao estagio
L3 do Aedes aegypti, com valores de LCsoentre 27 a 554 ppm, em 24h de exposi¢do, como
mostra a Figura 13. Os autores observaram que a substituicdo de duplas ligacdes por
epoxidos e a presenca de grupos hidroxilas na estrutura ciclica desses compostos

provocava uma diminuicdo na atividade larvicida
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RN
w : N
HO™" ™ ; "0
Neo-isopulegol Oxido de limoneno, (1R,2R,5R)-2-metil-5-(1- Mentona
(554 ppm) mistura de cis e trans metiletenil)-3-oxo- (408 ppm)
(517 ppm) ciclohexano-carbonitrila
(412 ppm)
iEI\ O
X
: OH HO : : :
Mentol Isopulegol 1,2-Oxido de carvona R-Carvona
(404 ppm) (297 ppm) (219 ppm) (152 ppm)
O
O\ X
3-Careno S-Carvona RS-Carvona y-Terpineno
(150 ppm) (124 ppm) (118 ppm) (56 ppm)
ZN
S-Limoneno R-Limoneno
(30 ppm) (27 ppm)

Figura 13 - Derivados de monoterpenos com suas respectivas atividades larvicidas, frente a larvas de Aedes
aegypti no estagio L3 (SANTOS et al., 2011).
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Dentre os compostos avaliados, o mais ativo foi o R-limoneno (27 ppm), enquanto
0 menos ativo foi o neo-isopulegol (554 ppm). Esse comportamento provavelmente deve-
se a0 aumento da polaridade, indicando que o aumento da lipofilicidade parece
desempenhar um papel importante no aumento da atividade larvicida desses compostos.

Em 2006, Duong e colaboradores (DUONG et al., 2006) sintetizaram uma série de
benzoatos para-substituidos de triorganoestanho (Figura 14), onde a atividade larvicida
desses compostos foram avaliadas em larvas do Aedes aegypti no estagio L2. Os resultados
mostraram que os benzoatos trifenilestanho foram mais ativos (LCso variando de 0,3 a 0,89
ppm) em relagéo aos triclorohexilestanho (LCso variando de 0,51 a 2,65 ppm), em 24h de
exposicdo. O composto mais ativo da série foi 0 p-clorobenzoato que apresentou um valor
de LCso de 0,3 ppm.

OSnR3

onde;
X=-H, -F, -Cl, -Br, -1, -OCH3, -OH, -NOz, -NH,, -CHse -C(CHs).

R = Fenil e cicloexil.

Figura 14 - Estrutura geral da série triorganoestanho benzoatos para substituidos presentes na (DUONG et
al., 2006).

Song e colaboradores (SONG et al., 2007), em 2007, sintetizaram uma serie de
2,2,3,3-tetrametilpropanocarboxilatos (Figura 15), onde R= metil, etil, n-propil, n-butil,
fenil e cicloexil para avaliar a atividade larvicida desses compostos frente ao estagio L2 do
Aedes aegypti. Os valores de LCso obtidos foram 0,9; 1,23; 0,27; 0,2; 0,14; 0,15; 0,48 ppm,

respectivamente, em 24h de exposicéo.

SnR3

Figura 15 - Estrutura geral da série 2,2,3,3-tetrametilpropanocarboxilatos presentes na (SONG et al., 2007).
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Em 2009, Hansch e Verma (HANSCH; VERMA, 2009), revisando os trabalhos de
Duong e colaboradores (DUONG et al., 2006) e Song e colaboradores (SONG et al.,
2007), realizaram estudos QSAR com as séries de triorganoestanho benzoatos para-
substituidos e 2,2,3,3-tetrametilpropanocarboxilatos, onde foi possivel avaliar a atividade
larvicida desses compostos em funcao de descritores fisico-quimicos utilizados.

1
Log (—) = —0,21(+0,10)7, + 0,32(+0,16)MR, + 5,73 (+0,12)

ICso Equacio 11

(n=10, R?=0,789, F = 13,088 e s = 0,078)

1
Log <?) = 0,54(+0,36)m, + 5,19(+0,66)

50 Equacédo 12

(n=6, R2= 0,811, F = 17,164 e 5 = 0,237)

1
Log (_1 - ) = 0,22(£0,08)m, + 0,13(£0,08)E,_, + 5,74(+0,11) Equagio 13
50
(n=10, R? = 0,849, F = 19,679 ¢ s = 0,080)

A partir dessas equacdes 11, 12 (série do triorganoestanho benzoatos para-
substituidos) e 13 (série do 2,2,3,3-tetrametilpropanocarboxilatos) é possivel notar que
para essas séries estudadas, a atividade larvicida esta diretamente relacionada ao descritor
lipofilico de Hansch (), a refratividade molar (MR) e ao parametro estérico de Taft (Es),
reafirmando mais uma vez que a hidrofobicidade é um fator importante na descricdo da

atividade larvicida.

1.5 OS SISTEMAS ESTUDADOS

1.5.1 Uma breve introducao a historia dos larvicidas sintéticos na UFPE

A sintese de compostos larvicidas na UFPE teve inicio em 2006, quando Bluntritt
(BLUMTRITT, 2006) na tentativa de sintetitzar compostos amidicos que apresentassem
atividades larvicidas, observou que seus precursores acidos carboxilicos eram mais ativos

gue as respectivas amidas.
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Entre os anos de 2006 e 2007, um conjunto de &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)
propibnicos foram sintetitzados por Neves Filho e colaboradores e tiveram suas atividades
larvicidas frentes as larvas do A. aegypti em L4 avaliadas pelo Grupo de Ecologia Quimica
do DQF/UFPE.

Ainda em 2007, Tébéka (TEBEKA, 2007) realizou um estudo QSAR em 8 dos 9
derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos, utilizando para isso
descritores classicos. A partir de uma Regressao Linear Multipla dos dados, foi encontrado
que a atividade larvicida era diretamente dependente do descritor 6 de Hammet, e do

quadrado do coeficiente de parti¢do octanol/agua (logP) como mostra a Equacgéo abaixo:

Log (LCs) = 2,42 — 0,1(logP)% — 0,530 Equagéo 14

A partir desses estudos um novo derivado potencialmente mais ativo que os demais foi
previsto em 6,8 ppm e seu valor experimental de 2,5 ppm foi posteriormente verificado
pelo colaborador do grupo, o Prof. Luis Kanis, da Unisul (SC).

Em 2009, Neves Filho e colaboradores (NEVES FILHO et al., 2009) publicaram a
metodologia de sintese da serie acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propiénicos sob
condicdes de irradiacdo focal de microondas. Além da sintese, foram publicadas as
atividades larvicidas desses compostos frente a larvas do mosquito Aedes aegypti no
estagio L4.

Em 2010, Espindola e colaboradores (ESPINDOLA, 2010) sintetizaram uma série
de derivados aril- e fenoximetil- tiossemicarbazénicos, onde suas atividades larvicidas
foram avaliadas frente ao estagio L4 do Aedes aegypti pelo Grupo de Ecologia Quimica do
DQF/UFPE. Apesar de muitos derivados de tiossemicarbazonas relatados na literatura
apresentarem atividade inseticida, esse estudo foi pioneiro na aplicacdo desses compostos
contra a forma larval do mosquito Aedes aegypti.

Em 2011 Alves e colaboradores (ALVES, 2011), sintetizaram uma série de
derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila. As atividades larvicidas
desses compostos foram avaliadas frente ao estagio larval L4 do Aedes aegypti, também
pelo Grupo de Ecologia Quimica do DQF/UFPE.

Devido a existéncia de resultados experimentais para trés classes de compostos:

(1 Dezessete derivados aril- e fenoximetil-tiossemicarbazonicos (ESPINDOLA,

2010).
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(i) Nove derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propi6énicos (NEVES FILHO

et al., 2009).

(iii)  Quatorze derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila (ALVES,

2011),

cujas caracteristicas estruturais apontavam ser potentes agentes larvicidas, decidiu-se nesse

presente trabalho de tese realizar estudos QSAR e de docking molecular das mesmas.

1.5.2 Derivados de Tiossemicarbazonas

Tiossemicarbazonas e semicarbazonas sdo compostos que apresentam uma ampla

atividade biologica e sdo considerados uma importante classe de compostos, cujas

propriedades tem sido extensivamente estudada na quimica medicinal (BERALDO, 2004).

Esses compostos vém despertando o interesse de varios grupos de pesquisas, devido as

suas diferentes bioatividades,

tais como: atividade antiviral (TEITZ et al., 1994),

antitumoral (FEUN et al., 2002), antibacteriana (KOVALA-DEMERTZI et al., 2003),

dentre outras. A Figura 16 mostra alguns derivados de tiossemicarbazonas e suas

atividades bioldgicas.

S CoHs
-
_NH  CaHs
N
®
N
\
CHs
Antiviral

Antitumoral

Antibacteriana

Figura 16 - Alguns derivados tiossemicarbazoénicos e suas atividades biolégicas.

Estruturalmente, a diferenca entre 0s compostos semicarbazbnicos e

tiossemicarbazénicos deve-se a presenga de um grupo carbonila (C=0) em lugar de um
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grupo tiocarbonila (C=S), onde sua estrutura quimica e numeracdo segundo a IUPAC
(PANICO, 1998) pode ser vista na Figura 17a:

(a)
X
H
2
Ry N 7
>: N NR3R,

1 4
R

X=S,0

R1, Rz, Rs e Rs = H, grupos alquilas ou arilas

(b)

Figura 17 - (a) Estrutura geral das tiossemicarbazonas e semicarbazonas, (b) Arranjo conformacional das

tiossemicarbazonas (na estrutura syn os substituintes em Rs e R, séo diferentes de hidrogénio).

Do ponto de vista molecular e eletrénico, as tiossemicarbazonas nao substituidas na
posicdo 4, apresentam uma estrutura quase planar, com o atomo de enxofre em posicéo
anti em relacdo ao atomo de nitrogénio da funcdo imina. No entanto, esse arranjo €
favorecido devido a contribuicdes de fatores eletronicos e estéricos, onde o fator mais
importante, para essa estrutura planar deve-se a presenca do &tomo de enxofre em posicédo
anti, possibilitando assim a formacdo de ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o
atomo de nitrogénio da funcdo imina e os hidrogénios da tioamida. No entanto, essa
estrutura altera-se consideravelmente com a adicdo de grupos substituintes na posicédo 4,
favorecendo a conformacéo syn entre o nitrogénio da imina e o &tomo de enxofre (Figura
17h).

As tiossemicarbazonas sdo estruturas que apresentam uma alta deslocalizacdo
eletrbnica, principalmente quando grupos aromaticos estdo ligados ao carbono da fungédo
imina, podendo assim coexistir em equilibrio tautomérico nas formas tiona e tiol (Figura
18).
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Tiona Tiol

Ar = Aril

Figura 18 - Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas.

O primeiro sistema estudado nesse trabalho, compreende uma série de dezessete
derivados de aril- e fenoximetil-tiossemicarbazonas (DA SILVA et al., 2015a). Esses

compostos, sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Dezessete derivados de aril- e fenoximetil- tiossemicarbazonas.

H H
R1 S I{I X R2 o) |l1 S
NN w& ~ N~ Y
n NH, NH,
(1s-10t) (11t-17¢)
Numeragdo® R1 n X Numeracao® R
1s p -F 0 o] 11t p -OCHs
2s 3,4-diCl 0 @] 12t H
3t 3-NO, 4-Br 0 S 13t m -Cl
4t p -OH 0 S 14t p -Br
5t m-CHNNHCSNH: 0 S 15t p -Cl
6t p-F 0 S 16t 2,3-diCl
7t p -Cl 0 S 17t 3,4-diCl
8t H 1 S
ot p -Br 0 S
10t 3,4-diCl 0 S

Adaptada da (DA SILVA et al., 20153).
& As letras “s” e “t” apOs os nimeros refere-se aos derivados semicabazonicos e tiossemicarbazonicos

respectivamente.
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1.5.3 Derivados 1,2,4-Oxadiaz6licos

Compostos heterociclicos de 5 membros, vem sendo extensivamente estudados,
devido as suas propriedades farmacoldgicas (ELOY, 1965). Uma dessas classes sdo 0s
compostos heterociclicos aromaticos 1,2,4-oxadiazolicos, que na sua estrutura ciclica de 5
membros, possuem dois atomos de nitrogénio e um de oxigénio, além de duas ligacdes
duplas, sendo considerado um sistema conjugado. Além do 1,2,4-oxadiazol, existem outros
trés isdmeros relacionados (como mostra a Figura 19), onde os anéis 1,2,4-oxadiazol e
1,3,4-oxadiazol, tém sido os mais estudados, uma vez que tém apresentados melhores
resultados farmacologicos (FILHO, 2002).

0 o) o) 0
1) (2) 3) 4

Figura 19 - Estruturas dos isdbmeros oxadiazolicos: (1) 1,2,3-Oxadiazol; (2) 1,2,4-Oxadiazol; (3) 1,2,5-
Oxadiazol; (4) 1,3,4-Oxadiazol.

Véarias moléculas bioativas, que apresentam o anel 1,2,4-oxadiazol, tém
demonstrado uma grande variedade de atividades bioldgicas, tais como: analgésica
(ANTUNES; SRIVASTAVA, 1996), anti-inflamatoria (BEZERRA et al., 2005), anti-
tumoral (YU et al., 2005), anti-microbiana (TYRKOV; SUKHENKO, 2004), dentre outras.
Algumas substancias bioativas contendo o anel 1,2,4-oxadiazol sdo mostradas na Figura
20:

Anestésico Anti-inflamatério
CH3NHNHCH,
N
N >\©\c
(0]
>HHNHNCH;
Anti-tumoral

Figura 20 - Alguns 1,2,4-oxadiaz0is e suas atividades bioldgicas.
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1.5.3.1  Derivados Acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propinicos

O segundo sistema estudado, compreende uma série de 9 derivados acidos 3-(3-aril-
1,2,4-oxadiazol-5-il)-propibnicos (Tabela 2), onde esses compostos foram sintetizados por
Neves Filho e colaboradores sob irradiagdo focal de micro-ondas (NEVES FILHO et al.,
2009).

Tabela 2 - Nove derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos.

R
N Rj O
\OW
OH
Numeracgao?® Substituintes (R)

la H
2a p-F
3a p - OCHs
da 0- CHs
5a m - CHa
6a p- CHs
7a p - NO;
8a p-Cl
9a p - Br

% A letra “a” apds os niimeros refere-se aos derivados acidos 1,2,4-oxadiazélicos.

1.5.3.2  Derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila

O terceiro sistema estudado, compreende uma série de quatorze derivados 3-(3-aril-
1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila (Tabela 3), sintetizados por Alves e
colaboradores (ALVES, 2011).

Tabela 3 - Quatorze derivados de 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.
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R—=
N
N
N/\ )\/\(O
o)
OCH,4
Numerag&o? Substituintes (R)
le 0— OCH3s
2e m — OCH3s
3e H
4e p-F
5e p—NO;
6e p — OCHjs
Te p—CHs
8e m-—Cl
% m — CHs
10e p-Cl
11le 3,5 - DiCl,
12e p-—Br
13e p-I
14e 3,4 - DiCl,

& A letra “e” apds os nimeros refere-se aos derivados ésteres 1,2,4-oxadiazolicos.

1.6 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR DOS DERIVADOS ACIDOS
E ESTERES 1,2,4-OXADIAZOLICOS E TIOSSEMICARBAZONICOS

Como uma tentativa de compreender COMO 0S NOSS0S compostos em estudo atuam

na mortalidade das larvas do Aedes aegypti, foi realizado um estudo de docking molecular

nessas trés series de compostos, com a proteina AeSCP-2 (Aedes aegypti Sterol Carrier

Protein-2) (KREBS; LAN, 2003). Essa proteina é responsavel pelo transporte intracelular

do colesterol em insetos, pois 0s mesmos dependem de fontes exdgenas de colesterol para

atuar na biossintese de esterdides. Os lipideos, assim como o colesterol, desempenham

diversas funcBes nos insetos, por exemplo, atuam como importantes reservas energéticas
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fundamentais em algumas situacdes de grande demanda metabdlica, tais como o véo e a
producdo de ovos, além de constituirem estruturas celulares (ATTELA; MAJEROWICZ;
GONDIM, 2012). A proteina AeSCP-2 apresenta niveis elevados de expressao no intestino
médio desses vetores durante seu estagio larval, tendo uma forte afinidade com a molécula
de colesterol. Portanto, compostos que inibem o modo de acdo dessa proteina, podem se
tornar potentes candidatos a atuarem no controle desse vetor.

Em 2003, Dyer e colaboradores (DYER et al., 2003) publicaram a estrutura de
raios-X de alta resolugdo (1,35 A) da proteina AeSCP-2 co-cristalizada com o &cido
palmitico (CH3(CH2)14COQOH), como pode ser visto na Figura 21.

/ Acido Palmitico

{

Figura 21 - Proteina AeSCP-2 co-cristalizada com acido palmitico (adaptado de (DYER et al., 2003). (verde).
Cadigo PDB (1PZ4).

Nesse trabalho os autores relataram que a cabeca polar do acido palmitico, realiza
ligacGes de hidrogénio com a cadeia lateral do residuo de aminoacido ARG24 e também
com os residuos de GLN25 e VAL26, enquanto a cauda metilénica do acido palmitico
interage hidrofobicamente com os residuos de LEU45, MET46, LEU102, ILE99, LEUG64,
MET90, MET66, ILE74, PHE32, MET71, ILE12, ILE106, PHE105, SER108 e LEU16. A
Figura 22 mostra as principais interacdes (polares e hidrofobicas) entre o acido palmitico e

os residuos de aminoacido presentes no sitio ativo da proteina AeSCP-2.
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Figura 22 - Principais interagdes entre o acido palmitico com a proteina AeSCP-2. Figura extraida do PDB
(Proten Data Bank). As linhas pontilhadas representam as ligagcGes de hidrogénio, enquanto a

linha verde as interacOes hidrofobicas. Codigo PDB (1PZ4).

Em 2005, Lan e colaboradores (KIM; WESSELY; LAN, 2005) relataram a
descoberta de inibidores quimicos (inibidores de SCPIs) da proteina AeSCP-2, onde esses
compostos possuem um carater hidrofobico e atuam na reducdo da absorcéo do colesterol
in vivo . Esses inibidores quando testados apresentaram valores de ICso entre 0,042 pu mol
Lt e 0,35 p mol L, enquanto o valor do ICso para o colesterol foi de 0,113 p mol L*
(Figura 23). Esses resultados mostraram que esses inibidores competiram com a molécula
de colesterol, e possuiram uma alta afinidade de ligacdo com a proteina AeSCP-2, além de

se mostrarem potentes agentes larvicidas.
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o H °N
~ 0 B N
r N/\/
\
N H
-0 cl

SCPI-4 SCPI-5 Colesterol
(0,065+0,001) p mol Lt (0,042+0,008) . mol L (0,113+0,067) p mol L*

Figura 23 - Valores de ICs para inibidores da proteina AeSCP-2 (SCPIs). Adaptado de (KIM; WESSELY;
LAN, 2005).
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2 TESE

e Levando em consideracdo a observacdo prévia que a ndo formacdo de ligacdo de
hidrogénio diminui a atividade das isobutilamidas da espécie Piper nigrun (PARK et
al., 2002);

e Dos primeiros resultados usando a MLR (série de &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-
il)-propionicos) obtidos por Tebeka (TEBEKA, 2007), apontarem a necessidade de
aumentar o carater hidrofobico para a obtencdo de um novo composto mais potente;

e E pelo fato das trés séries apresentarem elementos estruturais equivalentes ao acido
palmitico, ou seja, uma cabeca polar e uma por¢do de natureza hidrofébica;

isto nos levou a:

Proposicdo da Tese: O AeSCP-2 é um dos receptores bioldgicos responsaveis pela acéo
larvicida para as trés classes de compostos, derivados (tio)semicarbazonicos, derivados

acidos 1,2,4-oxadiazolicos e derivados ésteres-1,2,4-oxadiazolicos.

Hipoteses: Molelos de QSAR baseados na estrutura destes compostos deverdo ser
similares. Portanto, para as trés classes de compostos investigados deverdo surgir modelos

similares de interacdo com o receptor AeSCP-2.

Testes: Desenvolvimento de modelos de regressdo estatistica entre 0 LCsp a partir de um
conjunto de descritores da atividade larvicida, obtidos a partir de célculos de estrutura
eletrbnica para as trés classes de compostos. Calculos de docking molecular das trés classes
de compostos, usando como molde de complexacéo o sitio de interacdo do acido palmitico
no AeSCP-2.

Ferramentas e Materiais: Programas computacionais de calculos de parametros
geométricos, eletrdnicos, estéricos, de lipofilicidade para os compostos das trés classes.
Programa de analise de regressdo linear multipla para desenvolvimento dos modelos de
QSAR. Programa de calculo de formas de interacdo entre os ligantes e o bioreceptor
AeSCP-2. Estes célculos foram realizados nos computadores do Laboratério de Quimica
Computacional do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de

Pernambuco.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 TECNICAS COMPUTACIONAIS

Em estudos QSAR, calculos de quimica quantica representam uma ferramenta
importante para a obtencdo de descritores eletronicos que podem estar associados com a
funcdo resposta de um sistema. Métodos quanticos de elucidacdo de geometria molecular
sdo amplamente utilizados, por serem capazes de prever o comportamento de propriedades
eletrnicas, energética e a natureza das ligacbes quimicas (CARVALHO, 2004).

O calculo de propriedades eletrdnicas de um sistema sdo, em geral, baseados na

resolucéo da equacdo de Schrédinger independente do tempo, mostrada na equacéo 15.
AY = EY Equagdo 15

Onde, H é o operador Hamiltoniano, W ¢é a funcdo de onda do sistema, que depende das
coordenadas espaciais e de spin de todas as particulas (elétrons e nucleos) e E corresponde
a energia do sistema. Esta € uma equacdo de autovalores e autovetores, e sua resolucao
exata esta restrita a sistemas monoeletronicos. O operador Hamiltoniano € composto pelos
operadores de energia cinética eletrénico, de energia cinética nuclear e de energia potencial
que descrevem as atracOes eletrostaticas elétron-nucleo e as repulsées eletrostaticas nlcleo-
nucleo e elétron-elétron, sendo, portanto, necessario realizar algumas aproximacdes para a
resolucdo referente a sistemas multieletronicos.

Uma das aproximacdes mais utilizadas é a aproximacdo de Born-oppenheimer
(BOA, do inglés: Born-Oppenheimer Approximation) (ATKINS; FRIEDMAN, 2011), que
consiste em separar 0s movimentos eletrénico e nuclear do sistema, baseado na ideia de
gue o movimento dessas particulas é pouco acoplado. Com a aproximacéo, o problema de
determinacdo da energia molecular fica dividido em dois: um problema eletrénico e outro
nuclear.

O problema eletrénico é resolvido para uma configuracdo fixa dos ndcleos, dando
origem a superficie de energia potencial que em seguida pode ser utilizada para resolver as
equacdes de movimentos nucleares. A energia total da molécula, para uma dada

configuracdo nuclear, é obtida como a soma da energia da parte eletrénica e da repulsdo
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nuclear ja que a contribuicdo proveniente da energia cinética nuclear é considerada nula,

pois esta incluida de maneira paramétrica no movimento eletrénico.

3.2 0 METODO DE HARTREE-FOCK

A metodologia mais utilizada para resolu¢cdo da equacdo de Schrodinger para
sistemas multieletrdbnicos ¢ o método de Hartree-Fock. Esse método consiste na
aproximacdo da funcdo de onda de n elétrons como um produto de n fun¢bes de onda com
um elétron (produto de Hartree), ou seja, cada elétron pode interagir com uma distribuicéo
de carga gerada pelos demais elétrons. Esse método denominado modelo das particulas
independentes consegue transformar a equacdo de Schrédinger dependente de n elétrons
em n equacOes de um elétron.

Nesse sentido Hartree propds que um procedimento variacional fornece os
melhores valores para essas fungdes de um elétron. Logo em seguida, Fock generalizou as
equacOes de Hartree para um produto de funcbes de spin orbitais de um elétron
antissimetrizadas (determinante de Slater). Esse € o método denominado de método
Hartree-Fock (HF) (FOCK, 1930). Entretanto, a funcdo de onda HF ndo € uma
representacdo completa da estrutura eletrénica de uma molécula, devido ao fato da
interacdo, ou correlacdo efetiva, entre elétrons ndo acontecer por meio de um potencial
médio. Este fato imp6e um limite maximo de aprimoramento no valor da energia, mesmo
que se utilize a melhor funcdo de onda HF. A diferenca entre a energia exata e a energia

HF é conhecida como a energia de correlacao.

Ecorr = Eexata — Enr Equacéo 16

Apesar de pequena, a inclusdo da mesma é de fundamental importancia para
descrever adequadamente diversas propriedades moleculares.

Métodos pds-HF incluem a correlacdo eletronica, onde em sua maioria Sao
baseados na teoria da perturbacdo de muitos corpos (MBPT, do inglés, Many Body
Pertubation Theory), nos quais encontram-se os métodos de M@ller-Plesset (MPn,onde n é
a ordem da corregéo), de Coupled-Cluster (CC) e de integracdo de configuracdes (Cl, do

inglés, Configuration Interaction).
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Além disso, também é possivel utilizar métodos baseados na Teoria do Funcional
da Densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory), os quais vém sendo largamente
utilizados devido aos seus relativos baixos custos computacionais, quando comparados

com os métodos pds-HF.
3.3 TEORIA DO FUNCIONAL DENSIDADE

A teoria do funcional densidade, foi formalizada através dos teoremas de

Hohenberg e Kohn. O formalismo DFT utiliza a densidade eletronica, p(r_)), como variavel
principal, tornando a energia dependente desta, ou seja, um funcional de densidade.
O primeiro teorema de Hohenberg-Kohn estabelece que o potencial externo (termo

no hamiltoniano referente a atracdo elétron-ndcleo) é um funcional unico de , p(r_)), além
de uma constante aditiva. O segundo teorema estabelece que, havendo qualquer
aproximacao da densidade eletrdnica, a energia total sera sempre maior ou igual a energia
obtida com a densidade eletronica do sistema. Ou seja, esse teorema permite utilizar o
principio variacional, além disto, permite definir um funcional universal que define um
potencial externo e uma fungéo de onda (tentativa) para o sistema

Em 1965, Kohn e Sham (KOHN; SHAM, 1965) introduziram a ideia de usar um
sistema de referéncia de particulas independentes. Com isto a energia de troca e correlacdo,
Exc[p], passou a incluir ndo somente o termo de interacdo elétron-elétron ndo cléssica,
mas também a parte residual da energia cinética, resultante da consideracéo do sistema de
particulas ndo interagentes.

A descricdo do termo Ex.[p] d& origem aos varios funcionais existentes que séo
divididos em puros e hibridos. Os orbitais puros se baseiam apenas em termos da DFT e
podem ser divididos de acordo com a aproximacado utilizada, isto €, local ou gradiente
generalizado. A aproximacdo da densidade local (LDA) separa o termo Ex-[p] em um
termo de troca e um de correlacdo. A aproximacao do gradiente generalizado (GGA) surge
naturalmente como forma de melhorar a aproximacdo LDA através de termos resultantes
do gradiente como uma expansao de Taylor e corrigindo o comportamento assintético do
funcional (MORGON; COUTINHO, 2007). Os funcionais hibridos incluem uma

porcentagem de energia de troca obtida com o método de Hartree-Fock (HF), ou seja,
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existe uma maleabilidade na parametrizacdo do termo de troca e correlagdo, o que permite
a melhoria do funcional para o célculo de determinadas propriedades.

Dentre os meétodos hibridos, o B3LYP foi o funcional utilizado no presente
trabalho, no qual o termo de troca e correlagdo é mostrado na equacgdo 17:

EB3LYP — ELSPA 4 g (EF — ELSPA) + ay BB + a ENP + (1 — a)EYWY Equagdo 17

Onde, EL5P4 é o funcional de troca e correlagdo da densidade local com spin (KOHN;
SHAM, 1965), EZF é o funcional de troca exato, EZ®® é o funcional de troca GGA de
Becke (BECKE, 1988), ELY? é o funcional de correlagéo ndo-local de Lee e colaboradores
(LEE; YANG; PARR, 1988) e E/"N representa o funcional parametrizado por Vosko e
colaboradores (VOSKO; WILK; NUSAIR, 1980). Os termos ao, ax € ac Sao parametros de
ajuste para as energias de atomizacdo molecular, de valores iguais a 0,20; 0,72 e 0,81
respectivamente

Para a realizacdo desse trabalho, o funcional hibrido B3LYP foi utilizado com o
conjunto de funcbes de base 6-311++G(d,p) para os derivados aril- e fenoximetil-
tiossemicarbazénicos. No entanto, para os derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propibnicos e esteres 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila foi utilizado a
funcéo de base 6-311G(d,p).

3.4 CARGAS ATOMICAS

As cargas atbmicas sdo utilizadas em diversos estudos, desde analises
conformacionais até a previsdo e racionalizacdo da reatividade quimica, passando por
estudos de efeito dos substituintes (WIBERG; BRENEMAN, 1990) e estudos de
correlacbes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica (DIXON; JURS, 1992;
KIREEV; FETISOV; ZEFIRQOV, 1994), sendo um parametro de grande importancia nesse
altimo, pois mostra a influéncia que o substituinte produz na estrutura da molécula. No
entanto, ao contrario de varias propriedades eletrénicas, as cargas atdmicas ndo sao
observaveis, ou seja, ndo sdo valores esperados de uma funcdo de onda, e podem ser
calculadas de varias formas diferentes (GUADAGNINI; BRUNS; DE SOUZA, 1996).
Devido a esta variedade de métodos a comparacdo dos valores absolutos das cargas

atdbmicas calculadas, segundo diferentes métodos, passa a ndo apresentar significado.
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Porém, todas as metodologias para o célculos de cargas atbmicas devem seguir alguns
critérios (GUADAGNINI; BRUNS; DE SOUZA, 1996):
e A soma das cargas de todos os atomos na molécula deve ser igual a carga da
mesma;
e As cargas atdmicas devem respeitar a simetria molecular e permanecer invariantes
em operagdes como rotacgéo e translacéo;
e Devem obedecer a eletronegatividade atbmica, e possuir uma interpretacdo fisica
clara, sendo portanto compativeis com a intuicdo quimica;
e Devem ser obtidas por métodos que ndo envolvam altos custos computacionais;
e N&o devem apresentar uma dependéncia elevada com o conjunto de funcgdes de
base e devem tender a um limite bem definido quando o conjunto de funcdes de
base tende a ser completo;

e Devem reproduzir o momento dipolar e o potencial eletrostatico molecular.

A seguir sdo descritas de forma sucinta trés metodologias de particdo de cargas
utilizadas neste trabalho, a particdo de cargas de Mulliken, cargas obtidas a partir do
potencial eletrostatico (CHELPG, do inglés: Charges from Electrostatic Potencial Grid
Based) e por fim as cargas obtidas a partir dos tensores polares atdmicos (GAPT, do inglés,
Generalized Atomic Polar Tensor)

A andlise populacional de Mulliken (MULLIKEN, 1955) é a particdo de carga mais
conhecida e utilizada pelos quimicos e fundamenta-se na teoria dos orbitais moleculares,
onde uma vez definida a funcdo de onda do sistema, a densidade eletrdnica é diretamente
obtida. Além disso, todas as variaveis para efetuar essa analise populacional sdo obtidas
diretamente, ndo sendo necessario nenhum custo computacional adicional. No entanto, a
consideracdo arbitraria da divisdo populacional da regido de recobrimento como sendo
igualitaria entre os atomos participantes da ligacdo, resulta em valores de cargas atdmicas
que podem ndo refletir a realidade. Essa equiparticdo resulta numa reproducédo
inapropriada do momento de dipolo molecular calculado (GUADAGNINI; BRUNS; DE
SOUZA, 1996).

Outro modelo amplamente difundido é o das cargas derivadas do potencial
eletrostatico molecular quantico, que baseia-se no célculo de um conjunto de cargas
atbmicas pontuais de modo a representar da melhor maneira possivel o potencial

eletrostatico (WILLIAMS; YAN, 1988). Ha procedimentos para célculos de cargas
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parciais com base no potencial eletrostatico, como as cargas CHELPG (BRENEMAN;
WIBERG, 1990), no qual as cargas atbmicas sdo ajustadas para reproduzir o potencial
eletrostatico em um conjunto de pontos ao redor da molécula. As cargas derivadas do
potencial eletrostatico sdo fisicamente mais satisfatorias quando comparadas com as cargas
de Mulliken. Devido ao seu método de célculo, as cargas derivadas do potencial
reproduzem satisfatoriamente o potencial eletrostatico molecular, o que é relevante no
processo de interacBes intermoleculares. No entanto, o0 método CHELPG possui uma
desvantagem, ou seja, o0 método ndo € sensivel em relacdo a mudanca de grupos
substituintes (WIBERG; RABLEN, 1993) devido a imensa polarizabilidade da densidade
eletronica ao redor dos atomos (WILLIAMS, 1994). Esse fator deve ser levado em
consideracdo quanto ao uso desse modelo de cargas para o estudo de efeito de substituintes
(GUADAGNINI; BRUNS; DE SOUZA, 1996).

Proposto por Cioslowsky (CIOSLOWSKI, 1989a, 1989b), o modelo GAPT baseia-
se no calculo quimico quantico das derivadas dos momentos dipolares em relacdo as
coordenadas do nucleo. Este método € baseado na particdo de propriedades eletrénicas em
contribuicdes atbmicas. Para o céalculo GAPT € necessario que a molécula esteja na sua
geometria de equilibrio, pois seus valores sdo obtidos a partir de parametros vibracionais.
Portanto, 0 método GAPT néo se aplica a moléculas fora da geometria de equilibrio, como
por exemplo estruturas do estado de transicao. Esta limitacdo aplica-se também ao método
CHELPG. Resultados mais satisfatorias utilizando-se as cargas GAPT tem sido alcangados
no estudo de interpretacdo de bandas e intensidades na regido do infravermelho (DE
OLIVEIRA; DE ARAUJO, 2007).

Como dito anteriormente, estas trés metodologias de cargas foram utilizadas nas
trés séries de derivados estudadas neste trabalho, como uma tentativa de obter modelos de
QSAR que pudessem explicar a dependéncia da atividade larvicida em funcdo da estrutura

molecular desses derivados.

3.5 EFEITO SOLVENTE

Ao estudarmos a quimica e a bioquimica, podemos perceber que a maior parte das
reacdes envolvidas nos processos ocorre em fase liquida. HaA muito se sabe da importancia

do solvente na conducgdo de reagcdes quimicas, o qual afeta a velocidade das reacdes e
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determina a formacdo dos produtos (PARKER, 1969). Desta forma, modelos teoricos
capazes de incluir o efeito que 0 meio exerce nas reagdes podem ser de grande valor.

Modelos continuos sdo ferramentas para a modelagem de solucbes liquidas que
consideram o solvente como um continuo de constante dielétrica uniforme «.

O método mais popular é o modelo continuo polarizavel (PCM, do inglés:
Polarizable Continuum Model), introduzido por Tomasi e colaboradores (MIERTUS;
SCROCCO; TOMASI, 1981; TOMASI; CAMMI; MENNUCCI, 1999). O PCM utiliza um
modelo quéantico para descrever o soluto, onde o potencial da superficie é determinado pela
diferenciacdo numeérica e sua interacdo com o solvente é computada de maneira auto-
consistente. A cavidade da molécula é definida por meio de esferas atbmicas de raio
proporcional ao raio de Van der Waals acrescidos de aproximadamente 20% para o
desenho da cavidade. Esse modelo tem sido bastante utilizado, principalmente para analise
de propriedades que dependem pouco de interacdes especificas entre soluto e solvente.

Neste trabalho, foi empregado o modelo PCM, utilizando para isso calculos de
orbitais moleculares B3LYP/6-311G (d,p), como uma forma de entender o comportamento
dos derivados &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propiénicos num meio onde se tenha

solvatacdo.

3.6 QUIMIOMETRIA E ESTUDOS QSAR

Em varias areas da ciéncia, frequentemente é necessaro estabelecer modelos de
relagbes quantitativas entre um fenémeno observado e um conjunto de variaveis
independentes que se acredita ter uma relacdo na descricdo do fendmeno. Com esses
modelos, em geral, deseja-se descrever o fenbmeno observado através de previsées nao
apenas para dentro, mas principalmente fora dos limites dos pontos investigados.

A RLM, do ponto de vista estatistico, ¢ um método de regressdo linear que
relaciona uma variavel dependente Y, que representa uma atividade bioldgica qualquer,
dos compostos de uma série em estudo, com as variaveis independentes X, que sdo 0s
descritores, que correspondem as propriedades fisico-quimicas desses compostos.

Para a modelagem dos compostos em estudo, assume-se que existe uma reta capaz
de ajustar todos os valores da variavel dependente, que pode ser representada pela equacao
18.
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Y=ot fixat oXot ..+ fxnt g Equacéo 18

onde, fo, f1, ..., PS80 parametros do modelo e € é o erro relacionado a determinacédo de y
(PIMENTEL; NETO, 1996). Um modelo linear de regressdo fornecera valores previstos de
Y, (Yp), para cada valor correspondente de x; associado, atraves da obtencdo do conjunto de
parametros b = (bo, bi,..., bn) que mais se aproximam dos coeficientes fo, fi,..., fn
correspondentes. Observe que, no conjunto b, n é o numero total de variaveis (ou
descritores). O residuo deixado — e — corresponde a diferenca entre os valores
experimentais (ou observados) (y) e os previstos (yp), estes Ultimos modelados pelos
coeficientes b. O objetivo da modelagem é prever y, , deixando assim o menor valor
possivel dos residuos. Além disso, espera-se, que ndo haja falta de ajuste no modelo, que
0s residuos deixados pelo modelo apresentem um carater completamente aleatorio, quando
plotados em um grafico contra as variaveis x; (grafico dos residuos), indicando, assim, que
0 modelo estimado € adequado.

Espera-se ainda que a relacdo entre y e yp seja linear, e € importante ressaltar que o
modelo € dito linear devido a linearidade da relacédo estabelecida entre as variaveis y e xi.
Ainda, que uma ou mais variaveis seja do tipo x?, o modelo linear é mantido, pois o
modelo é uma funcéo linear dos parametros b, e ndo das variaveis.

Os parametros b sdo calculados de acordo com a equacdo matricial 19, na qual os

termos estdo em negrito para indicar que sdo matriciais:

b = (XX)?! (Xly) Equacéo 19

onde X' é a matriz de dados transposta e, (X'X)* representa o inverso do produto da
transposta da matriz de dados pela mesma e y é o vetor que contém o valor das atividades
observadas.

De uma forma geral, é sempre possivel reconhecer nos dados a seguinte
organizacdo: uma atividade bioldgica y esta diretamente correlacionada através de um
conjunto de parametros lineares a um conjunto X de variaveis fisico-quimicas, de modo
que X= (X1, X2, ..., Xn), Onde n é o numero total de variaveis. Um dos objetivos da QSAR &
encontrar 0 conjunto de parametros b que possibilitem definir a funcdo expressa pela

equacao 19, através da equacdo matricial 20 mostrada a seguir:
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yp=Xb Equacéo 20

A equacdo de QSAR (modelo matematico) obtida ao final do estudo permitira
descobrir quantitativamente, como as variaveis estdo relacionadas com a atividade, e a
partir de sua interpretacdo sera possivel saber como variar as mesmas para obter melhores
valores da atividade bioldgica, com a proposi¢do de compostos potencialmente ativos.

Apds a construcdo do modelo de RLM, é necessério avaliar a qualidade do mesmo,
isto &, verificar a sua capacidade de previsdo, assim como 0s residuos deixados pelo
modelo. Uma das principais formas de avaliacdo, consiste na quantificacdo do poder
previsivo (ERIKSSON; JOHANSSON, 1996). O grau de previsibilidade do modelo é
testado atraves da validacdo cruzada (cross validation) que consiste em: (a) retirar um
grupo de compostos da modelagem (denominado conjunto de teste); (b) reconstruir o
modelo sem esses compostos; (c) utilizar esse modelo para calcular a atividade bioldgica
do(s) composto(s) excluido(s). Isto deve ser efetuado ap0s a obtencdo da equacdo de
QSAR com os demais compostos incluidos no modelo, denominados conjunto de
treinamento. Para que a separa¢do dos compostos em grupo de teste e treinamento ndo
interfira na qualidade do modelo é importante que se tenha um numero significativo de
compostos. Além disso, deve-se verificar no grupo de teste, que 0s compostos nao tenham
caracteristicas muito diferenciadas dos demais, pois como consequéncia ndo teriam sua
atividade bioldgica adequadamente prevista pelo modelo, por se localizarem em regides
extremas de previsdo, o que simultaneamente diminuiria a qualidade do modelo.

Um meio de avaliacdo para um modelo estatistico, bastante usado, € a analise da
variancia, denominada ANOVA (do inglés: Analysis of Variance), baseada na distribuicdo
de Fischer. A ANOVA compreende a quantificacdo de parametros como a soma quadratica
dos desvios em torno da meédia dos valores de y, ou soma quadratica total (SQr),
separando-se a mesma em soma quadratica devida a regressdo (SQr) e soma quadratica
residual (SQr). Avaliam-se também as médias quadraticas dos desvios devidos a regressdo
(MQr) e aos residuos (MQy). Por fim, obtém-se o coeficiente de variagdo, ou de
determinacdo (R?), que corresponde a divisdo de SQr por SQr, a fim de conhecer a
porcentagem de variacdo explicada pelo modelo desenvolvido. Como o valor de R? situa-
se no intervalo entre 0 e 1, pois SQr € necessariamente menor que SQt, por definicdo,
entdo, quanto mais proximo da unidade for o valor de R?, maior é a variabilidade explicada
pelo modelo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995).
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A ANOVA, em geral, ndo abrange o teste de Fischer, que € geralmente realizado
em paralelo. Este teste tem como objetivo obter o valor do indice F, dividindo-se MQr por
MQ: e comparando-se com o valor tabelado correspondente ao nimero de graus de
liberdade do problema. Caso F calculado seja maior que o tabelado, cerca de trés vezes
para um intervalo de confianca de 95%, entdo € possivel afirmar que a regressdo é
significativa.

O estudo da relacdo dos descritores fisico-quimicos com a atividade larvicida da
série acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propiénicos, 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propanoato de metila e derivados aril- e fendximetil-tiossemicarbazonicos, foram

analisados utilizando a Regressao Linear Multipla.

3.7 DOCKING MOLECULAR

O docking molecular ¢ uma técnica de modelagem molecular, que tem como
objetivo prever o modo de ligacdo de uma pequena molécula (ligante) em um sitio de um
alvo molecular (receptor), e na quantificacdo da afinidade de ligacdo entre o receptor e 0
ligante (KITCHEN et al., 2004).

O processo de reconhecimento molecular de um ligante no sitio de um alvo
molecular ocorre por complementaridade quimica entre as estruturas em estudo. Neste
processo, uma ou ambas as partes podem sofrer mudangas estruturais. Além disso, o
processo de reconhecimento molecular € um processo dinamico e complexo, onde um
grande numero de interacdes intermoleculares entre o ligante e o receptor séo envolvidas
(KITCHEN et al., 2004).

Devido a sua complexidade, o processo de docking é geralmente dividido em duas
partes: (i) aplicacdo de um algoritmo que tem por objetivo a busca dos possiveis modos de
ligacdo entre o ligante e o receptor, (ii) previsdo da afinidade de ligacdo de um ligante a um
receptor, ou seja, o calculo da energia de interacdo (funcdo score) que é aplicada para
eleger os modos de ligagdo teoricamente mais proximos do modo de ligagdo ‘“real”,
classificando-os de acordo com as suas energias de interacdo (VERDONK et al., 2003).

Em 1982, Kuntz desenvolveu o primeiro programa de realizacdo de docking
molecular, chamado de DOCK. Atualmente, existem inameros programas de docking
comerciais, tais como: GOLD, AutoDock, FlexX entre outros (KLEBE, 2006).
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Nesse trabalho, foi empregado o programa AutoDock 4.2, (MORRIS et al., 2009)
para 0 estudo das interagdes ligante-receptor dos derivados &cidos e ésteres 1,2,4-
oxadiazolicos e tiossemicarbazonicos no alvo escolhido como candidato. O AutoDock foi
escolhido para a realizacdo desse estudo, pois além de ser um programa amplamente
utilizado, o mesmo € de livre acesso e tem apresentado bons resultados na comparacao de
dados obtidos in silico com dados obtidos a partir de testes bioldgicos (ADINARAYANA;
DEVI, 2011; GAl et al., 2010; TIWARI et al., 2009).

3.7.1 Programa AutoDock

O programa Autodock utiliza grades de energia (grid), geradas pelo programa
AutoGrid, que tem a fungédo de reduzir o custo computacional. Para a construcdo dessa
grade de energia, é realizado um pré-calculo da energia de interacdo entre os atomos do
ligante e do receptor, para posteriormente serem utilizadas pelo programa AutoDock para a
determinacéo da energia total de interacdo entre a macromolécula e o ligante (KITCHEN
et al., 2004; MORGON; COUTINHO, 2007).

A afinidade de ligacdo calculada pelo Autodock corresponde a diferenga entre as
energias do ligante e da proteina no estado isolado, e a energia do complexo formado apos
a realizacdo do docking. Esta avaliagdo € separada em duas partes: primeiramente é
avaliada a variacdo da energia intramolecular das moléculas isoladas, em seguida é
avaliada a variacdo de energia intermolecular resultante da formacdo do complexo
proteina-ligante (HUEY et al., 2007). O campo de forca inclui seis termos de interacao
entre pares de atomos e uma estimativa da entropia conformacional perdida durante a

ligacao (AScont).

AG = (Vllgado ﬁao llgado) + (Vllgado ﬁao llaado) + (Vllgado na_oL—ligado + ASconf) EqanéO 21

Onde L se refere ao “ligante” e P se refere a “proteina”. O primeiro termo entre parénteses
corresponde as energias intramoleculares para os estados complexado e isolado do ligante,
e os termos do segundo parénteses sdo as energias intramoleculares para os estados
complexado e isolado da proteina. A variacdo de energia em funcdo das interacGes

intermoleculares entre os estados complexado e isolado esta descrita no terceiro parénteses.



61

Cada pardmetro utilizado no célculo da energia inclui as contribui¢fes energéticas

de dipersao/repulsdo, ligagdo de hidrogénio, interacdo eletrostatica e desolvatagéo.

2,
Ajj  Bjj Cij Dy qi4; (%) X

V = Wyaw 2ij (TT; - _]> + Whiona 2ij E(8) (_] - TT{;) + Weiee 2iij I+ W 245(SiV + SiV)e\? */ Equagéo 22

ij y

6 12
Tij Tij &(riprij

onde, 0s Wi’s sdo constantes de ajuste em cada termo, obtidas a partir de uma série de
dados experimentais de complexos macromolécula-ligante. O primeiro termo é um
potencial 6/12 para interacdes de dispersao/repulsao de Van der Waals. O segundo termo é
associado as ligacdes de hidrogénio direcionais. O terceiro termo representa as interacdes
eletrostaticas (potencial de Coulomb). O termo final € um potencial de desolvatacao
baseado no volume (V) dos atomos ao redor de um dado &tomo, ponderado por um
parametro de solvatacdo e um termo exponencial baseado em distancia.

O programa AutoDock, utiliza um algoritmo genético Lamarckiano (LGA)
(MORRIS et al., 1998), implementado como um algoritmo de busca local, como método de
busca conformacional. Nesse método, inicialmente é gerado uma populacdo de individuos,
sendo cada individuo uma possivel solucdo para o problema de docking e cada
conformagdo referente ao ligante, representa um “cromossomo’ composto de “genes” que
representam os graus de liberdade rotacional, translacional e conformacional do ligante.

A avaliacdo de cada solucdo do processo de docking é realizada com base na
energia de interacdo do complexo (ligante-proteina) e pela energia intramolecular do
ligante. Posteriormente, as solucdes sdo classificadas e as de melhor pontuacdo séo
submetidas a processos de recombinacdo e mutacdo para a geracao de novas solugcdes. Ao
final do processo, as solugbes semelhantes sdo agrupadas em agrupamentos (clusters) e
esses sdo ordenados de acordo com a energia. A diferenca entre as solugdes de docking séo

avaliadas pelo valor do RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation), em Angstroms

(A).



62

4 CALCULOS E BIOENSAIOS LARVICIDAS

Nesta secdo descreveremos como foram feitas as analises conformacionais e
configuracionais para cada série de compostos estudada nesse trabalho, além dos calculos
dos descritores utilizados para a obtencdo dos modelos de QSAR. Também mostraremos
como foram realizados os estudos de docking molecular desses compostos na proteina
escolhida como alvo.

Como a resposta bioldgica é um aspecto fundamental numa QSAR, mesmo nado
tendo desenvolvido os bioensaios larvicidas, uma descricdo de como 0s mesmos foram

realizados é apresentado no Apéndice A.

4.1 DERIVADOS DE ARIL- E FENOXIMETIL-TIOSSEMICARBAZONAS

4.1.1 Andlise conformacional dos tautdémeros tiona e tiol

Nosso primeiro passo foi investigar a estabilidade das formas tiona e tiol das
tiossemicarbazonas. Para isto, foi escolhido o composto 12t da série estudada, onde seus

tautbmeros sdo mostrados na Figura 24.
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Figura 24 - Formas tautoméricas do derivado 12t. (a) Tiona, (b) Tiol.

A estabilidade dessas estruturas foi avaliada através do calculo da energia livre de Gibbs
padrdo calculadas para esses dois tautdmeros a temperatura de 298,15 K e pressao de 1 bar,

como veremos na se¢édo 5.1.1.
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4.1.2 Anélise configuracional e conformacional dos derivados de tiossemicarbazonas

Uma vez que os descritores calculados, para serem utilizados em nossos estudos de
QSAR dependem da geometria molecular dos compostos, 0 primeiro passo para a
modelagem desses compostos, foi investigar a configuracdo (E ou Z em relagdo a dupla
ligacdo aril-C=N) e a conformacdo dos isdmeros (syn ou anti em torno da ligagéo parcial
dupla (NN =CS), como pode ser visto na Figura 25.

H //X H //X H JNHZ
A . H . H .
" N  NHK N
>~N NH, %N NH, %N X
H Ar Ar
2 (E, anti) (E,syn)

Figura 25 - Representacdo geral das possiveis conformacdes e configuraces para as classes de compostos

(tio)semicarbazonicos investigados.

Publicacbes anteriores das estruturas de raios-X dos derivados de p-
fluorbenzaldeido tiossemicarbazonas (FERRARI et al., 2000), 3- e 4-R-piridina
tiossemicarbazonas (onde R=formila e acetila) (MENDES et al., 2001), 4-R-piridina N(4)-
metil e 4-R-piridina N(4)-etiltiossemicarbazonas (onde R=formila e acetila) (BERALDO et
al., 2001) e 2-acetiltiofeno tiossemicarbazonas (DE LIMA et al.,, 2002), apontaram a
existéncia apenas do isdmero E tomando como referéncia a ligagdo C=N desses derivados.
Por essa razdo em nossos estudos, assumimos apenas a configuracdo E na estrutura de
todas as espécies calculadas. Por outro lado, a estabilidade das conformaces anti e syn em
torno da ligacdo parcial dupla NN=CS foi avaliada através da energia livre de Gibbs
padrdo calculadas para as duas conformacgdes, como veremos adiante na secdo 5.1.2 dos

resultados e discussoes.
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4.2 DERIVADOS ACIDOS 3-(3-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-1L)-
PROPIONICO E ESTERES 3-(3-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL)-
PROPANOATO DE METILA

4.2.1 Otimizacao das geometrias moleculares das moléculas ndo substituidas e seus

derivados

Conforme foi descrito na se¢é@o anterior, as geometrias moleculares otimizadas e as
propriedades eletronicas das moléculas ndo substituidas e de seus derivados foram obtidas
mediante céalculos de orbitais moleculares B3LYP/6-311G(d,p) usando 0 programa
GAUSSIAN 09 (G09) (FRISCH et al., 2009). No processo de otimizacdo foi seguida a
seguinte rotina: (i) as geometrias das moléculas ndo substituidas mostradas na Figura 26,
foram inicialmente otimizadas utilizando os critérios internos de convergéncia padrdes do
programa GO09, e em seguida, (ii) usamos esse resultado como ponto de partida no processo

de otimizacdo das geometrias moleculares dos derivados 1,2,4-oxadiazolicos.

a}‘; J; e
_’\\ ;\ @

(@)

Figura 26 - Moléculas néo substituidas. (a) acido 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propionico, (b) 3-(3-fenil-

1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.

4.2.2 Andlise conformacional das moléculas ndo substituidas

Antes da determinacdo das barreiras de rotacdo interna dos compostos nao
substituidos, foi realizada uma anéalise conformacional em relacéo a ligacdo C5-C7, como

mostra a Figura 27.
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(@) (b)
Figura 27 - Molécula néo substituida do acido 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propibnico. (a) Conformagao

1, (b) Conformacéo 2.

A estabilidade dessas conformacdes também foi avaliada através da energia livre de
Gibbs padrdo, calculada a temperatura de 298,15 K e pressédo de 1 bar como veremos
adiante na sec¢do 5.2.1 dos resultados e discussoes.

A partir da forma mais estavel dentre as apresentadas na Figura 27, o célculo da
barreira de rotacdo em torno da ligacdo C3-C6 foi realizada para o derivado nédo substituido
acido 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnico (Figura 28.a) e éster 3-(3-fenil-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propanoato de metila (Figura 28.b).

T ety

(@)

Figura 28 - Esquema da rotagéo do grupo fenil para anélise da barreira de rotacéo.

Nesse procedimento, as barreiras de rotacdo foram avaliadas variando-se
gradualmente, a cada 10 graus, os angulos diédricos C11C6C3N2, enquanto as demais
distancias e angulos de ligacdo e diédricos eram completamente otimizados. Isso permitiu
construir um grafico, para o célculo B3LYP/6-311G(d,p), da energia total relativa como

funcdo do angulo diédrico C11C6C3N2, como veremos adiante 5.2.1.
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4.3 OBTENCAO DAS PROPRIEDADES ELETRONICAS E EMPIRICAS

A partir das geometrias otimizadas, foram extraidas as respectivas propriedades
eletronicas empregadas em nossos estudos de relagdes quantitativas estrutura-atividade dos
derivados &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propibnico, 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propanoato de metila e aril- e fenoximetil-tiossemicarbazonas. Nesse trabalho as
propriedades eletronicas empregadas foram:

() Momento de dipolo molecular,
(i) Energias dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO, e
(iii)  Cargas atomicas utilizando as parti¢es de Mulliken, CHELPG e GAPT.

Além desses descritores quanticos, incluimos também em nossas matrizes de dados,

dois descritores lipofilicos:

(iv)  Parametro lipofilico de Hansch (n), e

(v) Logaritmo decimal do coeficiente de particdo (log P).

O célculo da medida da hidrofobicidade (logP) desses compostos foi obtida

utilizando o programa EPI Suite 1.67.
4.4 EFEITO SOLVENTE

Em nossos estudos QSAR, os descritores eletrdnicos para os derivados acidos 3-(3-
aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propiénicos foram também calculados utilizando o efeito do
solvente empregando o modelo PCM.

Para realizar esses célculos foi utilizado o programa G09, nesse procedimento, as
estruturas desses derivados foram otimizadas novamente, empregando agora o modelo

PCM (do inglés: Polarizable Continuum Model), utilizando a agua como solvente.
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4.5 ESTUDOS QUIMIOMETRICOS

As atividades larvicidas, os parametros eletrénicos e lipofilicos foram organizados
na forma de matrizes de dados X,p, onde as linhas e colunas estdo relaciondas aos n
compostos e p descritores moleculares, respectivamente, nas séries dos derivados acidos 3-
(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos, ésteres 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato
de metila e aril- e fenoximetil-tiossemicarbazonas. A partir de cada matriz Xnp foi
calculado a matriz dos coeficientes de correlagdo, que permitiu avaliar quais 0s descritores
que estavam mais correlacionados com a atividade larvicida. Estes, entéo, foram utilizados
para a geracdo da RLM (modelo QSAR), através do programa Statistica 6.0.

As equacOes de QSAR foram analisadas no sentido de avaliar quais propriedades
contribuiam mais significativamente nos valores das atividades e de que modo, i.e.,
positivamente ou negativamente. A partir dessa analise e das equacdes obtidas, novos
compostos foram projetados e suas atividades avaliadas pelos nossos colaboradores

experimentais.

4.6 DOCKING MOLECULAR

4.6.1 Re-docking

A estrutura cristalografica da proteina AeSCP-2 foi obtida a partir do banco de
dados Protein Data Bank (ID: 1PZ4). O software AutoDock 4.2 foi utilizado para realizar
os estudos no alvo da proteina.

Antes da realizacdo do docking nas trés séries de compostos estudadas nesta tese
para o alvo bioldgico selecionado, foi preciso realizar uma validacdo dos protocolos de
docking através do chamado processo de re-docking. Nessa validacdo, o proprio ligante co-
cristalizado da estrutura do complexo, foi submetido ao processo de docking para tentar
reproduzir o “encaixe” original no sitio ativo em estudo. Para isso a macromolécula
(AeSCP-2) foi considerada uma proteina rigida e as moléculas de agua presentes na
estrutura da macromolécula original foram excluidas.

Em geral os resultados de docking sdo confiaveis dependendo da similaridade entre
0 modo de ligacdo experimental e 0 modo de ligacdo calculado para a conformacgéo de
menor energia. Como usual (MORGON; COUTINHO, 2007), nesse trabalho foi aceito
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como metodologia validada, todos os resultados que apresentaram valores de RMSD < 2,0
A em relaco a estrutura co-cristalizada experimental.

O re-docking do &cido palmitico no sitio ativo da proteina, foi realizado de acordo
com o protocolo mencionado anteriormente. Nas simulacGes de docking, a selecdo do
melhor encaixe foi realizada pelo critério de menor energia.

Foram utilizados trés grids diferentes na tentativa de buscar o “melhor” grid para a
realizacdo do docking das trés séries estudadas. Para isso o tamanho dos grids foi ajustado
de modo a incluir o sitio ativo da proteina, onde as dimens6es do grid nos eixos X, Y e Z
foram respectivamente: (i) 50x50x50 A, (i) 60x60x60 A e (iii) 70x70x70 A, e o
espacamento do grid foi de 0,375 A.

4.6.2 Docking dos ligantes acidos e ésteres 1,2,4-oxadiazdlicos e

tiossemicarbazonicos.

O docking dos derivados é&cidos e esteres 1,2,4-oxadiazolicos e
tiossemicarbazdnicos no sitio ativo da proteina AeSCP-2, foi realizado utilizando o
programa Autodock 4.2, onde as ligacdes rotacionaveis dos ligantes foram mantidas livres
e a proteina foi tratada como uma macromolécula rigida.

As estruturas dos ligantes otimizadas (secdo 4.2.1) foram utilizadas como ponto de
partida para o processo de docagem no sitio ativo da proteina.

O programa AutoDockTools foi utilizado para preparar e analisar as simulacGes
computacionais realizadas. O programa AutoGrid 4.0 foi utilizado para gerar 0s mapas
para os ligantes. As dimensdes da caixa do grid nos eixos X, Y e Z foram,
respectivamente, 50x50x50 A ao redor do sitio ativo e o espacamento usado foi de 0,375
A

Na tentativa de entendermos melhor como nossos compostos interagem com o sitio
ativo da proteina escolhida como alvo, decidimos realizar um estudo de docking mais
detalhado para apenas uma das séries estudadas nesta tese. Em particular, a série escolhida
foi a dos derivados é&cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propibnicos. Esse estudo
consistiu na geracdo de mil conformacBes para cada derivado nesta série. Nas séries dos
derivados ésteres 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila e dos aril- e

fenoximetil-tiossemicarbazonas, foram geradas apenas 10 conformagdes em cada série.
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4.6.3 Anélises das interacgdes receptor-ligante

Apobs a realizacdo das simulagdes de docking molecular, as interacfes entre a
proteina AeSCP-2 e os ligantes derivados dos compostos tiossemicarbazénicos e dos
acidos e ésteres 1,2,4-oxadiazolicos, foram avaliados com o auxilio do programa ligPlus (v
1.4.5) (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).

Esse programa tem a funcdo de avaliar o comportamento entre o receptor e 0
ligante, e identifica as interagdes intermoleculares que ocorreram na formacdo do
complexo, gerando mapas 2D que mostram o tipo de interacdo que foi realizada entre a
proteina e o ligante. Um exemplo dessas representacdes 2D pode ser observada na Figura
29.

Legenda
@@ Ligacdes do ligante fg;n;t Residuos envolvidos em contatos hidrofobicos
@—@  LigacOes dos residuos ® Atomos envolvidos em contatos hidrofébicos.

@- —-@ LigacGes de hidrogénio e comprimento.

Figura 29 - Exemplo de um arquivo de saida do programa LigPlus. Representagdo 2D gerada
automaticamente pelo programa, mostrando o tipo de interacdo realizada (ver a legenda) entre

a proteina e o ligante.

Nesse trabalho, foram analisadas ligacfes de hidrogénio e interaces hidrofobicas

realizadas entre os &tomos do ligante e do receptor.
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4.6.4 Docking molecular dos inibidores da proteina AeSCP-2 (SCPIs)

Uma forma de avaliacdo da metodologia utilizada nesse trabalho, foi a realizagéo
do docking molecular dos inibidores da proteina AeSCP-2 relatados por Lan e
colaboradores (KIM; WESSELY; LAN, 2005). Como discutido na secdo 1.6, esses
inibidores quando testados se mostraram potentes agentes larvicidas e possuiram uma alta
afinidade de ligacdo com essa proteina. Portanto, decidimos realizar esse estudo na
tentativa de encontramos um eventual padrdo da atividade larvicida em fungdo da energia
de ligacdo desses compostos, no sitio ativo dessa proteina.

Para a realizacdo do docking desses compostos foi utilizado o mesmo procedimento
descrito anteriormente, ou seja, o programa AutoGrid 4.0 foi utilizado para gerar os mapas
para os ligantes. As dimensdes da caixa do grid nos eixos X, Y e Z foram respectivamente
50x50x50 A e o espagamento utilizado foi de 0,375 A.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DERIVADOS DE ARIL- E FENOXIMETIL-TIOSSEMICARBAZONAS

5.1.1 Andélise conformacional dos tautomeros tiona e tiol

As energias livre de Gibbs padrdo B3LYP/6-311++G(d,p) para as formas tiona e
tiol do derivado ndo sustituido 12t sdo apresentadas na Figura 30.
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Figura 30 - Energias livre de Gibbs padrdo B3LYP/6-311++G(d,p) do derivado 12t nas formas: (a) tiona e (b)

tiol.

Como mostra a Figura 30, a forma tiol apresentou uma energia livre mais alta que a
forma tiona, indicando que esta Ultima é a forma mais estavel. Por essa razao, nesta tese

adotamos a forma tiona para todos os demais derivados.

5.1.2 Analise configuracional e conformacional dos derivados tiossemicarbazonicos

Antes da realizacdo dos estudos de QSAR para esses derivados, foi necessaria uma
avaliacdo da estabilidade das conformac6es anti e syn em torno da ligacéo dupla parcial
NN==CS (Esquema 1).
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6t p-F 0 S 16t 2,3-diCl
7t p -Cl 0 S 17t 3,4-diCl
8t H 1 S
ot p -Br 0 S
10t 3,4-diCl 0 S

Esquema 1 - Representacdo geral das possiveis configuracdes e conformacfes dos derivados de

tiossemicarbazonas estudadas nesse trabalho. Adaptado de (DA SILVA et al., 2015a).

Uma vez que esses compostos apresentam trés dominios quimicos, quais sejam, o
substituinte do grupo aril (R), a unidade espacadora CH ou OCH2CH (UE) e o heteroatomo
X=(0,S), cada composto sera representado pela triade [R;UE;X].

Para a avaliacdo da estabilidade das duas conformaces (syn e anti), foi calculada a
energia livre de Gibbs padrdo para cada derivado (Tabela 4) utilizando o conjunto de
funcdo de base B3LYP/6-311++G(d,p) (DA SILVA et al., 2015b).
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Tabela 4 - Célculos B3LYP/6-311++G(d,p) da energia livre de Gibbs padrdo?® do momento de dipolo elérico,

da menor frequéncia vibracional harmonica e da diferenca de energia livre de Gibbs padrdo entre

as conformacdes syn e anti do isdmero E. Adaptado de (DA SILVA et al., 2015b).

Syn anti
Composto AG?
NUmero G° i Vi G° u vi
(R;UE;X) (kcal molt)
(en) (D) (cm?) (en) (®) (cm?)
1s (4-F;CH;0) -649,045519 561 42,0 -649,057077 2,38 33,4 -7,25
2s (3,4-DiCI;CH;0) -1469,031055 537 324 -1469,042708 1,65 26,8 -7,31
3t (3-NO2,4-Br;CH;S) -3650,829505 534 24,7 -3650,843120 4,26 24,3 -8,54
4t (4-OH;CH;S) -947,968453 435 341 -947,983487 6,02 37,2 -9,43
5t (5-FTSC;CH;S) -1513,220541 463 16,3 -1513,234814 4,28 15,1 -8,96
6t (4-F;CH;S) -972,000578 6,06 33,8 -972,015363 3,70 37,0 -9,28
Tt (4-CI;,CH;S) -1332,356854 6,11 354 -1332,371675 3,50 35,0 -9,30
8t (H;CH=CH-CH;S) -950,118099 596 26,1 -950,134200 5,97 31,0 -10,10
ot (4-Br;CH;S) -3446,278182 6,11 35,6 -3446,293100 3,50 32,1 -9,36
10t (3,4-DiCI;CH;S) -1791,985694 543 255 -1792,000329 3,13 29,4 -9,18
11t (4-OCH3;0CH2CH;S) -1101,768777 403 194 -1101,783947 5,92 17,4 -9,52
12t (H;OCH2CH;S) -987,243034 4,88 24,0 -987,258250 4,82 22,4 -9,54
13t (3-CI;0CH2CH;S) -1446,877531 420 16,9 -1446,892287 4,66 18,7 -9,26
14t (4-Br;OCH2CH;S) -3560,798445 557 175 -3560,813237 2,93 15,9 -9,28
15t (4-CI;0CH2CH;S) -1446,876855 558 195 -1446,891718 2,94 17,4 -9,32
16t (2,3-DiCI;0CH2CH;S) -1906,501534 3,29 133 -1906,515805 5,52 15.9 -8,96
17t (3,4-DiCI;0CH2CH;S) -1906,505957 527 153 -1906,520747 1,77 18.3 -9,28

2 Os célculos termodinamicos foram realizados na temperatura de 298,15 K e na pressao de 1 bar.

A partir da Tabela 4, pode-se observar que ambos os conférmeros syn e anti
representam pontos de minimo na superficie de energia potencial. O conférmero anti,
como esperado, apresenta a estrutura mais estavel, com valores médios de AG® de 7,3
kcal.mol* e 9,3 kcal.mol? para a semicarbazona e tiossemicarbazona, repectivamente. E
possivel observar também que essa diferenca de energia ndo depende nem da natureza do
substituinte (R), nem da natureza da unidade espacadora (-CH=ou -O-CH>— CH=) entre o
anel aromatico e a porcao (tio)semicarbazida.

A fim de facilitar a analise dos dados de polaridade da Tabela 4, alguns calculos
adicionais foram realizados para a uréia (u =3,88 D), tiouréia (un =5,00 D), formaldeido-
tiossemicarbazona (u =4,50 D) e fenil-tiossemicarbazona (u =5,46 D). Na Tabela 4

podemos destacar alguns aspectos:
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Q) Em primeiro lugar, a diferenca entre 0 momento de dipolo elétrico entre a tiouréia e
a uréia € de 1,1 D. Essa diferenca é observada também entre os derivados 6t e 1s,

1,3 D e entre os compostos 10t e 2s, 1,5 D.

(i) Em segundo lugar, os derivados que possuem a conformagdo anti, substituidos na
posicdo para sdo mais estaveis e possuem um momento de dipolo menor do que o
conformero syn correspondente. As exce¢Oes sdo para 0S compostos ndo
substituidos na posicdo para 8t e 12t onde os momentos de dipolo sdo praticamente
0S mesmos em ambos 0s conférmeros, no entanto, alguns derivados com a
conformacéo anti apresentaram momentos de dipolo maiores do que a conformacéo

syn correspondente, como por exemplo, os derivados 4t, 11t e 16t.

Com base nessas informacdes, podemos perceber que a baixa polaridade dos
derivados das conformacdes anti (mais estavel), pode representar um aspecto vantajoso
para promover uma interacdo hidrofébica no ambiente biolégico. Como 0 momento de
dipolo é um descritor vetorial, além da sua magnitude o0 mesmo possui uma orientacéo e
um sentido. A direcdo do dipolo nas estruturas otimizadas (E/anti) sdo mostradas na Figura
31:
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EEE

(4t (5t) (6t) () (8t) (9t)
p=6,02D p=428D p=3,70D p=3,50D n=597D n=3,50 D
D(NNCC) = 179,9° D(NNCC) = 180,0° D(NNCC) = 180,0° D(NNCC) = 180,0° D(NNCC) = 179,9° D(NNCC) = 179,9°

i

(10t)
p=3,13D
D(NNCC) = 180,0°

! ! fl'
] . L ]
A N N
&
- L
d e
&
@2y (131) (141) (151) (16t) a7
n=4,82D n=4,66 D p=293D n=294D n=552D n=177D
D(NNCC) = -128 4° D(NNCC) = -128,1° D(NNCC) = -126,6° D(NNCC) = -126,2° D(NNCC) = -126,5 D(NNCC) = -123,7° D(NNCC) = -125,5°

Figura 31 - Magnitude e orientacdo do momento de dipolo para o conformero E/anti dos derivados
tiossemicarbazonicos. Angulo diédrico entre as os grupamentos aril/fenoxi e a porcao
tiossemicarbazida. Adaptado de (DA SILVA et al., 2015b).

A Figura 31 mostra que o momento de dipolo da maioria dos derivados esta
orientado principalmente ao longo do eixo da ligacdo C=S, com excecdo dos derivados 3t e
5t, cujos substituintes NO2- e HoN(C=S)NH-N=CH-, respectivamente, sdo no tipo e na
posicdo mais diferenciados que os demais. Pode-se notar também que os derivados com 0s
maiores momentos de dipolo 3t-5t, 11t e 12t ndo apresentam uma atividade larvicida
elevada (ver Tabela 5, secdo 5.1.3). A introducdo de um substituinte halogénio na posicao
para do grupo fenil, diminui o momento de dipolo em 1,8-2,0 D, mas sua orientacdo é
mantida para os derivados 6t, 7t e 9t, em relacdo a fenil-tiossemicarbazona ndo substituida
(1 =5,46 D). O mesmo efeito de diminuicdo do momento de dipolo com substituintes
halogénios na posicao para é observado também para os derivados 14t e 15t em relacéo ao
derivado 12t (ndo substituido), no entanto, a orientacdo do momento de dipolo é para fora
da ligacdo C=S, em direcdo ao atomo de oxigénio na porcdo fenoximetil. Esta alteracdo
esta relacionada com o grupo espacador -O-CH,-CH= que promove uma torsdo (na faixa

de -123,70 a 128,40°) entre os fragmentos da tio-semicarbazida e fenoximetil. Além disso,
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a introducdo de um segundo atomo de cloro na posi¢do meta do anel fenilico causa uma
diminuicdo ainda maior do momento de dipolo. Ele varia de 3,50 D em 7t (p-Cl) a 3,13 D
em 10t (3,4- DiCl) e de 2,94 D em 15t (p-Cl) a 1,77 D em 17t (3,4- DiCl).

5.1.3 Sele¢do dos descritores para o estudo QSAR

Para a obtencdo de um modelo de regressao linear satisfatério, € desejavel que os
dados da resposta biolégica possuam uma variancia apreciavel. Apresentamos na Tabela 5,
os valores da atividade larvicida dos compostos dessa primeira série homologa estudada.

Tabela 5 - Dezessete derivados de (tio)semicarbazonas com os respectivos valores da atividade larvicida.

Composto Numeragdo Faixa de Concentracéo LCso LCso Log(1/LCs)

(R;UE;X) (ppm) (ppm)  (umol L)
Aril-tiossemicarbazonas
(4-F;CH;0) 1s > 200 > 200 >1103,9 -
(3,4-diCI;CH;0) 2s > 200 > 200 >861,8 -
(3-NO_,4-Br;CH;S) 3t > 200 > 200 >659,8 -
(4-OH;CH;S) 4t > 200 > 200 >1024,4 -
(5-FTSC;CH;S) 5t > 200 > 200 -
(4-F;CH;S) 6t 50-90 61,3 310,8 3,507
(4-CI;CH;S) 7t 20-60 28,8 134,8 3,873
(H;CH=CH-CH;S) 8t 28-50 28,4 138,3 3,860
(4-Br;CH;S) ot 20-50 31,7 122,8 3,910
(3,4-diCI;CH;S) 10t 16-20 17,3 69,7 4,157
Fenoximetill-tiossemicarbazonas
(4-OCHg3;0CH.CH;S) 11t 80-160 120,4 503,1 3,298
(H;OCH:CH;S) 12t 80-160 112,7 538,5 3,268
(3-CI;0CHCH;S) 13t 50-80 70,0 287,2 3,542
(4-Br;OCH.CH;S) 14t 20-40 26,5 92,0 4,036
(4-Cl;0CHCH;S) 15t 20-30 21,9 89,9 4,046
(2,3-diCI;0CH.CH;S) 16t 10-30 19,5 70,1 4,154
(3,4-diCI;0CH.CH;S) 17t 5-9 58 20,9 4,680

Felizmente se observa que tal variancia esta presente na Tabela 5. Note que o

composto 17t é 15 vezes mais ativo que o composto 6t. Observa-se também da Tabela 5
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que, de acordo com Cheng e colaboradores (CHENG, 2003), os derivados 1s-5t, 11t e 12t
podem ser considerados inativos (LCso > 100 ppm), o derivado 6t e 13t podem ser
considerados ativos (100 ppm > LCso > 50 ppm), ao passo que os derivados 7t, 8t, 9t e 10t
podem ser considerados bastante ativos (LCso < 50 ppm).

Ao comparar as atividades de dois derivados aril-tiossemicarbazonicos 6t e 10t
com seus analogos semicarbazonicos 1s e 2s, nota-se que esses Ultimos ndo apresentaram
atividade larvicida (LCso > 200 ppm). Os compostos 6t e 10t, respectivamente, diferem
estruturalmente desses dois derivados semicarbazonicos 1s e 2s apenas pela presenca do
grupo tiocarbonila (C=S) em lugar do grupo carbonila (C=0). Portanto, podemos inferir
que a funcdo tiocarbonila contribui de forma significativa para o aumento da atividade
larvicida desses derivados.

Em relacdo ainda as aril-tiossemicarbazonas, podemos observar que 0 composto
dissubstituido no anel aromatico com atomos de cloro 10t mostrou-se bastante ativo em
relagio ao seu correspondende monoclorado 7t. Esse comportamento foi observado
também por Bordas e colaboradores (BORDAS et al., 1989), avaliando a atividade
larvicida de diferentes biuretos. Eles observaram que compostos dissubstituidos com
atomos de cloro nas posicoes 3 e 4 do anel fenilico, apresentavam uma atividade larvicida
maior, em relacéo ao seu derivado monossubstituido.

Em relacdo aos derivados de fenoximetil-tiossemicarbazonas avaliadas, apenas 0s
compostos 11t e 12t ndo apresentaram atividade larvicida (LCso> 100 ppm). O derivado
13t mostrou-se ativo, enquanto os derivados 14t, 15t, 16t e 17t sdo bastante ativos.

Ao compararmos as atividades larvicidas das aril-tiossemicarbazonas 7t, 9t e 10t,
as quais ndo possuem a unidade espagadora (-O-CH.) em sua estrutura, com as respectivas
fenoximetil-tiossemicarbazonas 15t, 14t, e 17t, nota-se que esses Ultimos causaram uma
mortalidade superior em larvas do Aedes aegypti, por exemplo, para o composto 17t, o
valor de LCso foi de 20,9 pmolL™, um valor numérico bem menor que aquela obtida para
seu analogo aril-tiossemicarbazénico 10t (69,7umolL?). Entdo, a presenca desse
grupamento quimico parece ter contribuido para o aumento da atividade larvicida.

Ainda com relacdo as fenoximetil-tiossemicarbazonas, nota-se que os derivados 14t
e 15t se mostraram bastante ativos, quando comparados com o derivado ndo substituido
12t no anel fenilico. Esses resultados corroboram também com aqueles obtidos por Neves
Filho e colaboradores (NEVES FILHO et al., 2009) indicando mais uma vez que a
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presenga de halogénios tais como “Br” e “CI” substituidos na posi¢do para do anel fenilico
contribui para um aumento da atividade larvicida.

Observando ainda a Tabela 5, pode-se notar que o derivado 11t, que possui 0O
substituinte metoxila na posicdo para do anel fenilico, apresentou um valor de LCso maior
quando comparado ao composto ndo substituido 12t. Esse resultado mostra mais uma vez
que a presenca de grupos doadores de elétrons na posicdo para do anel fenilico, acarreta
uma diminuicdo da atividade larvicida, de forma semelhante ao trabalho publicado por
Simas e colaboradores (SIMAS et al., 2004), e também no trabalho de Neves Filho e
colaboradores (NEVES FILHO et al.,, 2009), onde nesse Gltimo, a presenca do grupo

metoxila ndo contribuiu para 0 aumento da atividade desses compostos.

5.1.3.1  Anélise de regressao para os derivados tiossemicarbazénicos

A partir das conformacdes de menor energia (E,anty), as propriedades eletrénicas
foram calculadas pelo método B3LYP/6-311++G(d,p). Estes valores, juntamente com a
atividade larvicida e os descritores de lipoficilidade logP e =, sdo mostrados na Tabela 6.
Vale salientar, que os melhores resultados dos nossos estudos de QSAR foram obtidos
utilizando a particdo de Mulliken, portanto todas as matrizes de dados e correlacéo, assim
como os modelos matematicos apresentados neste capitulo correspondem a esta particao de
carga. No entanto, as matrizes de dados, correlacdo e modelos matematicos obtidos para as
outras particdes de cargas estdo presentes nos Apéndices B, C e D deste trabalho. Isto vale
também para os derivados acidos e ésteres 1,2,4-oxadiazdlicos que serdo apresentados nas
secO0es 5.2.2 e 5.3.1.
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Tabela 6 - Atividade larvicida experimental, descritores eletronicos B3LYP/6-311++G(d,p) e lipofilicos para

os derivados aril e fenoximetil-tiosemicarbazonicos.

Numeros  Log(1/LCso) B eromo  &umo At 2Zqbenen qCs Ny N, logP (logP)? T n?

(R) (D) (eV) (V) (V) (e) (e) (®) (®)

6t 3,507 3,702 -6,045 -2,224 3,821 -0,370 0,778 0,192 -0,033 2,180 4,752 0,140 0,020
Tt 3,873 3,503 -6,078 -2,336 3,742 -1,050 0,522 0,179 -0,035 2,630 6,917 0,710 0,504
ot 3,910 3,502 -6,084 -2,357 3,727 0,043 1,054 0,227 -0,047 2,870 8,237 0,860 0,740
10t 4,157 3,133 -6,185 -2,507 3,678 -1,681 -0,006 0,179 -0,035 3,270 10,693 1,420 2,020
11t 3,298 5915 -5968 -1,589 4,379 -0,565 -0,187 0,082 -0,020 2,090 4,368 -0,020 0,000
12t 3,268 4816 -6,088 -1,634 4,454 -0,675 0,037 0,078 -0,018 2,010 4,040 0,000 0,000
13t 3,542 4665 -6,159 -1,746 4,413 -0,989 -0,534 0,082 -0,023 2,650 7,023 0,860 0,740
14t 4,036 2,932 -6,168 -1,753 4,414 -0,495 -0,049 0,082 -0,019 2,900 8,410 0,710 0,504
15t 4,046 2,936 -6,164 -1,748 4,417 -1,000 -0,349 0,081 -0,019 2,650 7,023 1,420 2,020
16t 4,154 5516 -6,108 -1,713 4,395 -1,377 -1,465 0,090 -0,011 3,300 10,890 1,420 2,020
17t 4,680 1,774 -6,212 -1,825 4,387 -1,571 -0,849 0,088 -0,023 3,300 10,890 0,140 0,020

A partir da matriz de dados (Tabela 6) foi obtida a matriz dos coeficientes de

correlacdo (Tabela 7).

Tabela 7 - Matriz dos coeficientes de correlacdo dos parametros presentes na Tabela 6 para os derivados aril-

e fenoximetil-tiosemicarbazonicos.

Log (1/LCsp) 1] €HoMo  €LUMO Ae dfanel qCs aN; aN; logP (logP)? T n?

Log 1/(LCso) 1,00 069 083 017 000 -061 -045 -003 -000 092 0,92 0,93 0,85
u -0,69 1,00 0,78 0,38 0,22 023 -016 020 035 -046 -0,44 047 -0,33
€HOMO -0,83 0,78 1,00 0,11 -0,10 0,58 0,35 0,16 -0,09 -0,74 -0,74 -0,76 -0,69
£LUMO -0,17 0,38 0,11 1,00 0,98 0,01 -062 -0,93 0,89 -0,26 -0,24 -0,28 -0,18
Ae 0,00 0,22 -0,10 0,98 1,00 -0,11  -0,70 -0,97 0,91 -0,10 -0,08 -0,12 -0,04
Zanel 0,61 0,23 0,58 001 011 1,00 0,69 028 033 -061 -0,63 0,66 -0,76
qCs -0,45 -0,16 0,35 -0,62 -0,70 0,69 1,00 0,75 -0,82 -0,46 -0,50 -0,48 -0,60
gN; -0,03 -0,20 0,16 -0,93 -0,97 0,28 0,75 1,00 -0,94 0,07 0,05 0,07 -0,02
gN; -0,00 0,35 -0,09 0,89 0,91 -033 0,82 -0,94 1,00 -0,04 -0,01 -0,03 0,08
logP 0,92 -0,46 -0,74 -0,26 -0,10 -0,61  -0,46 0,07 -0,04 1,00 1,00 1,00 0,95
(logP)? 0,92 -0,44 -0,74 -0,24 -0,08 -0,63  -0,50 0,05 -0,01 1,00 1,00 0,99 0,96
m 0,93 047 0,76 028 012 066 -048 007 -003 1,00 0,99 1,00 0,96
w 0,85 033 069 -018 004 076 -060 -002 008 095 0,96 096 1,00

A partir de um ajuste linear dos dados, foi encontrada a seguinte equacdo de

regressdo entre Log(1/LCso), U e logP , como pode ser visto a seguir.



80

Log (—) = 2,490(+0,335) — 0,112(+0,0356)u + 0,671(+0,0912)logP  Equacdo 23
9 \i¢ )
50

n=10; R =0,97; R?=0,94; F = 54,61; s = 0,12; p= 0,00005

Os valores entre parénteses correspondem aos desvios-padrédo dos coeficientes da
equacdo. O valor de R? ¢ alto, e explica 94% da variabilidade da atividade.

A partir da equacdo 23 os valores de Log (1/LCso) foram previstos. Seus valores
s&o mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Atividades larvicidas obtidas dos dados experimentais e previstos para os derivados aril- e
fenoximetil-tiosemicarbazoénicos usando a equacéo 23.

NUmeros Substituintes (R) LCso (prev.) LCso (exp.)

(u mol L) (u mol L)
6t p-F 289,7 310,8
7t p -Cl 137,4 134,8
ot p -Br 94,6 122,8
10t 3,4-diCl 46,5 69,7
11t p -Br 588,8 503,1
12t p -Cl 502,3 538,5
14t p -Br 78,0 92,0
15t p -Cl 115,1 89,9
16t 2,3-diCl 81,8 70,1
17t 3,4-diCl 31,2 20,9

Como podemos notar hd, em geral, uma boa concordancia entre valores
experimentais e previstos.
A partir da tabela 8, valores de Log (1/LCso) previstos foram plotados contra seus

correspondentes valores experimentais, como mostra a Figura 32.
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Figura 32 - Valores previstos de Log (1/LCsg) usando a equacdo (23) versus seus correspondentes valores

experimentais.

A Figura 33 mostra o grafico dos residuos versus os valores previstos. Pode-se
observar que os residuos possuem uma distribuicdo aleatoria, garantindo assim que ndo ha

falta de ajuste do modelo.
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Figura 33 - Grafico dos residuos deixados pelo modelo.
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5.2 ESTUDOS QSAR DOS DERIVADOS ACIDOS 3-(3-ARIL-1,2,4-
OXADIAZOL-5-IL)-PROPIONICOS

5.2.1 Analise conformacional da molécula ndo substuida: Acido 3-(3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il)-propibnico

Como dito no item 4.2.2 do capitulo 4 desta tese, a estabilidade foi avaliada
calculando a energia livre de Gibbs padrdo para ambas as conformagdes, como mostrados
na Figura 34.

"3
>a

-

!

90

@

o,
(a) G° =-760,404113 ex (b) G° = -760,398283 &
vi=1,68cm? vi1=1571 cm?

Figura 34 - Molécula ndo substituida do &cido 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propiénico. (a) Conformagéo
1, (b) Conformacdo 2, com seus respectivos valores de energia livre padrdo (G° e menor

frequéncia de vibracdo harmonica.

Como podemos observar na Figura 34, ambas as conformacGes sdo minimos na
superficie de energia potencial. Entretanto, a conformacdo 1 se mostrou mais estavel que 2,
portanto em nossos estudos para essa série utilizamos apenas a conformacdo 1 para a
realizacdo de todos os calculos.

A Figura 35 mostra o resultado do célculo B3LYP/6-311G(d,p) (fase gas) da
barreira de energia de rotacdo do grupo fenil em torno da ligacdo C3-C6, variando-se a
cada 10 graus o angulo diédrico C11C6C3N2.
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Figura 35 - Grafico da barreira de rotacdo em torno da ligagdo C3—C6 para a molécula ndo substituida do
acido 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propionico usando o método B3LYP/6-311G(d,p).

Como podemos observar, a analise conformacional revela dois pontos de minimos
essencialmente degenerados, que correspondem aos angulos diédricos de 0° e 180° e de
dois maximos de mesma energia em 90° e 270°, devido a quase completa simetria do grupo
fenila em torno do anel 1,2,4-oxadiazol.

Ainda no gréafico da Figura 35, € possivel calcular o valor da barreira de energia
entre 0 minimo e 0 maximo global para a molécula do &acido 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-
il)-propi6nico, que é de, aproximadamente, 5,93 kcal.mol™,

As estruturas otimizadas para a molécula ndo substituida e seus 8 derivados

substituidos sdo mostradas na Figura 36, a seguir.
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Figura 36 - Estruturas otimizadas B3LYP/6-311G(d,p) para os nove derivados &cidos 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propi6nicos.

5.2.2 Selecdo e calculos dos descritores estruturais

Apresentamos na Tabela 9 os valores das atividades larvicidas dos compostos da

série acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos.
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Tabela 9 - Nove derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos com os respectivos valores da
atividade larvicida.

R
6\3 N4
N/ M o]
2075 =
1 OH
NUmeros Substituintes (R) LCso LCso Log(1/LCsp)
(ppm) (pmolL™)
la H 98,86 453,0 3,344
2a p-—F 81,20 343,8 3,464
3a p - OCHs 71,50 288,0 3,541
4a 0- CHs 70,90 305,3 3,515
5a p- CHs 65,80 283,3 3,548
6a m - CHs 63,80 274,7 3,561
7a p - NO; 50,50 191,9 3,717
8a p-ClI 28,10 111,2 3,954
9a p-—Br 15,20 51,2 4,291

A alta atividade apresentada pelos derivados 8a e 9a, com LCso = 111,2 e 51,2
n mol L respectivamente sugere que a presenca de atomos de halogénios ligados ao anel
fenilico na posicdo para (F, Cl e Br), esta associada a um aumento da atividade larvicida.
No entanto, o derivado 2a apresentou um valor de LCso bem maior em relagdo aos
compostos 8a e 9a. Segundo Hernandes e colaboradores (HERNANDES et al., 2010) a
presenca de substituintes volumosos, como os atomos de “CI” e “Br”, permitem,
geralmente, uma maior interacdo com o sitio ativo de alguns alvos biolégicos importantes,
pois facilita a ligacdo nas “cavidades” mais profundas da estrutura molecular desses
receptores biomoleculares. Dessa forma, o menor volume do atomo de “F” no composto 2
pode estar relacionado a menor atividade larvicida, sugerindo a relevancia deste efeito

estérico descrito.
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5.2.2.1 Andlise de regressdo para os derivados &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-

propiénicos

A partir das conformacgdes mais estaveis, as propriedades eletrénicas especificadas
anteriormente, ou seja, energia do orbital molecular mais alto ocupado (&womo), energia do
orbital molecular mais baixo desocupado (e.umo), momento dipolar (u) e cargas atbmicas
(gwi), foram calculadas para 0 método B3LYP/6-311G(d,p), e ndo foram observadas
frequéncias imagindrias. Estes valores B3LYP/6-311G(d,p) sdo mostrados na Tabela 10,
juntamente com os descritores lipofilicos n e logP, além das atividades larvicidas da

molécula ndo substituida e de seus 8 derivados.

Tabela 10 - Atividades larvicidas, descritores eletronicos B3LYP/6-311G(d,p) e lipofilicos da série acidos 3-
(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos.

Nimeros  Log(1/LCso) u gomo  Eumo  ‘Ae qCs aCs aN2 N4 001  2Xdpenzeno et lOgP  (logP)? n Ls

(R) (D) (eVv) (ev)  (eV) (e) (® (® (e) (e) (e) (e)

1la 3,344 2,598 -6,874 -1,506 5368 0,259 -0,190 0,142 0,365 -0224 -0501 0,133 1,780 3,170 0,000 0,000
2a 3,464 2445 6,859 -1,562 5297 0,263 -0,205 0,144 0,367 -0222 -0225 0,130 1980 3920 0,40 0,020
3a 3,541 2418 -6184 -1,265 4919 0,261 -0,205 0,50 -0,368 -0,226 -0,282 0,144 1,860 3,460 -0,020 0,000
4a 3,515 2,232 -6762 -1,412 5350 0,255 -0,164 0,156 0,372 -0,226 -0,488 0,161 2,330 5430 0,560 0,314
5a 3,548 2,834 6627 -1,404 5224 0257 -0187 0,144 0366 -0225 -0472 0,139 2330 5430 0560 0,314
6a 3,561 2,988 -6,725 -1,440 5284 0257 -0,185 0,142 0,366 -0,224 -0,474 0,136 2,330 5430 0,560 0,314
7a 3,717 4868 7610 -2938 4,672 0266 0179 -0134 -0364 0216 0,190 0,107 1,600 2,560 0,280 0,078
8a 3,954 2,624 -6900 -1,754 5146 0,263 -0,194 0,141 0,366 -0221 -0,414 0,125 2420 5860 0,710 0,504
% 4,291 2,561 -6,821 -1,761 5060 0,263 -0,192 0,141 0,366 -0,221 -0,446 0,125 2670 7,130 0,860 0,740

1Ae — Diferenga de energia entre os orbitais de fronteira (€Lumo — £Homo)-
23 qhenzeno — SOmatorio das cargas dos atomos de carbono do anel fenilico.
3% qanel — Somatdrio das cargas dos atomos do anel 1,2,4-oxadiazol.
A partir dessa matriz de dados, foi obtida a matriz dos coeficientes de correlacéo;
os valores mais significativos (R) entre as variaveis selecionadas e as atividades larvicidas,

sdo mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Matriz de correlacéo das atividadese das variaveis calculadas com o método B3LYP/6-311G(d,p)
da série 4cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propibnicos.

Log(1/LCso) u €HoMo  ELUMO Ae qCs aCe aN; N4 g0, Zqbenzeno Zqae  logP  (logP)? n n?
Log(1/LCso) 1,00 008 -018 031 038 048 -006 034 021 047 0,03 042 0,60 0,65 0,56 0,84
H 0,08 1,00 -079 -091 -073 052 026 073 060 079 0,51 073 050 046 051 0,19
eHovo -0,18 079 100 091 037 052 039 -069 -047 -087 0,33 072 030 027 029 000
£LUMO -0,31 091 0091 1,00 073 071 024 -072 -053 -0,94 -0,55 081 040 035 041 003
1Ae -0,38 073 037 073 100 071 010 -047 -039 -0,65 0,68 061 039 034 044 007
qCs 0,48 052 052 071 071 100 046 068 058 084 0,75 08 032 028 036 -0,03
qCs -0,06 026 -039 -024 010 046 100 -019 -036 001 -0,40 027 014 014 016 021
N2 0,34 073 069 -072 -047 068 019 100 095 083 0,32 096 023 018 022 007
aNs 0,21 060 -047 -053 -039 058 036 095 1,00 064 0,23 087 028 025 027 0,05
901 0,47 079 087 -094 -065 084 001 08 064 1,00 0,56 092 025 020 -027 0,0
Zqpenzeno -0,03 051 033 055 -068 075 040 032 023 056 1,00 051 062 060 067 -049
S qanel 0,42 073 072 081 -061 08 027 09 087 092 0,51 1,00 029 024 030 0,04
logP 0,60 050 030 040 039 032 014 -023 -028 -025 0,62 029 1,00 1,00 099 091
(logP)? 0,65 046 027 035 034 -028 014 -018 025 -0,20 -0,60 024 1,00 1,00 0,99 0,93
n 0,56 051 029 041 044 036 016 -022 -027 -0.27 0,67 030 099 099 1,00 0,90
n? 0,84 019 000 003 007 003 021 007 -005 010 -0,49 004 091 093 09 1,00

Da Tabela 11, os descritores que apresentam os maiores coeficientes de correlagdo
com as atividades larvicidas sdo: a carga atdmica do carbono 3 (qCs) e do oxigénio 1
(gO1), somatério das cargas dos atomos do anel 1,2,4-oxadiazélico (Zqaner), além dos

2 e (logP)?. Observando os valores de R, nota-se que alguns

descritores lipofilicos =
descritores sdo altamente correlacionados entre si; por exemplo, a carga atdmica do
carbono 3 apresenta um coeficiente de correlacdo de 0,84 com a carga do oxigénio 1,
mostrando que sdo variaveis linearmente dependentes, e, portanto, ndo devem ser
simultaneamente empregados numa mesma equacéo de regressdo. Da Tabela 11, podemos
notar que um melhor ajuste linear pode ser obtido fazendo-se uma regresséo linear maltipla
para Log (1/LCsp), com: (i) a carga do carbono 3 mais o descritor empirico n?, (ii) a carga
atdmica do carbono 3 juntamente com o descritor (logP)?, obtendo assim dois excelentes
modelos matematicos para a descricdo da atividade larvicida. As equacdes de regressao

linear multipla para Log (1/LCsp) e esses descritores s&o mostradas a seguir:

Log (%) = —7,11(£1,59) + 40,39(+6,11)qC3 + 0,98(+0, 087) 7> Equacdo 24
50

n=9; R = 0,98; R = 0,97; F = 83,38; s = 0,063; p= 0,00004

Log (-—) = —12,11(42,88) + 57,54(+10,92)qC; + 0,16(+0,027) (logP)? Equacdo 25
50

n=9; R = 0,95; R?=0,90; F = 26,26; s = 0,11; p= 0,0011
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Os valores entre parénteses correspondem ao valor de um desvio-padrdo do
coeficiente da varidvel (descritor molecular) correspondente nas equagdes. Neste trabalho,
utilizamos o critério que desvios padrdes menores que 50% do valor dos coeficientes,
tornam o descritor aceitavel na equacgéo.

A qualidade desses modelos tem por base os altos valores de R?, pois a equagio 24
é capaz de explicar 97% da variancia da atividade, enquanto a equacdo 25 explica 90%.
Além disso, as equacdes de regressdo apresentam valores de F grande.

A partir das equagdes 24 e 25 valores de LCsg foram previstos, cujos valores sdo
mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 - Atividades larvicidas experimentais e previstas para a série dos acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-

5-il)-propibnicos usando a equacdo 24. Os valores entre parénteses foram previstos com a

equacdo 25.
NUmeros Substituintes LCso (prev.) LCso (exp.)
(u mol L) (u mol L)

la H 4457 453,0
(444,6)

2a p—F 293,8 3438
(198,2)

3a p — OCHzs 369,8 288,0
(306,2)

4a 0-CHs 318,4 305,3
(329,9)

5a p—-CHs 264,2 283,3
(252,3)

6a m — CHzs 264,2 2747
(252,3)

7a p— NO; 195,0 1919
(219,18)

8a p-ClI 98,6 111,2
(97,10)

9a p—Br 57,8 51,2

(60,8)
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Como podemos notar h4, em geral, uma boa concordancia entre os valores
experimentais e previstos, sendo que a maior diferenca € verificada para os derivados 2a e
3a.

A partir da Tabela 12, valores de Log (1/LCso) previstos foram plotados contra seus

correspondentes valores experimentais, como mostra a Figura 37:
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Figura 37 - Valores previstos de Log (1/LCso) versus seus correspondentes valores experimentais: (a)

Equacdo 24 e (b) Equacéo 25.

Nos gréaficos da Figura 38, observa-se uma distribuicdo aleatoria dos residuos em
torno de zero, que corresponde a linha horizontal central. Como os valores dos residuos
estdo aleatoriamente distribuidos, e ndo ha nenhum indicio de falta de ajuste nos modelos
obtidos. Nota-se, também, que o intervalo de valores de residuos sdo menores quando
calculados com a equacdo 24 (Figura 38.a) que comparados com aqueles que sdo

calculados com a equacéo 25 (Figura 38.b).
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Figura 38 - Grafico dos residuos deixados pelo modelo: a) Equacéo 24 e b) Equacédo 25.

A principal diferenca entre as equacgdes 24 e 25 é o descritor de hidrofobicidade.

Apesar dos parametros da regressdo e o grafico dos residuos serem mais favoraveis a

equacdo 24, vale destacar que o proposito de previsibilidade dessas equacbes de QSAR

podem nos remeter a um substituinte cujo valor do pardmetro n seja pouco confiavel

(devido a erros experimentais) ou mesmo desconhecido. Por estas razdes, a equagao 25,

onde o logP pode ser calculado por programas computacionais torna-se uma alternativa

interessante e justifica, portanto, a sua apresentacdo neste trabalho.

Como explicado no item 4.4 da metodologia, foi utilizado o modelo do efeito

solvente, a fim de obter outros modelos de QSAR. Apesar do esforco computacional, a

introducdo da descricdo do solvente ndo mostrou-se significativa do ponto de vista do

modelo de QSAR. As matrizes de dados, de correlacdo e as equacdes de regressao podem

ser apreciadas no Apéndice E desta tese.




91

5.3 ESTUDOS QSAR DOS DERIVADOS ESTERES 3-(3-ARIL-1,2,4-
OXADIAZOL-5-1L)-PROPANOATO DE METILA

5.2.2 Andlise conformacional da molécula ndo substuida: 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-
5-il)-propanoato de metila

A Figura 39 mostra o resultado B3LYP/6-311G(d,p) da barreira de energia de
rotacdo interna do grupo fenil em torno da ligagdo C3—C6, variando-se a cada 10 graus o
angulo diédrico C11C6C3N2.

T % b

Energia Relativa (kcal.mol %)

-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Angulo Diédrico C11C6C3N2 (Graus)

Figura 39 - Gréfico da barreira de rotacdo em torno da ligagdo C3—C6 para a molécula ndo substituida de 3-
(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila usando o método B3LYP/6-311G(d,p).

Podemos observar também nesse grafico, que a metodologia utilizada revela dois
pontos de minimos e maximos degenerados. Os pontos de minimos correspondem aos
angulos diédricos de 0 e 180°, enquanto 0os maximos sao observados em 90° e 270° como
mostra a Figura 39.

Ainda no grafico da Figura 39, pode-se calcular o valor da barreira de energia, que
é de aproximadamente 5,93 kcal/mol, ou seja, 0 mesmo valor revelado pela molécula nédo
substituida da série de acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos. As estruturas

otimizadas para os 14 derivados dessa série sdo mostradas a seguir.
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Figura 40 - Estruturas otimizadas para os doze derivado 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) propanoato de metila,
usando o método B3LYP/6-311G(d,p).
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Como foi dito anteriormente, essa terceira série de compostos também foi
sintetizada e tiveram suas atividades larvicidas avaliadas no DQF/UFPE, frente ao estagio
L4 do Aedes aegypti. Os resultados destes bioensaios realizados sdo mostrados na Tabela
13, com seus respectivos valores de LCsq.

Tabela 13 - Quatorze derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila com os respectivos
valores da atividade larvicida.

R
6\3 N4
N/ \ 0
2 075 =
1 OCH
NUmeros Substituintes (R) LCso (ppm) LCso Log (1/LCsp)
(u mol L)
le 0— OCHjs >100 >381,3 -
2e m — OCHgs >100 >381,3 -
3e H 30,65 132,0 3,879
4e p-F 27,55 110,1 3,958
5e p—NO; 23,73 85,6 4,068
6e p — OCHzs 21,26 81,1 4,091
Te p—CHs 18,68 75,9 4,120
8e m — Br 15,91 51,1 4,292
%e m — CHz 14,39 58,4 4,234
10e p-Cl 6,29 23,6 4,627
1le 3,5 - DiCl, 5,81 19,3 4,714
12e p-Br 5,08 16,3 4,788
13e p-I 2,68 7,5 5,125
14e 3,4 - DiCl, 2,54 8,4 5,076

Podemos observar na Tabela 13, que de acordo com Cheng e colaboradores
(CHENG, 2003), dos 14 derivados de 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) propanoato de metila,

avaliados, apenas os compostos le e 2e ndo apresentaram atividade larvicida, com valores
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de LCso superiores a 100 ppm, enquanto todos os outros derivados dessa série se
mostraram bastante ativos (LCso< 50 ppm).

Pode-se observar na Tabela 13 que os derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propanoato de metila, dissubstituidos no anel aroméatico com atomos de cloro 1le e 14e
(LCso = 19,3 e 8,4 umol L) mostraram-se mais ativos em relacio ao composto
monoclorado 10e (23,6 u mol L), como relatado por Bordas e colaboradores (BORDAS
et al., 1989).

Ao comparar as atividades larvicidas dos derivados ésteres 3-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il)-propanoato de metila, com seus respectivos acidos 3-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il)-propibnicos, percebe-se que o0s ésteres sdo mais ativos (Tabela 14). Por
exemplo, para 0s compostos substituidos com o cloro na posi¢do para o valor de LCsg para
0 éster 10e foi de 23,6 u mol L™, ou seja, um valor numérico bem menor que o obtida para

seu analogo &cido 8a (LCsp=111,2 u mol LY.

Tabela 14 - Comparagdo entre os valores de LCso € logP dos ésteres com seus respectivos acidos 1,2,4-
oxadiazolicos.

Substituinte . LCsalys mol L-l,) . ooF .
Ester Acido Ester Acido
H 132,0 453,0 2,07 1,78
p-F 110,1 343,8 2,27 1,98
p—NO: 85,6 191,9 1,88 1,60
p — OCHs 81,1 288,0 2,15 1,86
p — CHz 75,9 283,2 2,61 2,33
m — CHs 58,4 274,7 2,61 2,33
p-Cl 23,6 111,2 2,71 2,42
p—Br 16,3 51,2 2,96 2,67

Comparando-se o0s valores de logP dos &cidos em relacdo aos ésteres (Tabela 14),
pode-se observar que esses Ultimos derivados apresentaram um valor de logP maior. Esses
resultados corroboram com dados experimentais da literatura (SANGSTER, 1989), como

mostra a Tabela 15.
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Tabela 15 - Compararacdo entre os valores de logP experimentais entre alguns acidos com seus respectivos
ésteres. Adaptado de (SANGSTER, 1989).

Acidos logP Esteres logP
~o_ COOH -0,17 ~_ COOCHjs 0,18
0 0

|
YJ\OH 0,93 A OCH; 1,38
0 o CH3
5 1,87 5
/ /
O

OH (o]
2,20
0] ]
OH 1,41 [ OCHs 1,83
OH
CHj

(0]
(f‘\ 246 @OCW 275
CH;

Pode-se observar na Tabela 15, que o valor do logP do éster é sempre maior do que
o do &cido correspondente, corroborando com nossos valores de logP calculados.

Para esta terceira série de compostos, também foram realizados calculos de orbitais
B3LYP/6-311G(d,p). A partir das conformacdes mais estaveis, as propriedades eletrénicas
especificadas no capitulo anterior foram calculadas e aqui também ndo foram observadas
frequéncias imaginarias. Estes valores sdo mostrados na Tabela 16, juntamente com o

descritors © e logP, além das atividades larvicidas desses derivados.



96

Tabela 16 - Atividades larvicidas, descritores eletrénicos B3LYP/6-311G (d,p), e lipofilicos da série 3-(3-
aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.

NUmeros Log(1/LCs) 88 EHOMO ELUMO 1Ae qCs qCs aN; aNs q0, 22:Clbenzeno 32:Cla\nel logP (|09P)2

(R) ® &V V) &) @® () () (©) (©) (©) (©)
3e 3,879 3091 -6838 -1466 5372 0258 -0,190 -0,142 0,365 -0224 -0503 -0,138 2070 4,285 0000 0,000
de 3,958 3,09 -6284 -1523 5301 0262 -0205 -0,144 0,367 -0223 -0226 -0,136 2270 5153 0,140 0,020
5e 4,068 5463 -7,573 -2912 4,661 0265 -0,178 0,134 0,363 -0217 -0,192 -0,112 1,880 3,534 -0,280 0,078
6e 4,091 4,644 -6165 -1,196 4,969 0260 -0,205 -0,149 0,369 -0227 -0283 -0,150 2150 4,622 -0,020 0,000
7e 4,120 3224 -6596 -1362 5234 0256 -0,187 0,144 0,366 -0226 -0471 -0,145 2610 6812 0560 0,314
9 4,234 3472 -6694 -1,402 5292 0256 -0,185 0,142 0,366 -0225 -0475 -0,142 2610 6812 0560 0,314
10e 4,627 3301 -688 -1,717 5151 0263 -0,195 0,141 0,366 -0222 -0416 -0,130 2,710 7,344 0,710 0,504
11e 4,714 3497 7,264 2,015 5249 0261 -0202 0,136 -0,365 0,218 -0,329 -0,121 3,350 11223 1,420 2,020
12e 4,788 3,248 -6,792 -1,724 5068 0262 -0192 0,141 0,366 -0222 -0447 -0131 2960 8762 0860 0,740
13e 5,125 3217 -6637 -1,727 4911 0261 -0190 -0,41 0365 -0222 -0,762 -0,131 3230 10433 1,120 1,250
14e 5,076 2,633 -7,017 -1926 5091 0264 0,200 -0139 0,366 -0220 -0,348 -0,124 3350 11,223 1420 2,020
A partir da matriz acima, foi obtida a matriz dos coeficientes de correlacdo (Tabela
17):
Tabela 17 - Matriz de correlagdo das atividades e das varidveis calculadas com o método B3LYP/6-311G
(d,p) da série 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.

Log(1/LCs) u €4oMO  ELUMO Ae qCs aCe aN2 N qO: Zdbenzeno Zqaer  logP  (logP)? ks ?

Log(L/LCso) 1,00 041 010 -018 -023 039 -015 033 013 040 -0,45 039 090 091 08 084
H -0,41 1,00 022 049 071 025 033 017 018 019 0,48 021 061 -057 062 -042
&HoMO -0,10 022 1,00 09 026 -056 034 -09 08 092 -0,37 093 004 -009 008 030
eLumMo -0,18 049 090 100 065 -071 042 -08 079 091 -0,35 094 002 -003 001 -024
"Ae -0,23 071 026 065 100 -060 034 -033 030 042 -0,13 047 012 009 017 001
qCs 0,39 025 -056 071 -060 1,00 017 051 026 0,74 0,42 076 011 015 010 0,30
aCe -0,15 033 -034 042 034 -017 100 042 071 015 -0,28 024 027 027 028 -029
aN2 0,33 017 -095 089 -033 051 042 100 089 094 0,13 094 026 030 028 047
aNa 0,13 018 -08 079 -030 02 071 08 100 0,73 -0,12 077 003 007 005 019
40 0,40 019 -092 091 -042 074 015 094 073 1,00 0,28 099 028 034 030 053
Zqpenzeno -0,45 048 -037 035 -013 042 028 013 012 0,28 1,00 025 043 -041 040 -020
qenel 0,39 021 -093 09 -047 076 024 094 077 0,99 0,25 1,00 024 029 025 048
logP 0,90 061 -004 002 012 011 027 026 003 028 -0,43 024 100 1,00 100 092
(logP)? 0,91 057 -009 003 009 015 027 030 007 034 -0,41 029 100 1,00 099 094
n 0,88 062 -008 001 017 010 028 028 005 030 -0,40 025 100 099 100 093
w? 0,84 042 030 024 -001 030 029 047 019 053 -0,20 048 092 09 093 1,00

Da Tabela 17, podemos notar que um bom ajuste linear pode ser obtido fazendo-se

uma regressédo linear multipla para Log (1/LCso), com os descritores qCz e logP obtendo
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assim um excelente modelo matematico para a descricdo da atividade larvicida. A equacao

de regressdo linear multipla para Log (1/LCso) e esses descritores € mostrada a seguir:

Log (ﬁ) = —9,08(+1,39) + 44, 13(+16,93)qC; + 0,75(+0097)logP Equacdo 26
0
n=11; R = 0,95; R? = 0,90; F = 36,22; s = 0,16; p= 0,0001

Os valor de R? é alto e capaz de explicar 90% da variabilidade da atividade larvicida.
A partir da equacéo 26 valores de LCso foram previstos (Tabela 18).

Tabela 18 - Atividades larvicidas obtidas dos dados experimentais e previstos da série 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propanoato de metila usando a equacéo 26.

NUmeros Substituintes (R) LCso (prev. LCoo (exp.)
(u mol L) (u mol L)
3e H 138,7 132,0
de p-F 65,3 110,1
5e p—NO2 94,6 85,6
6e p — OCHs 98,6 81,1
Te p—CHs 66,8 75,9
%e m — CHs 66,8 58,4
10e p-Cl 27,6 23,6
11e 3,5 - DiCl> 11,2 19,3
12e p - Br 19,7 16,3
13e p-I 13,8 7,5
14e 3,4 - DiCl» 8,3 8,4

Como podemos notar ha, em geral, uma boa concordancia entre valores
experimentais e previstos.
Também foi gerado um grafico dos valores de Log (1/LCso) previstos versus 0s

valores experimentais, como mostra a Figura 41.
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Figura 41 - Valores previstos do Log (1/LCsp) versus seus correspondentes valores experimentais usando a

equacao 26.

No gréfico da Figura 42, observa-se uma distribuicdo aleatoria dos residuos em
torno de zero. Como os residuos estdo aleatoriamente distribuidos, o modelo obtido para

essa série de compostos segue uma distribuicado linear.
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Figura 42 - Grafico dos residuos deixados pelo modelo.
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5.3 PREVISAO DE NOVOS AGENTES LARVICIDAS

5.3.2 Derivados aril- e fenoximetil-tiossemicarbazdnicos

A equacao de QSAR obtida para essa série revela a importancia da hidrofobicidade
na descricdo da atividade larvicida. A equacdo 23 mostra que essa atividade depende do
momento de dipolo molecular molecular (1) e do coeficiente de particdo octanol/agua
(logP), com coeficientes negativo e positivo respectivamente.

E importante salientar, em se tratando de LCso, compostos mais ativos deveréo estar
associados a valores baixos desta grandeza. Portanto, uma pequena concentracdo é
suficiente para a obtencao de 50% da letalidade larval, ou seja, a qualidade larvicida de um
composto esta relacionada a quantidade necessaria do mesmo para surtir o efeito desejado,
de modo que compostos mais ativos séo eficientes em baixas concentragdes.

O modelo obtido para essa série sugere que substituintes que diminuem o momento
de dipolo e aumentam o coeficiente de particdo octanol/agua garantem aos compostos
menores valores de LCso.

Para essa série, foi projetado um novo derivado, 18t que exibiu uma alta atividade
larvicida depois de sintetizado. Também analisou-se um composto que exibiu atividade
intermediaria 13t e outro que ndo apresentou atividade larvicida 4t. Esses compostos nao
foram utilizados no conjunto de treinamento, para a obtencdo da equacdo 23. Esses

compostos com suas estruturas otimizadas, sdéo mostrados na Figura 43.

(41) (13t) (18t)

Figura 43 - Composto projetado 18t e derivados analisados 4t e 13t utilizando a equagéo 23.

Os valores dos descritores logP e p, bem como as atividades larvicidas previstas

pela equacdo (23) e experimentais estdo apresentadas na Tabela 19:

Tabela 19 - Descritores fisico-quimicos, com as atividades larvicidas previstas (equagao 23) e experimentais.
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) n (D) LCso (prev.) LCso (exp.)
Derivados logP
(u mol L) (n mol L)
4t 0,56 6,02 6434,0 >1024,4
13t 2,65 4,66 179,38 287,2
18t 4,87 3,31 4,10 3,95

O derivado projetado 18t apresentou uma atividade larvicida prevista de 4,10 p mol
L e quanto sintetizado sua atividade foi de 3,95 umol L?, mostrando que o modelo
obtido realiza boas previsdes fora do conjunto de treinamento.

Também foi prevista a atividade do derivado 13t que apresentou atividade larvicida
intermediaria. O valor de LCso previsto para esse derivado foi de 179,38 pumol L%,
enquanto seu valor experimental foi de 287,2 p mol L.

Ainda na Tabela 19 podemos observar que o composto 4t € inativo, frente a larvas
dos mosquitos aedes aegypti (LCso> 1024,4 pmol L?). Esse composto também foi
analisado com a equacgdo 23, onde sua atividade prevista foi de 6434,0 pmol L?,

indicando que a previsao feita pelo nosso modelo € bastante satisfatoria.

5.3.3 Derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) propi6nicos

Observando as equacfes 24 e 25, nota-se que a atividade larvicida é linearmente
dependente de um descritor eletronico (qCsz) e de dois descritores empiricos que expressam
a hidrofobicidade (logP ou 7).

Os modelos obtidos nesse trabalho indicam que para a projecéo tedrica de um novo
agente larvicida, potencialmente mais ativo que os demais compostos utilizados no
conjunto de treinamento, sugerem a introducdo de um substituinte no anel fenilico que, de
acordo com nossas equacdes de QSAR obtidas, apresente as seguintes caracteristicas:

() Ser um substituinte “retirador de elétrons”, pois dessa forma o efeito indutivo
provocado por esse substituinte ira deixar mais positiva a carga atbmica do carbono

3.

(i) Introduzir um substituinte que confira aos novos compostos projetados um
acentuado caréater hidrofébico.

Isto produz menores valores de LCsq.
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Essas caracteristicas, correspondem a importancia anteriormente observadas na
literatura, tanto no que diz respeito ao descritor hidrofébico (DE SOUSA et al., 2010;
HANSCH; VERMA, 2009; SANTOS et al.,, 2011), assim como o efeito eletrénico
(NEVES FILHO et al., 2009), para a descricdo de uma alta atividade larvicida frente as
larvas do mosquito Aedes aegypti.

A fim de verificar a previsibilidade desse modelo, e tomando como referéncia essas
caracteristicas, fomos consultar na literatura especializada, substituintes que pudessem
atender a essas condicGes. Para isso, foi consultado valores de ¢ de Hammet de varios
substituintes ligados diretamente ao anel fenilico, capazes de retirar carga do carbono 3 de
acordo com a numeracdo adotada nesse trabalho. Também foi analisado o quanto esses
substituintes aumentavam ou ndo a hidrofobicidade dos compostos a serem previstos,
garantindo assim um aumento ou ndo das atividades dos mesmos. Ap0s essas analises,
foram realizadas simulacBes com substituintes que ndo fizeram parte do conjunto de
treinamento. Tomando como base as caracteristicas acima, foi possivel planejar quatro
novos agentes larvicidas, mais ativos do que aqueles empregados no conjunto de

treinamento, cujos substituintes sdo mostrados na Figura 44:

(10a) (11a) (12a) (13a)

Figura 44 - Substituintes utilizados na previsdo dos 4 novos derivados bastante ativos.

Os quatro compostos, com suas estruturas ja otimizadas, sdo mostradas na Figura 45:
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Figura 45 - Compostos previstos, utilizando as equacdes 24 e 25 obtidas por estudos QSAR.

Os valores dos descritores (logP)?, n® e qCs, bem como as atividades larvicidas

previstas pelas equacdes 24 e 25 e experimentais estdo apresentadas na Tabela 20:

Tabela 20 - Descritores fisico-quimicos, atividades larvicidas previstas (equacdo 25) e experimentais para 0s

trés derivados acidos propostos. Os valores entre parénteses indicam a previsdo com a equacao

24,
Derivados 2 (logP)? qCs LCso (prev.)  LCso (exp.)
(e) (umolL?Y)  (umol L?)
10a 3,84 12,53 0,255 24,0 55,3
(0,12)
lla - 14,52 0,249 23,6 23,9
(-)
12a - 16,73 0,255 5,12 13,4
(-)
13a - 17,53 0,256 3,34 7,45
(-)

Observando a Tabela 20, nota-se que os novos derivados 10a, 11a, 12a e 13a, se

mostraram de fato bastante ativos, quando sintetizados por nosso grupo de pesquisa, com

valores de LCso de 55,3; 23,9; 13,4 e 7,45 u mol L™, respectivamente. Os derivados 11a,

12a e 13a apresentaram atividades larvicidas bem maiores em relacdo ao composto 9a

(LCs0=51,2 u mol L), enquanto o derivado 10a apresentou um valor de LCso semelhante

a esse ultimo derivado. Esses resultados corroboraram também com os obtidos por Neves

Filho e colaboradores (NEVES FILHO et al., 2009), indicando mais uma vez que a

presenca de substituintes do grupo dos halogéneos, nesse caso o cloro no derivado 13a,
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contribui para um aumento da atividade larvicida. Embora as atividades larvicidas
previstas dos derivados 10a-13a apresentarem valores menores do que 0s experimentais é
interessante notar que a atividade larvicida prevista relativa (7,2:8,1:1,5:1) esta em
concordancia com a atividade experimental relativa (7,4:3,2:1,8:1). A exce¢do ¢€
apresentada pelo composto 1la, no entanto, para esse composto o valor previsto e

experimental da atividade larvicida sdo muito proximos.

5.3.4 Derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) propanoato de metila

Para essa série de derivados, 0 modelo de QSAR obtido mostra que a atividade
larvicida desses compostos é diretamente dependente do descritor qCs e logP. Em
particular, substituintes mais hidrofobicos e que aumentem a carga do descritor qCs
contribuem para o aumento da atividade larvicida desses compostos.

A fim de verificar o modelo de QSAR obtido, um novo composto foi previsto 15e.
Além disso, um composto que possui uma boa atividade larvicida 8e e uma baixa atividade
2e foram analisados, pois 0 modelo deve prever dentro e fora dos limites que estdo sendo
investigados (isto €, dentro e fora do conjunto de treinamento). As estruturas otimizadas

desses compostos, sdo mostradas na Figura 46.
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Figura 46 - Composto projetado (15e) e derivados analisados (2e e 8¢) utilizando a equagao 26.
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Tabela 21 - Descritores fisico-quimicos, com as atividades larvicidas previstas (equacdo 26) e experimentais.

Derivados logP gCs LCso (prev.) LCso (exp.)
(e) (nmol L™ (nmol L™
2e 2,15 0,258 120,7 >381,3
8e 2,96 0,260 19,9 51,10
15e 3,89 0,254 8,98 6,07

O composto projetado foi 0 15e que apresentou uma atividade larvicida prevista de
8,98 umol L™ e quando sintetizado sua atividade foi de 6,07 u mol L™ (Tabela 21). Nesta
tabela podemos ainda notar que o composto 2e, conforme esperado, apresentou atividade
larvicida baixa, seu LCso previsto foi de 120,7 p mol L, enquanto seu valor experimental
foi maior que 381,3 p mol L™

Também decidimos excluir um composto do conjunto de treinamento 8e a fim de
testar a previsibilidade da equacdo 26. A atividade experimental desse composto foi de

51,10 u mol L enquanto o valor previsto foi de 19,9 u mol L.

5.4 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR

5.4.2 Re- docking

Como explicado no item 4.6.1 da metodologia, foram realizados calculos de
docking molecular para as trés séries de compostos estudadas nesse trabalho, utilizando
para isso trés grids diferentes, com tamanhos de (i) 50x50x50 A (ii) 60x60x60 A (iii)
70x70x70 A. Os resultados do re-docking, considerando a conformacio mais estavel para
esses trés grids apresentaram valores de RMSD iguais a 0,96 A; 0,97 A e 1,12 A e energias
de ligacdo de -8,18; -8,18 e -8,09 kcal.mol? respectivamente. A comparagio por
sobreposicdo estrutural com o complexo original revelou um modo de ligacdo similar a
conformacéo original. A Figura 47 mostra a pose cristalografica original (verde) e ap6s o
Re-Docking (marrom) do acido palmitico no sitio de ligacdo, para o grid 50x50x50 A, pois

0 mesmo apresentou o menor valor do RMSD e a maior energia de ligacéo.
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Figura 47 - Sobreposicdo do acido palmitico original (verde) e da melhor pose de docking (marrom), com
RMSD=0,96 A.

Esses mesmos parametros foram utilizados no docking molecular dos derivados: (i)
aril- e fenoximetil-tiossemicarbazonicos, (ii) acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-

propibnicos e (iii) 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.

5.4.3 Docking molecular dos derivados aril- e fenoximetil-tiosemicarbaz6nicos

Esta série de compostos, foi estudada via docking molecular, na proteina AeSCP-2.
Nesse estudo, essa série foi dividida em dois grupos: (i) quatro derivados de aril-

tiossemicarbazonas e (ii) sete derivados de fenoximetil-tiossemicarbazonas.

5.4.3.1 Docking molecular dos derivados de aril-tiossemicarbazonas

Os resultados obtidos para os dockings desses derivados indicaram que todos os
compostos ficaram localizados no sitio ativo da proteina. Isso pode ser observado na
Figura 48, onde sdo mostrados os derivados 6t, 7t, 9t e 10t interagindo com alguns

residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo do AeSCP-2.
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(91) (20t)
Figura 48 - llustracdo dos complexos da proteina AeSCP-2 com os derivados de aril-tiossemicarbazonas. Os

derivados de aril-tiossemicarbazonas estdo representados pela cadeia verde.

A Figura 49 mostra a sobreposicdo das melhores poses de docking obtidas para

esses 4 derivados.

Figura 49 - Estruturas do &cido palmitico (linha verde) e derivados de aril-tiossemicarbazonas sobrepostas

apos docking molecular na proteina AeSCP-2.

As melhores poses de encaixe selecionadas no estudo de docking (interacdes entre

essa proteina e os derivados), foram analisadas com o programa ligplus (Figura 50).
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Phel0s

(7t) (9t) (10t)
Figura 50 - InteragBes hidrofébicas e polares com os derivados de aril-tiossemicarbazonas e a proteina
AeSCP-2.

Os complexos formados entre os ligantes 9t e 10t se mostraram mais estaveis que
os demais, com energias de ligacéo de -6,90 e -7,14 kcal.mol™, respectivamente.
A Tabela 22 mostra os valores das energias de ligacdo de cada complexo formado

apos o docking, e os tipos de interacOes realizadas com os residuos de aminoacidos.

Tabela 22 - Energias de ligacdo, tipo de interacdo para cada complexo (proteina-derivado), ap6s o estudo de

docking dos derivados de aril-tiossemicarbazonas.

Substituintes (R) ~ NUmeros LigacBes de Hidrogénio InteracOes Hidrofobicas Energia de Ligagdo
(kcal.mol?)
p-F 6t ARG24. ILE19, ASP20, ASN23, -6,09

GLN25, VAL26, LEUA4S,
LEU102, PHE105.

p-Cl Tt ASP20, ARG24, GLN25. ILE19, ASN23, VAL26, -6,67
LEU48, LEU102, PHE105.

p-Br ot ASP20, ARG24. ILE19, ASN23, GLN25, -6,90
VAL26, LEU48, LEU102,
PHE105.
3,4-diCl 10t ARG24. ILE19, ASP20, ASN23, -7,14

GLN25, VAL26, LEUA4S,
LEU102, PHE105.
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Podemos observar na Tabela 22 que o derivado 10t (mais potente), possui uma
maior energia de ligacdo com o AeSCP-2. Além disso, podemos observar que 0s residuos
envolvidos nas interagcdes com esses derivados, sdo praticamente 0s mesmos envolvidos na
interacdo com o 4&cido palmitico na estrutura de raios-X publicada por Dyer e
colaboradores (DYER et al., 2003), que sdo os residuos de ARG24, ILE19, ASN23,
VAL26, LEU48, LEU102 e PHE105

5.4.3.2 Docking molecular dos derivados de fenoximetil-tiossemicarbazonas

A Figura 51 mostra a sobreposicdo dos derivados 11t-18t das fenoximetil-

tiossemicarbazonas no AeSCP-2.

Figura 51 - Estruturas do acido palmitico (linha verde) e 8 derivados de fenoximetil-tiossemicarbazonas,

sobrepostas apds docking molecular no AeSCP-2.

As interacOes entre os residuos de aminoacidos dessa proteina com estes derivados

sdo mostradas na Figura 52.
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Figura 52 - Interag@es hidrofébicas e polares para os derivados de fenoximetil-tiossemicarbazonas.

A Tabela 23 mostra os valores das energias de ligacdes de cada complexo formado,
além das interacdes realizadas pelos mesmos com os residuos de aminoacidos presentes na

proteina escolhida como alvo.
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Tabela 23 - Energias de ligacdo, tipo de interacdo para cada complexo apds o estudo de docking molecular

dos derivados de fenoximetil-tiossemicarbazonas.

Substituintes NUmeros LigacGes de Hidrogénio InteragBes Hidrofdbicas Energia de Ligacdo
(R) (Kcal.mol?)
p -OCH3s 11t ASP20, ARG24,GLN25 ARG15, ILE19, ASN23, VAL26, LEUA48, -6,68

LEU109, PHE105.

H 12t ASP20, ARG24,GLN25 ARGI15, ILE19, ASN23, VAL26, LEUA4S, -6,65
LEU102, PHE105.

m -Cl 13t ASP20, ARG24,GLN25 ARG15, LEU16, ILE19, ASN23, LEUA4S, -7,16
PHE105, VAL26.

p-Br 14t ARG24,GLN25 ARGI15, ILE19, ASN23, VAL26, LEUA4S, -7,50
LEU102, PHE105.

p-Cl 15t ASP20, ARG24,GLN25 ARG15, LEU16, ILE19, ASN23, VAL26, -7,16
LEU48, LEU109, PHE105.

2,3-diCl 16t ASP20, ARG24,GLN25 ILE12, ARG15, LEU16, ILE19, ASN23, -7,71
VAL26, LEU48, LEU102, PHE105.

3,4-diCl 17t ASP20, ARG24,GLN25 ARG15, ILE19, ASN23, VAL26, LEUA4S, -7,90
LEU102, PHE105, LEU109.

3,4-diCl 18t ASP20, ARG24,GLN25 ARG15, ILE19, ASN23, VAL26, LEU16, -8,47
MET46, LEU48, PHE105.

A Tabela 23 mostra que os residuos envolvidos nas interagdes com esses ligantes,
sdo praticamente 0s mesmos envolvidos na interagdo com o acido palmitico na estrutura de
raios-X publicada por Dyer e colaboradores (DYER et al., 2003), que sdo os residuos de
ARG24, GLN25, ARG15, ILE19, ASN23, VAL26, LEU48 e PHE105.

A fim de comparar os resultados obtidos através das simulacdes de docking, com os
valores de atividade larvicida, foi gerado um grafico dos valores do Log(1/LCsp) em

funcdo das energias de ligacdo (em mddulo) de cada complexo obtido (Figura 53).
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Figura 53 - Atividade larvicida experimental dos derivados de fenoximetil-tiossemicarbazonas versus a

energia de ligagdo (em modulo) do complexo formado.

De acordo com a Figura 53 0s compostos que apresentam uma maior intera¢cdo com o sitio
ativo da proteina, sdo aqueles que apresentam a maior atividade larvicida, no caso 0s
compotos 17t e 18t. Vale salientar, que o derivado 18t foi previsto através de nossos
estudos QSAR como um derivado mais potente que os demais da serie. Como esperado 0

mesmo apresenta uma maior energia de interagdo com o AeSCP-2.

5.4.4 Docking molecular dos derivados acidos 1,2,4-oxadiazolicos

Os doze derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propiénicos foram também
estudados via docking molecular no AeSCP-2.

Os resultados obtidos para os dockings desses derivados indicaram que todos 0s
compostos ficaram localizados no sitio ativo da proteina. Isso pode ser observado na
Figura 54, onde sdo mostrados os derivados 1a e 10a que sdo bons exemplos do padréo de

ligacdo desses 12 derivados no AeSCP-2.
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(1a) (10a)
Figura 54 - llustracdo dos complexos da proteina AeSCP-2 com os derivados 1a e 10a de acidos 3-(3-aril-
1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos. Os derivados estéo representados pela cadeia verde.

A Figura 55 mostra a sobreposi¢cdo das melhores solu¢fes de docking, obtidos para
os derivados 1a-9a e 10a-13a na estrutura do alvo da proteina AeSCP-2.

Figura 55 - Estruturas do acido palmitico e derivados oxadiazolicos, sobrepostas ap6s docking molecular no
AeSCP-2.

As melhores poses de encaixe selecionadas no estudo de docking molecular
(interacdes entre essa proteina e os derivados), foram analisadas com o programa ligplus
(Figura 56).
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(10a) (11a) (12a) (13a)
Figura 56 - InteracGes hidrofdbicas e polares dos derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propionicos
com o AeSCP-2.

As simulacbes realizadas, revelaram que esses compostos possuem 0 mesmo
padrdo de ligacdo do &cido palmitico com o AeSCP-2. Isso pode ser observado devido a

orientacdo do grupo carboxilato para fora do ambiente hidrofébico, devido a realizacdo de
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interacdes polares do mesmo com os residuos de aminodcidos ARG24 e VAL26 (Figura
56), além de vérias interacBes hidrofobicas desses ligantes com os varios residuos de
aminoécidos presentes na regido hidrofébica do AeSCP-2 .

Avaliando a energia de cada complexo formado, ap6s o estudo de docking, os
complexos formados com os ligantes 12a e 13a apresentaram as maiores energias de
ligacdo -10,03 e -10,06 kcal mol™ respectivamente, indicando que essas estruturas sdo mais
estaveis no AeSCP-2 que as demais analisadas.

A Tabela 24 mostra os valores das energias de ligacdo de cada complexo formado,

e 0s tipos de interacdes realizadas com os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo.
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Tabela 24 - Energias de ligacdo e tipo de intera¢Bes para cada complexo (proteina-derivado), apds o estudo
de docking da série acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propibnicos.

Substituintes NUmeros Residuos enolvidos em Residuos enolvidos em Energia de
(R) LigacGes de Hidrogénio InteragBes Hidrofdbicas Ligacédo
com a por¢gdo COOH com a porgao p-X-Ph dos compostos (kcal.mol)
H la (ARG24, VAL26) (ILE19, ARG15, GLN25, LEU102, PHE105, ILE106, LEU109) -8,82
p-F 2a (ARG24, VAL26) (ARG15, GLN25, LEU102, PHE105, LEU109) -8,76
p - OCHs 3a (ARG24, GLN25, VAL26) (ARG15, LEU102, PHE105, ILE106, LEU109) -9,03
0- CHs 4a (ARG24, VAL26) (ARG15, GLN25, MET46, LEU48, LEU102, PHE105, SER108, -9,22
LEU109)
p- CHs 5a (ARG24, VAL26) (GLN25, LEU48, LEU102, PHE105, ILE106, LEU109) -9,29
m - CHs 6a (ARG24, VAL26) (ILE12, ARG15, GLN25, LEU102, PHE105, ILE106, LEU109) -9,27
p-Cl 8a (ARG24, VAL26) (ARG15, GLN25, LEU102, PHE105, LEU109) -9,37
p—Br 9a (ARG24, VAL26) (ARG15, GLN25, LEU102, PHE105, LEU109) -9,62
p-Ph 10a (ARG24, VAL26) (ARG15, ILE19, GLN25, PHE32, MET46, LEU48, METT1, -9,61

ILE74, GLY75, LEU102, PHE105, ILE106)

Ph-C=C-Ph- 1la (ARG24, VAL26) (ARG15, ILE19, PHE32, MET46, LEU64, MET66, MET71, -9,92
ILE74, LEU102, PHE105, ILE106)

p — CHsPh 12a (ARG24, VAL26) (ARG15, ILE19, PHE32, MET46, LEU48, MET71, ILE74, -10,03
LEU102, PHE105, ILE106)

p —CIPh 13a (ARG24, VAL26) (ARG15, ILE19, GLN25, PHE32, MET46, LEU48, METT1, -10,06
ILE74, LEU102, PHE105, ILE106)

De acordo com a Tabela 24, os residuos de aminoacidos mais importantes
(presentes em todos os complexos) da proteina AeSCP-2 envolvidos nas interacdes
(polares e hidrofobicas) com os ligantes, sdo praticamente os mesmos envolvidos na
interacdo com o acido palmitico na estrutura de raios-X publicada por Dyer e
colaboradores (DYER et al., 2003), que sdo os residuos de ARG24, VAL26, GLN25,
LEU102, PHE105, LEU109. Pode-se observar na Tabela 24 que os derivados 10a-13a,
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podem acessar um numero maior de residuos hidrofobicos quando comparados com 0s
derivados 1a-9a. Isso pode ser atribuido ao tamanho destes derivados, pois a introducéo do
segundo anel fenilico proporciona a esses compostos um maior “enterramento” na regiao
hidrofobica do AeSCP-2.

A fim de comparar os resultados obtidos através das simulagdes realizadas, foi
montado um grafico com os valores do Log(1/LCso) em funcéo das energias de ligacdo (em

modulo) de cada complexo obtido (Figura 57).
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Figura 57 - Atividade larvicida experimental dos derivados &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos

versus energia de ligacdo (em médulo) do complexo formado.

Pode-se observar no grafico acima que 0s compostos que apresentam maiores
atividades larvicidas (aqueles com maiores valores do Log(1/LCso)) sdo geralmente
aqueles com as maiores energias de ligacdo (maior afinidade com o AeSCP-2). Nesse
sentido, destacam-se 0s compostos 12a e 13a que foram previstos através de nossos
estudos QSAR.

Como dito no item 4.6.2 da metodologia, um estudo mais detalhado dessa série de
acidos 1,2,4-oxadiazolicos foi realizado. Esse estudo, consistiu na geracdo de mil
conformagbes para cada derivado, ao invés de dez como no default do programa

AutoDock. Esses resultado sdo apresentados na proxima secao.
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5.4.4.1 O que podemos aprender a partir de 1000 conformagdes de Docking molecular do
acido palmitico e dos derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos
no AeSCP-2?

Como descrito na secdo anterior, nesse estudo também foram realizados célculos de
re-docking para validar o docking dos nossos compostos na proteina escolhida como alvo.
O resultado do re-docking do acido palmitico no AeSCP-2 apresentou uma energia de
ligacdo de -8,32 kcal.mol?, considerando a pose mais estavel. No entanto, como esse
calculo foi desenvolvido para mil conformacdes o valor médio da energia foi de -7,78
kcal.mol?, ou seja, bem menor do que os valores médios das energias de ligacdo dos
nossos compostos nesse alvo, como sera visto em breve. A Figura 58.a mostra a
distribuicdo das energias de ligacdo (em modulo) obtidas apoOs re-docking do acido
palmitico, enquanto a Figura 58.b mostra a sobreposi¢éo de vinte conférmeros (de um total

de mil) escolhidos aleatoriamente no AeSCP-2.

N=1000

7

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

.

Energia (kcal.mol™)

(@ (b)

Figura 58 - Re-docking do &cido palmitico: (a) Distribuicdo das energias de ligagdo, (b) sobreposicdo de 20

.

conformacdes do acido palmitico no AeSCP-2.

Como o0 éacido palmitico possui uma cadeia metilénica longa, um namero
significativo de residuos de aminoacidos hidrofobicos podem ser sondados na regido
hidrofobica do AeSCP-2. A freqiiéncia dos residuos de aminoacidos envolvidos em

interacOes hidrofobicas com o &cido palmitco podem ser vistos na Figura 59.
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Figura 60 - (a) Residuos hidrofébicos (azul) interagindo com o &cido palmitico (DYER et al., 2003), (b)

frequéncia de interagdo dos residuos hidrofébicos ap6s re-docking.
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A Figura 61 mostra os resultados de docking para o composto la que é um bom
exemplo para ilustrar o padréo de ligagdo dos 12 derivados em estudo. Uma vez que o
docking do derivado 7a (p-NO3) foi bastante diferente dos demais, considerou-se 0 mesmo
como um outlier e ndo foi incluido na analise a seguir. Os graficos relativos as
distribuicdes de energia e as Figuras que mostram as sobreposi¢fes para 0s compostos de

la-13a sdo apresentados no Apéndice F.
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Figura 61 - Docking do derivado 1la no AeSCP-2: a) distribuicdo bimodal de energia, b,c) distribuicGes
individuais relacionados a Figura (a), d,e) sobreposicao de 20 estruturas relacionadas com sua

respectiva distribuicdo de energia.
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Ne Conformagdes
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(b)

Figura 62 - Docking do derivado 10a no AeSCP-2: a) distribuicdo unimodal de energia, b) sobreposicao de 20

estruturas aleatorias.

A partir da Figura 61.a podemos observar que o derivado la apresenta uma
distribuicdo de energia de ligacdo bimodal. Observando cada moda (Figuras 61.b e 61.c)
pode-se notar que existe duas maneiras diferentes desse derivado ligar-se a proteina
AeSCP-2. Essas estruturas foram chamadas de lineares (Figura 61.d) e dobradas (Figura
61.e), onde a moda da Figura 61.b representa as conformacdes lineares, enquanto a outra
moda (Figura 61.c) representa as conformacGes dobradas. Em ambos 0s casos, a estrutura
experimental do &cido palmitico é incluida nas sobreposicdes (DYER et al., 2003) (
Figuras 61.d e 61.¢).

Analisando as estruturas dobradas do derivado la, é possivel observar que essas
conformagdes exibem uma faixa maior de energias de ligacdo (8,8 kcal.mol? até 9,8
kcal.mol™) quando comparadas com as estruturas lineares (8,5 kcal.mol™? até 8,9 kcal.mol-
1), Isso pode estar associado a flexibilidade da porgdo metilénica desses conformeros que,
permite ao grupo carboxilato explorar um maior nimero de residuos de aminoacidos
polares. Por outro lado, as estrturas lineares parece apresentar uma maior sobreposicao,
além de um maior “enterramento” na regido hidrofobica da proteina AeSCP-2 quando

comparadas com as estruturas dobradas. Estes resultados sugerem que o derivado la
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possui duas formas de ligacdo no AeSCP-2, ou seja, uma no dominio hidrofilico e outra no
hidrofobico. A Figura 63.a e 63.b mostra a interacdo do derivado la com os residuos
hidrofilicos e hidrofobicos do AeSCP-2 das conformacdes lineares e dobradas
respectivamente. A Figura 63.c corresponde a distribuicdo dos residuos hidrofilicos para as
conformacéos lineares, enquanto a Figura 63.d corresponde as conformagdes dobradas,
onde cada grafico foi obtido a partir de 100 estruturas escolhidas aleatoriamente do

derivado 1a.

7
.
1

i ) %
VAL26 ASP20

VAL26 GLN25 G24 GL
(©) (d)

Figura 63 - Interacdo do derivado 1a com os dominios hidrofilicos e hidrofobicos no AeSCP-2: a) estrutura
linear, b) estrutura dobrada c,d) distribui¢des individuais relacionados as Figuras (a) e (b) para

100 conformagdes.

De acordo com a Figura 63 podemos observar que as estruturas dobradas interagem com
um maior nimero de residuos de aminoacidos polares. A analise para os derivados 1a-9a

pode ser apreciada no Apéndice G. Quando a hidrofobicidade dessa série é aumentada, por
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exemplo, a introducdo de um segundo grupo fenila (derivados 10a-13a), nossos resultados
de docking molecular para o composto 10a, revelaram apenas uma distribuicdo de energia
unimodal e com energia de ligacdo mais elevada (Figura 62.a) que os demais derivados da
série. O efeito da maior exploracdo da regido hidrofébica do AeSCP-2 pelo derivado 10a
pode ser observada pela sobreposicdo dos conférmeros e a estrutura do &cido palmitico
(Figura 62.b). Outra forma de observar esse efeito de exploragdo da regido hidrofobica, é
através da analise da frequéncia de interacdo desses residuos hidrofébicos com os
derivados acidos 1,2,4-oxadiazolicos. A Figura 64.a e 64.b, mostram as distribuicfes de
residuos hidrofébicos da proteina AeSCP-2 que interagem com os derivados la e 10a,
respectivamente. Para os demais derivados os gréficos da distribuicdo dos residuos de

aminodacidos encontra-se no Apéndice H.

450 — - —— 1200
Residuos de aminoacidos Residuos de aminoacidos

400

\

A E—.

7

LTI

LTI

Frequéncia
Frequéncia
(2]
o
o

DR

AN
AN

VAL26 |

v

AT
AL

AN

© O N © © © n 1D M O
§ 4 4 © 4 & a4 4 q
D w w <+ O = zZ 0O Zz2 o
L =2 =2 W o w 4 @ o un
4 4 a3 = O < < <

SER108
ILE19
LEU102
PHE105
ILE74
ILE106
MET71
MET46
LEUA48
PHE32
ILE12
LEU16
LEU109
ILE99
LEU64
ALA81
ARG15
GLY75

(@) (b)
Figura 64 - Distribuicdo de freqiiéncias para os residuos hidrofobicos da proteina AeSCP-2 interagindo com:
(a) derivado 1a e (b) derivado 10a.

Levando em consideracio os scores de hidropatia dos aminoacidos,® os mesmos
possuem a seguinte ordem: ILE > VAL > LEU > PHE > CYS > MET > ALA (os scores de
hidropaticidade podem ser consultados no Anexo A (KYTE; DOOLITTLE, 1982).
Observando as Figuras 64.a e 64.b, algumas aspectos podem ser comparados: (1) O
derivado 10a, pode sondar um maior nimero de residuos hidrofobicos do que 1a; (2) no
derivado la, estdo presentes trés residuos de scores com valores de hidropatia
intermediaria (PHE105, LEU102 e LEU109), enquanto que para o derivado 10a sao

b Hidropatia de aminoacidos — Reflete as tendéncias hidrofilicas e hidrofobicas combinadas de cada
aminodcido. Um indice de hidropaticidade elevado (+) indica uma regido hidrofdbica (apolar) de uma
proteina, no entanto, um indice hidropético baixo (-) indica uma regido hidrofilica (polar) de uma proteina.
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observados a presenca de trés residuos de alta hidropatia (ILE19, ILE74 e ILE106) e trés
residuos de hidropatia intermediaria (PHE105, LEU102 e LEU48). Vale salientar, que
durante a busca conformacional do derivado 1a o residuo ILE106 foi encontrado 28 vezes,
enquanto para o derivado 10a esse mesmo residuo foi encontrado 962 vezes. A
importancia das interacfes hidrofobicas entre o residuo isoleucina e anéis aroméaticos em
sistemas bioldgicos ja foi previamente relatada na literatura. Por exemplo, as interacdes
hidrofébicas entre a isoleucina e anéis tiazolidinicos e pirimidinicos tem sido associada
com a forma reativa V em conformac@es de enzimas (GUO et al., 1998). Outro exemplo é
a importancia da isoleucina em interacGes hidrofébicas auto-associadas a e p com os sitios
de ligacdo da espectrina (principal componente estrutural da membrana dos eritrécitos)
(GALLAGHER et al., 2004). Observando os residuos de PHE105 e LEU102 0s mesmos
interagem tanto com o derivado 1a, assim como o 10a. O residuos de PHE105 interage
com o anel 1,2,4-oxadiazélico através de um empilhamento n- 7, enquanto o residuo de
LEU102 interage hidrofobicamente com o anel fenilico dos nossos derivados. A
capacidade da leucina em fazer interacdo hidrofobicas com a porcdo oxadiazdlica ja foi
reportada na literatura (STEUBER; HEINE; KLEBE, 2007).

A fim de comparar os resultados obtidos através das simulagdes realizadas, foi
montado um grafico com os valores do Log(1/LCso) em funcdo das energias de ligacdo (em

maodulo) de cada complexo obtido (Figura 65).

54

Log (1/LCsp) Experimental
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Pode-se observar no gréafico acima que 0s compostos que apresentam maiores
atividades larvicidas (aqueles com maiores valores do Log(1/LCso)) sdo geralmente
aqueles com as maiores energias de ligacdo (maior afinidade com o AeSCP-2). Nesse
sentido, destacam-se 0s compostos 12a e 13a que foram previstos através de nossos
estudos QSAR. Vale salientar que o gréfico obtido para as mil conformac6es geradas no
estudo de docking (Figura 65) é semelhante ao obtido no estudo da sec¢do 5.5.5 (Figura
57).

5.4.5 Docking molecular dos derivados ésteres 1,2,4-oxadiazolicos

Como foi abordado na introducdo desse trabalho, a terceira série estudada
corresponde aos derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila. Para essa
série de compostos, decidimos também realizar estudos de docking desses derivados no
AeSCP-2.

Os resultados obtidos para o docking desses derivados no AeSCP-2, sdo mostrados
na Figura 66, onde sdo mostrados dois derivados, 13e e 14e que sdo bons exemplos do

padréo de ligacdo desses 10 derivados no AeSCP-2.

(13e) (14e)

Figura 66 - llustracdo dos complexos da proteina AeSCP-2 com os derivados 13e e 14e da série 3-(3-aril-

1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila. Os derivados estdo representados pela cadeia verde.

A Figura 67 mostra a sobreposicdo das melhores solucdes de docking obtidas para
os derivados 3e, 4e, 6e, 7e, e, 10e, 12¢, 13e, 14e e 15e no alvo do AeSCP-2.
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Figura 67 - Estruturas do acido palmitico e derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) propanoato de metila

sobrepostas apds o docking no AeSCP-2.

O programa ligplus foi novamente utilizado para avaliar os contatos polares e
hidrofébicos desses derivados com o alvo bioldgico estudado (Figura 68).
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(14e) (15e)

Figura 68 - Interacdes hidrofobicas e polares dos derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de

metila com residuos de aminoacidos presentes no AeSCP-2.
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Apos a simulagdo realizada, os complexos formados entre os derivados 13e e 15e

apresentaram as maiores energias de ligacdo, -9,62 kcal mol® e -9,88 kcal mol?

respectivamente.

A Tabela 25 mostra os valores das energias de ligacdo de cada complexo formado,

e 0s tipos de interacBes realizadas com os residuos de amino&cidos presentes no AeSCP-2.

Tabela 25 - Energias de ligacdo e tipo de interac@es para cada complexo, ap6s o estudo de docking molecular

da série 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.

Substituintes  NUmeros Residuos enolvidos em Residuos enolvidos em Energia de Ligacdo
(R) LigacGes de Hidrogénio InteracOes Hidrofobicas (kcal.mol )
com a por¢cdo COOCHs com a porgao p-X-Ph dos compostos

H 3e (ARG24, VAL26) (ILE12, ARG15, GLN25, LEU102, PHE105, -8,50
LEU109)

p-F de (ARG24, GLN25, VAL26) (ARG15, ILE19, ASN23, LEU102, PHE105, -8,41
LEU109)

p — OCHs 6e (ARG24, GLN25, VAL26) (ILE12,ARG15, ILE19, ASN23, LEU102, -8,65

PHE105, ILE106, LEU109)

p—CHs Te (ARG24, GLN25, VAL26) (ARG15, ILE19, ASN23, LEU102, PHE105, -8,93
LEU109)

m— CHs % (ARG24, VAL26) (ARG15, ILE12, ASN23, GLN25, LEU102, -9,00

ILE106, PHE105, LEU109)

p-Cl 10e (ARG24, VAL26) (ARG15, ASN23, GLN25, LEU102, PHE105, -9,01
LEU109)

p-Br 12e (ARG24, GLN25, VAL26) (ARG15, ILE19, ASN23, LEU102, PHE105, -9,27
LEU109)

p-1 13e (ARG24, VAL26, GLN25) (ARG15, ILE19, ASN23, LEU102, PHE105, -9,62
LEU109)

3,4 - DiCl, 14e (ARG24, VAL26, GLN25) (ARG15, ILE19, ASN23, PHE105, LEU109) -9,47

15e (ARG24, VAL26) (ARG15, ILE19, PHE32, MET46, LEUA48, -9,88

MET71, ILE74, GLY75, PHE105, ILE106,
LEU109)
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Como mostra a Tabela 25, esses derivados seguem o mesmo padréo de ligacéo do
acido palmitico com o sitio ativo da proteina AeSCP-2, ou seja, a cabeca polar desses
compostos realizam ligacbes polares com os residuos de ARG24, GLN25 e VALZ26,
enquanto a outra por¢do interage hidrofobicamente com os residuos de LEU102, PHE105 e
LEU109 presentes na regido hidrofobica dessa proteina. Podemos observar também que o
derivado 15e pode sondar um maior nimero de residuos hidrofébicos, pela mesma razéo
apresentada anteriormente no caso dos acidos 1,2,4-oxadiaz6licos.

Também nessa etapa foi feita uma comparacdo dos resultados obtidos das

simulagdes de docking , com os valores de Log(1/LCsp) (Figura 69).

54

52 13e °
5,0
4.8 °
46

4.4

log (1/LCsgy) Experimental

4,2 7e

4,0 4e

3.8
8,2 84 8,6 8,8 9,0 9,2 9,4 9,6 9,8 10,0
Energia de Ligag&o (kcal.mol™)

Figura 69 - Atividade larvicida experimental dos derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de

metila versus a energia de ligagdo (em modulo) do complexo formado.

A Figura 69 mostra que os derivados mais potentes apresentam uma maior
interacdo com o AeSCP-2, no caso 0s compostos 13e e 15e, onde esse Ultimo foi previsto

através de nossos estudos QSAR.
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5.2.2 Comparacdo dos resultados de docking molecular dos derivados é&cidos e
ésteres 1,2,4-oxadiazolicos.

Os resultados dos bioensaios larvicidas mostraram que 0S compostos que
pertencem a série 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila, apresentaram
atividades larvicidas superiores a de seus &cidos correspondentes.

Foi observado também que 0s compostos mais potentes de uma mesma série,
apresentavam as maiores energias de ligagdo com o AeSCP-2. Nossos resultados revelaram
também que os compostos derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos
apresentaram uma maior afinidade com o sitio ativo da proteina AeSCP-2 quando
comparados com seus respectivos derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de

metila, como pode ser observado na Figura 70.
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Figura 70 - Comparacdo entre as energias de ligacdo (em maédulo) dos derivados éacidos 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propi6nicos e 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila no AeSCP-2.

Pode-se perceber no grafico acima o mesmo padrdo de energia em funcdo da
natureza do substituinte, onde observa-se que 0s derivados substituidos com o bromo na
posicdo para, apresentam uma maior interacdo com o sitio ativo dessa proteina. A
diferenca de energia entre esses dois complexos (9a e 12e) é de 0,35 kcal. mol™.

Como a diferenca de energia entre os derivados das duas séries € relativamente

pequena, decidimos nesse ponto avaliar como a energia de ligagcdo desses compostos varia
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em funcdo do tamanho do grid utilizado. Para isso foram utilizados 3 grids diferentes: (1)
50x50x50 A, (2) 60x60x60 A e (3)70x70x70 A. Os resultados s&o mostrados na Figura 71.

9.4
Grid 1: 50x50x50 — Grid 1: 50x50x50
Grid 2: 60x60x60 5 Grid 2: 60x60x60
[ Grid 3: 70x70x70 E 9,2 [T Grid 3: 70x70x70
g
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©
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3 o R
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° / 3 3
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v v & \
- N L) 8,2 A ‘ X
p-CH;  m-CH, p-Cl H p-F p-OCH; p-CH;  m-CH,
Substituintes Substituintes
(@) (b)

Figura 71 - Comparacdo entre as energias de ligacdo dos derivados : (a) acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-
il)-propionicos e (b) 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila com a proteina AeSCP-
2 variando o tamanho do grid.

Os graficos da Figura 71 mostram que a variacdo das energias de ligacdo de cada
derivado em funcdo dos tamanhos dos grids sdo relativamente pequenas. Podemos
observar também que o tamanho do grid escolhido em nossas simulacdes foi adequado,
visto que, as maiores energias de ligacdo observadas correspondem ao grid de tamanho
50x50x50 A.

5.2.2 Docking molecular dos inibidores da proteina AeSCP-2 (SCPIs)

Com foi dito no item 4.6.4 desse trabalho, também realizamos estudos de docking
de trés dos cinco inibidores da proteina AeSCP-2 (SCPIs) com esse alvo bioldgio, afim de
validar a metodologia usada nesse trabalho. Esses compostos que foram relatados por Lan
e colaboradores (KIM; WESSELY; LAN, 2005), apresentaram valores de 1Cso entre 0,042
uwmol L™ e 0,35 mol L%, enquanto o valor do 1Cso para o colesterol foi de 0,113 pmol L™,
Esses resultados revelaram que esses inibidores competiram com a molécula de colesterol,
e possuiram uma alta afinidade de ligacdo com a proteina AeSCP-2, além de se mostrarem

potentes agentes larvicidas.
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Os resultados obtidos para o docking desses derivados podem ser observados na

Figura 72:

(SCP1-2) (SCPI1-4)

(SCPI-5)
Figura 72 - llustragdo dos complexos da proteina AeSCP-2 com os SCPIs. Os inibidores estdo representados

pela cadeia verde.

A Figura 73 mostra a sobreposicdo das melhores solucdes de docking, obtidas para

os inibidores testados no AeSCP-2.

Figura 73 - Estruturas do &cido palmitico (linha verde) e SCPIs apds o docking molecular no AeSCP-2.
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A Figura 74 mostra as ligagdes entre esses SCPIs e os residuos da proteina AeSCP-

MecT1

(SCPI-2) (SCPI-4) (SCPI-5)
Figura 74 - InteragOes hidrofobicas e polares entre os SCPIs e os residuos de aminoacidos da proteina
AeSCP-2.

Avaliando a energia de cada complexo obtido, os complexos formados entre os
SCPIs e a proteina AeSCP-2 apresentaram energias de ligacdo de -7,91; -5,43 e -10,13
kcal.mol™ respectivamente.

A Tabela 26 mostra os valores das energias de ligacdo de cada complexo formado
apos o docking, e os tipos de interacdes realizadas com os residuos de aminoacidos

presentes no AeSCP-2.
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Tabela 26 - Energias de ligacdo e tipo de interacdes para cada complexo (proteina- SCPIs), apds o estudo de
docking molecular.

Compostos 1Cs0? Ligacdes de InteragBes Hidrofdbicas Energia de Ligacdo
(umol L) Hidrogénio (kcal. mol )
SCPI4 0,065+0,001 (ARG15) (ILE12, ILE19, LEU1S, -5,43

ASP20,ASN23, ARG24, GLN25,
VAL26, LEU48, LEU102, PHE105,)

SCPI2 0,059+0,021 - (VALS, ILE12, ARG15, LEU16, -7.91
MET46, MET71, ILE74, GLY75,
LEU102, PHE105, ILE106,

LEU109)
SCPI5 0,04240,008  (ARG24, GLN25, (ILE12, ARG15, LEU16, ILE19, -10,13
VAL26) ASN23, MET46, LEU48, GLY75,

PHE105, ILE106, LEU109)

2 (KIM; WESSELY; LAN, 2005)

Podemos observar na Tabela 26 que os SCPIs mais potentes, sdo aqueles que
possuem uma maior interagdo com o AeSCP-2. Isso nos mostra que 0S parametros
utilizados (tamanho e espacamento do grid) nas nossas séries de compostos sdo aceitaveis,
pois estes foram capazes também de mostrar uma tendéncia entre as atividades larvicidas
determinadas experimentalmente em funcéo das energias de ligacdo desses SCPIs.

Observando a Tabela 26, podemos notar que o SCPI5 (inibidor mais potente)
interage hidrofilicamente com os residuos de ARG24, GLN25 e VAL26 e
hidrofobicamente com os residuos ILE12, LEU16, ILE19, MET46, LEU48, PHE105,
ILE106, LEU109 que sdo praticamente 0os mesmos presentes nas trés série de compostos

estudadas nesse trabalho.

5.2.3 Comparacéo entre os estudos de docking molecular realizados

Apo6s a realizacdo dos calculos de docking molecular para as trés séries de
compostos estudadas neste trabalho tomando como molde de complexacdo o AeSCP-2,
decidimos realizar uma comparagdo das energias de ligacdo dessas trés series de

compostos, pois as mesmas apresentaram substituintes em comum nos seus derivados. A
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Figura 75 mostra a sobreposicdo de todos os ligantes (das trés séries estudadas) na

estrutura do alvo da proteina apos a realizagdo do docking molecular.

Figura 75 - Estruturas do acido palmitico (linha verde) e todos os derivados das trés séries estudadas apés o
docking no AeSCP-2.

Nossos resultados revelaram que, os residuos de aminoédcidos mais importantes,

envolvidos em interagdes polares e hidrofébicas em cada série estudada foram:

e Derivados de Aril -Tiossemicarbazonas: ARG15, ASP20, ARG?24, ASNZ23,
GLNZ25, ILE19, LEU48, PHE105 e VALZ26.

e Derivados de Fenoximetil -Tiossemicarbazonas: ARG24, GLN25, ARG15, ILE19,
ASN23, VAL26, LEU48 e PHE105

e Derivados é&cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos: ARG24, VALZ26,
GLN25, LEU102, PHE105, LEU109

e Derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila: ARG24, GLN25 e
VAL26, LEU102, PHE105 e LEU1009.

Os derivados dessas trés séries, possuiram um modo de ligacdo bastante similar ao acido
palmitico ligado no sitio ativo da proteina AeSCP-2 como visto na estrutura de raios-X
publicada por Dyer e colaboradores (DYER et al., 2003).
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Decidimos nesse ponto realizar uma comparacgdo entre as energias de ligacdo das
trés séries estudadas em fungdo da natureza do substituinte.

A Figura 76 mostra um grafico da energia de ligacdo (em modulo) versus a
natureza dos substituintes dessas trés séries.
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Figura 76 - Comparacdo entre as energias de ligagdo (em médulo) das séries esrtudadas via docking
molecular com a proteina AeSCP-2.

De acordo com a Figura 76, pode-se observar que a série das tiosemicarbazonas
apresentou as mais baixas energias de ligacdo com o sitio ativo da proteina escolhida como
alvo. Esses compostos, quando comparados com as duas outras séries estudadas,
apresentaram as menores atividades larvicidas. Observando-se ainda a Figura 76 nota-se
que os derivados de aril-tiossemicarbazonas, apresentaram as menores energias de
interacdo com o sitio ativo da proteina. Isso se deve ao fato que esses compostos se
mostraram menos ativos do que os demais, de acordo com 0s bioensaios larvicidas
realizados. Como exemplo, podemos comparar as atividades larvicidas dos derivados que
possuem o substituinte bromo na posicdo para, dos derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il)-propidnicos,  3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propancato  de  metila,
fenoximetil-tiossemicarbazonas e aril-tiossemicarbazonas, onde suas atividades
apresentaram valores de 51,2; 16,3; 92,0 e 122,8 pn mol L respectivamente.

Ainda na Figura 76, ao comparamos os derivados das séries acidos 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propidnicos e 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila ¢é
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possivel perceber que esses Ultimos derivados apresentam uma menor energia de ligacdo
com 0 AeSCP-2. Como discutido anteriormente, os derivados ésteres 1,2,4-oxadiazo6licos,
se mostraram mais ativos do que seus correspondenres derivados acidos 1,2,4-
oxadiazoélicos, segundo os bioensaios larvicidas realizados e como previsto por nossos
estudos de QSAR. Portanto, deveriamos esperar que estes Ultimos derivados apresentassem
uma menor afinidade de ligagdo com o AeSCP-2, o que ndo foi observado nas nossas
simulacdes de docking. No entanto, essas simulacdes de docking molecular, levam em
consideracdo apenas a energia de interacdo do ligante com esse alvo especifico, enquanto
os valores de LCso levam em consideracdo a mortalidade total da larva, ou seja, o0s
derivados ésteres 1,2,4-oxadiazélicos podem esta intergindo parcialmente com esse alvo,
causando assim essa diminui¢do nas energias de ligacdo. Observando ainda a Figura 76,
pode-se notar que a diferenca de energia entre os derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il)-propidnicos e 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila &
relativamente pequena, variando de 0,27 kcal.mol? (para o derivado m-CHs) até 0,38
kcal.mol™ (para o derivado p-OCHjs). Portanto, mais estudos sdo necessarios a fim de obter

uma melhor funcéo resposta dessas observacdes.

5.2.4 Previsdo de um novo agente larvicida a partir de calculos de docking

molecular

Considerando as trés séries estudadas nesse trabalho, foi possivel observar que a
série dos derivados 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila eram mais ativos
que os acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propibnicos e estes eram mais ativos que 0s
derivados aril- e fenoximetil-tiossemicarbazénicos. Também foi observado que compostos
dissubstituidos no anel aroméatico com atomos de cloro, mostraram-se mais ativos em
relacdo aos compostos monoclorados. Nos itens 5.4.1, 5.4.2 e 5.4.3 utilizando as equacdes
de QSAR obtidas para os derivados tiossemicarbazonicos, acidos e eésteres 1,2,4-
oxadiazdlicos, foi possivel prever um novo composto para a série das tiossemicarbazonas,
quatro compostos mais ativos para a série dos &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propibnicos e 1 composto mais potente para a série dos derivados 3-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il)-propanoato de metila. Levando em consideracéo essas previsdes, decidimos
nesse ponto realizar a projecdo de um composto, utilizando para isso célculos de docking

molecular. Para a projecdo desse composto, levamos em consideracdo as “melhores”
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caracteristicas de cada serie, para garantir uma alta atividade larvicida do mesmo. O
composto projetado foi dividido em 3 grupos quimicos:
Q) Grupo farmacoférico da série 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de
metila;
(i) Introducéo de um anel fenilico dissubstituido com atomos de cloro nas posi¢des
3 e 4 do grupo farmacoforico anterior;

A estrutura desse composto é mostrada a seguir

/

N
N

0
\O /
OCHs

Figura 77 - Novo derivado proposto a partir das “melhores” caracteristicas das séries estudadas.

Os resultados obtidos para o docking desse derivado revelou que o mesmo ficou
localizado no sitio ativo do AeSCP-2.

A Figura 78 mostra a sobreposicao da melhor solucdo de docking obtida para esse
derivado e a pose cristalografica original (verde) do acido palmitico no sitio de ligacdo. A
comparacdo por sobreposicdo estrutural revelou um modo de ligagcdo bastante similar ao do

acido palmitico.
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Figura 78 - Estruturas do acido palmitico (verde) e do novo derivado proposto sobrepostas apds o docking

molecular no AeSCP-2.

Apos a simulacdo realizada, o complexo formado entre esse derivado e a proteina
AeSCP-2 apresentou uma energia de ligacdo de -11,66 kcal.mol™?, ou seja, maior que os
derivados mais ativos de cada série estudada: 18t (-8,47 kcal.mol; tiossemicarbazonas),
13a (-10,46 kcal.mol?; &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propionicos) e 15e (-9,88
kcal.mol?; 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila). Portanto, esses resultados
sugerem que esse composto apds sintetizado apresente uma atividade larvicida superior aos
demais. E interessante notar também na Figura 78, que o composto projetado tem
aproximadamente 0 mesmo tamanho do acido palmitico. A distancia entre a carbonila do
4cido palmitico e o carbono da outra extremidade é de aproximadamente 14,9 A, enquanto
a distancia da carbonila do composto projetado até o cloro na posicdo para é de 15,3 A,
sugerindo assim que esses compostos possuam um modo de interacdo semelhante no sitio
ativo dessa proteina.

Para a previsdo da atividade desse composto, decidimos realizar uma regressdo
entre os valores de Log (1/LCso) em funcéo das energias de ligacdo (E.L) da série de 3-(3-
aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila (Tabela 25). A equacdo de regressao entre

Log (1/LCso) e E.L é mostrada a seguir:

Log (i) = —4,71(+0,98) + 1,02(+0, 11)EL Equaco 27
0

n=10; R = 0,96; R? = 0,92; F=87,95; s=0,16; p = 0,00001
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A partir da equacdo 27 valores de Log (1/LCso) foram previstos e plotados contra

seus correspondentes valores experimentais, cujo grafico é mostrado na Figura 79:

5,6

Log (1/LCg) Previsto

' 3,8 4,0 4.2 4,4 4,6 4,8 50 52 54
Log (1/LCx,) Experimental

Figura 79 - Valores previstos de Log (1/LCso) usando a equacdo 27 versus seus correspondentes valores

experimentais.

Como o composto projetado apresentou uma energia de ligacao de -11,66 kcal. mol
! sua atividade prevista é de 65,58 n mol L™, ou seja, bem mais potente que todos os
compostos estudados nesse trabalho, visto que a atividade larvicida dos compostos aqui
estudados sdo da ordem de p mol L.

As interacGes entre os residuos de aminoacidos dessa proteina e esse novo

composto sdo mostradas na Figura 80.
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Figura 80 - InteragBes hidrofobicas e polares entre o novo derivado e os residuos de aminoacidos da proteina
AeSCP-2.

Como mostra a Figura 80 esse derivado apresentou 0 mesmo padrdo de ligacdo do
acido palmitico com o sitio ativo da proteina AeSCP-2, ou seja, a cabeca polar desses
compostos interagem hidrofilicamente com os residuos de ARG24, GLN25 e VALZ26,
enquanto a porcdo pouco polar interage hidrofobicamente com os residuos de ARG15,
ILE19, ASP20, ASN23, GLY75, LEU102, PHE105, ILE106 e LEU109, presentes na

regido hidrofobica dessa proteina.
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6 CONCLUSOES

1. A partir de nossos estudos de relacbes quantitativas estrutura-atividade (QSAR) em

b)

dezessete derivados aril- e fen6ximetil tiosemicarbazénicos, nove derivados acidos 3-

(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propiénicos e quatorze derivados ésteres 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propanoato de metila empregando para isso calculos de orbitais

moleculares B3LYP/6-311G(d,p) para os derivados 4acidos e ésteres 1,2,4-

oxadiazélicos e B3LYP/6-311++G (d,p) para os derivados tiossemicarbazonicos, além

de analises de regressoes, foi possivel extrair as seguintes conclusées:

Derivados aril- e fenoximetil-tiossemicarbazonicos:

Nossos resultados B3LYP/6-311++G(d,p) revelaram que a atividade larvicida dessa
classe de compostos, era diretamente dependente do descritor eletrénico p e do
descritor lipofilico logP.

A partir de nossos modelos, foi possivel realizar previsdes adequadas da atividade
no conjunto de teste (4t e 13t) e também planejar um composto mais potente (18t)

do que aqueles empregados no conjunto de treinamento.

Derivados é&cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos e ésteres 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propanoato de metila:

Nossos resultados B3LYP/6-311G(d,p), revelaram que quanto mais positivo forem
0 descrito eletrénico (qCs) e os descritores hidrofobicos (n ou logP), mais ativo sera
0 composto no que se refere a atividade larvicida.

A partir dessas constatacdes foi possivel planejar quatro novos derivados acidos 3-
(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propibnicos mais potentes do que aqueles usados no
conjunto de treinamento, onde esses compostos quando sintetizados se mostraram
bastante ativos.

Também foi possivel planejar um derivado de 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propanoato de metila potencialmente ativo (15e), o qual apresentou um valor de
LCso experimental de 6,07 umolL™. O modelo obtido para essa série também foi

capaz de realizar previsdes do conjunto de teste (2e e 8e).
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As atividades larvicidas dessas trés séries de compostos se mostraram relativamente

superiores ou similares a de muitos 6leos essenciais descritos na literatura; tais como

aqueles das espécies Piper marginatum e a de Eucalyptus camaldulensis.

Isso mostra que embora muitas das pesquisas para a obtencdo de novos agentes

larvicidas contra o Aedes aegypti tenha como foco os 6leos essenciais e extratos vegetais,

compostos de origem sintética, tais como os derivados aqui sintetizados e avaliados

biologicamente por nosso grupo, podem surgir como potenciais candidatos a agentes

larvicidas.

2. Em relacdo aos estudos de docking molecular nessas trés séries de compostos, foi

possivel obter as seguintes conclusoes:

Nossos resultados revelaram que todos os derivados das trés séries estudadas,
ficaram localizados no sitio ativo da proteina AeSCP-2 apds a simulagédo de docking
molecular.

Os derivados aril- tiossemicarbazonicos interagiram com o0s residuos de ARG15,
ASP20, ARG24, ASN23, GLN25, ILE19, LEU48, PHE105 e VAL26. No entanto,
os derivados fenoximetil-tiossemicarbazénicos interagiram com o0s residuos de
ARG24, GLN25, ARG15, ILE19, ASN23, VAL26, LEU48 e PHE105, que sao,
praticamente, 0s mesmos residuos presentes na intera¢do do acido palmitico com o
sitio ativo da proteina AeSCP-2.

Ja para os derivados é&cidos 3-(2-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos foi
observado que, esses compostos realizaram interacdes polares e hidrofobicas com
os residuos de aminoacidos de ARG24, VAL26, GLN25, LEU102, PHE105 e
LEU109, presentes no sitio ativo da proteina, assim como os derivados ésteres 3-(2-
aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila interagiram com esses mesmos
residuos.

No que diz respeito a energia de ligacdo desses compostos com a proteina escolhida
como alvo, percebemos que 0s compostos mais ativos, possuiram uma maior
energia de ligacdo com a proteina AeSCP-2, indicando que 0s compostos com
maior atividade bioldgica, sdo aqueles que apresentaram uma maior interagdo com

esta proteina.
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e A partir dos estudos de docking molecular foi possivel prever um novo derivado
com uma atividade larvicida maior do que todos os derivados estudados nesse
trabalho. Esse composto estd em fase de sintese, afim de comprovar a previsao
realizada por esse estudo.

e Nossos célculos de docking molecular, com a proteina AeSCP-2, revelaram que
essa proteina pode ser um forte candidato como alvo bioldgico dessas trés séries

estudadas nesse trabalho.

3. Tese

e Levando em consideracao:
a) os estudos de QSAR, que revelaram modelos matematicos para a atividade
larvicida similares e que foram bem sucedidos na previsdo de novos compostos
com atividades superiores aquelas do conjunto de treinamento nas trés séries

estudadas;

e D) os estudos de docking molecular, indicam que os compostos das trés séries

possuem um modo de ligacdo bastante similiar ao do acido palmitico no AeSCP-2;

Temos elementos favoraveis que a tese proposta € correta, ou seja, que o AeSCP-2 ¢
um dos receptores biolégicos responsaveis pela acdo larvicida para as trés classes de
compostos, derivados (tio)semicarbazonicos, derivados é&cidos 1,2,4-oxadiazolicos e

derivados ésteres-1,2,4-oxadiazélicos.
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PERSPECTIVAS

O presente trabalho abre outras possibilidades de investigacdes a serem realizadas.

Entre elas podemos elencar:

-

. Em relacdo as analises de QSAR:

Previsdo e sintese de novas geracdes de compostos com alta atividade larvicida, através
de modificacOes estruturais dos compostos existentes.
Além da atividade larvicida, incluir na calibracdo outra funcdo resposta como, por

exemplo, a citotoxidade.

2. Emrelacéo aos estudos de docking molecular:

A exemplo do que foi feito para os derivados acidos 1,2,4-oxadiazélico, ampliar a
busca conformacional para um nimero maior de conformeros nos estudos de docking
molecular para os derivados tiossemicarbazonicos e ésteres 1,2,4-oxadiazélicos na
proteina AeSCP-2.

Utilizacdo de outras programas de docking molecular, como o GOLD, para
comparacdo dos resultados obtidos neste trabalho.

A titulo de ampliar a seguranca dos compostos investigados, desenvolver estudos

comparativos de docking em SCP-2 de humanos.
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APENDICE A - CALCULOS E BIOENSAIOS LARVICIDAS

1 BIOENSAIOS LARVICIDAS

1.2 DERIVADOS ACIDOS 3-(3-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-1L)-PROPIONICOS

Os bioensaios larvicidas dos derivados &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)
propibnicos foram realizados pelo grupo da Professora Dra. Daniela Navarro, do
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco
(DQF/UFPE). Para a avaliacdo da atividade larvicida desses compostos, foi utilizada a
metodologia adaptada da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). A solucdo de estoque, de
concentracdo 150 ppm, foi preparada pela dissolucdo de 0,0750g dos derivados acidos 3-
(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) propiénicos em 7 mL de etanol e 20 gotas do co-solvente
Tween 80 , e completou-se o volume até 500 mL de &gua destilada. Vinte larvas do
mosquito Aedes aegypti no estdgio larval L4 foram colocadas em béqueres contendo
solucgdes dos derivados oxadiazolicos, em uma faixa de concentracdo obtidas por diluicdo
da solucdo estoque com &gua destilada, com a finalidade de determinar a faixa de
concentracdo que cada agente larvicida atua. Os ensaios foram feitos em quadruplicata
para cada concentracdo da amostra, onde a mortalidade das larvas foi determinada apos 48
horas de incubagdo. Os valores de LCso foram calculados utilizando a analise Probit com o

programa estatistico Statplus 2006.

1.3 DERIVADOS ESTERES 3-(3-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL)-PROPANOATO DE
METILA

Para o teste dessa série de compostos, também foram utilizadas larvas do mosquito
Aedes aegypti no estagio L4 em um determinado volume de &gua destilada, distribuidas em
recipientes contendo diferentes concentracdes da droga-teste solubilizada em uma
quantidade minima de: etanol, DMSO ou de solu¢des desses solventes com o tensoativo
Tween 80. Os testes foram realizados em triplicatas e, foram utilizadas 20 larvas de Aedes
aegypti onde a atividade larvicida foi avaliada em 48 horas de incubacdo. Os bioensaios
foram realizados em temperatura de 25-27°C, pH 5,0 e auséncia de luz. As larvas foram

alimentadas com ragdo animal no inicio do teste e foram observados apds 24 e 48 horas e



156

exposicdo. As larvas foram consideradas mortas quando ndo respondiam ao estimulo ou
quando ndo emergissem a superficie da solugdo. Os valores de LCso foram calculados
utilizando a andlise Probit com o programa estatistico Statplus 2008, a um nivel de

confianga de 95%.

1.4 DERIVADOS ARIL- E FENOXIMETIL-(TIO)SEMICARBAZONAS

Para cada derivado dessa série, foi realizado um bioensaio preliminar, o qual teve
por finalidade determinar em que faixa de concentracdo a substancia atua. Cada composto
primeiramente passou por um teste de solubilidade para determinar qual o co-solvente mais
adequado: etanol, dimetilsulfoxido (DMSO), acetona ou Tween 80. Apds o teste, cada
amostra foi solubilizada com o co-solvente Tween 80, e diluida em agua destilada,
utilizando uma proporc¢éo de trés gotas deste co-solvente para 50 mL de solucdo. Para a
realizacdo do bioensaio preliminar foi preparada uma solugéo estoque de concentragdo 100
ppm em um baldo volumétrico de 50 mL. A partir deste estoque, prepararam-se trés outras
solugdes com concentragdes de 10, 50 e 100 ppm, dissolvendo-se em agua destilada a
solugcdo estoque para a realizacdo do teste preliminar da atividade. Vinte larvas do
mosquito Aedes aegypti no estagio inicial L4 foram colocadas em béqueres contendo a
solucdo. O numero de larvas mortas bem como alterac6es morfologicas e comportamentais
foi registrado ap6s 24 horas do inicio do experimento e novamente apos um periodo de 48
horas. Foram preparadas também solucdes controle, que contiveram o co-solvente utilizado
(Tween 80) no preparo da solucdo teste na mesma concentracdo. De acordo com o
resultado obtido nos testes preliminares foram determinadas as concentracdes que seriam
testadas nos ensaios subsequentes. Os bioensaios seguiram a mesma metodologia utilizada
nos testes preliminares e foram realizados em triplicata. Foram realizados varios testes
larvicida com um mesmo composto para a definicdo dos pontos necessarios para a
construcdo da curva concentracdo/mortalidade para o calculo da LCso, Esta, por sua vez,
foi calculada através da analise de sobrevivéncia Probit com o programa estatistico
Statplus 2008.
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APENDICE B - MATRIZ DE DADOS E CORRELACAO PARA OS
DERIVADOS TIOSSEMICARBAZONICOS UTILIZANDO AS
CARGAS GAPT E CHELPG

1 Matriz de dados e correlacdo dos descritores dos dos derivados aril- e fenoximetil-

tiossemicarbazonicos.

Tabela 1 - Atividade larvicida experimental, descritores elerénicos B3LYP/6-311++G(d,p) e lipofilicos para

os derivados aril e fenoximetil-tiosemicarbazoénicos.

Nameros  Log(1/LCso) u gromo  Elumo  TAE  2Zqhenen qCs Ny aN; logp  (logP)? T n?

(R) ® &) &) (V) © ) @)

6a 3,507 3,702 6,045 -2224 3821 0418 0047 0202 0697 2180 4752 0140 0,020
7a 3,873 3503 -6078 -2336 3,742 0,163 0004 0245 -1010 2630 6917 0710 0504
% 3,910 3502 -6084 -2357 3,727 0,064 0012 0260 -1,026 2870 8237 0860 0,740
10a 4,157 3133 6,185 -2507 3,678 0,439 0088 0301 -1,024 3270 10,693 1420 2,020
11a 3,298 5915 -5968 -1589 4,379 0,844 0655 0199 -0,869 2090 4368 -0,020 0,000
12a 3,268 4816 -6088 -1634 4454 0,323 0742 0201 -0,860 2010 4040 0000 0,000
13a 4,036 2932 6,168 -1,753 4,414 0611 0,780 0230 -0,880 2900 8410 0,860 0,740
14a 4,046 2936 -6,164 -1,748 4,417 0,688 0755 0225 -0875 2650 7,023 0710 0504
15a 4,154 5516 -6,108 -1,713 4,395 0,816 0575 0231 -0,880 3300 10,890 1,420 2,020
16a 4,680 1,774 6,212 -1825 4387 0,955 0809 0246 -0,883 3300 10,890 1,420 2,020
17a 3,507 3,702 6,045 -2224 3821 0418 0,047 0202 0697 2180 4752 0140 0,020

Tabela 2 - Matriz dos coeficientes de correlacdo das variaveis B3LYP/6-311++G(d,p), lipofilicos e das

atividades para os derivados aril e fenoximetil-tiosemicarbazénicos.

Log(1/LCso) 1] €HoMo  €LUMO Ae fanel qCs aN; aN; logP  (logP)? T n?

Log(1/LCs) 1,00 -069 -0,83 -0,17 0,00 0,35 0,14 0,64 -0,10 0,92 0,92 0,93 0,85
N -0,69 1,00 0,78 0,38 0,22 0,06 0,05 -0,49 0,18 -0,46 -0,44 -0,47  -0,33
EHOMO -0,83 0,78 1,00 0,11 -0,10 0,20 -0,27 -059 0,25 -0,74 -0,74 -0,76  -0,69
£LUMO -0,17 0,38 0,11 1,00 0,98 0,67 0,91 -0,70 0,47 -0,26 -0,24 -0,28 -0,18
Ae 0,00 0,22 -0,10 0,98 1,00 0,72 0,97 -0,57 0,42 -0,10 -0,08 -0,12 -0,04
Zqanel 0,35 0,06 -0,20 0,67 0,72 1,00 0,72 -0,24 0,40 0,25 0,28 0,24 0,37
qCs 0,14 0,05 -0,27 0,91 0,97 0,72 1,00 -0,40 0,27 0,02 0,03 0,00 0,07
N1 0,64 -049 0,59 -0,70 -0,57 0,24 -0,40 1,00 -0,78 0,76 0,75 0,78 0,71
qN2 -0,33 0,18 0,25 0,47 0,42 0,40 0,27 -0,78 1,00 -0,47 -0,45 -048 -0,38
logP 0,92 -046 0,74 -0,26 -0,10 0,25 0,02 0,76 -0,47 1,00 1,00 1,00 0,95
(logP)? 0,92 -044 0,74 -0,24 -0,08 0,28 0,03 0,75 -0,45 1,00 1,00 0,99 0,96
T 0,93 -0,47 0,76 -0,28 -0,12 0,24 0,00 0,78 -0,48 1,00 0,99 1,00 0,96
n? 0,85 -0,33 0,69 -0,18 -0,04 0,37 0,07 0,71 -0,38 0,95 0,96 0,96 1,00

Equacdo de regressdo mais significativa encontrada:



Log (ﬁ) = 2,490(+0,335) — 0,112(+0,0356)u + 0,671(+0,0912)logP

n=10; R = 0,97; R*=0,94; F = 54,61; s = 0,.12; p= 0,00005
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2 Matriz de dados e correlacdo dos descritores dos derivados aril- e fenoximetil —

tiossemicarbazonicos utilizando a particao de carga CHELPG.

Tabela 3 - Atividade larvicida experimental, descritores eletronicos B3LYP/6-311++G(d,p) e lipofilicos para

os derivados aril e fenoximetil-tiosemicarbazoénicos.

Nameros  Log(1/LCso) u ehomo  Elumo  TAE  2Zqhenseno qCs Ny aN; logp  (logP)? T n?

(R) O &) &) (V) © © ) @)

6a 3,507 3,702 6,045 -2224 3821  -0,190 0056 -0,282 0065 2180 4752 0,140 0,020
7a 3,873 3503 -6078 -2336 3742  -0,191 0,80 -0,266 0083 2630 6917 0710 0504
9a 3,910 3502 -6084 -2357 3727  -0,211 0,181  -0255 0046 2870 8237 0860 0,740
10a 4,157 3133 6,185 -2507 3,678  -0,064 0138 -0233 0041 3270 10,693 1420 2,020
1la 3,298 5915 -5968 -1589 4,379  -0,138 0378 -0351 0098 2090 4368 -0020 0,000
12a 3,268 4816 -6088 -1634 4454  -0,308 0485 -0351 0093 2010 4040 0000 0,000
13a 4,036 2932 6,168 -1,753 4,414  -0,147 0441  -0340 0068 2900 8410 0860 0,740
1l4a 4,046 2936 -6,164 -1,748 4,417  -0,149 0479  -0342 0096 2650 7,023 0710 0504
15a 4,154 5516 -6,108 -1,713 4,395 0,020 0392 -0343 0079 3300 10,890 1,420 2,020
16a 4,680 1774 6212 -1,825 4387  -0,006 0441  -0340 0113 3300 10,890 1,420 2,020
17a 3,507 3,702 6,045 -2224 3821  -0,190 0056 -0,282 0065 2180 4752 0,140 0,020

Tabela 4 - Matriz dos coeficientes de correlagdo das varidveis B3LYP/6-311++G(d,p), lipofilicas e das

atividades para os derivados aril e fenoximetil-tiosemicarbazdnicos.

Log(1/LCs) U gHoMo  ELUMO Ae Sdanel qCs gN; gN; logP  (logP)? n m
Log(1/LCeo) 1,00 069 -083 017 0,00 0,75 012 010 003 092 0,92 0,93 0,85
H -0,69 1,00 0,78 038 022 014 008 -029 006 -046 -044 -047 -033
£HOMO -0,83 0,78 1,00 011 010 043 026 -005 003 -074 -074 -076 -0,69
£LUMO 0,17 038 0,11 1,00 0,98 006 089 -099 074 -026 -024 028 0,18
Ae 0,00 022 -010 098 1,00 015 09 -098 073 -010 -008 -012 -0,04
Zqanel 0,75 014 043 006 015 1,00 010 0,09 010 0,79 0,81 0,79 0,85
9Cs 0,12 008 -026 089 095 0,10 1,00 -0,89 0,70 0,00 002 -000 0,03
N1 0,10 029 005 -09 09 009 -08 1,00 -079 023 0,21 0,24 0,16
N2 0,03 0,06 0,03 074 0,73 010 070 -079 100 -023 -021 021 -0,13
logP 0,92 046 0,74 -026 010 0,79 000 023 -023 1,00 1,00 1,00 0,95
(logP)? 0,92 044 0,74 -024 008 081 002 021 -021 1,00 1,00 0,99 0,96
n 0,93 047 0,76 -028 012 079 -000 024 -021 1,00 0,99 1,00 0,96
m? 0,85 033 069 -018 004 08 003 016 -013 095 0,96 0,96 1,00

Equacdo de regressdo mais significativa encontrada:

Log (=) = 2,490(+0,335) — 0,112(0,0356)u + 0,671(+0,0912)logP (29)
50

n=10; R = 0,97; R? = 0,94; F = 54,61; s = 0,.12; p= 0,00005
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APENDICE C - MATRIZ DE DADOS E CORRELACAO PARA OS
DERIVADOS ACIDOS 3-(-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-1L)-
PROPIONICOS UTILIZANDO AS CARGAS GAPT E CHELPG

1 Matriz de dados e correlacdo dos descritores dos derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propidnicos utilizando as parti¢do de carga GAPT.

Tabela 1 - Atividades larvicidas, descritores eletronicos B3LYP/6-311G (d,p) e lipofilicos da série acidos 3-

(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos.

Nimeros  Log(1/LCsp) u €HoMO  €LUMO 1Ae qCs qCe aN2 N4 401 Zqgpenzeno  *Eqaer  logP  (logP)? n Lg
(R) ()Y ev) (V) (9 © © © © (® (®
la 3,344 2,598 6874 -1506 5368 0,607 -0039 0,158 -0621 0536 -0222 0,091 1,780 3,170 0,000 0,000
2a 3,464 2445 6859 -1562 5297 0,630 -0114 0,165 -0628 0534 0336 0,074 1980 3,920 0,40 0,020
3a 3,541 2418 6,184 -1265 4,919 0,719 -0233 0,175 -0651 0568 0,253 0,042 1,860 3,460 -0,020 0,000
4a 3,515 2232 6762 -1412 535 0,615 -0103 0,132 -0629 055 -0,192 0,075 2330 5430 0,560 0,314
5a 3,548 2,834 6627 -1404 5224 0,654 -0100 0,162 -0636 0554 -0,180 0,074 2330 5430 0,560 0,314
6a 3,561 2,988 6725 -1,440 5284 0,611 -0024 0,159 -0624 0538 -0,196 -0,093 2330 5430 0,560 0,314
a 3,717 4868 -7,610 -2,938 4672 0541 0103 -0,117 -0,618 -0,553 -0,274 -0,120 1,600 2,560 -0,280 0,078
8a 3,954 2,624 6900 -1754 5146 0,636 -0070 -0,154 -0638 0552 0,116  -0,078 2420 5860 0,710 0,504
9a 4,291 2,561 6821 -1761 506 0,644 -0071 0,152 -0641 0559 0,025 -0,076 2670 7,130 0,860 0,740
Tabela 2 - Matriz de correlagdo das atividadese das variaveis calculadas com o método B3LYP/6-311G (d,p)
da série de 4cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos. Cargas GAPT.
Log(1/LCso) u €HoMo  ELUMO Ae qCs qCs gN; gNg q0: S(benzeno Zanel logP  (logP)? n n?
Log(1/LCso) 1,00 008 018 -031 -038 003 015 018 -038 -0,48 0,14 003 060 065 056 084
H 0,08 1,00 079 091 -073 071 081 066 053 -0,05 -0,48 079 -050 046 051 -0,19
EHoMO -0,18 079 1,00 091 037 093 -093 -08 -074 -0,30 0,45 092 030 027 029 0,00
£LUMO -0,31 091 091 100 073 075 -081 -077 -048 0,07 0,32 077 040 035 041 0,03
*Ae -0,38 073 037 073 100 014 -029 -038 015 0,63 -0,02 021 039 034 044 007
qCs 0,03 071 093 075 014 100 -095 -08 -091 -049 0,64 097 029 026 026 007
qCe 0,15 081 093 -08. -029 09 100 075 081 035 -0,67 09 022 018 020 0,07
ANz 0,18 066 08 077 -038 08 075 100 058 -0,01 -0,61 073 016 013 016 011
AN -0,38 053 074 -048 015 091 08L 058 100 0,75 -0,62 087 -040 039 035 -031
01 -0,48 005 030 007 063 049 035 -001 075 1,00 -0,16 045 015 017 009 -028
Zqvenzeno 0,14 048 045 032 -002 064 -067 -061 -062 -0,16 1,00 068 007 005 003 -007
qanel -0,03 079 09 077 021 097 -099 -073 -087 045 0,68 1,00 028 025 025 0,03
logP 0,60 05 030 040 039 029 022 -016 -040 -0,15 0,07 028 1,00 100 09 091
(logP)? 0,65 046 027 035 034 02 -018 -013 -039 0,17 0,05 025 1,00 100 099 093
n 0,56 051 029 041 044 026 -020 -016 -035 -0,09 0,03 025 099 099 100 0,90
w? 0,84 019 000 003 007 007 007 011 -031 -0,28 -0,07 003 091 093 09 1,00

Equacdes de regressdo mais significativas encontradas:
Log () = 7,32(+1,12) — 0,86(+0,22)AE + 0,17(+0,034)(logP)>
50

n=9; R =0,91; R =0,84; F = 15,36; s = 0,14; p= 0,004
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Log (-—) = 6,31(+0,81) — 0,57(+0, 16)AE + 1,00(0,014) (1)
50
n=9; R = 0,95; R? = 0,01; F = 29,71; s = 0,10; p= 0,00077

2. Matriz de dados e correlagdo dos descritores dos derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propidnicos utilizando as parti¢do de ChelpG.

Tabela 3 - Atividades larvicidas, descritores eletronicos B3LYP/6-311G (d,p) e lipofilicos da série acidos 3-

(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos.

Nimeros  Log(1/LCsp) H €HoMO  €LUMO 1Ae qCs aCe AN N4 401 Zqgpenzeno  *Eqaer  logP  (logP)? n L3
(R) D@ &) V) V) (@ (®) (®) © © () ()
la 3,344 2,598 6874 -1506 5368 0,607 0,603 0,122 -0384 0694 -0208 0449 1780 3,170 0,000 0,000
2a 3,464 2445 6859 -1562 5297 0,630 0,637 0178 -0399 0,697 -0,198 0,281 1980 3,920 0,40 0,020
3a 3,541 2418 6,184 -1265 4919 0,719 0,637 0,194 -0403 0,711 -0207 0,300 1,860 3,460 -0,020 0,000
4a 3,515 2232 6762 -1412 535 0,615 0,58 0206 -0299 068 -0249 0,379 2330 5430 0,560 0,314
5a 3,548 2,834 6,627 -1,404 5224 0654 0634 0179 -039% 0,7 0,205 -0,388 2330 5430 0560 0,314
6a 3,561 2,988 6725 -1440 5284 0,611 0,632 0095 -0398 0,702 -0203 0,399 2330 5430 0,560 0,314
7a 3,717 4868 -7,610 2,938 4672 0541 0618 0,122 -0,374 0,697 -0,196 -0,354 1,600 2,560 -0,280 0,078
8a 3,954 2,624 6900 -1754 5146 0,636 0,608 0,111 -0389 0,688 -0,197 -0,286 2420 5860 0,710 0,504
9a 4,291 2,561 6821 -1761 506 0644 0627 0132 -039 0703 -0201 0,295 2670 7,130 0,860 0,740
Tabela 4 - Matriz de correlacdo das atividades e das variaveis calculadas com o método B3LYP/6-311G (d,p)
da série acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos.
Log(1/LCso) u €HoMo  ELUMO Ae qCs qCs gN; gNg q0: Sqbenzeno Zanel logP  (logP)? n n?
Log(1/LCso) 1,00 008 018 -031 -038 007 034 -012 -007 030 0,56 056 060 065 056 084
H 0,08 1,00 079 091 -073 007 042 -008 -005 040 -0,13 073 -050 -046 051 -0,19
EHoMO -0,18 079 1,00 091 037 030 -048 -019 -045 -0,24 0,11 055 030 027 029 0,00
£LUMO -0,31 091 091 100 073 010 -041 -004 -015 0,37 -0,09 082 040 035 041 0,03
"Ae -0,38 073 037 073 100 027 -012 021 040 -042 -0,38 092 039 034 044 007
qCs 0,07 007 030 010 -027 100 -001 -08 -083 0,66 0,37 011 -002 -003 009 -0,10
qCe 0,34 042 048 041 -012 001 100 -038 006 0,58 -0,18 031 006 008 009 0027
ANz -0,12 008 019 -004 021 08 -038 100 066 -0,90 -0,26 009 010 009 012 0,09
AN -0,07 005 045 015 040 083 006 066 100 -044 -0,19 028 013 012 020 015
01 0,30 040 024 037 -042 066 058 -090 -044 1,00 0,33 037 -017 015 0,18 -0,02
Zqoenzeno 0,56 013 011 -009 -038 037 -018 -026 -019 0,33 1,00 032 022 023 017 027
2 qanel 0,56 073 055 -08 -092 011 031 -009 -028 037 0,32 1,00 025 -019 031 013
logP 0,60 05 030 040 039 002 006 010 013 0,17 0,22 025 100 100 099 091
(logP)? 0,65 046 027 035 034 003 008 009 012 0,15 0,23 019 100 100 099 093
n 0,56 051 029 041 044 009 009 012 020 -0,18 0,17 031 099 09 1,00 090
w? 0,84 019 000 003 007 010 027 009 015 0,02 0,27 013 091 093 09 1,00

Equacdes de regressao mais significativas encontradas:
Log () = 7,32(+1,12) — 0,86(+0,22)AE + 0,17(+0,034)(logP)>
50

n=9; R =0,91; R =0,84; F = 15,36; s = 0,14; p= 0,004
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Log (i) = 6,31(+0,81) — 0,57(+0, 16)AE + 1,00(+0, 014)(r)?
0

n=9; R =0,95; R?=0,91; F = 29,71; s = 0,10; p= 0,00077
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APENDICE D - MATRIZ DE DADOS E CORRELACAO PARA OS
DERIVADOS 3-(-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL)-PROPANOATO DE
METILA UTILIZANDO AS CARGAS GAPT E CHELPG

1 Matriz de dados e correlacdo dos descritores dos derivados ésteres 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propanoato de metila utilizando as particdo de carga GAPT.

Tabela 1 - Atividades larvicidas, descritores eletronicos B3LYP/6-311G(d,p), lipofilicos da série 3-(3-aril-

1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.

NUmeros Log(1/LCxs) 8% EHOMO ELUMO 1Ae qCs qCs gN; N4 [s[0}) 2 qbenzeno 38X Qanel logP (logP)? T n?
(R) (D) (V) (V) (eVv) (e) (e) (e) (e) (e) (e) (e)
3e 3,879 3091 6,838 -1466 5372 (gog -0,037 -0,161 -0,627 -0541 -0,222 -0,094 2070 4285 000 0,000
4e 3,958 3109 6284 -1523 5301 0631 0111 0,168 0633 0540 0339 -0077 2270 5153 0140 0,020
5e 4,068 5463 -7573 2912 4661 os42 0106 -0120 -0624 -0559 0274 0,123 1880 3534 0280 0,078
6e 4,091 4644 6,165 -1,196 4969 715 .0227 0,179 -0,653 -0,568 0260  -0,047 2150 4622 9020 0,000
7e 4,120 3224 6,596 -1,362 5234 (55 -0,097 -0,165 -0,641 -0560 -0,180 -0,077 2610 6812 o560 0,314
% 4,234 3472 6,694 -1402 5292 12 -0022 -0,162 -0,628 -0,544 -0,195 -0,095 2610 6812 560 0,314
10e 4,627 3301 6868 -1,717 5151 (@36 -0,067 -0,157 -0,642 -0559 0,118 -0,082 2710 7.344 9710 0504
1le 4,714 3497 -7,264 2015 5249 (5es 0089 -0,141 -0,630 -0,543 0401  -0,110 3350 11223 1420 2,020
12e 4,788 3248 6,792 -1,724 5068 (45 -0,068 -0,156 -0,647 -0,565 0,026 -0,080 2960 8,762 8o 0,740
13e 5125 3217 6637 -1727 4911 og55 0065 0,154 0653 0575 -0079 -0080 3230 10433 1170 1250
14e 5,076 2,633 -7017 -1926 5091 0613 -0011 0,150 -0,641 0556 0,366  -0,001 3350 11,223 9420 2,020
Tabela 2 - Matriz de correlagdo das atividades, das variaveis B3LYP/6-311G (d,p), lipofilicas da série dos
ésteres 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.
Log(1/LCxso) u E£HOMO £LUMO Ae qCs 9Cs gN; gN4 [s[o}} Z(benzeno Zdanel logP (logP)? T n?
Log(1/LCeo) 1,00 041 -0,10 018 -0,23 0,34 019 -020 010 062 0,59 028 0,90 0,91 0,88 0,84
H -0,41 1,00 022 049 071 010 0,18 012 -029 -0,12 0,25 039 -061 -057 062 -042
eHoMO -0,10 022 1,00 090 026 029 -037 -070 -048 -0,58 0,31 056 -004 009 -008 -0,30
&Lumo -0,18 049 09 100 065 009 -029 -049 -023 -0,58 0,22 065 002 003 001 -024
tAe -0,23 071 026 065 100 031 -001 013 033 -0,29 0,03 047 012 009 017  -0,01
qCs 0,34 010 029 009 -031 100 -0,73 -0,76 -054 0,36 0,47 056 033 032 028 025
qCe 0,19 018 037 029 -001 0,73 1,00 048 034 0,01 0,38 037 005 005 007 003
ANz -0,20 012 0,70 -049 013 -0,76 048 100 067 -0,04 0,02 003 -012 008 -007 0,10
ANa 0,10 029 048 023 033 054 034 067 100 0,229 0,38 001 022 026 029 048
40 0,62 012 058 -058 -029 036 001 -004 029 1,00 0,77 072 052 055 054 0,68
Zqperzeno 0,59 025 031 022 003 047 -038 -002 038 0,77 1,00 068 069 071 071 083
el 0,28 039 -056 -065 -047 056 -037 -003 -001L 0,72 0,68 1,00 024 028 024 044
logP 0,90 061 -004 002 012 033 005 -012 022 0,52 0,69 024 100 100 100 092
(logP)? 0,91 057 009 -003 009 032 005 -008 026 0,55 0,71 028 100 100 099 094
n 0,88 062 -008 001 017 028 007 -007 029 054 0,71 024 100 099 100 093
L4 0,84 042 030 -024 -00L 025 003 010 048 0,68 0,83 044 092 094 093 1,00

Equacdo de regressdo mais significativa encontrada:



Log (-—) = 6,74(+1,08) — 0,67(+0,21)AE + 0,15(+0,016)(logP)?
50

n=11; R = 0,96; R? = 0,92; F = 49,04; s = 0,14; p= 0,00003
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2 Matriz de dados e correlagdo dos descritores dos derivados 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propanoato de metila utilizando as parti¢céo de carga ChelpG.

Tabela 3 - Atividades larvicidas, descritores eletronicos B3LYP/6-311G (d,p), e lipofilicos da série 3-(3-aril-

1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.

NUmeros Log(1/LCxs) u EHOMO €LUMO tAe qCs qCs aN; aN4 q0; 2Xqpenzeno  Xlanel logP (logP)? n Ld
(R) (D) (eV) ev) (V) (9 (e) (e) (®) (®) (®) (®)
3e 3,879 3091 -6838 -1,466 5372 0529 -0,071 -0,353 -0,640 -0,223 0409 0072 2070 4285 0,000 0,000
de 3,958 3109 -6824 -1523 5301 0614 -0,184 -0,382 -0,665 -0214 0276 0,103 2270 5153 0,140 0,020
5e 4,068 5463 -7,573 -2912 4661 0585 -0,107 -0,360 -0659 -0212 -0,355 0,114 1880 3534 -0,280 0,078
6e 4,091 4644 6165 -1,196 4969 0626 -0217 -0,390 -0,669 -0,220 0,305 0,097 2,150 4,622 -0,020 0,000
7e 4,120 3224 6596 -1,362 5234 0597 -0,162 -0377 -0,665 -0221 0,368 0,091 2610 6812 0560 0,314
% 4,234 3472 6,694 -1,402 5292 0592 -0,098 -0374 -0,659 -0219 0,379 0090 2610 6812 0560 0,314
10e 4,627 3301 -6868 -1,717 5151 0588 -0,096 -0,380 -0,663 -0211 0,292 0,100 2,710 7,344 0,710 0,504
1le 4,714 3497 7264 -2015 5249 0599 -0,164 -0357 -0,644 -0211 0,105 0,116 3,350 11,223 1,420 2,020
12e 4,788 3248 6792 -1724 5068 0602 -0,126 -0374 -0,669 -0215 0,302 0091 2960 8762 0,860 0,740
13e 5,125 3217 6,637 -1,727 4911 0604 -0,098 -0381 -0,665 -0216 -0,317 0096 3,230 10433 1,120 1,250
14e 5,076 2,633 -7,017 -1926 5091 0609 -0129 0,378 -0641 -0204 -0,153 0,104 3350 11,223 1420 2,020
Tabela 4 - Matriz de correlagdo das atividadese das variaveis calculadas com o método B3LYP/6-311G (d,p)
da série 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de metila.
Log(1/LCso) u €HOMO  ELUMO Ae qCs aCs aN: aNq4 a0 Zqbenzeno Zqaer logP  (logP)? T n?
Log(1/LCeo) 1,00 041 -0,10 018 -0,23 0,34 019 -020 010 062 0,59 028 0,90 0,91 0,88 0,84
H 0,41 1,00 -022 -049 -071 010 -018 012 029 -0,12 0,25 039 061 057 062 042
eHovo -0,10 022 100 09 026 029 037 -070 -048 -058 0,31 056 -004 -009 -008 -030
£LUMO -0,18 049 09 100 065 009 029 -049 -023 -058 0,22 065 002 -003 001 -024
1A -0,23 071 026 065 100 031 001 013 033 -0,29 0,03 047 012 009 017  -001
qCs 0,34 010 029 009 -031 100 073 -076 -054 036 0,47 056 033 032 028 025
9Cs 0,19 018 037 029 001 073 100 048 034 001 0,38 037 005 005 007 003
N2 -0,20 012 070 -049 013 0,76 048 100 067 -0,04 0,02 003 -012 -008 -007 0,0
aNs 0,10 029 048 023 033 054 034 067 100 029 0,38 001 022 026 029 048
901 0,62 012 058 058 -029 036 001 -004 029 1,00 0,77 072 052 055 054 0,68
Zqpenzeno 0,59 025 031 022 003 047 038 -002 038 077 1,00 068 069 071 071 083
2 qanel 0,28 039 056 -065 -047 056 037 -003 -001 072 0,68 1,00 024 028 024 044
logP 0,90 061 004 002 012 033 005 -012 022 052 0,69 024 1,00 1,00 1,00 0,92
(logP)? 0,91 057 009 -003 0,09 0,32 005 -0,08 026 055 0,71 028 1,00 1,00 099 0,94
m 0,88 062 -008 001 017 028 007 -007 029 054 0,71 024 1,00 0,99 1,00 0,93
L 0,84 042 030 024 -001 025 003 010 048 068 0,83 044 092 094 093 1,00

Equacdo de regressdo mais significativa encontrada:
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Log (-—) = 6,74(+1,08) — 0,67(+0,21)AE + 0,15(+0,016)(logP)?
50

n=11; R = 0,96; R? = 0,92; F = 49,04; s = 0,14; p= 0,00003
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APENDICE E - MATRIZ DE DADOS E CORRELACAO PARA OS
DERIVADOS ACIDOS 3-(-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-1L)-
PROPIONICOS UTLIZANDO O EFEITO SOLVENTE

1 Matriz de dados e correlacdo dos descritores dos derivados acidos 3-(3-aril-1,2,4-

oxadiazol-5-il)-propidnicos utilizando o efeito solvente (agua)

Tabela 1 - Atividades larvicidas, descritores eletronicos PCM-B3LYP/6-311G(d,p) e lipofilicos da série

acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propionicos.

Derivados  log(LCso) u £hoM0  ELUMO Ae qCs qCs aN; N, 001 Zgvenzeno  Xqaner  logP  (logP)? n Ld

(R) (D) (eV) (V) (V) (®) (e) (e) (®) (®) (®) (®)

la 3344 3405 -7003 -1645 5357 0266 -0186 0171 0380 -0234 -0566 0,157 1,780 3,170 0,000 0,000
2a 3464 3115 -6932 -1634 5298 0271 -0201 0172 -0381 -0234 0255 0153 1,980 3,920 0140 0,020
3a 3541 3087 6320 -1460 4860 0266 -0204 0179 0383 -0237 0336 0172 1860 3460 -0,020 0,000
4a 3515 2924 -6897 -1549 5348 0262 -0164 0179 -0386 -0237 0553 0180 2,330 5430 0560 0314
5a 3548 3751 6756 -1567 5190 0263 -0,185 0174 0381 -0236 -0538 0,166 2330 5430 0560 0,314
6a 3561 3957 -6849 -1613 5237 0263 -0183 0172 -0381 -0235 0540 0163 2330 5430 0560 0314
7a 3717 5858 -7518 -3043 4475 0278 -0171 0159 0377 -0226 -0168 0,118 1,600 2560 -0,280 0,078
8a 3954 3292 -6969 -1,802 5168 0272 -0190 0169 -0380 -0232 0443 0145 2420 5860 0710 0504
% 4201 3241 -6901 -1813 5089 0272 -0187 0169 0380 -0232 -0478 0,146 2,670 7,130 0860 0,740

Tabela 2 - Matriz de correlacdo das atividadese das varidveis calculadas com o método PCM-B3LYP/6-

311G(d,p) da série &cidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnicos.

Log(1/LCs) U gHoMo  ELUMO Ae qCs qCs gN2 gNy4 g0, S(benzeno Zanel logPp  (logP)? n m
Log(L/LCeo) 1,00 004 -015 025 026 051 002 038 031 043 0,06 044 0,60 0,65 0,56 0,84
H 0,04 1,00 072 091 -076 055 042 081 071 079 0,51 075 049 -045 049 0,20
£HOMO -0,15 072 100 083 033 064 -060 -08 -063 -0,85 0,34 0,79 027 0,23 024  -0,02
£LUMO 0,25 091 083 1,00 080 -0,79 043 -089 0,72 -0,94 0,65 0,88 045 0,40 0,47 0,09
tAe -0,26 0,76 0,33 080 100 066 -008 -059 -053 -0,68 0,74 0,65 048 0,44 0,53 0,17
qCs 0,51 055 -064 079 066 100 -006 084 075 091 0,77 093 029 -024 032 005
9Ce 0,02 042 -060 043 008 006 100 024 -008 026 0,23 011 0,07 0,09 0,10 0,21
N2 0,38 081 -08 08 059 084 024 100 092 098 0,50 098 028 -023 028 007
Ns 0,31 071 -063 072 053 075 -008 092 100 0,85 0,45 091 030 -026 -030 -0,00
901 0,43 079 -085 094 -068 0091 026 098 085 1,00 0,60 098 031 -026 -032 007
Zqenzeno 0,06 051 -034 065 074 077 -023 050 045 0,60 1,00 063 059 -057 -064 042
2 Ganel 0,44 075 -079 088 065 0,93 011 098 091 098 0,63 1,00 -030 -025 031 0,06
logP 0,60 049 027 045 048 029 007 -028 -030 -031 0,59 0,30 1,00 1,00 0,99 0,91
(logP)? 0,65 045 0,23 040 044 024 009 023 -026 -0,26 0,57 0,25 1,00 1,00 0,99 0,93
m 0,56 049 024 047 053 032 010 -028 -030 -0,32 0,64 031 0,99 0,99 1,00 0,90
L4 0,84 020 -002 009 017 0,05 021 007 -000 007 0,42 0,06 0091 0,93 0,90 1,00

Equacdo de regressdo mais significativa encontrada:

log(LCs) = —7,33(+2,01) — 38,17(+7,35)qCs — 0,16(+0,027)(logP)?
n=9; R = 0,95; R? = 0,89; F = 25,55; s = 0,11; p= 0,0012



APENDICE F — DOCKING MOLECULAR DOS DERIVADOS
ACIDOS 3-(3-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-1L)-PROPIONICOS
UTILIZANDO A GERACAO DE MIL CONFORMAGCOES
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APENDICE G - RESIDUOS DE AMINOACIDOS HIDROFILICOS
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ANEXO A — SCORES DE HIDROPATICIDADE DOS AMINOACIDOS

Aminoé&cido Simbologia Score de hidropatia
Isoleucina Ile 4,5
Valina Val 4,2
Leucina Leu 3,8
Fenilalanina Phe 2,8
Cisteina Cys 2,5
Metionina Met 1,9
Alanina Ala 1,8
Glicina Gly -0,4
Treonina Thr -0,7
Triptofano Trp -0,9
Serina Ser -0,8
Tirosina Tyr -1,3
Prolina Pro -1,6
Histidina His -3,2
Acido Glutamico Glu -3,5
Glutamina Gln -3,5
Acido Aspartico Asp -3,5
Asparagina Asn -3,5
Lisina Lys -3,9
Arginina Arg -4,5

2 Adaptado de (KYTE; DOOLITTLE, 1982).

Valores positivos e negativos de hidropatia estdo relacionados a aminoacidos

hidrofobicos e hidrofilicos, respectivamente.
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A Multivariate Statistical Analysis of the Quantitative Structure-Activity
Relationships (QSAR) of 2-(Substituted Phenyl)indan-1,3-diones with

Introduction

Hypolipidemic Activity
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Descritores eletrnicos obtidos de cdlculos de orbitais moleculares AM1, juntamente com
os parimetros log P e x. foram empregados para obter relagdes quantitativas estrutura-atividade
(QSAR) para um conjunto de dezesseis derivados de 2-fenil-indan-1.3-dionas possuindo atividade
hipolipidémica. Os descritores AM 1 foram obtidos tanto para o modelo da molécula isolada como
também para 0 modelo COSMO (modelo de selegdo considerando condutor ideal) visando incluir
o efeito do solvente em nossa andlise QSAR. Dos dezesseis derivados estudados, trés deles foram
excluidos do conjunto de treinamento tendo por objetivo servir como conjunto de teste. Em geral, os
resultados obtidos deste conjunto de teste validaram nossos modelos quantitativos, os quais foram
baseados em andlise de regressio linear e de componentes principais (PCA). A partir disso, novos
derivados foram previstos para ser agentes hipolipidémicos mais potentes do que os derivados de
2-fenil-indan-1,3-dionas cujas atividades experimentais foram determinadas. Por exemplo. nossos
resultados sugerem que 2-orso-hidroxi-fenil-indan-1.3-diona é um potencial candidato para novas
triagens de estudos experimentais na reducio dos niveis de colesterol e de triglicerideos.

Electronic descriptors obtained from AM 1 molecular orbital calculations were employed, along
with the empirical parameters log P and m, in a multivariate statistical analysis of the quantitative
structure-activity relationships (QSAR) in a group of sixteen 2-(substituted phenyl)indan-
1.3-diones possessing hypolipidemic activities. AM 1 descriptors were obtained both for the isolated
molecule model and, to simulate the solvent effect, for the COSMO model (conductor-like screening
model) in our QSAR analysis. From sixteen studied derivatives. three were excluded from the
set of molecules used in the model building stage in order to serve as a test set. In general, the
results obtained from this test set validated our quantitative models, which were based on linear
regressions and principal component analysis (PCA). From these results, new derivatives were
predicted to be more potent hypolipidemic agents than the indan-1.3-diones for which experimental
activities were determined. For instance, our results suggest that 2-{ortho-hydroxy-phenyl)indan-
1.3-dione is a potential candidate for new experimental screening studies for reducing serum
cholesterol and triglyceride levels.

Keywords: hypolipidemic activity, multivariate statistical analysis. AMI calculations

Cyclic imides are an important family of organic
compounds with therapeutic potential. Cechinel Filho et al.'
presented an interesting review on the chemical and
biological aspects of several sub-classes of this family. such
as maleimides, phthalimides and succinimides. From the

*c-mail: aluizioufpe @ hotmail.com

point of view of toxicity of these compounds. few studies are
found in current literature. One of these studies, performed
by Hall's group from North Carolina at Chapel Hill * showed
that phthalimide derivatives have no significant toxicity
towards rodents, as well as in their fertility.

Recently. El-Zahabi et al.” synthesized new nitrogen-
substituted derivatives of cyclic imides: phthalimide,
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1.8-naphtalimide and diphenimide. A preliminary evaluation

of the hypolipidemic activity of these newly prepared
compounds showed that several derivatives significantly
decrease serum total cholesterol and triglyceride levels
in rats with triton WR-1339-induced hyperlipidemia. The
dose used (150 mg kg via intraperitoneal) was comparable
to Fenofibrate, which is one of the second generation of
fibrate drugs.

Some studies investigated the hypolipidemic activity of
a set of phthalimide derivatives injected intraperitoneally
in CF, male mice.* Most of the studied compounds showed
potent activity in reducing serum cholesterol and triglyceride
levels at the optimum dose of 20 mg kg' per day.*
Phthalimide and its derivatives are effective in reducing
liver mitochondrial citrate exchange, acetyl-CoA
synthetase. acetyl-CoA carboxylase and phosphatidate
phosphohydrolase activities, as well as the levels of
liver and small intestine lipids at 20 mg kg™ per day. For
instance, phthalimide administration to rats was related to
elevated excretion of cholesterol in the bile, with reduction
of cholesterol and triglyceride contents in the blood
lipoprotein fractions, but with an increase in phospholipid
content. A sixteen-day treatment with N-phenylphthalimide.
for example, reduced the serum cholesterol level to 57%
of its initial value. The substitution on the phenyl ring
drastically affected hypolipidemic activity. When an ethyl
group was introduced. the N-phenylphthalimide lost its
effect. On the other hand. the substitution of an ethoxy
group in the ortho position increased the hypolipidemic
activity, and the cholesterol level fell to 43% after the
treatment.

A few years ago.’ our research group obtained electronic
descriptors from AM1 molecular orbital calculations. as
well as the empirical descriptors log P and 7. in order
to better understand the quantitative structure-activity
relationships (QSAR) for several phthalimide derivatives.®”
For the derivatives without the phenyl N-substitution.”
our group found that the LUMO orbital energy and the
carbonyl group polarity are important parameters for
explaining the dependence of hypolipidemic activity on
molecular structure. Likewise. the group successfully
explained this dependence in N-phenylphthalimide
derivatives.” Quantitative models based on multiple
linear regression and on partial least squares regression
allowed us to suggest new derivatives that are expected
to be more potent hypolipidemic agents than those
employed in the model building stage. For example, the
ortho-NO-phenylphthalimide was expected to be the most
effective of the new compounds.

Murthy et al.® also investigated the hypolipidemic
activity in 2-(substituted phenyl)indan-1,3-diones. It is

J. Braz. Chem. Soc.

interesting to point out that the synthetic methods to prepare
these derivatives are largely reported in the literature.”
For example. 2-methylindan-1,3-dione was prepared
according to the procedure of Mosher and Soeder'® by
the condensation of dimethyl phthalate with 3-pentanone
in the presence of sodium hydride. All the substituted
phenyl analogues were synthesized following the method
of Freedman et al." Chapman et al.* reported that the
parent compound, 2-phenylindan-1.3-dione (Scheme 1),
is significantly active in reducing cholesterol and
triglyceride levels by 40% after 16 days of administration
in CF, male mice at 20 mg kg’ per day via intraperitoneal.
They also studied the influence of the phenyl ring
substitution on the hypolipidemic activity of these
compounds. The substitution of the phenyl ring provided
mixed results. For example. changing the methoxy
group at the para position in the phenyl ring to ethoxy
maintained hypocholesterolemic activity but lowered
hypotriglyceridemic activity markedly from 58 to 19%. The
substitution of methyl groups in the ortho and meta positions
of the phenyl ring gave rise to compounds that clearly
possessed lower hypocholesterolemic activity in mice than
2-phenylindan-1.3-dione, in contrast to what occurs when
the methyl group is in the para position. On the other hand,
the introduction of methyl groups in the ortho. meta and para
positions of the phenyl ring increased hypotriglyceridemic
activity. They also observed that 2-(4-methoxyphenyl)indan-
1.3-dione was one of the more active compounds with 41%
reduction of serum cholesterol and 58% reduction of serum
triglyceride levels on day 16. A more careful look on the
effects of this derivative demonstrated that key enzymes in
the de novo synthesis of lipids were inhibited by the drug.
The levels of lipids in tissues decreased. but those in the
feces were raised. These alterations in lipid content on rat
lipoprotein fractions by the drug appeared favorable.

Scheme 1. Structure of 2-phenylindan-1.3-dione (I).

In an attempt to discover which structural modifications
contribute to these pharmacological changes. it was
examined a set of sixteen 2-(substituted phenyl)indan-
1.3-diones. in search of a relation between the experimentally
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determined hypolipidemic activities and electronic parameters
obtained from AM1 molecular orbital calculations. These
calculations were performed with or without considering
the solvent effect. In this study. it was also included the log
P and &t empirical parameters.

Methodology

To obtain the electronic properties of the compounds
considered in this work. quantum-chemical calculations
were performed at AM1 semi-empirical level using the
Gaussian program.'? The molecular geometry of each
compound was fully optimized and no imaginary frequency
was observed. From the wave-functions thus obtained, it
was extracted the frontier orbital energies, Mulliken net
atomic charges and molecular dipole moments. These
variables, together with the log P (partition coefficient) and
n (Hansch’s parameter) empirical parameters, form a set
of 12 descriptors for each 2-(substituted phenyl)indan-
1.3-dione. The octanol-water partition coefficient values
were estimated using the Kowwin version 1.67 program."

Hypolipidemic activity is expressed in terms of
pC,, and pT,, which are the logarithms of the reduction
in cholesterol and triglyceride levels observed after
sixteen-day period of administering the drug in CF, male
mice, respectively. Thus, the higher the pC,; and pT,,
values, the more active the compound is in terms of the
reduction in cholesterol and triglyceride levels, respectively.
Table 1 shows the sixteen 2-(substituted phenyl)indan-
1.3-diones studied in this work with the corresponding
figures for reduction in cholesterol and triglyceride levels
observed in CF, male mice after the drug administration
period. From those sixteen compounds, three were excluded
from the training set to serve as a test set for validation of
the mathematical models here obtained.

Quantitative structure-activity relationship (QSAR)
models relating these activity values to the molecular
descriptors were investigated by means of two multivariate
techniques: traditional multiple linear regression (MLR) and
principal component analysis (PCA)." The latter was used
because some of the twelve electronic descriptors have
a high degree of inter-correlation, which could cause
statistical instability in the ordinary multiple regression
equations, as a result of multicollinearity. Therefore, it was
first performed a principal component analysis on them. and
regressed the dependent variable, hypolipidemic activity,
on the scores obtained from the PCA, rather than on the
descriptors themselves.

In a principal component analysis, the original data
matrix is projected onto a subspace defined by linear
combinations of the original variables with maximum
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Table 1. Hypolipidemic activitics of the sixteen 2-(substituted phenyllindan-
1.3-diones studicd in this work

Training set (%C,) (%T,)
H 402 404
0-CH, 31x3 51z1
m-CH, 203 494
p-CH, 3’523 5822
o-Cl x4 4523
m-Cl 404 30:3
p-Cl 3723 53z2
0-COOH 2:2 48x4
p-OCH,CH, 4122 194
p-COOH 2+2 522
0-OCH, 2822 523
m-OCH, RRE 3 4514
p-OCH, 413 58x4
2.4-Dichloro® 27z6 1315
3.4-Dimethoxy* 31zx3 34=:8
3.4-Dichloro® 165 11x4

"Molecules used as the test set in this work.

variance (that is, maximum information) and orthogonal
to each other.'* The first principal component (PC1) is
the axis describing the maximum possible variance in the
original multidimensional space: the second component is
orthogonal to PC1 and describes the maximum variance
not already described by PC1. and so on. The orthogonality
between different PC axes eliminates the regression
multicollinearity problem. Each PC is characterized by
three mathematical entities: (f) the percentage of explained
variance: (ii) a loading vector, whose elements are the
cosines of the angles that the PC axis forms with the
original variable axes: and (iii) a scores vector. containing
the coordinates locating the individual compounds on the
PC axis. A regression on the scores of a PCA is called a
principal component regression. "

In order to obtain the electronic descriptors simulating
the solvent effect, it was used the conductor-like screening
model (COSMO)'® in MOPAC 09. This dielectric
continuum model'” was used here to simulate the solvation
phenomenon using water as a solvent.

Results and Discussion

The conformational analysis performed in the parent
compound (I. Scheme 1) reveals that the C,C;C,C

186
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dihedral angle is 7.5% for its most stable structure
(Figure la), corresponding to a gauche conformation. In
the maximum energy structure that same dihedral angle is
52.5% for an orthogonal conformation (Figure 1b).

Lt (1]

Figure 1. Structures of the parent compound (I} in the most stable
conformation (a) and in the maximum energy conformation (b).

In order to test these AMI1 values, it was performed
B3LYP/6-31G(d.p) molecular orbital calculations.'
The CyC,;C,,C; dihedral angles obtained from these
calculations for the minimum and maximum energy
structures were 7.17 and 57.1°, respectively. Both, therefore,
agree very well with the AM1 angles.

I Braz Chem. Soc.

For the 2-(substituted phenyljindan-1,3-diones with
substituents in the phenyl ring meta and para positions, our
results reveal a very similar conformation to that in the parent
compound, with the C;C,;C,,C; dihedral angle only varying
by = 1°. On the other hand, this angle varies substantially
when the substituent is located in the ortho position, as
observed with the N-phenylphthalimides.! The actual value
depends on both the electronic nature and the size of this
ortho substituent. Thus, the C,C,,C,,C,, dihedral angles
for the -OCH,, —-CH,, —Cl and -COOH substituents in the
ortho position are: 26.8°, 42.5°, 33.8° and 59.4°, respectively.
Therefore, their minimum energy conformations cormespond
to orthogonal structures and are thus similar to those found at
the maximum points in the meta and para substituents. The
maximum energy points for these substiments in the orthe
position occur near 150°. As a consequence, the potential
surface profile of the latter is very different from that found in
the parent compound and for the meta and para substituents.

Table 2 shows the figures for the most significant
descriptors, which have the highest correlation coefficients
with pC; and pT ;. The inclusion of the solvent effect in
the AM1 calculations using the COSMO method does not
significantly alter such descriptors. The latter are given in
parentheses.

Table 2. Hypolipidemic activities and most significant descriptors for the thirteen 2-(substituted phenyljindan- 1. 3-diones studied in this work. Values of
the electronic descriptors obtained from AM1/COSMO caleulations are given in parentheses

Compound -R pC,, pT,. ey 1€V p Dy qH,, (&) qC,. (&) n log P
- P TN T ST
2 o-CH, 1401 1708 !:?z;;; tg:;]z] ‘jg::-] 0560 3300
3 m-CH, 1.462 1600 !:?z:; tE:;:] (j:ﬁ:g] 0560 3.360
C e e w Snam e e
5 o-Cl Lod3 1.653 !:?32; tg:;;] (j:zg] 0710 3520
; R UE M e e
7 p-Cl 1.508 1.724 !::g;; tE::i] ‘j:g;:] 0710 3.580
L B = UL e e
v e e om0 SN ww e
10 p-COOH 1342 0.600 l::éﬁi tg::?] (jﬁ;%] —0.320 2.630
11 o-(CH, L4447 L716 I:?g.:;i ﬁg:::] ‘jﬁ?] =0.020 2840
12 m-0DCH, 1.519 1.653 t:?:z-sl-lﬂl Eg::; ‘,jg:?] —0.020 2.90:0
13 p-OCH, Lal3 1.763 !:?:123 tg:;i] ‘j:ﬁ] —0.020 20810
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Table 3. Matrix of the correlation cocfficients of the experimental hypolipidemic activities and most significant descriptors. Correlation cocfficients for

the AMIACOSMO electronic descriptors are given in parentheses

PCis pTis i " qH,, qC;; L] log P
oC 1.00 0.34 0.38 —0.31 -0.73 .60 0.60 0.69
" (1.00) (0.34) (0.32) (-0.11) (—0.71) (—0.58) (0,60} (0.60)
T 0.34 1.00 0.58 -0.64 —0.02 022 0.35 027
Fla (0.34) {100} (0.43) (—0.66) (—0.34) (—0.33) (0.35) 0.27)
0.38 0.58 100 0,95 —0.13 —0.49 0.21 019
Eineo (0.32) (0.43) {100} (—0.84) (—0.78) (—0.84) (0.19) (019}
—0.31 —0.64 095 1.00 0.03 027 027 021
u (—0.11) (—0.66) (—0.84) (1.00) (0.49) (0.55) (—0.11) (—0.06)
- 073 —0.02 013 0.03 1.00 040 —0.60 —1.66
T (—0.71) (~0.34) (—0.78) (0.49) (1.00) (0.E1) (—~0.55) (—0.58)
o€ —0.60 —0.22 040 0.27 0.40 1.00 —00.30 —0.37
" (—0.58) (-0.33) (—0.84) (0.55) (081} (1.00) (—0.34) (—0.38)
060 0.35 021 027 —0.60 030 1.00 0,98
" (0.601) (0.35) (0.19) (—0.11) (—0.55) (—0.34) (1.00) (0.98)
- 0.69 0.27 0.19 021 —0.66 037 0,98 100
OE (0.69) (0.27) (0.19) (—0.06) (—.58) (—.38) (0.98) (1.00)

Table 3 shows the matrix of correlation coefficients
for both situations, i.e., isolated and solvated compounds
of 2-{substituted phenyljindan-1,3-diones. This matrix
shows that there is no linear correlation between
hypocholesteremic and hypotriglyceridemic activity, as
the correlation coefficient is only 0.34. The activities are
therefore treated separately.

Hypocholesteremic activity

Table 3 shows that the hydrogen atomic charge bonded
to the sp carbon of the indan group (Scheme 1) is the better
descriptor for the structure- hypocholesteremic activity
relationship in 2-(substituted phenyljindan-1,3-diones.
The correlation coefficients are —0.73 and -0.71 for
the isolated and solvated compounds. respectively. This
implies that compounds with a less positive hydrogen
charge (qH,) will tend to be more hypocholesteremic.
The regression equation is shown to follow the isolated
molecule model:
pC,=224(=048) — 11.02(x 3.11) qH , i1y
withn=13,R=-0.73, R’ =0.53, F=12.57, 5 =0.072 and
p=0.0046. The values in parentheses are the standard error
estimates of the regression coefficients. Though the R* value
is not very impressive, both coefficients are statistically
significant at the 95% confidence level. Figure 2 plots the
experimental pC; values against those predicted using
equation 1. It can be seen that greater linear deviations are
found for the p-COOH and 0-OCH; substituents.

42
g
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.50
Tl
Tadh
.
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.40
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Figure 2. Plot of the AM1 predicted hypocholesteremic activities using
equation 1 against their corresponding experimental values.

Since the hydrogen charge is influenced by the
conformational effect, “optimum” values for this descriptor
were analyzed as a function of the C,C,;C,C dihedral
angle for both substituents. Conformational analysis
reveals that these optimum values are 0.159 and 0.160 &
for the p-COOH and o-OCH, substituents, respectively.
These values were used to obtain the following regression
equation:
pC = 4.71(= 0.67) - 20.66(+ 437)gH,, 2
withn=13, R=—0.82, R*=0.67, F=22.38, s =0.060 and
p=0.00062. This equation can explain 67% of the variance
in activity at a 95% confidence level. Figure 3 shows the
predicted pC ; activities using equation 2 compared with
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the experimental pC,; values. As expected. there is a better
linear fit.

P, Ipnediciad)

130 135 1Al 145 150 155 1480 1,85 R
By Deperimantal)

Figure 3. Plot of the AMI predicted hypocholesteremic activities using
equation 2 against their comresponding experimental values.

Neto et al." remarked that the examination of the
residuals left by mathematical models is as important as
the F-test. Figure 4 shows that the residuals are randomly
distributed. This stresses the existence of a linear
relationship between the hypocholesteremic activity and
the hydrogen atomic charge bonded to the sp' carbon of
the indan group, as shown in equation 2.

0,20

0,15

019

Residuals
o
3
-

0,20
1.35 140 145 1.50 155 1580 165 1

P (redied]
Figure 4. Plot the residuals v predicted values obtained from equation 2.

Table 4 shows the percentage reduction in
hypocholesteremic activity levels obtained from
equation 2 and from experimental results. In general, it
is possible to verify that there is a very good agreement
between the predicted and the experimental activities
in considering both the training and test sets. except for
2-(3.4-dichlorophenyljindan-1,3-dione.

For the solvated molecules, the regression equation is
similar to equation 1 obtained for the isolated molecules

Table 4. Reduction percents of hypocholesteremic activity levels obtained
from equation 2 and from experimental resulis

Training set { B hep {FC o)
H 402 35
a-CH, 31 +3 37
m-CH, 20+3 35
p-CH, 35+3 37
o-Cl 444 45
m-Cl 40+ 4 32
pCl 3T+3 32
a@-COOH 22+2 L]
p-OCH.CH, 412 39
p-COOH 222 27
o-0OCH, 28+2 25
m-0OCH, 335 32
p-OCH, 41 +3 35
Test set (®C),., (FC,)
2.4-Dichloro 27Tzx0 21
3,4-Dimethoxy ilx3 29
3 4-Dichloro l6+5 34

using the most stable conformation for each compound, as
seen from the following equation:

PCe = 4.68(= 0.94) — 17.04(x 5.07) gH,, 3

withn=13, R=-0.71.R?=0.51.F=11.28, s =0.074 and
p=0.0064. Again, the values in parentheses are the standard
error estimates for the regression coefficients. Though
the R* value is not very impressive, both coefficients are
statistically significant at a 95% confidence level.

Principal component analysis (PCA)

Table 3 shows that qC;, log P and & are also reasonably
well correlated with pC,,. However, they are also
reasonably well correlated with gH,,. These descriptors
could thus cause statistical instability in the ordinary
multiple regression equation as a result of multicollinearity.
In order to resolve this question. a principal component
analysis was performed. and the dependent variable (pC ;)
regressed on the scores obtained from the PCA, rather than
the descriptors themselves. A PCA based on the correlation
matrix of the four descriptors (qH,;. qC,;. log P and m)
was carried out, using the AM1 values obtained from the
maost stable conformations for the isolated molecules. The
loading plot for the first two components (PC1 and PC2),
which together account for 90% of the total information,
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is shown in Figure 5a. PC1 retains 699 of this information
whereas PC2 retains 21%. Hypocholesteremic activity is
also projected on this plot, but was not used in the PCA
calculations.

@ 4o
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o
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Figure 5. Results of the principal component analysis performed on the
gH,,, qC,.. log P and = descriptors: (a) loading plot and (b) score plot.
The pereent information reproduced by each comp is given in the
respective axis title.

This plot shows that hypocholesteremic activity is on
the same side as the log P and rt descriptors with negative
loadings. whereas qH , and qC,; show positive loadings in
PC1. This means that the compounds that are more active
in reducing cholesterol levels are expected to be associated
with high log P and xt values and with low gH,, and qC;
values. It is worth noting that gH,, is the most important
descriptor for the hypocholesteremic activity since it
practically coincides with the positive side of the PC1
axis and is the exact opposite of pC .. The corresponding
score plot is shown in Figure 5b.

Silva and Ramos 1753

Overall, the more active compounds have more
negative scores on PC1. The least active compound 8
with the 0-COOH substituent has the most positive PCI
score, whereas the most active is compound 5 with the
0-Cl substituent, which has the most negative PC1 score.
The score in the first component can thus be interpreted
as a composite theoretical my of hypochol i
activity.

A regression of the pC ; values on the PC1 scores yields
equation 4:

pCo = 1.52(x 0.02) - 0.04(x 0.01) t, )

withn=13,R=-0.78, R?=0.61, F= 17.44, s = 0.065 and
p=0.0016. where t, stands for the score on the PC1 axis. This
equation can explain 61% of the activity variance at a 95%
confidence level. Table 5 shows the percentage reduction in
hypocholesteremic activity levels obtained from equation
4 and the experimental values. In general, it is possible to
verify that there is a very good agreement between them,
especially for the molecules employed for the training
set. Again, it was verified a large discrepancy between the
values for the 2-(3.4-dichlorophenyl)indan-1,3-dione used
in the testing set. Furthermore, it is important to point out
that the agreement to the 2-(3.4-dichlorophenyl)indan-
1.3-dione is not as good as that verified above using the
equation 2.

Table 5. Reduction percents of hypocholesteremic activity levels obtained
from cquation 4 and from experimental results

Training sct (FC )y (BC s
H 40=x2 32
0-CH, 3123 36
m-CH, 2923 36
p-CH, 3523 37
oCl =4 39
m-Cl 40=4 37
pCl 3723 37
0-COOH 2x2 24
p-OCHCH, 41x2 38
p-COOH 212 26
0-OCH, 2822 29
m-OCH, 33=5 30
p-OCH, 4123 34
Test st (C ) /% (T /%
2 4-Dichloro 276 39
3.4-Fimethoxy 31=3 43
3.4-Fichloro loezx5s 30
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Hypotriglyceridemic activity

Table 3 shows that the dipole moment () is the best
descriptor (R =—0.64) for the structure-hypotriglyceridemic
activity relationship in 2-(substituted phenyl)indan-
1.3-diones. The second best descriptor is the LUMO energy
(R = 0.58). Unfortunately, these descriptors cannot be
used together in a classical multiple regression equation
since they are highly correlated with R = —0.95. The best
regression equation to describe pT is thus:

pT =2.10(x0.20) - 0.20(x 0.07) p (5)

withn=13;R=-064,R’=041,F=7.74,s=0.23 and
p = 0.018. The values in parentheses are the standard
error estimates for the regression coefficients. Though
the R? value is not very impressive, both coefficients
are statistically significant at a 95% confidence level.
According to this regression equation, 2-(substituted
phenyl)indan-1.3-diones possessing lower dipole
moments should exhibit better hypotriglyceridemic
activity. It was also evaluated how this descriptor is
influenced by the conformational effect as it was done
for pC,,. although in this case there were no statistically
significant results.

The use of AM1 descriptors considering the solvent
effect simulated by the COSMO method only slightly
altered the correlation matrix with respect to the matrix
obtained for isolated molecules, as shown in Table 3.
As a consequence, the regression equation is similar to
equation 5, which was obtained for the isolated molecules
using the most stable conformation for each compound.
As can be seen below, the correlation coefficient is slightly
increased to 0.66:

pT e = 2.31(x 0.26) - 0.19( 0.06) p (6)

withn=13; R=-0.66, R?=0.44: F=8.66, s =0.23 and
p = 0.013. The R? value is still not very impressive, but
both coefficients are statistically significant at a 95%
confidence level. Table 6 shows the percentage reduction
in hypotriglyceridemic activity levels obtained from
equation 6 and the experimental values for the testing set.

Table 6. Reduction percents of hypotriglyceridemic activity levels
obtained from equation 6 and from experimental results

Test sct (%T,).,, (FT,).,
24-Dichloro 1325 20
3.4-Dimethoxy 11x4 15
3.4-Dichloro Mz8 17

Statistical Analysis of the QSAR of 2-(Substituted Phenyl)indan-1.3-diones with Hypolipidemic Activity /. Braz Chem. Soc.

In general. there is a good fit between them. On the other
hand, it is also possible to notice that the agreement for the
3.4-dichloro derivative is not as good.

In addition to the dipole moment and LUMO energy, it
was used three other descriptors (qC ;. log P and HOMO
energy) to perform a PCA for pT .. However, there was no
significant improvement in the results compared to those
obtained from equations 5 and 6.

A new hypolipidemic agent

Our results reveal that more active compounds in
reducing cholesterol levels are expected to be associated
with high log P and r values and with low gH,; and qC,;
values, especially the hydrogen atomic charge bonded to the
sp’ carbon of the indan group, as shown by equations 1 to 3.
Our results also reveal that molecules having lower dipole
moments should be better at reducing serum triglyceride
levels. It was found that the hydroxyl group in the orthe
position on the phenyl group possesses such characteristics.
It was thus performed AM1 calculations on 2-(o-hydroxy-
phenyl)indan-1.3-dione in order to obtain its gH,,. qC,; and
p values. The calculated values are 0.143 e, —0.085 ¢ and
1.828 D, respectively, for the isolated molecule. It was
also obtained the values of log P (3.01) and 5 (-0.67) for
the molecule.

Table 7 shows the pC,, values for 2-(o-hydroxy-
phenyljindan-1.3-dione using equations 2 and 4, as well
as its pT,, value using equation 5. The table also lists the
experimental and calculated pC,, and pT, values for the
parent compound, 2-phenylindan-1.3-dione (I). Compound
I reduces cholesterol and triglyceride levels by 35 and 40%.
while the corresponding reduction values for 2-(o-hydroxy-
phenyl)indan-1.3-dione are 57 and 54%. Hence, it is
concluded that 2-(o-hydroxy-phenyl)indan-1.3-dione
should be considered for new experimental screening
studies on compounds to reduce serum cholesterol and
triglyceride levels.

Table 7. Reduction percents of hypolipidemic activity levels for both
2-(0-hydroxy-phenyl)indan- 1 3-dione and 2-phenylindan- 1, 3-dionc using
equations 2 and 4 for hypocholesteremic activitics and equations 5 and
6 for hypotriglyceridemic activities. Experimental valves of 2-phenyl-
indan-1,3-dione are also given in brackets®

Compound (%C,,) (%T,)
2-(o-Hydroxy-phenyl)indan-1.3-dionc 57 54
(32) (62)
2-Phenylindan-1,3-dionc 35 40
(32) (46)

[40=2] 140 £ 4]

“Values obtained from equations 4 and 6 for pC,, and pT . respectively.
are given in parentheses.
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Conclusions

AMI1 electronic descriptors allowed us to build molecular
models in order to obtain structure-activity relationships in
a group of sixteen 2-(substituted phenyl)indan-1.3-diones
possessing hypolipidemic activities. Two different linear
models were built, one to describe the hypocholesteremic
activity and the other to describe the hypotriglyceridemic
activity, since there is not a linear correlation between
them. Thus, the hypocholesteremic activity of 2-(substituted
phenyl)indan-1.3-diones showed a reasonable linear
correlation with the hydrogen atomic charge bonded to
the carbon atom of the indan ring. whereas the dipole
moment was the most significant descriptor for explaining
hypotriglyceridemic activity changes. The statistical analysis
supporting such relationships was performed, considering
the molecular environment with and without solvent effect.
Although the R? values were not very impressive, the
linear coefficients were statistically significant at the 95%
confidence level. Furthermore, the residual analysis also
supported this behavior.

From these models, it was proposed new compounds
that may be more active than any of the molecules
employed in the training and test sets. As a consequence,
such compounds may be viewed as potential candidates
for new experimental screening studies. From a theoretical
point of view, it would be now interesting to employ
molecular orbital calculations using a density functional
such as B3LYP with an extended basis set including both
polarization and diffuse functions in order to test our AM1
molecular modeling.
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Introduction

Dengue Fever (DF) is a serious disease caused by at least four
virus serotypes (1-4) transmitted by Aedes aegypti (A. aegypti)
mosquito |[1,2]. Recently, a fifth serotype has been reported |3].
DF is principally related but not limited to tropical and subtropical
regions of the world [4-9]. One strategy for the A. aegypti mosquito
control is the use of chemical larvicides [10,11].

As part of a systematic program for searching new larvacide
agents against the A. cegypti larvae, recently our group has devel-
oped the synthesis of a series of semicarbazone and thiosemicar-
bazone derivatives (see Scheme 1) and test them against the
larvae of A. aegypti in their fourth larvae stage (L4) [12,13]. The
results point out for the improved larvicide activity of the
thiosemicarbazone derivatives compared to the corresponding
semicarbazone derivatives. For the thiosemicarbazones series, in
particular, the phenoxymethyl derivatives have exhibited a higher
larvicide performance than the corresponding aryl derivatives [13].
Nowadays, there is no thiosemicarbazone-based medicine already
in use in humans. However, the anticancer thiosemicarbazone
Triapine is under clinical trial investigation phase 111 [14].

In order to design the new generation of thiosemicarbazone
derivatives with improved larvicide activity in Ref. 13 we used a
Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR) approach
[15]. It is known that the successful of such approach is heavily
depending on the quality of the response function (in our case the
larvicide activity) and the selected descriptors. Since experimental

H
/‘“%"/N *
Ri:_ “a Y
HHz

descriptors tables are frequently incomplete for some substituents,
many times these descriptors come from theoretical calculations.
Because of that, in this work electronic structure calculations were
developed in order to access structural (configurational and con-
formational aspects), energetic and electronic information for the
synthesized (thio)semicarbazone derivatives. Parallel, NOESY 'H
NMR experiments for these compounds in DMS0-d; were con-
ducted in order to strength the theoretical finds. The ability of the
thiosemicarbazone’s NN—H moiety to make intermolecular interac-
tions was evaluated from the NMR analysis. Specifically, it was done
by the comparison between theoretical predictions of the chemical
shifts of (thio)semicarbazones-solvent hydrogen bonded com-
plexes (H-complexes) and the corresponding experimental data.
The comprehension on how these compounds interact to the sol-
vent can provide us insights on how they can interacts with a poten-
tial biological target of the mosquito A. aegypti, the Sterol Carrier
Protein-2 (AeSCP-2). Lan and co-workers have reported the X-ray
structure of palmitic acid co-crystallized into AeSCP-2 [ 16]. These
authors have proposed that the polar head of palmitic acid binds
to the SCP-2's residues Arg24 and Glu25 through H-bonds.
Because of that, the palmitic acid contact residues in SCP-2 were
used as template to test the ability of the polar head
(—HC=MN—NH—{(=X)}—NH,, X=0 or §) of (thio)semicarbazone
derivatives to form H-bonds interaction as well. In order to check
this hypothesis, formaldehyde-thiosemicarbazone and the proto-
nated tripeptide CH:CO—Arg2 4(H'}—CIn25—Val26—NHCH: were
employed as interacting model systems.

. \l)%\r‘”

HH;
(E, anti) (E, anfi)
Ry
Ly - i WHy o N i HH;
Ryt— o " " T Ry—— " \r
! X Ry 5
10 B a8 Em
Compound R; n X Compound R, R; Ry
1 4-F 0 =] 1 4-OMe H H
2 3, 4-diCl 0 o 12 H H H
3 38r4NO; O s 13 acl H H
4 4-0H 0 ] 14 4-Br H H
5  3CHNNHCSMH: 0 ] 15 4.Cl H H
1] 4F 1] - 16 2,3-diCl H H
T &Cl 0 -] 17 3,4-diC1 H H
8 H & 8 3,4-aiCl Me Me
9 4-Br 1] ]
10 3.4-diC| 0 5

Scheme 1. General representation of the possible configurations and conformations of the (thio jsemicarbazone derivatives investigated in this work
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Methodology
Computational

Electronic structure calculations of the isolated molecules 1-18
(for numbering see Scheme 1 or Fig. | in Ref. 13) and the H-bonded
complexes between (thio)semicarbazone compounds and the sol-
vent (DMSO or water) were performed with the density functional
theory (DFT) method using the B3LYP [17] hybrid functional and
the 6-311++G(d,p) basis set |18,19]. This basis set was selected
because extended basis sets containing diffuse functions have been
showed to be important for describing intermolecular interactions
and in minimizing basis set superposition errors in systems mak-
ing hydrogen bonds |20]. B3LYP/6-311++G(d.p) calculations were
also used to calculate the H-bonded complex between and the
model system formaldehyde-thiosemicarbazone and the tripeptide
Arg24—GIn25—Val26. Harmonic infrared frequency calculations
were developed to check the nature of the stationary points in
the potential energy surface for those cases where the molecular
geometry was optimized. The thermochemistry calculations were
performed using standard procedures as described elsewhere
| 21]. The experimental geometry of the heavy atoms in the tripep-
tide Arg24—GIn25—Val26 was obtained from the PDB structure of
AeSCP-2 co-crystallized with palmitic acid (1PZ4). The extreme
peptide bonds of the tripeptide Arg24—Ln25—Val26 were

2

21

completed with methyl groups. The methyl group was added using
standard bond distances, bond angles and dihedral angles as
defined in the GaussView 5 program [22]. Since the reported
experimental structure of AeSCP-2 [16] was obtained at pH=74,
the Arg24 residue was considered protonated on the calculations.
Thus, the domain of AeSCP-2 for interacting with our ligands was
represented by CH,CO—Arg24(H*—GIn25—Val26—NHCH,. All
atoms in the CH,CO—Arg24(H'}—GIn25—Val26—NHCH, were
maintained frozen whereas the geometry of the model system (for-
maldehyde-thiosemicarbazone) representing the thiosemicar-
bazone derivatives was fully optimized during the intermolecular
interaction. The '"H NMR chemical shifts were calculated using
the GIAO method |23]. All calculations were performed with the
Gaussian09 program [24] using its default convergence criteria.

NMR

The ™H and '*C NMR were performed for 1-18 in DMSO-d, at
298 K, using Agilent spectrometer (400 MHz for "H, 100 MHz for
3C) or Bruker AMX (300 MHz for 'H, 75.5 MHz for '*C). DEPT
analysis was carried out to assigning carbon chemical shift unam-
biguously, as well as the addition of D,0 for assigning NH signals in
the 'H NMR spectra. Tetramethylsilane was used as internal Ref.
131 In this work NOESY spectra were acquired using a spectral
width of 4.4 kHz, acquisition time 0.93 s, 2048 » 128 data points

P
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in F1 and F2 dimensions, respectively, 32 scans and mixing time
15s.

Results and discussions
Molecular modeling of the isolated (thio)semicarbazone derivatives

The first step for modeling these (thio)semicarbazone
derivatives was to investigate their configurational (E or Z at the
aryl-C=N double bond) and conformational (syn or anti around
the partial NH—CX double bond, X=0 or 5) isomers (see Scheme 1).

Since the compounds studied in this work have three chemical
domains, namely the thio- or semicarbazone group (X), the sub-
stituent at the aryl (R,) or phenoxy ring (R;), and the spacer unit
—(CH=0r —OCH,CH={5U) between the X and R-Ar groups, then
each compound will be represented by the triad (R;5U;X) whereas
the corresponding H-complex with the solvent by [R;5U;X]-sol-
vent, where solvent = H,0 or DMSO.

A review in the literature about the X-ray structures of p-fluo-
robenzaldehyde thiosemicarbazones [25], 3- and 4-R-pyridine
thiosemicarbazones (with R = formyl and acetyl) |26], 4-R-pyridine
N(4)-methyl and 4-R-pyridine N(4)-ethylthiosemicarbazones [with
R=formyl and acetyl) [27] and 2-acetylthiophene thiosemicar-
bazones [28], indicate only the E isomer for the C=N moiety. It is
confirmed by our NOESY spectra (see NMR section). The correla-
tions of NN—H/C—H have indicated that these protons are located
on the same side of the molecule. Because of that, we have
assumed the E configuration for the C=N moiety (as depictured
at the Scheme 1) in all cases. On the other hand, the anti/syn con-
formational stability around the partial HNCS double bond was
evaluated through the calculation of the standard Gibbs free
energy for both (syn and anti) conformers as one can see in
Table 1. The electric dipole moment and the lowest harmonic
vibrational frequency are also showed in this table in order to
check the polarity and the nature for each conformer in the poten-
tial energy surface, respectively.

From this table it is possible to see that both syn and anti con-
formers represent minima in the potential energy surface. The anti

Tabde 1
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conformer is predicted to be the most stable one in average for
a.73 kcal mol ' and 9.3 kcal mol ' for the semicarbazone (1-2)
and thiosemicarbazone (3-18) derivatives, respectively. It is also
possible to note that this energy difference do not depend on both
the nature of the substituent (R) at the aromatic ring or even on the
nature of the spacer umit (5U, ie., —CH=, —0—CH.—CH= or
—0—CH[CH;}—C(H;=) between the aromatic ring and the
(thio)semicarbazone moieties.

In order to help the polarity data analysis (Table 1), we have
additionally developed B3LYP/6-311++G(d,p) calculations to obtain
the electric dipole moment (u) for urea (p=3.88D), thiourea
(u=5.00D), formaldehyde-thiosemicarbazone (n=450D), and
phenyl-thiosemicarbazone (i = 5.46 D). See the structure of these
four compounds in the Supplementary Data. In comparison for
the last three compounds one can conclude that the hydrazone
or the phenyl-hydrazone moieties do not modify too much the
magnitude and the orientation of the electric dipole moment.
From Table 1 some aspects about the electric dipole moment can
be stressed. First, the thiosemicarbazones are predicted to exhibit
higher electric dipole moment than the corresponding semicar-
bazone derivatives. In fact the difference of electric dipole moment
between thiourea and urea, 1.1 D is approximately maintained
between the most stable forms of 6 and 1, 1.3 D, and between 10
and 2, 1.5 D. Second and mainly for those with substituents at para
position, the most stable anti conformer has a lower electric dipole
moment than the corresponding syn conformer. The exceptions are
the compounds non-substituted at the para position, 8 and 12,
whereas the electric dipole moments are almost the same for both
conformers and the compounds which the substituents may exhi-
bit different orientation relative the C=5 bond, eg. 4 (R=4-0H)
and 11 (R = 4-0CH;) and 16 (R = 3.4-DiCl) where their dipole bond
for the minima structures leads to higher total dipole moment in
the anti conformer. Of course, low electric dipole moment value
for the most stable (anti) form of the thiosemicarbazone deriva-
tives can be an advantageous aspect for promoting hydrophobic
interaction in the biological environment. As any vector descriptor,
besides the magnitude, the electric dipole moment vector has also
a direction. Because of that, in Fig. 1 the direction of the electric

Standard Gibbs free energy (G"), their variations between the syn and anti conformers [ AG”), the electric dipole moment [ u) and the lowest harmonic vibrational frequency for
compounds 1-18 evaluated at BILYP/6-3114+G[d,p) level in the gas phase approach. All values were computed at 298.15 K and 1 bar.*

Number Compound (R;5U;X) Syn Anti AG™ (lkcal mol )"
7 () o (D) vy [cm-') " (£4) o (D) v, [cm')
1 (4-F,CH:0) - 640045519 561 420 -649.057077 2138 334 -T23
2 (34-DiC1:.CH;:0) - 1460031055 537 315 ~1469.042708 LE5 268 -731
3 (3-N0,.4-Br;CH;5) - 3650820503 534 247 ~3630.843120 426 243 ~8.54
4 (4-OH:CH:E) —047 068453 435 341 ~047.083487 602 372 -9.43
5 (5-FTSC:CH:SF — 1513220541 463 163 -1513.234814 4328 151 -3.06
b (4-F.CH:5) ~972.000578 6.06 3338 -072.015363 £ 1] 370 -9328
7 (4-CL:CH:S) -1332.356854 611 354 -1332371675 350 350 -9.30
B (H;CH=CH—CH:5) —050.118099 5.96 261 ~050.134200 597 EN NI -10.10
] (4-Br;CH;5) —~3446 278182 6.11 356 -3446.293100 350 321 -936
10 (34-DiC1;CH;5) — 1701985604 543 255 ~1792.000329 313 204 -9.18
11 (4-00CH5:0CH. CH:5) - 1100768777 403 194 ~1101.783947 5.02 174 -952
12 (H:0CH:CH;5) —087243034 4,838 240 ~087.258250 482 114 —0.54
13 (3-C1:0CH.CH:5) — 1446 877531 420 164 ~1446.8022387 466 187 .
14 (4-Br:OCH,CH:S) -3560.708445 557 175 -3560.813237 293 150 -9328
15 (4-Cl,0CHCH:5) — 1446 BT6E55 5.58 195 ~-1446.891713 2104 174 -932
16 (2,3-DiC1;0CH;CH:5) — 1006501534 330 133 -1906.515805 552 1509 -3.96
17 (34-DiC1;0CHCH:S) — 1006505957 5.27 153 -1906.520747 L7 183 -928
18 (3,4-diC1:0CH{ CH, )(CH,;5) -1985.111237 757 151 ~1985.126304 3314 147 -9.77

* The optimized geometries are available in the Supplementary Data.
" AG" = G anti) - GY{sym).

= FTSC means formaldehyde-thiosemicarbazone (E. anti).

4 Ref. [13].
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dipole moment for the E/anti conformer minima structures of 3-18
are shown. The pictures of u for compounds 1 and 2 were not
included because their directions are quite similar to 6 and 10,
respectively.

Fig. 1 confirms the chemical feeling that, except by the effect of
the nitro and the formy-thiosemicarbazone groups in 3 and 5,
respectively, the electric dipole moment is mainly orientated
toward the C=5 chemical bond for all the systems investigated. It
is interesting to note that the compounds with large dipole
moments 3-5, 11 and 12 did not also show good larvicide activity
[13]. The introduction of a halogen substituent at the para position
(therefore in the opposite direction to the (=5 dipole bond)
decreases the electric dipole moment in 1.8-2.0 D but maintains
its orientation for the para-R,-aryl-thiosemicarbazone derivatives
(6, 7 and 9) relative to the non-substituted phenyl-thiosemicar-
bazone (p=546D). The same decreasing effect due to halogen
atoms in the para position is observed for the para-R,-phe-
noxymethyl-thiosemicarbazone derivatives (14 and 15) relative
12, however with a clear change of the electric dipole moment
orientation out the C=5 bond toward the oxygen atom on the phe-
noxymethyl moiety. This change is clearly related to the
—O0—CH;—CH= spacer which have created a torsion (in the range
of —123.7° to —129.3%) between the thiosemicarbazide and phe-
noxymethyl fragments. Furthermore, the introduction of a second
chlorine atom at the meta position decrease even more the electric
dipole moment. It goes from 350D in 7 (X=4-Cl)to 3.13Din 10
(X =34-DiCl) and from 2.94D in 15 (X=4-Cl) to 1.77D in 17
(X =3,4-DiCl).

(Thio Jsemicarbazones-solvent interaction

The ability to make intermolecular hydrogen bond (H-bond)
interactions in solid state to both hydrogen donor (NN—H) and
hydrogen acceptor (C=0 or C=5) sites have been reported in the
literature to the semicarbazones (e.g. for (E)-1-{4-fluorophenyl}-
ethan-1-one semicarbazone [29]) and thiosemicarbazone (e.g.
2-acethylpyridine thiosemicarbazones [30]) compounds which
are structurally similar to those investigated in this work. Besides,
the ability to form H-bonds in solution, in particular to the solvent,

23

hawve been claimed as the responsible for increasing the chemical
shift of NN—H in 'H NMR spectrum of 4-R-pyridineN{4)-methyl
and 4-R-pyridineN4)-ethylthiosemicarbazones (with R = formyl
and acetyl) [27] and for 2-, 3- and 4-R-pyridine thiosemicar-
bazones (with R=formyl and acetyl) in DMSO-d; [31.32]
However, since DMS0 is a compound capable of hydration [33]
the contribution of trace water molecules for the high NN—H 'H
NMR chemical shift of our synthesized (thio)semicarbazone
derivatives needs to be better investigated. Naturally, probing the
H-complexes formed between (thio)semicarbazone derivatives
and DMS0 or water may give us insights about how they can form
H-bond interaction to other relevant systems like aminoacid resi-
dues in proteins. Thus, in Fiz. 2 the experimental and calculated
NN—H 'H NMR chemical shift for the (thio)semicarbazones [1-
18) are showed.

From this figure some aspects are worth to be stressed. First of
all, the range of experimental NN—H "H NMR chemical shift values
for our synthesized compounds 10.24-11.65 ppm (in DMSO-ds)
are in complete agreement with previously published values for
p-flucrobenzaldehyde (thio)semicarbazones (in DMSO-d, -
between 10.92 ppm and 11.80 ppm, being 11.40 ppm for 1) [25],
4-R-pyridineN| 4)-methyl and 4-R-pyridineN(4)-ethylthiosemicar-
bazenes (with R=formyl and acetyl) (in DMSO-d.- between
10.48 ppm to 11.93 ppm) [27] and for 2-, 3- and 4-R-pyridine
thiosemicarbazones (with R=formyl and acetyl) (in DMSO-ds-
between 1045 ppm and 11.67 ppm) [31.32]. Second, still for the
experimental values one can see that the two semicarbazone
(X=0) derivatives 1 and 2 have lower NN—H 'H NMR chemical
shifts (10.24 and 1042 ppm, respectively) than any of the
thiosemicarbazone (X=S) derivative 3-18 (11.25-11.65 ppm).
Third, for the thiosemicarbazone derivatives there are two levels
of chemical shifts, the first eight one (3-10) and the following next
seven one (11-17) that show R dependent (with SU=—CH=,
which allows a larger delocalization) and R independent (with
SU = phenoxymethyl, which represents an obstacle for the electron
delocalization) chemical shift values, respectively. Curiously, the
compound 18 (the methyled form of 17) exhibits a much lower
experimental NN—H chemical shift value (10.19 ppm) when com-
pared to the previous thiosemicarbazone derivatives (3-17).
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Fig. 2. Experimental (in DMS0-d;) and calculated B3LYP(6-311++G(dp) "H NN—H chemical shift of (thio)semicarbazone derivatives (1-18).

197



24

Fourth, it is possible to observe that the isolated molecule model is
not useful to predict the NN—H 'H NMR chemical shift since it
underestimates the experimental values. Nevertheless, the isolated
molecule model works in describing the chemical shifts of NN—H
in semicarbazones as being more deshielded than in the thiosemi-
carbazone derivatives. However, it does not succeed for predicting
the chemical shift for 18 since its value is essentially the same for
3-17. On the other hand, the NN—H chemical shift prediction is
much more close to the experimental values when the H-complex
(thio)semicarbazone-solvent model is used. Concerning the H-
complex model, it is interesting to observe that water perform
better than DMSO as solvent for correlating calculated and experi-
mental chemical shift values. In fact, the rms deviation between
calculated and experimental NN—H chemical shifts for the
(thio)semicarbazone derivatives-H,0 complexes is 0.30 ppm
whereas it is 1.76 ppm for the (thio)semicarbazone derivatives-
DMSO complexes. Moreover, the remarkable difference on the
experimental NN—H "H NMR chemical shifts of semicarbazones
and thiosemicarbazones derivatives can be better understood
based on the structure of the (thio)semicarbazone derivatives-
H,0 complexes (see Fig. 3).

Since the CS bond distance (ca. 1.69 A) is larger than the CO
bond distance (ca. 1.23 A) it is waited that the weight of the
C"—S structure being larger than the C'—0  one. As consequence,
it is also waited that the behavior of the adjacent partial double
bond and the acidity of NN—H is larger in the thiopeptidic environ-
ment than in the peptidic counterpart. This can by itself justify the
larger experimental NN—H chemical shift of thiosemicarbazone
compared to semicarbazone derivatives. However and even much
more interesting, it suggests that water molecules interact in a dif-
ferent way in semicarbazone and thiosemicarbazone derivatives.
From Fig. 3 it is clear that the replacement of carbonyl in 2 by thio-
carbonyl bond in 10 leads to a strengthening of NN—H—OH, and a
weakening of HOH—X=C H-bonds. That is the reason why the cal-
culated or experimental NN—H "H NMR chemical shift is larger for
thiosemicarbazone than for semicarbazone derivatives (see Fig. 3).
Note that these two H-bond distances are essentially the same no
matter the nature of SU (compare 10 and 17). Finally, taking in
account both Figs. 2 and 3 it is also clear that the presence of
methyl groups in 18 decreases the NN—H chemical shift principally
by a steric effect. Observe that the NN—H—OH, bond distance val-
ues 1.907 A in 17 whereas it values 1.951 A in 18. This hypothesis
can be supported by NMR experiments. The NOESY spectrum for
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thiosemicarbazone shows correlation peaks for NN—H/water sig-
nals (Fig. 4). These correlations are due to chemical exchange pro-
cesses that are taken place, indicating H-bonds formation. These
correlations peaks were observed when the thiosemicarbazone
derivative 10 was analyzed (dotted circles in Fig. 4b). On the other
hand, these correlations were not observed when the same experi-
ment is performed with the semicarbazone derivative 2 (Fig. 4a).

The different ways as thiosemicarbazone and semicarbazone
interact with the solvent can be of relevance for their biological
activity. This is so if the differences that feature the way as
thiosemicarbazone and semicarbazone interact with the solvent
are assumed to be the same in a protein environment. In fact, the
higher larvicidal activity observed for thiosemicarbazone deriva-
tives | 13] can be nicely rationalized in terms of the larger ability
its NNH group to form H-bond interaction to protein residues com-
pared to semicarbazone derivatives. In a such scenario, amino acid
residues that can form H-bond interaction, in particular those that
resemble the (thio)semicarbazone moiety (e.g. Asp, Gln, Arg)
became natural candidates for intermolecular interactions as will
be discussed in the next section.

Hydrogen bond interaction to AeSCP-2

It has been proposed that the polar head of palmitic acid binds
to SCP-2's residues Arg24 and Glu25 through H-bonds whereas to
methylenic tail to the residues Val26, Leud5, Met46, Leu102, 11e99,
Leu64, Met90, Met66, lle74, Phe32, Met71, lle12, 1le106, Phel05,
Serl08 and Leul6 through hydrophobic interactions |[16].
Because in the previous section we have theoretically and experi-
mentally proofed that the polar head of (thio)semicarbazone
derivatives has the ability to form H-bonds to solvents like
DMSO or water, we have used the palmitic acid’s contact residues
in SCP-2 as template for our compounds. Fig. 5 shows the B3LYP/6-
311++G(d,p) optimized structures representing the four different
ways on which the simplified model system formaldehyde-
thiosemicarbazone can form H-bonds to the protonated tripeptidic
system CH,CO—Arg24(H' )—GIn25—Val26—NHCH..

From Fig. 5 one can observe that formaldehyde-thiosemicar-
bazone can make H-bond interaction with the protonated tripep-
tide model system CH;CO—Arg24(H*)—GIn25—Val26—NHCH;
through four different ways. In each case the sulfur atom points
toward a set of N—H bonds (two of them related to the protonated
Arg24(H’) side chain and two related to the peptide bond of GIn25
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and Val26, as indicated in Fig. 5. by HB1-HB4), whereas the The mode of interaction for formaldehyde-semicarbazone is not
(underlined) hydrogen atoms in NH, or NHNCH, groups can inter-  shown in Fig. 5 because it is similar to that for formaldehyde-
act with the peptide C=0 group of the aminoacids Arg24 or Val26. thiosemicarbazone, expect by the absence of interaction with the
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Table 2

B3LYF/6-311++G(d p) bind energy, bond distances and bond angles in the H-bond complexes® between formaldehyde-thissemicarbazone and the protonated tripeptide model

CH;CO—Arg24([H' |—GIn25—Val26—NHCH,.*

Parameter [ResNH- - -Ligand- - -0=C{ Arg24) [Resi)NH. - -Ligand- - -0={{Wal26) ©
S=C{NHNCH, NH. - - S=C{NHNCH.)NH- - - S=C[NHNCH.JNH. - - 5=C(NHNCH:JNH,-
Fig. 5a Fig. 5b Fig. 5c Fig. 5d
AFy o (kcal mol-') —20.86 -30.55 -7 ~-2341
Rit-cmat [A): Avisr 5 (degree)
HB I{Arg24N11H44- - 570 2208 2266 1663 2.666
167.6" 167.5° 1482 147.8
HB2 (Arg24)N14H47-- 570 2,805 2.856 2378 2.360°
140.3 140.2 15887 1502
HB3 [GIn23N15H38---570 25197 2484 2770 2761
156.5¢ 157 157.5 157.4
HB4 [Val26]M24HET- - 570 32 318 2729 270
158.0 158.4 1576 1576
HBS NT2HI3 - -0=C(Res,) 1.033 1.042
! 1542 1739
HB& NT5HIE - -0=C[Res;) 2.103 1.963
' 1530 1722
78 0=C{Res. 2314 2916
€ Y 140.3 1296

“ Hydrogen atom involved in the H-bond is underlined.

" The H-complexes structures are available in the Supplementary data.
© Ligand - formaldehyde-thiosemicarbazone.

4 Donohue’s criteria for dassifying N—H- - 5= as H-bond.

carbonyl group of Val26. Indeed, for the formaldehyde-semicar-
bazone system, two initial geometries where the hydrogen atoms
in the NH; or in the NHNCH, groups were initially making H-bond
interaction with the =0 of Val26 have moved during the
optimization procedure toward a final structure where these
hydrogen atoms make H-bond interaction with the (=0 group of
Arg24. It is interesting to note that in a similar way for the formal-
dehyde-semicarbazone, the carbonyl moiety in the palmitic acid is
reported to interact only with the (=0 group of Arz24 [16]. In
Table 2 we show geometric and energetic parameters related to
the model system formaldehyde-thiosemicarbazone H-bonded to
the protoned tripeptide model CH:CO—Arg24(H"—GCln25—V
al26—NHCH,.

Considering the Donohue’s criteria for classifying N—H. . .5=C as
a H-bond, i.e., H- - -5 distance lower than 2.75 A and N—H- - S planar
angle larger than 155 | 34, one can observe in Table 2 (see values in
bold) that, although four N—H bonds pointing to the sulfur atom of
formaldehyde-thiosemicarbazone, only one N—H bond satisfy these
criteria when it interacts to the (=0 group of Val26 (namely the
(Arg24)N14H47), whereas two of them satisfy these criteria when
it interacts with the C=0 group of Arg24 (namely (Arg24)N11H44
and (GIn25)M15H58). It can explain why the H-complexes involving
the C=0 group in Val26 are 6-7 kcal mol ' less stable than the
corresponding C=0 group in Arg24. In the last case, Le., when for-
maldehyde-thiosemicarbazone interacts with the C=0 group of
Arg24 through the hydrogen atom of NHNCH: there are two com-
patible H-bond interactions: N75HZ6 - -O=C(Arg24) = 2.103 A [35]
and C78HB0-- -O=C[Ar g24)=2314 A [36,37], whereas with the
NH, group there is only one: N72H73...0=C(Arg24)= 1938 A
Besides, in this comparison the H-bond distances
(Arg24)N11H44- . 570 and (GIn25)N15H58. - -570 are lightly shorter
than for the hydrogen donor specie NH,. It probably explain the light
preference of NHNCH, than to NH; group for interacting with the
(=0 group of Arg24. For the most stable H-complex, the predicted
(Arg24)N11H44. - 570 H-bonds, 2.266 A, is lower than the experi-
mentally observed NH-- -5 distances in crystals of trithiocyanuric
acids {c.a. 2.5 A) [38] and also lower than the average experimental
N—H.- 5=C bond distance, 2.56 A obtained from seven thio
containing crystals [39].

Conclusion

A set of phenyl- and phenoxymethyl-(thio)semicarbazone
derivatives with activity against the larvae of A. aegypti in L4 was
studied theoretically and by NMR experiments. The electronic struc-
ture calculations at B3LYP{6-311++G(d p) level of theory showed
that the partial CN double bend in the anti is more stable and exhi-
bits low dipole moment than in the syn conformation. The value
and orientation of the dipole moment change from the phenyl- to
the phenoxymethyl-thiosemicarbazone derivatives as well as with
the presence of halogen atoms at para position of the aromatic ring.
Such changes in the dipole moment are probably related to the
improved larvicidal activity of the phenoxymethyl-thiosemicar-
bazone over the phenyl-thiosemicarbazone. From the comparison
between experimental and calculated NN—H 'H chemical shift of
(thio)semicarbazone derivatives in DMS0-dy it is possible to estab-
lish that the characteristic unshielded NN—H sign is mainly due toits
H-bond interaction with residual water contained in DMS0 samples.
Water is theoretically predicted to interacts with semicarbazone
derivatives mainly as hydrogen donor whereas with thiosemicar-
bazone derivatives mainly as hydrogen acceptor. This prediction is
supported by bidimensional '"H NMR experiments. The hypothesis
of thiosemicarbazone derivatives interact to turn residues of
AeSCP-2 (as palmitic acid do) was corroborated by the H-complexes
formed between the representative model systems formaldehyde-
thiosemicarbazone and the protonated tripeptidic system
CH,CO—Arg24{H*—GIn25—Val 26—NHCHS.
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A set of aryl- and phenoxymethyl-(thio)semicarbazones were synthetized, characterized and biologically
evaluated against the larvae of Aedes aegypti (A aegypti), the vector responsible for diseases like Dengue
and Yellow Fever. (Q)SAR studies were useful for predicting the activities of the compounds not included
to create the QSAR model as well as to predict the features of a new compound with improved activity.
Docking studies corroborated experimental evidence of AeSCP-2 as a potential target able to explain the
larvicidal properties of its compounds. The trend observed between the in silico Docking scores and the
in vitro pLC50 (equals —log LC50, at molar concentration) data indicated that the highest larvicidal

Keywords:

Aedes aegypti compounds, or the comp ds with the highest values for pLC50, are usually those with the higher
larvidde docking scores (i.e., greater in silico affinity for the AeSCP-2 target) Determination of cytotoxicity for
Thiosemicarbazones these compounds in mammal cells demonstrated that the top larvicide compounds are non-toxic.
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Docking

1. Introduction

A large number of diseases are transmitted by mosquitoe vec-
tors such as filariasis (Culex quinquefasciatus) | 1], malaria (Anoph-
eles gambiae) | 2], West Nile fever (Aedes albopictus) |3] and dengue,
Chikungunya and yellow fever (Aedes aegypti) |4]. These four last
diseases are transmitted by a virus.

Nowadays, Dengue Fever (DF) is considered one of the most
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rapidly spreading diseases, being disseminated mainly but not
limited to tropical and subtropical regions |5]. Since DF correlates
with the vector expansion [6], the possibility of occurrence of DF in
non-disease-endemic areas like the continental United State (US)
cannot be neglected. The epidemics in Puerto Rico in the 1990's [7]
and in Hawaii in 2001 |8] support this possibility. The large inter-
national mobility throughout the US territory (the so called im-
ported cases) may partially be responsible but the occurrence of DF
was related mainly due to the presence of two principal vectors
(A. albopictus and A. aegypti) in southern and central US [9]. For
some of the reasons above mentioned, Australia [ 10],Spain [ 11} and
Germany | 12| may also be considered areas of potential risk for DF
infection.

Recent estimates of the World Health Organization (WHO)
indicate c.a. 50—100 million people worldwide are annually infec-
ted with dengue and 2.5 billion people (40% of the word popula-
tion) are at risk in more than 100 countries |13]. Although many
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efforts have been envisaged for developing a vaccine simulta-
neously for the four dengue virus serotypes (1—4), none are avail-
able at the moment [14]. Recently a fifth serotype was reported
[15]. This complicates the situation further. Likewise, there are no
specific medicines available for treating Dengue-infected patients.
The current standard medical treatment is limited to contrelling
the symptoms of the disease [16,17]. DF has a strong economic
impact. For instance, those affected frequently stay out of the
productive and/or educational systems for week(s). Sectors like
tourism are extremely impacted as well | 18,19]. Besides this, during
epidemics both public and privative health systems are frequently
exhausted to the extreme. For instance, according to WHO, 500,000
people are hospitalized annually with a mortality rate c.a. 25% [ 13].

To control Dengue transmission, tools for vector control are
necessary, including larvicide use, entomological moenitoring, bio-
logical control as well as public information campaigns [20,21].

Currently, among the most employed larvicides are the organ-
ophosphate temephos and the toxins of the Bacillus thuringiensis
(Bti) var. israelensis |22]. Recent studies, have pointed out that the
long-term use of themephos is producing A. aegypti resistant
populations [23—25]. Likewise, new alternatives for low cost pro-
duction of Bti on a large scale [26,27] and the possibility of a
mosquito resistant to the Bt toxin [ 28] are relevant concerns that
demand further research to discover better larvicides for A. aegypti.

An increasing number of publications have recently reported
new natural and synthetic larvicides for A. aegpti. For instance, in
2011 Neto and co-workers |29] published a review about natural
products as larvicides for A aegypti, covering 21 different plants
with LCsp values ranging from 0.04 ppm to 100 ppm. Since then,
other papers researching chemicals derived from natural products
have been published [30—33], but with a range of activity like that
of [ref. 29]. On the other hand, studies on a smaller number (in
comparison with the number of natural products) of synthetic
compounds against A. aegypti have appeared in the literature. In
this case both Structure-Activity Relationships (SAR) [34] and
Quantitative Structure-Activity Relationships (QSAR) [35] based on
the ligand approach have been developed. Concerning SAR studies,
Cavalcanti and co-workers [ 36—38] reported on the importance of
hydrophobicity for improving larvicide activity for A. aegypti for a
series of monoterpenic and benzoquinonic derivatives. Similar to
this, Cantrell and co-workers observed a clear relationship between
the larvicide activity against A. aegypti and the number of meth-
ylenic units in the linear amine substituents attached to both
alantolactone and isoalantolactone [39]. In the 2000's, Eng and co-
workers reported studies on four different classes of triorganotin
complexes as larvicide activity against A. aegypti [40—43]. In 2009,
Hansch and Verma |44] revisited the Eng's larvicide activities re-
sults for three of these triorganotin complexes [41—43] and pro-
posed QSAR models with the hydrophobic (7 ) and volume (MR —
molar refractivity or E; — Taft's steric) parameters as the most
important for describing larvicide activity.

At this point it is important to stress that it is possible to find in
the literature other SAR and QSAR studies on the larvicide activity
for other mosquitos (e.g. C. quinguefasciatus [45—47]) or about the
repellence for adult A. aegypti |48—51]. They will not be discussed
here, however, since they are out of the scope of the present work.

In 2002, Park and co-workers [52] reported on LCs, larvicide
activity against A. aegypti among four structurally related com-
pounds obtained from the fruits of Piper nigrum: pellitorine
(0.92 ppm), guineensine (0.89 ppm), pipercide (0.1 ppm), retro-
fractamide A (0.04 ppm) and the commercial insecticidal piperine
(5.10 ppm). The structural comparison of these compounds made it
clear that larvicide activity is inversely related to the distance be-
tween the 3.4-methylenedioxyphenyl and the isobutylamide
groups. Besides, the ability of the isobutylamide moiety to make

hydrogen-bond interactions, probably with some polar amino acid
residue in a biological target, may explain the expressive decrease
in the larvicide activity in piperine when the isobutylamide is
changed by a six-member cyclic amide.

In an attempt to synthetize some amidic compounds, our
research group discovered that the corresponding carboxylic acid
precursors had a higher larvicide activity against A. aegypti than the
corresponding amides [53]. As consequence, in 2009, our group
reported for the first time on the larvicidal activity against
A. aegypti larvae of 3-{3-aryl-1,2 4-oxadiazol-5-yl) propionic acids
(ADPA) where the presence of electron-withdrawing substituents
in the para position of the phenyl ring was shown to be important
for the larvicide activity [54]. Similar observations about the elec-
tronic substituent effect on the phenyl ring were explored through
QSAR equations on 1-(26-halogenbenzoyl)-5-(4-halogen-phenyl)
biuret compounds by Bordas and co-workers for larvicidal activities
(LCap) against A. aegypti larvae [55].

In this work we report our research on the synthesis, charac-
terization, and evaluation of larvicide activity against A. aegypti of
aryl-semicarbazones (1.2), aryl-thiosemicarbazones (3—10) and
phenoxyl thiosemicarbazones (12—18) (Fiz. 1).

The choice of these compounds was based on a compromise
among four aspects. The first was to recover through the molecular
structure two parameters previously reported in the literature as
important for larvicide activity against A. gegypti. namely hydro-
phobicity and the ability to form hydrogen bonds with polar head
fragmenits. The second was to use hydrazones, a well-established
class of compounds employed in pest control in both agriculture
and horticulture [56,57]. Third was to use (thio)semicarbazones,
which are hydrazone structural analogs with broad spectra of
biological activities [58—62], easily prepared and can be used as
intermediates in the synthesis of further heterocyclic compounds
with pharmacological potential [63—66]. Fourth, the presence of
the spacer unit —0—CH,—CH= in the phenoxy-compounds was
used to introduce some degree of rotational freedom on the phenyl
substituted moiety, improving (as was the case for other biological
activities [67]) the chances to modify the larvicide activity.

Another aspect investigated about these compounds was how
safie they are for other living systems. Therefore, in a first approach,
toxicological tests were developed for 2 mammal model.

Electronic structure and lipophilicity calculations were used to
create a QSAR model for the ligands with a double objective: to
analyze the importance of the parameters used to explain the
larvicide activity against A. aegypti for a training set of molecules;
and to explore the predictability of the model. In fact, from this
QSAR study, the larvicide activities of three compounds were pre-
dicted and evaluated.

After that, in order to improve understanding of how these
compounds act on the A. aegypti, the affinity profile of two syn-
thetized compounds were evaluated on the A. aegypti Sterol Carrier
Protein-2 (AeSCP-2, a system believed to be involved in the intra-
cellular transport of cholesterol [68]). These were then compared
with the affinity profile of a previous tested inhibitor [59]. Finally,
docking studies were performed in order to increase the evidence
of this target as the potential receptor for these compounds.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis

Fig. 1 shows the chemical structure of all compounds investi-
gated in this work. The synthetic procedures employed in prepa-
ration of compounds (1-18) are shown in Scheme 1 of the
experimental section.

Compounds (1-10) were prepared by reacting commercially
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Fig. 1. Structure of the compounds (1 18) tested as larvicide against the L4 stage of A aegypti.

available aryl aldehydes with semicarbazide or thiosemicarbazide.
For the synthesis of phenoxymethyl thiosemicarbazones (11-17),
the substituted phenolic compound reacted with bromoacetalde-
hyde diethyl acetal under basic conditions. After hydrolysis of
acetal in aldehyde, the respective aldehyde was then reacted with
thiosemicarbazide and catalytic HCl in an ultrasound bath at room

temperature. For the synthesis of 18, the substituted phenolic
compound reacted with 3-chloro-2-butanone. The resulting B-
ketoether was then reacted with thiosemicarbazide, to produce the
compound 18.

All compounds (1-18, see Fig. 1) were purified by recrystalli-
zation and obtained at an acceptable purity (>95%) in yields
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ranging from 40 to 97 %. The structures were determined by NMR,
infrared spectroscopy, and high-resolution mass spectrometry.

The compounds investigated were represented as (R; SU; X),
where (X) stands for the thio- or semicarbazone group, (R) the
substituent at the aryl or phenoxy ring, and (SU) the spacer unit
—CH= or —OCH,CH= between the X and R groups.

22. Larvicide activity

The compounds synthesized 1-17 were tested as larvicides
against the L4 stage of A. aegypti. Tween-80 was selected as the co-
solvent because it had the best results for dissolving the com-
pounds in water and because of its low toxicity to larvae, according
to the classification of Kramer, Schnell and Nickerson (1983)
(LCsp > 1%) [70]. The obtained LC,, values for 1-17 are shown in
Table 1.

According Chang and co-workers (2003 ) essential oils or vegetal
extracts showing LC,, between 50 and 100 ppm in larvicide bio-
assays must be considered as active, while those exhibiting LC,,

lower than 50 ppm may be considered as highly active | 71]. If one
uses this reference, compounds 1-5, 11 and 12 should be consid-
ered inactive, compounds 6 (LC., = 310.8 ymol L') and 13
(LCsp = 287.2 pmol L") should be considered active and com-
pounds 7—10 (LCso = 134.8, 138.3, 122.8 and 69.7 ymol L") and
1417 (LCs, — 92.0, 89.9, 701 and 20.9 pymol L) should be
considered highly active.

2.3. Structure-active relationship (SAR)

The semicarbazone compounds tested (1 and 2) showed low
activity (LCsp > 861.8 pmol L™ '). When the carbonyl (C=0) was
replaced by the thiocarbonyl (C=S) bond, this led to the corre-
sponding bioisoster compounds (6 and 10) to exhibit an improved
result LC,, = 310.8 pmol L' and LC,, = 69.7 pmol L', respectively.
According to Beraldo, this pattern was previously observed for
other pharmacological activities of (thio)semicarbazones [72,73].
This change in larvicide activity indicates a possible change in the
magnitude of the intermolecular interactions (e.g. H-bond) with a

Table 1

Larvicide activity (LC.,) and cytotoxicity for the synthetic (thiosemicarb an.
Compound (R; SU; X)* Numbering Conc. range” (ppm) LCso (ppm) LCso (pmolL~") Log(1/LCs0) Cytotoxicity (umoll ')
Aryl-{thioJsemicarbazones
(4-F; (H; 0) 1 >200 >200 >11039 >535.1
(3.4-diCl; CH: 0) 2 =200 >200 >8618 >431
(3-NO,.4-Br; (H: §) 3 >200 >200 >6508 >329
(4-OH; CH: §) 4 =200 >200 >10244 5.12
(5-thiosemicarbazone; CH; S) 5¢ >200 >200 NT-
(4-F; CH; §) 6 50 90 613 3108 3507 254
(4-CL: CH: §) 7 20 60 288 1348 3873 233
(H: CH=CH H;S) 8 28 50 284 1383 3.860 <487
(4-Br: CH: §) 9 20 50 317 1228 3910 <387
(3.4-diCl; CH: S) 10 16 20 173 697 4157 202
(4-OCH,;0CH,CH: 5) 1 80 160 1204 503.1 3208 209
(H: OCH.CH: S) 12 80 160 1127 5385 3.268 119
(3-C1: OCHLCH; S) 13 50 80 700 2872 3542 103
(4-Br: OCH.CH; S) 14 20 40 265 920 4036 >347
(4-C1; OCH,CH; S) 15 20 30 219 899 4046 103
(2.3-diCl; OCHCH: S) 16 10 30 195 70.1 4154 179
(3.4-diCl; OCH.CH; §) 17 59 58 209 46380 893

* SU means spacer unit, see the text.

 The concentration values in ppm are shown just for comparison with previous results published in the literature.
¢ The highest non-toxic concentration on spleen cell of BALB/c mice, saponin (<1.0 ugmL '}

@ See Fig. 1.
* N.T. means not tested.
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biological target owing to the chemical change C=0 for C=Sin the
above-mentioned compound. Another plausible hypothesis for
explaining this change in the larvicide activity may be related to the
higher stability of the thiopeptidic compared to the peptidic enwi-
ronment under attack by proteclytic enzymes [74].

Interesting results come from the comparison of the larvicide
activities in compounds containing different spacer units (5U) be-
tween the aryl-substituted and the thiosemicarbazone moieties.
For instance, the phenoxymethyl-thiosemicarbazone derivatives
15, 14 and 17 (LCyy = 89.9, 92.0 and 20.9 umol L', respectively)
where SU = —0—CH,—CH= have a higher activity than the corre-
sponding  aryl-thiosemicarbazone derivatives 7, 9, and 10
(LCan = 134.8, 1228 and 69.7 pmol L', respectively) where
SU = —CH—. These results demonstrate the importance of the
spacer unit —0—CH.—CH= for the compounds with larvicide ac-
tivity for A. aegypti.

The satisfactory results for the activity of the thio-
semicarbazones 7, 9, 14, and 15 (LC,;, = 134.8, 1228, 92.0 and
£9.9 pmol L', respectively) points out the importance of polariz-
able halogen substituents at the para position for the larvicide ac-
tivity. On the other hand the thiosemicarbazones with substituents
4-F (6, LCap = 310.8 pmol L") and 3-C1 (13, LCap = 287.2 ypmol L)
performed slightly worse. According Hernandes and co-workers
[75], bulk and polarizable halogen atoms both may occupy avail-
able pockets and interact via a halogen bond at the binding site of
biological targets. Thus, the relative smaller activity of 6 may be
explained in terms of the smaller atomic radius and polarizability of
the substituent fluorine. Introduction of bulk halogen atoms in the
orto and meta positions tends to create steric hindrances and
conformational changes. Perhaps, this alse may explain the rela-
tively low activity of 13. It is interesting to observe that the order of
activity for the para-substituents in 6, 7 and 9, i.e, F < Cl = Br, was
the same observed for AOPA by Neves Filho and co-workers |54].

The presence of two atoms of chlorine at the meta and para
positions of the aromatic ring led to a significant increase in the
larvicide activity (compounds 10 and 17 with LCs = 69.7 and
20.9 pmol L7, respectively) in comparison to their corresponding
mono-chlorine compounds (7 and 15 with LCs, = 1348 and
899 pmol L, respectively). In fact, these double-chlorine com-
pounds are the most active thiosemicarbazone derivatives sym-
thesized in this work. Corroborating our results, Bordas and co-
worker, studying larvicide activity in a series of biurets, also
observed the highest activities for the compound chlorine di-

1

[ug(u__—) — 2.490(+0.335) — 0.112(+0.0356)u + 0.671{+0.0912)log P
50

aldehyde improves larvicide activity [76]. Because of this, a closely
related system 8 was synthesized. In fact, this activity was among
the most successful (LCs, = 138.3 pmol L°'). However, it is
important to note that in 8 the aromatic ring is conjugated not to a
carbonyl group, but to an imine function through an allylic system.
Since this allylic system favors electron delocalization, an increase
in the electronic density is expected to occur on the nitrogen and
sulfur atoms with implications for the ability of these atoms to bind
with enzyme metallic ions or to interact via H-bond with residues
in a biological target |[72]. Nitro-compounds are well established
bioactive compounds used as antimicrobial, antiparasitic and
antitumor agents [77]. The presence of the nitro group (-NO2),
however, seems not have contributed to the mortality of A. aegypti's
larvae since compound 3 showed a LC., > 659.8 ymol L', whereas
compound 9 (that does not contain the nitro group) showed a high
activity with LCso = 122.8 pmol L™, One possiblility that cannot be
neglected is that the nitro group could be bio-reduced to one amino
group | 78| which, as an electron-denar group, is thought to lessen
larvicide activity.

24, Cytotoxicity analysis

The evaluation of eventual side effects on non-target organisms
from a newly synthesized compound developed for larvicide pur-
poses is essential, even in the beginning steps of the research. In
this work the synthesized thiosemicarbazone derivatives were
submitted to cytotoxicity assays using BALB/c mice splenocytes (as
described in the experimental section) as the model mammal. In
the last column of Table 1, the highest non-toxic concentrations
against the tested cells are shown. Fortunately, when compared
with saponin (the positive control), the 4-Cl-, 4-Br- and 3,4-diCl-
phenoxymethyl-thiosemicarbazones (top larvicide compounds)
are non-toxic.

2.5, QSAR

B3LYP/6-311++G(d p) calculations to acess geometric, energetic
and electronic properties for compounds (1-18) have been re-
ported by us elsewhere [79]. Table 2 shows the data matrix used to
obtain the quantitative structure-activity larvicide relationship
(QSAR).

The QSAR model obtained (multiple linear regression) is shown
inEg. (1).

(1)

n=10; R= 097: R = 094; F=5461; s= 0.12: p = 0.00003

substituted in the meta- and -para positions [55].

On the other hand, the presence of the electron donor groups
para-OH (4, LGy, > 10244 pmol L ') and para-OCH; (11,
LCsg = 503.1 pmiol L) decreased larvicide activity. This effect is in
agreement with results of Simas and co-workers who reported less
active phenylpropaneide containing hydroxyl and methoxyl groups
in the para position on the aromatic ring [76). The presence of a
methoxyl group attached to the para position on the aromatic ring
did not seem to contribute to the larvicide activity in the works of
Neves Filho and co-workers [54] and Bordas and co-workers [55].

It has been reported that the presence of a phenylic ring con-
jugated to the % and f unsaturated carbonyl groups in a cynanic

Using this equation, Fiz. 2a shows a comparison between pre-
dicted and observed larvicide activities. The quality of the adjust-
ment (Eq. (1)) can be visualized in the residue plot as shown in
Fig. 2b. As one can see, the predicted and the observed activity
values are highly correlated. The quality of this regression can be
appreciated, considering the equation parameter deviation, the
statistics parameters R? and F as well as the distribution of the
points around the zero in the residue plot.

From Equation-1, one can see that the electric dipole moment
(u) and the decimal logarithm of the octanol—water partition co-
efficient (log P), with negative and positive coefficients,
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Table 2

Experimental larvicide activity, gas phase BE3LYP/6-311..Gld p) electronic and lipophilic descriptors for the aryl- and phenoxymethyl-thiosemicarbazone derivatives.
Numbering  log[1/lCs) 9" (D) ewowso” (BV) eomec” (V) 8" [6V)  Efuensena'(€)  qlG(e)  gNi“(e]  gMa"fe)  IogP (logP)™
6 3.507 3702 —6.045 -2.2M 3821 -0.370 0778 019z -0.033 2180 4752
7 3873 3503 —6.078 -2.336 3742 —1.050 0522 0a7a -0.035 2630 BO1T
9 3010 3.502 -6.084 -2357 37 0.043 1.034 0227 -0.047 2870 8.237
10 4.157 3133 -B.183 -2507 1678 ~1.681 —0.006 0179 -0.035 3270 10603
11 3208 5915 ~5.068 -1.580 4379 —0.565 ~0.187 0.082 -0.0z20 2000 4.368
12 3.268 4816 -6.088 —-1634 4454 —0.673 0.037 0.078 -0oig 2010 4.040
13 3542 4665 -6.159 -1.746 4413 —0.989 -1.534 0082 -0023 2650 7023
14 4036 2032 -6.168 -1.753 4414 —0.485 —0.049 0082 -0.o1a 2.000 8410
15 4,046 2036 ~6.164 -1.748 4417 —1.000 ~0.349 0081 -0.o1a 2650 7023
16 4.154 5516 ~6.108 -1.713 4395 -1377 ~1.4535 0.000 -oon 3300 10,800
17 4680 1774 -6.212 -1.825 4387 -157 -0.849 0.088 -0.023 3300 10.800
* [Ref.70]

® This wor

respectively, are the most important descriptors related to larvicide
activity. This linear model indicates that substituents that decrease
i (simce it is abways >=0) and/or increase logP will improve the
larvicide activity. These equation features match the importance,
previously in the literature, of both hydrophobic and electronic
parameters for describing larvicide activity against A. aegypti.

In order to check the QSAR model (Eq. (1)) a compound exhib-
iting a better activity was predicted. Besides, some compounds
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Fig. 2. (SAR plots: a) Predicied versus experimental activities and b) residual pre-
dicted activity.

showing intermediate activity and also one of the worst activities
(the model must work inside and outside the training set as well as
in both directions) were analyzed. The compound with the higher
activity, 18, was purchased from our particular collection of com-
pounds and tested after Equation-1 was obtained. The compound
with intermediate activity, 13, was synthesized and tested at the
same time as those used in the training set. However this com-
pound was not used to build the model because it is the only one
mono-substituted at the meta position. Finally, compound 4,
showing one of the worst results among the compounds shown in
Table 1, was analyzed in light of that QSAR equation. The calculated
electric dipole moment, logP, and the predicted and observed LCs;
values of these compounds are shown in Table 3.

The data in this table show that Equation-1 succeeded in pre-
dicting correctly the best larvicide activity for 18 and the inter-
mediate larvicide activity for 13. The cytotoxicity of 18 was
evaluated in 16.33 pmol L™, leading to a ratio (Cytotocity/LCso)
equal to 4.1. It is interesting to stress that we stopped determining
the experimental LC., for compound 4 after the concentration of
1024 pmol L', That decision is adequately supported by Equation-1
since the LCso for the compound 4 is predicted at 6434 pmol L.

2.6. Action mode

In the attempt to improve our comprehension about how the
synthesized compounds lead to larvae death in the L4 stage, the
A. aegypti sterol carrier protein-2 (AeSCP-2) inhibition was tested.
Since mosquitoes depend on exogenous sources of cholesterol for
biosynthesis of steroid derivatives, it is not surprising to find the
high expression of Ae5CP-2 in the larvae midgut during the feeding
stage [20]. Therefore, compounds that can inhibit this protein have
a high potential for becoming useful tool for vector control. In 2003,
Lan and co-workers published a high resolution X-ray structure of
palmitic acid (CHa(CHz)4CO0H) co-crystallized into AeSCP-2 [81].
These authors found that the polar head of the palmit acid makes
an H-bond interaction with the side chain of the Arg24 residue,
whereas the metilenic moiety is in a bent conformation inside a
hydrophobic pocket. Taking into account the structural features of
palmitic acid for binding Ae5CP-2, two aspects require attention.
First, the side chain of Arg (—(CH,);—NH({C=NH]NH,) has an imi-
dourea group at the end portion which is functionally very similar
to the (thio)semicarbazone portion of compounds 1-17. Second,
the twisted disposition of the phenoxymethyl group relative to the
thiosemicarbazone moiety resembles the bent conformation of the
fatty portion relative to the carboxylic head of the palmit acid co-
crystallized into AeSCP-2. Because of this, we tested two synthe-
tized thiosemicarbazone derivatives, 4 and 11, as AeSCP-2 in-
hibitors (SCPls) and compared them to a previous tested
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Table 3

Calculated B3LYP/6-311 4. G(d,p) electric dipole moment and Log P values and predicted (using equation-1) and experimental Log( 1/LC,,) for the thiosemicarbazone de-

rivatives 4, 13 and 18.

Compound (R; SU: X) Numbering w' (D) logP LCao {pred.) (u mol L ') LCao (exp.) {(u mol L")
(3.4-diCI; OCH(CH, )CCH,;S) 18 331 487 410 395
(3-Cl: OCH,(H; S) 13 466 2650 17938 2872
(4-OH: CH; §) 4 602 056 64340 ~10244
* |Ref.79].
compound, SCPI-1 |69] (see Fig. 3). the QSAR model measured the capacity of whole larvae to die
Fig. 3 shows that the competitive binding of compounds 4 and therefore they are conceptually different things), the higher hy-

11 to rAeSCP-2 had a similar dose—response curve as that of the
SCPI-1 [69]. The 50% effective concentration (ECs,) of inhibiting
NBD-cholesterol binding to AeSCP-2 was 5.0 (95% Confidence
Interval = 2.0-17.0) and 0.6 (95% Confidence Interval = 0.3—1.4) uM
for compounds 4 and 11, respectively. The EC,, of compounds 4 and
11 are within the range of identified SCPIs [69]. SCPIs have been
shown to suppress dietary cholesterol uptake in both A. Aegypti [82]
and in the tobacco hornworm [83]. Therefore, the likely mode of
action of compounds 4 and 11 was the suppression of dietary
cholesterol uptake in treated A. aegypti larvae. Although Fig. 3 was
fitted to the inhibition of SCP-2 whereas the response function on

= compound#11
2500 ¢ compound#4
2000
3
1500

F
g
-

500
0
B
m L) L) L] L) L] L)
5 4 3 2 - 0
Logye[mM]
Fig. 3. Do P curve of inhibition of NBD-chol | binding to rAeSCP-2

protein for the thiosemicarbazones tested (4 and 11). RFU = Relative Fluorescent
Unit: Fluorescent i ity of (NBD-chok 1/SCP-2/comp ) in-
tensity of (NBD-cholesterol/compound). Vertical Bar stands for one standard deviation.

bazone

Fig. 4. Palmitic acid (green) and thi d structures docked
on the AeSCP-2 target. (PDB: IPZ4  hup)/dx.dotorg/10.2210/pdblpz4/pdb). (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to
the web version of this article.)

drophobicity of 11 (logP.,. = 2.09, Table 2) compared to 4
(logP,ic = 0.56, Table 3) matches the higher inhibitory activity of 11
compared to 4.

2.7. Docking studies

In order to improve our comprehension about how the (thio)
semicarbazone derivatives interact with SCP-2, we conducted a
docking study using as a binding site the palmitic acid contact
residues in SCP-2. Fig. 4 shows the superimposition of the best
docking solutions obtained for compounds 4,11, 14, 15, 16,17 on the

a)

Fig. 5. Intermolecular interactions b a) 11 and hydrophilic and hydrop
residues of AeSCP-2 and b) aromatic rings of 4, 11 and 17 and the hydrophobic residue
Phel05 of AeSCP-2 Dashed lines represent polar interactions, particularly hydrogen
bonds with the ligand. The other residues are involved in hydrophobic interactions
with the ligand (11), and the residue PHEI05 seems to engage in a = = stacking
interaction with the aromatic ring of the ligand. Other parts of the target are not shown
for clarity reasons.
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structure of the AeSCP-2 target. The Docking score values for
molecules 4, 11, 14, 15, 16 and 17 are, respectively, 63.5, 64.9, 67.0,
65.3, 69.0 and 70.8.

In order to elucidate the binding mode of these molecules into
AeSCP-2, an investization of the intermolecular interactions was
conducted. One can see in Fiz. 5a the important residues mainly
involved in the interactions between AeSCP-2 and molecule 11
Fig. 5a provides a clear illustration of the binding pattern.

It is important to emphasize an important w—m stacking inter-
action that was found between the side-chain ring of the PHE105
residue and practically all the ligands investigated. Three examples
can be seen in Fig. 5b, particularly for moelecules 4, 11 and 17. The
Docking protocol considered the active flexibility of residue PHE105
and other nine residues during the calculations. Fig. Sb shows the
alternative conformations adopted by PHE105 in order to establish
and stabilize the w—m stacking interaction with the respective
ligand, searching for a maximum of planarity between the two
aromatic rings (PHE105 and ligand). Every other molecule studied
binds to AeSCP-2 in a very similar way, in comparison to molecule
11, as one can see in the panoramic view of all the Docking solutions
presented in Fiz. 4. Furthermore, the important residues of AeSCP-2
involved in interactions (polar and hydrophobic) with the docked
lizands are practically the same residues involved in the interaction
with palmitic acid (ARG24, GLN25, LEU102 and PHE105) in the X-
Ray structure, demonstrating that the choice of the flexible side
chains for the Docking calculations was pertinent.

Finally, in order to compare the in silico results against larvicidal
activities, the LC50 values were first converted into pLCS0
(equals —log LCS0, at molar concentration). The plot on Fiz. 6 shows
the trend observed between the in silico Docking scores and the
pLC50 data. This indicates that most of the larvicidal compounds
(those with the highest values for pLCS0) are usually those with the
higher docking scores, demonstrating that the molecules with
more stable or positive Docking scores (i.e., greater in silico affinity
for the AeSCP-2 target) are also the most active larvicidal com-
pounds (ie, greater pLC50 values). This kind of trend between
in vitro and in silico data, showing the corroboration among
experimental and theoretical results, was also found in other
studies undertaken by our group [24—86].

Additionally, the in vitro values (EC50) for the inhibition of NBD-
cholesterol binding to rAeSCP-2 protein (see Fig. ), available for
molecules 4 and 11, are 5.0 pmolL ' and 0.6 pmolL ", respectively.
These results also corroborate with the Docking score values for the
same two molecules in the AeSCP-2 target, which are 63.5 e 64.9,
respectively. Between these two compounds, molecule 11 presents
the highest in vitro inhibition potency, and has also the greater in
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Fig. 6. Experimental (in vitro] larvicidal activity of thiosemicarbazone derivatives
versus the Docking score (in silico) for these compounds in AeSCP-2.

silico affinity (high Docking score) for the AeSCP-2 target, by
showing a trend among in silico and in vitro results, indicating that
the molecules with more stable or positive Docking scores (ie.,
greater in silico affinity for the AeSCP-2 target) are also the most
active larvicidal compounds (i.e., greater in vitro pLC50 values).

3. Conclusion

Seventeen compounds belonging to the two classes of aryl-
(thio)semicarbazone and phenoxymethyl-thiosemicarbazones de-
rivatives were synthetized and tested against the L4 stage for
A. aegypti. In general thiosemicarbazone exhibited an improved
larvicide activity compared to the corresponding semicarbazone
compounds. For the thiosemicarbazones, those with the phenox-
ymethyl group showed a higher larvicide activity. As desirable, the
subset formed by eleven aryl- and phenoxymethyl-
thiosemicarbazone derivatives showed a large variance of larvi-
cide activity, with the LC.; ranging from 21 pmeol L' to
311 umol L', A QSAR equation from the LC.y against the electric
dipole moment (u) and the logarithm of the partition coefficient
(logP) was obtained using the multiple linear regression technique.
Using this equation we were doubly successful. First, in predicting
the larvicide activity of two compounds not used to create the
model, with the more active one, 18, at 4.1 pM. Second, it was
possible to explain why deciding to stop the analysis on the
experimental L s, for the compound 4 was correct - the predicted
LCsy 6434 p mol L', is too high. The dose—response profile
observed for the compounds 4 and 11 on the inhibition of AeSCP-2
are supported by the QSAR model. The docking calculations
corroborate the hypothesis of the (thio)semicarbazone derivatives
acting through the inhibition of the AeSCP-2 target.

4. Experimental
4.1. General chemistry

The arylhydrazone (1—10) were prepared essentially as reported
previously [87.88] from commercially available aldehydes. Only
compound (3) a nitro aryl-thiosemiccarbazone, the corresponding
start aldehyde was obtained by reaction between 4-
bromobenzaldeyde and nitric acid. Compound (5), bis-
thiosemicarbazone derivative, was prepared using 2 mols of thio-
semicarbazide for the 13-dicarbaldeyde. These reactions pro-
ceeded well upon refluxing (3—5 h) with ethanol as a solvent, a rate
of 65—97% being observed overall.

For the synthesis of phenoxymethyl-thiosemicarbazones de-
rivatives (11-17), the aldehydes were obtained from different
phenols. The step process involved ether formation and acid hy-
drolysis of the acetal intermediary with moderate yields (36—56%).
To accomplish the synthesis of 3-phenoxybutan-2-ones derivatives
(18—20), start 3-phenoxybutan-2-ones intermediates were ob-
tained by a reaction between 4-tert-butylphenol and 3-chloro-2-
butanone using potassium carbonate and petassium iodide
[Scheme 1)

Reagents were purchased from Acros Organics, Fluka, Sigma-
—Aldrich or Vetec and solvents from Vetec or Dinamica. The
deuterated solvents (DMSO-dg, CDCl,, D,0) were supplied from CIL
(Tédia Brazil). The reactions were monitored in thin layer chro-
matography (TLC) using silica gel 60 containing a fluorescent in-
dicator F254. The chromatographic plates were visualized under
UV light (at dual wavelength 365 or 254 nm). Melting points were
measured using a Thomas Hoowver capillary instrument and the
values were not subsequently corrected. The "H and "*C NMR were
performed for all compounds, DEPT analysis as well as the addition
of D;0 for locating MH signals in the 'H NMR were determined. The
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'H and ™C NMMR spectra were obtained using Unity Plus model
Varian instruments (400 MHz for 'H, '*C for 100 MHz) or Bruker
AMX (300 MHz—75.5 MHz for 'H and "*C), using tetramethylsilane
as the internal standard. The number of signals in the '"H NMR
spectra was designated as follows: sfsinglet; [d doublet, tftriplet,
dd/double doublet, g/quartet, m/multiplet. Infrared spectroscopy
was performed with a Bruker instrument (model IFS 66) using KBr
pellets, The Elemental Analysis was performed with a Carlo Erba
instrument model E-1110 or Perkin Elmer 2400 seriesii. High-
resolution electrospray ionization mass spectra (HRESIMS) were
acquired on a nanoUPLC-Xevo G2 Tof (Waters) in the positive
ionization mode.

4.2, Synthesis of compounds {1-10). Example for compound (1)

In a round bottom flask for 100 mL, 4-fluorobenzaldehyde
(2.5 mmol) was dissolved in ethanol (15 mL), then HCl (03 drops)
were added to the reaction at room temperature. Semicarbazide
hydrochloride (2.5 mmol) was added and the mixture was main-
tained under magnetic stirring for 3 h at room temperature. After
this time, the mixture was cooled at 0 =C and the precipitate was
filtered in a Bichner funnel with a sintered disc filter, washed with
cold water, n-hexane and then dried over Si0,. Compounds were
recrystallized in hot ethanol, te provide compounds with accept-
able purity.

4.21. 4-Fuerobenzaldehyde semicarbazone (1)

Colorless crystals, yield = 84%; mp( C): 230—232; IR (KBr): 3463
and 3275 (NH, ), 3064 (NH), 1708 (C=0), 1591 (C=N)cm~ . "H NMR
(300 MHz, DMSO-d,): & 6.51 (s, 2H, NH,), 7.20 {m, 2H, Ar—H), 7.77
(m, 2H, Ar—H), 7.82 (s, 1H, CH=N), 1024 (s, 1H, NH]. "*C NMR
(75.5 MHz, ppm, DMSO-ds): & 164.1 (C Ar), 156.8 (C=0), 138.1
(CH=N]), 131.4 (C Ar), 128.6 (CH Ar), 115.5 (CH Ar). Anal. Calcd for
CeHeFN,0: C, 53.04; H, 4.45; N, 23.19; Found: C, 53.06; H 4.56; N
22,39, HRESIMS myz: 180.0590 [M—H]".

4.2.2. 34-Dichlorobenzaldehyde semicarbazone (2)

Colorless crystals, yield = 88%; mp ( C): 246—249; IR (KBr): 3465
and 3279 (NH,), 3155 (NH), 1700 (C=0), 1588 (C=N)cm . "H NMR
(300 MHz, DMSO-da): § 6.66 (s, 2H, NHz), 761 (d, 1H, | — 83 Hz,
Ar—H), 7.66 (d, 1H, | — 8.3 Hz, Ar—H), 7.78 (s, 1H, Ar—H), 8.12 (s, 1H,
CH=N), 10.42 (s, 1H, NH). "*C NMR (75.5 MHz, ppm, DMS0-d,):
4 156.6 (C=0),136.4 (CH=N),135.7 (CAr), 131.6(CAr), 130.9 (C Ar),
1306 (CH Ar), 1276 (CH Ar), 1268 (CH Ar) Anal Calcd for
CgH;ClN;0: C, 41.41; H, 3.04; N, 18.11; Found: C, 41.61; H, 3.23; N,
17.48. HRESIMS my/z: 231.9981 [M]".

4.23. 4-Bromo-3-nitrobenzaldehyde thiosemicarbazone (3)

Yellowish crystals, yield = 83%; mp ( C): 238—240; IR (KBr):
3417 and 3258 (NH,), 3156 (NH), 1519 (C=N) cm™’ 'H NMR
(300 MHz, DMSO-ds):4 791 (d, 1H, ] = 8.0 Hz, Ar—H), 793 (d, 1H,
J=8.0Hz, Ar—H), B.04 (s, 1H, CH=N), 8.28 (s, 1H, NH), 8.34 (s, 1H,
NH, ), 8.56 (s,1H, Ar—H), 1165 (s, 1H, NH). "*C NMR { 75.5 MHz, ppm,
DMSO-d,): & 178.3 (C=S), 150.4 (C Ar), 138.5 (CH=N), 135.6 (C Ar),
1346 (CH Ar), 131.9 {CH Ar), 122.4 (CH Ar), 112.9 (C Ar). Anal. Calcd
for CoH,BriN,0,5: C, 31.70; H, 2.33; N, 18.48; Found: C, 30.29; H,
2.30; N, 16.76. HRESIMS my/z: 303.9576 [M+H]*.

4.24. 4-Hydroxybenzaldehyde thiosemicarbazone (4)

Brownish crystal, yield = 84%; mp ( C): 221—-223; IR (KBr): 3467
and 3359 (NH,), 3129 (NH), 1509 (C=N) cm~. "H NMR (300 MHz,
DMSO-d): 5 6.77 (d, 2H, ] = 8.3 Hz, Ar—H), 7.60 (d. 2H, ] = 8.3 Hz,
Ar—H), 7.84 (s, 1H, NHz), 7.94 (s, 1H, CH=N), 8.07 (s, 1H, NH), 9.90
(s, TH, OH), 11.25 (s, 1H, NH). *C NMR (75.5 MHz, ppm, DMS0-d,):
& 177.4 (C=5), 159.2 (C Ar), 142.7 (CH=N), 129.0 (CH Ar), 125.1 (C

Ar). 115.5 (CH Ar). Anal. Caled for CoHoN,0S: €, 49.22; H, 4.65; N,
21.52; Found: C, 49.20; H, 468; N, 20.61. HRESIMS m/z: 194.0405
[M—HJ*.

425 22-(13-Phenylenebis{methanylylidene))
bis(thiosemicarbazide ) (5)

Colorless crystals, yield = 65%; mp ( C): 255—258; IR (KBr): 3423
and 3235 (NHz), 3148 (NH), 1524 (C=N) cm". "H NMR (300 MHz,
DMSO-dy): & 742 (t, 1H, ] = 7.7 Hz, Ar—H), 7.79 (d. 2H, ] = 7.7 Hz,
Ar—H), 8.05 (s, 2ZH, CH=N), 8.10 (s broad, 2H, NH,). 8.22 (s, 1H,
Ar—H). 8.26 (s, 2H, NH,), 11.55 (s, 2H, NH). C NMR ( 75.5 MHz, ppm.
DMS0-dq): & 178.0(C=S5), 1416 (CH=N), 134.7 (C Ar), 128.9 (CH Ar),
128.6 (CH Ar), 125.4 (CH Ar). Anal. Caled for CygH,.NgS,: C, 42.84; H,
431; N, 29.98; Found: C, 36.38; H, 5.11; N, 23.68. HRESIMS m/z:
281.0589 [M+HJ".

4.26. 4-Fluorobenzaldehyde thiosemicarbazone (6)

Beige crystals, vield = 97%; mp ( C): 189—191; IR (KBEr): 3391 and
3235 (NH.), 3156 (NH), 1533 (C=N) cm . "H NMR (300 MHz,
DMSO-dxs): § 723 (m, 2ZH, Ar—H), 7.87 (m, 2H, Ar—H), B.02 (s, 1H,
CH=N), 8.03 (s, 1H, NHZ), 8.20 (5 d. 1H, NH;), 11.43 (s, 1H, NH). "*C
NMR (75.5 MHz, ppm, DMS0-dg): & 177.9 (C=5), 164.6 (C Ar), 141.0
(CH=N), 130.8 (C Ar). 129.4 (CH Ar), 115.7 (CH Ar). Anal. Calcd for
C:H=FN3S: C, 48.72; H, 4.09; N, 21.31; Found: C, 47.90; H, 421; N,
20.08. HRESIMS myz: 198.0450 [M+H]".

427 4-Chlorobenzaldehyde thiosemicarbazone (7)

Colorless crystals, yield: 77%; mp ( C): 217—220; IR (KBr): 3435
and 3279 (NH,), 3164 (NH), 1523 (C=N) cm~". "H NMR {300 MHz,
DMS0-d,): & 745 (d, 2H, | — 8.3 Hz, Ar—H), 783 (d, 2H, | — 8.3 Hz,
Ar—H), 8.01 (s, 1H, CH=N), 8.08 (5, 1H, NH1), 8.25 (s, 1H, NH;), 11.49
(s, 1H, NH). *C NMR (75.5 MHz, ppm, DMSO-ds): & 178.0 (C=5),
140.8 (CH=N]), 134.2 (C Ar), 133.1 (C Ar), 128.9 (CH Ar), 1286 (CH
Ar). Anal. Caled for CsHoCIN,S: C, 44.97; H, 3.77: N, 19.67; Found: C,
45.30; H, 3.96; N, 19.12. HRESIMS myz: 214.0140 [M-+H]".

42.8. 2-(3-Phenylallylidene Jthiosemicarbazide (8)

Yellowish crystals, yield = 90%; mp ( C):110—113. IR (KBr): 3418
and 3260 (NH,), 3155 (NH), 1537 (C=N)cm . 'H NMR (300 MHz,
DMS0-do): § 6.86 (dd, 1H, ] = 8.9 Hz; ] = 15.8 Hz, CH=CH), 7.02 (d.
1H, J = 15.89 Hz, CH=CH), 7.43—7.24 (m, 3H, Ar—H), 755 (d, 2H,
] =7.79 Hz, Ar—H), 761 (s, 1H, NH,), 7.89 (d, 1H, | — B.9 Hz, CH=N),
8.17 (s, TH, NH.), 11.40 (s, 1H, NH). *C NMR (75.5 MHz, ppm, DMS0-
da): 51776 (C=5). 144.7 (CH=N), 138.8 (CH=N), 135.8 (C Ar), 128.8
(CH Ar), 126.9 (CH Ar), 125.0 (CH Ar). Anal. Caled for CyoHy, NaS: C,
58.51; H, 5.40; N, 20.47; Found: C, 53.93; H, 6.20; N, 17.65. HRESIMS
m/z: 206.0749 [M+H]*.

429, 4-Bromobenzaldehyde thiosemicarbazone (9)

Beige crystals, yvield = 82%; mp ( C): 209—211, IR (KBr): 3436 and
3287 (NHz), 3165 (NH), 1522 (C=N} cm". '"H NMR (300 MHz,
DMSO-d,): 758 (d, 2H, ] = 8.3 Hz, Ar—H), 7.76 (d, 2H, ] = 8.3 Hz.
Ar—H), 8.00 (s, 1H, CH=N), 8.08 (s, 1H, NH,), 8.24 (s broad, 1H,
NH,), 11.49 (s, TH, NH). *C NMR ( 75.5 MHz, ppm, DMSO-d,): 5 178.1
(C=S), 140.9 (CH=N), 134.5 (C Ar), 1315 (CH Ar), 129.1 (CH Ar),
122.9 (C Ar). Anal. Calcd for CsHsBrN,S: C, 37.22: H, 3.12; N, 16.28;
Found: C, 57.32; H, 3.24; N, 15.78. HRESIMS my/z: 259.9630 [M+H]|*.

42.10. 3,4-Dichlorobenzaldehyde thiosemicarbazone [10)

White crystals, yield = 62%; mp ( C): 212—215. IR (KBr): 3396
and 3255 (NH,), 3154 (NH), 1539 (C=N)cm . "H NMR (300 MHz,
DMSO-d,): & 7.63 (d, 1H, ] = 8.3 Hz, Ar—H), 7.71 (dd, 1H, J = 1.7 Hz.
| = 8.3 Hz, Ar—H), 7.98 (s, 1H, CH=N), §.24 (d, 1H, ] = 1.7 Hz, Ar—H),
8.27 (s, 1H, NH,), 830 (s, 1H, NH,), 11.57 (s, TH, NH). *C NMR
(75.5 MHz, ppm, DMS0-d,): & 178.2 (C=5), 139.3 (CH=N), 135.0 (C
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Ar), 131.8 (CAr), 131.7 (CAr), 130.7 (CH Ar), 128.1 (CH Ar), 127.7 (CH
Ar). Anal. Caled for CgH,CI;N,S: C, 38.73; H, 2.84; N, 16.94; Found: C,
39.09; H, 3.03; N, 16.41. HRESIMS m/z: 247.9636 [M—-H]+.

4.3. Synthesis of compounds (11-17). Example for compound (11)

In a round bottom flask, phenol (3.1 mmol), 5 mL DMF and
K2COs (7.8 mmol) were added together. The reaction mixture was
maintained under magnetic stirring at room temperature for
30 min. Then, bromoacetaldehyde diethylacetal (9.3 mmol) was
added in portions and the reaction mixture was heated under
reflux for 72 h. After that, the product was extracted with
dichloromethane and the solvent was removed under reduced
pressure and dried in SiO,. The hydrolysis of acetal in aldehyde was
achieved by adding acetone (5 mL), H,SO, (7 drops) and 10 mL
water. The reaction mixture was stirred under reflux heating for
4 h. The product was extracted with ethyl acetate and the solvent
was removed under reduced pressure and then dried in SiO,. The
aldehyde obtained was reacted with thiosemicarbazide as
described above. Products were purified by recrystallization using
ethanol/water (1:1).

4.3.1. 2-(4-Methoxyphenoxy )acetaldehyde thi icarb (11)

Brownish crystals, yield = 56%; mp ( C): 145—147; IR (KBr): 3372
and 3279 (NH,), 3174 (NH), 1509 (C=N) cm . "H NMR (400 MHz,
DMSO-d,): & 3.68 (s, 3H, OCH,), 4.59 (s, 2H, CH,), 6.88 (m, 4H,
Ar—H), 751 (s, 1H, CH=N), 7.68 (s, 1H, NH,), 8.17 (s, 1H, NH,), 11.33
(s, 1H, NH). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 4 55.3 (CHs), 67.3 (CHz),
114.6 (CH Ar), 115.7 (CH Ar), 141.4 (CH=N), 151.8 (C Ar), 153.73 (C
Ar), 178.3 (C=S). Anal. Calcd. For C,oH,sN;0,5: C, 50.19; H, 5.48; N,
17.56; Found: C, 50.03; H, 5.28; N, 17.34. HRESIMS m/z: 240.3020
[M+H]".

4.3.2. 2-Phenoxyacetaldehyde thiosemicarbazone (12)

White crystals, yield = 40%; mp ( C): 142—143; IR (KBr): 3449
and 3323 (NH:), 3158 (NH), 1536 (C=N) cm . '"H NMR (400 MHz,
DMSO0-d,): 6 4.67 (d, 2H, J = 5.2 Hz, CH,), 695 (t, 1H, ] = 75 Hz,
Ar—H), 698 (d, 2H, | = 8.4 Hz, Ar—H), 729 (dd, 2H, J = 75 Hz,
J = 8.4 Hz, Ar—H), 7.53 (t, 1H, ] = 5.2 Hz CH=N), 7.68 (s broad, 1H,
NH2), 8.18 (s broad, 1H, NHa), 11.35 (s, 1H, NH). *C NMR (100 MHz,
DMSO-d,): § 66.7 (CH,),114.6 (CH Ar), 121.0 (CH Ar), 1295 (CH Ar),
141.0 (CH=N), 157.8 (C Ar), 178.3 (C=S). Anal. Calcd. For CsH,;N,0S:
C, 51.66; H, 530; N, 20.08; Found: C, 51.58; H, 5.08; N, 19.76.
HRESIMS m/z: 210.0621 [M+H]".

4.3.3. 2-(3-Chlorophenoxy Jacetaldehyde thiosemicarbazone (13)

Beige crystals, yield = 40%; mp ( C): 147-149; IR (KBr): 3406
and 3239 (NH,), 3156 (NH), 1513 (C=N) cm~. "H NMR (400 MHz,
DMSO-d,): 4.69 (s, 2H, CH,), 7.08—6.85 (m, 3H, Ar—H), 7.31 (s, 1H,
Ar—H), 7.50 (s, 1H, CH=N), 7.69 (s, 1H, NH, ), 8.20 (s, 1H, NH,), 11.37
(s, 1H, NH). "*C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § 67.1 (CHz), 113.7 (CH
Ar), 114.8 (CH Ar), 121.0 (CH Ar), 130.9 (CH Ar), 133.7 (C Ar), 1404
(CH=N), 158.8 (C Ar), 178.4 (C=S). Anal. Calcd. For CoH xCIN;0S: C,
4436; H, 4.14; N, 17.24; Found: C, 43.99; H, 4.04; N, 16.82. HRESIMS
myz: 244.0229 [M+H]*.

4.34. 2-(4-Bromophenoxy Jacetaldehyde thiosemicarbazone (14)

White crystals, yield = 45%; mp ( C): 166—168; IR (KBr): 3388
and 3261 (NHz), 3154 (NH), 1536 (C=N) cm . "H NMR (400 MHz,
DMSO-d,): 64.66 (s, 2H, CH,). 6.97 (s, 2H, Ar—H), 746 (s, 2H, Ar—H),
7.50 (s, 1H, CH=N), 7.69 (s, 1H, NH,), 8.21 (s, 1H, NH,), 1137 (5, 1H,
NH). *C NMR (100 MHz, DMSO-d): 4 67.0 (CH,), 1124 (C Ar), 117.0
(CHAr),132.1 (CH Ar), 140.4 (CH=N), 157.1 (CAr), 178.3 (C=S). Anal.
Calcd. For CgH,oBrN,0S: C, 37.51; H, 3.50; N, 14.58; Found: C, 37.22;
H, 3.76; N, 14.23. HRESIMS my/z: 288.2792 [M]*.

4.3.5. 2-(4-Chlorop} y Jacetaldehyde thi icarbazone (15)

Beige crystals, yield = 52%; mp ( C): 178—181; IR (KBr): 3402
and 3273 (NH,), 3152 (NH), 1532 (C=N) cm . '"H NMR (400 MHz,
DMSO0-ds):44.59 (s broad, 2H, CHz), 7.01 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ar—H),
7.33(d, 2H, ] = 8.7 Hz, Ar—H), 7.50 (s, 1H, CH=N), 7.69 (s, 1H, NH.),
8.19 (s, 1H, NH;), 11.36 (s, 1H, NH). *C NMR (100 MHz, DMSO-d,):
867.1 (CH,), 116.5 (CH Ar), 124.8 (C Ar), 129.3 (CH Ar), 140.5 (CH=N),
156.7 (C Ar), 178.4 (C=S). Anal. Calcd. For CsH,oCINsOS: C, 44.36; H,
4.14; N, 17.24; Found: C, 44.26; H, 3.98; N, 16.71. HRESIMS m/z:
244.0230[M+H]"*.

4.3.6. 2-(2,3-Dichlorophenoxy Jacetaldehyde thiosemicarbazone
(16)

Beige crystals, yield = 40%; mp ( C): 189—192; IR (KBr): 3430
and 3251 (NH,), 3156 (NH), 1545 (C=N) cm . "H NMR (400 MHz,
DMSO-ds): 4 4.80 (s, 2H, CHz), 745—7.00 (m, 3H, Ar—H), 7.53 (s, 1H,
CH=N), 7.71 (s, 1H, NH,), 823 (s, 1H, NH,), 11.41 (s, 1H, NH). 1*C
NMR (100 MHz, DMSO-d,): 4 68.3 (CH,), 112.8 (CH Ar), 120.1 (CAr),
1226 (CH Ar), 1285 (CH Ar), 1324 (C Ar), 139.7 (CH=N), 154.7 (C
Ar), 178.5 (C=S). Anal. Calcd. For CaHsClzN;0S: C, 38.86; H, 3.26; N,
15.11; Found: C, 38.49; H, 3.44; N, 14.83. HRESIMS m/z: 277.9840
M]".

4.3.7. 2-(3.4-Dichlorophenoxy Jacetaldehyde thiosemicarbazone
(17)

White crystals, yield = 56%; mp ( C): 169—172; IR (KBr): 3408
and 3264 (NH,), 3155 (NH), 1534 (C=N) cm . "H NMR (400 MHz,
DMSO-do): 6 4.70 (d, 1H, ] = 4.7 Hz, CHz), 7.02 (dd, 1H, ] = 2.3 Hz,
Ar—H, ] = 9.1 Hz, Ar—H), 731 (d, 1H, ] = 2.3 Hz, Ar—H), 7.49 (t, IH,
] = 47 Hz, CH=N), 7.52 (d, 1H, | = 9.1 Hz, Ar—H), 7.68 (s, 1H, NH.),
8.22 (s, 1H, NH;), 11.38 (s, 1H, NH). "*C NMR (100 MHz, DMSO-d,):
5674 (CHz), 115.6 (CH Ar), 116.7 (CH Ar), 122.9 (C Ar), 131.0 (CH Ar),
131.6 (C Ar), 139.9 (CH=N), 157.3 (C Ar), 178.4 (C=S). Anal. Calcd.
For CoH5CI,N,0S: C, 38.86; H, 3.26; N, 15.11; Found: C, 38.55; H,
3.52; N, 14.91. HRESIMS myz: 277.9822 [M]".

4.4. Synthesis of compounds (18)

3-{(3,4-dichloro)phenoxy)butan-2-one was obtained by react-
ing 3 4-dichlorophenol (6.4 mmol, 1.0 g) with 3-chloro-2-butanone
(6.66 mmol, 0.71 g) in potassium carbonate (9.98 mmol, 1.38 g),
potassium iodide (0.66 mmol, 0.11 g) and 15 mL of acetone. This
mixture was maintained under magnetic stirring at room temper-
ature for 12 h. The precipitate was filtered in a Bichner funnel with
a sintered disc filter and discarded. The solvent was completely
evaporated and then was extracted first into diethyl ether and
water and subsequently in diethyl ether and sodium hydroxide to
0.1 M. The compound was then dried in a Si0, glass dissector under
vacuum. The 3-(34-dichloro)phenoxy-butan-2-one (6.16 mmol,
1.36 g) obtained was reacted with thiosemicarbazide (6.16 mmol,
0.56 g), 4 drops of hydrochloric acid and 10 mL of ethanol in a
150 mL round bottom flask under magnetic stirring for 2 h. A
yellowish solid was obtained, filtered in Biichner funnel with a
sintered disc filter, washed with cold water, and then dried in SiO,.
The products were purified by crystallization using ethanol as
solvent.

44.1. 3-(34-Dichlorophenoxy )butan-2-one thiosemicarbazone
(18)

Yellowish crystals yield = 137 g, 7441% mp ( C): 154—156. IR
(KBr): 3420 (N—H), 3259 and 3155 (NH.), 1593 (C=N), 1282 (C-0),
1084 (C=S) cm''H NMR (300 MHz, DMSO-d): & 142 (d.
] = 6.6 Hz, 3H, CHa), 1.82 (s, 3H, CHa), 5.00 (q, 1H, J = 6.6 Hz, H—C),
7.00 (dd, 1H, J = 3.0 Hz, | = 9.0 Hz, Ar—H), 7.27 (d, 1H, J, = 3.0 Hz,
Ar—H), 7.47 (d, 1H, ] = 9.0 Hz, Ar—H), 7.85 (s largo, 1H, NH,), 8.24 (s
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largo, 1H, NH;). 10.19 (s, 1H, NH). "*C NMR (75.5 MHz, DMSO-d,):
3 11.08 (CH;—C=N), 18.48 (CH,—C—0), 77.12 (CH—0), 116,52 (CH,
Ar), 117.75 (CH, Ar), 122.94 (C—Cl, Ar), 130.99 (CH, Ar), 131.55 (C—Cl,
Ar), 150.58 (C=N), 156.71 (C—0, Ar), 179.30 (S=C—NHa). Anal
Caled. for €, H,3N;05Cl;: C, 43.15; H, 4.28; N, 13.72; Found: C,
43.39; H, 4.09; N, 13.69. HRESIMS my/z: 306.0320 [M+H] *.

4.5. Synthesis of diethyl acetal intermediate

In a round bottom flask, phenol (3.12 mmol) was added to dry
DMF and K,CO; (7.8 mmeol). The mixture was kept under magnetic
stirring at room temperature for 30 min. Then bromoacetaldehyde
diethyl acetal (9.36 mmeol) was added and the brownish mixture
was kept under reflux heating for 72 h. The reactions were moni-
tored by thin-layer chromatographic plate (TLC) After that, the
product was extracted with dichloromethane and solvent was
removed under reduced pressure and then dried in Si0a.

4.6. Synthesis of aldheydes

In a round bottom flask, acetal intermediate was mixed with
acetone (5 mL), after an acid solution (H.50, 7 drops and water
10 mL) had been slowly added. The mixture was kept under reflux
heating (100 *C) for 4 h. The reaction was monitored using a thin-
layer chromatographic plate (TLC). At the end, the product was
extracted with ethyl acetate and the solvent was removed under
reduced pressure and then dried in Si0x.

4.7. Synthesis of intermediated compounds 3-phenoxybutan-2-
ones intermediates to afford compound 18

3-((4-tertbutyl)phenoxy)butan-2-one:4-tert-butylphenol

(6.66 mmol, 1.0 g), 3-chloro-2-butanone (6.66 mmol, 0.71 g), po-
tassium carbonate (998 mmol, 138 g), potassium iodide
(0,66 mmol, 0.11 g) and 15 mL of acetone were mixed in 3 150 mL
round bottom flask and placed under magnetic stirring for 12 h. The
precipitate was filtered in a Biichner funnel with a sintered disc
filter and discarded. The solvent was completely evaporated and
then was extracted first into diethyl ether and water and subse-
quently in diethyl ether and sodium hydroxide to 0.1 M. Compound
was then dried in 5i0- glass dissector under vacuum.

4.8. QSAR

In this work we opted to employ a set of QSAR descriptors,
named electronic and hydrophobic descriptors, that our review of
the literature (see introduction section) had pointed out as being
important for representing the larvicide activity of A. aegypti. In
particular, we selected descriptors of easy chemical interpretation
and at the same time belonging to the ligand, such as: 1) atomic
charge or sum of atomic charge, ii) the electric dipole moment, iii)
HOMO, LUMO and HOMO-LUMO energy difference, iv) Log P and its
square value, LogP?.

In order to obtain the QSAR model, Multiple Linear Regressions
(MLR) |29] between the ligand descriptors and the larvicide activity
for A. aegypti were used due to the simplicity of their interpretation
To avoid collingarity problems between descriptors in MLR |90/,
before obtaining the QSAR equation, the correlation coefficient
matrix (related to the information contained in Table 2) was
determined. Only those descriptors that correlated to the larvicide
activity above 0.7 and at the same time did not correlate with each
other over 0.5 were used in the MLR. In order to check the quality of
the MLR the cross-validation method was employed [21]. In all
cases the Statistica program [92 ] was employed.

4.9, Docking studies for A. aegypti sterol carrier protein-2 (AeSCP-
2)

The in vitro inhibition of AeSCP-2 was measured for molecules 4
and 11, and the other molecules (14—17), shown in Table 1 and
discussed above as highly active in larvicide bioassays, provided a
base for the selection of compounds (ligands) 4, 11,14, 15, 16 and 17
for docking calculations. The optimized structures of all the ligands
were obtained by application of the RM1 method |93], available as
part of the SPARTAN 08' program |94], using internal default set-
tings for convergence criteria. The target structure for docking
calculations and analysis was taken from Protein Data Bank (http://
www.pdb.org) under the PDB code 1PZ4 for A. aegypti sterol carrier
protein-2 (AeSCP-2) [21]. The active site was defined as all atoms
within a radius of 6.0 A from the co-crystallized ligand (palmitic
acid, labeled as PLM in PDB). The concern to take into account the
Induced Fit effects led us to treat the side chains of ten residues as
flexible during the docking calculations, following current trends in
this area. Residues ARG15, LEU16, ILE19, ASP20, ASN23, ARG24,
GLN25, LEUM4S, LEU102 and PHE105 were selected for the AeSCP-2
target. The CHEMPLP score function [95] of the GOLD 5.1 program
[96] was used for docking calculations, followed by the Binana
program [97], which was used to analyze the molecular in-
teractions present in the best docking solutions, using a default
setting, except for H-bond distance, which was changed to a
maximum of 3.5 A The figures were generated with Pymol [98].

4.10. Larvicidal bioassay

The larvicidal activity of the thiosemicarbazones and semi-
carbazones was evaluated using an adaptation [54,32] of the
method recommended by the World Health Organization [29].
Stock solutions were prepared by solubilizing 5 mg of the com-
pounds with the appropriated co-solvents (Tween80); the resulting
solution was then dissolved in 50 mL of distilled water. Dilution of
the stock solutions allowed the preparation of suitable concentra-
tions to be tested. Fourth larvae stage A. aegypti were added to
beakers (20 larvae per beaker) containing these solutions (20 mL).
Four replicate assays were carried out for every sample concen-
tration, and for each assay a negative control was included and
prepared as described without the active compounds. Mortality of
the larvae was determined after 48 h incubation at 28 + 2 °C,
70 £ 10 relative humidity. Larvae were considered dead when they
did not respond to stimulus or did not rise to the surface of the
solution. The lethal concentration value LC., was calculated by
probit analysis using StatusPlus2006 software [32 33].

4.11. Cytotoxicity to mouse splenocytes

BALB/c mouse splenocytes were placed into 96-well plates at a
cell density of 6 = 107 cells/well in an RPMI-1640 medium sup-
plemented with 10% of FBS and 50 ug mL-! of gentamycin. Each test
inhibitor was evaluated in six concentrations (1, 5. 10, 25, 50 and
100 pg mL "} in triplicate. To each well, an aliquot of test inhibitor
suspended in DMSO was added. Controls included wells only
containing either solvent (untreated cells) or saponin (positive
control). The plate was incubated for 24 h at 37 °C and 5% CO,. After
incubation, 1.0 uCi of *H-thymidine {Perkin Elmer, Waltham, USA)
was added to each well, and the plate was returned to the incu-
bator. The plate was then transferred to a beta-radiation counter
(Multilabel Reader, Finland), and the percent of *H-thymidine was
determined. Cell viability was measured as the percent of *H-
thymidine incorporation for treated-cells in comparison to un-
treated cells. Highest non-toxic concentration for each compound
was estimated.
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4.12. Inhibitory cholesterol binding test

Recombinant AeSCP-2 protein was purified and an NBD-
cholesterol (Molecular probes, Eugene, OR, USA)/rAeSCp-2/
compound competition assay was performed as described [69]. A
separate set of tests were performed using NBD cholesterol with
increasing concentration of a SCPI to assess whether the SCPI
interfered with NBD cholesterol fluorescence. If a compound
interfered with NBD cholesterol fluorescence, the background
control was NBD cholesterol along with the SCPL The net change in
NBD cholesterol fluorescence intensity was calculated by sub-
tracting the fluorescence of background controls from the NDB
cholesterol/AeSCP-2 complex in the presence of a compound. The
data were plotted with the relative NBD cholesterol intensity
(bound NBD cholesterol) as the Y-axis and molarity of inhibitor as
the X-axis using GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA).
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