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Resumo Dissertacdo de mestrado

Este trabalho tem em vista um estudo sistematico para a determinagdo de um
modelo QSAR-3D para uma série homologa de pirimidinas substituidas, cujas
atividades anti-inflamatdrias sdo conhecidas. Estudos preliminares de QSAR cléssica,
incluindo parametros calculados pelo método AMI1, mostraram a importancia de
parametros eletronicos na previsao, bem sucedida, de um novo composto mais ativo.

Devido a dependéncia dos parametros eletronicos dos modelos QSAR com a
geometria e funcdo de onda utilizada, foi realizada uma investigagdo sistematica do
nivel de célculo e do conjunto de base na etapa inicial deste trabalho.

A molécula nio substituida (Sh) foi selecionada como modelo para os demais
compostos da série e, inicialmente, calculos de orbitais moleculares em niveis AM1, HF
e DFT e MP2 foram realizados para as fungdes de base com e/ou sem fungdes difusas e
de polarizacdo através do programa G98. A analise quimiométrica e comparagdes com
dados de cristalografia de raio-X de sistemas similares sugeriram o emprego do método
DFT-BP86/6-31G** para o estudo das demais moléculas desta série.

Apo6s a determinagdao do método e da fungdo de base a serem utilizados, fez-se
um estudo conformacional para determinagdo das geometrias de equilibrio das
pirimidinas substituidas e entdo foi avaliado o efeito da otimizagdo completa ou parcial
da geometria destas moléculas sobre a distribui¢do de cargas CHelpG, utilizando-se o
método quimiométrico PCA.

Por ultimo, foi o estudo da SPE desta série para as moléculas totalmente
otimizadas. Nesta etapa foram utilizados os niveis de calculo AMI1 e BP86/6-31G**
para se avaliar o efeito da metodologia de célculo na estimativa da SPE a partir de uma
mesma geometria de equilibrio. Utilizou-se o programa ALINHAMOL para estabelecer
a geometria sob a qual seriam realizados os célculos da SPE com o programa G98. Em
seguida, o programa CAMOL foi utilizado para gerar uma matriz de dados do PE com a
qual se desenvolveram os procedimentos de QSAR-3D. Foi feita uma andlise
sistematica da influéncia das varidveis de execucdo deste programa (valores de corte,
etc.) na qualidade dos modelos quimiométricos (PCA e PLS) obtidos posteriormente.

Nossos resultados indicaram que hd um grande comprometimento entre o
método/fungao de base e a SPE, uma vez que o padrao do grafico dos escores de PC1
versus PC2 dependera de maneira significativa da escolha da metodologia de célculo. Ja
a analise de regressdo, mostrou que ndo ha grande influéncia das varidveis do programa
CAMOL (VCDS e VCIS) com a qualidade de previsao dos modelos obtidos.

v
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Abstract Disserta¢do de mestrado

The aim of this work is determining a 3D QSAR model for a homologous series
of substituted pyrimidines with known anti-inflammatory activities. Previous results
from classic QSAR (which include AMI calculated parameters) have shown the
importance of electronic parameters in the successful prediction of a novel and more
active compound.

The first step was to make an evaluation of the calculation of level and the basis
set due to the dependence between electronic parameters of QSAR models and the
geometry and the base function used.

The non substituted molecule (Sh) was selected as a model compound and,
initially, molecular orbital calculations at AM1, HF, DFT and MP2 levels were used
within and/or without base function that contain diffuse and/or polarization functions
using the G98 program. A chemometrics analyses and a comparison of x-ray
crystallographic data of related systems suggested the DFT-BP86/6-31G** method to
be used for the study oh the other molecules of this series.

After determinations of which method and basis set should be used, a
conformation analysis and the evaluation of the effect of a partial and a full geometry
optimization procedure over the atomic ChelpG charges was performed using the
chemometric method of PCA.

Then an EPS study of this series was performed with the complete by optimized
molecule. At this step AM1 and BP86/6-31G** levels were used to assess the effect of
the method on the EPS of the same equilibrium geometry. The ALINHAMOL program
was used to align the molecules to the EPS calculation with the G98 program. After
that, the CAMOL program was used to generate a data matrix of PE with which was
performed the 3D QSAR procedure. Then, a systematic study of the influence of the
variables of this program (cutoff values, etc) on the quality of the chemometric models
(PCA and PLS) was carried out.

Our results had indicated a high relationship between method/base function and
the EPS, because the pattern of PC1 versus PC2 scores plots will depend in a significant
way on the choice of the calculation methodology. On the other hand the regression
analysis showed that Camol’s variables (VCDS and VCIS) do not have a great

influence on the prediction quality of the obtained models.
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1.1. A Quimica Medicinal e o0 Desenvolvimento de Novos Farmacos

De um ponto de vista historico, as plantas foram, e ainda hoje continuam sendo,
uma importante fonte de identificacdo de compostos com algum tipo de atividade
biologica. Entretanto, no inicio, a escolha das plantas para aplicagcdes farmacéuticas
baseava-se em aspectos mais empiricos que propriamente cientificos. Atualmente, a
busca por compostos lideres, bem como os estudos visando modificagdes estruturais em
prol da melhoria da atividade ou diminui¢do de efeitos indesejaveis como a toxidade
dos compostos, representam dois dos principais propodsitos da Quimica Medicinal
QW)

Apenas nos anos 40 com o surgimento da equagao de Hammett’, comecaram a
surgir as primeiras contribui¢des da Fisico-Quimica Orgénica que serviram de base para
o desenvolvimento de novos farmacos. Foi na década de 60, com os trabalhos pioneiros
de Hansch® relacionando a atividade bioldgica a pardmetros moleculares como a
constante eletronica de Hammett, que se inaugurou um novo periodo para a QM. Ja a
partir da década de 70 a Quimica Teorica (QT) passou a contribuir para os estudos de
QSAR, entretanto foi na década de 80, como o advento de programas e computadores
cada vez mais rapidos e mais velozes®, que a QT passou a auxiliar de forma mais
sistematica a QM.

Como conseqiiéncia do avanco computacional, muitas ferramentas foram
geradas e passaram a ser amplamente utilizadas para construir representacdes € modelos
de estrutura molecular, bem como o calculo de diversas propriedades moleculares®’® .
O comportamento e as caracteristicas de uma determinada molécula ou conjuntos das
mesmas podem ser simulados através de ferramentas qunticas e classicas™'’, tendo a
quimica quantica um carater especial na obtencao de descritores que podem, a principio,
expressar as propriedades energéticas, geométricas e eletronicas de uma molécula, e
suas interacoes com o ambiente. Estas simulagdes fornecem vdrias propriedades que
podem ser uteis em QM, pois podem ajudar a explicar conexdes ou relagdes entre a
estrutura e a atividade biologica''. Sdo de importancia nesta rea a mecanica quéntica, a
mecanica molecular, a andlise conformacional, a teoria de graficos moleculares, o
planejamento de moléculas auxiliado por computador e as relagdes quantitativas de

estrutura-atividade'.
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Independentemente da técnica adotada para o desenvolvimento de novos
farmacos, sabe-se que pequenas modificagdes na estrutura de uma molécula podem
modificar suas propriedades fisico-quimicas, podendo, assim, revelar efeitos que
estavam latentes ou mascarados no composto matriz de partida (ou composto lider)".
Entdo, a busca por relagdes quantitativas entre as variaveis (ou decritores) fisico-
quimicos associadas a uma dada estrutura quimica (representada por uma ou algumas
configuracdes e/ou conformagdes moleculares) e a resposta bioldgica ¢ o objetivo do
estudo da relacdo quantitativa estrutura atividade (do inglés QSAR). Estas relagdes
ajudam a entender e explicar a direcdo das forcas que agem por tras da acao do farmaco,
contribuindo para o desenvolvimento de novos compostos com as propriedades
bioldgicas desejadas, conforme estd explicado no item 1.5. A resposta biologica ¢
resultado do tipo de interacdo entre o fArmaco e o receptor (biomacromolécula), a qual
pode ser dividida, principalmente, em estruturalmente inespecifica (dependem tnica e
exclusivamente de suas propriedades fisico-quimicas para promover o efeito bioldgico)

e especifica.

1.2. Interacio farmaco-receptor

A interacdo de um farmaco com o seu sitio de acdo no sistema bioldgico define
sua fase farmacodindmica de acdo" que envolve nesta interacdo, forgas
intermoleculares como interagdes eletrostaticas, hidrofobicas, polares e estéricas.

Os farmacos estruturalmente especificos compreendem a maioria dos
medicamentos, ¢ seu efeito biologico deve-se a interagdo com determinada
biomacromolécula, denominada receptor ou bioreceptor. O reconhecimento do farmaco
(micromolécula ou ligante) pela biomacromolécula, ¢ dependente da estrutura do
farmaco, incluindo o arranjo espacial dos seus grupamentos funcionais, que devem ser
complementares ao sitio de ligagdo localizado no receptor ¢ também aos aspectos
eletronicos como as forgas eletrostaticas, as forcas de dispersdo, as interagdes
hidrofobicas, as ligagcdes de hidrogénio, a lipofilicidade entre outras.

Assim, pode-se utilizar duas aproximagdes para o desenvolvimento de novos
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farmacos 1) uma andlise direta, baseada na estrutura do receptor ou ii) uma analise

baseada apenas no ligante, como explicadas a seguir.
1.3. Estudos baseados na estrutura do bioreceptor

O conhecimento da estrutura do bioreceptor pode tornar o desenvolvimento de
novas drogas mais simples, pois desta forma pode-se, em tese, desenvolver moléculas
ligantes com caracteristicas necessarias para uma maior complementaridade com o
bioreceptor. Porém, a determina¢do da estrutura tridimensional do bioreceptor
(biomacromolécula responsavel ou associada a atividade) pode ser algo bastante
complexo, tendo que passar por etapas como: extracdo, purificacdo, crescimento de
cristal e difragdo de raios-x. ApoOs estas, ainda € necessario um estudo para a
determinag¢do do sitio de interacdo do firmaco com o receptor e, finalmente, uma
analise de complementaridade.

Logo, por estas razdes, em muitos casos, o desenvolvimento de novos farmacos

nao utiliza a estrutura do bioreceptor para o planejamento de novos ligantes.

1.4. Estudos baseados na estrutura do ligante

Por outro lado, quando a estrutura do receptor ndo ¢ conhecida (situacdo mais
freqiiente), o conhecimento da estrutura do ligante e de propriedades fisico-quimicas a
ela associadas, pode trazer valiosas informagdes a cerca do funcionamento do farmaco.

Em geral, a situa¢dao mais freqiientemente deparada, quando apenas se conhecem

informagdes sobre o ligante, pode ser representada no esquema da Figura 1.1.

Atividade
bioldgica

Energia /,

Log P% ||-l> _— >

Volume Toxidade

Figura 1.1: Esquema de informagdo no estudo da agdo dos farmacos baseado no ligante.
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Pode-se notar, neste esquema, que o planejamento do ligante pode ser realizado
a partir de diversas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo, o Log P da
molécula (coeficiente de particdo da molécula, em geral medido pela relacao
octanol/agua) a energia do sistema, etc. Porém, uma vez no organismo bioldgico, nem
sempre ¢ possivel se determinar, de forma simples, o processo metabolico deste
farmaco, sendo, entdo, este processo analogo a uma caixa preta, onde apenas se conhece
a resposta de saida, ou seja, a resposta bioldgica provocada pelo farmaco apos seu
transporte e metabolismo. Essa resposta bioldgica pode representar informagdes
distintas como a atividade biologica contra algum tipo de enfermidade, ou mesmo a
toxidade da molécula.

De um ponto de vista mais especifico, a correspondéncia entre propriedades do
ligante e do receptor, ou mesmo do ligante e da resposta bioldgica, pode ser estudada
através de uma analise QSAR. Quando dados sdo escassos ou imprecisos, pode-se

realizar simplesmente uma Relagio Estrutura-Atividade (do inglés SAR)"

1.5. Relac¢ao estrutura-atividade

O desenvolvimento da QSAR estd mudando o perfil de investigacdo na busca
por novos farmacos que antes baseava-se puramente na experiéncia € na intui¢do
quimica, para uma maneira matematicamente mais fundamentada, por exemplo,
ajustando-se curvas e prevendo-se novas atividades através de equagdes envolvendo a
relagdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica. Uma vez determinada a relagao
entre uma estrutura ou propriedade com a atividade desejada, qualquer composto,
inclusive os ainda ndo sintetizados, podem ser avaliados, preliminarmente a sua sintese,
no computador. Assim € possivel escolher, por exemplo, 0s compostos mais € menos
promissores para entdo serem sintetizados, testados e assim, avaliar os modelos de
QSAR.

Porém, para se realizar uma QSAR de sucesso, pelo menos trés critérios sao
fundamentais: 1) possuir valores de atividade confiaveis, ii) possuir uma boa variadncia
na resposta biologica e 1iii) determinar e identificar descritores fisico-quimicos

relevantes para os cdlculos de regressao, sendo este ultimo, um permanente desafio no
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desenvolvimento de novos formacos. Apés a contribuigdo fundamental de Hansch®, o
qual demonstrou que ¢ possivel obter fungdes que correlacionavam descritores fisico-
quimicos com as propriedades bioldgicas de compostos, varios outros descritores vem
sendo projetados e usados no planejamento de farmacos, e mais especificamente, na
relacdo quantitativa estrutura-atividade.

A quantificacdo racional da relagdo estrutura-atividade de uma série de
compostos, pode ser feita através de um estudo de QSAR classica'®, onde sdo usados
apenas descritores unidimensionais, como a constante de Hammett, o coeficiente de
particdo Log P, a energia de orbitais, o momento de dipolo, enfim, por um conjunto de
descritores que sdo associados a molécula como um todo. Em 1985, Goodford'’
introduziu o conceito de campo de interacdo molecular (MIF) e o trabalho de Cramer e
colaboradores introduziu a idéia do uso de parametros tridimensionais (3D) de
compostoslg, desenvolvendo, portanto, o conceito de QSAR-3D, onde descritores tri-
dimensionais sdo usados para descrever a molécula e, ainda, através de QSAR-4D e 5D,
onde sdo levados em conta os graus de liberdade do ligante e do receptor,
respectivamente.

A analise comparativa do campo de interagdo molecular (do inglés COMFA)'® ¢
uma das ferramentas mais poderosa em QSAR-3D, onde as atividades bioldgicas podem
ser correlacionadas com os campos moleculares, como por exemplo, os campos
eletrostaticos e/ou estéricos ao redor da molécula do ligante. Um aspecto importante que
ndo se pode perder de vista, ¢ que esses descritores moleculares (propriedades de
interesse) devem ser escolhidos de modo que sua propriedade tenha um significado
fisico de facil interpretagio’’. Estes campos geram mapas de contorno da superficie ao
redor da molécula e sdo obtidos através da utilizacdo de sondas que mimetizam grupos
quimicos presentes tipicamente no sitio de ligacdo ou sitio ativo, como por exemplo,
carga de prova (sonda eletrostatica), a molécula de dgua (sonda hidrofilica), grupos com
atomos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio, etc.

A QSAR-3D ¢ feita utilizando o método de campo de interagdo via métodos
estatistico”’, como as analises multivariadas Analise de Componentes Principais (PCA),
ou minimos quadrados parciais (PLS)*', que podem ser usados para estabelecer o
melhor conjunto de varidveis independentes. Estes métodos véem sendo amplamente
utilizado em desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que nao apresentam a

eventual deficiéncia do método de regressdo linear multipla de colinearidade dos
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descritores, podendo, portanto, fornecer um modelo quantitativo da relagdo estrutura-
atividade bioldgica.

Para obter boas correlagdes entre uma propriedade ou estrutura e a sua atividade
biologica ¢ fundamental que se utilizem descritores apropriados, indiferentemente se
eles vém de origem tedrica, empirica, ou derivados de medidas experimentais obtidas
dos ligantes™. Muitos dos descritores refletem propriedades moleculares simples, e
podem ajudar na compreensao da natureza fisico-quimica da atividade/propriedade sob
consideragdo e, assim, viabilizar a proposicdo da modificagdo estrutural que leve a
mudanga de atividade/propriedade desejada.

Neste trabalho, foram usados alguns descritores de origem da mecanica
quantica, obtidos através de calculos teoricos, como as cargas atdmicas e a superficie do
potencial eletrostatico (SPE).

Vale ainda ressaltar que, atualmente, a maioria das pesquisas em QM no Brasil
ainda depende de programas computacionais comerciais, que além de caros (da ordem
de milhares de dolares), sdo pacotes fechados, onde, em geral, ndo ¢é possivel a
implementagdao de novas modificacdes para a resolugdo de possiveis problemas que
surjam durante o desenvolvimento de um projeto, limitando assim, o desenvolvimento
das pesquisas na maioria das universidades e centros de pesquisa brasileiros.

Entdo, neste contexto, foi particularmente importante o desenvolvimento de
alguns programas computacionais na nossa instituicdo, como por exemplo, o
ALINHAMOL? para o desenvolvimento de pesquisas em QSAR-3D. Em sintonia com
estes esforcos, os estudos que se desenvolveram nesta dissertacdo serviram, inclusive,
como parametro de referéncia para modificagdes dos proprios codigos computacionais.
Este sinergismo foi de extrema importancia para o desenvolvimento deste trabalho,
sendo também possivel, através da interagdo com o grupo de sintese e teste de atividade,
a proposi¢ao de um novo composto planejado. Ainda, vale a pena enfatizar que todos os
grupos de pesquisa envolvidos fazem parte da UFPE. Este foi um aspecto importante

para o desenvolvimento desta dissertagao.

1.6. Escolha e determinacio dos descritores moleculares

A maioria das metodologias de planejamento de drogas comeca com uma

7

Aplicagoes de Metodologias Teoricas em Estudos de OSAR-3D de Pirimidinas Substituidas
Maira de Almeida Carvalho



Capitulo 1 — Introducgdo Dissertacdo de mestrado

descricdo das entidades moleculares envolvidas, ligantes e receptores, através da
utilizagdo de diversas sondas quimicas, isto ¢, de grupos quimicos que mimetizam as
interagdes entre o ligante e o bioreceptor, no calculo de superficies moleculares.
Normalmente, relaciona-se a interagao ligante-receptor como conseqiiéncia de
interagdes de natureza eletrostatica, sendo esta, portanto, uma das interagdes mais
importante entre os ligantes e a biomacromolécula, onde, alguns programas
computacionais vém sendo desenvolvidos no intuito de se calcular o campo molecular
do ponto de vista do Potencial Eletrostatico (PE), como por exemplo o programa
CAMOL™.

Tendo em vista a dependéncia computacional entre o nivel de calculo e o
conjunto de fungdes de base e calculo do campo de interagio molecular™, optou-se por
analisar, inicialmente, as cargas atdmicas, uma vez que envolve uma menor quantidade
de varidveis. Entretanto, como as cargas atOmicas mostram-se bastante sensiveis ao
nivel de teoria empregado no seu calculo como, por exemplo, o conjunto de base
utilizado e a introdugdo de correlagdo eletronica, bem como surgem diferenca em seu
valor de acordo com a particdo utilizada, neste trabalho foram investigadas duas
parti¢des de carga, as cargas de Mulliken®’ e as cargas CHelpG™®, derivada do potencial
eletrostatico, em diversos niveis de teoria, conforme pode ser visto na se¢do 3.8 da

metodologia, pagina 30.
1.7. O sistema de interesse
O sistema de interesse ¢ uma série homoéloga de pirimidinas substituidas (Figura

. . . . .. . 1, . 29 .
1.2), as quais foram sintetizadas e tiveram sua atividade bioldgica™ determinada no

Departamento de Antibidticos desta universidade.
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Figura 1.2: Pirimidinas Substituidas.

Os compostos pirimidinicos sao heterociclos amplamente distribuidos na
natureza, estando presentes em importantes moléculas bioldgicas como, por exemplo,
nos acidos nucléicos. Estes compostos apresentam numerosas aplicacdes no que diz
respeito a quimica farmacéutica, como por exemplo: atividade antifungica®,

PZ

antiinflamatéria’’, antitumoral®?, protetora da mucosa géstrica™ entre outras.

A atividade antiinflamatoria dos compostos sintetizados pode ser vistas na

Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Pirimidinas substituidas e atividade antiinflamatoria.

Molécula R, R, R; Atv* (%)
Se Cl Cl OCH; 4,9
5f F H OCH; 10,9
5a Cl H OCH; 17,1
5d Cl Cl H 20,3
5b Cl H H 20,7
5h H H H 38,7
5c F H H 473
5i OCHj H OCH; 47,8
51" OCH; H H 52,8

Atv* Atividade antiinflamatéria em % da inibi¢do do edema da pata de rato, induzido por carragenina.

* Molécula proposta por Ramos e col. Baseado em modelos de QSAR.

34 : .
Recentemente, Ramos e colaboradores™ realizaram calculos AM1 para obter

parametros que foram utilizados numa analise de Regressdo Multipla contra a atividade
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biologica (QSAR linear), com a qual foi possivel propor, com sucesso, a estrutura do
composto 51 (Tabela 1.1). Todavia, o modelo obtido por estes autores ndo foi

amplamente explorado nem confirmado por outro modelo teorico.

1.7.1. Teste da atividade biologica

No processo de modelagem molecular, a atividade bioldgica ¢ geralmente
determinada para um conjunto de compostos com estruturas homoélogas. Este conceito
consiste no fato que a similaridade quimica ¢ também refletida na atividade biologica,
ou seja, compostos quimicamente parecidos ou andlogos podem ser relacionados no
modo de agao.

O procedimento dos testes de atividade antiinflamatéria encontra-se descrito em
detalhes na tese de doutorado de Falcdo®, entretanto faremos na secdo 3.10 da
metodologia, um breve resumo, a titulo de situar o leitor deste trabalho, sobre o que

representa a funcao resposta que foi utilizada.

1.7.2. Resultados Teoricos Prévios

Apos o teste das atividades antiinflamatorias dos compostos desta série, Ramos e
colaboradores® propuseram um modelo tedrico de regressdo para a previsio de um
composto mais ativo do que os inicialmente testados. O modelo mostrou-se bastante
satisfatorio com a previsao de um composto mais ativo o qual foi sintetizado e testado,
comprovando assim o modelo proposto. O novo composto sugerido foi a molécula 51
(ver Tabela 1.1). Neste estudo, contudo, utilizou-se 0 método AM1 para determinagdo
dos descritores moleculares, e sendo este um método semi-empirico e o principal
descritor sugerido foram descritores eletronicos, torna-se interessante a avaliagdo do
modelo a partir de um nivel de teoria mais elevado.

Desta forma, um estudo tedrico destas moléculas a fim de se estabelecer uma
QSAR-3D para a previs@o de novos compostos desta série, com atividade mais elevada,
foi realizado utilizando-se métodos ab initio sem e com correlacao eletronica e métodos
do funcional densidade, cuja metodologia adotada estd descrita no Capitulo 3 e os

resultados obtidos encontram-se no Capitulo 4.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

O principal objetivo desta dissertagdo ¢ o desenvolvimento de uma QSAR-3D de
uma série homologa de pirimidinas substituidas, as quais possuem suas atividades

antiinflamatoérias determinadas.

2.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos desta dissertacao tem-se:

e Aplicar técnicas multivariadas para avaliar a metodologia de calculo da
geometria molecular;

* Analisar a influéncia da geometria molecular no modelo de QSAR-3D,

e Avaliar o modelo de alinhamento molecular;

* Determinar os valores de corte do programa CAMOL mais adequados para esse
sistema no calculo da Superficie do Potencial Eletrostatico;

* Avaliar padrdes nas cargas atdmicas em funcdo da metodologia de calculo,
geometrias utilizadas e dos substituintes presentes nas pirimidinas;

* Obter um modelo de QSAR-3D através do modelo de regressdo dos minimos

quadrados parciais.

12
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CAPITULO 3

METODOLOGIA
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3.1. Calculos de Quimica Quéantica

Os métodos de quimica quantica sdo, atualmente, amplamente utilizados na
compreensdo e na previsao do comportamento de propriedades moleculares. Eles estdo
baseados, na sua esséncia, na resolucdo da equacdo de Schrodinger independente do

tempo, dada pela equagdo 3.1

HY =EY Equacao 3.1,

onde H ¢ o operador hamiltoniano ndo relativistico, E ¢ a energia total e ¥ ¢ a funcao de
onda que depende das coordenadas cartesianas e de spin de todas as particulas.

Porém, como esta equacdo ndo pode ser resolvida de maneira exata para
sistemas multieletronicos, entdo, algumas aproximagdes sdo utilizadas para viabilizar o
estudo desses sistemas.

Uma das aproximacdes utilizadas ¢ a Aproximagdo Born-Oppenheimer
(B.O.A.), a qual considera o desacoplamento dos movimentos eletronicos e nucleares.
Como conseqiiéncia desse desacoplamento, cria-se um cenario onde elétrons se adaptam
nas posigoes definidas pelos nucleos. Portanto, a equagdo 3.1, que antes dependia das
coordenadas dos ntcleos e dos elétrons, torna-se uma equacdo paramétrica nas
coordenadas dos elétrons dependentes da posi¢do do nucleo ponto a ponto.

Uma outra aproximacdo bastante utilizada para resolver a equacdo de
Schrodinger independente do tempo assume que a interagdo entre os elétrons do sistema
pode ser substituida por um potencial médio de interagdo onde um elétron interage com
uma distribui¢do de carga gerada pelos elétrons restantes, e a funcdo de onda do sistema
pode ser representada como um produto de fungdes de um elétron antissimetrizada
representada pelo determinante de Slater. Esta ¢ a chamada aproximacao da particula
independente, que definem as bases do método Hartree-Fock (HF)*”.

A aplicagdo do método HF para moléculas ganhou um grande impulso quando,
em 1951 Roothaan propds a representagdo dos orbitais em termos de uma expansao em
fungdes de base, originando o chamado método de Hartree-Fock-Roothaan. O objetivo
deste método ¢ obter, a partir de um conjunto de orbitais de um elétron, os orbitais

moleculares do sistema minimizando a energia de uma dada configuragdo eletronica

14

Aplicagoes de Metodologias Teoricas em Estudos de OSAR-3D de Pirimidinas Substituidas
Maira de Almeida Carvalho



Capitulo 3 - Metodologia Disserta¢do de mestrado

sujeita, normalmente, a condi¢des de ortonormalidade entre os orbitais.

O teorema variacional ¢ utilizado na expressdo do valor esperado do
hamiltoniano, fornecendo as equacdes HF. A resolugdo destas equagdes ¢ feita de
maneira iterativa até que os autovalores e autovetores tenham atingido a auto-
consisténcia, ou seja, quando os orbitais gerados forem idénticos aos utilizados para
formar o hamiltoniano que os gerou.

Contudo, a fun¢do de onda HF ndo ¢ uma representagdo completa da estrutura
eletronica de uma molécula, devido ao fato da interacdo, ou correlagdo efetiva, entre
elétrons ndo acontecer por meio de um potencial médio. Este fato impde um limite
maximo de aprimoramento no valor da energia, mesmo que se utilize a melhor funcao
de onda HF. A diferenca entre a energia exata e a energia HF ¢ conhecida como a
energia de correlacdo. Apesar de pequena, a inclusdo da mesma ¢ de fundamental
importancia para descrever adequadamente diversas propriedades moleculares. Nesta
dissertacdo, foram utilizados o método da Teoria do Funcional da Densidade (DET)**’
e a Teoria de Perturbacdo de Muitos Corpos de Moller-Plesset em Segunda Ordem
(MP2)**. A vantagem do método MP2 estd no fato deste recuperar cerca de 75% da

. ~ 40,41
energia de correlagio® """

, porém, tem uma demanda computacional que cresce com
N°, onde N ¢é o numero de fungdes de base. Por sua vez, o método DFT exige uma
menor demanda computacional, onde, em geral, nestes métodos a demanda
computacional aumenta na ordem de N° — N*, portanto, bem préximo do método HF que
apresenta uma dependéncia com N'.

Tendo em vista que o método DFT, além da demanda computacional
comparavel com a do método HF, as implementacdes atuais incluem, de maneira
efetiva, os efeitos da correlacdo eletronica, e sdo comparaveis ao método MP2 para
varias propriedades, particularmente, estrutura molecular e freqiiéncias vibracionais.

As fungdes de base empregadas nesta dissertacdo foram as fungdes tipo
gaussianas, que descrevem, de maneira satisfatoria, as propriedades atomicas, perto ou

longe do ntcleo.

Este conjunto de base usado pode ser dividido em trés tipos:

* Bases minimas, que sdo aquelas que incluem um numero minimo de fungdes de

base requerido para acomodar os elétrons do sistema,
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* Duplo-zeta, que sdo aquelas cujo nimero de funcdes ¢ o dobro das utilizadas na
base minima, e,
e Estendidos, que s3o todos com mais do que o dobro das fungdes de base
minima.
Estas tltimas fungdes sao, em geral, essenciais para a descrigao das propriedades
eletronicas moleculares.
Além destas, funcdes difusas e de polarizagdo podem ser utilizadas para uma

correta descri¢cdo das propriedades moleculares.

Em particular, utilizou-se o conjunto de fun¢des de base desenvolvidas pelo
grupo do Pople, presentes no programa Gaussian 98 (G98)*, onde as regides de carogo
e de valéncia sdao descritas por um conjunto composto por um numero diferente de
fungdes gaussianas contraidas, cujos valores dos coeficientes foram previamente
otimizados para minimizar as energias atdmicas HF.

Neste trabalho, serdo utilizados os métodos semi-empirico, ab initio e DFT, para
se avaliar a influéncia do método na descri¢ao de parametros energéticos, geométricos e
eletronicos do sistema investigado. J& para o estudo da superficie do potencial
eletrostatico foram utilizados diferentes métodos na previsao do potencial eletrostatico.
Gradientes analiticos e segundas derivadas estdo disponiveis para este nivel de teoria,

portanto, pode-se explorar as superficies de energia potencial nestes niveis.

3.2. Otimizac¢ao da geometria molecular

O uso mais comum e de maior sucesso da mecanica quantica em sistemas

; 5 o . 4143
moleculares ¢ a reproducdo e a previsao da estrutura de moléculas™ "

, particularmente
dos estados estacionarios. Em muitos casos, calculos tedéricos de otimizacdo de
geometria molecular conseguem reproduzir dados de cristalografia com grande
exatiddo, onde os comprimentos de ligacdo e angulos de tor¢do podem, eventualmente,
apresentar erros inferiores a 0,01A e 1,0°, respectivamente, apesar das diferencas entre a
fase condensada e aquela na qual os célculos tedricos sdo realizados. Desta forma, a

escolha adequada do conjunto de bases (em geral um conjunto de bases grande,

especialmente aqueles estendidos e com fungdes de polarizagdao) e com a inclusao de
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correlacdo eletronica nos calculos de otimizagdo de geometria ¢ de fundamental
importancia para reproducao dos dados experimentais.

Neste trabalho os célculos de otimizacdo da geometria molecular foram feitos
com o programa (98, utilizando-se os quatro critérios de convergéncia internos do
programa.

Dividiu-se o processo de otimizacdo apenas da geometria molecular em trés
fases: 1) otimizacdo da geometria da molécula Sh (molécula ndo substituida apresentada
na Figura 1.2, pagina 8), ii) otimizagdo da geometria molecular do substituinte
(molécula (X,Y)benzeno, Figura 3.1) para formacao das estruturas as quais chamaremos
de semi-otimizada e, iii) otimizagdo da geometria da molécula completa, ou seja,

otimizagdo da geometria das pirimidinas substituidas.

3.2.1. Otimizagdo da geometria molecular da pirimidina ndo substituida (5h)
Inicialmente, fez-se a otimizacdo da geometria molecular apenas da molécula
ndo substituida, a qual chamaremos de molécula padrao ou de referéncia (Figura 1.2)
com os métodos HF e DFT com os funcionais B3LYP e BP86, em ambos o0s casos com
as fungdes de base 6-31G, 6-31G**, 6-31++G, 6-31+G**,6-31++G**, com o método
MP?2 e fungdes de base 6-31G, 6-31G**, e com o0 método semi-empirico AM144, todos

mplementados no programa Gaussian 98.

3.2.2. Otimizagdo da geometria molecular dos substituintes
Otimizou-se a geometria dos substituintes a partir da molécula do benzeno
substituido, (X,Y)-benzeno (Figura 3.1). Utilizou-se, nesta etapa, apenas o método

BP86/6-31G**.

X Y

(X,Y) = (H,H), (CLH) (F,H), (NH,,H), (NO,,H), (CF3,H) e (OCH3,H) e (CLCI)

Figura 3.1 : Moléculas de benzeno substituidos, calculados com o método

BP86/6-31G**.
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A geometria dos substituintes CI, F, NH,, NO,, CF; e OCH3 foi introduzida na
molécula 5h (previamente otimizada com o método BP86/6-31G**), através da
transferéncia dos parametros de comprimento de ligacdo (d), angulo de ligacdo (0) e
angulo diédrico (0) dos substituintes otimizados na molécula do (X,Y) benzeno,
conforme pode ser visto no esquema da Figura 3.2. Essas moléculas foram chamadas de

pirimidinas semi-otimizadas.

Transferéncia dos
parametros d, a e 6

G'Id?
O 7 = 9" d,
d
\ o ‘dy d
Figura 3.2: Esquema da transferéncia dos parametros geométricos dos substituintes no

sistema benzeno substituido para a pirimidina ndo substituida otimizada,

gerando as pirimidinas substituidas semi-otimizadas.

3.2.3. Otimizagdo da geometria molecular total das pirimidinas substituidas
Também foi realizada a otimizagdo completa da geometria molecular das
pirimidinas substituidas com os métodos DFT-BP86/6-31G** e semi-empirico AM1

conforme serd explicado na se¢do 4.3 dos resultados. Neste caso, utilizaram-se as
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estruturas semi-otimizadas (descritas anteriormente) como geometria inicial para o
calculo de otimizacao.

3.3. Estudo Conformacional

Inicialmente, um estudo conformacional foi realizado através do calculo AM1 da

barreira de energia para os dois anéis benzénicos da molécula Sh (Figura 3.3).

2 4
3
13
12
23 14

Figura 3.3: Numeragao dos atomos envolvidos na barreira de rotacdo do anel benzénico

na molécula 5h.

Em seguida, foi realizado um outro estudo conformacional, AM1, com relacao
ao grupo metoxi tanto na molécula do metoxibenzeno (Figura 3.4a) quanto no anel

benzénico das pirimidinas contendo este substituinte (Figura 3.4b).

1L g4 10
8
7
6
1 5 28
29 2 4
6 o 3 18 27
12 30 12 13 17
13 26
21 5,
31 32 25
a b

Figura 3.4: Esquema da rotacdo do grupo metoxi no: a) metoxibenzeno e

b) nas pirimidinas substituidas.
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Para a andlise da barreira de energia do anel benzénico (angulos diedricos
C23C12C2N3 e C14C13C4N3), fez-se o calculo da energia da molécula variando-se
estes dois angulos diédricos simultaneamente (Figura 3.3) no programa G98, com o
método AM1 e com um passo de 10 graus e otimizacdo do restante da geometria
molecular.

Em seguida realizou-se a otimizagdo da geometria utilizando-se o método
BP86/6-31G** a partir da conformagdo de minimo AMI, devido ao elevado tempo de
calculo requerido pelo método DFT.

Ainda, realizou-se o estudo da barreira de rotagdo do grupo metoxi com ambos
os métodos AM1 e BP86/6-31G**. Nesta etapa utilizou-se a op¢ao scan onde se avaliou
a barreira de energia do metoxibenzeno e da molécula 5f, ambos com um passo de 10
graus, ou seja, fixando-se o grupo metoxi de 10 em 10 graus e calculando-se as novas

geometrias de equilibrio.

3.4. Planejamento Fatorial de Dois Niveis

Quando uma fungdo resposta depende de varios fatores, ou variaveis, torna-se
importante como cada fator influencia, bem como se existem, ou ndo, efeitos sinergisticos
ou antagonisticos entre os fatores e a resposta. A avaliagcdo da contribui¢do de cada fator
passa necessariamente pela execu¢do de experimentos planejados. Uma técnica
quimiométrica multivariada muito utilizada para esse fim ¢ o Planejamento Fatorial de
Dois Niveis (PFDN)*>#6:47:48.49 que associa o efeito de cada fator (efeito principal) com a
propriedade investigada, além de poder se quantificar os chamados efeitos de interagdo
(novo efeito que surge a partir da interagao de dois ou mais fatores).

Nesta técnica, inicialmente sao definidos dois niveis para cada fator que pode
influenciar uma resposta investigada. Em seguida, sdo realizados experimentos para todas
as 2" possiveis combinagdes de n fatores e 2 niveis.

Neste trabalho, em particular, trés fatores e dois niveis serdo estudados: i) a
presenca ou auséncia de fungdes de polarizacdo (Pol), ii) a presenca ou auséncia de
fungdes difusas (Dif) e iii) o uso ou nao de correlagdo eletronica, via a Teoria do

Funcional Densidade, (Corr).
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Na Tabela 3.1, estd apresentada a matriz de codificagdo correspondente as 2°
fungdes de onda resultantes dessas combinacdes. Para o calculo dos efeitos principais e de
interagdo, aplicam-se os sinais das colunas da Tabela 3.1 aos valores da propriedade
investigada e entdo, se toma a média dos valores calculados no nivel superior (+) menos a
média dos resultados no nivel inferior (-). Aqui vale ressaltar que os sinais dos efeitos de
interacdo sdo obtidos diretamente pelo produto dos sinais dos efeitos principais, como

pode ser visto na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Matriz de Codificagio de um Planejamento Fatorial 2°.

Efeitos
Funcao de Onda Principais Interagao
Dif* Pol” Corr*| Dif-Pol Dif-Corr Pol-Corr Dif-Pol-Corr
HF/6-31G - - - + + + -
HF/6-31++G + - - - - + +
HF/6-31G** - + - - + - +
HF/6-31++G** + 4+ - + - - -
DFT- BP86/6-31G - - + + - - +
DFT- BP866-31++G + - + - + - -
DFT- BP866-31G** - + + . - + -
DFT- BP86/6-31++G** +  + + + + + +

" Dif: funcdo difusa (- — ausente, + — presente);
# Pol: funcdo de polarizacio (- — ausente, + — presente);
' Corr: correlacio electronica (- — calculos RHE, + — calculos DFT-BP86/6-31G**).

3.5. Analise de Componentes Principais

A técnica quimiométrica Andlise de Componentes Principais (do inglés
PCA)*°"2 & um dos tipos de analise multivariada mais utilizados uma vez que permite
a reducdo dimensional do conjunto de dados com a perda minima de informacao,
permitindo, em muitos casos, a observacao de possiveis agrupamentos dos objetos que
definem a estrutura do conjunto de dados.

O objetivo principal da andlise de componentes principais ¢ a obtencdo de um
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nimero pequeno de novos eixos, as Componentes Principais (PC), que na verdade sao
combinacdes lineares dos eixos originais e que, espera-se, retenham o maximo possivel
da informagdo original. Desta forma, um pequeno niimero de componentes pode ser
usado em lugar das varidveis originais e, assim, espera-se que eventuais padrdes nos
dados possam ser melhores visualizados.

Vale a pena ressaltar que a PCA nem sempre reduz um grande ntimero de
variaveis originais a um pequeno numero de varidveis transformadas. De fato, se as
variaveis originais ndo sdo correlacionadas, a PCA nao produz o efeito desejado. Os
melhores resultados sdo obtidos quando as variaveis originais sdo positivamente ou
negativamente correlacionadas. Nesse caso, por exemplo, as varidveis originais podem
ser representadas adequadamente por poucas componentes principais, deixando clara a
existéncia de grande redundancia nas varidveis originais.

Na pratica, isto ¢é feito através da diagonalizagio da matriz de covariancia (X'X)
onde X'¢ a transposta da matriz original dos dados, X, na qual os objetos sdo definidos
nas linhas e as variaveis nas colunas. Os pesos, ou loadings sao os autovetores obtidos
desta diagonalizagdo, e representam a contribuicdo com que cada eixo original entra na
formagao dos novos eixos, ou seja, de cada PC. Os autovalores representam a variancia
descrita em cada PC. Anteriormente a diagonalizagcdo, os dados da matriz X sdo, em
geral, pré-processados (centrados na média, ou seja, cada elemento na matriz de dados
X foi subtraido da média de todos os elementos pertencentes a coluna correspondente
ou ainda auto-escalonados).

A Figura 3.5 mostra que para um conjunto de dados definido num espaco de
mais de uma varidvel, em geral, existe uma hierarquia de direcdes nas quais os pontos
estdo mais espalhados (a varidvel var 1). Entdo, os novos eixos (PC’s) podem ser
formados a partir da combina¢do linear dos eixos originais, de forma a preservar a
maior quantidade de informagdo original (Figura 3.5b). A primeira componente
principal (PC1) serd a componente com maior variancia, ou seja, com a maior parte da
informagdo. As variancias das demais PC’s serdo sempre menores que a variancia das
PC’s anteriores e todas elas serdo ortogonais entre si. O peso, ou contribui¢do, com que
cada variavel entra para a formagdo dos novos eixos pode ser vista no grafico dos
loadings. Ja o grafico dos escores mostra as coordenadas que cada objeto possui ao

longo de cada componente principal. Este processo ¢ descrito pela equagdo 3.2.
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t,=X,1[ Equagdo 3.2

onde t; s30 0s scores para i-€sima componente principal, X, ¢ a matriz obtida apos o
pré-processamento dos dados e 1; sdo os loadings (pesos) de cada varidvel em relacdo a

i-ésima componente principal.

A
var2 var 3 I N
&
Qd'r o .
| | - o
o © . .
.« ® o ‘ o ° ° var 2
> [ ]
varl ar 1
(a) (b)
Figura 3.5: (a) Esquema hierarquico de variaveis e (b) projecao dos objetos sobre
as PC’s.

O estudo multivariado de PCA desta série de pirimidinas foi feito com os dados
centrados na média (técnica de pré-processamento dos dados) uma vez que os
parametros investigados em cada caso, as cargas atoOmicas calculadas com a parti¢cao
CHelpG> e a superficie do potencial eletrostatico, possuem, em cada caso, a mesma
grandeza (unidade).

Nesta etapa foram adotados dois critérios para as andlises de componentes
principais das cargas atdmicas e da SPE das pirimidinas substituidas: 1) uma analise das
pirimidinas com a geometria semi-otimizada e ii) uma analise das pirimidinas
substituidas totalmente otimizadas. Nos dois casos foram feitas PCA’s com as 22
estruturas, ou seja, as moléculas 5b, Sc¢, 5d ¢ 5h incluindo as duas conformagdes mais
estaveis das moléculas Sa, Se, 5f, 51, Sn, 5p ¢ 5q e as quatro conformagdes mais
estaveis da molécula Si (ver Figura 4.7 dos resultados) e outra apenas com as moléculas

mais estaveis (12 compostos ou objetos).
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3.6. Regressio pelo método dos minimos quadrados parciais (PLS)

O método dos minimos quadrados parciais (do inglés PLS)*' ¢ uma ferramenta
quimiométrica para a regressdo multivariada a qual se mostra sensivel as varidveis
correlacionadas e pode lidar com varias fungdes respostas simultaneamente.

O PLS tem entre seus objetivos a determinacdo de um modelo que estabeleca
uma relacdo entre as matrizes X (matriz das varidveis) e Y (matriz da resposta, neste
caso, a resposta bioldgica, ou seja, a atividade antiinflamatéria) estimando a correlagao
entre estas matrizes X e Y.

A principal suposi¢do deste método ¢ que a variavel y, dada pela equagdo 3.3,
possa ser descrita como combinacdo linear das informacdes da matriz X como na
analise de componentes principais. A diferenca, neste caso, ¢ que as componentes
principais sao “otimizadas” para melhor descrever a relagao entre a matriz X e o vetor y
simultaneamente (e por isso chamadas variaveis latentes). Os coeficientes de regressao,

B, nos diz quais descritores sdo importantes na modelagem da resposta biologica.

»=XpB Equagio 3.3

Existem varios métodos de validagdo para determinacdo do numero de
componentes principais. Neste trabalho, utilizou-se 0 método de validacao cruzada, o
qual retira uma amostra 1 do conjunto de dados (isto ¢, um objeto) para construcdo de
um modelo que sera usado para prever a propriedade da amostra removida. Este

procedimento foi usado para todos os objetos. O erro associado a cada previsdo ¢ dado

A

pela diferenca entre o valor previsto (Y;) e o valor experimental da atividade biologica

(Y;), somando-se em seguida os quadrados dos erros da previsdo. O desvio padrao (d)

da validagdo cruzada ¢ dado pela equagdo 3.4.

Equacao 3.4

Este modelo ¢ repetido tantas vezes quantas sejam necessarias para que se obtenha o
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menor erro possivel.
Para o PLS da SPE desta série homologa de pirimidinas substituidas, dividiu-se
o conjunto de moléculas em quatro grupos diferentes de acordo com a conformacao do

grupo metoxi (ver Figura 3.4 para numeragao dos atomos) conforme explicado a seguir:

e conformagdo “dentro” formada pelas moléculas que possuem o grupo metoxi
voltado para o interior da molécula, isto ¢, com o diédro C15C16026C34 igual a
zero grau, indicada pelo subscrito ‘d’ (moléculas 5aq, Seq, Sf4, Siqq, Sla, Sng, Spa
e 5qa).

* conformagdo “fora” formada pelas moléculas que possuem o grupo metoxi
voltado para o lado externo da molécula, isto é, com o diédro C15C16026C34
igual a 180 graus, indicado pelo subscrito ‘f* (moléculas Say, Sey, Sfr, Sigr. Sly, Sny,
Spr e 5qy).

* conformagdao “dentro/fora” formada pelas moléculas que possuem o grupo
metoxi voltado para o lado externo da molécula, isto ¢, com o diédro
C15C16026C34 igual a 180 graus e a molécula Sigr possui o diédro
C22C21031C38 igual a zero grau.

* conformagdo o “fora/dentro” formada pelas moléculas que possuem o grupo
metoxi voltado para o interior da molécula, isto ¢, com o diédro
C15C16026C34 igual a zero grau e a molécula Sig possui o diédro
C22C21031C38 igual a 180 graus.

3.7. Alinhamento molecular e determinac¢ao da caixa 3D.

O alinhamento molecular ¢, provavelmente, um dos aspectos mais importantes
em analises de QSAR-3D, uma vez que, alinhar, pré-supde um modelo de alinhamento.
Vale ainda ressaltar que um alinhamento deficitdrio pode resultar em um modelo
estatistico inadequado®”.

O alinhamento molecular pode ser feito de varias maneiras diferentes, como por
exemplo, através do esqueleto molecular (isto é, das coordenadas nucleares), se o

conjunto de moléculas apresentarem esqueletos moleculares similares, ou através dos
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grupos de ligacdo similares. O alinhamento pode ainda ser feito através do campo de
interacdo 3D

Neste trabalho o alinhamento molecular foi feito de duas maneiras diferentes, 1)
baseado na posigdo dos nucleos utilizando o programa ALINHAMOL® e ii) através
dos campos moleculares com o programa MIPSIM™. Em ambos programas, durante o
processo de alinhamento, uma molécula ¢ “fixada” (i. e., ¢ usada como molécula de
referéncia) enquanto as outras, chamadas de moléculas modveis, estdo livres para
alterarem sua posicdo relativa (através de rotagdo e translagdo) em relagdo aquela de
referéncia, sem alteracdo interna da sua propria geometria. Ao final do processo de
otimizacdo do alinhamento, cada molécula mével terd a melhor posicdo relativa em

relacao a molécula de referéncia.

3.7.1. Alinhamento com o programa ALINHAMOL

O alinhamento molecular obtido com o programa ALINHAMOL esta baseado
na posicdo dos nucleos. Este programa permite a escolha da molécula de referéncia
(previamente orientada na caixa de acordo com os 3 eixos cartesianos) e do conjunto de
pares de atomos que serdo utilizados no alinhamento de cada uma das moléculas moveis
em relagdo a referéncia.

O ALINHAMOL também calcula o tamanho e a resolugdo da caixa 3D, de tal
modo que todas as moléculas terdo caixas do mesmo tamanho e, assim, 0 mesmo
nimero de pontos. Este programa também calcula o grau de similaridade entre a
molécula de referéncia e a alinhada, através do Raiz Média Quadratica (do inglés RMS,
Root Mean Square) da posicdo espacial dos pares de atomos equivalentes que sdo
usados para definir o alinhamento. Outra vantagem ¢ a possibilidade de se gerar
automaticamente os arquivos de entrada (“inputs”) necessdrios para o calculo da
Superficie do Potencial Eletrostatico (SPE) no programa Gaussian 98, sendo possivel a
escolha do tamanho da caixa, a resolucdo, ou seja, a distancia, ou espagamento, entre
cada ponto onde sera calculado o Potencial Eletrostatico (PE), e 0 método e a funcdo de
base que serdo utilizados no célculo da SPE .

Em particular, neste trabalho, o alinhamento foi feito com a molécula nao
substituida Sh (padrao) como molécula de referéncia, utilizando-se apenas os 4tomos do

anel central (CIC2N3C4NSC6C7NENI9H10H11, ver Figura 3.6), ou seja, os atomos do
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grupo farmacofoérico (isto €, grupo quimico que produz a resposta biologica desejada).

Figura 3.6: Superposicao das estruturas provenientes do alinhamento das pirimidinas

S5a-q em rela¢do a molécula Sh feita com o programa ALINHAMOL.

3.7.2. Alinhamento com o programa MIPSIM

O alinhamento feito pelo programa MIPSIM (exploracdo automatica de
similaridade biomolecular baseado nos potenciais de interagdo molecular™) é baseado
numa avaliacdo de similaridade da série de compostos em relacdo aos valores de
maximo e minimo do potencial eletrostatico molecular (MEP).

Neste trabalho foi utilizado o moddulo MIPCOMP, presente neste pacote,
responsavel por fazer uma comparagdo das varias estruturas quimicas no contexto da
distribuicdo do Potencial de Interagdo Molecular (MIP) ao redor das moléculas dando o
indice de correlagdo para mostrar a similaridade entre ambas distribuigdes. Este mddulo
computa o coeficiente de similaridade entre a distribuigdo MIP das moléculas estudadas.

Utilizou-se, inicialmente, como molécula de referéncia para o alinhamento a
molécula ndo substituida 5h. Posteriormente, analisou-se o efeito da molécula de
referéncia na qualidade do alinhamento, utilizando entao, as conformagdes mais estaveis
das moléculas Sa e 5i. As diferencas podem ser vistas no item 4.6 dos resultados, pagina

66.

3.7.3. Determinacdo da caixa 3D

O tamanho da caixa, assim como a resolucdo entre os pontos da grade, estdo
associados a demanda computacional, bem como a introdu¢do ou a exclusdo de
variaveis com pouca ou muita informagdo relevante para a posterior andlise

quimiométrica, respectivamente. Um espagamento (resolu¢do) adequado entre os pontos
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também ¢ importante para fornecer um maior detalhamento da propriedade eletronica
calculada ao redor das moléculas. Na Figura 3.7 pode-se observar as diferenga no
nimero de pontos onde serd calculada a propriedade de interesse, neste caso, o potencial
eletrostatico, quando se utiliza uma resolugido de 0,5A e 1,0A. Desta forma, torna-se
importante a escolha de valores adequados para esses parametros. Os valores utilizados

neste estudo estdo apresentados na Tabela 3.2.

Vista frontal Vista diagonal
(a)

Vista frontal Vista diagonal
(b)
Figura 3.7: Esquema do niimero de pontos onde sera calculado o potencial eletrostatico
para uma caixa com 2 A além do extremo da molécula para cada uma das

direcdes X, y e z, com resolugio de (a) 0,5 A e (b) 1,0 A.

Nesta figura, pode-se perceber que a quantidade de pontos, onde sera calculado o
potencial eletrostatico, estd relacionado com a resolucdo da grade. Assim, um
espagamento maior ou menor entre 0s pontos, ou uma menor ou maior resolugao,
variara o niimero de pontos, tornando a malha menos ou mais densa, respectivamente. A

Figura 3.7a mostra que com uma resolugiio de 0,5 A, a malha torna-se bastante densa,
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sendo maior o numero de pontos e, assim, dificultando a visualizagdo da molécula no
interior da caixa. Ja a Figura da 3.7b, mostra que um maior espagamento entre os pontos
da grade torna o malha menos densa, sendo menor o niimero de pontos onde sera

calculado o PE.

Tabela 3.2: Parametros e nomenclatura das caixas 3D.

SPE BP86/6-31G**

Tamanho da caixa  Espagamento entre

Nomenclatura Numero de Pontos
3D (A)f os pontos (A)
Caixa 1 2 1,00 3667
Caixa 2 3 1,00 5469
Caixa 3 4 1,00 7719
Caixa 4 6 1,00 13755
Caixa 5 2 0,5 28623
Caixa 6 3 0,5 42807
Caixa 7 4 0,5 60543
Caixa 8 6 0,5 108207
SPE AM1
Nomenclatura Tamanho daicaixa Espagamento entre Nimero de Pontos
3D (A)’ os pontos (A)
Caixa 9 2 1,00 3667
Caixa 10 3 1,00 5469
Caixa 11 4 1,00 7719
Caixa 12 6 1,00 13755
Caixa 13 2 0,5 28623
Caixa 14 3 0,5 42807
Caixa 15 4 0,5 60543
Caixa 16 6 0,5 108207

¥ 0 tamanho da grade refere-se a distincia entre a borda da caixa e ponto mais extremo de todas as

moléculas (nas dire¢des X, y ¢ z), identificado com o programa ALINHAMOL.

Neste ponto, vale a pena ressaltar que a molécula de referéncia ¢ posicionada no
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centro da caixa, conforme pode ser visto na Figura 3.8 e¢ as demais sdo alinhadas em

relagdo a ela, nesta posicao.

Caixas le 5

Caixas 2 e 6

x‘cmxas 4e8 Caixas 3e 7 /

Figura 3.8: Esquema da comparagao do tamanho das caixas 3D e posicionamento da

molécula.

Estas caixas foram utilizadas apenas para as moléculas alinhadas com o

ALINHAMOL (secdo 3.7.1).

3.8. Escolha da Particdo de Cargas

A andlise populacional de Mulliken ¢, provavelmente, o0 método mais popular de
particio de carga entre os quimicos. Este método baseia-se na teoria de orbitais
moleculares (O.M.), onde um conjunto de orbitais moleculares ¢ definido pela
combinacao linear dos orbitais atomicos, sendo estes definidos em termos das chamadas
funcdes de bases, cujos coeficientes nos O.M. sdo obtidos pelo método de Hartree-Fock.

Os motivos para a ampla difusdo do método populacional de Mulliken foram a
intensa aplicagdo dos métodos que empregam a teoria do orbital molecular, a facilidade
com a qual pode ser calculada e pelo fato da andlise populacional ser obtida de forma
direta, sem custo computacional adicional. Porém, este possui algumas arbitrariedades,
como a divisdo igualitaria das populagdes de recobrimento para as contribuigdes
atoOmicas, negligenciando, por exemplo, a separacdo de cargas entre dois atomos de
diferentes eletronegatividades.

Desta forma, para se corrigir algumas imperfei¢cdes das distribuigdes de cargas

que a analise populacional de Mulliken fornece, surgiram os métodos derivados do
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potencial eletrostatico, como por exemplo, o método Chelp’® ¢ o método CHelpG
(Charge from Eletrostatic Potencial Grid based), que serd utilizado neste trabalho

dentre varias razdes por ser bastante utilizado nos estudos de QSAR.

3.9. Calculo da Superficie de Potencial Eletrostatico e o programa CAMOL

A superficie de Potencial Eletrostatico (SPE) foi calculada através da expressao

da equagdo 3.5

Nnuc Nele - *' R
@r) =@, (F)+ @, (r) = Z‘ Z —‘:qi];] d7'  Equago 3.5,
=

onde o termo nuclear depende do niimero de particulas, N, do nimero atdmico, Z,,

nuc

e da posigdo, R,, enquanto o termo eletronico depende do ntimero total de elétrons,

¢ da densidade eletronica —e(l) 0 ,d7' do 7™ elétron no estado ¢ Ir

el >
A propriedade eletronica, neste caso o potencial eletrostatico molecular, sera
calculado em todos os pontos da caixa tridimensional, conforme pode ser visto no
esquema da Figura 3.9, gerando uma matriz de dados (disponivel nos arquivos “cub”)
que serd interpretada com o auxilio do programa CAMOL e, posteriormente, através de

ferramentas quimiométricas.

Pontos para o

||ﬁ célculo do

potencial
eletrostatico.

Figura 3.9: Esquema dos pontos onde sera calculada a SPE.

O programa CAMOL exclui os pontos da grade que apresentam uma
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superposi¢do com os atomos da molécula definidos pelo seus respectivos raios de van
der Waals. E possivel também a exclusdo antecipada de pontos da SPE que apresentem
valores inferiores a uma porcentagem do valor do méximo e/ou do minimo do PE. Estes
valores sdo definidos pelo usuario, denominados de valores de corte, ¢ entdo a SPE
deixa de ter a forma e tamanho da caixa utilizada e passa a ter a forma de um novo
solido determinada pelos pontos remanescentes na caixa 3D. Neste trabalho utilizaram-
se os parametros da caixa apresentados na Tabela 3.2 para os métodos AM1 e BP86/6-

31G**. Uma figura esquematica desta nova superficie estd apresentada na Figura 3.10b.

(b)
Figura 3.10: Numero de pontos onde ¢ calculado o potencial eletrostatico com

(2) VCDS = VCIS = 0% e (b) VCDS = 50% e VCIS = 20%.

De uma forma mais detalhada, este novo so6lido obtido a partir da exclusdo de
alguns pontos da superficie, ¢ feita de duas maneiras, quais sejam, através da exclusao
de pontos com valores de PE inferiores ao chamado valor de corte dependente do sinal
(VCDS) do PE (+/-) e para valor de corte independente do sinal (VCIS). A Figura 3.11
mostra, de maneira esquematica, o procedimento adotado pelo CAMOL para exclusao

dos pontos.
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Andlise do PE de todas as moléculas da série com o CAMOL

Identificagdo do maior valor de maximo e o menor valor
de minimo do PE em toda a série

‘ Escolha da molécula que teréa o PE analisado ’7

‘ O valor do PE esta abaixo do limite de corte? ‘

‘ sim ‘ nao ‘

‘ O ponto é marcado ‘ ‘ O ponto permanece na caixa ‘

‘ Comparou com todas as moléculas da série? ‘

Todos os pontos estéo a cima do limite
de corte?

sim \ nao

néo ‘ sim

O ponto nédo é excluido ‘

VCIS VCDS

O ponto é excluido de todas

as caixas
‘ O sinal do PE é igual? ‘
‘ sim ‘ nao ‘
O ponto é excluido de O ponto permanece
todas as caixas nas caixas

Figura 3.11: Esquema para exclusdo dos pontos da SPE de acordo com o VCDS

e o VCIS.

Percebe-se entdo, que o VCIS excluird uma quantidade maior de pontos, uma
vez que considera apenas o valor do potencial, isto €, desconsidera o sinal deste PE no
dado ponto. J& VCDS considera estas duas restricdes para exclusdo dos pontos, sendo
entdo mais rigorosa e, assim, excluindo uma quantidade menor de pontos. Desta forma,
o valor adotado para o VCIS devera ser sempre inferior a 100% (pois VCIS = 100%
ocasionaria a exclusdo de todos os pontos da superficie) e menor que o do VCDS. Ja o
VCDS pode adotar valores grandes, chegando até a 100% do valor do méaximo e do
minimo do PE, pois a restricdo no sinal do PE no ponto garantird a nao exclusao de

todos os pontos. Uma vez que hd uma maior sele¢do dos pontos a serem excluidos, o
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VCDS sera responsavel pela permanéncia dos pontos que tornam as superficies mais
dissimilares entre elas, ressaltando as regides de interesse. As Figuras 3.12 e 3.13
mostram os pontos remanescentes ap0s a utilizagao de trés valores distintos do VCIS e

VCDS, respectivamente.

Vista frontal Vista superior em perspectiva
(a)

Vista frontal Vista superior em perspectiva
(b)

Vista frontal Vista superior em perspectiva
(c)

Figura 3.12: Pontos remanescentes da SPE apos utilizagao dos valores de corte do
CAMOL com VCDS = 100% e VCIS = (a) 0% (b) 50% e (c) 90%.

Pode-se perceber através da Figura 3.12 que ha uma redugdo significativa no
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numero de pontos da SPE de acordo com o VCIS utilizado, onde um VCIS = 0% serdo
apenas excluidos os pontos que obedecam a restrigdo de VCDS = 100% (Figura 3.12a).
Ja VCIS = 50% hé4 uma grande redugdo no numero de variaveis (Figura 3.12b) e para
VCIS = 90% praticamente todos os pontos da SPE foram excluidos (Figura 3.12c),
devido a pouca restricdo imposta no processo de identificagdo e exclusdo dos pontos.
Desta forma, nota-se a importancia da escolha de um valor adequado para esta variavel,
para ndo haver exclusdo de pontos importantes para a descricdo das propriedades e,
assim, ndo ser gerado um modelo de QSAR-3D com pouco poder de previsao. Por outro
lado, nota-se também, que a utilizacdo deste valor de corte possibilita a exclusdo de
pontos de pouca informacao, ampliando a viabilidade do estudo de sistemas grandes.

A Figura 3.13 mostra a dependéncia no niimero de pontos restantes na SPE com
o valor do VCDS utilizado. Percebe-se que ha pouca variagdo na quantidade de pontos
da SPE para os trés valores utilizados (VCDS = 30%, 50% e 100%), sendo as Figuras
3.13a, b e c praticamente iguais. Logo, pode-se perceber o VCDS ira ser responsavel
pela exclusdo de pontos mais proximos da molécula, fazendo que as diferengas mais

importantes entre as moléculas analisadas sejam ressaltadas.
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Vista frontal Vista superior em perspectiva
(a)

Vista frontal Vista superior em perspectiva
(b)

Vista frontal Vista superior em perspectiva
(c)

Figura 3.13: Pontos remanescentes da SPE apos utilizagao dos valores de corte do

CAMOL com VCIS = 20% e VCDS = (a) 30% (b) 50% ¢ (c) 100%.
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Vale a pena ressaltar que o emprego destes parametros foi feito com o propdsito
de saber o impacto dos mesmos sobre os resultados obtidos nos modelos de QSAR-3D.
Para esse estudo manteve-se o “valor de corte dependente do sinal” (VCDS) constante
em 100% e variou-se o “valor de corte independente do sinal” (VCIS) de 0 a 100% para
se avaliar a influéncia destes parametros na exclusdo dos pontos. Apos a identificagdo
de uma mudanca no padrao da PCA realizada com esses dados, variou-se o “valor de
corte dependente do sinal” (VCDS) de 30% a 100%. Esses resultados podem ser vistos
na secdo 4.5, pagina 68.

Para a avaliacdo da SPE das pirimidinas foram testados calculos semi-empiricos
AMI1 e DFT, BP86/6-31G** utilizando, em ambos os casos, a geometria otimizada pelo
método BP86/6-31G** para que, desta forma, as diferengas apresentadas pela SPE
fossem resultados dos métodos/fungdes de onda utilizados e nao devido, também, as
diferengas das geometrias.

O célculo da SPE da molécula do ligante, neste caso as pirimidinas substituidas, foi
realizado, através do programa G98 (arquivos “cub”) para diferentes caixas 3D, como

descrito na se¢do 3.7.3, pagina 27.

3.10. Teste da Atividade Antiinflamatoria

A atividade antiinflamatoéria desta série de pirimidinas foi analisada pelo modelo
da indu¢dao do edema na pata de rato, método bastante usado na literatura®’. A acdo
inflamatoria foi induzida pela inje¢do intraepidérmica da carragenina 0,1% de
concentragdo salina (inflamagdo ndo especifica) na pata posterior direita de
camumdongos, em grupos de dez animais. Como o edema ¢ sensivel a drogas
antiinflamatérias ndo esteroidais, NSAIDs, a carragenina vem sendo aceita e usada
como agente de inflamagio para estudo de novas drogas com este tipo de atividade™.
Estes modelos prevéem agentes antiinflamatorios como resultado da inibicdo da
prostaglandina™.

O processo para determinagdo da atividade antiinflamatéria inicia-se apos 30
minutos da indu¢do da inflamagdo, com a administragdo dos compostos por via

intraperitoneal no camundongos. O antiinflamatdrio padrdo utilizado ¢ o acido acetil
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salicico (AAS) que, apesar da descoberta de varias novas drogas, continua sendo o
analgésico, antipirético e antiinflamatoério mais prescrito na medicina € ¢ um padrao
para a avaliagdo de novas drogas em ensaios farmacologicos. Foram utilizadas as
mesmas doses de AAS e dos compostos testados e sob a mesma metodologia. Apds 4h
da administracdo da droga, o animal ¢ sacrificado por inalagdo com éter e suas patas
posteriores sao amputadas e pesadas e, entdo, o peso ¢ comparado com a média de peso
das patas do grupo teste com aquela obtida com o grupo que recebeu a solucgao salina,

sendo entdo avaliada a acdo antiinflamatoria.

3.11. Infra-estrutura

Para este trabalho, foram utilizados microcomputadores pessoal, de uso comum
do Laboratorio de Quimica Teorica e Computacional (LQTC) do Departamento de
Quimica Fundamental da UFPE, do Laboratério de Quimica Teoérica Medicinal
(LQTM) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, e do Centro Nacional
de Processamento de Alto Desempenho em Sao Paulo (CENAPAD-SP).
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A determinagdo de um modelo de QSAR-3D requer previamente vérias etapas,
como, por exemplo, a escolha dos parametros a serem analisados, os programas que
serdo utilizados, e a metodologia de céalculo que serd empregada nos calculos das
variaveis, entre outras. Entdo, devido ao interesse de se estabelecer um modelo de
QSAR-3D para a série homoéloga de pirimidinas substituidas, buscou-se, inicialmente,
avaliar qual a metodologia de calculo que sera utilizada neste trabalho. Os resultados

obtidos estdo apresentados a seguir.

4.1. Estudo da Estrutura Padrao: a Molécula 5h

4.1.1. Andlise conformacional da pirimidina 5h
Inicialmente, fez-se uma analise conformacional, com o método AM1, dos anéis
benzénicos presentes na molécula Sh (R; = R, = R3 = H), ligados aos atomos C2 e C4,

(Figura 4.1).

11 10
9
8
7
6
1 5 28
4 27
2
29 3 18
13 17
30 19 12
14 16
20 23 33 15 26
21 22 Ro 24 Rs
31 o5
Ry 32

Figura 4.1: Molécula Padrao. Pirimidina substituida com R; =R, =R3;=H.

O grafico da Figura 4.2 mostra a superficie de energia calculada com o método
AMI, gerada pela rotacdo destes dois anéis benzénicos, ou seja, pela variacdo dos

angulos diédricos C23C12C2N3 e C14C13C4N3.
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Figura 4.2: Superficie de energia da molécula 5h calculada pelo método AM1 através da

variagdo simultanea dos angulos diédricos C23C12C2N3 e C14C13C4N3.

Percebe-se através do grafico da Figura 4.2 que existem pontos de méaximo
(identificados pelas cores proximas a vermelha) e de minimo (identificados pelas cores
proximas ao azul) na superficie. Pode-se perceber também que a rotagdo do diedro
C23C12C2N3 nao provoca uma variagdo, significativa, no calor de formacdo da
molécula sendo a maioria dos pontos da superficie, pontos de minimo. Porém, a rotagdo
do diedro C14C13C4N3 provoca grandes variagdes na energia do sistema, chegando a
uma diferenca de energia de até aproximadamente 30 kcal.mol’. Desta forma,
determinou-se que a conformagao mais provavel do anel benzénico terd com o diedro
C23C12C2N3 proximo a 50° e o diedro C14C13C4N3 proximo a 40°. Posteriormente,
utilizou-se o método BP86/6-31G** para uma avaliacdo comparativa com os resultados
AMI. Os resultados obtidos pelo método BP86/6-31G** sao diferentes daqueles
obtidos pelo AM1 com os diedros C23C12C2N3 e C14C13C4N3 iguais a 28,2° e 3,2°,
respectivamente. Como uma maior ou menor coplanaridade destes anéis para com o da
por¢do famacofdrica (anel pirimidinico) pode estar associado com o efeito dos
substituintes (via efeito eletronico) para a mudanca na atividade antiinflamatéria destes

compostos, decidiu-se ampliar a analise da dependéncia destes angulos com o nivel de
calculo e funcdes de base utilizadas. Para este fim, utilizou-se a estratégia de um
Planejamento Fatorial de Dois Niveis (PFDN), onde foi avaliado o efeito da introducdo
de funcdes difusas, de fungdes de polarizagdo e da correlagdo eletronica usando o

método DFT com dois tipos de funcionais (B3LYP e BP86). A titulo comparativo, dois

41

Aplicagoes de Metodologias Teoricas em Estudos de QSAR-3D de Pirimidinas Substituidas
Maira de Almeida Carvalho



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes Dissertagdo de mestrado

calculos MP2 foram realizados. Na Tabela 4.1 apresentam-se os valores dos angulos
diédricos C23C12C2N3 e C14C13C4N3, de todos os calculos realizados. Ja na Tabela
4.2 sdo mostrados os efeitos principais e de interacdo entre os fatores (Pol, Dif e Corr,

ver sec¢ao 3.4 da metodologia).

Tabela 4.1: Angulos diédricos C23C12C2N3 e C14C13C4N3, em graus, da pirimidina
5h otimizada com os métodos AM1, HF, BP86 ¢ B3LYP ¢ fung¢des de base
6-31G, 6-31++G, 6-31G**, 6-31+G** ¢ 6-31++G**, ¢ MP2 com fungdes
de base /6-31G, 6-31G**,

Funciio de Onda Diédro C23C12C2N3 Diédro C14C13C4N3
(graus) (graus)
HF/6-31G 36,5 2,4
HF/6-31++G 39,2 2,8
HF/6-31G** 38,5 3.3
HF/6-31+G** 40,1 3,9
HF/6-31++G** 40,0 3,7
BP86/6-31G 26,4 2,7
BP86/6-31++G 30,1 2,5
BP86/6-31G** 28,2 3,2
BP86/6-31+G** 31,0 3,6
BP86/6-31++G** 31,0 3,5
B3LYP/6-31G 29,2 2,1
B3LYP/6-31++G 32,5 2,4
B3LYP/6-31G** 31,0 3,1
B3LYP/6-31+G** 33,7 3.3
B3LYP/6-31++G** 33,6 3.3
MP2/6-31G 39,8 13,7
MP2/6-31G** 37,3 9,0
AM1 49,7 38,9
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Tabela 4.2: Efeitos principais e de interacao de um Planejamento Fatorial de Dois

, . " 3
Niveis com trés fatores, 2°.

HF e BP86 HF e B3LYP
Efeito C23C12C2N3 C(C14C13C4N3 C23C12C2N3 (C14C13C4N3
(graus) (graus) (graus) (graus)
Dif 2,68 0,23 2,5 0,33
Pol 1,38 0,83 1,40 0,93
Corr -9,63 -0,08 -7,00 -0,33
Dif- Pol -0,53 0,13 -0,45 0,03
Dif-Corr 0,58 -0,18 0,45 -0,08
Pol-Corr -0,03 -0,08 0,05 0,03
Pol-Dif-Corr 0,08 0,13 0,10 -0,03
Média 33,74 3,01 35,08 2,89

Dos resultados da Tabela 4.2 nota-se que o diedro C23C12C2N3 possui um
valor médio préximo a 34° e, que os efeitos principais sdo maiores que os de interacao.
Dentre os efeitos principais a introducdo de correlacdo eletronica tende a diminuir, em
média, o valor deste diedro em 10° e 7° quando os funcionais BP86 ¢ B3LYP sdo
utilizados, respectivamente. J4 o diédro C14C13C4N3 ¢ bem menor, em torno de 3°
para ambos os funcionais. Neste caso, os efeitos principais sdo também, em geral,
maiores que os efeitos de interacdo, destacando-se o efeito de polarizagdo que tende a
aumentar este diédro em apenas 0,8 graus. Os demais efeitos principais e de interagao,
apresentam pouca influéncia na média deste diedro. Logo, estes resultados indicam
importancia da introdugdo de correlacao eletronica na otimizagdo da geometria.

Em vista a fortalecer o estudo conformacional, foi realizado uma busca por
moléculas semelhantes as pirimidinas substituidas no banco de dados cristalograficos

Cambridge Structural Database®®*

(CSD). Nesta pesquisa, procurou-se por
estruturas que continham o anel central e ambientes quimicos similares nas posigdes C2
e C4 das pirimidina. Foram localizadas 21 arquivos contendo o diedro C14C13C4N3 e
apenas 1 estrutura contendo o diedro C23C12C2N3. As estruturas localizadas podem

ser vistas na Figura Al e A2, paginas 111 e 116, respectivamente. Na Figura 4.3
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apresenta-se um histograma da ocorréncia do diedro C14C13C4N3 encontrados nesta

pesquisa.

10

Histograma do diédro C14C13C4N3 no CSD
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Figura 4.3: Histograma da freqiiéncia de ocorréncia do diédro C14C13C4N3.

Esta figura mostra que o diédr C14C13C4N3 surge em valores de -25,87° a 25°.
Entretanto, a maioria dos valores deste diedro encontram-se proximos a 0°. Com relagao
ao arquivo da estrutura com o diédro C22CI12C2N3% (contendo duas estruturas
cristalograficas similares da mesma molécula) os valores do diedro valem 45,8° e 30,5°.
Apesar de se saber que em estado sdlido a geometria molecular pode ser relativamente
diferente daquela em fase gasosa (a que mais se aproxima destes calculos) os valores
calculados para os diédros C14C13C4N3 mostram-se bastante proximos destes
experimentais, em especial para os resultados obtidos com o método DFT.

Como se pretende realizar um estudo de QSAR-3D, utilizando, num primeiro
instante, a sonda eletrostatica, ¢ interessante se avaliar como o nivel de calculo e o
conjunto de fungdes de base influenciam a SPE. Entretanto, foi observado
recentemente”, que a analise do PE para um numero elevado de pontos na grade (como
também ¢é o caso para os sistemas em investigacdo nessa dissertagdo) em fungdo de
diferentes niveis de célculo e fungdes de base utilizadas pode ndo ser uma tarefa trivial.
Assim, uma forma alternativa para avaliar a distribui¢do eletronica ¢ através da analise
da dependéncia da carga atdmica com as caracteristicas da funcdo de onda utilizada.

Neste sentido, foi realizada uma analise das cargas atomicas, dessa molécula,
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calculadas com as partigdoes de Mulliken e CHelpG e uma PCA das cargas atdmicas
(CHelpG) conforme explicado na se¢dao 3.5 da metodologia, pagina 21, em todos os
niveis de calculo estudado, ou seja, HF e DFT (funcionais BP86 ¢ B3LYP) ambos com
fungdes de onda 6-31G, 6-31G**, 6-31+G** ¢ 6-31++G**, MP2 com as funcdes de
onda 6-31G e 6-31G** ¢ AM1. Os graficos das cargas em funcdo da metodologia de
calculo e os resultados da PCA para as duas primeiras componentes principais podem

ser vistos nas Figuras 4.4 e 4.5, respectivamente.
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Figura 4.4: Grafico das cargas de (a) Mulliken e (b) CHelpG da molécula Sh em fungao
do método, calculadas com os métodos AM1, HF e DFT (B3LYP e BP86)
com fungdes de base 6-31G, 6-31G**, 6-31+G** ¢ 6-31++G** ¢ MP2
com fungdes de base 6-31G e 6-31G**.

Pode-se perceber através da Figura 4.4a que ha grande variacdo nas cargas de
Mulliken da molécula 5h calculada pelos diferentes métodos, ja o grafico das cargas
CHelpG, Figura 4.4b, mostra uma distribui¢do mais uniforme. Em particular, o grafico
da Figura 4.4a mostra que ha uma variacao, positiva ou negativa, de até trés elétrons nas
cargas de alguns 4tomos quando calculadas com os métodos HF, BP86 ¢ B3LYP, com
as fungodes de base incluindo fungdes difusas, o que €, obviamente, inconsistente com a
expectativa quimica para a variacao de cargas atdmicas. Entretanto, no grafico da Figura
4.4b nota-se que estes excessos sao menos freqiientes, a excecdo para os atomo C6 e
NO9. Para estes atomos varios calculos prevéem cargas com mais que = 1 elétron. Duas
excecoes sdo os calculos BP86/6-31G** ¢ B3LYP/6-31G**. Assim, ndo foram
utilizadas funcdes difusas nos célculos de otimizagdo de geometria e calculo das cargas

e da SPE do sistema sob investigacdo. Percebe-se ainda que o valor das cargas CHelpG
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obtidas com método AMI1 ¢ sempre, em modulo, inferior as cargas calculadas pelos
métodos ab initio e DFT, ou ainda, que as cargas atomicas obtidas por este método sao
sempre mais positivas ou mais negativas do que as cargas obtidas pelos demais métodos
utilizados.

Entdo, ainda no intuito da escolha da metodologia de calculo para o estudo das
demais moléculas da série, foi feita uma PCA das cargas CHelpG da molécula Sh para
os diferentes niveis de célculo e funcdes de base, conforme pode ser visto nas Figuras

4.5¢e4.6.
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Figura 4.5: Gréfico dos escores de PC1 x PC2 da PCA das cargas CHelpG da molécula

5h, calculados com os métodos AM1, HF B3LYP e BP86 com fungoes de
base 6-31G, 6-31G**, 6-31+G** ¢ 6-31++G**, MP2 com fungdes de base
6-31G e 6-31G** .

Pode-se perceber, através dos graficos da Figura 4.5 que a primeira componente
principal, ou seja, PC1 (com aproximadamente 79% da variancia), separa os niveis de
calculo em dois grandes grupos, sendo um formado pelo método semi-empirico AMI1
em escore negativo e outro pelos métodos ab initio e DFT em escores positivos. Ja a
segunda componente principal (PC2), com aproximadamente 17% da informagao
contida nos eixos originais, separa a presenca ou auséncia de fun¢des de polarizacio e
difusas. Uma analise mais detalhada do grafico dos escores de PC1 x PC2 (Figura 4.5)
mostra o método AM1 bastante diferente dos métodos ab initio e DFT, sugerindo que o
método AM1 comporta-se como um outlier em relagdo aos demais objetos. Por esta
razdo, foi feita uma nova PCA das cargas CHelpG apenas para as moléculas calculadas
com os métodos ab initio e DFT. Os resultados obtidos nesta nova analise estdo

apresentados nos graficos da Figura 4.6.
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Figura 4.6: Grafico dos (a) Escores e (b) Loadings de PC1 x PC2 das cargas CHelpG

da molécula 5h, calculados com os métodos HF e DFT (B3LYPe
BP86) com fung¢des de base 6-31G, 6-31G**, 6-31+G** ¢ 6-31++G**,
MP2 com fung¢des de base 6-31G e 6-31G**.

Apos a exclusdo do método AMI, a nova PCA (gréaficos da Figura 4.6) mostrou

um padrdo semelhante ao apresentado pelos graficos da Figura 4.5, porém, as diferencas

das cargas atdomicas CHelpG obtidas pelos métodos HF e pos-HF (DFT) estdo mais

ressaltadas. Nota-se neste ultimo grafico dos escores que PC1, com aproximadamente

90% da informagdo contida nos eixos originais (Figura 4.6a), representa o efeito da

introducdo de correlagdo eletronica, estando os célculos pds-HF em valores mais

negativos de PCI1. O principal efeito observado em PC2, com 5,6% da varidncia, ¢ a

presenca de funcdes difusas onde os objetos que possuem essas fungdes encontram-se

em valores mais positivos de PC2. Porém, os resultados MP2 ndo seguem o mesmo
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padrdo, uma vez que a presenca destas fungdes leva esse objeto a um valor mais
negativo de PC2. Esta diferenga apresentada pelo método MP2 no gréfico dos escores
da Figura 4.6 pode ser resultado da quebra, ou diminuicao, da ressonancia dos elétrons
do grupo farmacoférico e do anel benzénico ligado ao carbono C4, o qual se encontra
mais rotacionado em relagdo ao plano molecular (ver Tabela 4.1).

Através dos graficos dos loadings das duas primeiras componentes principais
(Figura 4.6b) pode-se ver que os atomos responsaveis pela formacdo do padrdo dos
graficos dos escores sdo os atomos do anel central, isto ¢, o grupo farmacoférico (Cl,
C2, N3, C4, N5 e C6), dos substituintes (C7 e N8 e N9), e os atomos de carbono C12 e
C13 que ligam os anéis benzénicos ao anel pirimidinico. Assim, uma diminui¢ao no
valor da carga dos atomos C1, N9, N5, N3, C13, N8 levam os objetos para valores mais
negativos de PCI1, ou seja, para a inclusdo de efeitos de correlacdo eletronica, ja, um
aumento no valor da carga dos atomos C7, C2, C4 e C6 levara os objetos para a regido
mais proxima dos métodos HF. A diminui¢do na carga dos atomos N9, C18, C23, C14,
C2, C19, C21, C16, N8, C4 e um aumento positivo nas cargas dos dtomos C7, C20,
C17, C22, C15, C6, C12 e C13 leva os objetos para valores mais positivos de PC2,
descrevendo, entdo, os efeitos dados pelas fungdes de polarizagdo e difusas. Percebe-se
também que os atomos estao separados em valores positivos e negativos de PC1 e PC2
segundo serem atomos com cargas positivas ou negativas, conforme pode ser visto no
grafico da Figura 4.4b.

Foi, portanto, da analise conjunta entre o padrio observado no grafico dos
escores da PCA da Figura 4.6a, da variagdo das cargas atdmicas apresentadas nos
graficos da Figura 4.4 e da comparagdo das estruturas de raios-X obtidas no CSD, que
se selecionou o método DFT com a fungdo de base 6-31G** como sendo o mais
adequado para as etapas subseqiientes deste trabalho, qual seja, a otimiza¢do de
geometria e calculo da SPE das demais moléculas da série (pirimidinas substituidas Sa-
q). Em particular, o funcional BP86 foi escolhido tendo em vista que o funcional
B3LYP ndo descreve, de maneira satisfatoria, ligagdes de hidrogénio, e este tipo de
ligacdo sera importante nos estudos futuros das estruturas de hidratacdo destes

compostos.
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4.2. Pirimidinas Substituidas

4.2.1. Andlise conformacional
Apbs a escolha da metodologia de calculo, passou-se a estuda a série homologa
das pirimidinas substituidas nas posi¢des R, R, e R3. Estas moléculas estdo novamente

apresentadas na Figura 4.7 e Tabela 4.3, abaixo.

Tabela 4.3: Pirimidinas substituidas.

Molécula R1 Rz R3
5a Cl H OCH;
1 10 5b Cl H H
9
8 5c F H H
7
1 ® 5 28 5d Cl Cl H
20 5 4 27 5
5 18 e Cl Cl OCH;
0 " 13 17 Sf F H
12
20 03 33 14 5 16 26 OCH3
21 22 R2 24 R3 511 H H H
31
Ry 32 2 5i OCH, H OCH;
51 OCH; H H
Figura 4.7: Pirimidina Substituida. 5n NH, H  ocH,
5p NO, H  ocH;
5q CFs  H  OCH;

Tendo em vista a presenga do grupo metoxi em varias das moléculas analisadas
(5a, Se, 51, Si, 51, Sn, 5p e 5q), ¢ importante que seja feita uma analise conformacional
deste grupo funcional destas moléculas para se identificar a conformacdo mais estavel.
Neste intento, fez-se o calculo da barreira de energia de rotagdo do grupo CH3 em torno
da ligagdo C-O (op¢ao scan no G98) de duas maneiras distintas: i) apenas para o
metoxi-benzeno e ii) para uma pirimidina substituida, como explicado na se¢do 3.3 da
metodologia, pagina 19, nos niveis AM1 e BP86/6-31G**.

Os gréaficos das barreiras para o metoxi-benzeno e para uma pirimidina
substituida (5f), variando-se o angulo diédrico do grupo metoxi com um passo de 10
graus, entre 0° e 180° e entre 0° e 360°, respectivamente, como pode ser visto na Figura

4.8.
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Figura 4.8: Graficos das barreiras de energia relativa (em relagdo a conformagao mais
estavel) (a) do metoxi-benzeno, e (b) da molécula 5f calculadas com os

métodos BP86/6-31G** (preto) e com AMI1 (vermelho).

O grafico da barreira de energia para o metoxi-benzeno (Figura 4.8a), em ambas
as metodologias de calculo, mostra que hd dois pontos de minimo de energia
equivalentes nesta molécula, um a 0° e outro a 180°, sendo que o ponto de maximo de
energia encontra-se a 90°. Obviamente, a presenca de dois minimos equivalentes neste
grafico pode ser explicada pela simetria da molécula. Ja a presenga do ponto de maximo
em 90° pode ser resultado de uma quebra de ressonancia entre os elétrons Tt do anel
benzénico e os pares de elétrons do oxigénio do grupo metoxi. O valor calculado da
barreira de energia do metoxi benzeno é de 3,88 kcal.mol™” para o método BP86/6-
31G** ¢ de 1,62 kcal.mol" para o método AMI1. A diferenca no valor da energia entre
ambos os métodos, pode ser explicada pela tendéncia que o método AM1 tem em
subestimar os valores das barreiras de energia®.

Contudo, para a molécula 5f pode-se perceber que ha dois pontos de maximo e
dois pontos de minimo, muito proximos, porém ndo equivalentes; calculados com os
dois métodos (Figura 4.8b). Neste caso, o ponto de minimo mais estavel ¢ aquele no
qual o grupo metoxi encontra-se orientado para a parte interna da molécula, ou seja,
com um angulo de 0° em relagdao ao atomo C15 (angulo diédrico C15C16026C34 igual
a 0°), estas conformagdes foram chamadas, neste trabalho, de conformagdes “dentro”,
como descrito na se¢do 3.6, pagina 23. O segundo ponto de minimo de energia aparece
com o grupo metoxi orientado para a parte externa da molécula, formando um angulo

diédrico de 180° com o atomo C15 (angulo diédrico C15C16H26C34 igual a 180°) e,
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neste caso, as conformagdes foram chamadas de conformagdes “fora”. Os pontos de
maximo encontram-se a 90 e 270 graus em relacdo a C14 devido a possivel quebra de
ressonancia entre os pares de elétrons do oxigénio e a molécula, como observado
anteriormente para a molécula do metoxibenzeno. Pode-se perceber, também, neste
grafico que o valor da barreira de energia da molécula 5f ¢ de aproximadamente 5,08
kcal.mol™ e 2,17 kcal.mol™ para os métodos BP86/6-31G** ¢ AMI, respectivamente.
Nesta molécula, também, pode-se perceber, que o método AMI subestima o valor da
barreira de energia, porém, novamente mostra-se satisfatério na identificagdo das
conformacdes mais estaveis. Além disto, ¢ interessante notar que a diferenga entre a
altura da barreira de rotagdo do grupo metoxi da molécula 5f ¢ no metoxibenzeno ¢ de
1,2 kcal.mol! e 0,55 keal.mol! para os métodos BP86/6-31G** e AMI,
respectivamente. Esta diferenca pode ser atribuida a efeitos de ressonancia para com o
anel central da pirimidina em Sf sendo possivelmente menor no caso AM1 devido a
maior perda de planaridade do anel benzénico quando comparado ao método BP86/6-
31G** (Tabela 4.1), o que seria uma demonstracdo interessante do conceito
amplamente utilizado que, a mudanga estrutural numa série homodloga leva ao ajuste
fino das propriedades fisico-quimicas do grupo farmacoforico.

Neste ponto, vale a pena ressaltar que o estudo da barreira de energia foi feito
apenas para uma molécula da série homoéloga de pirimidinas substituidas, a molécula 5f,
devido a alta demanda computacional necessaria para este calculo, com um custo de,
aproximadamente, 12 dias de CPU (microcomputador Pentium 4 2,6 GHz, dois HD’s de
80GB de HD, 1GB de memoria RAM), sendo, entdo, este resultado extrapolado para as
demais moléculas da série, as quais tiveram as geometrias otimizadas e a energia total
determinada apenas nos dois pontos de minimo, ou seja, nas duas conformagdes mais
estaveis. A Figura 4.9 mostra as duas conformagdes mais estaveis que serdo utilizadas
em todas as moléculas da série. Em particular, a molécula Si apresenta quatro
conformacdes de baixa energia, uma vez que possui dois grupos metoxi como
substituintes (Figura 4.9c-f). Neste caso, a conformacdo mais estavel ¢ aquela que
possui os diedros C15C16026C34 ¢ C22C21031C38 iguais a 0°, isto ¢, a conformacao
“dentro/dentro”.

E importante lembrar que devido a presenga de dois grupos metoxi na molécula

5i as conformagdes mais estaveis receberam uma nomenclatura especial, como descrito
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na se¢do 3.6, pagina 23. A molécula que possui os dois metoxis com angulos diédricos
C22C21031C38 e C15C16026C34 iguais a 0° foi chamada de molécula
“dentro/dentro” e recebeu o subscrito ‘dd’ (Figura 4.9c). Quando os diedros
C22C21031C38 e C15C16026C34 foram iguais a 0° e 180°, respectivamente a
molécula recebeu o nome de “dentro/fora” e o subscrito ‘df” (Figura 4.9d), quando estes
diedros forem de 180° e 0° respectivamente, a molécula foi chamada de “fora/dentro” e
recebeu o subscrito ‘fd” (Figura 4.9¢) e quando os dois diedros C22C21031C38 e
C15C16026C34 foram iguais a 180° a molécula foi chamada de molécula “fora/fora’ e

recebeu o subscrito ‘ff* (Figura 4.9f1).

15 26 58 34
26
34
(a) (b)
16 16 34
21 22 ° 26 21 22 ® 26
31 34 31
() (d)
16 16 34
0 22 15 6 21 22 1 26
B 34 38z
(e) (D

Figura 4.9: Conformagdes mais estaveis das pirimidinas substituidas com um grupo
metoxi com as conformagoes (a) “dentro” (b) “fora” e com dois metoxi
com as conformagdes (c) “dentro/dentro”, (d) “dentro/fora”,

e) “fora/dentro” e (f) “fora/fora”.
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Desta forma, obteve-se dois conjuntos, um formado por 22 moléculas, incluindo-
se as duas (ou quatro), conformagdes mais estaveis (ou seja, as conformagoes “dentro” e
“fora” das pirimidinas 5a, Se, 5f, 51, 5n, Sp e 5q, ¢ as conformag¢des “dentro/dentro”,
“dentro/fora”, “fora/dentro” e¢ “fora/fora” da molécula 5i), além das moléculas 5b, Sc,
5d e Sh que possuem apenas uma conformagdo. O outro conjunto é composto pelas 12

moléculas mais estaveis, ou seja, aquelas com conformagao “dentro” e “dentro/dentro”.

4.3. Comparacao das pirimidinas substituidas

A introdugdo do substituinte na pirimidina Sh (molécula padrio) foi feita de
duas maneiras distintas como descrito nas se¢des 3.2.2 e 3.2.3 da metodologia, pagina
17 e 18, respectivamente. Nesta se¢do serdo apresentados, de forma comparativa, os
resultados obtidos pelos dois métodos de otimizacdo de geometria, isto €, os resultados

obtidos para as moléculas semi-otimizadas e totalmente otimizadas.

4.3.1. Comparagoes entre os angulos diédricos C23CI12C2N3 e C14CI3C4N3
Inicialmente, fez-se uma comparacao dos angulos diédricos dos anéis laterais (os
anéis benzénicos) C23C12C2N3 e C14C13C4N3 das pirimidinas substituidas entre as
geometrias semi e totalmente otimizadas (ver secdo 3.3 da metodologia, pagina 19).
Neste estudo foram consideradas apenas as moléculas que possuem o grupo metoxi na
posi¢ao mais estavel, ou seja, com os diédros C22C21031C38 e C15C16026C34 iguais
a 0° para aquelas moléculas que possuem este grupo como substituinte em uma ou
ambas posicdes. Os valores destes angulos para as moléculas totalmente otimizadas
estdo apresentados na Tabela 4.4. Os diedros das pirimidinas com a geometria semi-
otimizada sdo, em todos os casos, os mesmos da molécula 5h totalmente otimizada

(molécula padrao), conforme explicado na metodologia.
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Tabela 4.4: Angulos diédricos C23C12C2N3 e C14C13C4N3 das pirimidinas

substituidas 5a-q totalmente otimizadas com o método BP86/6-31G**.

Diédro Diédro Diédro Diédro
C23C12C2N3  (C14C13C4N3 C23C12C2N3  (C14C13C4N3

(graus) (graus) (graus) (graus)

S5a 26,51 2,74 Sh 28,16 3,19

5b 26,43 2,33 Si 24,60 2,61

Sc 26,05 3,73 ]| 24,23 1,53

5d 52,68 -1,17 5n 22,20 2,84

Se 53,30 -1,01 Sp 28,56 2,76

5f 26.35 2,89 5q 27,54 3,26

Em seguida, fez-se um estudo da similaridade, com o programa ALINHAMOL,
da geometria semi-otimizada e totalmente otimizada destas moléculas, as quais estdo

apresentadas na Figura 4.10.
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Figura 4.10: Comparagao entre as geometrias semi-otimizadas (azul) e totalmente

otimizadas (vermelho) das moléculas Sa-n obtidas pelo método

BP86/6-31G**.

56

Aplicacoes de Metodologias Teoricas em Estudos de OSAR-3D de Pirimidinas Substituidas
Maira de Almeida Carvalho



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes Disserta¢do de mestrado

Pode-se perceber através do valor do RMS apresentado na Figura 4.10 que o
efeito da otimizagdo completa sobre a geometria ¢ pequeno. Um RMS igual a zero
indica que as moléculas sdo idénticas e um aumento no valor do RMS indica uma
diminui¢do na similaridade. Para esta série de compostos, a molécula Sh possui um
RMS = 0,0000, mostrando ndo haver diferenca nas geometrias da molécula semi e
totalmente otimizadas, uma vez que se trata da mesma estrutura. Como explicado
anteriormente, esta molécula foi utilizada como a molécula padrdo ou de referéncia. As
moléculas 5a, Sb, Sc, 5f, Sp e 5q apresentam o RMS na ordem de 10 indicando alto
grau de similaridade entre as moléculas semi e totalmente otimizadas. J& as moléculas
5d, Se, 5i ¢ 5n apresentam um RMS da ordem de 107 indicando que estas moléculas
apresentam diferencas conformacionais mais significativas que as anteriores.

A analise da sobreposicao das estruturas obtidas pelos dois processos de
otimizagdo de geometria indica que o efeito da otimiza¢do da geometria completa das
pirimidinas ¢ significativo apenas para as moléculas 5d e Se, ou seja, para as moléculas
que possuem substitui¢do, com o cloro, na posi¢do R,. As demais moléculas possuem
uma geometria molecular bastante similar com aquela da molécula Sh. Provavelmente,
ha uma tor¢do do anel fenila do lado esquerdo, ou seja, ha uma variacao do diedro
C23C12C2N3 nas moléculas 5d e Se para diminuir a repulsao eletronica entre o &tomo
de Cl e o par de elétrons do nitrogénio N3 do anel pirimidinico (aproximadamente 26° a
mais que a rota¢do deste diedro na molécula Sh otimizada no mesmo nivel de teoria).
Como as demais moléculas desta série apresentam apenas o atomo de H como
substituinte da posicdo R, o efeito da otimizacdo da geometria completa ser pequeno
(desprezivel) para este diedro.

O processo de otimizacdo da geometria molecular exigido pelo método DFT-
BP86/6-31G** requer um alto consumo de tempo ¢ demanda computacional, sendo
necessario no minimo 6h e 5 minutos € no maximo 1 dia e 25 minutos de tempo de CPU
(em microprocessadores Pentium 4 2.8GHz, 2,0GB MB de RAM DDR DUAL
CHANNEL 400 2 HD’s de 80 GB e sistema linux RED HAT 9) para a otimizagao
completa da geometria molecular das pirimidinas substituidas. A falta de espago em
disco ou de memoria necessarios para estes calculos também foram barreiras
encontradas durante a otimiza¢do da geometria completa, tendo sido necessario, em

muitos casos, a re-submissao dos calculos.
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E importante enfatizar, que neste processo de otimiza¢do de geometria, utilizou-
se o0 esqueleto molecular das pirimidinas semi-otimizadas, ou seja, partiu-se de uma
molécula cuja geometria havia tido seu esqueleto molecular previamente otimizado, a
molécula 5h (1 dia, 2h e 42 minutos de tempo de CPU, Atlon 1,2GHz, 40,0 GB de HD,
1,0 GB de memoria RAM DDR, sistema linux RED HAT 9), e substituintes
previamente otimizados (ver secao 3.2.2 da metodologia, pagina 17), levando a uma
grande economia de tempo de CPU.

Desta forma, a fim de se avaliar o uso de uma geometria padrao, porém com
uma maior economia de tempo computacional, decidiu-se utilizar o método AM1, (que
requer apenas alguns minutos de tempo de CPU). A Tabela 4.5 apresenta os angulos

diédicos C23C12C2N3 e C14CI13C4N3 obtidos com o método AMI1 para esta série.

Tabela 4.5: Angulos diédricos C23C12C2N3 e C14C13C4N3 das pirimidinas

substituidas 5a-q totalmente otimizadas com o método AMI1.

Diédro Diédro Diédro Diedro
C23C12C2N3  C14C13C4N3 C23C12C2N3  C14C13C4N3

(graus) (graus) (graus) (graus)

Sa 49,78 34,91 Sh 49,75 38,85

5b 49,61 38,73 5i 48,43 35,46

Sc¢ 49,14 38,80 51 50,80 35,88

5d 84,04 -38,26 Sn 47,29 35,26

Se 80,10 34,27 Sp 51,65 34,44

5f 49,35 34,95 5q 50,96 34,45

Percebe-se na Tabela 4.5 que os angulos diédricos das pirimidinas substituidas
otimizadas com o AMI1 sdo maiores, em modulo, do que aqueles obtidos com o método
BP86/6-31G**, porém, apresentam o mesmo sentido de variacdo, isto €, ha um aumento
ou diminui¢do nos diédros C23C12C2N3 e C14C13C4N3 para as mesmas moléculas
quando comparam-se os dois métodos. Uma comparacdo das geometrias totalmente
otimizadas, das pirimidinas substituidas mais estaveis, obtidas com os métodos DFT-

BP86/6-31G** e AMI esté apresentada na Figura 4.11.
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Figura 4.11: Comparacdo das geometrias de equilibrio das moléculas Sa-q totalmente

otimizadas obtidas com os métodos BP86/6-31G** (vermelho) e AM1
( )-
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Como observado para a molécula Sh (secdo 4.1 pagina 40), as demais
pirimidinas substituidas calculadas com o método AMI1 apresentaram uma geometria
molecular bastante diferente das geometrias obtidas com método BP86/6-31G**. Essa
diferenca ¢ mais significativa para o anel benzila do lado direito da molécula, ou seja, a
diferenga ¢ maior para o diédro C14C13C4N3 que para o diédro C23C12C2N3,
conforme pode ser visto na Tabela 4.5 e na Figura 4.11. As moléculas 5d e Se, que se
mostraram bastantes sensiveis ao efeito da otimizacdo total da geometria completa,
quando agora se utilizou o método DFT, também apresentaram uma maior tor¢do no
angulo diédrico C23C12C2N3, em aproximadamente o dobro da tor¢ao apresentada por
este diedro na molécula Sh, quando otimizadas com o método AMI1. Logo, percebe-se
que o efeito da repulsdo eletronica entre o 4&tomo de cloro da posicdo R, e o par de
elétrons de N3 estdo sendo contemplados, também, quando se utiliza o método AM1.
Entretanto, a rotagdo do diedro C14C13C4N3 traz a necessidade de uma investigacao
mais detalhada da utilizacdo do método AM1 no calculo das propriedades eletronicas,
como por exemplo, a carga atomica, calculada com a particilo CHelpG destas
moléculas, para que se possa inferir se ¢ necessario tdo somente a utilizacdo de um
método e conjunto de base mais sofisticados para um estudo de QSAR-3D.

Entdo, devido ao alto custo computacional requerido, pelo método DFT, no
processo de otimiza¢do de geometria, analisou-se as diferencgas nas cargas de todos os
atomos e, posteriormente, da SPE desta série de compostos para a geometria semi-
otimizada e totalmente otimizada através da comparag@o da analise de PCA (itens 4.5.2

e 4.5.3, respectivamente), conforme pode ser visto a seguir.

4.3.2. Comparagdo das cargas CHelpG em fun¢do da otimizagdo da geometria
De forma semelhante a realizada para a molécula 5h, foi feito, inicialmente, um
estudo das cargas CHelpG das pirimidinas substituidas 5a-q (Tabela 4.3) as quais

apresentaram o comportamento mostrado nos graficos da Figura 4.12.
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Figura 4.12: Grafico das cargas CHelpG das pirimidinas 5a-q: (a) com a geometria

semi-otimizada e (b) com a geometria totalmente otimizada.
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Percebe-se nos graficos da Figura 4.12 que as cargas CHelpG das 22 estruturas
comportam-se de modo semelhante para as duas metodologias utilizadas, onde apenas
os atomos ligados diretamente aos substituintes, ou proximos a ele, terdo um padrdo
diferente (para cada molécula) de acordo com as caracteristicas do substituinte, por
exemplo, o comportamento, ou sinal, da carga dos atomos C15, Cl16, C21 ¢ C22
(atomos proximos aos substituintes), sera diferente caso o substituinte seja um grupo
doador ou retirador de elétrons, mostrando que, neste caso, o efeito do substituinte serad
apenas um efeito local na distribui¢do de cargas, ndo influenciando, de maneira
significativa, a distribuicdo de cargas do grupo farmacoférico. Entdo, a fim de se
identificar um padrao nesta série do ponto de vista da distribui¢ao de carga, foi feita
posteriormente, uma Analise de Componentes Principais das cargas CHelpG deste
conjunto de moléculas considerando duas situagdes distintas: i) o conjunto de 12

moléculas e ii) o conjunto de 22 moléculas.
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Figura 4.13: Grafico dos escores de PC1 x PC2 das cargas CHelpG das moléculas Sa-q
com a geometria (a) semi-otimizada e (b) totalmente otimizada; e graficos
dos loadings de PCI1 x PC2 das cargas CHelpG das moléculas 5a-q com a

geometria (c) semi-otimizada e (d) totalmente otimizada.

Pode-se perceber nos graficos dos escores da Figura 4.13a e b que PC1 (55.7% e
60,0% da variancia, respectivamente) estd separando as moléculas segundo a
substitui¢do em Rs, ou seja, a presencga ou auséncia do grupo metoxi nesta posi¢ao. Por
sua vez, PC2 (39,0% e 35,9% da variancia, respectivamente) estd sendo descrita pela
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natureza do substituinte da posi¢ao Rj, ou seja, se estes substituintes sdo grupos para-
retiradores de elétrons (Cl, NO, e CF3), as moléculas Sa, Sb, 5d, Se, Sh, 5p e 5q, ou
grupos para-doadores de elétrons (OCHs, NH,, F e H) as moléculas 5S¢, 5f, 5i, 5l e 5n,
havendo assim a formacao de quatro grupos distintos (no grafico dos escores de PC1 x
PC2), com i) PC1 e PC2 positivos (moléculas 5f, 5i e 5n), ii) PC1 positivo e PC2
negativo (moléculas Sa, Se, 5p e 5q), i1ii) PC1 negativo e PC2 positivo (moléculas Sc e
51) e iv) PC1 e PC2 negativos (moléculas Sb, 5d e Sh). Neste ponto vale a pena ressaltar
que o fluor (moléculas Sc e 5f) apesar de ser um grupo retirador de elétrons através das
ligagdes-0, também pode agir como um doador, através de uma retrodoacao de cargas
pelas liga¢des-T, compensando, entdo, o efeito anterior e atuando como um grupo
doador de elétrons, quando em posi¢do p-substituido. Uma forma alternativa de se
avaliar esse efeito ¢ através dos valores da constante de Hammett (0) que ¢ igual a 0,34
e 0,06 para o meta-fluor-benzeno e para-fluor-benzeno, respectivamente®.

Os graficos dos loadings de PC1xPC2 (Figura 4.13c e d respectivamente)
mostram a contribuicdo de cada varidvel na formagdo dos padrdes observados nos
graficos dos escores (Figuras 4.13a e b). Logo, pode-se perceber que os atomos C13,
C15, C16 e C17 sdo os principais responsaveis pela separagdo das moléculas ao longo
de PCI1, enquanto os atomos C12, C16, C20, C21 e C22 sdo os principais responsaveis
pela separacao apresentada em PC2.

Posteriormente, repetiu-se este estudo introduzindo-se no conjunto de dados as
pirimidinas com o grupo metoxi nas conformagoes “fora”. Os graficos dos escores e dos
loadings das duas primeiras componentes principais podem ser vistos nos graficos da

Figura 4.14.
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Figura 4.14: Grafico dos escores de PC1 x PC2 das cargas CHelpG do conjunto de 22

moléculas das pirimidinas substituidas 5a-q com a geometria (a) semi-

otimizada e (b) totalmente otimizada; e graficos dos loadings de PC1 x PC2

das cargas CHelpG das moléculas 5a-q com a geometria (c) semi-otimizada

e (d) totalmente otimizada.

Nota-se no grafico dos escores da Figura 4.14 que o padrao observado ¢ similar

ao apresentado pelos graficos da Figura 4.13. Neste novo grafico dos escores, observa-

se uma separagdo das moléculas com a mesma formagdo de quatro grupos, tal como na

figura anterior.
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Os graficos dos loadings (Figura 4.14c e d) também apresentam o mesmo padrao
dos graficos da Figura 4.13c e d, onde os atomos C13, C15, C16 e C17 sdo os principais
responsaveis pela separacdo das moléculas ao longo de PCI1, enquanto que os atomos
C12, Cl16, C20, C21 e C22 sdo os principais responsaveis pela separagdo apresentada
em PC2.

Desta forma, pode-se concluir que a introdu¢cdo das moléculas com a segunda
conformacdo mais estavel, ou seja, as moléculas com conformagdo “fora”, ndo modifica
de maneira significativa o padrao da PCA e, assim, podem ser incluidas nas analises
posteriores. Conhecer esta informacdo foi importante para os nossos estudos de
regressao pois, estas moléculas quando sintetizadas, pode haver a formagao de misturas
destas conformagdes, ou ainda, pode haver interconversdo das estruturas quando em
meio bioldgico, uma vez que a barreira de energia entre essas conformacdes ¢
relativamente pequena (5,1 kcal.mol™, conforme apresentado na se¢io 4.1.1 ¢ mesma
pode ser ainda menor em meio bioldgico devido a acao do efeito solvente). Outro fator
importante a ser considerado ¢ a necessidade ou ndo da otimizacdo da geometria
completa das moléculas. Percebeu-se por estas andlises que ndo ¢ necessdria a
otimizagdo completa da geometria, reduzindo-se assim, de maneira significativa, o
tempo ¢ a demanda computacional requerida por estes estudos e, também, por tornar
possivel a investigacdo de moléculas maiores em niveis de teoria mais elevados,
garantindo a qualidade do modelo obtido. Porém, vale destacar que neste trabalho foram
consideradas as geometrias totalmente otimizadas, uma vez que estas ja haviam sido

calculadas.

4.4. Alinhamento Molecular

O alinhamento molecular das pirimidinas substituidas 5a-q foi feito de duas
maneiras distintas como explicado na se¢do 3.7 da metodologia, pagina 25, sendo uma
com o programa ALINHAMOL, desenvolvido em nosso grupo, e outra com o programa
MIPSIM, desenvolvido pelo grupo do Sanz. Os resultados obtidos para ambos

alinhamentos estdo apresentados na Figura 4.15.
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(2) (b)

(c) (d)
Figura 4.15: Alinhamento molecular das pirimidinas substituidas 5a-q obtido com o

programa (a) ALINHAMOL com a molécula Sh como referéncia e com o

programa MIPSIM com as moléculas de referéncia (b) 5h, (c) 5a4 e (d) Sigq.

Pode-se perceber que ha bastante diferenca entre o alinhamento obtido com os
programas ALINHAMOL e o MIPSIM (Figura 4.15a e Figuras 4.15b-d,
respectivamente). Essas diferencas observadas sdo resultados das metodologias de cada
programa para obtencdo do alinhamento.

O alinhamento obtido com o programa ALINHAMOL (Figura 4.15.a) mostrou-
se bastante satisfatorio devido a sua baixa complexidade de utilizagdo e o perfil do
alinhamento obtido, onde todas as moléculas mostraram ter uma geometria de equilibrio

bastante proxima umas das outras e com a molécula de referéncia. Vale a pena ressaltar

67

Aplicacoes de Metodologias Teoricas em Estudos de OSAR-3D de Pirimidinas Substituidas
Maira de Almeida Carvalho



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes Disserta¢do de mestrado

que a utilizacdo desta metodologia de alinhamento molecular deve ser utilizada para
grupo de moléculas estruturalmente semelhantes, uma vez que este alinhamento se da
através da posicao dos 4tomos.

O alinhamento realizado com o programa MIPSIM (Figuras 4.15b-d) mostrou
que o alinhamento obtido através dos campos moleculares, além de requerer uma alta
demanda computacional, ¢ bastante sensivel a escolha da molécula de referéncia
utilizada. Pode-se perceber que cada escolha da molécula de referéncia, obteve-se um
padrao distinto de alinhamento. Devido as grandes diferencas espaciais entre as
moléculas, a comparacdo da SPE torna-se bastante complexa, uma vez que as caixas
necessarias para calculo do PE serdo bastante grandes, para que contenha toda a
informacdo relevante necessaria para descrever o sistema, havendo desta forma um
aumento na demanda computacional requerida.

Ap6s o alinhamento molecular foram feitas analises quimiométricas utilizando-
se a andlise de componentes principais e a regressao pelo método dos minimos
quadrados parciais, das pirimidinas substituidas S5a-q alinhadas com o programa

ALINHAMOL.

4.5. Regressoes da SPE das moléculas alinhadas no ALINHAMOL e calculadas no
CAMOL

Apo6s o estudo do comportamento das cargas atdmicas das pirimidinas
substituidas, fez-se o calculo da Superficie do Potencial Eletrostatico (SPE) destas
moléculas com diferentes tamanhos de caixa, espacamento entre os pontos (resolug¢do da
caixa) e valores de corte da SPE definidos no programa CAMOL, conforme explicados
nos itens 3.7.3. e 3.8 da metodologia, respectivamente.

As caixas utilizadas para o célculo da SPE estdo apresentadas na Tabela 3.2. O
tamanho indica a distancia entre a borda da caixa e ponto mais extremo das moléculas
nas direcdes x, y € z apds o alinhamento molecular com o programa ALINHAMOL. O
espacamento da caixa corresponde a distancia entre os pontos da grade onde serao
realizados os célculos do Potencial Eletrostatico. O método BP86/6-31G** empregado

foi determinado segundo andlise dos resultados obtidos para a molécula Sh,
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apresentados na se¢do 4.1 pagina 40.

4.5.1. Determinagdo do Valor de Corte Independente do Sinal (VCIS)

Os valores de corte do programa CAMOL podem facilitar o estudo de regressao
da SPE através da redugdo do numero de varidveis, como explicado no item 3.8 da
metodologia, pagina 30. Neste ponto, deve-se enfatizar que ¢ importante a escolha de
um valor de corte adequado para que ndo haja perda de informacao relevante, ou seja,
para que ndo sejam excluidos pontos importantes da superficie, evitando, desta forma, a
obtencdo de modelos QSAR com baixa qualidade. A vantagem da utilizagdo destes
valores de corte ¢ a redu¢ao no numero de variaveis a serem analisadas, uma vez que ha
grande dependéncia entre o tamanho do sistema, o nimero de varidveis e a demanda
computacional requerida para analisar e processar estes dados. Assim, a eliminagdo
prévia de variaveis pouco importantes para a descri¢do do sistema possibilita o estudo
de sistemas maiores ou a utilizacdo de caixas com uma melhor resolucao entre os
pontos.

Para se escolher o valor de corte da SPE das pirimidinas utilizado no programa
CAMOL, fez-se, inicialmente, um estudo da influéncia das diferengas provocadas por
estas variaveis fixando-se o valor de corte dependente do sinal (VCDS) em 100% e
variando-se o valor de corte independente do sinal (VCIS) entre 0 e 100%. A razdo pela
escolha do pardmetro VCDS=100% ficara claro na se¢do 4.5.2 a seguir. Esta varidvel

foi analisada a partir de uma funcao resposta, R, dada pela equacdo 4.1.

R=,/(Pc1, - PC1,) +(PC2, - PC2,)* +(PC3, - PC3,)} equagdo 4.1,

onde PCly, PC2j e PC3( sdo os escores nas PC’s com VCIS = 0% e PC1;, PC2; e PC3;
sdo os escores nas PC’s com VCIS variando de 10% a 90%.

O grafico da Figura 4.16 mostra a variagdo da fung¢do resposta, R, em fun¢do do
valor do VCIS da SPE calculada na caixa 5 (ver Tabela 3.2). Esta funcao resposta, R,
representa a distancia euclidiana dos escores de PC1, PC2 e PC3 calculados a partir da
SPE das pirimidinas substituidas 5a-q com o VCIS = 0% e aqueles escores variando
10% < VCIS <90%. Um VCIS = 100% seria a exclusdo de todos os pontos do PE, uma
vez que o programa exclui todos os pontos que tenham o valor do PE, logo ndo deve ser
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Figura 4.16: Grafico da fung¢do resposta R em func¢ao do VCIS, da caixa 5 com

VCDS =100% e 10% < VCIS < 90%.

Observa-se na Figura 4.16, que as moléculas que possuem o grupo metoxi em R;
(anel da esquerda, diedro C23C12C2N3) apresentam um ponto de maximo local na
fungdo resposta em torno de 40% do VCIS. Haja vista que esses valores de corte
podem ocasionar diferengas nos modelos de regressdes, fez-se uma analise de PCA da
SPE para cada um dos VCIS conforme apresentados no grafico (comparativo) da Figura
4.17, para se entender melhor os efeitos da variagao dos valores de corte através da
mudanca de padrdes nesta figura. Os graficos (individuais) dos escores de cada PCA

para cada VCIS encontram-se na Figura B.1, pagina 116.
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Figura 4.17: Superposi¢ao dos graficos dos escores de (a) PC1 x PC2 ¢ (b) PCI x PC3
da SPE (BP86/6-31G**) das pirimidinas Sa-q totalmente otimizadas com

0% < VCIS <90% e VCDS =100% para a caixa 5.

Pode-se perceber entdo, na Figura 4.17 que o padrao dos graficos dos escores
desta série de moléculas muda de acordo com a variacdo do VCIS para PC1 x PC2 e
para PC1 x PC3, conforme previsto pela andlise do grafico da fungao resposta R (Figura
4.16). Vé-se que ha duas inversdes no padrao do grafico: i) quando se utiliza um VCIS
> 40% e 11) quando se utiliza um VCIS > 70% (ver Figura Bl pagina 117). Estas
diferengas no padrdo sdo esperadas tendo em vista que a exclusdo de uma quantidade
maior de pontos, com o VCIS, pode tornar a SPE das moléculas mais parecidas entre si
(ou menos dissimilares). Em particular, para as duas primeiras componentes principais,
ha uma modificacdo na separagdo das estruturas onde o aumento no valor de corte
(VCIS) diminui a separacdo entre os objetos (as moléculas) tanto nos escores de PCl
como de PC2, dificultando assim, ser estabelecida uma relagdo para a separacio destes

objetos, conforme pode ser observado no grafico da Figura 4.17a. J4 a terceira

71

Aplicacoes de Metodologias Teoricas em Estudos de OSAR-3D de Pirimidinas Substituidas
Maira de Almeida Carvalho



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes Disserta¢do de mestrado

componente (grafico da Figura 4.17b) foi bastante alterada com o aumento do nimero
de pontos excluidos como pode ser melhor observado nos graficos da Figura B1 (pagina
117). A terceira componente principal, que inicialmente esta separando as moléculas
segundo a presenca ou auséncia do grupo metoxi na posicao R, posteriormente (apds
VCIS = 40%) passa a descrever a presenca ou auséncia do grupo metoxi na posi¢ao R
de substituicdo da molécula e, por ultimo, apés um VCIS = 70%, passa a descrever as
moléculas segundo a presenca do 4&tomo de cloro na posi¢do R,.

E importante observar que apoés a diminui¢do do nimero de variaveis o tempo
gasto na analise quimiométrica também foi reduzido, como pode ser visto na Tabela 4.6.
Entdo, para sistemas muito grandes ou para caixas com uma alta resolucdo, a utilizacao
do VCIS pode alterar de maneira significativa o tempo de calculo e, assim, tornar o

estudo mais viavel.

Tabela 4.6: Numero de pontos utilizados e o tempo de CPU na PCA da SPE da caixa 5
das pirimidinas 5a-q com o VCDS =100% e 0% < VCIS <90% .

Numerode  Tempo de Numerode  Tempo de
VCIS (%) VCIS(%)
Pontos CPU (s)* Pontos CPU (s)

0 18626 156 50 271 1

10 17150 138 60 90 <1
20 5434 43 70 26 <1
30 1966 7 80 16 <1
40 744 3 90 6 <l1

* Calculos feitos em um microcomputador pessoal, Altlon XP 2,8 MHz, 512MB de memoria ram e 40GB

de HD.

A fim de avaliar se o padrdo obtido para a caixa 5 ¢ particular do pequeno limite
da caixa em relagdo a borda da molécula ou se independe do tamanho da caixa, fez-se a
mesma analise para a caixa 8 (maior caixa ¢ melhor resolucao utilizada neste trabalho).
Os graficos da Figura 4.18 mostram que ndo ha modifica¢do na relagdo entre a fungado
resposta R e o valor do VCIS utilizado para estd segunda caixa, bem como para o
padrdo observado no grafico dos escores das trés primeiras componentes principais da
SPE das pirimidinas. Os graficos individuais dos escores de PC1, PC2 e PC3 podem ser

vistos na Figura B2, pagina 123.
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Figura 4.18: Graficos da caixa 8 da (a) da fungdo resposta R em fungao do VCIS com
VCDS =100% e 10% < VCIS < 90%, e dos escores de (b) PC1 x PC2 e
(c) PC1 x PC3 da SPE com VCDS = 100% e 0% < VCIS < 90%.
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Logo, pode-se perceber que o efeito provocado pela variagao no VCIS é comum
a diferentes valores de tamanho de caixa, de onde se conclui viavel, do ponto de vista
computacional, a utilizacdo de uma caixa grande devido a remog¢do de uma grande
quantidade de variaveis com pouca informag¢do relevante para descrever o sistema.
Observe que ndo ¢ possivel para o usudrio prever, a priori, com seguranga para qualquer
sistema molecular, o tamanho minimo dessas caixas, porém o uso desses valores
mostra-se uma maneira interessante de minimizar esse problema.

A Tabela 4.7 mostra que hd um grande aumento no tempo de CPU durante o
calculo quimiométrico da SPE das pirimidinas 5a-q para a caixa 8, quando comparados
com os tempos requeridos pela caixa 5 (Tabela 4.6) e que a utilizacao do valor de corte
reduz de maneira significativa o nimero de pontos. Assim, o tempo gasto durante o

calculo da PCA, caiu de aproximadamente 10 minutos para menos de 1 segundo.

Tabela 4.7: Tempo de CPU utilizado na PCA da SPE da caixa 8 das pirimidinas 5a-q
com o VCDS =100% e 0% < VCIS <90% .

Numero de Tempo de Numero de Tempo de
VCIS (%) VCIS (%)
Pontos CPU (s)* Pontos CPU (s)
0 74453 640 50 271 1
10 22425 192 60 90 <1
20 5494 46 70 25 <1
30 1966 8 80 15 <1
40 745 3 90 6 <1

*Calculos feitos em um microcomputador pessoal, Altlon XP 2,8MHz, 512MB de memodria ram ¢ 40GB

de HD.

Percebe-se também nos graficos da Figura 4.18 e no tempo de calculo (Tabela
4.7) que a escolha do valor do VCIS pode gerar matrizes de varidveis equivalentes para
diferentes tamanhos de caixa, uma vez que pode haver a exclusao de grande quantidade
de pontos.

Os nossos resultados ndo apresentam um valor tnico do VCIS a ser utilizado,
entretanto, eles indicam como razoavel, para este sistema (as pirimidinas substituidas),
um VCIS igual a 20%, uma vez que este valor aponta para uma relagdo, satisfatoria,

entre o numero de varidveis (conseqiientemente a demanda computacional) e os
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padroes dos graficos dos escores da PCA das Figuras 4.17 e 4.18, sendo este valor,
anterior as modificagdes ocorridas nos graficos dos escores.
Em seguida foi adotado o mesmo procedimento para determinacdo do valor de

VCDS, conforme pode ser visto a seguir.

4.5.2. Determinagdo do Valor de Corte Dependente do Sinal (VCDS)

Como explicado na se¢do 3.9 da metodologia, pagina 31, a redu¢do no nimero
de variaveis ¢ menor para o Valor de Corte Dependente do Sinal (VCDS), isto ¢, o
VCDS ¢ menos efetivo na redu¢do do nimero de variaveis que o VCIS, uma vez que o
VCDS considera o sinal do PE no ponto comparado, enquanto que o VCIS nao. Porém,
também ¢ necessaria a escolha de um valor maximo que ndo provoque perda de
informagdo relevante para a descricdo do sistema. Entdo, se verificou o comportamento
da fungdo resposta, R’ (equacdo 4.2), em fun¢do do VCDS (Figura 4.19) e do grafico
dos escores das trés primeiras componentes principais da SPE das pirimidinas 5a-q

(Figura 4.20) para as caixas 5 e 8 (ver Tabela 3.2).

R =y/(PCl,, - PC1,)* +(PC2,, - PC2,) +(PC3, — PC3,)"  equagio 4.2,

onde PCl13p, PC25¢ € PC33¢ sdo os escores das PC’s com VCDS = 30% e PCl1;, PC2; e
PC3; sdo as PC’s com VCDS variando entre 40% e 100%.

Pode-se notar que o valor inicial do VCDS ¢ de 30%, pois, como explicado
anteriormente, este valor deve ser sempre maior que o valor do VCIS que, como visto
anteriormente, foi indicado ser igual a 20%, logo, o primeiro ponto do grafico da fun¢ao

resposta, R’, deve ser com VCDS = 40%.
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Figura 4.19: Gréfico da fun¢do resposta R em fun¢do do VCDS, com VCIS =20% e
40% < VCDS < 100% da (a) caixa 5 e (b) caixa 8.

Pode-se perceber nos graficos da Figura 4.19 que a fungdo R’ apresenta, em
geral, um comportamento crescente ¢ regular em funcao dos diferentes valores VCDS
utilizados. Ja na Figura 4.20 pode-ser ver os graficos dos escores de PC1, PC2 e PC3
para as caixas 5 e 8.

Entdo, como feito para o VCIS, fez-se uma analise comparativa dos graficos dos
escores de PC1, PC2 e PC3 (Figura 4.20) para verificar se este desvio da regularidade

da fun¢do R’ modifica de maneira significativa o padrdo dos graficos dos escores.
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Figura 4.20: Graficos superpostos dos escores de PC1 x PC2 e de PC1 x PC3 da SPE
das Pirimidinas Substituidas: (a) da caixa 5 e de (b) da caixa 8§, com

30% < VCDS < 100% e VCIS = 20%.

Os gréficos (individuais) dos escores de cada PCA estdo apresentados na Figura
C1 e C2, paginas 128 e 131, respectivamente. A figura acima mostra a sobreposi¢cdo dos
graficos dos escores das trés primeiras PC’s para os diferentes valores de VCDS. Desta,
¢ possivel notar que as variagdes provocadas no grafico dos escores da SPE das
pirimidinas 5a-q, pelos diferentes valores de VCDS, sdo muito menores que as
variagdes provocadas pelos diferentes valores do VCIS (Figura 4.17 e 4.18b-c). Em
outras palavras, a variagdo no VCDS ndo modifica, de maneira significativa, o padrao
dos graficos nesta analise quimiométrica. Este resultado esta de acordo com o esperado
uma vez que este valor de corte considera o sinal do potencial em cada ponto da
superficie e, entdo, uma menor quantidade de pontos serd excluida. Logo, os padrdes
observados em PC1 x PC2 e PC1 x PC3 mostram-se bastante similares para todos os
valores testados. Vale a pena ressaltar que se iniciou a variagdo deste valor em 30% uma
vez que o VCDS deve ser sempre maior que o VCIS, caso contrario os pontos excluidos
serdo resultado do VCIS e ndo do VCDS. Desta forma, quando for necessaria a
utilizagdo de uma caixa grande, ou seja, no estudo de moléculas grandes, ou um
pequeno espagamento entre os pontos, isto ¢, uma alta resolucdo, a utilizacdo de um
valor grande para este pardmetro pode ser util para a eliminagdo de varidveis pouco
importantes para a descrigdo do sistema, tornando o estudo mais barato do ponto de

vista computacional.
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Esta diminui¢cdo no numero de pontos da SPE varia pouco com o aumento do
VCDS, como explicado anteriormente, € assim a variacdo no tempo de céalculo da PCA

sera pequena ou inexistente, como pode ser observado na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Tempo de CPU utilizado na PCA da SPE da caixa 5 das pirimidinas 5a-q
com 30% < VCDS <100% e VCIS = 20%.

Numero de  Tempo de Numero de  Tempo de
VCDS (%) VCDS (%)
Pontos CPU (s)* Pontos CPU (s)*
30 6166 10 70 5496 9
40 5884 10 80 5465 9
50 5677 9 90 5446 9
60 5556 9 100 5434 9

* Célculos feitos em um microcomputador pessoal, Altlon XP 2,8 MHz, 512MB de memoria ram e 40GB

de HD.

O mesmo pode ser observado quando se avalia o tempo de calculo para a caixa

8, conforme pode ser observado na Tabela 4.9.

Tabela 4.9: Tempo de CPU utilizado na PCA da SPE da caixa 8 das pirimidinas 5a-q
com 30% < VCDS <100% e VCIS = 20%.

Numero de  Tempo de Numero de  Tempo de
VCDS (%) VCDS (%)
Pontos CPU (s)* Pontos CPU (s)*
30 6225 55 70 5555 46
40 5944 51 80 5525 46
50 5737 49 90 5506 46
60 5616 47 100 5494 46

* Calculos feitos em um microcomputador pessoal, Altlon XP 2,8MHz, 512MB de memoria RAM e
40GB de HD.

Pode-se perceber também neste caso, que a redu¢ao no nimero de variaveis €
pequena quando se comparam os tempos de CPU do célculo para o mesmo valor do
VCDS nas duas caixas, onde a caixa 8 terd sempre um gasto maior de tempo para

realizar toda a andlise, enquanto, a variagdo no VCIS apds um certo limite gasta o
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mesmo tempo para as duas caixas, como explicado no item anterior. Logo, tendo em
vista as variagdes ocorridas nos graficos das fungdes resposta R e R’ (Figuras 4.16,
4.18a e 4.19, respectivamente) e nos graficos dos escores de PC1 x PC2 (Figuras 4.18b-
c € 4.20), avaliou-se que um valor de 50% para o VCDS seria um valor apropriado para
esta variavel.

Desta forma, conclui-se que a escolha do VCIS ¢ mais importante do que a
escolha do VCDS para poderem ser ressaltadas as maiores diferengas da SPE. Porém, ¢
importante a utilizagdo de um VCDS adequado para ndo se perder informagao relevante
e também para a exclusio de um numero adicional de pontos, caso isto se faca
necessario. Nas etapas seguintes deste trabalho utilizamos VCDS = 50% e VCIS = 20%
para as analises quimiométricas de PCA e PLS, uma vez que observamos uma
significativa diminui¢do no nimero de variaveis, sobretudo nas caixas maiores ou com
melhor resolugdo. A Figura 4.21 ilustra a redu¢do no nimero de pontos, ou seja, no
numero de varidveis que sera utilizada na regressao, quando se utilizam os valores de

corte do CAMOL para a molécula 5igq.

Vista frontal em perspectiva Vista superior em perspectiva
Figura 4.21: Esquema da reducdo no nimero de pontos da SPE da molécula Sigq, com

VCDS =50% e VCIS =20% para o conjunto completo de moléculas.

Entdo, foram feitas anélises de componentes principais da SPE e regressoes do
PE contra a atividade biologica, pelo método dos minimos quadrados parciais, das
moléculas para as 16 caixas (Tabela 3.2) com VCDS = 0% e 50% e VCIS = 0% e 20%.
Estes resultados estdo apresentados nas proximas secoes.

Nas secoes 4.7.3 e 4.7.4 serdo apresentados apenas os graficos referentes as

caixas 5 e 13, obtidas com os métodos BP86/6-31G** e AMI, respectivamente, que
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apresentaram o melhor padrio na separacdo dos objetos. Entretanto, ¢ importante
enfatizar que as variagdes nos parametros tamanho da caixa, espagamento entre os
pontos da grade e os valores de corte do CAMOL (se¢des 3.9 da metodologia pagina
31) ndo alteraram, de maneira significativa, o padrdo apresentado nos graficos dos
escores, dos loadings e da atividade prevista, ¢ todas as analises e conclusoes obtidas a

partir destes graficos podem ser extrapoladas para todos os demais.

4.5.3. Andlise de componentes principais da SEP das pirimidinas totalmente
otimizadas.

A analise de componentes principais da SPE das moléculas Sa-q revelou o
padrao apresentado na Figura 4.22, onde, se pode perceber a existéncia de alguns grupos

distintos ao longo de PC1 e PC2, respectivamente.
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Figura 4.22: Grafico dos escores da PCA da SEP (BP86/6-31G**) das pirimidinas
substituidas 5a-q totalmente otimizadas de PC1 x PC2 e PC1 x PC3 com

(a) VCDS = VCIS = 0% e (b) VCDS = 50% VCIS = 20%.

Observa-se na Figura 4.22a que ha uma separacao das moléculas ao longo de
PC1 (com aproximadamente 52% da variancia) de acordo com o substituinte presente
na molécula, onde os substituintes retiradores de elétrons (moléculas Sa, 5b, 5¢, 5d, 5f,
Se, 5p ¢ 5q, ver Tabela 4.3) encontram-se mais a esquerda, ou seja, em valores
negativos de PC1, e os substituintes doadores de elétrons (moléculas Si, Sl € 5n) e a
molécula 5h, encontram-se mais a direita do grafico, ou seja, em valores mais positivos
de PC1. Percebe-se ainda a presenca de algumas moléculas em PC1 proximo a zero (Sa
e 5¢), sendo estas moléculas substituidas por atomos fracamente retiradores de elétrons.
J& ao longo de PC2 (aproximadamente 26% da variancia) ha a separagdo das moléculas
segundo a conformagao apresentada pelo grupo metoxi (moléculas 5a, Se, 5f, 5i, Sn, Sp
e 5q), sendo o efeito da conformacao mais significativo quando o grupo metoxi estd na
posicdo Rj;. Desta forma, as conformacdes mais estdveis, isto &, aquelas com a

conformacdo “dentro” (secdo 3.6 da metodologia, pagina mm) estdo em valores
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positivos de PC2. A terceira componente principal, PC3, com varidncia de
aproximadamente 10%, também esta separando as moléculas segundo a conformacgdo
do grupo metoxi, porém, quando este esta presente na posicao R; (5i e 5l); sendo este
efeito menos influente na formagao do padrio e conseqilientemente nas diferencas entres
as moléculas.

O grafico dos loadings de PC1 x PC2 e PC x PC3 para os dois conjuntos de raio

de corte utilizados estdo apresentados na Figura 4.23.
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Figura 4.23: Gréfico dos /oadings de PC1 x PC2 e PC1 x PC3 da PCA da SEP
(BP86/6-31G**) das pirimidinas substituidas 5a-q totalmente otimizadas

com (a) VCDS = VCIS = 0% e (b) VCDS = 50% e VCIS = 20%.
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Percebe-se através da Figura 4.23 que o padrio no grafico dos loadings
permanece, essencialmente, o mesmo para os dois valores de corte, VCDS e VCIS,
utilizados, porém, os graficos da Figura 4.23b possuem menos pontos proximos do
ponto (PC1,PC2,PC3) = (0,0,0). Isto esta de acordo com o esperado, devido a retirada
prévia de pontos da SPE com a utilizagdo dos valores de corte, os quais possuem um
pequeno valor do PE, ficando claro entdo, que estes pontos trazem consigo pouca
informacgao relevante para a descri¢do do sistema. Na Figura 4.24 estdo apresentados os
pontos da grade cujos loadings sdao até¢ 60% do maior valor de loading (positivo e

negativo) em cada componente.

® PC2
Vista superior em perspectiva ® PC3 Vista frontal em perspectiva

(b)
Figura 4.24: Localizagdo dos pontos da SPE (BP86/6-31G**) das pirimidinas

substituidas Sa-q totalmente otimizadas com o valor dos loadings
superiores a 60% do maior e menor valor em PC1, PC2 e PC3 para

(a) VCDS = VCIS = 0% ¢ (b) VCDS = 50% ¢ VCIS = 20%.
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Pode-se perceber nessa figura quais as regides mais importantes na formagao dos
padrdes dos graficos dos escores. Percebe-se também que nao ha diferenca significativa
na quantidade de pontos para descrever estes padroes com a utilizacdo dos valores de
corte do CAMOL (Figura 4.24b), enfatizando assim, que ndo houve perda de
informagao relevante para formagao do padrao com a exclusdo, antecipada, de pontos da
superficie feitas pelos valores de corte. Observe que este procedimento de corte de
pequenos valores do PE poderéd ser bastante util no estudo de sistemas com grande
nimero de pontos. Ainda, pode-se perceber que PC1 esta sendo descrita pelo anel
benzénico que se encontra fora do plano e pela presenca ou auséncia de substituintes na
posi¢dao R;. PC2 mostra-se mais sensivel a presenca e a conformacao do grupo metoxi
na posi¢ao Rz, enquanto que PC3 mostra-se sensivel as conformagdes do grupo metoxi
da posicao R, enfatizando as diferencas explicadas anteriormente.

Um outro aspecto investigado nesta dissertacdo diz respeito a metodologia de
calculo do potencial eletrostatico. Neste sentido, as geometrias obtidas com o método
DFT-BP86/6-31G** foram novamente utilizadas, porém, agora, com o PE calculado
pelo método AM1. A Figura 4.25 mostra os graficos dos escores de PC1 versus PC2 e
PC1 versus PC3
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Figura 4.25: Grafico dos escores de PC1 x PC2 e PC1 x PC3 da PCA da SEP (AM1)
das pirimidinas substituidas Sa-q totalmente otimizadas de (a) VCDS =

VCIS = 0% e (b) VCDS = 50% e VCIS = 20%.

A andlise da SPE das pirimidinas, calculada com o método AM1//BP86/6-
31G**, mostra que o principal efeito na separacdo das moléculas s3o as propriedades
eletrostaticas dos substituintes, onde as moléculas que possuem grupos retiradores de
elétrons na posi¢do R; (5a, 5b, 5d, Sc, Se, 5f, e 5q) e a molécula 5h encontram-se em
valores positivos de PC1 (aproximadamente 81% da variancia) com excecdo da
molécula 5p, e as moléculas com grupo doadores de elétrons (5i, 51 ¢ Sn) na mesma
posi¢do, encontram-se em valores negativos de PC1. A maior diferengca observada
quando comparamos os graficos da Figura 4.22 com os graficos da Figura 4.25 ¢ a
separacdo provocada em PC2 (aproximadamente 10% da variancia), onde, neste caso,
ndo temos mais a separacdo das conformagdes do grupo metoxi na posi¢do R3, mas sim
a natureza do substituinte da posicao R, ainda que de uma maneira menos efetiva, onde
as moléculas com grupos retiradores de elétrons encontram-se em valores mais
negativos de PC2. J4 PC3 (aproximadamente 3% da varidncia) ndo define uma
separagdo clara entre os objetos. A inversdo de fase, ocorrida no padrao dos graficos dos
escores da Figura 4.25a ¢ b ndo invalida, ou contradiz, os resultados, uma vez que ¢
compensada pela inversao no grafico dos loadings, garantindo, assim, que os resultados

sdo equivalentes, conforme pode ser visto a seguir.
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Os graficos dos loadings associados aos graficos dos escores da Figura 4.25

podem ser observados na Figura 4.26 abaixo.
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Figura 4.26: Grafico dos pesos de PC1 x PC2 da PCA da SEP (AM1) das pirimidinas

substituidas 5a-q totalmente otimizadas com (a) VCDS = VCIS = 0% e

(b) VCDS = 50%e VCIS = 20%.
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Nota-se nesses graficos que a utilizagdo dos VCDS e VCIS, nao modifica, de
maneira significativa, os graficos dos loadings e dos escores do PE DFT (Figuras 4.20 ¢
4.23). Porém, a mudanga de método, como por exemplo, do DFT-BP86/6-31G** para o
AMI leva a resultados que sdo bastante diferentes quando comparados com os graficos
dos loadings de PC1 x PC2 e PC1 x PC3 da Figura 4.23. E importante ressaltar que os
loadings em PC1, neste caso, apresenta apenas valores positivos, identificando assim
que nao ha diferenca significativa nos objetos.

A Figura 4.27 mostra a regido na superficie molecular onde se encontram os
principais pontos da SPE na andlise de PCA, ou seja, os pontos que possuem até 60%
do maior valor de loadings (positivo e negativo) nas trés primeiras componentes

principais

® PC1
® PC2
® PC3

(b)
Figura 4.27: Localizacdo dos pontos da SPE (AM1//BNP86/6-31G**) das pirimidinas
substituidas Sa-q totalmente otimizadas com o valor dos /oadings ¢ PC1,
PC2 e PC3 superiores a 60% do maior e menor valores em cada PC para

(a) VCDS = VCIS = 0% e (b) VCDS = 50% e VCIS = 20%.
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Percebe-se na Figura 4.27 que ha pouca diferenca na localizagdo dos pontos da
SPE em fung¢do dos vaores de corte, tal como ocorrido nas Figuras 4.26. Porém, como
apresentado nas andlises anteriores, o padrdo da superficie ¢ bastante diferente quando
comparado com as superficies da Figura 4.24.

Desta forma, pode-se perceber, que ha dependéncia significativa na estimativa
da propriedade SPE com o nivel de célculo empregado. Dentre os dois métodos
empregados no estudo da SPE na série de compostos pirimidinicos, o método que
melhor est4 separando os objetos ¢ o método BP86/6-31G**. Este padrao ja havia sido
observado no estudo da pirimidina Sh. Entdo, posteriormente, foi feita uma comparagao
da PCA das SPE para as pirimidinas semi-otimizadas e totalmente otimizadas, conforme
pode ser visto no item 4.5.4, para verificar se ha grande diferen¢a no padrao dos objetos

como previsto na comparagdo da PCA das cargas CHelpG (secdo 4.3.2).

4.5.4. Comparagdo da andlise de componentes principais da SEP das pirimidinas semi-
otimizadas com as totalmente otimizadas

Para se verificar a influéncia da otimizacdo da geometria completa fez-se a
comparagdo da PCA da SPE das pirimidinas 5a-q com a geometria semi-otimizada e

totalmente otimizada, conforme pode ser visto na Figura 4.28.
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® geometria totalmente otimizada
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Figura 4.28: Sobreposi¢ao dos graficos dos escores de PC1 x PC2 e PC1 x PC3 da SEP

(caixa 5) das pirimidinas substituidas com a geometria semi-otimizada e

totalmente otimizada com (a) VCDS = VCIS = 0% e (b) VCDS =50% e

VCIS=20%.
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Pode-se verificar na Figura 4.28 que os graficos dos escores de PC1 x PC2 e
PC1 x PC3 para ambos valores do VCDS e VCIS sao semelhantes, nao havendo
diferenca significativa apds a otimizagdo da geometria completa, uma vez que os
objetos aparecem aos pares ou em valores muito proximos em cada componente. Desta
forma, concluiu-se que o efeito da otimizagdao completa da geometria molecular também
nao modifica de maneira significativa a SPE da molécula, podendo, quandonecessario,
entdo ser adotado o procedimento de otimizagdo parcial de moléculas, ou seja,
otimiza¢do do esqueleto molecular e posterior adicdo dos substituintes otimizados
separadamente, como explicado no item 3.2.2. E importante enfatizar que este
procedimento de otimizacao parcial da geometria pode ser util no estudo de moléculas
grandes, as quais ndo poderiam ter a sua geometria totalmente otimizada com métodos
ab initio (principalmente os correlacionados) ou DFT, devido ao alto custo
computacional como, por exemplo, em moléculas de proteinas ou estruturas de ligantes
interagindo com o sitio do seu bioreceptor.

Por fim, foi feita uma regressdo PLS da SPE contra a atividade biologica destas

moléculas para a determinacdo de um modelo de QSAR-3D, apresentada a seguir.

4.5.5. PLS da SEP das pirimidinas totalmente otimizadas — Determinac¢do de um
modelo de QSAR-3D

A Regressdao pelo método dos minimos quadrados parciais, PLS, da SPE das
pirimidinas 5a-l contra a atividade antiinflamatoria, foi feita para quatros grupos
distintos, isto ¢, de acordo com a conformagao do grupo metoxi destas moléculas (ver
secdo 3.6, paginas 23).

Os graficos da Figura 4.29 mostram a atividade medida (experimental) versus a

atividade prevista para estes quatro grupos.
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Figura 4.29: Grafico da atividade experimental versus a prevista da PLS com
VCDS = VCIS = 0% das pirimidinas com o grupo metoxi (a) dentro,
(b) fora/dentro, (c) dentro/fora e (d) fora.

Pode-se perceber através da andlise da regressdo, que a atividade bioldgica
prevista pelo modelo, aponta para o conjunto “fora/dentro” como o modelo mais
adequado para se prever a atividade biologica desta série, com uma variadncia de
aproximadamente 87%. Porém, percebe-se que para os quatro conjuntos analisados, os
modelos de regressdo possuem uma variancia bastante proxima, indicando que os
modelos obtidos sdo equivalentes, ou seja, que o modelo obtido ndo depende, de
maneira significativa, da conformacdo destas moléculas. Em seguida, analisaram-se os
mapas dos coeficientes obtidos da PLS entre o PE e a atividade antiinflamatéria
(“campos moleculares”). Na verdade, estes campos foram gerados utilizando-se um
gradiente de cores associado aos pontos da grade cujos coeficientes sdo positivos (ou

L . o " " : .
b
maximos) indicados pelas cores "quentes" (vermelho, laranja e amarelo) e negativos (ou
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minimos) indicados pelas cores "frias" (azul escuro, azul claro e verde). Em particular,
foram utilizados valores de coeficientes maiores que 60% do maior coeficiente positivo
ou negativo, conforme ¢ apresentado na Figura 4.30.

Neste ponto, vale a pena ressaltar que as regioes identificadas como importantes,
as quais sdo visualizadas nestes mapas, sdo as regioes onde modificagdes estruturais

devem ser feitas para se alterar a atividade bioldgica.

(b)
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"

(d)
Figura 4.30: Mapa dos coeficientes da PLS entre o PE e a atividade antiinflamatdria
das pirimidinas Sa-q, com VCDS = VCIS = 0% para as conformacdes

(a) dentro, (b) dentro/fora, (c) fora/dentro e (d) fora.

Nota-se na Figura 4.30 que o mapa do PE ¢ similar para os quatro conjuntos de
moléculas. Pode-se, também, observar a identifica¢do de trés regides importantes (uma
de maximo e duas de minimo). A regido de maximo estd localizada préxima ao
substituinte R;, e identificada pela variagdo de cores de vermelha a amarela. Ja as duas
regides de minimo, identificadas pela cor azul, proximas ao substituinte préximo a Rz e
a nuvem-Tt nos carbonos C19 e C20. Percebe-se nesta figura, que a regido de maximo
proxima a posi¢do Ry, indica que o aumento do potencial nesta regido ird produzir um
aumento na atividade biologica do composto. J4 a regido de minimo, préxima ao
substituinte da posicao Rj, € a nuvem-p em C19 e C20, indica que deverd haver uma
diminui¢do no potencial destas regides, para assim, haver um aumento na atividade
antiinflamatéria. Estas variacdes sdo alcangadas quando se utilizam substituintes
doadores de elétrons na posicdo R;, onde estes podem entrar em ressonancia com 0s
demais elétrons do anel benzénico, como ¢ o caso do substituinte OCHj3, e quando se
utilizam substituintes retiradores de elétrons da posi¢ao Rs.

Uma outra etapa desta andlise foi verificar a influéncia dos valores de corte do
CAMOL no modelo de regressdo. Os graficos da atividade prevista x atividade
experimental utilizando-se um VCDS = 50% e um VCIS = 20% estao apresentados na

Figura 4.31.
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Figura 4.31: Grafico da atividade experimental versus a prevista da regressao
PLS com VCDS = 50% e VCIS = 20% das pirimidinas (a) dentro,
(b) fora/dentro, (c) dentro/fora e (d) fora.

Percebe-se na Figura 4.31 que, de modo semelhante ao obtido anteriormente

(com VCDS = VCIS = 0%, Figura 4.29), o modelo tedrico prevé que os conjuntos

contendo as moléculas 5iqs € Sifg fornecem o melhor resultado, com uma variancia de

aproximadamente 87%, porém os quatros conjuntos de moléculas possuem um valor de

2 ) ~ . . .
R* bastante proximos, sendo entdo, equivalentes entre si. Desta forma, conclui-se que a

utilizacao dos valores de corte do programa CAMOL reduziu o nimero de variaveis a
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serem analisadas e que as diferentes conformagdes do grupo metoxi nestas moléculas
nao irdo comprometer a qualidade dos modelos obtidos.

Os campos moleculares obtidos para este novo conjunto de varidveis podem ser
vistos na Figura 4.32, na qual utilizou-se o mesmo gradiente de cores dos campos

moleculares da Figura 4.30.

(c)
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(d)
Figura 4.32: Mapa dos coeficientes da PLS entre o PE e a atividade antiinflamatéria

das pirimidinas Sa-q do PLS com VCDS = 50% e VCIS = 20% para as

conformagdes (a) dentro, (b) dentro/fora, (c) fora/dentro e (d) fora.

Nota-se na Figura 4.32 que os mapas moleculares sdo similares tanto para os
quatro conjuntos de moléculas quanto para os mapas apresentados na Figura 4.30, com
a identificagdo de trés regides importantes. A regido de coeficientes positivos (cor
vermelha) estd novamente localizada préximo ao substituinte da posicdo R; e a regido
de minimo (cor azul) estd também localizada proxima ao substituinte da posi¢ao Rs e
atomos C19 e C20.

Desta forma, como observado nos graficos da Figura 4.31, percebe-se que
exclusdo antecipada de pontos da SPE, através da utilizacdo dos valores de cortes do
CAMOL, nao modifica, de maneira significativa, o modelo obtido podendo entdo ser
utilizado no desenvolvimento de uma QSAR-3D.

Neste momento, gostariamos de enfatizar que os nossos resultados estdo em
concordancia com aqueles obtidos com o modelo de regressdo linear da atividade
antiinflamatéria destas mesmas pirimidinas com parametros calculados pelo método
AMI, por Ramos e colaboradores®*. No modelo de Ramos e colaboradores, o aumento
da atividade se d4 com o aumento da carga em C12, a diminuicdo desta em Cl13 ¢ a
diminui¢ao do momento de dipolo elétrico molecular. Observe que, conforme prevé o
nosso modelo, a introducdo de um substituinte doador de elétrons em R; aumentara a
carga em C12 se este puder exercer este efeito doador de elétrons em longo alcance
através das ligacdes-Tt Este € o caso do grupo metoxi. Note que na medida que os pares

de elétrons do oxigénio entram em ressonancia com o anel fenila, por um lado o
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potencial proximo aos atomos de hidrogénios do metdxi cresce, enquanto que este tende
a diminuir na regido préximo aos carbonos C19 e C20 (envolvidos na ligacao-T7) devido
ao aumento da densidade de carga nessa regido. Ainda, tanto pelo nosso modelo, quanto
pelo de Ramos e colaboradores, a presenca de um substituinte metoxi em Rj indica que
uma diminuicdo da atividade. De fato, uma inspecdo na Tabela 1.1 (pagina 9) mostra
que o compostos com grupos retiradores de elétrons em R; e doadores de elétrons em R;
tém as menores atividades. Entretanto, a atividade anti-inflamatoria aumenta quando o
grupo metoxi estd presente em R;. Por exemplo as atividades dos compostos Sa, 5i e 5I,
valem 17,1%, 47,8% e 52,8%, respectivamente.

Entdo, a fim de testar esse modelo, esforcos foram feitos no sentido de se
sintetizar e testar novas moléculas planejadas. Tais moléculas ja foram incluidas nas
analises se PCA, moléculas 5n, Sp e 5q, (se¢do 4.3.2), e os resultados obtidos indicaram
que a molécula 5p (com o substituinte NO; na posi¢cao R; e OCHj; na posi¢do R3) devera
ser a molécula de menor atividade antiinflamatdria e a molécula com a maior atividade
devera ser a molécula Sn (com o substituinte NH; na posi¢cdo R; e OCHj3 na posi¢ao R3).

Vale enfatizar que a molécula Sp ja teve sua atividade antiinflamatoria
determinada, sendo esta igual a 47,42%, indo, portanto, em descordancia com 0 nosso
modelo., Na verdade, sua atividade foi menor, apenas, que a atividade da a molécula 5I,
proposta por Ramos e colaboradores. Este alto valor na atividade pode, entretanto, ser
resultado de uma possivel biorreducao deste composto para o correspondente amino em
R1, onde entdo, passa-se, possivelmente, a ter mistura dos compostos Sp e 5Sn.
Entretanto, a molécula 5n ainda ndo teve sua atividade determinada para se avaliar a
presenga deste efeito, assim como para comprovagdo do modelo. Desta forma, em
sentido a avaliar o modelo do ponto de vista de uma estrutura com menor atividade, foi

proposta a molécula 5q, porém esta ainda ndo foi sintetizada.
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O Planejamento Fatorial de Dois Niveis da molécula Sh mostrou que a
correlagdo eletronica € o efeito mais destacado para o diedro C22C12C2N3, ja para o
diedro C14C13C4N3, o efeito mais destacado ¢ a inclusdo de fungdes de polarizagdo.
Por sua vez, a comparagdo entre as geometrias moleculares obtidas teoricamente e os
dados de cristalografia de raios-X apontaram para resultados proximos dos obtidos com
os métodos correlacionados. Assim como se deu para a geometria molecular na
molécula 5h, a particdo de carga CHelpG, indicou os métodos correlacionados, em
particular, aqueles com fungdes de polarizacdo, como os mais adequados para descri¢do
da distribuicao de carga. Desta forma, decidiu-se utilizar o método BP86/6-31G** para
as etapas de calculo do PE das pirimidinas substituidas 5a-1.

Observou-se que o efeito da otimizagdo completa da geometria molecular, com o
método BP86/6-31G**, ndo altera o potencial eletrostatico, de maneira significativa,
quando se utiliza a geometria molecular semi-otimizada. Portanto, o uso de geometrias
semi-otimizadas pode vir a ser uma boa aproximacdo em sistemas envolvendo um
grande nimero de atomos, quando for necessdria a utilizagdo um nivel de teoria mais
sofisticado ou mesmo de efeitos ndo considerados, como, por exemplo, o efeito
solvente.

Tendo em vista que o alinhamento molecular ¢ importante para a comparagao
dos potenciais moleculares de diferentes moléculas, o emprego de programa MIPSIM
revelou que este ¢ bastante sensivel a escolha da molécula de referéncia. Por outro lado,
o programa ALINHAMOL mostrou-se como uma op¢ao interessante por fornecer
resultados consistentes de alinhamento molecular.

De um ponto de vista quimiomético, conclui-se, através da Analise de
Componentes Principais, que ha uma dependéncia significativa no padrdo dos graficos
dos escores da SPE segundo a metodologia de célculo utilizada, onde o método DFT-
BP86/6-31G** mostrou-se mais adequado do que o método AM1, para a descricdo da
SPE. Por sua vez, os modelos PLS de regressao da atividade antiinflamatoria contra o
potencial eletrostatico, mostraram que as diferentes conformagdes do grupo metoxi nao
comprometem a qualidade do modelo obtido. Este fato foi confirmado através dos
campos moleculares, pois estes sdo equivalentes para as quatro conformagdes do grupo
metoxi. E importante notar, também, que devido a alta demanda computacional
requerida pela grande quantidade de varidveis, a reducdo, antecipada, de pontos da SPE
com a utilizacdo do VCIS e VCDS (20% e 50%, respectivamente) do programa
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CAMOL, mostrou que os modelos obtidos sdo equivalentes aqueles contendo todas as
variaveis.

Finalmente, pode-se, ainda, confirmar as principais conclusdes apontadas no
trabalho de Ramos e colaboradores, onde modificagdes estruturais nas posi¢des R; e Rs,
em particular, a introdu¢do de grupos doadores e retiradores de elétrons,
respectivamente, sugerem uma maior atividade antiinflamatoria para esta série de
pirimidinas substituidas. Novas moléculas foram sugeridas a partir deste trabalho e

esfor¢os estdo sendo realizados no intuito de se sintetizar e testar essas novas moléculas.
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Neste capitulo, sdo apresentadas algumas perspectivas de continuagdo deste

trabalho que se abrem a partir dos resultados até aqui obtidos.

6.1. Calculo da SPE das pirimidinas alinhadas com o programa MIPSIM

Como apresentado nos resultados, fez-se o alinhamento molecular desta série de
compostos com o programa MIPSIM, o qual mostrou-se bastante sensivel a escolha da
molécula de referéncia (secdo 4.6 dos resultados, pagina 66). Apesar disto, seria
interessante o calculo da SPE, com o mesmo nivel de teoria utilizado para as
pirimidinas alinhadas com o programa ALINHAMOL, isto ¢, utilizando-se o método
DFT-BP86/6-31G**, para verificar os possiveis modelo de QSAR-3D que poderao vir a
ser obtidos e compara-los com os obtidos a partir do alinhamento baseados no programa

ALINHAMOL.

6.2. Estrutura de hidratacio

Devido a natureza bioldgica da acdo destes compostos ser, em meio condensado,
torna-se importante a investigagdo do efeito do solvente, em particular da 4dgua na
determinagdo das propriedades dos compostos. Uma forma de avaliacdo desse efeito
pode se dar através de estudos das chamadas aguas de hidratacdo sobre a molécula.
Neste sentido ¢ importante ressaltar que neste trabalho os célculos foram realizados com
a molécula sem interagdo com nenhum tipo de solvente.

Neste estudo pode-se utilizar o programa AGOA 2.0 também desenvolvido em
nosso grupo® onde as moléculas do solvente sio posicionadas e orientadas uma a uma,

baseadas na SPE previamente calculada®’.

6.3. Outras sondas moleculares

Outra abordagem do ponto de vista de desenvolvimento de uma QSAR-3D pode
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ser o a utilizagdo de novas sondas como, por exemplo, a hidrofilica (dgua) via MC em
um conjunto limitado de pontos previamente selecionado ou via AGOA para inclusive

reavaliar a propria sonda eletrostatica, e gerar o campo molecular do ponto de vista

hidrofilico.

6.4. Outras QSAR-3D

Seria interessante utilizar as aproximagdes aqui empregadas para estudar outras

séries homodlogas com atividade biologica bem determinada.
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Arquivos Estrutura de raios-x C14C13C6N3
ACAYOS®® -6,988
ACAYUY® -0,839

1 -1,990
CEDWOX®
2 5,931
DANNEL’° 47772
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FUNYOC”' 2,900
FUNYUI"! 6,761
2 1) 9,643
GAXYAF"!
1 2) 6,680
1) -18,960
LUBTEH"? 2 1
2) 19,410
1) 8,250
NEYZEW’? 2 1
2) -8,830
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NOCQUR™ 3,981

1)-9,707

QARHOG”
2)-7,730

3) 3,600

1) 15,001

2) 14,13802

ROHKOO’®

. 3)9,25016

4)9,760
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SIMYUI”’ 24,953
2 1) -4,670
TADJOX'®
1
2) -14,583
TAJSON" 7,084
1) 0,283
3 2) -14,330
5
UJEQAB™ - 3) 2,150
4 1 4) -10,920
5) 1,780
UJEQEF™ -17,855
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1)-1,970
3
UJEQI® 2)-7,623
1
2
25,860
VECFAK® -0,767
YUYPEN® 9,263
1) -10,050
1 2
WUGFIN® 2)-1,150
3
3) -10,050
Figura A1: Estruturas de raios-X, CSD, com o diedro C14C13C4N3.
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Arquivos Estrutura de raios-x C23C12C2N3
1) 45,826
2
KERDIU® :
2) 30,450

Figura A2: Estrutura de raios-X, CSD, com o diedro C23C12C2N3.
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ANEXO B
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PC1 x PC2 PC1 x PC3
VCIS = 0%
VCIS = 10%
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VCIS =20%
VCIS = 30%
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VCIS = 40%
VCIS = 50%
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VCIS = 60%
VCIS = 70%
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VCIS = 80%

VCIS =90%
Figura B1: Grafico dos escores de PC1 x PC2 e PC1 x PC3 da SPE das pirimidinas 5a-q totalmente otimizadas com VCDS = 100%
e 0% < VCIS <90% da caixa 5.

Aplicagoes de Metodologias Teoricas em Estudos de QSAR-3D de Pirimidinas Substituidas 123
Maira de Almeida Carvalho



Anexo B

Dissertacdo de mestrado

PC1 x PC2 PC1 x PC3
FCZ Scores PC3 Scores
10+ - 05 —|
] | T Bl
] 5iff.
na e S Bl R I 1 -5,
i Sod . sad g - gidd
] 50 - b Hef
Sifci g B . Sl ol G 5h :
1 : - apd Bnc
B 1 o g Gof Gafs  &ff &
0 - gh. |50 ald : b anf
i 5d Al J
| 5If
| apf . ! 7
1 G aaf Safs st Siclf | * - Blgigg
: Sef :
e iff ot 05 — Sidf g
T T T T T T PCT
15 1.0 0.5 0 05 10 T T \ T \ T
PCA_pirimid Saq .., Xexpl 58%.25% PCA, plrlrm;SSaq H-expl SE‘V_WWIWD“V 22 : = -
Y N X o 11%
VCIS = 0%
05 PC2 Scores e FC3 Scores . 5E
Spd i g o
. e sad s < Bidd ]
Sed : 4
J - 5ifd 02
7 - B
7 b . f~ Sed
- E
) - 0] Bpd e - il - -~ ond
o — 5b - Br -5l A 5qf o Daf + i -
5d o : ]
- B
7 02 —
: fipf i RN | R By
Aot gaf «  5ff 5idf il Gidf
7 Sef : 4
siff anf ]
0E e
0B —
10 05 0 05 1?001 T T 1 T ;‘Jm
= - : . 1.0 05 i 05 10
PiA_pirimid_Bag... Xeexpl 53% 25% A pirmid_bag.., ool 55% 10%
— 0
VCIS = 10%

Aplicagoes de Metodologias Teoricas em Estudos de QSAR-3D de Pirimidinas Substituidas
Maira de Almeida Carvalho

124



Anexo B Dissertacdo de mestrado

PC2 Scores PC3 Scores
D 4 pu— e e e e R e e e e ............. . D4 —
4 : - opd : : i
i Bod - ggg b - Gidd: _ e
Sifcl and
02 — .......................... PR P ............. 5 = 5555080000030 0000833008333000a3300000 PR .................
| : T e : i . B ey, .
i 1 : e m BT : 0 Rl N :,qﬁf}f’ 5a£§ﬁ"“ - T i
02 — .......................... FE R ............. a7
1 . pf ] :
7 5of -, Sk o sidf 1 . c
i 5iff anf | . '5id§‘@d
Il = &ooddooonsaaaanaacanasnaoanEaEaEaaaaa00aa0loc060cREEeEaEeaEaG00a00006GEa66EEG60 L O .
pCt 04 pCT
T T T T T
-1.0 i L 1 k0 10 05 0 05 10
PCA_pirimid_5ag..., X-expl 52% 27% PCA_pirimid_5aq.., eesxpl 52%,11%
VCIS =20%
4 PC2 Scores PC3 Scores
033" 7" : : : 04— -
E 2pd : © Bgd .. sgdd sM Loa - il
E Bl :
E 0.2
0.1 ]
03 She-5 g o 0— -om : ef i —— g
01 |
023 oot : : : s : : - higtd
1 - ap . .. .5 41 : :
] - : e B&Rf 5ff . gt - 1 : .
na = . - o 1 Ll
PCT o4 PC?
T T T T T T T T
05 04 -0z 0 02 04 05 0B .04 .02 0 02 04 DE
PCA_pirimid_Bag... , X-expl 53%,26% PCA_pirimid_&ag... , X-expl 53%,12%
VCIS =30%
Aplicagoes de Metodologias Teoricas em Estudos de QSAR-3D de Pirimidinas Substituidas 125

Maira de Almeida Carvalho



Anexo B

Dissertacdo de mestrado

PC2 Scores | PC3 Scores
DQ__ . 03_7 e e e e e e e
3 Spd Sod - - s&eds - Sidd .- E
] gifd n 3 o
7 0o S I LGGRR R L LR L EE LR L LR R L ECE LR CECLEECLEEELRLET] CERCECEEEEEEEELE et ‘.%. ..
01— E
] 0.1 _E ..............................
0 O . 5l E e . - Sy
] i 0 — Eiiiiy qud g % or
E -0 _z ..............................
01— E
E - . -, 0z _f ..................
] p « agf  «* BAEMEF I 3
] : ! 5iff oo 3
0z — N E
PCT -0.3 —
0B 04 02 0 02 04 I A R e . I\DCT
PCA_pirimid_5ag , ¥expl 56% 33% -06 -0.4 -0.2 02 D4
PCA pirimid_%ag..., ¥-expl 56%,13%
VCIS =40%
PCz Scores PC? Scores
Dz 7_ D“D pu— . ......................................
] ) - 5pd fod - 65adE Bifd
] . ‘SiE%H? 8 : : sidd ond
- . . * |
EH_: ...... [{i5 =|  G8acoocacacaoacooabaoaaanoooassodnaneanaeaaacaaa|looasaacssacosasaoasaaeadanssananeas
] : : : . sif
3 - 5pd . . End R “5h . 5h
0 — BT v ‘SQ’?T‘F{ T 5T 5% - 0 — -
—DW—: ...... 005 —
E 8 5é'f¥1: 1 . Eef
] - iffall E . : : E i
] LS ] Bt o Bef - Gatdf ot
1 « anf
) == o B e o aaoa . =1 =] cacconono6nnoao600na060666060006a6006460a6060066604a06060600606a606066/00 P00 oot oooHib ooy
pCt Ll pCi
T T T T T T T T T T T T T T T T
-04 0.3 0.2 0.1 0 0.1 02 03 -04 0.3 02 -0.1 0 0.1 02 0.3
PCA_pirimid_5ag... , X-expl 64%,16% PCA_pirimid_5ag... , ¥-expl 64%,13%
VCIS =50%
Aplicagoes de Metodologias Teoricas em Estudos de QSAR-3D de Pirimidinas Substituidas 126

Maira de Almeida Carvalho



Anexo B

Dissertacdo de mestrado

PC2 Scores | PC3 Scores
D“ D — DDS _: e e e . PR ............
] : E - Bidf
+ _=idd E .
. 3 S Biff anf
: e 002 i g sl e S
005 — T E
: DD‘] _i ..................................
. gpd T ad :
N : e i = . 5l
0 ] F : e qﬁ o u E +Ghic e el
— -0.01 _z ..................................
SRSy E 5qd
-0.02 4 A N e Y F
] .+ s E fod . .5aafd - 2y e
. L | S e 003 3
010 o Pt
I L [ L E L L
0.2 01 0 01 02 0.2 =01 0 0.1 02
PCA_pirimid_fag..., X-expl 75%,16% PCA_pirimid_%ag... , #-expl: 79% 3%
VCIS = 60%
PC2 Scores PC3 Scores
DD‘] _7 e e e e e e e e e DDD4 — BoooodcadonannnenEe0aa0aa66aa606a6Eaaa0a0a0a R
] : : . Epd i . 5idd Bpd
7 : : 5pf
- : + Bad . 5[@ : J
- d L0 sh - Bed
7] « EBnd + 5'|dd ifd ald 5h: S?F faf . 5[]?. 2 L LR AL L ELT [SCEECEEEELEREEEEEEE . ed P
0 7 +anf «  hid 5iff - Bh X 4 Sidf - + bod:
b 1 and
] i - Gff Spf
] 0 — il it
] . i l :
] i - sird el :
0o T e i sh . 55d
7] ST = ooeaasaasancanaanaanasaas0as00nanaaaaaaa|o6a6eaeaaeaaaas .SC: ...............
] 1 « &b
] : i i
: ESEEfd I |
B R o 0004 — .
0.02 e 5if PCT
T u : : T : : : u : : T : u : T
004 -0.02 0 0.02 0.04 -0.04 -0.02 0 0.02 0.04
PCA_pirimid_fag... , X-expl: BE%,13% FPCA_pirimid_%ag..., #-expl: 86%,1%
VCIS =70%
Aplicagoes de Metodologias Teoricas em Estudos de QSAR-3D de Pirimidinas Substituidas 127

Maira de Almeida Carvalho



Anexo B

Dissertacdo de mestrado

VCIS = 80%

PC2 Scores
noos — © "
] 5b
7 aIf ic
4 : - . gaf B L
B - 5iff: el Pl B
0 — 5% - bifd
O :
1 s
-0.005 —
| : 5d
i -, s
-0.010 —
PC{
T T T T T T T
-0.03 -0.02 -0.01 i 0.m 002 0.03
PCA_pirimid_5ag... , ¥-expl: 95% 4%
PC2 Scores
0.002 :
ah
0.001 aif e
f
- spa”
e g o AT st &
D sifd .
- By 2
-+ Gifdf
L0007 = e
ad
-0.002
- 5edf
0003 =3 Lo
PCT
T T T T T
-0.02 01 i 0.01 0.02

PCA_pirimicd_bag..., X-expl: 98%,1%

VCIS = 90%

PC3 Scores
0.003 —| : : -
E b S 5af
0002 -3
£ o
000 S
E ah A
] * B
3 el aif - oggf c Bb
0 - -
E i 59:?“5 el
| N C
E 5iff - g
0001 —3 farl
E Spd
] . f .
P 5 Sifel Bpf
PCi
T T T T T T T
-0.03 -0.02 -0.01 a 0.01 0.02 0.03
PCA_pirimid_Sag... , X-expl: 95% 1%
PC3 Scores
00015 — sidf
DODID | FjaRAmEAGonEaRAGEARERAREARaRG:
- aqf
] Bff
0.0005 —| gl
] fief
. 5h ®
] Bitie!
0 de Sod apf
] anf . Ead Spd
B b
-0.0005 —| 5
B 5If
] 5d
b and i
00010 e
PCi
T T T T T
-0.02 -0.01 0 0.01 0.02

PCA_pirimid_5ag... , X-expl: 88%,0%

Figura B2: Grafico dos escores de PC1 x PC2 e PCI x PC3 da SPE das pirimidinas 5a-q totalmente otimizadas com VCDS =100% e
0% < VCIS <90% da caixa 8.
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Figura C1: Grafico dos escores de PC1 x PC2 ¢ PC1 x PC3 da SPE das pirimidinas 5a-q totalmente otimizadas com VCIS =20%
e 30 % < VCDS < 100% da caixa 5.
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Anexo B Dissertacdo de mestrado
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Figura C2: Grafico dos escores de PC1 x PC2 ¢ PC1 x PC3 da SPE das pirimidinas 5a-q totalmente otimizadas com VCIS =20%
e 30 % < VCIS < 100% da caixa 8.
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