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RESUMO

A partir dos parametros eletronicos obtidos com a Teoria do Funcional Densidade,
realizamos um estudo Quantitativo da Relacdo Estrutura Atividade (QSAR) de
derivados de cetonatiossemicarbazonas e de &cidos kdjico e benzoico para analisar o
potencial de inibicdo da melanogénese destes compostos. Utilizando técnicas
computacionais em conjuncdo com uma Regressdo linear multipla, obtivemos uma
expressdo capaz de prever a concentracdo inibitoria (IC50) destes compostos e dos
demais aqui propostos. Para a previsdo da IC50 foram utilizados os seguintes
pardmetros eletrnicos e fisico-quimicos: afinidade eletrdnica (EA), gap de energia
(AHyL), momento de dipolo (1) e o logaritmo do coeficiente de particdo
[octanol/agua](LogP). Para as cetonatiossemicarbazonas os descritores eletrénicos que
proporcionaram uma boa correlacdo linear com a IC50 experimental foram: a carga
atbmica do nitrogénio N2 e a EA. Para as demais moléculas avaliadas nesta pesquisa,
além desses parametros, foram incluidos o potencial de ionizacdo (IP), a energia do
atracamento molecular (AG), eletronegatividade absoluta (), dureza (), maciez (S),
logaritmo do coeficiente de solubilidade (LogS), volume molar (VM) e o coeficiente
de Hansch (x). Como resultado da QSAR, os descritores que proporcionaram a melhor
correlacdo linear com a IC50 experimental foram: a AHy. e 0 VM. Na analise QSAR
dos derivados dos &cidos kojico e benzoico foi utilizado um conjunto de treinamento
formado por dez moléculas e um grupo de teste constituido por duas moléculas para
uma validagdo cruzada tipo boostrap. Os célculos de AG se restringiram a encontrar o
valor da energia livre de interacdo dos derivados dos &cidos kéjico e benzoico e da
enzima tirosinase por meio da formacdo do complexo ligante-tirosinase. Os valores
das energias de interacdo obtidos para as moléculas propostas se revelaram
promissores, visto que apresentaram valores mais baixos do que o obtido para o
complexo acido kojico-tirosinase. Em todas as analises QSAR, os valores dos
parametros estatisticos de validacdo, como coeficiente de correlagdo, desvio-padrdo,
teste de Fischer e do nivel geral de confiabilidade do modelo, estdo dentro do esperado
para um bom modelo estatistico. Os modelos obtidos fornecem uma boa previsao das
atividades biologicas investigadas neste trabalho apontam para novos compostos
candidatos com potencial para inibicdo da melanogénese.

Palavras-chave: Teoria do Funcional de Densidade. QSAR. Atracamento Molecular.
Melanogénese. Acido Kojico. Acido Benzoico.



ABSTRACT

We have carried ant studies of QSAR using electronic structure derived
parameters be the means of Density Functional Theory (DFT) calculations for
derivatives of ketonethiosemicarbazones, kojic acid and benzoic acid. The aim was to
evaluate the melanogenesis inhibiting potential of these compounds, by using this
procedure and performing a Multiple Linear Regression we obtained an expression
able to predict the inhibitory concentration (IC50) of the compounds studied here. In
predicting the IC50 we used the electronic and physical-chemical parameters of
electron affinity (EA), energy gap (AHu.), dipole of moment (u) and the
[octanol/water]  logarithm  of the  partition  coefficient  (LogP). For
ketonethiosemicarbazones the electronic parameters that provide a good linear
correlation with experimental IC50 are the atomic charge of nitrogen N2 and the EA.
For the other molecules analyzed in this study, in addition to these parameters it is
included ionization potential (IP), molecular docking of energy (AG), absolute
electronegativity (y), hardness(n), softness (S), partition coefficient of molar solubility
(LogS), molar volume (VM) and Hansch coefficient (r). We found that the parameters
leading to the best linear correlation with experimental 1C50 are the interaction energy
and the molar volume. In the QSAR analysis of derivatives of the benzoic and kojic
acids it is used a training group formed by ten molecules and a test group formed of
two molecules to realize a bootstrap-type cross validation. The calculations of the
molecular docking are restricted to values of free energy of derivatives of the benzoic
and kojic acids and to the enzyme tyrosinase forming the tyrosinase-ligand complex.
In all QSAR analysis, the statistical validation such as correlation coefficient, standard
deviation, Fisher test and the model reliability are in that range expected for a good
statistical model. As a conclusion, we show that our model gives a good prediction of
the biological activities, which allow us to indicate new compounds with potential in
inhibiting melanogenesis.

Keywords: Density Functional Theory. QSAR. Molecular Docking. Melanogenesis.
Kojic Acid. Benzoic Acid.
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1. Introducéo

Neste capitulo destacamos alguns aspectos importantes sobre a melanogénese,
processo responsavel pela produgdo das melaninas, como também sobre a importancia
da enzima tirosinase para producdo das melaninas (secdo 1.1). Em seguida discorremos
sobre as tiossemicarbazonas (TSCs), compostos utilizados no tratamento de melanomas
(secdo 1.2), e sobre o &cido kojico (KOJ), utilizado como padréo positivo por diversos
grupos de pesquisa com 0 objetivo de descobrir novas moléculas com potencial para
inibir a enzima tirosinase, principal responsavel pelo processo da melanogénese em
humanos (secdo 1.3). Por fim, apresentaremos um levantamento bibliografico sobre o
uso de modelos tedricos para explicar a atividade biol6gica das tiossemicarbazonas e
outras moléculas, inclusive destacando a importancia dos métodos computacionais de

Quimica Quantica para o estudo de sistemas bioldgicos (secdo 1.4).

1.1. Melanogénese

O cancer surge de uma célula que sofreu mutacdo, multiplicou-se por mitose e
suas descendentes foram acumulando outras mutagdes até darem origem a um tumor. A
formagéo destes tumores se distingue pela proliferacdo celular anormal. As principais
alteracbes genéticas que promovem o desenvolvimento de células com crescimento
descontrolado ocorrem em duas classes de genes reguladores do crescimento presentes
em células normais: 0s proto-oncogenes, que promovem 0O crescimento e 0S genes
supressores de tumor, que inibem o crescimento celular (LOPES, A.A; OLIVEIRA,
A.M; PRADO, 2002; MILLER, E.C; MILLER, 1986; ROSAS, M.S.L; SILVA, B.N.M;
PINTO, R.G.M.P; SILVA, B.V;SILVA, R.A; GUERRA, L.R; SOARES, G.C.M.T;
CASTRO, H.C; LIONE, 2013).

O céancer de pele é o mais comum de todos os tipos de carcinoma, e representa
mais da metade dos diagnosticos da doenca. De acordo com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), a estimativa de 2014, valida também para 2015, é o surgimento de
182.130 novos casos no Brasil. Deste total, 98.420 em homens e 83.710 em mulheres.
Ja com relacdo ao melanoma, o mais letal e agressivo dos tumores cutaneos, este

proporcionara menor incidéncia com cerca de 2.960 novos casos em homens e 2.930 em
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mulheres (HTTP://WWW.INCA.GOV.BR/WCM/DMDC/2013/DIA-MUNDIAL-
CANCER.ASP, [s.d.]).

As melaninas, eumelanina e feomelanina, além de influenciarem no processo de
escurecimento de alimentos, tais como macd e banana, sdo determinantes para a
coloracéo da pele, do cabelo e dos olhos em humanos. As melaninas sdo estruturas ricas
em ligagdes duplas que absorvem energia nas faixas do ultravioleta (UV), visivel (V) e
infravermelho (IV), e agem como radicais livres ndo reativos capaz de neutralizar 0s
radicais livres produzidos pela pele quando esta é exposta a luz solar (BRENNER, M;
HEARING, 2008).

O primeiro mecanismo sintético em relacdo a producdo da melanina no
organismo humano foi elucidado por Raper e Mason, sendo em seguida modificado
pelos pesquisadores Cooksey e Schallreuter. A rota sintética para obtencdo da

eumelanina e feomelanina pode ser observada na figura 1 (CHANG, 2009).

Eumalonogénese A
Feomalonogénese

COOH
/(j/\( TRY OJ\:)/\(COOH
NH.
o p o NH, NH
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=
I)/\(COOH HoN
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Ho o O /\ Cisteinildopa
HO N C

H 0
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Figura 1. Esquema de Biossintese dos pigmentos eumelanina e feumelanina.
Extraido do artigo. Int. J. Mol. Sci.,10, 2440-2475, 20009.
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A melanogénese é 0 processo responsavel pela sintese da melanina, biopolimero
de elevado peso molecular do tipo polifenol de estrutura complexa e coloragéo que varia
desde o amarelo até o preto. Os dois tipos de melanina sdo: a eumelanina e a
feomelanina, a diferenca de coloracdo entre estes pigmentos esta principalmente
relacionada com a sua constituicdo, na qual a eumelanina (pigmento preto) é formada
por residuos indolicos e a feomelanina (pigmento vermelho) por atomos de enxofre e
residuos de benzotiazinas, estando ambos os pigmentos presentes na pele humana
(VIDEIRA; MOURA; MAGINA, 2013).

Os melandcitos séo as células responsaveis pela producdo da melanina, e estdo
espalhados através da pele em diversas partes do corpo humano, tais como na camada
basal da epiderme, no sistema nervoso central e na retina. Os melanossomas sao
estruturas intracitoplasmaticas localizadas no interior dos melandcitos, regido na qual
ocorre a melanogénese, sendo este também o local em que a melanina fica armazenada.
As principais enzimas responsaveis pela producdo da melanina sdo: a TIR, as proteinas
relacionadas a tirosinase (TRPs) e a dopacroma tautomerase (DCT). Das enzimas
citadas acima, a mais importante para o processo da producdo da melanina é a
tirosinase, pois esta é a principal responsavel pela maioria dos processos reguladores da
melanogénese (CHANG, 2012; VIDEIRA; MOURA; MAGINA, 2013).

A produgéo descontrolada da eumelanina e da feomelanina, durante o processo
da melanogénese, é um dos fatores responsaveis pelo desenvolvimento do cancer de
pele mais grave, o melanoma. Um dos principais estimulos da melanogénese € a
radiacdo UV, tal radiacdo ativa a proteina supressora de tumor p53, que ao ser ativada,
eleva os niveis de RNA Mensageiro (RNAmM) e da tirosinase, atuando a radiacdo como
um catalisador nas reacGes da melanogénese (CHANG, 2012; VIDEIRA; MOURA;
MAGINA, 2013).

O melanoma cutdneo é um tipo de cancer de pele que tem origem nos
melandcitos, células produtoras da melanina, com predominancia em adultos brancos. O
cancro do tipo melanoma representa em média 4% dos neoplasmas malignos de pele,
sendo avaliado como o tipo mais grave, devido a elevada possibilidade de manifestar o
processo de metéastase™™.

A metastase € a disseminacdo das células cancerigenas procedentes do tumor
que deu origem a formacéo das novas células tumorais. Por exemplo, o cancer de pele

melanoma pode provocar a formagdo de tumores malignos no figado, ou no cérebro, e
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neste caso estes novos tumores ndo serdo classificados como canceres de figado ou
cerebral, mas sim de melanoma metastatico, cancer que deu origem aos demais tumores
malignos™™.

O melanoma apresenta habilidade de espalhar-se para as demais regides do
corpo humano em processo de metastase de maneira bastante rapida, podendo fazer
surgir células cancerigenas até mesmo nos ganglios linfaticos. Os ganglios linfaticos
compdem o sistema de defesa do organismo, tendo como fungdo captar e destruir
bactérias, substancias nocivas e até mesmo células cancerigenas que venham introduzir-
se no sistema linfatico. Caso as células cancerigenas alcancem os ganglios linfaticos, e
este ndo tenha identificado as células defeituosas, significa que o sistema de defesa do
organismo nao esta funcionando perfeitamente, e por isso é provavel que mais destas
células tenham sido espalhadas por outros Orgdos e tecidos do corpo humano. Ao
alcancar este estagio, a doenca passa a ser descrita como melanoma metastizado
(LOUREIRO; MASCIO; MEDEIROS, 2002; MOSCHETTA, M ; TELEGRAFO, M;
LUCARELLI, N.M; MARTINO; RELLA, L; IANORA, S.A.A; ANGELELLLI, 2014).

Um dos principais problemas em relacdo aos medicamentos aplicados no
tratamento de melanoma tem sido a quimiorresisténcia dos farmacos, nos quais muitos
destes sdo capturados e destruidos pelos melanossomas, impedindo desta forma sua
acdo no meio intracelular (BOGO, [s.d.]).

As enzimas sdo proteinas que tém como principal funcdo realizar a catélise de
diversas reacGes bioquimicas. Por conta do importante papel destas moléculas, as
mesmas vém sendo estudada por diversos grupos de pesquisa que tém com fim
desenvolver novos farmacos para a cura de doencgas degenerativas, tais como cancer,
Alzheimer e 0 mal de Parkinson (YOU, A; ZHOU, J; SONG, S ;ZHU, G; SONG, H; Y1,
2015).

A enzima tirosinase, também conhecida como fenoloxidase, isolada a partir da
bactéria Streptomyces castaneoglobisporus é um complexo enzimatico cuprico-proteico,
presente em microorganismos, animais e plantas, que tem como principal funcdo
catalisar as reagdes responsaveis pela sintese da melanina (CHANG, 2009; NELSON,
D.L; COX, 2000; SENDOVSKI, M; KANTEEV et al., 2011).

A tirosinase € uma proteina que pode apresentar um ou mais atomos de cobre em

seu sitio ativo. De acordo com o sitio ativo pode ser classificada em trés tipos: Tipo
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1,Tipo 2 e Tipo 3(AGUILERA, F; MCDOUGALL, C; BEGNAN, 2013; ROLFF, M;
SCHOTTENHEIM, J; DECKER, H; TUCZEK, 2011).

A tirosinase do tipo 3 é uma proteina binuclear, formada por dois sitios ativos
por molécula, cada sitio possui um atomo de cobre (Cu) e dois atomos de oxigénio, 0s
atomos de Cu ficam coordenados a trés residuos de histidinas cada um, as histidinas se
ligam aos &tomos de cobre por meio dos atomos de nitrogénio, ja os dois oxigénios
(O-0) formam uma ligacdo igual ao do perdxido de oxigénio, conforme pode ser
observado na superposicdo de diversas tirosinases (tipo 3) representada na figura 2
(AGUILERA, F; MCDOUGALL, C; BEGNAN, 2013; ROLFF, M; SCHOTTENHEIM,
J; DECKER, H; TUCZEK, 2011).

Figura 2.Superposicéo de varios sitios ativos de diferentes proteinas da tirosinase do tipo 3.
Extraida do artigo. Chem. Soc. Rev., 40, 4077-4098, 2011.

Toda enzima possui um inibidor de referéncia que varia conforme o organismo
do qual a enzima foi extraida, por exemplo, a tirosinase (Cédigo PDB 3NQ1) obtida a
partir da bactéria Bacillus megaterium tem como ligante de referéncia o acido kojico
(SENDOVSKI, M; KANTEEV, M; BEN-YOSEF, V.S; ADIR, N; FISHMAN, 2010).
Dependendo do tipo de organismo que foi obtida a enzima tirosinase, teremos diferentes
residuos de histidinas distribuidos em seu sitio ativo, por exemplo, na tirosinase obtida a
partir da bactéria Streptomyces castaneoglobisporus(MATOBA, Y; KUMAGAI, T;
YAMAMOTO, A; YOSHITSU, H; SUGIYAMA, 2006), o atomo de cobre Cu” esta
ligado &s histidinas H(38), H(54) e H(63) e o 4tomo de cobre Cu® s histidinas H(190),
H(194) e H(216) (AGUILERA, F; MCDOUGALL, C; BEGNAN, 2013; POPA, CL;
BAHRIM, 2011). Ja no sitio ativo da tirosinase obtida a partir da bactéria Bacillus

megaterium, o &tomo de cobre Cu” estara ligado as histidinas H(42), H(60) e H(69) e 0
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atomo de cobre Cu® as histidinas H(204), H(208) e H(231), conforme representado na
figura 3 (ROLFF, M; SCHOTTENHEIM, J; DECKER, H; TUCZEK, 2011;
SENDOVSKI, M; KANTEEV et al., 2011; SENDOVSKI, M; KANTEEV, M; BEN-
YOSEF, V.S; ADIR, N; FISHMAN, 2010).

Figura 3. Representacdo do sitio ativo da enzima tirosinase da espécie Bacillus megaterium.

Extraidas do artigo. Chem. Soc. Rev., 40, 4077-4098, 2011. cer

continua sendo um grave problema de salude publica mundial, com diversos tipos de
cancer que ndo dispdem de tratamento adequado, despertando assim grande interesse
pela comunidade cientifica em descobrir novos farmacos com atividade antitumoral. Em
razdo disto, e das graves consequéncias que as neoplasias malignas podem ocasionar
para a salde publica, é de grande importancia a realizacdo de pesquisas com o intuito de
colaborar para a descoberta de novos medicamentos capazes de combater tal

enfermidade.
1.2. Tiossemicarbazonas

As propriedades medicinais das TSCs vém sendo investigadas desde 1946,
quando foi descoberta sua atividade inibitoria contra a tuberculose. As TSCs apresentam
as sequintes atividades biomedicinais: antibacteriana (SHEIKHY, M; JALILIAN, AR;
NOVINROOZ, A; MOTAMEDI-SEDEH, 2012), antimalarial (KLAYMAN, D.L;
BARTOSEVICH, J.F; GRIFFIN, T.S; MASON, C. J; SCOVILL, 1979; PINGAEW, R;
PRACHAYASITTIKUL, S; RUCHIRAWAT, 2010), antiviral (GLISONI, R.J;
CHIAPPETTA; FINKIELSZTEIN, L.M; MOGLIONI, A.G; SOSNIK, 2010) tal como
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anti-HIV (BAL, T. R; ANAND, B; YOGEESWARI, P; SRIRAM, 2005), antiflngica
(ALOMAR et al., 2013; REBOLLEDO, A.P; DE LIMA, G.M; GAMBI, L.N;
SPEZIALI, N.L; MAIA, D.F; PINHEIRO, C.B; ARDISSON, J. D; CORTES, M.E;
BERALDO, 2003) e antitumoral (THANIGAIMALAI, P; LEE, K-C; SHARMA, V. K;
ROH, E; KIM, Y; JUNG, 2011; THANIGAIMALAI, P; RAO, E. V; LEE, K-C;
SHARMA, V.K; ROH, E; KIM, Y; JUNG, 2012), sendo hoje a segunda classe mais
importante de compostos antitumorais (BERALDO, H; GAMBINO, 2004). Porém,
além das propriedades bioldgicas citadas acima, também tém sido avaliadas como bons
inibidores a corrosdo para materiais metalicos em ambiente acido.

As TSCs sdo compostos nitrogenados de origem sintética, pertencentes a familia
das iminas, avaliadas como bases de Schiff, em geral obtidas através de reacfes de
condensacdo quiomoseletiva entre tiossemicarbazidas, aldeidos e/ou cetonas (“Schiff
bases (Schiff’s bases)”, 2014; TENORIO, R.P; GOES, A.J.S; LIMA, J.G.DE ; FARIA,
AR. DE; ALVES, A.J; AQUINO, 2005). Sdo sistemas com extrema deslocalizacéo
eletronica, principalmente quando possuem grupos aromaticos ligados ao carbono da
imina (RR'C=NR") (“Schiff bases (Schiff’s bases)”, 2014; TENORIO, R.P; GOES,
AJS; LIMA, J.G.DE ; FARIA, A.R. DE; ALVES, A.J; AQUINO, 2005). Na figura 4,
temos a representacdo geral das tiossemicarbazonas com a numeracao de seus atomos,
segundo recomendagéo da IUPAC (BERALDO, 2004).

S
1 )J\
N 2 4 R3
\‘/ \N 3 N/
A

R2 R4

R1

Figura 4. Representacdo da férmula geral para TSCs.
Onde, R1, R2, R3, R4 = H ou outros substituintes.

As TSCs sdo avaliadas como excelentes ligantes quelatos em fungdo da sua
habilidade para atuarem como ligantes monodentados, bidentandos e tridentados
(FERRAZ, [s.d.]; PEDERZOLLI, [s.d.]). Sua coordenacdo aos metais de transigéo,
normalmente ocorre nos seguintes atomos: nitrogénio amino (N4), nitrogénio
azometinico (N1) e enxofre tiol (FERRAZ, [s.d.]; PEDERZOLLI, [s.d.]). Quando néo

substituidas, exibem configuracdo isomérica do tipo E, com estrutura molecular
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praticamente plana com o atomo de enxofre(S) em geometria trans ao atomo do
nitrogénio azometinico (C=N). Entretanto, ao adicionar grupos substituintes em sua
estrutura molecular é obtida uma mistura dos isdmeros E e Z, nos quais fatores estéricos
e eletrdnicos sdo os principais responsaveis pelo arranjo final da molécula(LOBANA,
T.S; SHARMA, R; BAWA, G; KHANNA, 2009). As TSCs com nitrogénio terminal
(grupo amina) totalmente substituido cristalizam-se com o 4tomo de enxofre em posicéo
cis ao nitrogénio azometinico (C=N), numa configuracdo do tipo Z, em virtude de sua
maior estabilidade termodinamica (WEST, D.X; LIBERTA, A.E; PADHYE, S.B;
CHIKATE, R.C; SONAWANE, P. B; KUMBHAR, A.S; YERANDE, 1993).

Algumas das vantagens atribuidas a sintese das TSCs e derivados sdo: elevada
quimiosseletividade, facilidade de armazenamento, manipulagdo, versatilidade de
obtencdo, baixo custo de sintese e obtencdo com rendimentos altos. Como também,
podem ser aproveitados como intermediarios na sintese de muitos nacleos heterociclicos
importantes, tais como: tiadiazois, ditiazolidinas e triazinas (BERALDO, H;
GAMBINO, 2004; TENORIO, R.P; GOES, A.J.S; LIMA, J.G.DE ; FARIA, AR. DE;
ALVES, A.J; AQUINO, 2005). A sua sintese € avaliada como ecologicamente correta,
pois com excecdo da agua que € liberada em seu processo sintético, todos os outros
atomos dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final (BERALDO, H;
GAMBINO, 2004; TENORIO, R.P; GOES, A.J.S; LIMA, J.G.DE ; FARIA, AR. DE;
ALVES, A.J; AQUINO, 2005). Por conta da sua excelente capacidade de coordenar-se
aos metais de transicdo, as TSCs tém sido investigadas nas mais diversas areas, tais
como: bioquimica inorganica, quimica de coordenacdo e quimica analitica (CASAS,
J.S; GARCIA-TASENDE, M.S; SORDO, 2000). Na quimica analitica, as TSCs tém
sido aplicadas para detectar e/ou remover metais toxicos, como por exemplo: mercurio e
cadmio em aguas contaminadas, bem como também para detectar outros metais de
transicdo, Co (11), Ni (11),Cu (I1) e Ag (I) (ARENDSE, M.J; GREEN, I.R; KOCH,
1997).

As TSCs tanto em sua forma neutra (tiol e/ou tiona), quanto em sua forma
anidnica podem interagir com os metais de transicdo para formarem complexos do tipo
quelato, atuando como ligantes através da doacdo de pares de elétrons aos ions
metalicos (FERRAZ, [s.d.]). Ao sofrer tautomerismo podem coexistir nas formas de
tiona (C=S), tiol (S-H) e anidnica. A forma tiona (C=S) atua como ligante neutro

bidendato e a tiol (S-H) ao sofrer desprotonacdo atua como ligante anionico. O pH ideal
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para sintetizar as TSCs é &cido, estando no intervalo entre 4 e 5. As formas
tautoméricas das TSCs podem ser observadas na figura 5 (VARUGHESE, [s.d.])

Tiona Tiol Anibdnica

Figura 5. Estruturas tautoméricas e anidnica das tiossemicarbazonas.
Extraida do artigo. Quim. Nova, 28, 1030-1037, 2005.

De maneira geral, 0 mecanismo de acdo das TSCs ocorre através da inibicdo ou
mimetizacdo de certas enzimas, da complexacdo com metais enddgenos, por meio de
reacdo redox ou até mesmo pela interacdo com o DNA, inibindo sua sintese. Em Geral,
a complexacdo entre as TSCs e 0s metais de transicdo ocorre através de ligagdes
coordenadas com os atomos de enxofre (S) e nitrogénio azometinico (C=N). A
habilidade para formar ligacdes coordenadas é favorecida ao ser introduzido grupos
doadores de elétrons ao carbono da fungdo azometina (C=N) (FERRAZ, [s.d.];
PEDERZOLLI, [s.d.]).

Medicamentos com derivados de TSCs como principio ativo, ja& vém sendo
fabricados e utilizados no tratamento de diversos tipos de tumor, inclusive ao Linfoma
de Hodgkin, antigamente denominado como Doenca de Hodgkin, que corresponde a um
dos varios tipos de cancer do sistema linfatico (DANTER, 2010; FASS, 2008).

A cisplatina ou cis-diaminodicloroplatina (1), Figura.6, um dos primeiros
medicamentos a ser utilizado em diversos tratamentos de neoplasias malignas, tais como
canceres de ovario, testiculos, pulméo, cabeca, estbmago e melanoma. Este principio
ativo vem demonstrando resisténcia aos tumores, bem como proporcionando efeitos
colaterais danosos a saude (FONTE, A.P. S; AMEIDA, S.G. DE; NADER, 1997;
“http://pubs.acs.org/cen/coverstory/83/8325/8325cisplatin.html, acessado em
12/03/2012.”, [s.d.], “http://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/cancers-in-
general/treatment/cancer-drugs/cisplatin, acessado em 15/07/2013.”, [s.d.]). Portanto,
em razdo dos efeitos adversos causados pela cisplatina nos tratamentos de tumores

cancerigenos, das propriedades medicinais apresentadas pelas TSCs, esta classe de
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moléculas vem sendo avaliada como possivel alternativa para reverter a resisténcia

celular e os efeitos colaterais indesejaveis causados pela cisplatina.

HaN \Pt o
H3N/ ¢

Figura 6. Estrutura molecular da cisplatina.

A hidroxiureia, substancia ja em uso clinico no tratamento de varios tipos de
canceres malignos, como leucemia e melanoma, possui como principal mecanismo de
acdo a inibicdo da sintese do DNA, blogueando a enzima ribonucleotideo redutase
(RNR). Contudo foi comprovado que este medicamento tem baixa afinidade pela
enzima RNR e curto tempo de vida no plasma, fatores que possivelmente estariam
comprometendo sua eficiéncia contra as células tumorais (BERALDO, 2004;
TENORIO, R.P; GOES, AJ.S; LIMA, J.G.DE; FARIA, AR. DE; ALVES, AJ;
AQUINO, 2005).

Testes experimentais tém indicado que as TSCs sdo eficientes inibidores das
enzimas tirosinase e RNR, principais responsaveis pelas reacdes de duplicacdo, sintese e
reparacdao do DNA, logo sdo avaliadas como provaveis bons medicamentos contra o
cancer e outras doencas degenerativas, como o mal de Parkinson (BERALDO, H;
GAMBINO, 2004; OLIVEIRA, P.A; COLACO, A; CHAVES, R; GUEDES-PINTO, H;
DE-LA-CRUZ P, L.F; LOPES, 2007; TENORIO, R.P; GOES, A.J.S; LIMA, J.G.DE;
FARIA, AR. DE; ALVES, A.J; AQUINO, 2005).

Gentamicina e hidroxiureia, Figura.7, sdo 0s Unicos inibidores comerciais da
enzima RNR, mas, de acordo Liu e colaboradores, as moléculas 3-aminopiridina- 2-
carboxaldeido tiossemicarbazona (Triapina-3AP) e a 3-aminopiridina-4-metil-2-
carboxaldeido (3-AMP) tiossemicarbazona sdo 1000 vezes mais eficientes que a
hidroxiureia em células da leucemia L-1210, portanto sdo avaliadas como excelentes
agentes antitumorais (ANTUNES, L.M.G; BIANCHI, 2004; BERALDO, H;
GAMBINO, 2004; CUNHA, S; SANTOS, A.O; SILVA, 2011; ENYEDY, E. A;
PRIMIK, M.F;, KOWOL, C.R; ARION, V.B; KISS, T; KEPPLER, 2011; FERRAZ,
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[s.d.]; FINCH, R.A; LIU, M-C; GRILL, S.P; ROSE, W.C; LOOMIS, R; VASQUEZ,
K.M: CHENG, Y-C; SARTORELLI, 2000; MATESANZ, A.I; HERNANDEZ, C;
SOUZA, 2014: NUTTING, C.M; HERPEN, V.C. M. L; MIAH, A.B: BHIDE, S.A;
MACHIELS, J-P; BUTER, J; KELLY, C; DE RAUCOURT, D; HARRINGTON, 2009;
SOARES, [s.d.]).
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Figura 7. Estruturas moleculares e medicamentos comercializados com os principios ativos: gentamicina e
hidroxiureia.

piridina tiossemicarbazona (2FP) é ativa contra leucemia, contudo, ao adicionarem o
substituinte 3-hidroxi nesta molécula, e realizar novos testes clinicos e toxicoldgicos,
descobriram que a molécula obtida era bem mais potente e 25 vezes menos tdxica que a
2FP (CUNHA, S; SANTOS, A.O; SILVA, 2011; PELOSI, 2010). Embora, tenha sido
encontrada como uma molécula mais eficiente e menos toxica, a 2FP teve um papel
bastante relevante para a pesquisa cientifica, pois, as primeiras informacdes com relacao
ao mecanismo das TSCs contra células cancerigenas foram obtidas por meio de estudos
com a 2FP (CUNHA, S; SANTOS, A.O; SILVA, 2011; PELOSI, 2010).

Patel, H. D. e Shah, S.A. realizaram testes antitumorais com derivados de TSCs
em diversas linhagens de cancer, seguindo o protocolo estabelecido pelo Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos da América, e obtiveram resultados
promissores para todos os compostos testados (PATEL, H.D; SHAH, 2012).

Sang-Hun Jun e colaboradores testaram uma série de TSCs contra células B16
de melanoma e comprovaram que alguns de seus compostos sdao mais eficientes que a
tioureia — Figura.8, composto bastante conhecido na literatura para o tratamento de
cancer (THANIGAIMALAI, P; LEE, K-C; SHARMA, V.K; JOO, C; CHO, W-J; ROH,
E; KIM, Y; JUNG, 2011).
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Figura 8. Estrutura Molecular da tioureia.

Em outro trabalho de pesquisa, Sang-Hun Jun e colaboradores avaliaram uma
série de cetonatiossemicarbazonas com relacdo ao potencial de inibicdo da
melanogénese, como resultado as cetonatiossemicarbazonas investigadas se mostraram
promissoras como inibidoras da melanogénese (THANIGAIMALAI, P; LEE, K-C;
SHARMA, V. K; ROH, E; KIM, Y; JUNG, 2011).

Paula Roberta e colaboradores realizaram testes in vitro com derivados de
benzaldeido canfeno tiossemicarbazona em células de melanoma humano, como
resposta, alguns derivados apresentaram agédo antiproliferativa eficaz, sendo, portanto,
avaliados como promissores candidatos no tratamento de melanoma (SOARES, [s.d.]).

Heloisa Beraldo e colaboradores fizeram testes de citotoxicidade para a TSC
N(4)-fenil-2-benzilpiridina e seus complexos de estanho Sn (1V) contra as linhagens de
celulas tumorais MCF-7TK-10 e UACC-62, encontradas em humanos. O resultado dos
testes apontaram que um dos complexos avaliados foi capaz de induzir o processo de
apoptose nas células tumorais da linhagem UACC-62, e outro complexo se mostrou
mais eficiente que o medicamento etoposide®, droga ja utilizada clinicamente para
tratamento de cancer de pulmao, testiculos, estdbmagos e linfoma de Hodgkin (FERRAZ,
K.0.S; CARDOSO, G.M.M; BERTOLLO, C.M; SOUZA-FAGUNDES, E.M;
SPEZIALI, N; ZANI, C.L; MENDES, I.C; GOMES, M.A; BERALDO, 2011;
MENDES, I.C; MOREIRA, J.P; ARDISSON, J.D; SANTOS; DA SILVA, P.R.O;
GARCIA, I; CASTINEIRAS, A; BERALDO, 2008).

Além disso, os estudiosos supracitados produziram estudos experimentais in
vitro com células tumorais, para avaliar o potencial antitumoral de derivados de
complexos de galio (I1l) com TSCs, como resultado obtiveram que 0s compostos
avaliados sdo promissores candidatos a farmacos para o tratamento de tumores (LESSA,
J.A; PARRILHA, G.L; BERALDO, 2012).

Ferraz em sua dissertacdo de mestrado realizou testes experimentais citotoxicos

contra as células tumorais: Hep-G2 (tumor hepético), UACC-62 (melanoma), A431
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(carcinoma de cabeca e pescogo), HL60(leucemia) com os complexos de Pd (1) e Pt (1)
de TSCs, como resposta, obteve atividades promissoras em relacdo aos complexos
investigados para com relacdo a capacidade de inibir a proliferacdo das células tumorais
analisadas (FERRAZ, [s.d.]).

Embora a literatura tenha divulgado a existéncia de muitos farmacos com a
capacidade para bloquear o mecanismo da melanogénese, somente uma pequena parte
destes esta em uso, em funcdo da baixa atividade e/ou incidéncia de efeitos colaterais
graves. Com isso, diversos trabalhos cientificos tém destacado os derivados de TSCs
como excelentes candidatos para tratar diversos tipos de neoplasias malignas, pois além
de oferecerem eficiéncia antitumoral, vém apresentando baixa incidéncia de efeitos
colaterais graves.

As pesquisas experimentais para a descoberta de novos medicamentos eficientes
demandam muito tempo e dinheiro, por isso os calculos computacionais tém se
mostrado bastante Uteis, como ferramenta para a descoberta de novos farmacos, pois
vém proporcionando ganho de tempo, reducdo do custo financeiro e bons resultados.

1.3.  Acido Kgjico

A producéo excessiva e 0 acimulo das melaninas podem levar a diversos tipos
de desordens dermatoldgicas, incluindo hiperpigmentacdes, como: melasma, sardas,
melanoderma e lentigo maligno, este comumente conhecido como melanoma cutaneo.

O KOJ, Figura.9, foi descoberto como inibidor da enzima tirosinase em 1907 por
K.Saito, a partir de entéo, diversos grupos de pesquisa ttm mencionado 0 mesmo como

molécula de referéncia para a descoberta de novos inibidores.

Figura 9. Estrutura Molecular do &cido kojico.

O KOJ age como inibidor do tipo competitivo reversivel na biossintese das

melaninas, através da inibicdo da atividade enzimatica da tirosinase. A inativacéo da
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atividade enzimatica da tirosinase pelo KOJ ocorre através da formacdo de um
complexo quelato com o ion cobre, encontrado no sitio ativo da enzima através dos
grupos 5-hidroxi e 4- carbonil do KOJ (AHN, S.M; RHO, H.S; BAEK, H.S; JOO, Y.H;
HONG, Y.D; SHIN, S.S; PARK, Y. H; PARK, 2011; CHO, J.C; RHO, H.S; JOO, Y. H;
LEE, C.S; LEE, J; AHN, S.M; KIM, J.E; SHIN, S.S; PARK, Y. H; SUH, K.DO; PARK,
2012; KRISHNAN, K; PRATHIBA, K; JAYAPRAKASH, V; BASU, A; MISHRA, N;
ZHOU, B; HU, S; YEN, 2008).

O KOJ é um antibiotico bioldgico de origem natural, produzido por diversas
espeécies de fungos ou bactérias, como por exemplo: Aspergillus oryzae, Penicillium ou
Acetobacter spp em processo aerdbico, que sozinho, ou seja, livre ndo apresenta
atividade terapéutica satisfatdria para ser aproveitado na producdo de cosméticos,
clareadores de alimentos e medicamentos, ja os seus derivados tém apresentado diversas
propriedades clinicas, exemplos: antitumoral, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
antidiabético e anticonvulsivo(AYTEMIR, M.D; KARAKAYA, 2012; CHEN, Y-H;
LU, P- J; HULME, C; SHAW, 2013; EL-KADY, ISMAEL A; ZOHRI, AN.A;
HAMED, 2014; HA, S.K; KOKETSU, M; LEE, K; CHOI, S.Y; PARK, J-H;
ISHIHARA, H; KIM, 2005). Além das atividades clinicas citadas acima, alguns
derivados do KOJ apresentam outros predicados, tais como propriedades agrotoxicas
como herbicida e inseticida, bem como também habilidade para agir como reagente
analitico para determinacdo de terras raras (AYTEMIR, M.D; KARAKAYA, 2012).

Park e colaboradores sintetizaram e avaliaram o potencial inibitorio de certos
derivados do KOJ contra a tirosinase, como resultado os compostos sintetizados
apresentaram forte atividade inibitoria contra o processo da melanogénese (AHN, S.M;
RHO, H.S; BAEK, H.S; JOO, Y.H; HONG, Y.D; SHIN, S.S; PARK, Y. H; PARK,
2011).

De acordo com a literatura, TSCs, KOJ e derivados sdo avaliados como
excelentes ligantes quelatos e por este motivo vém sendo extensivamente pesquisado
como inibidores enzimaticos para o tratamento de diversas doencas degenerativas, Como
o mal de Parkinson, o Alzheimer e o cancer, >,

Em fungdo das importantes propriedades medicinais do KOJ, das TSCs e seus
derivativos citadas pela literatura, optamos por realizar o estudo quimico quantico
computacional para derivados destas classes de moléculas, com a finalidade de

encontrar provaveis novos principios ativos com atividade inibitdria contra as atividades
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enzimaticas responsaveis pelo surgimento de doencas degenerativas, tais como: cancer,

mal de Parkinson e Alzheimer.
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1.4. Estudos Teodricos

As técnicas computacionais de Quimica Quantica tém sido bastante utilizadas
para explicar problemas quimicos, fisico-quimicos, biologicos e tecnologicos, por
exemplo: carcinogénese quimica(BEDOR, C.N.G; MORAIS, R.J.L; CAVALCANTI,
L.S; FERREIRA, J.V: PAVAO, 2010; HUETZ, P; KAMARULZAMAN, E.E;
WAHAB, H.A ; MAVRI, 2004) adsorcdo quimica(FERREIRA, J.V; PAVAO, 2008),
quimica medicinal(POPOVIC-BIJELIC, A; KOWOL, C.R; LIND, M.E.S; LUO, J;
HIMO, F; ENYEDY, E.A; ARION, V.B; GRASLUND, 2011; SANT’ANNA, 2009),
supercondutividade, corrosdo(KOHLI, E; ARORA, R; KAKKAR, 2014), 6ptica ndo
linear(MACHADO, A.E DE A; DOS SANTOS, H.F; DE ALMEIDA, 2011)e outros
problemas(ARROIO, A; HONORIO, K.M; SILVA, 2010; ARSLAN, T;
KANDEMIRLI, F; EBENSO, E.E; LOVE, I, ALEMU, 2009; FERREIRA, J.V;
PAVAO, 2008; GECE, 2008; GOULART, C.M; ESTEVES-SOUZA, A; MARTINEZ-
HUITLE, C.A; RODRIGUES, C.J.F; MACIEL, M.AM; ECHEVARRIA, 2013;
PAVAO, A.C; BRAGA, M; TAFT, C.A; HAMMOND, B.L; LESTER, 1991; PAVAO,
A.C; TAFT, C.A; GUIMARAES, T.C.G; LEAO, M.B.C; MOHALLEM, J.R; LESTER,
2001; UDHAYAKALA, P; JAYANTHI, A; RAJENDIRAN, 2011). Visto que a
comunidade cientifica tem trabalhado bastante nestes Gltimos anos, citaremos alguns
trabalhos que demonstram a importancia da Quimica Quantica Computacional no
estudo de casos em biologia, quimica e materiais.

Silva e colaboradores desenvolveram um modelo tedrico para avaliar o potencial
terapéutico antitripanosoma de derivados de TSCs, através de estudos quanticos
computacionais e analises quimiométricas de descritores eletrdnicos, estruturais e
topoldgicos, obtidos por meio de célculos computacionais, utilizando a Teoria do
Funcional de Densidade (DFT) com o funcional B3LYP e a funcéo de base 6-311G*,
como resultado obtiveram um modelo tedrico capaz de prever com eficiéncia o
potencial medicinal das moléculas investigadas (LOZANO, N. B. H; WEBER, K. C;
HONORIO, K. M; GUIDO, R. V. C; ANDRICOPULO, A. D; DA SILVA, 2012).

Lessa, J. A. e colaboradores realizaram estudos experimentais e tedricos,
utilizando os métodos quimico-quanticos DFT e MP2 com o funcional B3LYP e as
funcbes de base cc-pvVDZ e LANL2DZ, com complexos metalicos de TSCs o(N)-
heterociclicas. No estudo tedrico foram realizados tratamentos estatisticos com
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descritores eletronicos obtidos através de calculos computacionais de Quimica
Quaéntica, como resultado destes estudos concluiram que a carga do enxofre (S) e a
energia do HOMO (orbital molecular de maior energia ocupado) explicavam a atividade
citotoxica dos complexos investigados. Ja com relacdo ao experimental foram
realizados testes de citotoxicidade em células tumorais in vitro, no resultado dos testes
foi observado que parte das células tumorais sofreram morte por apoptose e/ou
autofagia, o que evidenciou mais uma vez a importancia medicinal das TSCs (SOARES,
M.A; LESSA, J.A; MENDES, I.C; DA SILVA, J.G; DOS SANTOS, R.G; SALUM et
al., 2012).

Kandemirli e colaboradores fizeram um estudo teorico, utilizando a DFT com o
funcional B3LYP e as fungdes de base 6-31G(d,p) e LANL2DZ, e experimental da
molécula 5-metoxiisatin-3-(N-ciclohexil)-tiossemicarbazona e seus complexos de Ni(ll)
e Zn(Il), como resultado, o estudo teodrico foi capaz de descrever com eficiéncia os
parametros experimentais estruturais e espectrais dos compostos investigados, o que nos
permite afirmar que o estudo computacional de Quimica Quantica aplicado foi bom para
0 estudo destas moléculas (KANDEMIRLI, F; ARSLAN, T; KARADAYI, N;
EBENSO, E.E; KOKSQY, 2009).

Karakaya e colaboradores realizaram um estudo te6rico computacional
aplicando os métodos HF e DFT com os funcionais B3LYP e BP86/CEP-31G* com as
seguintes funces de base 6-31G(d,p), 6-311G(d,p), 6-311++G(d,p), LANL2DZ 6-
31G(d,p), com relacdo a estabilidade dos tautdbmeros derivados do isatin-3-
tiossemicarbazona, como resultado, os calculos computacionais descreveram de maneira
satisfatoria as variaveis experimentais das moléculas investigadas (AYTEMIR, M.D;
KARAKAYA, 2012; KOHLLI, E; ARORA, R; KAKKAR, 2014).

H& muitos anos, Hammet e colaboradores trabalharam na possibilidade de
encontrar uma correlagcdo entre a resposta bioldgica experimental e os parametros
estruturais, eletrénicos e fisico-quimicos, obtidos por calculos computacionais de
Quimica Quantica, como resultado destas pesquisas, notaram que era aceitavel prever a
atividade biolodgica, utilizando uma correlagdo estatistica entre os parametros obtidos
por célculos computacionais e a atividade biolégica (TAVARES, 2004). A partir desta
proposta sugerida por Hammet e colaboradores, inimeros modelos foram
desenvolvidos, inclusive o de Pavéo e colaboradores que criaram um modelo teorico

capaz de prever o potencial carcinogénico de substancias quimicas, utilizando
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descritores eletronicos e fisico-quimicos, obtidos por meio de célculos quanticos
computacionais. Para a formulagdo do modelo desenvolvido por Pavéo e colaboradores,
foi aplicada a teoria da ressonéancia nao sincronizada das ligagdes covalentes (RVB), de
Linus Pauling, para sistemas de interesse bioldgico e com potenciais aplicacdes em
magnetismo e supercondutividade (LEAO, M.B.C; SOUZA, F.N.DE; TAFT, C.A;
PAVAO, 2003; PAVAO, A.C; TAFT, C.A; GUIMARAES, T.C.G; LEAO, M.B.C;
MOHALLEM, J.R; LESTER, 2001).

Pavao, Taft e colaboradores, utilizando a RVB associada a calculos de orbitais
moleculares, explicam com sucesso variados fendmenos além da carcinogénese
quimica, tais como: supercondutividade, fotocondutividade, magnetismo, catélise,
adsorcdo quimica, estabilidade de moléculas e reacbes quimicas (LEAO, M.B.C;
SOUZA, FN.DE; TAFT, C.A; PAVAO, 2003; PAVAO, A.C; TAFT, C.A;
GUIMARAES, T.C.G; LEAO, M.B.C; MOHALLEM, J.R; LESTER, 2001). Lefo,
Pavéo , Taft e colaboradores também expuseram o valor dos métodos computacionais
de Quimica Quantica a nivel semi-empirico com o hamiltoniano AM1 para a descoberta
de novos medicamentos aplicaveis para o tratamento de enfermidades degenerativas,
como, cancer, AIDS, Alzheimer e mal de Parkinson (SILVA, C.H.T.P.DA ; SILVA,
V.B.DA; TAFT, 2008; TAFT, C.A; SILVA, 2006). Pavéo, Ledo, Soares Neto e Ferreira
Neto, utilizando as propriedades estruturais e eletrbnicas obtidas através de calculos
Quimico-Quanticos com o método Semi-Empirico AM1 para as aflatoxinas do tipo B e
G, determinaram o potencial carcinogénico destas moléculas (PAVAO, A.C; SOARES,
L.A; NETO, J.F; LEAO, 1995).

Ledo, Pavéo e colaboradores, através da aplicacdo do modelo RVB de interacédo
carcindgeno-DNA e da Analise de Componentes de Principais (ACP) dos descritores
eletronicos (afinidade eletronica, potencial de ionizacdo e a energias dos Orbitais
Moleculares de Fronteira (FMO), obtidos por meio de calculos computacionais,
caracterizaram o potencial carcinogénico para diversas substancias quimicas (LEAO,
M.B.C; PAVAO, A.C; ESPINOZA, V.A.A; TAFT, C.A; BULNES, 2005).

A pesquisadora, Bedor, ao aplicar o modelo quimico quantico desenvolvido por
Pavdo e Ledo em seu trabalho de pesquisa, intitulado de “Study of carcinogenic
potential of pesticides used in fruit production by a Quantic Chemical model”,
apresentado no X Congresso Brasileiro de Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese
Ambiental, e publicado nos Anais do IX Congresso Brasileiro da SBMCTA 2009, a
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pesquisadora pode prever a nivel qualitativo o potencial carcinogénico de agrotoxicos
utilizados na fruticultura. Pavdo, Bedor, Ferreira e colaboradores descreveram o
potencial carcinogénico do inseticida e acaricida endosulfan e seus metabdlitos,
aplicando uma técnica multivariada estatistica a ACP a descritores eletrénicos e fisicos
quimicos, obtidos através de calculos computacionais de Quimica Quéantica (BEDOR,
C.N.G; MORAIS, R.J.L; CAVALCANTI, L.S; FERREIRA, J.V; PAVAO, 2010).

O pesquisador Henryk Chojnack descreveu estrutura eletrénica de complexos
anticancerigenos de estanho, utilizando descritores eletrénicos obtidos por meio de
calculos computacionais de Quimica Quantica a nivel semi-empirico com o método
PM3, a nivel ab initio com o método MP2 e aplicando a DFT. Os complexos
investigados apresentaram atividade antitumor citotoxica eficaz contra as células: A549
(adenocarcinoma  pulmonar) e HSMC  (células vasculares lisas de
humanos)(CHOJNACKI, 2003).

A. Edward propbe que através das energias dos FMO, obtidas através de
calculos computacionais utilizando o método de Huickel extendido, € possivel prever o
potencial antitumoral de substancias quimicas (BOUDREAUX, 2001).

Heloisa Beraldo e colaboradores ja vém alguns anos realizando uma série de
estudos experimentais e tedricos, utilizando os método DFT e MP2 com os funcionais
B3LYP e LANL2DZ e as fungdes de base 6-31G e cc-pVDZ, no intuito de avaliar o
potencial farmacoldgico de varios tipos de TSCs, em alguns destes trabalhos também
realizaram calculos e avaliacOes estatisticas, com o intuito de encontrar uma relacao
entre as propriedades medicinais e os descritores eletronicos, obtidos por meio de
calculos computacionais (PARRILHA et al., 2011; PARRILHA, G.L; DIAS, R.P;
ROCHA, W.R; MENDES, I.C; BENITEZ, D; VARELA, J; CERECETTO, H;
GONZALEZ, M; MELO, C.M.L; NEVES, J.K.A.L; PEREIRA, V.R.A; BERALDO,
2012; SOARES, M.A; LESSA, J.A; MENDES, I.C; DA SILVA, J.G; DOS SANTOS,
R.G; SALUM et al.,, 2012; VIEIRA, R.P; LESSA, J.A; FERREIRA, W.C; COSTA,
F.B; BASTOS, L.F.S; ROCHA, W.R; COELHO, M.M; BERALDO, 2012).

Ahmed A Al-Amiery e colaboradores fizeram estudos experimentais e tedricos
para estimar as atividades bioldgicas, antioxidante e antimicrobial, em derivados de
TSCs, neste trabalho os pesquisadores avaliaram as energias dos FMO, obtidas atraves
de calculos computacionais de Quimica Quantica, utilizando a DFT, como resposta,

concluiram que valores baixos para 0 gap de energia (AEy.) explicava a facilidade da
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transferéncia de elétrons entre as espécies quimicas reagentes para ocorréncia de reagdo
quimica entre as espécies quimicas investigadas (ZHENG, Y; ZHENG, M; LING, X;
LIU, Y; XUE, Y; AN, L; GU, N; JI, 2013).

Silva, R.C. e colaboradores elaboraram um estudo de Modelagem Molecular de
Chalconas e Dihidrochalconas, usando o método DFT/6-31G*, a fim de investigar a
reatividade quimica, estabilidade molecular e identificacdo de provaveis sitios de
atividade bioldgica dos sistemas investigados, ao realizaram a avaliacdo dos resultados,
tomaram como referéncia a definicdo sobre os FMO, com relacdo ao caréater elétron-
doador do HOMO, e elétron-receptor do LUMO, e chegaram a conclusdo de que os
sistemas que apresentaram valores mais altos para 0 HOMO sdo mais reativos e por isso
possuem maior facilidade para doar elétrons, e 0s sistemas que exibiram valores mais
baixos para o LUMO, foram considerados mais estaveis, e com menor facilidade para
doar elétrons durante uma reacdo quimica (SILVA, R.C., 2014).

Diversos outros pesquisadores tém comprovado que os célculos computacionais
de Quimica Quantica sdo de grande relevancia para explicar as propriedades bioldgicas
de substancias quimicas (GOULART, C.M; ESTEVES-SOUZA, A; MARTINEZ-
HUITLE, C.A; RODRIGUES, C.J.F; MACIEL, M.AM; ECHEVARRIA, 2013;
KNAPP-MOHAMMADY; MARCH, 2010; KUMAR, S.S; ATHIMOOLAM, S;
SRIDHAR, 2015; MACIEL, M.A.M; MOURA, E.C.M DE; SOUZA, A.D.N; ROSSI,
C.G.F.T; SILVA, 2013; OBOT, I. B; OBI-EGBEDI, N. O; EBENSO, E. E; AFOLABI,
A. S; E OGUZIE, 2012; SAYIN, K; KARAKAS, 2013). Portanto, com 0 sucesso de
todas estas pesquisas é possivel endossarmos nossa proposta de querer determinar a
atividade biologica tedrica de determinadas moléculas quimicas, e o de encontrar novos
derivados do KOJ com habilidade para inibir a enzima tirosinase, através da avaliacdo
estatistica de parametros eletrénicos, obtidos através de célculos computacionais de

Quimica Quantica.
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2. Objetivos
2.1. Geral

Avaliar o potencial de inibicdo da melanogénese de derivados de
cetonatiossemicarbazonas e dos é&cidos kojico e benzoico através de célculos

computacionais DFT e analises estatisticas.

2.2. Especificos

Realizar calculos computacionais DFT para obter 0s seguintes descritores eletronicos:
AEnL, EA, IP,u e as qN1,gN2 e gN3 das cetonatiossemicarbazonas, e para as demais
moléculas avaliadas nesta pesquisa, além destes descritores também obtidos: AG, y,n, S
VM, LogS, LogP e m;;

v Realizar célculos de Ancoragem Molecular para obter o valor da energia de
interacdo entre os derivados do KOJ e a enzima tirosinase;

v' Realizar Avaliacdo Estatistica Quantitativa de Estrutura Atividade (QSAR),
aplicando o método de Regressdo linear multipla (RML) aos descritores eletrénicos;

v Auvaliar os resultados da QSAR em comparacdo com os valores experimentais da
atividade bioldgica das cetonatiossemicarbazonas;

v" Tendo como referéncia a estrutura das cetonatiossemicarbazonas, propor novas
moléculas com maior capacidade inibitoria da melanogénese;

v' Promover um estudo prévio com relacdo a interacdo entre as moléculas
investigadas na segunda etapa desta pesquisa com a enzima tirosinase, atraves de
calculos computacionais de Ancoragem Molecular;

v' Aplicar os resultados da QSAR das moléculas derivadas do acido benzoico e
kojico para identificar os descritores eletronicos que mais contribuem para descrever a
atividade bioldgica destas moléculas;

v' Validar estatisticamente a funcdo encontrada na QSAR das moléculas de
referéncia e aplicar esta funcdo para prever o valor da atividade biolégica das moléculas
propostas nesta pesquisa como provaveis inibidoras da enzima tirosinase;

v Dentre as moléculas propostas, encontrar pelo menos uma com o valor de IC50
mais baixo que o das moléculas de referéncia.
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3. Metodologia

Neste capitulo apresentamos as metodologias computacionais e estatisticas
aplicadas nesta pesquisa. Na segéo 3.1 descreveremos a DFT, incluindo uma descrigéo
dos Teoremas de Hohemberg e Kohn (secéo 3.2.1), das equacdes de Kohn-Sham (se¢édo
3.2.2) e dos funcionais hibridos de troca e correlacdo (secdo 3.2.3). Na se¢do 3.2
apresentamos a teoria aplicada aos calculos de Ancoragem Molecular. Discorremos na
secdo 3.3 sobre a RML, metodologia matematica aplicada na anélise estatistica, a
QSAR, que sera apresentada na secdo 3.4. Uma descricdo dos descritores eletrénicos e
fisico-quimicos, obtidos por calculos computacionais para a realizagdo deste trabalho de
pesquisa, é apresentada na secdo 3.5. Finalizaremos este capitulo com a se¢do 3.6,
abordando os conceitos relacionados a teoria da RVB, desenvolvida por Linus Pauling.

Na primeira etapa desta pesquisa, foi realizado um estudo QSAR de moléculas
derivadas de cetonatiossemicarbazonas com potencial inibitorio contra a melanogénese.
Para a realizacdo desta primeira etapa do trabalho, foram realizados céalculos
computacionais de Quimica Quantica para obter os descritores eletronicos e fisico-
quimicos, que seriam utilizados para encontrarmos a equacdo matematica capaz de
prever o valor tedrico da atividade bioldgica desta classe de moléculas. Os parametros
eletronicos e fisico-quimicos, calculados e utilizados na QSAR, para descrever a
atividade bioldgica das cetonatiossemicarbazonas avaliadas neste estudo séo: variagdo
de energia entre os FMO, AEy., EA obtida por meio da diferenca das energias totais dos
sistemas neutro e anionico, u, LogP e as cargas gN1, gN2 e gN3 presentes em cada
molécula de cetonatiossemicarbazona investigada.

A segunda parte desta pesquisa teve por fim sugerir novos principios ativos,
tomando como base uma série de moléculas derivadas dos acidos kojico e benzoico,
com habilidade para inibir a enzima tirosinase. Para realizar este estudo foram
calculados os seguintes descritores eletronicos e fisico-quimicos: AEy, EA, IP, u, AG,
%, M, S, LogS, LogP [octanol/agua], volume molar (VM) e o coeficiente de Hansch (r) .

Todos os calculos computacionais de Quimica Quantica realizados nesta
pesquisa, para otimizacdo das geometrias e obtencdo dos parametros eletrénicos, foram
realizados utilizando o software computacional Gaussian03. Ja para calcular os LogP e
LogS, foi utilizado o pacote computacional virtual ALOGPS, disponivel em rede. Na

segunda etapa desta pesquisa foram calculadas as energias livre de interacdo, AG, entre
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as moléculas investigadas e a enzima tirosinase atraves do método de Ancoragem
Molecular, utilizando o programa AutoDock4.2. E para desenvolver os modelos
estatisticos de QSAR foi aplicado o método matemaético de RML, utilizando o software
STATISTICG6. E para validar cada um dos modelos de QSAR obtidos foi aplicado o

método de validacdo cruzada do tipo boostrap.

3.1. Teoria do Funcional de Densidade

Segundo a literatura, estudos de estrutura eletronica de sélidos e moléculas,
utilizam mais a DFT do que os métodos ab initio. Isso vem ocorrendo devido ao menor
esforco computacional que os calculos baseados na DFT exigem, ao se comparar aos
métodos ab initio. A DFT utiliza o conceito de densidade de probabilidade eletrdnica e
ndo considera os efeitos da correlagdo eletrbnica, por isso requer um esforco
computacional bem menor em relacdo aos métodos ab initio Hartree-Fock (HF) e pds-
Hartree-Fock, além de fornecerem em muitos casos boa concordancia com os dados
experimentais. O empenho computacional na DFT é da ordem de N° no qual N
corresponde ao numero de funcgdes de base, sendo, por exemplo, menor que o solicitado
em célculos HF que é da ordem de N* (HELIO ANDERSON DUARTE, 2007; LEE, C;
YANG, W; PARR, 1988; MORGON, N.H; CUSTODIO, 1994; SILVA, V.H.C;
JUNIOR, P.S.C; OLIVEIRA, H.C.B; CAMARGO, 2009).

A metodologia teorica aplicada neste trabalho foi no nivel de teoria B3LYP/6-
311G(d,p)(FINLEY, 2004) para os derivados de cetonatiossemicarbazonas, e para as
demais moléculas no nivel de teoria B3LYP/6-31++G(d,p). O funcional B3LYP® %
combina o potencial de intercambio de trés parametros hibridos de Becke (B3) com a
correlagédo de Lee-Yang-Parr (PBP)°* . Para todas as moléculas investigadas nesta
pesquisa, foram calculadas as frequéncias vibracionais a fim de confirmar que
estavamos efetivamente trabalhando com as estruturas em sua conformagao estrutural
de minima energia. Uma vez que ndo foi obtida nenhuma frequéncia imaginaria,
podemos cogitar que ndo estamos trabalhando com as estruturas de transi¢do, e que ao

menos conseguimos obter as conformacdes estruturais em seu ponto de baixa energia.
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3.1.1. Teoremas de Hohemberg e Kohn

Hohenberg e Kohn (HK) descreveram os dois principais teoremas da DFT. No
primeiro, indica que a energia € avaliada como um funcional da densidade eletrénica,
com uma relagdo univoca entre todas as energias, incluindo a energia total, e a
densidade. No segundo teorema estabelece que havendo qualquer aproximagdo na
densidade eletronica, a energia total obedece ao formalismo do principio variacional.
Porém, como a natureza exata do funcional de energia ndo era conhecida, se fazia
necessaria 0 uso de aproximacdes. Kohn e Shan (KS) resolveram esta dificuldade ao
encontrar o funcional da energia cinética exata, atraves do método KS, permitindo assim
a realizacdo dos calculos multieletronicos DFT (MORGON, N.H; CUSTODIO, 1994;
SILVA, V.H.C; JUNIOR, P.S.C; OLIVEIRA, H.C.B; CAMARGO, 2009).

3.1.2. As Equacdes de Kohn-Sham

A equacdo geral de KS para energia eletronica do estado fundamental é

calculada segundo a equacdo 1.

Elp(F, X)] = j U dF + Flp(F, X)] 1)

No qual, U¢** é o potencial externo e F[p(#,X)] é o funcional de densidade.
Estes dois termos representam o principal desafio do formalismo DFT: o potencial
externo precisa ser calculado e a representacdo analitica para o funcional
F[p(7,X)] ainda ndo é conhecida. O potencial externo é calculado a partir da densidade,
para entdo ser obtido o Hamiltoniano e a partir deste a funcdo de onda. O sucesso do
formalismo DFT provém da proposta das equacdes de KS, no qual o funcional de
energia cinética passou a ser calculado usando o mesmo formalismo do método HF, ou
seja, aplicando o conceito das particulas independentes, que apresenta semelhancas
entre as equacdes dos formalismos HF e DFT. De maneira que a energia cinética total é
representada pela soma das energias cinéticas dos elétrons individuais e o hamiltoniano
total € representado pela soma de operadores de Fock para um Unico elétron. A

diferenca do HF e da DFT esta na energia de correlacdo eletrénica que passa a ser a
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energia de troca e correlacdo. A energia DFT € calculada através da equacdo 2(HELIO
ANDERSON DUARTE, 2007; LEE, C; YANG, W; PARR, 1988; MORGON, N.H;
CUSTODIO, 1994; SILVA, V.H.C; JUNIOR, P.S.C; OLIVEIRA, H.C.B; CAMARGO,
2009).

EDFT[,D(F: X)] = T[p(f’X)] + Une [p(f:X)] + Uee [p(f'X)] + Uxe[p(f'X)] 2

No qual T[p(7, X)] é o funcional de energia cinética dos elétrons, U,,.[p(7,X)] e
U..[p(7,X)] sdo os funcionais energia potencial de atracdo elétron-nucleo e repulsdo
elétron-elétron, respectivamente, U,.[p(7,X)] é o potencial de troca e correlacdo. Os
trés primeiros termos da equacdo (Eppr[p(7, X)]) podem ser obtidos classicamente,
enquanto que o potencial de troca e correlacdo é definido, no formalismo de KS,
segundo a equagéo 3.

Uxe [p(7, X)] = 8Exc[p(7, X)1/6p(T, X) 3

Uma vez conhecido o termo de troca e correlacdo, o procedimento para obtencédo
da energia € semelhante ao utilizado pelo método HF, ou seja, os coeficientes de um
conjunto de orbitais ortogonais, denominados de orbitais de KS, s&o otimizados de
modo a minimizar a energia total. Esses orbitais, inicialmente desconhecidos, sdo
determinados numericamente ou expandidos em um conjunto de fungdes de base, de
forma equivalente ao que acontece no formalismo do método HF. Porém, vale a pena
ressaltar que os orbitais de KS ndo tém o mesmo significado que os orbitais
provenientes do método HF, pois somente seria 0 mesmo se o funcional de troca e
correlacdo fosse exato, o que ndo é o caso (HELIO ANDERSON DUARTE, 2007; LEE,
C; YANG, W; PARR, 1988; MORGON, N.H; CUSTODIO, 1994; SILVA, V.H.C,
JUNIOR, P.S.C; OLIVEIRA, H.C.B; CAMARGO, 2009).

Deste modo, utilizando um conjunto de orbitais definidos é possivel determinar
um conjunto de equacdes para 0 método de KS, as quais serdo resolvidas usando um

procedimento SCF, conforme a equacéo 4.

ﬁKS(I)i = gid)i 4
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Para obtermos os orbitais de KS, deveremos expressar estes dentro de um
conjunto de bases {¢} e determinar os coeficientes dos seus orbitais através da solugédo
de uma equacdo secular, que é semelhante a utilizada na teoria HF, com excecéo dos
elementos F,, que sdo trocados pelos elementos K,, definidos segundo a equagéo 5
(HELIO ANDERSON DUARTE, 2007; LEE, C; YANG, W; PARR, 1988; MORGON,
N.H; CUSTODIO, 1994: SILVA, V.H.C; JUNIOR, P.S.C; OLIVEIRA, H.C.B;
CAMARGO, 2009).

nucleos
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3.1.3. Funcionais hibridos de troca-correlacéo

Os funcionais hibridos de troca-correlagdo constituem-se em aproximacdes,
sendo classificados em trés geragfes. A primeira geracdo constitui os funcionais
baseados na Aproximacdo da Densidade Local (LDA). A segunda geracdo aos
formulados a partir da Aproximacdo do Gradiente Generalizada (GGA). E enfim, a
terceira geracdo, € formada pelos funcionais hibridos desenvolvidos a partir dos
funcionais GGA de troca e correlacdo, incluindo uma contribuicdo do método Hartree-
Fock. Como exemplo de funcional hibrido da terceira geracdo, citaremos o utilizado
nesta pesquisa, que por ventura € um dos mais aplicados em calculos DFT, o B3LYP.
Funcional este que combina o potencial de intercdmbio de trés parametros hibridos de
Becke (B3), no qual corresponde ao termo de troca desenvolvido por Becke com o
termo de correlacdo eletronica desenvolvido por Lee-Yang-Parr (BECKE, 1993; LEE,
C; YANG, W; PARR, 1988). Além disso, apresentam trés parametros empiricos
escolhidos para aperfeicoar seu desempenho. O B3LYP ¢ classificado como hibrido,
pois utiliza a energia de troca do método HF com mais trés pardmetros ajustaveis no
funcional de troca (LYP). O B3LYP pode ser obtido através da equacdo 6 (HELIO
ANDERSON DUARTE, 2007; LEE, C; YANG, W; PARR, 1988; MORGON, N.H;
CUSTODIO, 1994; SILVA, V.H.C; JUNIOR, P.S.C; OLIVEIRA, H.C.B; CAMARGO,
2009).
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Egsiyp = [aOEI%cHF + ayEggg + (1 — Qo - ax)EZCSDA] +[(1 —a)Ejwy —

acklVPc 6

No qual, VWN e B88 correspondem a descri¢do do gradiente ndo local para a
energia de correlagdo e troca respectivamente, o termo LSDA corresponde a descri¢do
da densidade de spin para os orbitais de KS na expressdo de troca. O funcional VWN
descreve a densidade eletrdbnica com suas respectivas interacdes e correlagdes. Os
termos a,, ax e a. S&o 0s parametros de ajustes para as energias de atomizacdo molecular,
nos quais sdo obtidos de forma empirica. A utilizacdo destes pardmetros de ajustes
obtidos de forma empirica, € que contribui para que os pesquisadores classifiguem a
DFT como método ndo ab initio (HELIO ANDERSON DUARTE, 2007; LEE, C;
YANG, W; PARR, 1988; MORGON, N.H; CUSTODIO, 1994; SILVA, V.H.C,
JUNIOR, P.S.C; OLIVEIRA, H.C.B; CAMARGO, 2009).

3.2. Ancoragem Molecular

A utilizacdo de softwares computacionais como ferramenta de pesquisa para o
desenvolvimento e planejamento racional de novos farmacos, tem sido cada vez mais
aplicada pelos grupos de estudo, em virtude dos promissores resultados obtidos nos
ultimos anos. A Ancoragem Molecular, também conhecida como Docking Molecular, é
uma técnica de modelagem computacional que vem sendo aplicada com sucesso na
descoberta e planejamento de novos farmacos dentro da area de Desenho Racional de
Farmacos Baseado em Estrutura (DRBE), em virtude da possibilidade de reduzir o
tempo e os altos custos financeiros envolvidos na descoberta de novos farmacos(DE
MAGALHAES, C.S; BARBOSA, H.J; DARDENNE, 2007).

O principal objetivo da Ancoragem Molecular é estabelecer o encaixe de
moléculas livres na regido de ligacdo, ou seja, no sitio ativo do receptor,
macromoléculas tais como: acidos nucleicos, proteinas e enzimas, para formar um
complexo receptor-ligante estavel. O processo da Ancoragem Molecular ocorre
basicamente em duas etapas: a primeira € a predicdo das conformacdes e orientagcdes do
ligante em torno do sitio ativo do receptor, e a segunda é a obtengdo dos valores de
energia de ligacdo do complexo receptor-ligante formado(KITCHEN, D.B; DECOREZ,
H; FURR, J.R; BAJORATH, 2004).



38

Os dois principais problemas nos calculos de Ancoragem Molecular sdo: o
desenvolvimento de um algoritmo eficiente e habil, e o célculo da energia de ligacdo do
complexo, receptor-ligante, ou seja, o desenvolvimento de um modelo de avaliagéo da
energia livre de ligacdo, que seja viavel computacionalmente, para discriminar
corretamente entre os diferentes modos de ligacdo do mesmo ligante e/ou para
determinar, entre dois ligantes distintos aquele com maior afinidade de ligagdo para o
mesmo receptor (KITCHEN, D.B; DECOREZ, H; FURR, J.R; BAJORATH, 2004).

Os algoritmos matematicos sdo os responsaveis pela realizacdo dos célculos de
Ancoragem Molecular, estes algoritmos podem ser divididos em trés tipos: Ancoragem
rigida (proteina e ligante rigidos), semiflexivel (proteina rigida e ligante flexivel) e
flexivel (proteina e ligante flexiveis). De maneira geral, o algoritmo funciona da
seguinte maneira: Para uma populacdo de 150 (valor padrdo), 150 avaliacGes de energia
sdo realizadas para cada geracdo, com a finalidade de se calcular a disposicdo dos
membros da populacdo. A Ancoragem Molecular termina ao atingir 0 nUmero maximo
de avaliagBes de energia ou 0 nimero maximo de geracdes, consoante a condi¢do que
foi atingido o primeiro. Os parametros padrdo utilizados na ancoragem para a
quantidade de avalicbes é de 25 milhdes, e para o numero de geracbes é de 2700
(RODRIGUES, R.P; MANTOANI, S.P; DE ALMEIDA, J.R; PINSETTA, F.R;
SEMIGHINI, E.P; DA SILVA; DA SILVA, 2012).

Um dos desafios encontrados nos célculos de Ancoragem Molecular é o de
encontrar a conformacdo molecular perfeita para o complexo receptor-ligante formado.
Diversas metodologias tém sido utilizadas na busca desta conformacéo, dentre as quais
podemos citar: a Busca Sistematica (SB), a Dindmica Molecular (DM), o Monte Carlo
(MC), a Anelacdo Simulada (SA) e o Algoritmo Genético (AG) (CUI, M; MENG, X-Y;
HHANG, H-X; MEZEL, 2011).

O processo de reconhecimento molecular receptor-ligante é dirigido por uma
combinacdo dos efeitos de entalpia e entropia, sendo que tais efeitos podem ser
estimados atraves da energia livre de ligagdo de Gibbs (AGiig) EQ.7, que por sua vez,
estd diretamente relacionada a constante de inibicdo K;, a qual pode ser obtida

experimentalmente.

AGy, = AH — TAS = RTInk, 7
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No qual AH é a variagdo de entalpia, T é a temperatura absoluta, AS é a variacdo
da entropia e R é a constante universal dos gases. O sinal positivo na equacéo 7 se deve
ao fato de que a constante medida, K, € na realidade uma constante de dissociagao.

A maioria dos programas de Ancoragem Molecular utiliza modelos simples de
funcBes de energia potencial, geralmente baseados em campos de for¢a da mecanica
molecular classica. Alguns programas fazem uso das equagdes mais simples durante a
fase de execucdo e em seguida avaliam as conformagdes obtidas com funcbes scoring
durante a fase de busca conformacional, como tentativa de obter predigdes mais exatas.
As funcdes utilizadas pelos programas de Ancoragem Molecular podem ser divididas
em trés classes principais: funcdes baseadas em campo de forca, funcdes empiricas e
funcOes baseadas em conhecimento.

As funcbes baseadas em conhecimento, procuram utilizar as informagdes
experimentais para descrever as geometrias de interacdo no complexo receptor-ligante,
formado nos célculos de Ancoragem Molecular. A ideia por tras disto é obter uma
analise estatistica das geometrias de interacdo atomo-atomo, relativamente simples, que
descreva as geometrias preferenciais da interacdo receptor-ligante. Assim, como 0s
métodos semi-empiricos, estas funcdes tentam obter implicitamente efeitos de ligacdo
que sdo dificeis de modelar explicitamente. Entretanto, ao contrario das funcdes
empiricas de energia livre, as equacfes baseadas em conhecimento ndo sdo construidas
mediante a utilizacdo de dados da constante de inibicdo receptor-ligante, determinados
experimentalmente. Utilizando a lei de Boltzmann, estas func¢des avaliam a mudanga de
energia livre em funcdo de uma coordenada r interatdmica, aplicando as frequéncias

observadas experimentalmente, de acordo com a equagao 8.
Eyj(r) = — kyTin (f;(r)) + ky TIn(Z) 8

No qual E;jj € chamado de Potencial de Forca Média (PMF), do inglés “Potential
of Mean Force”, ao longo da coordenada r; i) € a fungéo densidade de probabilidade
associada aos pares de atomos i e j a uma distancia r; e Z é a funcao de particao.

O segundo termo da equacdo 8 € associado a uma constante, cujo valor €
determinado a partir da escolha de um estado de referéncia, de tal modo que a funcéo
densidade de probabilidade seja normalizada. Uma das vantagens desse tipo de fungéo

estd no fato de incluir implicitamente, isto €, quando o sistema inclui o solvente, o PMF
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incorpora tanto as interacdes intrinsecas entre os atomos do ligante e do receptor, quanto
o efeito solvente. Porém, uma desvantagem desta esta no fato de ser obtida a partir de
informagdes extraidas de conjuntos limitados de estruturas experimentais (WU et al.,
2003).

O programa AutoDock faz uso de um campo de forca semi-empirico, que foi
parametrizado para um grande nimero de complexos, ligante-proteina, que possuem
tanto a estrutura quanto as constantes de inibigdo, K; experimetais conhecidas. As
principais etapas para a realizacdo da Ancoragem Molecular sdo as avaliacGes das
conformacBes e das energias intramoleculares do ligante e da proteina nos estados
ligado e ndo ligado. De maneira que o célculo da energia livre é obtido atraves da

equacdo 92

AG = ( bound -V nbound) + (Vbound unbound) + ( bound Vunbound
+ AScons 9

Na equacdo 9, o L representa o ligante, P o alvo, ou seja, a macromolécula, V o
termo de energia dos pares e AS a entropia do sistema. Com a equacdo 10 é possivel

obter o valor de V%,

V=W, Z E_E_FW ZE(t)C__&
vdW L T'-1-2 T'-6- hbond L r TlO

ij ij

44 _Tiz’)

2

+ Welecz ——+ Wsolz (S:V; +S;V;) e\** 10
ij g(rl])rlj ij

Na equacdo 10, descrita acima, W representa a constante de ponderacéo, cujo
valor é determinado experimentalmente das constantes de ligacdo. O primeiro termo
desta equacéo corresponde ao potencial de interacdo disperséo/repulsdo, o segundo e 0
terceiro descrevem o potencial de Coulomb e o Gltimo o potencial de solvatagdo. Todos
estes pardmetros sdo baseados no campo de forca Amber(FORLI, W; HALLIDAY, S;
BELEW, R; OLSON, 2012; M, [s.d.]).

Algoritmos evolucionarios (AE) sdo uma classe de métodos estocasticos de
otimizacdo global, inspirados no processo bioldgico de evolucao de populagdes naturais.
Esses algoritmos pertencem a area de computacdo evolucionaria (CE), que abrangem 0s
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Algoritmos Genéticos (AG), Estratégias de Evolucdo (EE), Programacdo Evolucionaria
(PE) e Programacdo Genética (PG). Dentre estes, 0 AG e a PE tém sido implementados
para a Ancoragem Molecular de ligantes flexiveis. Os AG séo baseados no principio de
sobrevivéncia do mais adaptado da teoria da evolucdo de Darwin. Ao contrario dos
métodos de Monte Carlos (MC) e outros metodos estocasticos que requerem uma Unica
configuracdo inicial, os AG trabalham com uma populacéo de individuos, de modo que
cada individuo representa uma possivel solugcdo para o problema a ser resolvido. A cada
geracdo, novos individuos sdo gerados através da troca de “genes” entre dois individuos
“pais” (recombinac¢do) e de mudangas aleatorias nos valores dos “genes” (mutacdo).
Este processo é repetido de maneira que a populacéo evolua para melhores solucdes, até
que um critério de parada predeterminado seja satisfeito. A principal diferenca entre PE
e AG, reside no fato de que a PE trabalha apenas com operadores de mutagdo, ndo
utilizando a geracdo de novos individuos através de operadores de recombinacdo. O
Algoritmo Genético Lamarckiano (AGL) é um AG hibrido com busca local (BL), no
qual a cada geragdo, uma porcentagem predefinida da populagdo é escolhida de modo
aleatdrio para ser aplicada a BL, de maneira que o individuo resultante da BL substitui o
individuo original, em uma alusdo a desacreditada teoria de Lamarck sobre a
hereditariedade de caracteristicas adquiridas durante o tempo de vida de um
individuo™.

O programa utilizado nesta pesquisa para realizacdo dos calculos de Ancoragem
Molecular o AutoDock4.2, faz uso de um campo de forca semi-empirico, parametrizado
para um grande nimero de complexos, ligante-proteina, que possuem tanto a estrutura
quanto as constantes de inibicdo, K; experimentais conhecidas. A metodologia que
fizemos uso para realizar a Ancoragem Molecular, foi o Algoritmo Genético
Lamarckiano (AGL), implementado neste software™*.

As moléculas propostas neste estudo, como possiveis inibidoras da enzima
tirosinase sdo derivadas dos &cidos kdjico e benzoico; e a macromolécula alvo desta
pesquisa é a enzima tirosinase, proveniente da espécie Bacillus megaterium que possui
como inibidor “natural” o KOJ. Portanto, a escolha da enzima tirosinase foi devido ao
fato de que ela possui como ligante “natural” o acido kojico, estrutura molecular
presente nas moléculas desenvolvidas como bons inibidores da enzima tirosinase.

Para realizacdo da Ancoragem Molecular foi utilizada a estrutura cristalografica

da enzima tirosinase disponivel no site do PDB sob o cddigo (3NQ1), sendo ela
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elucidada por cristalografia de raios—X, com resolucéo de 2.30 A. O arquivo PDB ID
3NQ1, da tirosinase tem como inibidor co-cristalizado o KOJ, que para a realizagdo da
Ancoragem Molecular foi retirado do arquivo, bem como também foram removidas as
moléculas de agua e uma das cadeias da enzima tirosinase, visto que o0 arquivo possuli
duas estruturas idénticas da enzima. Aléem disso, também adicionamos as cargas
Gasteiger e hidrogénios polares necessarios aos calculos de potencias, sendo o0s
hidrogénios ndo polares suprimidos nos ligantes, e na molécula alvo (tirosinase),
seguindo desta forma o protocolo estabelecido no manual do programa AutoDock.

A realizacdo da Ancoragem Molecular necessita de mapas tridimensionais pré-
calculados, dispostos em uma caixa composta por uma grade tridimensional de pontos
(grid maps), em uma regido definida na macromolécula (sitio alvo). Para o0 KOJ, ligante
“natural”, o grid foi centralizado nas coordenadas X, Y, Z: (-10.113, -7.629, 6.518),
com dimensdes cubicas de 40 A de lado e espacamento de 0.375 A; para a série das
moléculas de referéncia, o grid foi centralizado nas coordenadas X, Y, Z: (-11.361, -
11.617, 7.557), com dimensdes cubicas de 40 A de lado e espagamento 0.375 A; para as
moléculas da série tiol carbonila, o grid foi centralizado nas coordenadas X, Y, Z: (-
11.636, -12.398, 9.250), com dimensdes clbicas de 40 A de lado e espacamento 0.375
A; para as moléculas da série tiol éster, o grid foi centralizado nas coordenadas X, Y, Z:
(-10.417, -8.958, 5.352), com dimensdes cubicas de 40 A de lado e espacamento 0.375
A; para as moléculas da série oxadiazoéis, o grid foi centralizado nas coordenadas X, Y,
Z: (-11.361,-11.617, 7.573), com dimensdes cubicas de 40 A de lado, com espacamento
0.375 A. Para as moléculas da série tiol selénio, o grid foi centralizado nas coordenadas
X, Y, Z: (-10.113, -7.629, 6.518), com dimensdes cubicas de 60 A de lado e
espacamento 0.375 A.

Para todos os sistemas investigados, o algoritmo Genético Lamarckiano (AGL)
foi o escolhido para realizar a busca das melhores conformacdes, com 10 corridas para
cada ligante. Para todos os calculos de Ancoragem Molecular realizados neste trabalho,
0 valor maximo de avaliagcbes de energia escolhido foi de 25.000.000, o numero
maximo de geracOes foi de 27.000 e o numero de elitismo escolhido foi 1. As taxas de
mutacéo de gene e crossover foram definidas respectivamente como 0.02 e 0.80. Ao fim
dos calculos, 10 diferentes posi¢cdes foram obtidas e agrupadas em diferentes clusters,
definidos por proximidade energética e valores de RMS (“Root Mean Square

deviation”), de acordo com o default do AutoDock.
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Pesquisas na literatura com relagdo aos calculos de Ancoragem Molecular,
utilizando o software AutoDock, tem reproduzido satisfatoriamente os valores
experimentais das energias de interagdo, para diversos sistemas, caracterizando este
software como util e confiavel para ser utilizado na avaliacdo de novas moléculas no
sitio ativo de seus receptores biologicos.

Como os calculos de Ancoragem Molecular realizados foram de carater
preliminar, a enzima foi mantida rigida, e os ligantes, as moléculas avaliadas neste
estudo, tiveram seus angulos de tor¢do rotacionais considerados, sendo estes
estabelecidos pelo software AutoDock. Contudo, em célculos futuros, realizaremos A
Ancoragem Molecular, considerando a flexibilidade dos residuos préximos ao sitio

ativo da enzima tirosinase, para obter resultados mais precisos.

3.3. Regressdo Multipla Linear

A RML é um modelo matematico capaz de descrever a correlacdo de duas ou
mais varidveis independentes, em funcdo de uma variavel dependente. Como varidveis
independentes, podem ser utilizadas propriedades eletronicas, topolégicas, estruturais e
fisico-quimicos tais como: p, IP, (AExL), LogP, LogsS, calor de formagéo, comprimentos
e angulos de ligacdo, distribuicdo de carga, etc; e como varidvel dependente sdo
utilizados descritores experimentais, tais como: a concentracdo necessaria para inibir
50% da atividade da enzima ou macromolécula em estudo, a IC50, e a dose letal para
matar metade de uma populacéo a LD50, etc (TAVARES, 2004).

Como resposta da correlagdo entre os descritores independentes com o descritor
dependente, é possivel prever o valor tedrico da variavel experimental em estudo, tal
previsao é obtida gracas ao modelo matematico gerado pela RML. Como resposta desta
previsdo € possivel identificar quais sdo os descritores que melhor descrevem as
atividades experimentais em estudo (FERREIRA, M. M.C; MONTANARI, C. A;
GAUDIO, 2002; HEMALATHA, T; IMRAN, P.K.M; GNANAMANI, A;
NAGARAJAN, 2012; KUBINYI, 1990; MONTANARI, M.L.C; MONTANARI, C.A;
GAUDIO, 2002; MOORTHY, N. S. H.N; CERQUEIRA, N. M. F. S. A; RAMOS, M.J;
FERNANDES, 2011; PATEL, H.D; DIVATIA, S.M; CLEREQ), 2013).
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3.4. Estudo Quantitativo de Estrutura Atividade

QSAR ¢ descrita por equacdes matematicas desenvolvidas através de técnicas
matematicas, como a RML. As QSARs tém como objetivo estabelecer uma relacao
quantitativa entre as propriedades estruturais, eletrénicas, fisico-quimicas e suas
atividades bioldgicas.

O modelo de RML tem a seguinte forma matematica, y=X;b; + Xzb, + .... +X;b;
+A, uma funcdo linear, na qual cada termo desta equacdo é descrito como: variavel
predita (y), varidveis preditoras (b1, by, by), ajuste do modelo para as varidveis
preditoras (X1, Xz, Xp) e 0 erro associado & varidvel predita. Por se tratar de uma
regressdo multipla, significa que mais de uma variavel preditora sera utilizada para
prever a variavel predita.

Para obter uma funcdo matematica capaz de prever as propriedades bioldgicas de
moléculas que ndo possuem a atividade biolégica conhecida, faz-se necesséario a
utilizacdo de correcBes mais rigidas ao modelo matematico obtido através dos calculos
de RML, para isso os métodos de Validacdo Cruzada (VC) sdo bastante eficientes. A
VC garante que o modelo estatistico esteja com a quantidade correta de variaveis, bem
como seja um modelo estatistico valido para ser aplicado a moléculas que ndo possuem
a atividade bioldgica conhecida. Na VC é utilizado um conjunto de treinamento
formado por amostras de referéncia, com este conjunto sdo obtidos diversos modelos
matematicos que serdo analisados e testados a um conjunto externo, para entdo ser
escolhido o modelo estatistico que descreva as condigdes estabelecidas para um bom
modelo estatistico.

A importancia da VC deve-se ao fato de que o uso de muitas variaveis em uma
avaliacdo quimiométrica pode provocar um overfitting, o fendbmeno de sobre ajuste que
pode conduzir a modifica¢bes nas propriedades preditivas do modelo de regressao final.
Além disso, ela proporciona condigdes 6timas para a capacidade preditiva do modelo
quimiométrico utilizado, bem como também possibilita a identificacdo de valores
afastados dentro da série de moléculas analisadas, isto &, as moléculas com
comportamentos muito diferentes (outlier). Além do mais, o método da Validagédo
Cruzada permite realizar a previsao tedrica de uma determinada propriedade em estudo,
para um conjunto de moléculas externa ao conjunto de treinamento, denominado de
“amostras de validacdo”(ARROIO, A; HONORIO, K.M: SILVA, 2010; FERREIRA,
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M. M.C; MONTANARI, C. A; GAUDIO, 2002; MONTANARI, M.L.C;
MONTANARI, C.A; GAUDIO, 2002).

O teste de VC pode ser realizado por trés diferentes métodos. No leave-one-out
apenas uma unica molécula da série analisada é retirada para realizacdo do teste de
validacdo; no leave-multiple-out é removida uma quantidade de N > 1 moléculas, e no
boostrap também denominado como validagdo externa, € retirada N moléculas,
aproximadamente 30% da quantidade em estudo. Neste Gltimo método de validagdo é
permitida a retirada da mesma molécula repetidas vezes para a realizacdo da validacéo.

Ao ser aplicar os métodos de Validacdo Cruzada, seja ele o leave-one-out, 0
leave-multiple-out ou o boostrap, a escolha do modelo com a melhor capacidade
preditiva devera levar em consideracdo os valores dos parametros estatisticos de
validagdo: coeficiente de correlacdo (R?), desvio-padrdo (s), teste de Fischer (F) e do
nivel geral de confiabilidade do modelo (p-valor), para cada método citado. Bem como
também para os valores dos residuos obtidos na previsdo tedrica da propriedade
avaliada.

Portanto, fazendo uso da QSAR, é possivel obter informacGes Uteis para
realizarmos a previsdo e/ou planejamento de farmacos com atividades medicinais
otimizadas. A utilizacdo de técnicas estatisticas, como a RML, em pesquisas de QSAR,
tem como objetivo a construcdo de modelos matematicos, capazes de relacionar a

estrutura quimica a atividade bioldgica de uma série de moléculas semelhantes.

3.5. Descricdo dos parametros eletrénicos e fisico-quimicos

Nesta secdo, descreveremos os descritores eletronicos e fisico-quimicos, obtidos
por meio de calculos computacionais, utilizados na analise matematica estatistica, que
teve como principal objetivo, prever a atividade biologica das moléculas investigadas
neste trabalho. Diversos grupos de pesquisas tém utilizado as energias dos FMO,
HOMO - orbital molecular de maior energia ocupado e LUMO - orbital molecular de
menor energia desocupado, como indices de reatividade e estabilidade quimica, para
descrever bandas eletrénicas de solidos, explicar como reagfes quimicas com
transferéncias de cargas ocorrem, e prever os valores de EA e IP.

De acordo com o Teorema de Koopmans, as energias dos FMO correspondem as

energias necessarias para doar e receber elétrons, quanto mais alto for o valor do
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HOMO de uma molécula, maior sera o seu carater nucleofilico, ou seja, esta molécula
ird doar elétrons mais facilmente, visto que a energia requerida para retirar elétrons de
sua camada de valéncia sera mais baixa. J& com relacdo ao LUMO, quanto mais baixo
for o seu valor, maior serd o carater eletrofilico da espécie quimica, ou seja, a mesma
tera uma maior afinidade eletronica e, portanto, maior facilidade para receber elétrons.
As unidades mais utilizadas para expressar os valores da EA e do IP sdo: elétron-Volt
[eV] e quilojoules/mol [KJ/mol](ZHAN, C-G; NICHOLS, J.A; DIXON, 2003).

O gap de energia, AEy., obtido através da diferenca energética entre os FMO,
descreve de maneira qualitativa a tendéncia de reatividade e estabilidade das moléculas.
As espécies quimicas com valores baixos de gap sdo avaliadas como instaveis e, deste
modo mais reativas, enquanto as que exibem valores de gap mais altos séo consideradas
menos reativas e, portanto mais estaveis. Isto ndo significa que ja temos conhecimento
da velocidade de reacdo destas moléculas, se lenta ou rapida, pois, somente um estudo
cinético é capaz de definir a velocidade das reacBes quimicas. Ressalvando mais uma
vez, os valores do AEy,, apenas descrevem uma tendéncia de reatividade, uma vez que
somente a cinética quimica tem competéncia para prever a velocidade das reacdes.

A dureza e a maciez sdo dois conceitos quimicos muito aplicados para descrever
as interagbes entre as moléculas, seus conceitos tém como base a teoria de &cidos e
bases de Lewis, e a definicdo de polarizabilidade. Ralph Person definiu uma espécie
quimica mais polarizavel como mole (acido ou base) e menos polarizavel como dura
(&cido ou base). De acordo com a teoria do orbital molecular, a dureza corresponde a
facilidade com que os elétrons sdo rearranjados ap6s uma perturbagdo, seja por um
campo elétrico ou magnético. Uma molécula com elevada dureza apresenta certa
resisténcia ao rearranjo de elétrons apos sofrer uma perturbacdo. J& uma molécula mole
tem maior facilidade de rearranjo molecular apo6s sofrer uma perturbacéo, com isso as
moléculas moles séo sistemas mais polarizaveis, e apresentam valores de momento de
dipolo mais altos, portanto moléculas de maior carater polar.

Moléculas com valores mais baixos para a dureza, também tém valores baixos
de AEy, favorecendo assim a transferéncia de elétrons entre os FMO, do HOMO para o
LUMO. Ja as que exibem valores altos para a dureza, possuem valores mais altos para o
AEy, e por esta razdo, é mais dificil de ocorrer a transferéncia de elétrons entre os

FMO, visto que uma maior quantidade de energia é necessaria.
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Em geral, espécies quimicas com valores baixos para a dureza, possuem valores
altos para EA e IP, e baixos para 0 AEy, 0 que explica uma maior polarizacdo destes
sistemas. Quando o valor para a dureza é elevado, significa que serd necessaria uma
maior quantidade de energia para perturbar o sistema, ou seja, para que ocorra a
transferéncia de elétrons entre os FMO, portanto, esta molécula exibira valores baixos
de EA e IP, e altos para 0 AEy,, logo serdo sistemas menos polarizaveis, e com maior
resisténcia para receber elétrons. Os valores de n € S podem ser obtidos atraves da EA e
do IP, conforme as equagOes 11 e 12, descritas abaixo(DEMIRCIOGLU, Z; KASTAS,
C.A; BUYUKGUNGOR, 2015).

S2E\ 1
__1 —
n== /2< N2>_E(EI_EA) 11

s=1/, 12

A EA é definida como a energia liberada por uma espécie quimica quando esta
ganha um elétron, portanto, quanto maior o valor da EA, maior sera a sua facilidade
para receber elétrons. O IP é a energia minima necessaria que deve ser fornecida para
uma espécie quimica pode doar um elétron de sua estrutura eletrénica, logo quanto mais
alto for o valor do seu IP, mais dificil sera arrancar um elétron, ou seja, esta espécie ndo
ird permitir a retirada de elétrons de sua estrutura eletrobnica com muita facilidade.
Assim sendo, as espécies quimicas que apresentam valores altos para a EA e o IP,
possuem maior afinidade por elétrons, e por isso ndo doam elétrons com muita
facilidade, ja as que apresentam valores mais baixos para a EA e o IP, possuem pouca
afinidade por elétrons, e por isso comportam-se como bons doadores de elétrons.

Segundo Teorema de Koopmans, ambas as propriedades EA e IP, podem ser
obtidas através das energias dos FMO, pois a energia do HOMO esta relacionada ao
carater doador de elétrons e a energia do LUMO ao carater aceitador de elétrons. De
acordo com a aproximacdo do teorema de Koopmans, o valor do IP é obtido por meio
do valor negativo da energia do HOMO, e o da EA com o valor negativo da energia do

LUMO, conforme descrito pelas equacgdes 13 e 14.

EA = — [ELUMO] 13
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IP= — [EHOMO] 14

O p descreve a distribuicdo de cargas numa molécula. Para moléculas apolares o
L € zero, e para as polares é maior que zero. O p pode ser utilizado para realizar uma
descricdo qualitativa a cerca da polarizacdo das moléculas, pois ao aplicar o conceito de
polarizacdo das cargas elétricas, observamos que as moléculas quimicas polares sdo
bem mais polarizaveis que as apolares. Em termos matematicos o u € calculado de

acordo com a equacao 15.

n=2;0Q;7 15

No qual r; corresponde ao vetor da origem (escolhida de forma arbitraria) até a
carga Q;, ou seja, a distancia entre os polos elétricos e Q; é a carga dos polos. A unidade
de momento de dipolo € o Debye (D), em homenagem ao fisico Peter Debye.

A lipofilicidade de uma determinada substancia é definida pelo coeficiente de
particdo, P, medido através da média de solubilidade de uma substancia entre dois
liquidos imisciveis, sendo uma fase organica (por exemplo, octanol) e uma fase aquosa
(dgua), em um pH, no qual as moléculas encontram-se na forma neutra, em condicdes

de equilibrio. E obtido em sua forma logaritmica, conforme equacio 16.

O coeficiente de particdo de um farmaco € a medida de sua distribuicdo em um
sistema de fase lipofilica/hidrofilica, e indica sua capacidade em penetrar nos sistemas
bioldgicos multifasicos. Para produzir resposta farmacoldgica eficiente, a molécula do
farmaco precisa ultrapassar uma barreira bioldgica representada pelas camadas
lipofilicas (membranas celulares) e hidrofilicas (liquidos inter e intracelulares), essa
capacidade fundamenta-se, em parte, na sua afinidade por lipideos (lipofilicidade), em
comparagdo com sua afinidade pela agua (hidrofilicidade)(TETKO, I.V; BRUNEAU,
2004).
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Farmacos nada solGveis em &gua ndo sdo absorvidos adequadamente, nao
atingindo concentracGes plasmaticas ideais. J& 0s muito hidrossolUveis ndo conseguem
atravessar as membranas plasmaticas por difusdo passiva, principal processo de
absorcdo dos farmacos. Dentro desta perspectiva é necessario ter um equilibrio de
solubilidade do farmaco entre os meios hidrofilicos e hidrofébicos. Em geral,
substancias mais lipofilicas sdo absorvidas pelo organismo mais facilmente. Substancias
com LogP maior que 1, sdo mais sollveis em meio organico e com valores menores que
1 apresentam maior solubilidade em meio aquoso. Lipinski, C. A. e colaboradores
sugerem que para um valor étimo de lipofilicidade, o LogP, devera ter valores abaixo de
cinco, 5, garantindo assim um bom farmaco(LIPINSKI, C.A; LOMBARDO, F;
DOMINY, B.W; FEENEY, 2001; TESTA, B; CRIVORI, P; REIST, M; CARRUPT,
2000).

O LogS, descreve a solubilidade, ou seja, o carater lipofilico de uma molécula
em determinado solvente, em geral a agua, em condi¢des controladas de temperatura,
pressao e pH. A solubilidade dos compostos organicos é normalmente representada por
LogS, no qual S é a concentra¢do do composto em mol/L. Cerca de 85% dos farmacos
apresentam valores de LogS entre -1 e -5, valores acima de -1 estdo relacionados as
moléculas bastante polares, como acgucares ou pequenos peptideos(JORGENSEN, W.L;
DUFFY, 2000).

A y é a tendéncia que um atomo ou molécula tem para atrair elétrons em uma
ligacdo quimica, quanto mais alto o seu valor, maior sua habilidade para atrair elétrons,
e mais altos serdo os valores da EA e do IP. Segundo Milliken, seu valor é calculado

através do valor médio da EA e do IP, conforme equacdo 17.

_ (P +EA)

17
2

Em 1962, Hansch e colaboradores tomaram como base o parametro ¢ de
Hammett, e definiram o pardmetro m, para descrever o comportamento eletronico de um

determinado substituinte, conforme descrito pela equagéo 18.

m = Log (Py/Py) = LogPy — LogPy 18
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No qual, mt, descreve a contribuicdo hidrofébica do grupo substituinte, X. LogPx
é o coeficiente de particdo do composto X-substituido, e LogPy é o coeficiente de
particdo do composto ndo substituido. O valor absoluto deste pardmetro descreve os
efeitos eletronicos, sejam estes do tipo: indutivo e/ou de ressonancia, exercidos pelo
grupo substituinte adicionado na molécula em estudo. Valores positivos sdo observados
para substituintes com habilidade para receber elétrons, ja valores negativos sao
observados para substituintes com capacidade para doar elétrons.

O VM de um gés é o volume ocupado por um mol desse gas, a determinada
pressdo e temperatura. Esta propriedade pode ser bastante Gtil para explicar o efeito
estérico, causado pela troca de um substituinte em uma molécula.

O docking molecular, também chamado de Ancoragem Molecular, é um
procedimento computacional utilizado no desenvolvimento de novos farmacos, o qual
visa estabelecer as caracteristicas de interacdo entre um ligante e um alvo bioldgico.

A AG obtida em calculos de Ancoragem Molecular ¢ uma estimativa
aproximada da afinidade de ligacdo, para uma determinada conformacdo do ligante no
sitio ativo do alvo biol6gico em estudo. A principal finalidade desta energia é identificar
a conformacdo mais estavel para um ligante ao se ligar ao alvo bioldgico. A energia
interna do ligante e da interacdo do complexo ligante-alvo biolégico sdo obtidas através
da soma das interacbes de Lennard-Jones, van der Waals e coulémbicas. Para se
calcular estas interacdes, é utilizada uma grade em que se calcula previamente o
potencial do alvo bioldgico em estudo em cada um dos pontos desta, e a Ancoragem
Molecular do ligante, € realizada contra esta grade permitindo assim que o calculo seja

mais rapido e eficiente.

3.6. Modelo RVB

Para descrever sua teoria, Pauling (Figura. 10) utilizou argumentos empiricos e
um simples tratamento estatistico (PAULING, 1984). Contudo, Pavao e colaboradores
demonstraram que a ressonancia ndo-sincronizada das ligacbes covalentes (RVB)
também pode ser comprovada através de calculos ab initio (PAVAO, A.C; TAFT, C.A;
GUIMARAES, T.C.G; LEAO, M.B.C;: MOHALLEM, J.R; LESTER, 2001). Pavdo e

colaboradores sugerem uma combinacdo de métodos de Mecanica Quantica apropriados
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para descrever a estrutura eletrénica de metais e compostos intermetalicos, 0 método do
Orbital Molecular e 0 método Valence Bond (VB). Pauling dedicou uma atencédo
especial ao estudo das propriedades elétricas e térmicas dos metais, estudando com

grande interesse e entusiasmo a natureza das forcas interatdmicas nestes materiais.

A Yribute to
LINUS CARL PAULING
(19011994

Figura 10. Linus Pauling (1901-1994)
Extraida: Quadro da sala do prof. Pavdo

Ao analisar a estrutura eletrdnica dos metais e compostos intermetalicos, Pauling
nota que da combinacdo linear, dos nove orbitais s, p e d da camada de valéncia dos
metais de transicdo (ocupados por elétrons ligantes, elétrons ferromagnéticos
desemparelhados ou por pares de elétrons ndo compartilhados), aproximadamente 0.72
de cada atomo permaneciam desocupados (PAULING, 1984). Ao prosseguir com suas
pesquisas, dez anos mais tarde, em 1948, Pauling descobre que estes 0.72 orbitais
desocupados eram os responsaveis pela RVB(PAULING, 1984). A RVB considera dois
tipos de ressonancia: a sincronizada, bastante conhecida, como no caso da ressonancia
do benzeno, uma ligacdo é transferida sincronizadamente com outra, e a nao-
sincronizada, no qual apenas uma ligacéo é transferida, resultando na transferéncia de
elétron de um atomo para outro.

Segundo Pauling, a RVB é limitada pelo principio da eletroneutralidade, que
permite formar ligacbes somente em numero de v-1, v ou v +1, sendo v a valéncia
metalica que obedece a formagdo de cargas do tipo M*, M® e M para cada atomo

(PAULING, 1984). Ao realizar célculos estatisticos, Pauling relata a quantidade de
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estruturas formadas pela ressonancia sincronizada e nao-sincronizada. Ao analisar todas
as estruturas percebe que o numero de estruturas desenvolvidas pela ressonancia nao
sincronizada € maior em proporcdo do que as formadas através da ressonancia néo-
sincronizada, fato que ele classificou como determinante para que o sistema apresente
uma menor energia e consequentemente uma maior estabilidade.

Para Pauling, a ligacdo metalica é semelhante a uma ligagdo covalente comum,
uma vez que parte dos elétrons de cada &tomo de um metal ir& interagir com os elétrons
pertencentes aos atomos vizinhos, para entdo formar uma ligacdo covalente, sendo que
as ligacdes provenientes da interacao desses elétrons ressoam entre posi¢des disponiveis
(PAVAO, A.C; TAFT, C.A; GUIMARAES, T.C.G; LEAO, M.B.C; MOHALLEM, J.R;
LESTER, 2001). De acordo com Pauling, ao aplicar um campo elétrico num metal, 0s
elétrons se movimentam para quebrar e formar ligacGes através de uma sucessdo de
deslocamentos de ligagdes simples, visto que a carga negativa segue em direcdo ao
anodo e a positiva em direcdo ao catodo (Fig. 10). Portanto, tdo somente desta forma é
possivel explicarmos a capacidade dos metais em conduzir corrente elétrica, por meio
da separacdo de cargas nos metais (PAULING, 1984). Como a RVB explica a
transferéncia de elétrons através do deslocamento, ou seja, a mudanca de posicdo das
ligacdes covalentes no material, as ligacdes covalentes “pivotam", conforme descrito

pela figura 11.

A—xA A—A~

C — .
B—B B B

A e B: Especies Quimicas Reagentes
. J

Figura 11. Transferéncia de elétron e formacéo da ligacéo covalente entre as espécies quimicas
reagentes.
Figura Adaptada do artigo: Eur. Phys. J. D., 6, 89-97, 1999.

Para que ocorra a transferéncia do elétron, é necessario que a espécie que vai
receber o elétron tenha um orbital vazio para recebé-lo. Pauling designou este orbital
vazio como sendo o orbital metalico. A funcgdo deste orbital € receber o elétron para que
ocorra a formagéo da nova ligacdo quimica. No modelo tedrico, desenvolvido por Pavéo

e Ledo (Figuras. 12 e 13), o orbital metalico (LUMO) é identificado através do célculo e
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da anéalise dos FMO. Percebe-se, de imediato, que neste modelo de transferéncia de
elétron, o descritor eletrénico AEy, € a principal medida da interacdo entre as espécies

interagentes. Desta maneira, valores baixos para este descritor eletronico indicam que a
interagdo sera mais efetiva.

Figura 12 Antonio Carlos Pavéo
Extraida do site. http://www.mcti.gov.br/noticia/-/asset_publisher/epbV0pr6elS0/content/palestras-sobre-o-tema-
luz-marcam-seminario-da-snct-em-brasilia

Figura 13 Marcelo Brito Carneiro Ledo,0 primeiro a esquerda.
Extraida do Facebook do Marcelo Leéo.
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4, Resultados e Discussoes

4.1. Primeira Etapa

Iniciamos este capitulo descrevendo os resultados obtidos na avaliagédo
estatistica dos descritores eletrdnicos de cetonatiossemicarbazonas (Figura 14) com
potencial para inibir o processo responsavel pela formacdo do céncer de pele, a
melanogénese. Em seguida discorremos sobre as moléculas propostas, derivadas dos
acidos kojico e benzoico, com potencial aplicacdo como inibidores da enzima tirosinase,

principal responsavel pelo processo de formacéo do cancer de pele do tipo melanoma.

Figura 14. Arcabouco Estrutural das cetonatiossemicarbazonas estudadas

Os grupos substituintes para cada molécula investigada no presente estudo estao
descritos na tabela 1.

Tabela 1. Os derivados cetonatiossemicarbazonas selecionados, 0os compostos J e K correspondem as
novas estruturas propostas neste trabalho.

Compostos R1 R2 R3 R4
A metil fenil H H
B metil p-metil-benzeno H H
C metil p-metoxi-benzeno H H
D etil p-metil-benzeno H H
E etil p-cloro-benzeno H H
F etil p-bromo-benzeno H H
G etil p-metoxi-benzeno H H
H Tert-butil p-metil-benzeno H H

I fenil fenil H H
J etil p-metil-benzeno metil H
K etil p-metil-benzeno etil H

A otimizacdo de todas as geometrias foi realizada com a DFT (Figura 15). As

frequéncias vibracionais, também foram calculadas a fim de confirmar que estdvamos
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efetivamente trabalhando com as estruturas em sua conformacao estrutural de minima

energia. Uma vez que ndo foi obtida nenhuma frequéncia imaginaria, podemos dizer

que estamos trabalhando com as geometrias em suas conformacdes de minima energia.

B
A
i |
HsC N
\ / \ \H
H
P- Metllbenzeno S
C
T >
HaC N N C,H N N
215
/ \N \H / \N \H
H H
P-Metoxibenzeno S P-Metilbenzeno S
E T F T
CZHS N N C2H5 N N
H H
P-clorobenzeno S P-bromobenzeno S
G T C|:H3 H H
HsC
C,Hs N N ™~
~ ~ C N N
/ H H H3C/ / \N \H
H
P-metoxibenzeno S P-metilbenzeno S
| T J CH3
Ph N N CaHs \ \
Y \N/ﬁ( \H / /ﬁ(
H
Ph s P- metllbenzeno
K Csz

C2H5 \ /ﬁ( \
P- metllbenzeno

Figura 15. Estruturas das cetonatiossemicarbazonas investigadas
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A Tabela 2 mostra as propriedades eletronicas, AEy., EA, n e o LogP,
calculadas para os derivados de cetonatiossemicarbazonas investigados. As energias dos
FMO séo de fundamental importancia para a compreensao da reatividade de compostos
quimicos. A EA descreve a tendéncia da molécula para doar elétrons, de modo que
qguanto menor o seu valor, maior € a sua tendéncia para doar elétrons. O valor do p
permite estimar a capacidade da molécula em atravessa a membrana celular. De maneira
geral, podemos considerar que a membrana da célula eucaridtica é apolar. Assim,
quanto menor for o valor do p, maior serd a facilidade da molécula em atravessar a
membrana celular. O LogP, ou lipofilicidade, descreve a solubilidade da molécula em
meios de diferentes polaridades, o que permite avaliar a mobilidade das espécies no

meio extra- e intracelular.

Tabela 2: Propriedades eletronicas das cetonatiossemicarbazonas investigadas nesta pesquisa.

Compostos AE{L u LogP EA

A

Y\ AH\H 4,09 6,01 1,79 0,38

B

BN AN 4,10 5,92 2,60 0,35

H

P-Metilbenzeno S

C

AN ', 3,98 7,15 2,35 0,63
H
P-Metoxibenzeno S
© ]
S NN Ny 3,98 7,07 2,99 0,64

H

P-Metilbenzeno S

E

Z—I

AN ~

Y Y a6 712 165 0,25

P-clorobenzeno S
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i AN N 4,42 6,07 3,00 0,19

P-bromobenzeno S

G H
|
G NN N, 4,00 6,61 2,97 0,34
H
P-metoxibenzeno S
CHy H T
NN " 4,01 6,49 3,35 0,34

H

P-metilbenzeno S

Ph\KN\N/\[(N\H 4,16 6,22 4,83 0,71
H
S

J TH3

EANGZAN N 4,05 4,77 5,48 0,38
K CoHs

NG Ny 3,40 6,60 4,96 0,35

A lipofilicidade apresenta a tendéncia de solubilidade das substancias apolares
em uma fase oposta a uma fase aquosa, podendo ser representada pelo LogP (ARNOTT,
J.A; KUMAR, R; PLANEY, 2013). O LogP esta relacionado a absor¢éo e distribuicao
da droga no corpo, uma propriedade extremamente importante na busca de novas
substancias terapéuticas. O comportamento lipofilico permite estimar se a droga vai ter
a capacidade para atravessar as membranas biologicas e, em seguida, interagir com o
local de acdo (ARNOTT, J.A; KUMAR, R; PLANEY, 2013). Existem trabalhos na
literatura que se referem a existéncia de um LogP ideal, uma vez que as drogas com
elevada hidrofilicidade apresentam dificuldades em penetrar a membrana celular e os
compostos com elevada hidrofobicidade tendem a permanecer no corpo (ARNOTT,
J.A; KUMAR, R; PLANEY, 2013). Portanto, € importante que a droga apresente um
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grau moderado de hidrofobicidade/hidrofilicidade, permitindo, assim, a solubilidade e
absorcéo aceitaveis pelo organismo.

Lipinski, C. A. e colaboradores destacam uma valor ideal de LogP, para o
farmaco oferecer boa biodisponibilidade, e desta forma apresentar uma absorcéo
intestinal aceitavel. Destaca que para moléculas com massa molecular menor que 500, o
valor ideal é maior que 5(ARNOTT, J.A; KUMAR, R; PLANEY, 2013; KATZUNG,
2010; LIPINSKI, C.A; LOMBARDO, F; DOMINY, B.W; FEENEY, 2001; TESTA, B;
CRIVORI, P; REIST, M; CARRUPT, 2000). Contudo, o LogP néo é o Unico fator que
interfere na biodisponibilidade dos farmacos, a classificacdo do farmaco (anti-
inflamatorio, antidepressivo ou antitumoral) a estabilidade, a polaridade, a massa
molecular e outros fatores, sdo também corresponsaveis por diferenciar a lipofilicidade
de cada tipo de farmaco no organismo. E por isso, cada tipo de farmaco ira apresentar
faixas distintas de LogP, avaliadas como ideal(GHOSE, A.K; VISWANADHAN, V.N;
WENDOLOSKI, 1999; VEBER, D.F; JOHNSON, S.R; CHENG, H-Y; SMITH, B.R;
WARD, K.W; KOPPLE, 2002).

Ghose, A. K. e colaboradores destacam uma faixa de -0,4 — 5,6 a ser apreciada
como ideal para valores de LogP(GHOSE, A.K; VISWANADHAN, V.N;
WENDOLOSKI, 1999). Levando em consideragdo o valor de LogP, avaliado como
ideal por Ghose, A. K. e colaboradores, observamos que os valores teéricos de LogP
encontrados para 0s compostos avaliados neste estudo, apresentam solubilidade e
permeabilidade aceitaveis, visto que apresentam valores de LogP no intervalo entre 1,65
- 5,48 (Tabela 2).

No modelo da RVB a interagdo entre as espécies quimicas ocorre através de
reacOes de transferéncia de elétrons, uma vez que as ressonancias ndo-sincronizadas das
ligagBes covalentes permitem que os elétrons sejam transferidos a partir de espécies
eletrofilicas para espécies deficientes em elétrons(BEDOR, C.N.G; MORAIS, R.J.L;
CAVALCANTI, L.S; FERREIRA, J.V; PAVAO, 2010). Calculando as cargas atdmicas
e assumindo que a regido de maior densidade eletronica da molécula é a preferéncia
para a formacdo da ligagdo covalente, verificou-se que os d&tomos de nitrogénio estdo
envolvidos no metabolismo do processo carcinogénico. Na verdade, sabe-se que a
coordenacao aos metais de transicdo ocorre através dos atomos de nitrogénio amino e o
nitrogénio azometinico. Observamos que os elétrons deslocalizados no anel benzeno e

nas ligacdes n conjugadas sdo muito importantes para aumentar a densidade eletrénica
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nos atomos mais eletronegativos. Na tabela 3 apresentamos as cargas para 0s atomos de
nitrogénio 1, 2 e 3 (indicados na figura 14). Nestes dtomos estdo os sitios de maior
densidade eletrébnica da molécula, sendo os centros atbmicos mais provaveis de

interacdo com o farmaco.

Tabela 3. Cargas atdmicas de Mulliken (em unidades de carga elétrica) dos derivados de
cetonatiossemicarbazonas.

Compostos 20ring gN1 gN2 gN3
A -0,51 -0,16 -0,29 -0,43
B -0,49 -0,18 -0,28 -0,42
C -0,43 -0,17 -0,28 -0,42
D -0,46 -0,17 -0,28 -0,42
E -0,29 -0,18 -0,28 -0,43
F -0,44 -0,18 -0,29 -0,43
G -0,33 -0,17 -0,30 -0,40
H -0,49 -0,17 -0,29 -0,37

I -0,48 -0,18 -0,29 -0,43
J -0,48 -0,16 -0,28 -0,39
K -0,49 -0,17 -0,30 -0,40

Em um estudo de QSAR, devemos ter uma baixa correlacdo entre as variaveis
independentes (parametros eletrdnicos), no entanto, entre as variaveis independentes e a
variavel dependente (IC50), devemos ter uma correlacdo alta. A escolha mais ajustada
dos descritores ird: reduzir a redundéncia da informacao e permitir uma modelagem de
maior qualidade, proporcionando resultados mais satisfatorios para uma anélise
estatistica multivariada. A Tabela 4 mostra a matriz de correlacdo da variavel
dependente (concentracdo inibidora) em funcdo das variaveis independentes
(parametros eletronicos). Através desta matriz é possivel analisar qual variavel tem

maior correlagdo com a IC50.
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Tabela 4. Matriz de correlagdo da atividade biolégica em funcéo dos descritores eletronicos.

Descritores N1 gN2 gN3 Xgring  AEn_ EA u LogP IC50
gN1 100 -0,39 0,21 -0,38 -036 -002 -031 -0,28 -0,30
qN2 -0,39 1,00 -0,46 -0,13 -0,03 0,12 0,33 -0,40 0,47
gN3 0,201 -0,46 1,00 0,06 -040 -0,21 0,05 0,20 -0,29

>gRing -0,38 -0,13 0,06 1,00 0,01 -0,34 0,58 -0,33 0,49
AEy -0,36  -0,03 -0,40 0,01 1,00 -049  -0,48 0,10 0,44
EA -0,02 012 -0,22 -0,34 -0,49 1,00 0,31 0,48 -0,66

1 -0,31 0,33 0,05 0,58 -0,48 0,31 1,00 -0,25 0,22
LogP -0,28 -0,40 0,20 -0,33 0,10 0,48 -0,25 100 -0,74
IC50 -0,30 0,46 -0,29 0,49 0,44 -0,66 0,22 -0,74 1,00

gqN1,gN2 e gN3 cargas atdbmicas dos atomos de nitrogénios (N), ZgRing somatorio das cargas do anel

aromatico, (AEy) gap de energia, afinidade eletronica (EA), (i) momento de dipolo, (LogP) logaritmo
do coeficiente de particéo, (IC) concentracao inibitoria (1C50).

Os valores em destaque na Tabela 4 correspondem aos parametros com as maiores
correlagdes com a I1C50, neste caso, com 95% de confianca. Entre estes parametros, o
coeficiente de particdo LogP e afinidade eletrdnica vém em primeiro lugar, seguidos
pela carga atbmica do N2, a soma das cargas do anel (Zqring) e o0 gap de energia.
Analisando os valores de R, observou-se que alguns dos parametros sao razoavelmente
correlacionados, por exemplo, a afinidade eletronica e o LogP com um coeficiente de
correlacdo de 0.484, indicando que eles sdo varidveis linearmente dependentes e, por
conseguinte, ndo podem ser usados na mesma equagdo QSAR . Por outro lado, as
varidveis EA e carga atbmica do N2 tém correlacdo significativa com a IC50,
apresentando baixa correlacdo entre si, podendo assim ser empregadas para descrever
uma boa equacdo de QSAR. Com o ajuste linear dos dados, encontramos uma equagéo

de regressdo satisfatoria usando estes dois parametros, como mostrado na equacao 19.

IC50 =Y =79,13(+31.36)gN2 — 3,83(x1,13)EA + 26,68(+9,02)  (19)
(n=9; R>=0.73; F(2,6) = 8,04; s = 0,59; p = 0,02)
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Os valores entre parénteses correspondem aos desvios padrdo dos coeficientes
da equacdo. Ao analisar os n = 9 compostos, verificou-se que a equagdo 1 satisfaz o
teste de Fischer (F> 3,46), tem um baixo desvio padrdo s e apresenta um bom nivel
geral de confianca (p <0,05). Levando-se em conta o valor relativamente elevado para
R? (o que indica que qN2 e EA sdo responsaveis por 73% da propriedade investigada),
podemos usar a equacdo A com um nivel de confianca de 95%. A partir da equacdo 19
valores de IC50 foram previstos e plotados contra seus correspondentes valores

experimentais, cujo resultado é apresentando na figura 16.

Valores: Preditos vs Observados
Variavél Dependente: |C50
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Figura 16. Distribuic8o dos valores previstos x versus os experimentais de 1C50 das
cetonatiossemicarbazonas.

Pode-se observar na figura 15, que temos os maiores desvios de comportamento
verificados para os derivados I, E e F. Presumimos que estes desvios estejam baseados
nos valores das EA. As moléculas E e F apresentam os menores valores, por isto estdo
préximas entre elas, ja a | tem o maior valor de EA dentre todas as moléculas e por isso
esta situada mais afastada de todas as moléculas.

Na Fig.16 vemos que os residuos estdo dispersos de forma aleatoria e ndo tem
qualquer evidéncia de anormalidade, o que assegura que 0 modelo apresenta um bom

comportamento linear.
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Figura 17. Dispersao dos Residuos das cetonatiossemicarbazonas.

Os valores de IC50 calculados utilizando a equacdo 19 sdo apresentados na
Tabela 5. Como se pode ver, em geral existe uma correlacdo aceitavel entre os valores

experimentais e previstos.

Tabela 5: Experimental e previsto IC50 (uM)

Compostos Experimental Calculado Residual
A 2,30 2,43 -0,97
B 2,60 3,27 -0,05
C 2,90 2,13 0,06
D 2,00 2,07 -0,35
E 4,00 3,63 0,62
F 3,70 3,26 1,36
G 2,00 1,72 -0,36
H 1,90 2,65 -0,17
| 0,79 1,02 -0,14
J - 1,52
K - 0,73

De acordo com a literatura, a fenil-tioureia é conhecida com um bom inibidor
para melanogénese, e tem uma IC50 de 1,8 uM (LEE, K-C; THANIGAIMALAI, P;
SHARMA, V.K; KIM, M-S; ROH, E; HWANG, B-Y; KIM, Y; JUNG, 2010). As
moléculas sintetizadas e testadas por Jung e colaboradores, sendo avaliadas neste
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estudo, tém valores de IC50 na faixa de 2,9 a 0,79 uM, valores proximos da 1C50 da
fenil-tioureia. As duas moléculas que propusemos neste trabalho, J e K, apresentam
IC50 de 1.52 uM e 0.73 uM, respectivamente, sendo estes valores mais baixos que o da
molécula fenil-tioureia. Portanto, nés supomos que estas moléculas sdo promissoras

candidatas como possiveis agentes inibidores da melanogénese.

4.2. Segunda Etapa

Nesta secdo apresentaremos 0s resultados obtidos para as moléculas de
referéncia, derivadas dos &cidos kéjico e benzoico(RHO, H.S; LEE, C.S; AHN, S.M;
HONG, Y.D; SHIN, S.S; PARK; PARK, 2011), e das moléculas propostas como
possiveis novos inibidores da enzima tirosinase. Comecaremos apresentando as
estruturas otimizadas das moléculas de referéncia, para em seguida discutirmos sobre os
valores das propriedades eletronicas e fisico-quimicas calculadas para estes sistemas.
Prosseguiremos apresentando os modelos matematicos obtidos a partir das QSARs das
moléculas de referéncia, que tiveram por finalidade obter a equacdo matematica capaz
de prever o valor experimental da atividade bioldgica das moléculas de referéncia, e das
propostas. Avancaremos expondo as estruturas moleculares, e os valores das
propriedades eletrénicas e fisico-quimicas calculadas para cada conjunto de moléculas
propostas, como provaveis inibidoras da enzima tirosinase, bem como também a
equacdo matematica aplicada a estes sistemas, obtida por meio da QSAR das moléculas
de referéncia, no intuito de obter o valor teérico da atividade bioldgica em estudo.

Na figura 18 apresentamos as estruturas moleculares das moléculas de
referéncia, utilizadas como padrdo para investigar a atividade biologica das moléculas
propostas neste trabalho. A série das moléculas de referéncia é formada por 12
moléculas, sendo estas descritas pela seguinte nomenclatura CRn, no qual n
corresponde a numeragdo 1 a 12(RHO, H.S; LEE, C.S; AHN, S.M; HONG, Y.D; SHIN,
S.S; PARK; PARK, 2011).
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Figura 18. Estruturas otimizadas das moléculas de referéncia.
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A validacédo interna de um grupo de moléculas tem como objetivo encontrar a
equacdo que seja capaz de relacionar os descritores eletrénicos, estruturais e/ou fisico-
quimicos com a atividade biologica de uma série de moléculas analogas. Apos realizar a
validacao interna das QSARs para as moléculas de referéncia, a préxima etapa consistiu
em escolher o melhor modelo obtido, sendo que para isto foi realizada uma avaliagédo
dos valores obtidos para os seguintes pardmetros estatisticos de validacdo, coeficiente
de correlacdo (R?), desvio-padrdo (s), teste de Fischer (F) e do nivel geral de
confiabilidade do modelo (p-valor). Um bom modelo estatistico da QSAR deve
apresentar o maior valor possivel para o teste de Fischer F, dentro do valor minimo
aceitavel encontrado em tabelas de referéncia, o desvio-padrdo (s) e o nivel geral de
confiabilidade do modelo (p-valor) o mais baixo possivel, e quanto ao coeficiente de
correlagdo (R?), quanto mais proximo da unidade for o seu valor, mais significativa é a
regressdo. Ja com relacdo aos graficos, no dos residuos, todas as amostras deverdo estar
distribuidas de forma aleatéria, certificando que ndo existe nenhuma evidéncia de
anormalidade. Ja no gréafico da relacdo entre os valores tedricos x experimentais, para
ser considerado um bom modelo os “pontos” deverdo se apresentar o mais proximo
possivel de uma reta.

Utilizando as moléculas de referéncia foram realizadas dez RMLs, e obtidos dez
modelos de QSAR. A obtencdo de uma quantidade apreciavel de modelos de QSAR ¢é
adequada para melhor avaliar e escolher o modelo que ira prever a IC50 dos compostos
propostos. Para indicar o modelo preditivo mais acertado utilizamos o método de
validacdo cruzada tipo boostrap. Neste método de validagdo os compostos sdo divididos
em dois grupos, denominados como grupo de treinamento e de teste, também conhecido
como o conjunto de validagdo externa no qual é formado por aproximadamente 30%
dos compostos em estudo.

Ap0s descobrir o modelo que melhor previu a atividade bioldgica das moléculas
de referéncia, a equacdo alcancada foi empregada para prever a IC50 das moléculas
propostas neste trabalho. Em cada um dos modelos de QSAR obtidos destacamos 0s
descritores eletrdnicos que mais influenciaram para prever a IC50 dos compostos de
referéncia, e depois disto partimos para escolher o modelo com a equagdo mais
adequada para prever o valor da IC50 das moléculas propostas. A seguir apresentamos
o0s resultados obtidos das QSARs, tratamento estatistico realizado com as moléculas de

referéncia, base para descobrirmos a equagéo capaz de prever os valores da IC50 das
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moléculas propostas. O estudo quimiométrico das moléculas de referéncia teve por fim
obter a equacdo em funcdo das variaveis eletrdnicas e fisico-quimicas calculadas de
melhor capacidade preditiva.

Os gréficos e tabelas referentes aos calculos estatisticos descritos a seguir estdo
em apéndice. Na QSAR1 observamos que a EA e 0 u sS40 0s que possuem uma das
maiores correlacbes com a atividade biolégica, e uma das menores correlagdes entre
eles. Com isso, podemos assumir que estes descritores podem ser utilizados para obter a
equacdo responsavel por prever o valor teérico da propriedade experimental em estudo.

Avaliando o modelo obtido através da QSAR2 observamos que EA apresenta uma
das maiores correlagdes com a propriedade experimental, contudo ao ser realizado 0s
calculos estatisticos, de Regressao linear multipla, com este descritor, os valores dos
parametros estatisticos de validacdo ndo foram aprovados, e por este motivo a EA néo
pode ser aplicada para descrever a atividade experimental em estudo. Contudo, outros
descritores se mostram satisfatérios para representar a atividade biologica em estudo.

Considerando a matriz da correlacdo da atividade bioldgica em funcdo dos
descritores eletronicos obtidos na QSAR2 para construir sua equagao, notamos que
entre os descritores 0 AEy. e 0 VM existem uma correlacdo bastante baixa (0.13), e que
a correlacdo destes com a atividade experimental é alta. Confirmando desta forma a
inexisténcia de ambiguidade de valores entre estes descritores e a obtencdo de um
modelo confiavel.

Analisando a matriz de correlacdo da atividade biolégica em funcdo dos descritores
eletronicos da QSAR3 notamos que o0 LogS e o VM exibem uma das maiores
correlagbes com a atividade bioldgica, e uma das menores correlagcdes entre eles. Com
isso, podemos assumir que o LogS e o VM podem ser utilizados para obter uma
equacdo sem ambiguidade de valores.

Na matriz de correlacdo da atividade biologica em fungcdo dos descritores
eletronicos da QSAR4, o LogS e 0 VM sdo os descritores que possuem uma das
maiores correlagdes com a atividade biologica, e uma das menores correlagdes entre
eles. Com isso, 0 LogS e o VM podem ser utilizados para obter a equacdo a ser
utilizada para prever o valor tedrico da propriedade experimental em estudo.

Observando a matriz de correlacdo da atividade bioldgica em fungdo dos descritores
eletronicos da QSAR 5, 0 AEy. e 0 VM sdo os descritores que apresentam uma das

maiores correlagdes com a atividade biologica, e uma das menores correlagdes entre
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eles. Com isso, 0 AEy. e 0 VM podem ser utilizados para obter a equagdo a ser
utilizada para prever o valor tedrico da propriedade experimental em estudo.

Analisando a matriz de correlacdo da atividade bioldgica em funcdo dos descritores
eletronicos da QSAR6, notamos que o AEy. e 0 VM sdo 0s que possuem uma das
maiores correlagdes com a atividade bioldgica, e uma das menores correlagdes entre
eles. Com isso podemos usar 0 AEy,. € 0 VM para obter a equacédo a ser utilizada para
prever o valor tedrico da propriedade experimental em estudo.

Na matriz de correlacdo da atividade biolégica em funcdo dos descritores
eletronicos da QSAR7, 0 AEy. e a AG s&o 0s descritores que possuem uma das maiores
correlagdes com a atividade biologica, e uma das menores correlacfes entre eles. Com
ISso, assumimos que o AEy. e a AG podem ser utilizados para obter a equagao a ser
utilizada para prever o valor teérico da propriedade experimental em estudo.

Na matriz de correlacdo da atividade biolégica em funcdo dos descritores
eletronicos da QSARS8, 0 LogS e 0 VM sdo os descritores que possuem uma das
maiores correlacbes com a atividade bioldgica, e uma das menores correlagdes entre
eles. Desta forma, assumimos que o LogS e o VM podem ser utilizados para obter a
equacdo a ser aplicada para prever o valor tedrico da propriedade experimental em
estudo.

Na matriz de correlacdo da atividade biolégica em funcdo dos descritores
eletronicos da QSARY9, a n e 0 VM séo os descritores que possuem uma das maiores
correlagcdes com a atividade biologica, e uma das menores correlacfes entre eles. Assim,
verificamos que a n e 0 VM podem ser utilizados para obter a equacdo a ser aplicada
para prever o valor tedrico da propriedade experimental em estudo.

Na matriz de correlacdo da atividade biologica em funcdo dos descritores
eletronicos da QSAR 10, a EA e 0 u sdo os descritores que possuem uma das maiores
correlagdes com a atividade biologica, e uma das menores correlacdes entre eles. Desta
forma, podemos admitir que a EA e o pn podem ser utilizados para obter a equacéo a ser
aplicada para prever o valor tedrico da propriedade experimental em estudo.

De acordo com a estatistica, 0s principais requisitos para que um modelo de
RML seja valido, é obter um coeficiente de correlacdo (R?) préximo de um (1), teste de
Fischer (F) maior que o tabelado, um desvio-padrdo (s) e um nivel geral de
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confiabilidade do modelo (p-valor) mais proximo de zero. Para as RMLs realizadas
nesta pesquisa, o valor tabelado do teste de Fisher F(2,7), é de 4,737.

Analisando todos os modelos das QSARs obtidos através dos calculos de RMLs,
representados na tabela 6, notamos que os valores calculados para F(2,7) foram
superiores ao tabelado, os do R? ficaram préximos de uma unidade, o desvio-padréo (s)
e o nivel geral de confiabilidade do modelo (p-valor) ficaram préximos de zero. Com
estes resultados, e mais a boa estimativa dos valores previstos, concluimos que os

modelos obtidos sdo todos aceitaveis.

Tabela 6. indices estatisticos das 10 QSARs realizadas neste trabalho.

Anélises n R® F S p DxA
QSAR1 10 0,87 22,81 0,31 0,001 EAepu
QSAR2 10 0.71 8,41 0,73 001 AEj eVM
QSAR3 10 0,72 9,12 0,68 0,01  LogSeVM
QSAR4 10 0,78 12,14 0,61 0,006 LogSeVM
QSAR5 10 0,88 26,92 0,42 0,001 AEn_eVM
QSAR6 10 0,74 10,12 0,69 0,009 AEj eVM
QSAR7 10 0,81 15,14 0,34 0,003 AEy e AG
QSARS8 10 0,81 15,24 059 0,003 LogSeVM
QSAR9 10 0,79 12,83 0,54 0,005 nevVvM
QSAR10 10 0,85 19,75 0,34 0,001 EAepu
DxA: Descritores que apresentaram maior correlacdo com a atividade bioldgica

Analisando os dez modelos de QSARs obtidos pelas RMLs da tabela 6, notamos
que todos exibem valores de intervalo de confianga superior a 99% (p < 0,01),
coeficiente de correlagao (R?) entre (0,71 - 0,88), teste F de Fisher entre (22,81 - 8,41),
desvio-padréo (s) entre (0,31 - 0,73) e o nivel geral de confiabilidade do modelo (p-
valor) entre (0,01 - 0,009). Analisando de forma criteriosa todos os modelos obtidos,
aquele teve a melhor capacidade preditiva foi o0 modelo da QSARS5, e, portanto o
escolhido para ser aplicado para prever o valor da IC50 dos compostos propostos nesta
pesquisa.

A partir das matrizes de correlacdo alcancadas pelos célculos de RMLs foram
obtidas as equac0es referentes a cada modelo de QSAR. As equagdes das RMLs (1-10)
estdo expostas em anexo, com excecdo da QSARS que € apresentada junto a sua matriz
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de correlacdo na tabela 6. Da matriz de correlagdo sdo obtidos os coeficientes de
correlacdo entre os descritores calculados e a atividade bioldgica, e escolhidos aqueles
de maior correlagdo com a IC50. Logo abaixo, expomos a matriz de correlagéo (tabela
8) e a equacdo da QSARS, modelo estatistico escolhido para prever o valor da IC50 das

moléculas propostas.



QSAR5 — RML5 Modelo 5: Removidos os compostos CR5 e CR9.

Y (IC50) = 20,8224(+2,7363) + 1,6602AE (+0,5182) —0,0515VM(+0,0084) 5
(n =10; R* =0,88; F(2,7) =26,92; s = 0,42; p =0,001)

Tabela 8. Matriz de correlacdo da atividade bioldgica em funcdo dos descritores eletrénicos.

AEw. W LogP LogS EA IP N S " n  AG VM IC50
AEq 100 016 008 002 -043 067 100 -100 034 008 023 012 -051
U 016 100 -052 079 022 011 -016 019 016 -052 024 -063 0,64

LogP 0,08 -0,52 1,00 -060 040 024 008 -009 040 100 041 0,16 -0,25

LogS 0,02 0,79 -0,60 100 008 031 002 000 024 -060 011 -0,51 0,57

EA -0,43 0,22 0,40 0,08 100 026 -043 043 067 040 025 -0,36 0,55
IP 0,67 0,11 0,24 031 026 100 067 -067 088 024 050 -026 -0,04
n 1,00 -0,16 0,08 0,02 -043 0,67 100 -100 034 008 023 0,12 -051
S -1,00 0,19 -0,09 000 043 -067 ~-100 100 -0,34 -009 -024 -0,12 0,51
X 0,34 0,16 0,40 024 067 08 034 -034 100 040 049 -0.34 0,20
T 0,08 -0,52 1,00 -060 040 024 008 -009 040 100 041 0,16 -0,25
AG 0,23 0,24 0,41 011 025 050 023 -024 049 041 100 -042 0,17

VM 0,12 -0,63 0,16 -051 -036 -026 012 -012 -034 016 -042 100 -0,85

IC50 -0,51 0,64 -0,25 057 05 -004 -051 051 020 -025 0,17 -0,85 1,00
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A partir das equacbes dos modelos de QSARs (1-10, Tabela 6) os valores de 1C50
foram previstos e plotados contra seus correspondentes valores experimentais, cujos
resultados estdo apresentados por meio de suas distribuicdes e dispersfes nas figuras em
anexos para os modelos de 1 a 10, com exce¢do do modelo 5 que é apresentado logo abaixo.

Analisando as figuras das RMLs de cada QSAR notamos que os valores previstos
versus 0s valores experimentais da atividade bioldgica, a IC50, apresentam um bom
comportamento linear, proximo de uma reta, o que nos confirma que os modelos obtidos
foram satisfatorios. Na figura 19 expomos a distribuicdo dos valores previstos versus 0s
valores experimentais da atividade bioldgica do modelo da QSARS5, as figuras dos demais

modelos estdo em anexo.
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Figura 19. Distribuicdo da fungdo da RLM modelo QSARS.

Observando as figuras das dispersdes normal dos residuos estdo em torno de zero, ou
seja, 0s residuos estdo aleatoriamente dispersos, e por isso ndo existe nenhuma evidéncia de

anormalidade, nos garantindo que os modelos obtidos apresentam um bom comportamento


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422012000600017&script=sci_arttext#fig03
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422012000600017&script=sci_arttext#fig03
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linear. A seguir na figura 20 apresentamos a dispersdo dos residuos obtidos para o

modelo de QSARS, para os demais modelos de QSAR as figuras estdo dispostas em anexo.

Scores (Predito vs. Residual)
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Figura 20. Dispersdo dos Residuos/QSARS.

Na tabela 7 sdo mostrados os valores experimentais e previstos da IC50 das moléculas de
referéncia em funcdo do modelo da QSARS.

Os valores em preto correspondem aos compostos do grupo de treinamento, e os de
vermelho aos compostos do grupo teste, com o grupo de treinamento realizamos uma
validagdo interna, e com o de teste uma validagdo externa. Observando as tabelas notamos
que os valores dos residuos obtidos pela diferenca entre os valores tedricos e experimentais da
atividade bioldgica, descreveram de maneira satisfatoria a atividade bioldgica em estudo,
visto que os valores obtidos para os residuos foram baixos. As tabelas obtidas para os demais

modelos estdo dispostas em anexo.
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Tabela 7. Valores de IC50 (uM) experimentais e calculados com a QSARS.

Compostos Experimental Calculado Residual
CR1 3,20 3,00 0,20
CR2 2,80 3,46 -0,66
CR3 3,30 3,44 -0,14
CR4 4,50 4,69 -0,19
CR6 3,50 2,80 0,70
CR7 5,70 5,46 0,24
CR8 4,40 4,33 0,07
CR10 3,30 3,28 0,02
CR11 2,00 2,37 -0,37
CR12 2,40 2,28 0,12
CR5 2,00 1,92 0,08
CR9 3,60 151 2,09

Nas figuras 21 e 22 podem ser observadas as estruturas moleculares das moléculas
derivadas do grupo de referéncia, com a inser¢do do grupo quimico 1,2,4-oxadiazol, para
realizacdo da avaliagdo tedrica, com relacdo a uma provavel capacidade para inibir a enzima

tirosinase.
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Figure 21. Estruturas Moleculares das moléculas ligadas ao 1,3,4-oxadiazol.

74



0 n=( 10-20)

OCH, ONO,

B %{ %{

75

ﬁ ﬁ

Figure 22. Estruturas Moleculares das moléculas ligadas ao 1,2,4-oxadiazol.
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Na figura 23 podem ser observadas as estruturas geométricas otimizadas das
moléculas derivadas do grupo de referéncia, denominadas como tiol éster(TESTERCRn), para

realizacdo da avaliacdo tedrica, com relacdo a uma provavel capacidade para inibir a enzima

tirosinase.
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(0] (0] (@]
HO s HO S HO S
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Figura 23. Estruturas otimizadas da série tiol éster.
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Na figura 24 podem ser observadas as estruturas geométricas otimizadas das
moléculas derivadas do grupo de referéncia, denominadas como tiol carbonila(TiolCarbCRn),

que serdo utilizadas para a avaliacdo da capacidade de inibicdo da enzima tirosinase.
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OH t
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O\(ﬁ/\o Hoﬁ/\o/\'(@ fj/\o
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(@) S e) S

Figura 24. Estruturas otimizadas da série tiol carbonila.
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Na figura 25 podem ser observadas as estruturas geométricas otimizadas das moléculas
derivadas do grupo de referéncia, denominadas como tiol selénio (CarbonilaSeCRn),para

realizacdo da avaliagdo tedrica, com relacdo a uma provavel capacidade para inibir a enzima

tirosinase.
CarbonilaSeCR1 CarbonilaSeCR2 CarbonilaSeCR3%,
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o] 0 0
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Figura 25. Estruturas otimizadas da série carbonila selénio.
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A seguir nas tabelas de 8 a 10 sdo apresentados as faixas de valores das propriedades
eletronicas e fisico-quimicas de todas as moléculas investigadas na segunda etapa deste

trabalho. As propriedades eletronicas e fisico-quimicas calculadas foram: AEy_ u, EA, IP,

VM, AG, %, n, S, LogS, LogP eo .

Tabela 8. Propriedades eletronicas e fisico-quimicas de todas as moléculas investigadas.

Moléculas AEHL EA IP X n
KOJ 5,01 1,45 6,46 0,51 2,51
CR1-CR12 421-506 | 1,61-2,11 | 6,20-6,92 |3,93-4,52|2,10-2,53
TECR1-TECR12 | 3,54— 4,56 | 1,86-2,76 | 6,03—6,64 |4,04—-4,55|4,04—-4,55
TCCR1-TCCR12 | 3,69-4,10 | 2,14-2,66 | 6,28—-6,69 |[4,21-4,67(1,76-2,07
TSeCR1-TSeCR12 | 3,51-3,88 | 2,10-2,76 | 598-6,34 |4,04—-4,52|1,70-1,94
OXA1-OXA20 2,16-445 | 236-3,93 | 6,81 —7,05 |4,58 —5,41|1,08—-2,22

Energia do Gap AEy, ; Afinidade Eletrénica (EA); Potencial de lonizacdo (IP), Dureza (n) e Eletronegatividade
absoluta (y): eV.

A diferenca de energia entre os FMO (AEn.) tem sido utilizada como indice de
reatividade quimica e estabilidade molecular. Moléculas com baixos valores de gap séo
avaliadas como reativas, enquanto as moléculas que exibem valor alto de gap sugerem alta
estabilidade, no sentido de baixa reatividade quimica. As energias dos FMO também sao
correlacionadas a outros indices, taiscomoa EA e o IP.

Tomando como referéncia as faixas dos valores de gap de energia obtidos por El-
Henawy, A. A. na faixa de (6,35-7,9 eV)(EL-HENAWY, AA,
KHOWDIARY, M.M; BADAWI, A.B; SOLIMAN, 2013), e por Peukert, S. e colaboradores,
na faixa de (6,7-8,1 eV)(PEUKERT, S; NUNEZ, J; HE; DAI, M; YUSUFF, N; DIPESA;
MILLER-MOSLIN, K; KARKI, R; LAGU, B; HARWELL, C; ZHANG, Y; BAUER, D;
KELLEHER, J.F; EGAN, 2011), observamos na tabela 8 que as moléculas investigadas na

e colaboradores,

segunda etapa desta pesquisa apresentam valores relativamente baixos para 0 AEy., logo
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tendem a serem mais instaveis, portanto mais reativas. Os valores da EA e do IP sdo altos, o
que qualifica estas moléculas como bons receptores de elétrons. Para darmos inicio a
discussdo a cerca da m, tomaremos como referéncia os valores experimentais de pequenas
moléculas, tais como: cloreto de litio (LiCl; n: 9,42), brometo de potassio (KBr; n: 7,25),
metilamina (HCONHjy; n: 6,2), p-xileno(H3C-Ph; n: 4,8), 1,2,5-trimetil benzeno (n: 4,72), e
benzeno tiol (CsHsSH; n: 4,4) (ZHAN, C-G; NICHOLS, J.A; DIXON, 2003) (PEARSON,
1988) . Utilizamos estas moléculas como referéncia, pois ndo conseguimos encontrar na
literatura, o valor experimental deste descritor para as moléculas em estudo. Analisando e
comparando, os valores experimentais, para a m, dos sistemas acima citados, com as
moléculas de referéncia, notamos que os valores conseguidos para as moléculas de referéncia
foram baixos, e por isso concluimos que sdo virtualmente macias. Os valores obtidos para a
y foram altos, valores elevados para a y, bem como, baixos para a m, expressam que 0S
sistemas oferecem polarizabilidade elevada, e que ao interagirem com outras espécies

guimicas tenderam a atrair os elétrons para si.

Tabela 9. Propriedades eletronicas e fisico-quimicas de todas as moléculas investigadas.

Moléculas u S AG n
KOJ 3,02 0,40 -3,71 0,00
CR1-CR12 2,61-5,60 [0,40—- 0,48]| -6,06 a-3,95 1,51 — 3,33

TECR1-TECR12 | 4,20-5,83 |0,44 — 0,57| -4,21 a-2,13 0,47 — 2,61

TCCRI1-TCCR12 | 1,67-4,77 | 0,48 -0,57 | -5,72 a-4,91 | 0,59 — 2,64

TSeCR1-TSeCR12 | 1,52 —5,27 | 0,52 —0,59 | -6,00 a- 4,31 0,19 — 2,10

OXA1-OXA20 |3,65 —10,25| 0,45 — 0,93 |-10,09 a—2,06| -0,41 —1,82

Momento de dipolo i : Debye (D); Maciez (S): eV™*; AG: Kcal/mol
Coeficiente de Hansch m: Adimensional.
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Analisando os descritores eletronicos da tabela 9, observamos que todas as moléculas
investigadas nesta segunda etapa da pesquisa apresentam valores diferentes de zero para o p,
classificando estas moléculas como polares. Notamos que os valores das energias de
interacdo, AG, destas moléculas em comparacdo a do KOJ, ligante natural da enzima
tirosinase, sdo mais baixos o que classifica estes valores como mais favoraveis para interagir
com a proteina tirosinase. Com isso, concluimos que, as moléculas investigadas nesta segunda
etapa da pesquisa possivelmente proporcionardo interacdes eletrostaticas mais efetivas com a
enzima tirosinase, do que o KOJ.

Os valores obtidos para S foram altos, e valores elevados altos para a S, bem como,
baixos para a m, expressam que os sistemas oferecem polarizabilidade elevada, e que ao
interagirem com outras espécies quimicas tenderam a atrair os elétrons para si. Ao confrontar
os valores da x e da S, com a EA e o IP, notamos que estdo em concordancia, uma vez que 0s
valores obtidos para a EA e o IP foram altos.

O valor absoluto do & descreve os efeitos eletronicos, indutivo e/ou de ressonancia,
exercidos por grupos substituintes adicionados nas moléculas em estudo. Valores positivos
sdo ressaltados para substituintes com habilidade para receber elétrons, ja os valores negativos
sdo observados para substituintes com habilidade para doar elétrons. De acordo com a tabela
9, notamos que 0s grupos substituintes utilizados nestas moléculas se comportaram como

grupos doadores de elétrons, visto que foram obtidos valores positivos para o .

Tabela 10. Propriedades eletrdnicas e fisico-quimicas de todas as moléculas investigadas.

KOJ -0,61 -0,93 103,10
CR1-CR12 -3,07a- 2,42 0,65 — 2,40 158,96 — 226,05
TECR1-TECR12 -3,47a - 1,51 -0,77 — 1,37 | 158,94 — 223,04
TCCR1-TCCR12 -3,17a - 2,20 -0,65 — 1,40 | 169,22 — 224,01
TSeCR1-TSeCR12 | -2,99 a-1,65 -1,05 — 0,86 | 152,12 — 270,54
OXA1-OXA20 -2,78 a -0,77 -1,72 a-0,07 | 113,44 — 194,88

LogS: g/L ; LogP: Adimensional. Volume Molar (VM): cm*mol
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Para as moléculas propostas, realizamos uma avaliacdo geral no que tange a anélise
dos descritores eletronicos e fisico-quimicos, visto que todas apresentaram comportamento
semelhante.

Realizando uma avaliacdo geral em relacdo aos descritores eletronicos e fisico-
quimicos, descritos na tabela 10, todas as moléculas propostas apresentam valores baixos para
0 AEy. e para o VM. Os valores baixos para o0 AEy, indicam que estas moléculas tendem a ser
reativas e instaveis. O VM baixo descreve certa facilidade de interacdo destas moléculas com
outras maiores. Com relacdo ao p, notamos que possuem valores diferentes de zero,
mostrando desta forma que sdo moléculas que exibem certa polaridade. Os valores obtidos
para a EA e o IP sdo altos, o que qualifica tais sistemas como bons receptores de elétrons.

Analisando os valores das energias de interacdo, AG, e fazendo uma comparagéo aos
valores obtidos para as moléculas de referéncia com o do KOJ, verificamos que a maioria
destas moléculas apresentam valores de AG mais baixos que a do KOJ e do que as moléculas
de referéncia, significando que provavelmente estas moléculas interagem de maneira
satisfatoria com a enzima tirosinase.

Adotando por referéncia valores experimentais de outras espécies quimicas para a
n, avaliamos que os valores obtidos foram baixos, enquanto que os valores da y e a S foram
altos. Valores altos para y e S, e baixos para a n, significam que os sistemas apresentam
polarizabilidade elevada, e que ao interagirem com outras espécies quimicas tenderam a atrair
os elétrons para si. Os valores de LogS e LogP destas moléculas estdo dentro da faixa ideal,
que é de -1 a-5parao LogS, e de 1,9 a 3,3 para o LogP, 0 que contribui para uma eficiente
interacdo destes principios ativos com o organismo. O valor absoluto do coeficiente de
Hansch () descreve os efeitos eletrdnicos, indutivo e/ou de ressonancia, exercidos por grupos
substituintes adicionados nas moléculas em estudo. Valores positivos sdo ressaltados para
substituintes com habilidade para receber elétrons, ja valores negativos sdo observados para
substituintes com habilidade para doar elétrons. Notamos que as séries tiol éster, tiol selénio e
tiol carbonila apresentaram valores positivos para o w, ja a serie 1,2,4-oxadiazol apresentou
valores mais baixos para o . Desta forma, concluimos que o substituinte 1,2,4-oxadiazol
agem como retiradores de elétrons. J& os elementos oxigénio e selénio adicionados nas demais
séries atuaram como doadores de elétrons, visto que os valores obtidos para o © foram mais

altos, tomando como base os valores das moléculas de referéncia. As faixas dos valores da
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IC50 calculados, utilizando a equacdo da QSARS5 para todas as moléculas investigadas na

segunda etapa desta pesquisa estdo apresentadas na tabela 11.

Tabela 11. Valores previstos da propriedade biolégica (IC50) de todas as moléculas investigadas na segunda

etapa desta pesquisa.

Moléculas de Referéncia

(2,00 — 5,70) uM

Série 1,2,4 e 1,3,4—-Oxadiazol

(3,53 - 10,12) uM

Série Tiol Eter

(2,17 - 6,39) uM

Série Tiol Carbonila

(2,46 — 5,30) uM

Série Carbonila Selénio

(1,01 - 7,11) uM

Analisando os valores tedricos das IC50 para todas as séries de moléculas propostas e

comparando estes ao do KOJ, que é de 30uM, todas as moléculas propostas apresentam

valores inferiores, 0 que as qualificam como farmacos potencialmente mais eficientes que o

KOJ. Mas ao compararmos os valores tedricos das 1C50 das moléculas propostas com 0s

valores experimentais das moléculas de referéncia, notamos que somente a molécula

TiolSeCR12 se mostrou mais eficiente que todas as moléculas de referéncia, na qual a IC50 da

melhor molécula de referéncia é 2,00 uM (CR5) e da tiolSeCR12 ¢é de 1,01uM.
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5. Conclusdes

O tratamento estatistico com relagdo a QSAR dos descritores eletrdnicos e fisico-
quimicos, obtidos por meio de calculos DFT, para todos os sistemas investigados neste
trabalho se mostrou eficiente, visto que os valores previstos das atividades bioldgicas
apresentaram uma boa concordancia com os valores experimentais.

Como resposta do estudo estatistico dos derivados de cetonatiossemicarbazonas, a

afinidade eletronica e a carga atdbmica N2 foram os que conduziram a uma melhor resposta na
previsdo da concentracdo inibitéria (IC50) das moléculas investigadas. Das duas moléculas J e
K sugeridas, com base na estrutura quimica das cetonatiossemicarbazonas avaliadas neste
trabalho, a molécula K se mostrou mais eficiente que as demais cetonatiossemicarbazonas
investigadas, pois tem valor da IC50 mais baixo que as demais moléculas.
Segundo os célculos de Ancoragem Molecular das 56 moléculas investigadas na segunda
etapa desta pesquisa, foram obtidos valores promissores para as energias de interacao destas
moléculas com a enzima tirosinase. Na avaliagdo estatistica, das moléculas de referéncia, os
descritores eletrdnicos e fisico-quimicos que conduziram a uma melhor resposta na previsao
da atividade bioldgica experimental foram: o gap de energia e 0 volume molecular.

Dentre as 50 moléculas propostas como potencialmente inibidoras da enzima
tirosinase, todas apresentaram valores de atividade bioldgica mais baixa que a do KOJ,
contudo somente uma molécula da série Tiol Selénio, a TiolSeCR12 apresentou ser mais
eficiente do que as moléculas de referéncia.

Nossos resultados apresentam boa concordancia com os valores experimentais das
IC50 das moléculas selecionadas no presente trabalho. Além disso, nos permitiu prever novos
compostos antitumorais, indicando mais uma vez o valor dos métodos de Quimica Quantica

na busca de solugdes para melhorar a saide publica.
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6. Perspectivas

Avaliar as interagdes entre os residuos situados no sitio ativo da enzima tirosinase com as
moléculas investigadas neste trabalho;

Realizar calculos de Ancoragem Molecular considerando a flexibilidade do ligante e da
enzima tirosinase;

Realizar célculos de Ancoragem Molecular com outros softwares, no intuito de obter um
estudo comparativo de metodologias;

Calcular os indices de Fukui para os sistemas investigados neste trabalho para descobrir o
sitio de reatividade de cada molécula;

Realizar estudos estatisticos de PLS e QSAR 3D;

Dar prosseguimento ao estudo de adsorcdo e avaliacdo do potencial anticorrosivo de
derivados de tiossemicarbazonas.

Descrever os estados moleculares de adsorcdo de derivados de tiossemicarbazonas sobre
uma superficie metalica (cluster de Fes), aplicando a teoria da ressonancia ndo-
sincronizada das ligagfes néo covalentes;

Sintetizar a tiossemicarbazona investigada para realizar teste gravimétrico e de
impedancia para avaliar a eficiéncia de inibicdo a corrosdo em meio neutro, acido e

basico.
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QSAR1 -RML1
Modelo 1: Removidos os compostos CR4 e CR7.

Y (IC50) = — 4,1070 (+1,1658) + 2.6668(+0,6129)EA + 0,55461(+0,1209) 1
(n =10; R? =0,87; F(2,7) =22,81; s = 0.31; p =0,001)

Matriz de correlacdo da atividade biol6gica em funcéo dos descritores eletrénicos.

AEnL y LogP LogS EA IP n S X T AG VM IC50

AE[L 1,00 -013 020 -0,09 -053 063 100 -100 0,21 0,20 0,06 -0,15 -0,51
i -0,13 1,00 -052 069 0,12 009 -013 0217 011 -052 0,10 -0,39 0,71
LogP 0,20 -052 100 -0,78 -0,03 0411 020 -0,19 0,09 1,00 -0,36 -0,11 -0,58
LogS -0,09 069 -0,78 100 0,26 029 -009 010 033 -0,78 058 -0,05 0,76
EA -0,53 0,12 -0,03 0,26 1,00 0,19 -053 052 069 -003 033 -0,06 0,68
IP 0,63 0,09 0,11 0,29 0,19 100 063 -064 084 011 053 -027 0,08
n 1,00 -013 020 -0,09 -053 063 100 -100 0,21 0,20 0,06 -0,15 -0,51
S -1,00 017 -019 010 052 -064 -100 100 -0,22 -0,19 -0,09 0,13 0,52

Y 0,21 0,11 0,09 0,33 0,69 084 021 -022 100 009 055 -023 0,40

T 0,20 -052 100 -0,78 -0,03 0211 020 -0,19 0,09 1,00 -0,36 -0,11 -0,58
AG 0,06 0,0 -0,36 058 0,33 053 006 -0,09 055 -0,36 1,00 0,18 0,30
VM -0,15 -039 -0,11 -005 -0,06 -0,27 -0,45 0,13 -0,23 -0,11 0,18 1,00 -0,32

IC50 -0,51 0,717 -058 0,76 0,68 008 -051 052 040 -058 030 -0,32 1,00




Valores Observados (Experimentais)
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Valores (Preditos vs. Observados) Scores (Predito vs. Residual)
Variavel Dependente: IC50 Variavel Dependente: IC50
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' E cRL
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28 e o -7 @ 02t
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Valores Preditos (Téoricos) | . 95% confidence

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

Valores Preditos (T éoricos) o 95% confidence

Funcédo da QSARL. Dispersdo dos Residuos/QSARLI.

IC50 experimental e previsto (uM) da QSAR1.

Compostos Experimental Calculado Residual
CR1 3,20 3,33 -0,13
CR2 2,80 2,87 -0,07
CR3 3,30 3,36 -0,06
CR5 2,00 2,62 -0,62
CR6 3,50 3,24 0,26
CR8 4,40 4,40 -0,00
CR9 3,60 3,52 0,08
CR10 3,30 2,92 0,38
CR11 2,00 1,77 0,23
CR12 2,40 2,46 -0,06
CR4 4,50 3,83 0,67
CR7 5,70 3,45 2,25




QSAR2 - RML12
Modelo 2: Removidos os compostos CR1 e CR3.

Y (IC50) = 19,3454(+4,28) — 2,0453(x0,8422) AEy_ — 0,0329VM(%0,0111) 2
(n =10; R?*=0,71; F(2,7) =8,41; s = 0,73; p =0,01)
Matriz de correlagdo da atividade biolégica em funcéo dos descritores eletronicos.
AEpL U LogP  LogS EA IP n S X T AG VM  IC50
AEuL 1,00 -0,12 0,22 -0,13 -0,70 0,74 1,00 -1,00 0,29 0,22 0,14 0,13 -0,58
i -0,12 1,00 -0,30 0,66 0,54 0,41 -0,12 0,15 0,69 -0,30 025 -044 0,59
LogP 0,22 -0,30 1,00 -0,75 -0,26 0,00 0,22 -0,21  -0,14 1,00 0,20 -0,17 -0,34
LogS -0,13 0,66 -0,75 1,00 0,47 0,39 -0,13 0,13 0,61 -0,75 0,20 -0,12 0,58
EA -0,70 0,54 -0,26 0,47 1,00 -0,21 -0,70 0,70 0,43 -0,26 0,36 -0,31 0,81
IP 0,74 0,41 0,00 0,39 -0,21 1,00 0,74 -0,74 0,79 0,00 055 -0,14 -0,07
n 1,00 -0,12 0,22 -0,13 -0,70 0,74 1,00 -1,00 0,29 0,22 0,14 0,13 -0,58
S -1,00 0,15 -0,21 0,13 0,70 -0,74 -1,00 1,00 -0,29 -0,21 -0,16  -0,13 0,58
X 0,29 0,69 -0,14 0,61 0,43 0,79 0,29 -0,29 1,00 -0,14 0,73 -0,31 041
T 0,22 -0,30 1,00 -0,75 -0,26 0,00 0,22 -0,21 -0,14 1,00 0,20 -0,17 -0,34
AG 0,14 0,25 0,20 0,20 0,36 0,55 0,14 -0,16 0,73 0,20 1,00 -0,24 0,22
VM 0,13 -0,44 -0,17  -0,12 -0,31 -0,14 0,13 -0,13 -0,31 -0,17 -0,24 1,00 -0,68
IC50 -0,58 0,59 -0,34 0,58 0,81 -0,07 -0,58 0,58 0,41 -0,34 0,22 -0,68 1,00
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Valores Observados( Experimentais)

Valores (Preditos vs. Observados)
Variavel Dependente: IC50
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Scores (Predito vs. Residual)
Variavel Dependente: IC50
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Valores Preditos (Téoricos)

Dispersdo dos Residuos/QSAR2.

Experimental e previsto IC50 (uM) da QSAR2

Compostos Experimental

Calculado

Residual

CR2 2,80

3,32 -0,52

CR4 4,50

4,34 0,16

CR5 2,00

2,25 -0,25

CR6 3,5

2,89 0,61

CR7 5,70

5,21 0,49

CR8 4,40

4,68 -0,28

CR9 3,60

2,39 1,21

CR10 3,30

3,38 -0,08

CR11 2,00

3,10 -1,10

CR12 2,40

2,64 -0,24

CR1 3,20

3,22 0,22

CR3 3,30

3,53 -0,23




QSAR3 — RML3

Modelo 3: Removidos os compostos CR8 e CR10.

Matriz de correlacdo da atividade biol6gica em funcéo dos descritores eletrénicos.

Y (IC50) = 13,4229(2,40+) + 1,5195(x0,6019)L0gS — 0,0326VM(0,0103)

(n =10; R? =0,72; F(2,7) =9,12; s = 0,68; p =0,01)

AEw, u  LogP LogS  EA P N S " n  AG VM IC50

AEw 100 029 029 -008 040 057 100 -100 023 029 004 011 -054
U 029 100 -039 070 004 046 029 -028 033 -039 044 -044 051
LogP 029 039 100 -079 -007 016 029 -029 009 100 008 -022 -037
LogS 008 070 -079 100 029 034 -008 008 035 -079 026 -010 057
EA 040 004 -007 029 100 039 -040 038 077 -007 038 -028 0,60
IP 057 046 016 034 039 100 057 -058 08 016 044 -017 004
N 100 029 029 008 -040 057 100 -100 023 029 004 011 -054
S 1,00 -028 -029 008 038 -058 -100 100 -026 -029 -007 -012 054
7 023 033 009 035 077 08 023 -026 100 009 048 -025 0730
n 029 039 100 -079 -007 016 029 -029 009 100 008 -022 -037
AG 004 044 008 026 038 044 004 -007 048 008 100 -029 0,29
VM 011 044 -022 -010 -028 017 011 -012 025 -022 -029 100 -0,69
1C50 054 051 -037 057 060 004 -054 054 030 -037 029 -069 1,00




Valores Observados (Experimentais)

Valores (Preditos vs. Observados)
Variavel Dependente: IC50

Scores (Predito vs. Residual)
Variével Dependente: 1C50
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Funcao da QSAR3. Dispersao dos Residuos/QSAR3.
Experimental e previsto IC50 (uM) da QSARS3.
Compostos Experimental Calculado Residual

CR1 3,20

3,00 0,20

CR2 2,80

3,77 -0,97

CR3 3,30

3,53 -0,23

CR4 4,50

4,36 0,14

CR5 2,00

2,28 -0,28

CR6 3,50

4,29 -0,79

CRY7 5,70

4,65 1,05

CR9 3,60

2,99 0,61

CR11 2,00

1,90 0,10

CR12 2,40

2,23 0,17

CRS8 4,40

434 0,34

CR10 3,30

2,79 0,51




QSAR4 - RMLA4

Modelo 4: Removidos os compostos CR6 e CR12,

Y (IC50) = 15,6042(2,4722+) + 2,3155(+0,7059)LogS — 0,0328VM(x0,01) 4
(n =10; R? =0,78; F(2,7) =12,14; s = 0,61; p =0,005)

Matriz de correlacdo da atividade biol6gica em fungéo dos descritores eletrénicos.
AEuL u LogP LogS EA IP n S Y T AG VM IC50
AEuL 1,00 -0,17 0,28 -0,31 -0,48 0,77 1,00 -1,00 0,32 0,28 0,23 0,09 -0,59
u -0,17 1,00 -0,37 0,60 0,20 -0,04 -0,17 0,20 0,08 -037 019 -0,39 0,53
LogP 0,28 -0,37 1,00 -0,81 0,02 0,33 0,28 -0,27 0,26 1,00 0,22 -0,19 -0,30
LogS -0,31 0,60 -0,81 1,00 042 -004 -0,31 0,30 020 -081 0,14 -005 0,62
EA -0,48 0,20 0,02 0,42 1,00 0,20 -048 0,46 0,68 0,02 0,28 -0,24 0,62
IP 0,77 -0,04 0,33 -0,04 0,20 1,00 0,77 -0,78 0,85 0,33 0,45 -0,07 -0,21
n 1,00 -0,17 0,28 -0,31 -0,48 0,77 1,00 -1,00 0,32 0,28 0,23 0,09 -0,59
S -1,00 0,20 -0,27 0,30 046 -0,78 -100 100 -0,33 -0,27 -0,25 -0,10 0,59
Y 0,32 0,08 0,26 0,20 0,68 0,85 0,32 -0,33 1,00 0,26 0,49 -0,18 0,18
T 0,28 -0,37 1,00 -0,81 0,02 0,33 0,28 -0,27 0,26 1,00 0,22 -0,19 -0,30
AG 0,23 0,19 0,22 0,14 0,28 0,45 0,23 -0,25 0,49 0,22 1,00 -0,22 0,16
VM 0,09 -0,39 -0,19 -005 -0,24 -0,0fr 009 -0,10 -0,28 -0,19 -0,22 1,00 -0,66
IC50 -0,59 053 -0,30 0,62 062 -021 -059 0,59 0,18 -0,30 0,16 -0,66 1,00
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Valores Observados (Experimentais)

Valores (Preditos vs. Observados)
Variavel Dependente: IC50
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Scores (Predito vs. Residual)
Variavel Dependente : IC50
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Dispersdo dos Residuos/QSAR4.

Experimental e previsto IC50 (uM) da QSARA4.

Compostos

Experimental

Calculado

Residual

CR1

3,20

2,94

0,26
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-1,05
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QSAR6 — RML6
Modelo 6: Removidos os compostos CR3 e CR6.
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Y (IC50) = 20,4685(%4,1546) + 2,3355AE (£0,8348) — 0,0321VM(x0,0104) 6
(n =10; R* =0,74; F(2,7) = 10,12; s = 0,69; p =0,009)
Matriz de correlagdo da atividade biolégica em funcéo dos descritores eletronicos.
AEnL u LogP  LogS EA IP n S % T AG VM IC50
AEyL 1,00 -0,24 0,31 -0,39 -052 0,63 1,00 -1,00 0,23 0,31 0,14 0,14 -0,62
u -0,24 1,00 -0,39 0,65 0,25 0,05 -0,24 0,27 0,14 -0,39 0,24 -0,42 0,58
LogP 0,31 -0,39 1,00 -0,78 -0,00 0,28 0,31 -0,30 0,22 1,00 0,18 -0,15 -0,33
LogS -0,39 0,65 -0,78 1,00 0,45 0,10 -0,39 0,38 0,27 -0,78 0,23 -0,12 0,66
EA -0,52 0,25 -0,00 0,45 1,00 0,21 -0,52 0,51 0,69 -0,00 0,29 -0,25 0,65
IP 0,63 0,05 0,28 0,10 0,21 1,00 0,63 -0,64 0,85 0,28 0,47 -0,10 -0,11
n 1,00 -0,24 0,31 -0,39 -052 0,63 1,00 -1,00 0,23 0,31 0,14 0,14 -0,62
S -1,00 0,27 -0,30 0,38 0,51 -0,64 -1,00 1,00 -0,24 -0,30 -0,16  -0,15 0,62
Y 0,23 0,14 0,22 0,27 0,69 0,85 0,23 -0,24 1,00 0,22 0,50 -0,20 0,25
T 0,31 -0,39 1,00 -0,78 -0,00 0,28 0,31 -0,30 0,22 1,00 0,18 -0,15 -0,33
AG 0,14 0,24 0,18 0,23 0,29 0,47 0,14 -0,16 0,50 0,18 1,00 -0,24 0,22
VM 0,14 -0,42 -0,15 -0,12 -0,25 -0,10 0,14 -0,15 -0,20 -0,15 -0,24 1,00 -0,68
IC50 -0,62 0,58 -0,33 0,66 0,65 -0,11 -0,62 0,62 0,25 -0,33 0,22 -0,68 1,00




Valores Observados (Experimentais)
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Valores (Preditos vs. Observados)
Variavel Dependente: IC50

Funcdo da QSARG.
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Scores (Predito vs. Residual)
Variavel Dependente: IC50

Valores Preditos (Téoricos)

Dispersdo dos Residuos/QSARG.

Experimental e previsto IC50 (uM) da QSARG.

Compostos Experimental

Calculado

Residual

CR1 3,20

3,14

0,06

CR2 2,80

3,16

-0,36

CR4 4,50

4,23

0,27

CR5 2,00

2,11

-0,11

CRY7 5,70

5,22

0,48

CR8 4,40

4,75

-0,35

CR9 3,60

2,38

1,22

CR10 3,30

3,28

0,02

CR11 2,00

3,10

-1,10

CR12 2,40

2,52

-0,12

CR3 3,30

3,46

-0,16

CR6 3,50

2,75

0,75
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QSAR7 - RML7
Modelo 7: Removidos os compostos CR7 e CR11.

Y (IC50)= 17,8465(¢2,7226) — 2,1597AEy, (+0,5141) + 0,7613AG(0,2239) 7
(n =10; R* =0,81; F(2,7) = 15,14; s = 0,34; p =0,003)

Matriz de correlacdo da atividade biol6gica em funcéo dos descritores eletrénicos.

AEnL u LogP  LogS EA IP N S " n  AG VM IC50

AEw, 100 048 028 027 -069 054 100 -100 001 028 -004 000 -071
u 048 100 -038 058 -004 -033 -048 050 -034 -038 022 -030 062
LogP 028 038 100 -074 013 034 028 -026 037 100 017 -0,36 -0,26
LogS  -027 058 -074 100 014 009 -027 026 010 -074 021 011 058
EA 069 -004 013 014 100 008 -069 066 068 013 034 -010 066
1P 054 033 034 009 008 100 054 -057 078 034 040 -0,19 -0,10
N 100 048 028 027 -069 054 100 -100 001 028 -004 000 -071
S 100 050 026 026 066 -057 -100 100 -004 -026 000 -001 0,69
" 001 03 037 010 068 078 001 -004 100 037 050 -019 0,30
n 028 038 100 -074 013 034 028 -026 037 100 017 -036 -026
AG 004 022 017 021 034 040 -004 000 050 017 100 -046 058
VM 000 030 036 011 010 -019 000 -00L -019 -036 -046 100 -043
1C50 071 062 026 058 066 -010 071 069 030 -026 058 -043 100




servados (Experimentais)

Ob:

Valores

Valores (Preditos vs. Observados)
Variavel Dependente: IC50
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36 338 4,0 4,2 4,4

Funcéo da QSARY.
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e 95% confidence

Residuais

04

-0,6

0,8
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Scores (Predito vs. Residual)
Variavel Dependente: IC50

0,6

0,4

02

0,0

CR6
o

CR2 CR8
o °

-0,2 CR12
°

“7 CRs
A

' 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

Valores Preditos (Téoricos) Yo 95% confidence

Dispersdo dos Residuos/QSARY.

Experimental e previsto IC50 (uM) da QSARY.

Compostos

Experimental

Calculado Residual

CR1

3,20

3,20

0,00

CR2

2,80

2,72

0,08

CR3

3,30

3,50

-0,20

CR4

4,50

4,51

-0,01

CR5

2,00

2,53

-0,53

CR6

3,50

2,79

0,71

CR8

4,40

4,31

0,09

CR9

3,60

3,80

-0,20

CR10

3,30

2,99

0,31

CR12

2,40

2,65

-0,25

CRY

5,70

3,76

1,94

CR11

2,00

3,69

-1,69
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QSAR8 - RMLS8
Modelo 8: Removidos os compostos CR6 e CR10.

Y (IC50) = 15,3890(2,1815) + 2,2235 LogS(0,6074) —0,0323VM(0,0088) 8
(n =10: R? =0,81: F(2,7) = 15,24; s = 0,59; p =0,003)

Matriz de correlacdo da atividade biol6gica em fungéo dos descritores eletrénicos.

AEnL u LogP LogS EA IP n S X T AG VM IC50

AEnL 1,00 -027 045 -043 -048 064 100 -100 027 045 017 015 -0,63
u -0,27 100 -038 065 031 005 -027 03 017 -038 027 -042 0,58
LogP 0,45 -038 100 -08 -020 o031 045 -044 015 100 011 -022 -0,40
LogS  -0,43 065 -081 100 054 011 -043 042 032 -081 026 -012 0,67
EA -0,48 031 -020 054 100 024 -048 047 068 -020 028 -0,30 0,66
IP 0,64 0,05 031 o011 024 100 064 -065 087 031 049 -0,12 -0,11
n 1,00 -027 045 -043 -048 064 100 -100 027 045 017 015 -0,63
S -1,00 03 -044 042 047 -065 -100 100 -0,29 -044 -020 -0,15 0,62
Y 0,27 0,17 015 032 o068 087 027 -029 100 015 050 -0,23 0,23
T 0,45 -038 100 -081 -020 031 045 -044 015 100 0411 -022 -0,40
AG 0,17 0,27 011 026 028 049 017 -020 050 011 100 -0,26 0,21
VM 0,15 -042 -022 -012 -030 -012 015 -015 -023 -022 -026 1,00 -0,68
IC50 -0,63 058 -040 067 066 -011 -063 062 023 -040 021 -0,68 1,00




Valores Observados (Experimentais)

Valores (Preditos vs. Observados)
Variavel Dependente: IC50
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Scores (Predito vs. Residual)
Variavel Dependente : IC50

08 fF~

0,6
0,4
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e
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CR4
°
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15

2,0 25 3,0 35 4,0 4,5 5,0 55

e 95% confidence

Valores Preditos (Téoricos)

Disperséo dos Residuos/QSARS.

Experimental e previsto IC50 (uM) da QSARS,

Compostos Experimental

Calculado

Residual

CR1 3,20

3,05 0,15

CR2 2,80

3,94 -1,14

CR3 3,30

3,71 -0,41

CR4 4,50

4,56 -0,06

CR5 2,00

2,22 -0,22

CR7 5,70

4,94 0,76

CR8 4,40

4,04 0,36

CR9 3,60

3,59 0,01

CR11 2,00

1,77 0,23

CR12 2,40

2,07 0,33

CR6 3,50

4,90 -1,40

CR10 3,30

3,98 -0,68




QSAR9 — RMLY

Modelo 9: Removidos os compostos CR11 e CR12.

Y (IC50) = 19,7072(+3,2401) — 4,9953 1(+1,3159) — 0,0226\/M(0,0090) 9
(n=10; R*=0,79; F(2,7) = 12,83; s = 0,54; p =0,005)
Matriz de correlagdo da atividade biolégica em funcéo dos descritores eletronicos.
AEyL U LogP LogS EA IP n S Y Y14 AG VM IC50
AEQL 1,00 -0,37 0,27 -0,21 -0,66 0,80 1,00 -1,00 0,23 0,27 0,18 0,20 -0,77
u -0,37 100 -033 042 -0,16 -062 -037 040 -061 -033 0211 -016 0,31
LogP 0,27 -0,33 1,00 -0,77 0,15 0,48 0,27 -0,26 0,49 1,00 0,26 -0,30 -0,23
LogS -0,21 0,42 -0,77 1,00 0,06 -0,23 -0,21 0,21 -0,15  -0,77 0,04 0,20 0,38
EA -0,66 -0,16 0,15 0,06 1,00 -0,07 -0,66 0,63 0,59 0,15 0,24 -0,11 0,54
IP 0,80 -0,62 048 -0,23 -0,07 1,00 0,80 -0,82 0,77 0,48 0,43 0,18 -0,59
n 1,00 -0,37 0,27 -0,21 -0,66 0,80 1,00 -1,00 0,23 0,27 0,18 0,20 -0,77
S -1,00 040 -0,26 0,21 063 -082 -100 100 -0,25 -0,26 -0,20 -0,20 0,76
1 0,23 -0,61 0,49 -0,15 0,59 0,77 0,23 -0,25 1,00 0,49 0,50 0,07 -0,13
T 0,27 -0,33 100 -0,77 0,15 0,48 0,27 -0,26 0,49 1,00 0,26 -0,30 -0,23
AG 0,18 0,11 0,26 0,04 0,24 0,43 0,18 -0,20 0,50 0,26 1,00 -0,18 0,10
VM 0,20 -0,16  -0,30 0,20 -0,11 0,18 0,20 -0,20 0,07 -0,30 -0,18 1,00 -0,59
IC50 -0,77 031 -0,23 0,38 054 -059 -0,77 076 -013 -023 0,10 -0,59 1,00




Valores Observados (Experimentais)

Valores (Preditos vs. Observados)

Varidvel Dependente: IC50
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0,6
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N

-
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o -0 -

25 3,0 3.5

4,0

Valores Preditos (T éoricos)

50

Disperséo dos Residuos/QSAR9.

Experimental e previsto IC50 (uM) da QSAR9.

Compostos

Experimental

Calculado

Residual

CR1

3,20

3,37

-0,17

CR2

2,80

3,21

-0,41

CR3

3,30

3,61

-0,31

CR4

4,50

4,16

0,34

CR5

2,00

2,42

-0,42

CR6

3,50

2,90

0,60

CR7

5,70

5,19

0,51

CR8

4,40

5,02

-0,62

CR9

3,60

2,97

0,63

CR10

3,30

3,44

-0,14

CR11

2,00

3,99

-1,59

CR12

2,40

2,82

-0,42

55

o 95% confidence



QSAR10 — RML10
Modelo 10: Removidos os compostos CR2 e CR7.

Y (IC50) = —4,6424(£1,4239) + 2,8717EA (x0,7695) +0,60951(+0,1471) 10
(n =10; R* =0,85; F(2,7) = 19,75; s = 0,34; p =0,001)
Matriz de correlagdo da atividade biolégica em funcéo dos descritores eletronicos.
AEnL u LogP LogS EA IP n S X T AG VM IC50
AEnL 1,00 -0,17 019 -0,10 -047 060 100 -100 0,22 0,19 0,05 -0,03 -041
u -0,17 1,00 -0,42 0,67 0,21 0,13 -0,17 0,20 0,18 -0,42 0,28 -0,44 0,74
LogP 0,19 -042 100 -0,74 006 017 0,19 -0,19 0,17 1,00 0,14 -026 -0,32
LogS -0,10 0,67 -074 100 026 030 -0,10 0,10 032 -0,74 025 -0,06 0,66
EA -0,47 0,21 0,06 0,26 1,00 0,31 -0,47 0,45 0,73 0,06 0,36 -0,31 0,69
IP 0,60 0,13 0,17 0,30 0,31 1,00 0,60 -0,61 0,87 0,17 0,44 -0,32 0,21
n 1,00 -0, 019 -0,10 -0,47 060 100 -100 0,22 0,19 0,05 -0,03 -041
S -1,00 0,20 -0,19 0,10 045 -0,61 -1,00 1,00 -0,23 -0,19 -0,07 0,02 0,41
1 0,22 0,18 0,17 0,32 0,73 0,87 0,22 -0,23 1,00 0,17 0,49 -0,38 0,49
T 0,19 -042 100 -0,74 006 017 0,19 -0,19 0,17 1,00 0,14 -0,26 -0,32
AG 0,05 0,28 0,14 0,25 0,36 0,44 0,05 -0,07 0,49 0,14 1,00 -0,54 0,58
VM -003 -044 -026 -006 -031 -032 -003 002 -038 -026 -054 100 -0,60
1IC50 -0,41 0,74 -0,32 0,66 0,69 021 -0,41 0,41 0,49 -0,32 0,58 -0,60 1,00




Valores Observados (Experimentais)

Valores (Preditos vs. Observados)
Variavel Dependente: IC50
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Dispersdo dos Residuos/QSAR10.

Experimental e previsto IC50 (uM) da QSAR10.

Compostos

Experimental

Calculado

Residual

CR1

3,20

3,40

-0,20

CR3

3,30

3,45

-0,15

CR4

4,50

3,96

0,54

CR5

2,00

2,66

-0,66

CR6

3,50

3,33

0,17

CR8

4,40

4,59

-0,19

CR9

3,60

3,62

-0,02

CR10

3,30

2,98

0,32

CR11

2,00

1,72

0,28

CR12

2,40

2,48

-0,08

CR2

2,80

2,92

-0,12

CR7

5,70

3,54

2,16
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New Ketonethiosemicarbazones for Melanogenesis Inhibition
Karina A. Barros®, Cheila N. G. Bedor®, Carlton A. Taft® and Antonio C. Pavao®"

“Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego, 1235, CEP
50670-901, Recife, PE, Brazil; *Universidade Federal do Vale do Séo Francisco, Av. José de Sa Mani¢oba, S/N,
CEP 56304-205, Petrolina, PE, Brazil; “Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas, Rua Dr. Xavier Sigaud, 150, CEP
22290-180, Rio de Janeiro, Brazil

Ketonethiosemicarbazones derivatives with potential for inhibiting melanogenesis were investigated by molecular
orbital calculations and statistical analysis QSAR.

Cuim. Newva, Vol. XY, No. 00, 1-6, 200_ doi number

CARCINOGENICIDADE DO CARBENDAZIM E SEUS METABOLITOS

Renato C. Silva, Karina A. Barros e Antonio C. Pavio®
Depariamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, 50740-540 Recife — PE, Brasil

Recebido em 03/02/2014; aceito em 10/06/2014; publicado na web em 2907/2014

Artigo

CARCINOGENICITY OF CARBENDAZIM AND ITS METABOLITES. The carcinogenic potential of carbendazim and its
metabolites was analyzed using statistical treatment of electronic parameters obtained from DFTS 6-311++G(d p) and AMI

calculations. The carcinogen-DNA interaction is described in the framework of the theory of unsynchronized resonance of covalent
bond as a process of electron transfer involving the HOMO and LUMO froatier orbitals. Through a Principal Component Analysis
(PCA) of the clectron affinity, carcinogen-DNA interaction encrgy, clectrostatic attraction and cell membrane permeability (dipole
moment W and partition coefficient LogP) evidence was obtained showing carbendazim displays carcinogenic activity. For the
metabolites of carbendazim, no evidence was found in the literature of their carcinogenic activities. However, the electronic
parameters for these metabolites exhibited similanty o known carcinogens, thereby showing the importance of the results obtained
in this study for a policy based on the precantionary principle.

Keywords: fungicides: chemical carcinogenesis; DFT and AM 1 calculations.
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A Teoria da Ressondncia Mdo-Sincronizada das Ligagoes Covalentes
Costa, M. B. S.;* Barros, K. A.

Rew. Virtual Quim., 2012, 4 (XX), no prejo. Data de publicacéio naWeb: 15 de maio de 2012
http: ffwwaw uff. brfry

Unsynchronized Resonating of Covalent Bond Theory

Abstract: The fundamental features aof the unsynchranized resanating af covalent band [RVB) theary as
arginally devekoped by Linus Pauling are presented. The resanance aof cavalent bands is widely knawn by
themists; hawever, the idea af unsynchranized resanance is unfamiliar. Nevertheless, the versatility af the RVB
theary c¢an be seen in the investigation af many systems and phenamena, such as supercanductivity,
magnetism, catalysis, besidesthe descriptian of the metals, zlloysand intermetallic compaunds. The RVE theary
has the advantage af rlatingthe praperties af 2 system with the nature af the atamsthat canstitute it.

Keywords: Unsynchranized resanance; cavalent band; metallic band; RVE theary.
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