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RESUMO
Potencial eletrostatico molecular (MEP, Molecular electrostatic potential),
interacdo ligante-receptor (Molecular docking) e técnicas de
reconhecimento de padroes (PR, Pattern recognition): Principal Component
Analysis, PCA; Hierarchical Cluster Analysis, HCA; K-Nearest neighbor, K-
NN; Soft Independent Modeling of Class Analogy, SIMCA; Stepwise
discriminant Analysis, DAS), foram usados para desenhar novos
derivados da artemisinina potencialmente ativos contra malaria do tipo
Plasmodium falciparum. Na primeira etapa do estudo, MEP foi usado para
identificar as caracteristicas estruturais chaves de artemisinina e
dezenove derivados N-I1I1-Azaartemisinina antimalaricos, reportados na
literatura, necessarias as suas atividades e para investigar eventuais
interacoes com o receptor molecular através do reconhecimento em um
processo biologico. Subsequentemente, estudos de Molecular docking
desses derivados, com o receptor-HEME e de PR foram conduzidos para
evidenciar outras interacdoes com o alvo biologico. Os métodos PR
demostraram que os dezenove derivados N-11-azaartemisinina podem
ser separados em duas classes: mais ativos e menos ativos, de acordo
com seus graus de atividade contra P. falciparum. Propriedades tais como
energia LUMO+1 (eLumo+1, one level above the lowest unoccupied molecular
orbital), area superficial total (T'SA, total surface area), distancia entre Ce
e Cs, d(Cs-Cs) foram responsaveis pela classificacao dos derivados N-11-
azaartemisinina estudados em mais ativos e menos ativos. Os resultados
obtidos pelo MEP, Molecular docking e PR permitiram a proposicao de
dezesseis novas N-11-azaartemisininas potencialmente ativas contra P.
falciparum. Finalmente, os modelos PR construidos foram aplicados ao
conjunto de predicao evidenciando doze novas moléculas como mais
promissoras contra P. falciparum. Os resultados deste estudo poderao ser
usados na sintese e avaliacao biologica dessas doze novas N-11-
azaartemisininas, podendo validar a metodologia desenvolvida neste

trabalho para o desenho de novos derivados antimalaricos.



Palavras-Chave: Novas N-11-azaartemisininas. P. falciparum. Mapas de

MEP. Interacao ligante-receptor. Reconhecimento de padroes.
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1 INTRODUCAO

A malaria, ou paludismo, é uma doenca potencialmente fatal
causada por parasitas do género Plasmodium, transmitida pelo mosquito
Anopheles fémea. Em 2017, cerca de 219 milhdes de casos de malaria
ocorreram em todo o mundo, em comparacao a 239 milhoes de casos em
2010 e 217 milhdes de casos em 2016. Como mostrado na figura 1, na
Regiao Africana se concentraram a maioria dos casos (200 milhdes ou
92%), seguida pela Regido Sudeste da Asia, com 5% dos casos (WHO,
2018).

Figura 1: Mapa da taxa de incidéncia de casos de malaria (casos por

y S

sem malaria
NZo aplicavel

1.000 habitantes em risco) por pais.

Fonte: WHO, 2018

Existem quatro espécies de paludismo humano (P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. ovale). O P. falciparum € o parasita prevalente na
regiao africana com 99,7% dos casos estimados, no Sudeste Asiatico
(62,8%), no Mediterraneo Oriental (69%), Pacifico Ocidental (71,9%). O P.
vivax predomina na regiao das Ameéricas, representando 74,1% dos casos
de malaria. O P. falciparum € o mais perigoso, por se multiplicar muito
rapido na corrente sanguinea e provocar um quadro de anemia grave

(GOMES et al, 2011). Além disso, apresenta propriedades de
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citoaderéncia que favorecem o sequestro do parasita na microcirculacao
cerebral, podendo levar alguns pacientes ao 6bito. Em varias regides do
mundo tem apresentado resisténcia a compostos antimalaricos de
diferentes classes quimicas (WHO, 2017).

Ao contrario das outras regides como o Sudeste Asiatico, cuja taxa
de incidéncia da malaria reduziu em 59% (de 17 casos da doenca por
1.000 habitantes em 2010 para 7 em 2017), as Américas registraram um
aumento de incidéncia, provocado pelo aumento da transmissdo no
Brasil, Nicaragua e Venezuela. Embora, em alguns paises das Américas
tenha sido observado um declinio no nimero de casos de malaria, como
o caso da Argentina, Paraguai e Costa Rica, que nao notificaram nenhum
caso em 2015, de acordo com o relatério “Eliminando a Malaria” lancado
pela OMS em 2016, sete paises das Ameéricas (Belize, Costa Rica,
Equador, El Salvador, Meéxico, Paraguai e Suriname) apresentam
potencial para eliminar a malaria até 2020 (OPAS/OMS, 2016).

A regiao amazonica, que engloba municipios de varios paises das
Ameéricas (Brasil, Peru, Colombia e Venezuela), foi responsavel por quase
50% no aumento dos casos de malaria no ano de 2015. O municipio como
Sifontes, na Venezuela, registrou sozinho 16% do total de casos da regiao.
Este fato se deve muito aos disturbios provocados pela mineracao e o
abandono social (PAHOA/WHO, 2016).

No Brasil, a Amazonia Legal, que compreende os estados do Para,
Amazonas, Rondoénia, Acre e Roraima, responde por cerca de 99,7% do
total de casos de malaria. Para se entender as razoes desse elevado indice
da doenca na regido Amazonica, precisa-se compreender como foi
realizada a ocupacao dessa area no passado (FERREIRA; CASTRO, 2016).

Em 1964, foi implementada a ditatura militar no Brasil e como
parte de uma estratégia geopolitica, o governo federal comecou a
incentivar a ocupacao da Amazonia através de uma série de acoes, como
a construcao de estradas, o que viabilizou o transporte de mercadorias,
a criacao de gados, os assentamentos agricolas e o incentivo a mineracao.
Atraidos por novas oportunidades, muitos imigrantes do sul, sudeste e

nordeste do pais, que desconheciam a malaria, comecaram a se assentar
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na regiao. Para se ter uma ideia, de acordo com Censo de 1980, cerca de
1 milhdao de imigrantes chegaram aos estados do Para, Rondoénia,
Amazonas, Mato Grosso, Amapa, Acre e Roraima em 1970. No entanto,
essa ocupacao ocorreu de forma desorganizada e praticamente sem
nenhum planejamento. Os resultados foram desmatamento sem
controle, o que produziu mudanca ambientais expressivas culminando
no aumento da malaria (MARQUES, 1987).

Embora a Malaria seja uma doenca infecciosa bem antiga, ainda
continua gerando graves problemas de saude publica, ameacando o seu
controle. Uma das principais razoes para este fato se refere a capacidade
do protozoario Plasmodium resistir aos medicamentos descobertos. Em
meados do século XVII, a malaria era tratada com o composto quimico
quinina. Apenas em 1946, que o primeiro composto sintético comecou a
ser utilizado como antimalarico, a cloroquina. Depois, outros farmacos
surgiram, como a sulfadoxina-pirimetamina (mefloquina), o altovaquone-
proguanil (malarone) e a doxiciclina (WHO, 2017).

Apobs 1960, ocorreu uma grande incerteza quanto a efici€ncia no
tratamento antimalarico, devido ao surgimento de Plasmodium resistente
a cloroquina (CQ). Este fato provocou a intensificacao de pesquisas por
novos farmacos antimalaricos. Foi entdao, que em 1972, pesquisadores
chineses conseguiram, pela primeira vez, isolar em sua forma pura a
artemisinina (qinghaosu), extraindo-a da planta qginghao (Artemisia
annua) (LI, 2012). A partir da artemisinina, varios derivados comecaram
a ser sintetizados e, em meados de 1980, iniciou-se sua administracao
principalmente no tratamento contra o P. falciparum resistente a CQ. A
artemisinina € um composto quimico com alta estabilidade térmica
(KLAYMAN, 1985), baixa toxicidade e alta atividade antimalarica (ABADI
et al..,1995). Ela é um sesquiterpeno contendo trés anéis heterociciclicos,
sendo um deles lactona e uma ligacao endoperoxido, apontada por varios
estudos como uma das principais razdes para grande atividade contra o
Plasmodium (LOBO et al.., 2018; RUDRAPAL; CHETIA, 2016; MARTINO
etal., 2019).

10
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Dentre os derivados artemisininicos sintetizados que mostram
eficiéncia no combate ao P. falciparum, a I1-azaartemisinina e seus
derivados N-substituidos tem chamado atencdo de pesquisadores
(HARMSE et al.., 2017; HARMSE et al.., 2015; KUMARI et al.., 2019;
NISAR et al.., 2017), por apresentarem grandes vantagens em relacao a
artemisinina e a outros derivados ja utilizados no tratamento da malaria
(dihidroartemisinina, artesunato e arthemeter). Esses derivados sao
facilmente preparados a partir da artemisinina e alguns deles mostram
notavel estabilidade térmica (HARMSE et al.., 2015). Seu composto de
partida (ll-azaartemisinina) contém unidade de lactama de seis
membros diferente da unidade lactona da artemisinina (figura 2).

Figura 2: Estrutura da artemisinina e 11-azaartemisinina.

Fonte: Autor

Quimicamente, a lactama € bem mais estavel em condicoes acidas
ou basicas que a lactona, em virtude de menor deformacao do anel e da
eletrofilicidade reduzida no atomo de carbono da carbonila, devido a
presenca do atomo de nitrogénio adjacente, doador de elétrons. Sao mais
estaveis em condicoes acidas, como no estdomago e no sangue a pH 7,4,
mostrando biodisponibilidade superior em relacao a artemisinina (BACH;
DMITRENKO, 2006; TOROK et al., 1995).

A pesquisa por novos farmacos envolve alto custo financeiro e
demasiado tempo, o que resulta em longa espera para o desenvolvimento
de drogas eficientes no combate a determinadas doencas. Até a década
de 1980, a metodologia utilizada para descoberta de novos medicamentos
era a denominada triagem cega, que consistia na execucao de testes do
tipo “caixa preta” em células ou em modelos animais sem nenhum

conhecimento sobre o mecanismo de acdo dos farmacos e sua interacao
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com o receptor (BOSTROM et al., 2018). Embora, essa metodologia tenha
sido responsavel pela descoberta de varios farmacos utilizados
atualmente, ela vem se tornando cada vez menos eficiente devido a
probabilidade cada vez menor de sucesso.

No entanto, esses problemas podem ser, em parte, resolvidos por
meio da utilizacao dos principios da ciéncia da computacao em quimica
medicinal para a geracdo de modelos moleculares. Modelos sao
representacoes simplificadas de objetos e fenomenos reais, portanto,
entende-se por modelagem molecular a construcdo, manipulacado e
representacdo realistica de estruturas moleculares e calculos de
propriedades associadas. A computacado possibilita a realizacdo de
calculos complexos em menor tempo e a computacao grafica torna
possivel o manuseio destes modelos. A Quimica Teodrica fundamenta toda
a construcao dos modelos e possibilita a interpretacdo da relacao
estrutura atividade (SAR) de farmacos.

Para essa finalidade, tém-se usado em larga escala os principios da
quimica quantica para estudar as drogas e sua interacao com os
respectivos receptores, sendo importante considerar que tanto as
propriedades fisicas quanto quimicas das moléculas tém origem
eletronica.

Somando-se a esses estudos, tém-se aplicado as substancias
investigadas, métodos de reconhecimento de padroes com a finalidade de
encontrar possiveis propriedades moleculares que possam estar
diretamente relacionadas a atividade biologica, gerando informacoes

quimicas valiosas para a proposicao de novas drogas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Planejar novos derivados N-11-azaartemisinina, potencialmente

ativos contra malaria do tipo Plasmodium falciparum.

2.2 Especificos
a) Otimizar a geometria da artemisinina pelo método DFT
utilizando dois conjuntos de bases 6-31G e 6-31G*, a fim de
escolher o conjunto de base que gera valores tedricos para os
parametros geométricos (comprimento de ligacao, angulo de ligacao
e angulo de torcao) mais proximos aos valores experimentais. A
partir da estrutura da artemisinina otimizada, desenhar e otimizar
as estruturas dos 19 derivados N-II-azaartemisinina estudados
por Haynes et al., 2007;
b) Estudar relacao estrutura-atividade dos derivados N-I11-
azaartemisinina (conjunto de treinamento) por meio dos resultados
gerados pelos mapas de MEP,
c) Simular as interacoes entre os dezenove derivados do conjunto
de treinamento com o receptor HEME, através da construcao de
molecular docking e correlaciona-los com sua respectiva atividade
antimalarica;
d) Empregar métodos quimiométricos de PR: PCA, HCA, KNN,
SIMCA e SDA ao conjunto de treinamento, para identificar as
propriedades moleculares que melhor classificam esses derivados
em duas classes de compostos: mais ativos e menos ativos;
e) Com base nos resultados obtidos pelos estudos de mapas de
MEP, molecular docking e métodos quimiométricos dos compostos
do conjunto de treinamento, propor novas moléculas N-11-

azaartemisininas.
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3 MECANISMOS DE ACAO DA ARTEMISININA E DERIVADOS

Impulsionados pela compreensdao do mecanismo de acao da
artemisinina e seus derivados e acreditando que esse entendimento
auxilia decisivamente na producdao de farmacos antimalaricos mais
potentes, diversos estudos se dedicam a detalhar o caminho pelo qual os
compostos artemisininicos percorrem no combate eficiente ao
Plasmodium. (POSNER et al., 1995; MESHNICK et al.,, 1996; LI et al,
2006; MEUNIER; ROBERT, 2010). Portanto, neste topico, fez-se uma
abordagem sobre aspectos relacionados as principais proposicoes de
mecanismo de acao desses compostos.

Embora haja grandes divergéncias nos estudos realizados de
proposicao do mecanismo de acao da Artemisinina, trés afirmacoes sao,
em geral, comuns: a essencialidade do grupo endoperoxido na atividade
das artemisininas, a presenca de Ferro livre ou Ferro-HEME
potencializando a atividade antimalarial e a geracao de hidroxila no
processo metabolico da artemisinina na presenca da HEME. Esta ultima,
considera recentes estudos que explicam a eficiéncia da artemisinina e
seus analogos, governada pelo numero de radicais hidroxila gerados por
uma molécula desses compostos (DENISOV; DENISOVA, 2016;
DENISOV; DENISOVA. 2011; DENISOV, 2011; JEFFORD et al.,, 1996;
SOLODOVA et al., 2008; SOLODOVA; DENISOV, 2009).

Segundo as principais proposicoes, existem, basicamente, dois
caminhos pelos quais o ferro da HEME pode acoplar aos compostos
artemisininicos. A figura 3 mostra a proposicao de Posner et al. (1995),
que sugere, inicialmente, o ataque do ferro aos compostos pela posicao
O», produzindo o radical livre na posicao O: com posterior rearranjo para
um radical livre em C4. O radical (3B) foi sugestionado por ser
considerado uma importante espécie quimica para atividade biologica. O
composto 3B é transformado para o composto 3C por uma reacao de
cisao beta. Subsequentemente, o composto 3C é rearranjado produzindo
um composto epoxido (3D). Alternativamente, uma direta formacao

intramolecular para o radical 3B forma o composto 3D.
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Figura 3. Mecanismo artemisinina e HEME proposto por Posner et al.,
(19995)
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Fonte: Adaptado de Posner et al.,, 1995

Por outro lado, como mostrado na figura 4, o estudo realizado por
Jefford et al. (1996) sugere que o ataque do ferro aos compostos ocorre
pela posicao O; e produz um radical livre na posicao Oz. Depois que a

ligacao C3-C4 € rompida para dar um radical no carbono C4 (4B).

Figura 4: Mecanismo de acao artemisinina e HEME proposto por Jefford

et al. (1996).
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Fonte: Adaptado de Jefford et al., 1996
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Estudos recentes sobre a eficacia da artemisinina e derivados
contra malaria mostram que o efeito biolégico esta associado a
capacidade de gerar radicais livres por toda a estrutura da molécula e
nao apenas a ponte perdxido. Os radicais alcoxilas produzidos na
clivagem da ligacdo peroxido entram em uma série de transformacoes
envolvendo oxigénio, resultando na transformacdo da artemisinina em
hidroperéxido poliatomico, gerando novos radicais livres através de
grupos enzimaticos com o atomo de Fe2* (SOLODOVA et al.,, 2008;
SOLODOVA; DENISOV, 2009). Outras pesquisas tém mostrado uma
correlacdo entre a poténcia médica da artemisinina e o numero de
hidroxilas produzidas ao invés do numero total de radicais gerados
(DENISOV; DENISOVA, 2011; DENISOV, 2011). Inclusive, Denisov e
Denisova (2011) obtiveram uma equacao empirica (Equacao 1)
comparando a atividade antimalarica da artemisinina ICso(A) e seus
derivados ICso(i) ao numero total de radicais hidroxila gerados pela

oxidacao (nOH):

In(ICs0(A))/(ICs0(i)) = -13,4 + 3,9.n0n (1)
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4 METODOLOGIA

Inicialmente, a estrutura da artemisinina retirada do CCDC-
691593 (ALLEN, 2002) foi otimizada através do método (DFT/B3LYP)
(BERNARDINELLI et al.,1994; JEFFORD et al., 2000) e dos conjuntos de
bases 6-31G e 6-31G* (BINKLEY; POPLE; HEHRE, 1980; HEHRE et al.,
1976; LEVINE, 2000), disponiveis no programa Guassian 09 (FRISCH et
al.,, 2009), e comparada com os dados experimentais reportados na
literatura (LISGARTEN et al 1999). Sendo selecionado o
meétodo/conjunto de base (B3SLYP/6-31G) para continuidade ao estudo
proposto nesta tese.

A partir da estrutura molecular otimizada da artemisinina,
construiu-se as geometrias dos 19 derivados N-11-azaartemisinina
(HAYNES et al., 2007), que foram também otimizadas utilizando o
meétodo/conjunto de base BALYP/6-31G.

Com os derivados otimizados foram calculados os MEPs
(BONNACORSI et al, 1970; SCROCCO; TOMASI, 1973; POLITZER,;
TRUHLAR, 1981) e obtidos os mapas de MEP (MOLEKEL, 2009).
Subsequentemente, produziu-se molecular docking desses derivados com
o receptor HEME através do programa Autodock (GOODSELL et al.,
1996).

Dando continuidade a metodologia utilizada, com as geometrias
otimizadas das N-11-azaaartemisininas foram calculadas propriedades
moleculares e métodos de PR foram utilizados para identificar aquelas
propriedades que melhor classificam os derivados em duas classes de

compostos: mais ativos e menos ativos.
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4.1 Derivados N-11l-azaartemisinina Estudados

Do trabalho de Haynes et al (2007) foram selecionados 19
derivados N-11l-azaartemisinina que constituem o conjunto de
treinamento deste estudo. Esses compostos apresentam atividade
biologica contra a cepa K-1 do P. falciparum resistente a cloroquina (CQ),
pirimetamina e cicloguanil. Foram calculadas as atividades relativas para
os compostos, ICsor = ICs0 da artemisinina/ICso do derivado (NJOGU et
al..,2013), onde ICso corresponde a 50% da concentracao inibitoria. Neste
estudo, a seguinte classificacao baseada nas respostas antimalaricas foi
estabelecida: compostos com ICsor 2 0,24 correspondem aos mais ativos
(1- 8) e ICsor < 0,24 correspondem aos derivados menos ativos (9-19). A
tabela 1 mostra os derivados N-carbonil e N-sulfonil-11-azaartemisininas

substituidos na posicao R e seus respectivos ICso.

Tabela 1: Derivados N-Carbonil e N-sulfonil-11-azaartemisinina do

conjunto de treinamento com seus substituintes e respectivos ICso

Compostos R ICso Atividade antimalarica

CH;CH,— 0,90 Mais ativo

CH3(CHa2)o— 0,45 Mais ativo

3 CH3(CHa2)s— 0,45 Mais ativo

4 4’-OoNCeH4— 1,50 Mais ativo

5 3’-02NCeHs— 1,50 Mais ativo

6 4’- 2,25 Mais ativo

O2NCeH4NH
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Compostos R ICso Atividade antimalarica

7 CHs— 0,28 Mais ativo

8 CH3CHo— 0,24 Mais ativo

9 — 4’-FCeHs— 0,11 Menos ativo

10 4-ClCeHa— 0,05 Menos ativo

11 4’-CH3CeHs4— 0,02 Menos ativo

12 0,10 Menos ativo
4’-O2NCeHs—

13 2°-OoNCeHs— 0,09 Menos ativo

14 3-N+CCeHs— 0,02 Menos ativo

15 4’-Cl1-3’- 0,23 Menos ativo
O2NCeHz—

16 3°,4’- 0,02 Menos ativo

(CH30)2CeHz—

17 4’- 0,07 Menos ativo
CH3S02CeH4

18 4’-CeHs- 0,02 Menos ativo

CeHa—
19 5’-Cl-2’-tienil 0,02 Menos ativo
4.2 MEP

Desde o século passado, o MEP se destaca como excelente
ferramenta no auxilio a modelagem molecular, na compreensao da
distribuicao eletronica em estruturas quimicas, interacdo biologica,
analise de similaridade molecular, descricao do estado -cristalino,

solvatacao, analise topografica da estrutura eletronica de sistemas
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complexos e reatividade moleculares em sistemas quimicos,
principalmente, pelo fato de levar em consideracao a capacidade de uma
molécula em atrair ou repelir outras moléculas (MATHEW; SURESH,
2011). O MEP pode ser calculado, para qualquer posicao r, pela Equacéao
2.

nucleo zZ
Viep (F)= Z g

—f Fir

Fir')dr'

—————
r—ry r—r’|

(2)

onde k € o numero de nucleos com carga Zx, localizados na posicaor e ¥
€é a funcao de onda. O primeiro termo do lado esquerdo da equacao
representa a contribuicao dos nucleos, que € positiva; o segundo termo
refere-se aos efeitos dos elétrons que € negativo. Na investigacao dos
sitios reativos das N-11l-azaartemisininas como mencionado
anteriormente, o MEP foi avaliado através do método B3LYP/6-31G
(BERNARDINELLI et al.,1994; JEFFORD et al.,, 2000; HEHRE et al,
1976).

4.3 Molecular Docking

O estudo de docking molecular investiga com detalhes o modo de
interacao de uma molécula (ligante) na regiao de ligacao do bioreceptor,
gerando informacao importante para compreensao da atividade biologica
de determinada droga. Ele possibilita visualizar a maneira como as duas
moléculas se aproximam, mas também quantificar a interacao. O
processo de docking comeca quando as estruturas ainda nao estao
ligadas. O ligante busca sua melhor posicao no sitio ativo do receptor
gerando certo numero de poses conformacionais. Ha pesquisas sobre
algoritmos de busca destinados a resolver o problema de ancoragem
ligante-receptor (THOMSEN, 2003).

O reconhecimento molecular ligante-receptor envolve maultiplas
etapas de acomodacoes conformacionais, resultando no modo de
interacao mais favoravel entalpica e entropicamente. Estes processos

podem ser estimados pela Equacao 3, através da energia livre de ligacao
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de Gibbs (AG), a qual se relaciona a constante de inibicao (Kj), esta tltima
pode ser medida experimentalmente. Nesta equacao, AH é a variacao de
entalpia, T € a temperatura absoluta, AS é a variacao de entropia e R a

constante universal dos gases.

AG = AH - TAS = RTInK; (3)

Como mencionado anteriormente, os calculos de Molecular docking
foram feitos com o programa Autodock (GOODSELL et al., 1996).

No estudo de Molecular docking foi usada a molécula do HEME
(figura 5) como receptor da artemisinina e derivados no mecanismo de
acao contra P. falciparum, cuja geometria foi obtida do Protein Data Bank
(PDB) RCSB, identificada com o codigo 1A6M (VOJTECHOVSKY et al.,
1999).

Figura 5: Estrutura quimica 2D do HEME

Fonte: Autor

4.4 Métodos Quimiométricos de Reconhecimento de Padroes

A  Quimiometria pode ser definida como a
administracao e processamento de informacoes de natureza quimica. Seu
surgimento se liga a necessidade de extrair informacoes na embaralhada
e complexa quantidade de dados multivariados que hoje se consegue
gerar com as instrumentacdées modernas. Na literatura encontra-se
muitas aplicacoes dos métodos quimiométricos, em diversas areas da
Quimica. Uma das areas de maior atuacao, se concentra nos estudos de

Relacao Estrutura Atividade (SAR - Structure Activity Relationships) em
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Quimica computacional, com enorme utilidade no planejamento de novos
farmacos (FERREIRA, 2015).

No geral, as analises quimiométricas pela exploracao de dados
ocorre a partir de dois métodos matematicos denominados métodos néao
supervisionados de reconhecimento de padroes: PCA (Beebe; Pell;
Seasholtz, 1998) e HCA (Gruvaeus; Wainer, 1972; Mccammonr, 1968).
Estes dois métodos sdo conhecidos como métodos de analise exploratoria
dos dados, pois ndo se preocupam em construir regras preditivas.

Os meétodos supervisionados de reconhecimento de padroes ou
meétodos de classificacdo apresentam como objetivo a construcao de
modelos de classificacdo. Os principais métodos de classificacao sao:

KNN, SIMCA e SDA.

4.4.1 PCA

Em 1901, Karl Pearson descreveu pela primeira vez a PCA, porém
o tratamento formal desse método de analise exploratoria foi concebido
por Hotelling e divulgado na década de 1930 (HOTELLING, 1930). O PCA
consiste na compressao de dados baseado na correlacao entre as
variaveis, que gera um pequeno conjunto de variaveis denominados
componentes principais, projetando dados multivariados em um espaco
de dimensao menor. Esta reducao da dimensionalidade permite a facil
visualizacao das informacoes mais importantes em numero menor de
fatores, ou componentes principais (FERREIRA, 2015).

O método PCA agrupa variaveis altamente correlacionadas em
numero menor de novas variaveis nao correlacionadas chamadas de
componentes principais (CP) ou fatores, que sao ortogonais entre si
produzindo um novo sistema de coordenadas (figura 6). As componentes
principais sao resultado de combinacgoes lineares das variaveis originais.
Esse novo conjunto de variaveis € construido em ordem decrescente da
quantidade de varidncia, ou seja, a primeira componente principal
descreve a maior variancia nos dados em relagcado a segunda, e assim por

diante (MINGOTI, 2005).
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Figura 6: Projecao das componentes principais

CP1

Fonte: Autor

As componentes principais geradas pelas combinacoes lineares das

n-variaveis originais podem ser representadas pela Equacao 4:

PCj = ajlul + aj2u2 + ... + ajnun (4)

Na equacao acima, uj (para j=1, 2, ..., n) sao variaveis originais e
ajk (para k =1, 2, ..., n) sao os coeficientes que medem a importancia de
cada variavel na j-ésima componente principal (PCj), ou seja, o peso que
cada variavel tem naquela combinacao linear.

A analise de componentes principais fornece uma aproximacao de
uma tabela de dados, a matriz X, em termos do produto de duas
pequenas matrizes, T e P’. Estas duas matrizes, T e P’, absorvem os dados
essenciais de X. A matriz T expressa a relacao entre os escores (derivados
N-11-azaartemisinina), e sao definidos como as coordenadas dos
compostos no novo sistema de coordenadas. A matriz P’ expressa a
relacao entre os loadings (descritores moleculares) e indicam a
importancia (peso) de cada variavel original no novo conjunto de
variaveis. Esses vetores sao escritos usualmente em ordem decrescente
de autovalores. Logo, uma analise da PCA também estima a estrutura de
correlacdo das variaveis. Nas analises de PCA sempre se utiliza as
informacoes produzidas nos dois graficos, de loadings e escores, havendo
a liberdade da exclusao de variaveis para melhorar os resultados. O
método PCA possibilita visualizar e interpretar as diferencas existentes
entre os descritores moleculares estudados e examinar as relacoes que

podem ocorrer entre os derivados do conjunto treinamento (BEEBE et al.,
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1998).

4.4.2 HCA

A analise de agrupamentos por método hierarquico consiste numa
técnica aglomerativa que inicialmente foi desenvolvida por bidlogos na
tentativa de estudar a semelhanca entre organismo de diferentes
espécies. Como método nao supervisionado de reconhecimento de
padroes € adequado para observar, por exemplo, padroes de
comportamentos entre um conjunto de substancias levando em conta
seu aspecto multivariado. Portanto, a principal finalidade da HCA neste
estudo foi reunir os derivados N-1l-azaartemisinina que sejam
semelhantes entre si em um mesmo grupo e diferencia-los de outro
grupo, ou seja, maximizar homogeneidade dentro de um grupo e
maximizar a heterogeneidade entre os grupos (MANLY, 1986;
GRUVAEUS; WAINER, 1972; MCCAMMONR, 1968).

A HCA agrupa compostos que parecam similares entre si,
baseando-se em suas proximidades. Os valores de similaridade, Skl, sao

calculados segundo a Equacao 5:

_ 4 _ Gkl
e

onde dkl é a distancia entre os pontos k e 1 e d(max.), € a maior distancia
na matriz distancia. Assim, os dois pontos mais distantes no conjunto de
dados tém s=0 e pontos idénticos apresentam similaridade de 1 (MANLY,
1986).

Como Skl &€ um elemento de S, dmax € a maior distancia para
qualquer par de compostos N-11-azartemisinina num conjunto de dados.

dkl é a distancia Euclidiana entre os derivados:
dkl = [(Xal — Xb1)2 + (Xa2 — Xb2)2 + ... +(Xan — Xbn)2]1/2 (6)
onde xij € um elemento da matriz de dados X.
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Os principais métodos de agrupamento hierarquicos sao: ligacao
simples (single linkage), ligacao completa (complete linkage) média das
distancias (average linkage), Ward, centrdide entre outros. A diferenca
entre os métodos esta na elaboracao matematica utilizada para formar os
agrupamentos. Neste trabalho foi utilizado o método incremental com
distancias euclidianas por meio do software Pirouette (INFOMETRIX,

2011).

4.4.3 KNN

O método KNN é um método supervisionado de reconhecimento de
padroes nao paramétrico e nao probabilistico, pois nao considera a
distribuicao da populacdo no espaco amostral. Para a pesquisa a
distancia entre todas os derivados do conjunto de treinamento no espaco
N-dimensional foi calculada utilizando a distancia Euclidiana, porém
outras distancias podem ser utilizadas como a Mahalanobis (THOMAS,
1994). Pretendeu-se classificar, inicialmente, os derivados em dois
grupos quanto a atividade antimalarica: derivados mais ativos e
derivados menos ativos.

Para posterior classificacdo de novos derivados (conjunto de
predicao), realiza-se o calculo da distancia desse composto e de todos os
derivados do conjunto de treinamento. As substancias mais proximas sao
usadas para fazer a classificacao, sendo a atribuicao a uma determinada
classe feita por votos, adotando como critério o grupo de compostos mais
proximo. Os K vizinhos mais proximos de cada composto sao escolhidos
para votar, onde cada substancia da um voto para a sua classe. A classe
que receber mais votos ganha o composto. Em caso de empate, a classe
com a menor distancia acumulada fica com o composto (FERREIRA,
2002). Na figura 7, € exemplificada duas classes (tridngulos e quadrados),
o circulo representa uma nova molécula, pode-se observar que ao
considerar os trés vizinhos mais proximos, a nova molécula € classificada

no grupo do triangulo.
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Figura 7: Método KNN para classificacao de uma amostra.
A A 3-NN
A
vy =
A "m W om

Fonte: Autor

4.4.4 SIMCA

O SIMCA é um método paramétrico ou probabilistico de
classificacdo. Baseia-se num modelo de componentes principais que se
ajusta nesta investigacdo, inicialmente, a cada classe (mais ativos e
menos ativos) do conjunto de treinamento, originando um classificador
para cada uma delas. Muito diferente do método KNN, que é
fundamentado apenas nas distancias entre os compostos.

Definidas as fronteiras de cada classe, verifica-se a existéncia de
superposicao entre elas. A distancia entre classes e dos residuos entre
classes determina o poder discriminador em distinguir as classes no
modelo SIMCA. Ao projetar um novo derivado no espaco dos scores e sua
distancia das fronteiras da classe, obtém-se a atribuicdo do mesmo a
uma dada classe, este procedimento se repete para todas as classes. Se
os modelos nao apresentarem poder de discriminacao razoavel, ha a
possibilidade deste composto aparecer como membro de mais de uma
classe. Também pode ocorrer o caso deste derivado nao pertencer a
nenhuma classe, esta situacao indica que a substancia em questao é

anomala em relacao ao conjunto de treinamento (FERREIRA, 2015).

4.4.5 SDA

Desenvolvida pelo estatistico R. A. Fisher, em 1930, a SDA é um
método supervisionado de reconhecimento de padroes aplicado a
problemas envolvendo todas as areas da ciéncia (JOHNSON; WICHERN,
1992). Este método de analise multivariada foi empregado neste trabalho
com dois objetivos principais: (i) separar os derivados N-11-

azaartemisinina em dois grupos bem definidos (mais/menos ativos); (ii)
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alocar novos derivados do conjunto de predicao dentro dos grupos
previamente definidas (CALAS et al. 1997). Pela SDA, obteve-se a funcao
discriminante (FD) por meio da combinacdo linear dos descritores
moleculares escolhidos (SRIVASTAVA; CARTER, 1983).

Na analise discriminante passo a passo (stepwise), os descritores
independentes sao inseridos, um por vez, na funcado discriminante,
baseado no seu poder discriminante. A aproximacao por passo comeca
escolhendo um unico descritor molecular com melhor discriminacao. O
descritor inicial € entdo combinado com cada outro descritor
independente um por vez, e o descritor capaz de melhorar o poder de
discriminacao da funcao é combinado com o primeiro descritor escolhido.
O terceiro ou qualquer outro descritor molecular subsequente é
selecionado de maneira similar. (HAIR JUNIOR et al., 1995; SHARAF et
al., 1986).

O indicativo de uma discriminacao significante € o numero minimo
de compostos classificados incorretamente para cada classe
(SRIVASTAVA; CARTER 1983). O método SDA é suportado no teste F para
estabelecer a significancia de variaveis e em cada etapa seleciona uma
varavel baseada em sua significancia, e apos varias etapas, as variaveis
mais significantes sao extraidas do conjunto em questao (JOHNSON;
WICHEM, 1992; MARDIA et al., 1979).

Todos os resultados para os métodos quimiométricos empregados
nesta pesquisa foram obtidos a partir dos seguintes programas

estatisticos: Minitab (versao 17) e Pirouette 3.1.0 (INFOMETRIX, 2001).

4.5 Descritores Moleculares

Os descritores moleculares representam um meio de obter
informacao quimica, contida na estrutura molecular das substancias.
Esta informacao € transformada e codificada para grande quantidade de
problemas quimicos, farmacologicos e toxicologicos e em estudos
qualitativos da relacao entre SAR, sendo este ultimo objeto desta

pesquisa.
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Os descritores moleculares consideram diferentes aspectos de
informacao quimica, podendo ser obtidos através de experimentos,
calculos tedricos ou simples contagem. (TODESCHINI; GRAMATICA,
1998).

Para os calculos dos descritores moleculares nesta investigacao,
empregaram-se os seguintes softwares computacionais: Gaussian 98
(FRISCH et al.,, 1998), HyperChem 6.02 (CHEMPLUS, 2000), Molden
(SCHAFTENAAR; NOORDIK, 2000), Autodock 1.5.6 (GOODSELL,
MORRIS; OLSON, 1996), Molekel 2009 (VARETTO, 2009). No total foram
gerados 57 descritores moleculares.

Os seguintes descritores foram calculados: Parametros
geomeétricos: Comprimento de ligacao, d(atomo x — atomo ;) , angulo de
ligacao (atomo x — atomo; — atomo ») , angulo de torsao (atomo x — atomo
i — atomo n — atomo ;). Descritores eletronicos: Energia total (E1), enomo
(Energia do orbital molecular ocupado mais alto), enomo-1 (Energia do
orbital molecular localizado um nivel abaixo do mais alto ocupado), enomo-
2 (Energia do orbital molecular localizado dois niveis abaixo do mais alto
ocupado), enomo-3 (Energia do orbital molecular localizado trés niveis
abaixo do mais alto ocupado), valor absoluto de srumo (Energia do orbital
molecular mais baixo desocupado), valor absoluto de eLumo+1 (Energia do
orbital molecular localizado um nivel acima do mais baixo desocupado),
valor absoluto de ¢ rumo+2 (Energia do orbital molecular localizado dois
niveis acima do mais baixo desocupado), valor absoluto de & rLumo+3
(Energia do orbital molecular localizado trés niveis acima do mais baixo
desocupado), eletronegatividade de Mulliken’s (X = &momo — €rumo /2),
dureza molecular (n =1 - AE/2), onde | € potencial de ionizacao e AE
afinidade eletronica), moleza molecular (1/7), definido como o inverso da
dureza molecular; momento dipolo (p), energia GAP (GAP = exomo — £Lumo),
carga atomica (Qdtomox). Descritores de propriedades fisico-quimicas:
polarizabilidade molecular (Pol, Molecular Polarizability), refratividade
molecular (MR, Molecular Refractivity), energia de hidratacao (HE,

hidratation energy), coeficiente de particao (LogP, partition coefficient),
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valores obtidos por parametros hidrofébicos; TSA e massa molecular (MM,

Molecular mass).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Relacao Estrutura-Atividade dos Compostos Estudados

Os derivados N-11-azaartemisinina que constituem os compostos
do conjunto de treinamento dessa pesquisa foram retirados do trabalho
de Haynes et al. (2007), cujo objetivo era desenvolver derivados de
artemsinina com maior estabilidade térmica e nao discutir a relacao
estrutura atividades dessas moléculas. Por isso, resolveu-se fazer uma
analise da relacao estrutura-atividade das dezenove N-11-
azaartemisininas do conjunto de treinamento.

Percebe-se que, em geral, o aumento da cadeia alquilica dos N-
carbonil (1-6) e N-sulfonil (7-19) contribui para a diminuicao na atividade
biologica dos derivados estudados. A partir de 15 carbonos na cadeia a
reducao na atividade € drastica (HAYNES et al., 2007).

Os derivados N-carbonil 4 e 5, que apresentam substituinte Nitro
(-NO2) ligado em diferentes posicoes no anel aromatico, mostram
atividade antimalarica maior que a artemisinina. O derivado 6, uma
aciluréia, € o composto com a maior atividade contra o P. falciparum do
conjunto de treinamento, cerca de 1,5 vezes mais ativo que a
artemisinina. Sua sintese indica uma extensao util para a metodologia
de anexacao de grupos polares nao-metabolizaveis ao nucleo da
artemisinina (Haynes et al., 2006).

Para os derivados N-sulfonil, que apresentam anel aromatico
monosubstituidos (9, 10, 11, 12, 13 e 14), observa-se que quanto mais
eletronegativo o substituinte, maior & a atividade destes derivados,
porém, esse aumento nao chega a torna-los mais ativos que a
artemisinina.

Em relacao aos compostos N-sulfonil, cujo anel € disubstituido (15

e 16), apenas o derivado 15 que possui dois substituintes eletronegativos
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(Cl e NO2) mostrou atividade em torno de 11 vezes maior que o composto
16.

Sobre os analogos 12 e 13, cuja unica diferenca estrutural esta na
posicao do grupo Nitro ligado ao anel, a mudanca na posicdo do grupo
nao repercutiu significativamente na atividade antimalarica.

Outra analise interessante relacionada a estrutura-atividade
ocorre entre os derivados 4 e 12. Ambos, tém o grupo Nitro como
substituinte no anel aromatico e na mesma posicao. No entanto, observa-
se uma atividade biolégica para 4 (N-carbonil) cerca de 23 vezes maior
que em 12 (N-sulfonil).

Os derivados 1 e 8 possuem o mesmo numero de carbonos em suas
cadeias, contudo nota-se que o composto 1, um N-carbonil, &€ 4 vezes
mais ativo que o derivado 8, um N-sulfonil.

Na comparacao, os derivados N-carbonil-11-azaartemisinina sao
bem mais ativos biologicamente que os derivados N-sulfonil, indicado
uma possivel contribuicao da carbonila dos derivados N-carbonil para a

atividade antimalarica.

5.2 Geometrias Otimizadas

A tabela 2 mostra os parametros geométricos otimizados
(comprimento de ligacao, angulo de ligacao e angulo de torsao) e seus
respectivos desvios padroes calculados para artemisinina através do
método DFT/B3LYP utilizando os dois conjuntos de bases (6-31G e 6-
31G") considerados na pesquisa.

Segundo Hehre et al. (1976), modelos quanticos que geram
diferencas entre valores experimentais e teoricos da ordem de 10-! para
o comprimento de ligacao e 1° para angulo de ligacao e de torcao estimam
bons resultados.

Ao analisar os valores de desvio padrao para os comprimentos de
ligacao de ambos os conjuntos de bases calculados, observa-se que todos

se encontram abaixo da ordem de 10-1.
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Quanto aos desvios relacionados aos angulos de ligacao, todos os
valores foram encontrados abaixo de 1°, exceto em duas ocasidoes. A
primeira delas envolve o angulo O; — Cg - O3, cujos desvios padrao foram
de 1,887° ao utilizar conjunto de base 6-31G" e um valor menor de 1,138°
com conjunto de base 6-31G. A segunda excecao se refere ao angulo O3
— Co - Ci0 que apresentou desvio padrdao maior que 1° apenas com o
conjunto de base 6-31G*.

Em relacdo aos angulos de torcao, destaca-se no geral desvios
padrao bem acima de 1° calculados com o conjunto de base 6-31G*, por
exemplo, na analise do angulo de tor¢cao O; - Cg - O3 — Co, percebe-se um
desvio de -3,108° em comparacao a -1.014° com conjunto de base 6-31G.
O angulo de torcao Cs - O3z — Co9 - Ci0o também mostrou significativa
diferenca quanto aos resultados de desvio padrao, com 6-31G*, o valor
foi de 2,039, ja com o conjunto de base 6-31G o valor calculado de 0,952

ficou abaixo de 1°.
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Tabela 2: Parametros geomeétricos tedricos e experimentais da

artemisinina
Parametros B3LYP/6-31G  B3LYP/6-31G* Experimentalb Ac Ad
Geomeétricos2

Comprimento de

Ligacao (A)
Cio - O 1,499 1,455 1,461 0,038 -0,006
0, - 0, 1,524 1,460 1,469 0,055 -0,009
0O:,-Cs 1,452 1,414 1,416 0,036 -0,004
Cs - O3 1,473 1,441 1,445 0,028 -0,004
03 - Co 1,425 1,396 1,379 0,046 0,017
Co- Cio 1,538 1,539 1,523 0,015 0,016
Cio—Cs 1,553 1,555 1,534 0,019 0,021
Cs—Cse 1,552 1,548 1,527 0,025 0,021
Ce— Cr 1,544 1,540 1,520 0,024 0,020
C7;-Cs 1,544 1,547 1,510 0,034 0,037
Angulo de Ligacao
(grau)
Cio- 02 - Oy 111,407 111,609 111,200 0,207 0,409
02 -0;-Cs 107,304 108,261 108,100 -0,796 0,161
0, -Cg- 03 107,738 108,487 106,600 1,138 1,887
Cs-03-Co 114,996 114,069 114,200 0,796 -0,131
03— Co - Cio 113,641 113,264 114,500 -0,859 -1,236
Cy.Cio- Oz 111,751 111,323 111,700 0,051 -0,377
Angulo de Torséo
(grau)
Cio-02-0;-Cg 46,883 47,915 47,800 -0,917 0,093
O, - 0; - Cs - O3 -73,464 -73,450 75,500 2,036 1,550
0O;-Cs-03-Co 34,986 32,892 36,000 -1,014 -3,108
Cs - 03-Co - Cio 26,252 27,351 25,300 0,952 2,039
O3 -Co - Cio - O -51,202 -51,180 -51,300 0,098 0,120
Co-Ciwp-02-01 12,765 11,671 12,700 0,065 -1,032

aOs atomos sao numerados de acordo com a figura 2.
b Lisgarten et al. 1999.

¢ Valores tedricos menos experimentais 6-31G.

d Valores teoricos menos experimentais 6-31G".

Diante da analise destes resultados optou-se pelo conjunto de base
6-31G, pois apresentou resultados bem melhores, principalmente,
quanto aos valores de angulos de ligacao e angulo de torcao, somado aos
desvios abaixo da ordem de 10-! para todos os comprimentos de ligacao
analisados. Além disso, um importante fator foi considerado nessa

escolha, o custo computacional, pois os calculos realizados utilizando o
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conjunto de base 6-31G, ao mesmo tempo que produziram resultados
satisfatorios, demandaram um esforco computacional bem menor
comparado ao 6-31G*.

Pode-se observar, que importantes parametros como o
comprimento de ligacao d(Oz2 — O1) e o angulo de torcao Cio - O2 - O1 — Cs
cujos os respectivos valores foram 1,524 A e 46,883°, encontram-se
préximos aos valores experimentais de 1,469 A e 47,800° calculados por
Lisgarten et al. (1999).

Para os dezenove derivados N-11-azaartemisinina do conjunto de
treinamento, os comprimentos de ligacdo d(O: — Oz) variam de 1,519 a
1,524 A e os angulos de torcao Cio - Oz - O1 — Cg entre 44,800° e 47,600".
Esses parametros encontram proximidade com os valores observados
para a artemisinina, constatacao corroborada pelo trabalho de Haynes e
colaboradores (2007), que apods sintetizarem e determinarem a estrutura
cristalografica do N-metilsulfonil-11-azaartemisinina perceberam um
valor de 1,471 A para o comprimento da ligacdo peréxido d(O2 — O1)
comparado a 1,469 A da artemisinina.

Haynes e colaboradores (2007) também evidenciaram uma
mudanca notavel em relacdo a conformacdo do anel lactama do N-
metilsulfonil-11-azaartemisinina, que foi descrito com uma conformacao
de barco torcido, em contraste ao anel lactona da artemisinina, que se
aproxima de uma conformacao de meia cadeira, na qual o grupo
carbonila € girado no plano de seus vizinhos de anel. Todos os dezenove
derivados  N-1I-azaartemisininina do conjunto de treinamento
investigados também apresentaram a conformacao barco torcido para o

anel lactama.

5.3 Mapas de MEP

O estudo do mapa de MEP foi utilizado como ferramenta para
investigar as caracteristicas estruturais chaves da artemisinina e dos 19
derivados 11-azaartemisinina antimalaricos, explorando com maiores

detalhes os efeitos eletronicos (indutivo e conjugativo) relacionados as
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distintas distribuicoes de cargas nas moléculas, influenciada pela adicao
dos diferentes grupos substituintes. Em adicao, o estudo de mapa de MEP
possibilitou a identificacao de regides mais sensiveis aos ataques
eletrofilicos e/ou nucleofilicos na interacao bioldgica dos derivados com

o HEME.

Na figura 8 sao mostrados as formulas estruturais planas e os
respectivos mapas de MEP da artemisinina e da I1I-azaartemisinina.
Percebe-se que o mapa de MEP da artemisinina apresentou potencial
eletrostatico negativo (cor vermelha) em torno dos oxigénios, com
destaque aos que formam o anel 1,2,3-trioxano (O1, O2 e Ogz). Tal
observacao € explicada pela presenca de pares de elétrons isolados nestes
atomos, ocorrendo uma concentracao de densidade eletronica nestas
regioes. Também, observa-se a presenca de superficie de contorno
relacionadas a potenciais positivos (cor azul), cujos maiores valores se

encontram em torno de 99,15 Kcal/mol.

Figura 8: Estruturas 2D e mapas de MEP da artemisinina e 11-

azaartemisinina.

99,15
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Fonte: Autor

A substituicdo do atomo O4 da artemisinina pelo nitrogénio (N)
produz o derivado 11-azaartemisinina. Os dois compostos apresentam
mesma atividade antimalarica contra a cepa K1 de P. falciparum (TOROK
et al., 1995). Ao comparar os resultados dos mapas de MEP dos dois
antimalaricos, constata-se algumas semelhancas. O derivado 11-
azaartemisinina mostra um pequeno aumento tanto nos valores de
potencial mais negativo (- 130,52 Kcal/mol) quanto de potencial positivo
(120,48 Kcal/mol) em relacdo a artemisinina. E, apesar dessa
semelhanca quanto a superficie de contornos com potencial negativo em
torno do anel 1,2,3 - trioxano, a distribuicao de densidade de carga,
especificamente, na ligacao peroxido apresentou sutis diferencas nos
compostos de treinamento, possivelmente provocadas pelos diferentes
substituintes utilizados.

A figura 9 mostra os resultados dos mapas de MEP das 19 N-11-
azaartemisininas do conjunto de treinamento. Nota-se que os potenciais
negativos variam de — 130,52 a - 114,21 Kcal/mol e os potenciais
positivos entre 98,52 e 146,72 Kcal/mol.

Como mencionado anteriormente, as proposicoes sobre o
mecanismo de acao da artemisinina e seus derivados, consideram a
ligacao peroxido (grupo farmacoforo) como regiao de inicial interacao
destes compostos com o Fe2*-HEME (Posner et al.,, 1995; Jefford et al.,
1996; Haynes et al.,, 2013). Os mapas de MEP dos derivados N-11-
azaartemisina mostram a regido do grupo endoperoxido com maior
densidade eletronica, o que torna possivel uma interacao com o ion Fe?*,
regiao de maior densidade de carga positiva do HEME. Portanto, os
mapas de MEP fornecem importantes informacoes qualitativas sobre
caracteristicas estruturais chave da artemisinina e dos derivados do
conjunto de treinamento estudados que possam explicar suas atividades

antimalaricas.
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Figura 9: Mapas de MEP (valores Kcal/ mol) dos derivados do conjunto
de treinamento.
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Deve-se destacar importante diferenca observada nos mapas de
MEP dos trés compostos mais ativos (4, 5 e 6) do conjunto de treinamento.
Para esses compostos a superficie de contorno com o potencial mais
negativo esta localizada no entorno do atomo O> da ligacéo perdxido, ao
contrario da artemisinina, que possui superficie de contorno relacionada
a potencial eletrostatico mais negativo ao redor do atomo O: do
endoperoxido.

Um fator essencial para explicar as distincoes na distribuicao de
carga nas moléculas pode estar relacionado aos efeitos eletronicos
provocados pelos diferentes substituintes utilizados. Os dois principais
efeitos eletronicos a considerar sao: o efeito indutivo, que se refere a
migracao eletronica ao longo da ligacao simples, em razao da
eletronegatividade; e o efeito conjugativo, relacionado a deslocalizacao de
eléetrons m e que se manifesta em compostos com ligacoes duplas
conjugadas. Esses efeitos eletronicos produzidos pelos diferentes
substituintes podem ser analisados qualitativamente através dos mapas
MEP correlacionando com as atividades antimalaricas dos derivados de
treinamento.

De modo geral, as N-sulfonil-azaartemisinina (7-19) apresentaram
estabilidade térmica bem maior comparada a artemisinina, esse diferente
comportamento pode ser explicado pela alta sensibilidade da ponte
peroxido ao efeito indutivo negativo (I-) provocado por substituintes que
retiram elétrons, o que faz aumentar a energia de dissociacao homolitica
dessa ponte (BORCH, 1968, LIU et al., 1979).

Os grupos N-carbonil e N-sulfonil sdo considerados bioisosteros,
grupos com localizacdo semelhante de regidoes de densidade eletronica
elevada ou baixa em moléculas de tamanho e formato semelhantes. Esses
dois grupos exercem no anel artemisininico efeito indutivo negativo (I,
ou seja, atraem elétrons fortemente e promovem um efeito conjugativo
(ressonancia) negativo (- R), diminuindo a densidade eletronica no
sistema conjugado (KOROLKOVAS, 1977). Percebe-se que a substituicao
em R por grupos que exercem efeito indutivo negativo (I) e efeito

conjugativo positivo (+ R), ou seja, grupos que atraem elétrons e que
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aumentam a densidade eletronica no sistema conjugado, eleva a
atividade antimalarica. Constata-se esse fato tanto nos compostos N-
carbonil (4, 5 e 6, os mais ativos do conjunto) quanto nos derivados N-

sulfonil (9, 10, 12 e 13).

5.4 Molecular Docking

Estudos de SAR que consideram somente a semelhanca estrutural
entre os compostos tém seus resultados comprometidos, pois ndao levam
em conta relevantes aspectos estereoquimicos, como tamanho, forma,
conformacboes e orientacdoes espaciais dos grupos farmacoéforos dos
ligantes (BARREIRO; FRAGA, 2014).

O estudo de molecular docking foi empregado para o conjunto de
treinamento e envolveu a simulacao da complexacao dos ligantes com o
receptor HEME. Os resultados confirmaram a proposicao dos
mecanismos aceitos e ja descritos neste trabalho, que indicam o inicio da
interacao a partir da ponte peréxido dos derivados e o ion Fe2* do receptor
HEME (POSNER et al..,1995; JEFFORD et al.,, 1996; HAYNES et al.,
2013).

A tabela 3 mostra os resultados obtidos nos estudos de moleculares
dockings dos 19 derivados do conjunto de treinamento. De acordo com a
tabela 3, as distancias do Fe?* a O; d(Fe-O1) e Fe?* a Oz d(Fe-Oy)
encontram-se entre 2,50 e 3,81 A, 2,31 e 2,75 A, respectivamente para
os complexos N-11-azaartemisinina e HEME, d(Fe-O2) € sempre menor
que d(Fe-O1) e a diferenca (A) entre d(Fe-O2) e d(Fe-O1) para os derivados
mais ativos, em geral, € maior comparada aos derivados menos ativos. Os
valores das energias de interacao calculadas variam entre -6,85 e -4,71

Kcal/mol.
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Tabela 3: Valores de d(Fe-Oi), d(Fe-O2), A e energia de interacao do
complexo ligante-HEME para o conjunto de treinamento

compordpe gz, IE
1 3,797 2,675 1,05 4,90
2 3,663 2,592 1,07 4,79
3 3,832 2,674 1,16 4,71
4 3,007 2,392 0,62 -6,17
S 3,121 2,370 0,75 -5,52
6 3,161 2,380 0,78 -5,80
7 3,714 2,619 1,10 -5,09
8 3,823 2,609 1,21 -5,96
9 2,630 2,407 0,22 -6,51
10 2,680 2,317 0,36 -6,99
11 2,507 2,371 0,14 -6,85
12 2,585 2,365 0,22 -6,63
13 2,937 2,247 0,69 -6,20
14 3,074 2,371 0,70 -5,41
15 2,613 2,423 0,19 -5,04
16 2,566 2,445 0,12 -6,49
17 2,610 2,442 0,17 -5,04
18 2,560 2,371 0,19 -5,83
19 2,860 2,331 0,53 -6,85

aValores em Kcal.mol-!
bValores em A°
cA=1]d (Fe-Oi1) —d (Fe-Oy) |

Na figura 10 sdo representadas as complexacoes de 3 derivados

ativos e 3 derivados menos ativos com o HEME.
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Figura 10: Molecular docking entre os 3 derivados N-11-azaartemisinina
mais potentes (1, 5 e 6) e 3 menos potentes (15, 16 € 17) com o HEME
do conjunto de treinamento.

15 16 17

Fonte: Autor

Pela figura 10 percebe-se, nitidamente, a distincao na orientacao
espacial da ponte peréxido no momento da aproximacao para formacao
do complexo. Os compostos mais ativos (1, 5 e 6) fizeram a aproximacao
pelo atomo O> do endoperdéxido, enquanto os menos ativos (15, 16 e 17)
formaram o complexo se aproximando de modo quase equidistante em

relacao aos atomos O; e Oz da ponte peroxido.
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5.5 PCA

As duas classes de compostos (mais/menos ativos) melhor
separadas foram obtidas quando houve a combinacao das seguintes
propriedades: eLumo+1 (one level above the lowest unoccupied molecular
orbital), area superficial total (T'SA) e a distancia entre os atomos de
carbono 6 e carbono 5, d(Cs - Cs). Selecionou-se esses descritores
moleculares depois do processo de analise exploratoria dos dados. A
tabela 4 mostra os descritores escolhidos com seus valores para todos os

compostos do conjunto treinamento.

Tabela 4: Matriz de descritores selecionados no PCA do conjunto

treinamento com seus respectivos valores

COMPOSTOS ELUMO+1° d(Cs-Cs)p TSAe ICsord
1 19,1516 1,5500 526,0700 0,90
2 20,4380 1,5508 529,2100 0,45
3 20,4380 1,5512 610,1400 0,45
4 39,0123 1,5511 604,4000 1,50
5 49,5168 1,5511 602,9300 1,50
6 30,8986 1,5505 618,3800 2,25
7 23,1802 1,5511 513,3200 0,28
8 22,5715 1,5508 541,6200 0,24
9 32,4547 1,5532 585,3000 0,11
10 36,7532 1,5530 605,2300 0,05
11 27,5539 1,5531 608,2100 0,02
12 56,0992 1,5531 613,5100 0,10
13 55,1330 1,5533 592,8800 0,09
14 48,9457 1,5527 611,0300 0,02
15 60,2159 1,5533 630,9300 0,24
16 23,5504 1,5533 663,4500 0,02
17 48,8579 1,5531 649,0900 0,07
18 35,0877 1,5533 687,0300 0,02
19 46,2600 1,5532 599,2600 0,02

a Valores em Kcal/mol

b Valores em A

¢ Valores em A2

d ICs0 da artemisinina/ICso do derivado, onde ICso corresponde a
50% da concentracdo inibitéria, onde ICsor = 0,24 correspondem aos
derivados mais ativos e ICsor < 0,24 correspondem aos derivados menos

ativos.
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A analise desta tabela mostra que, de modo geral, os derivados
mais ativos apresentam valores mais baixos para erumo+1 € menores
valores para d(Cs - Cs) e TSA comparado aos menos ativos (ICso < 0,24).

As figuras 11 e 12 mostram os graficos de scores e loadings gerados
pela PCA separando os derivados do conjunto treinamento em dois

grupos distintos: mais ativos e menos ativos.

Figura 11: Grafico dos scores para os compostos de 1 a 19 usando os
descritores erumo+1, d(Cs- Cs) e TSA. A esquerda, compostos mais potentes
(1-8), a direita compostos menos potentes (9-19).
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Figura 12: Grafico dos loadings utilizados na PCA.
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Na figura 11 as componentes principais PC1 e PC2 explicaram 89%
da informacao total. O grafico de scores mostra que PC1 é responsavel
pela separacao dos compostos do conjunto treinamento deslocando os
compostos mais ativos (1-8) para o lado esquerdo e os menos ativos (9-
19) para o lado direito da figura.

O grafico dos loadings (figura 12) mostra a erumo+; deslocando os
derivados mais ativos para o lado esquerdo da figura e d(Cs—Cs) e TSA
deslocando os compostos menos ativos para o lado direito dessa figura.

Na tabela 5 € mostrada a matriz de pesos para os descritores
selecionados. De acordo com essa tabela, &€ possivel classificar os
derivados em mais ou menos ativos por meio da equacao 6. Compostos
classificados como mais ativos resultam da combinacao de valores mais

baixos para erumo+: € menores valores para d(Ces-Cs) e TSA.

PC1 = 0,543 eLumo+1 + 0,614 d(Cs - C5) + 0,573 TSA (6)
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Tabela 5: Pesos de cada descritor selecionado para PC1, PC2 e PC3

Variavel PC1 PC2 PC3
ELUMO+1 0.543 -0.785 -0.298
d(Cs - Cs) 0.614 0.129 0.779
TSA 0.573 0.606 -0.552
VARIANCIA 70% 19% 11%

5.6 HCA
A figura 13 mostra o dendograma obtido com o HCA para os

compostos do conjunto de treinamento. O meétodo utilizado foi o

incremental e a distancia Euclidiana.

Figura 13: Dendograma para os derivados do conjunto de treinamento

(1-19).
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Fonte: Autor

Segundo o dendograma, os compostos foram distribuidos em dois
grupos principais. O grupo da esquerda, corresponde aos mais ativos (1-

8) do conjunto de treinamento, € dividido em dois subgrupos: A e B. O
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subgrupo A constitui-se de derivados N-carbonil e N-sulfonil com
substituintes alquilicos de um a trés carbonos na posicdo R. O aumento
do nuimero de carbonos na cadeia produziu uma diminuicao na atividade
biologica. Na classe dos mais ativos (ICso =2 0,24) esses compostos nao se
encontram entre os mais eficientes contra a malaria e apresentam
menores areas superficiais e distancias entre Cs e Cs e valores mais
baixos para erumo+1. O subgrupo B é formado pelos derivados com maiores
valores de ICso da classe dos mais ativos. Estruturalmente, todos
possuem como substituintes em R um anel aromatico (4,5 e 6), exceto o
derivado 3, que apresenta uma cadeia alquilica com S carbonos, sendo a
maior cadeia alifatica de todo o conjunto de treinamento. Os compostos
4 e 5 sao N-carbonil cuja unica diferenca entre eles esta na posicao do
grupo nitro ligado ao anel aromatico em R. No grupo dos mais ativos
mostram os maiores valores de area superficial total, porém, no geral,
nao se comparam aos valores bem maiores de TSA na classe dos menos
ativos.

O grupo dos menos ativos contém 2 subgrupos: C e D. Todos os
derivados do subgrupo C (9,10 e 11) sao N-sulfonil que tém em R anel
aromatico monosubstituido na posicao 4, diferenciando-se apenas nos
substituintes utilizados, Fluor (F), Cloro (Cl) e metil (Me),
respectivamente. Na comparacao com um dos compostos mais ativos (4)
que € um N-carbonil com mesma substituicdo em R por anel aromatico
monosubstituido na posicao 4, porém com um diferente substituinte
(nitro), percebe-se um grande aumento na atividade biologica,
confirmando como ja discutido no trabalho que os N-carbonil apresentam
melhores resultados como antimalaricos e sugestionando que a presenca
do grupo nitro também contribui para esse melhor desempenho. Todos
sao derivados que apresentam as maiores areas superficiais totais do
conjunto treinamento.

No subgrupo D, representado por substancias com menor poténcia
biologica, observa-se que todos sao derivados N-sulfonil com mono (12,
13 e 14), disubstituicao (15 e 16) no anel aromatico, dois anéis isolados

(18) e o 5-Cloro-thienil (19) em R. Comparando o ICso dos compostos 12
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(0,10) e 13 (0,09) que distinguem-se apenas pela posicao do grupo nitro
no anel aromatico, nota-se uma boa relacao entre eles de 1,1. No entanto,
esse valores de ICso sao muito menores quando comparados ao derivado
4 (grupo mais ativo), que possui o mesmo substituinte em 12, porém é
um N-carbonil. Esses compostos mostram os mais altos valores para
eLumo+1 € os maiores valores para d(Cs - Cs) do conjunto de treinamento.
Os resultados observados neste subgrupo apontam que para o desenho
de derivados N-sulfonil mais ativos contra o P. falciparum o caminho seja
a escolha de substituintes em R com cadeias alifaticas ao invés de

cadeias ciclicas ou aromaticas.

5.7 KNN

Para uma validacao inicial, utilizou-se o método KNN com as
mesmas variaveis (eLumo+1, d(Cs-Cs) e TSA) que pelo PCA e HCA separaram
os derivados N-11-azaartemisina do conjunto de treinamento em dois
grupos: mais ativos e menos ativos contra o Plasmodium falciparum.

Na tabela 6 sao mostrados os resultados da classificacdo com o
meétodo KNN. As informacoes corretas foram de 100% para 1 KNN, 2 KNN,
3 KNN e 4 KNN, ou seja, todos os derivados foram classificados
corretamente dentro das classes previstas, indicando que os modelos (1
KNN, 2 KNN, 3 KNN e 4 KNN) construidos a partir dos descritores
selecionados oferecem boa capacidade preditiva. Para escolha do modelo
KNN, optou-se por seguir a proposicao de Ferreira (2015) que considera
valores razoaveis para K entre 3 e 5. Neste trabalho de acordo com essa

proposicao, construiu-se o modelo com 4 vizinhos mais préoximos.
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Tabela 6: Classificacao do conjunto de treinamento com o método

KNN
Compostos Classificados Incorretamente
Categoria Numerode NN oRNN  3KNN  4KNN
Compostos
Mais Ativos 08 0 0 0 0
Menos ativos 11 0 0 0 0
Total 19 0 0 0 0
% Informagao 100 100 100 100
Correta
5.8 SIMCA

Aplicou-se o SIMCA aos derivados do conjunto treinamento
estudado, utilizando-se os mesmos descritores selecionados em PCA,
HCA e KNN e 3 PCs na construcao das duas classes: mais ativos (1- 8) e
menos ativos (9 -19).

A tabela 7 mostra a matrix de classificacao obtida pelo método
SIMCA. Nesta tabela a porcentagem de informacao foi também 100%.
Além disso, o modelo SIMCA mostra um bom poder discriminante, ou

seja, altas distancias e altos residuos entre as classes.

Tabela 7. Matriz de classificacao obtida com método SIMCA

NUMEROS DE CLASSIFICACAO
CATEGORIA
COMPOSTOS SIMCA
MAIS ATIVOS 08 08
MENOS ATIVOS 11 11
TOTAL 19 19
% INFORMACAO CORRETA 100

Ainda ha a possibilidade de se analisar os arranjos gerados pela

SIMCA em um grafico 3D como mostrado na figura 14. Percebe-se
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nitidamente a discriminacdo das classes em dois grupos: mais ativos e

menos ativos.

Figura 14: Grafico 3D dos scores em PC1xPC2xPC3 obtido pelo SIMCA

Menos ativos

Mais ativos S

Fonte: Autor
5.9 SDA
Neste trabalho, a aplicacao da técnica SDA permitiu a obtencao de
funcoes discriminantes para os grupos dos compostos mais ativos e

menos ativos, respectivamente expressos pelas equacoes 7 e 8:

GRUPO MAIS ATIVO = - 0,063 erumo+1 - 19,401 d(Cs - Cs) + 0,749 TSA -
10,519 (7)

GRUPO MENOS ATIVO = 0,046 erumo+: + 14,110 d(Cs - C5) - 0,545 TSA —
5,564 (8)

De posse das func¢oes discriminantes e dos valores de cada variavel
dos derivados, foi obtida uma matriz de classificacdo usando todos os

compostos do conjunto de treinamento.
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Na tabela 8 é mostrada a matriz de classificacdo dos derivados
estudados. A tabela mostra porcentagem de acerto de classificacao igual
a 100%, que significa uma o6tima separacdo dos compostos mais ativos e

menos ativos.

Tabela 8: Matriz de classificacao dos compostos do conjunto

treinamento com SDA

NUMEROS DE CLASSIFICACAO CORRETA
CATEGORIA
COMPOSTOS MAIS ATIVOS MENOS ATIVOS
MAIS ATIVOS 08 08 0
MENOS ATIVOS 11 0 11
TOTAL 19 08 11
% INFORMACAO CORRETA 100 100

A fim de determinar a confiabilidade do modelo gerado pela SDA,
foi utilizado um teste de validacao cruzada, a técnica “leave-one-out”, que
consiste em deixar um derivado do conjunto de fora. As funcodes de
discriminacdo sao construidas com os derivados restante. Depois, o
composto omitido € classificado com as func¢oes produzidas, repetindo
esse teste até o ultimo derivado ser omitido.

A tabela 9 apresenta os resultados do teste de validacao cruzada.
Nota-se que as predicoes foram 100% corretas, indicando a validade das
funcoes discriminantes geradas pelo modelo. Do modelo SDA, uma regra
de alocacao foi estabelecida quando novos derivados N-11-
azaartemisinina com atividade antimalarica forem investigados: (a)
calcular, inicialmente, para o novo derivado, o valor dos descritores mais
importantes obtidos na construcao do modelo, (b) considerar os valores
auto escalados desses descritores moleculares nas funcoes
discriminantes obtidas nesse trabalho, e (c) verificar qual funcao
discriminante apresentam o valor mais alto. A nova N-11-
azaartemisinina é mais ativa se estiver relacionada as funcoes

discriminantes do grupo mais ativo e vice-versa.
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Tabela 9: Matriz de classificacao utilizando SDA com Cross-

Validation
NUMEROS DE CLASSIFICAQAO CORRETA
CATEGORIA
COMPOSTOS MAIS ATIVOS MENOS ATIVOS
MAIS ATIVOS 08 08 0
MENOS ATIVOS 11 0 11
TOTAL 19 08 11
% INFORMAC,AO CORRETA 100 100

Baseado nessa compreensao, pretende-se agora discutir alguns
pontos relevantes sobre cada uma dessas variaveis e suas relacoes com
o grupo dos derivados mais ativos.

Como mencionado anteriormente, eLumo+:indica a energia do orbital
molecular localizado um nivel acima do orbital mais baixo desocupado.
Em uma interacao ligante-receptor passa a ser uma importante
propriedade, pois aborda informacoes valiosas sobre aspectos eletronicos
envolvidos na interacdo das N-11-azartemisininas e o bioreceptor HEME.

Ao se considerar os possiveis mecanismos de acao dos derivados
artemisininicos estudados, que apontam para uma inicial interacao entre
a ligacao peroxido das N-11-azartemisininas e o Fe2*-HEME, por meio de
uma transferéncia de elétrons do Fe-HEME para o grupo endoperoxido
dos derivados, permite-se propor que essa interacao possa envolver o
orbital HOMO do Fe?*-HEME e o orbital LUMO+1 dos derivados
investigados. Uma explicacao para esta interacdo pode decorrer da
possibilidade de em algum momento, em consequéncia do meio biologico,
a erLumo+1 tornar-se menor que a energia do grumo. Na tabela 4 pode ser
observado que, em geral, as N-1l-azaartemisininas mais ativas
apresentam valores de e&rumo+: menores que aqueles das N-11-
azartemisininas menos ativas. Este € um indicativo de que os derivados
mais ativos tém uma grande probabilidade de interagir com o HEME
através de um mecanismo de transferéncia de carga.

O comprimento de ligacdo, por ser um parametro geométrico, tem

relacao direta com as cargas e disponibilidade estérea dos atomos
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envolvidos na ligacao (TODESCHINI et al., 2000). Neste estudo foram
encontrados menores valores para o comprimento de ligacao entre os
atomos Ce e Cs nos derivados mais ativos do conjunto treinamento.
Devido esse comprimento de ligacao fazer parte do anel artemisininico, €
possivel considerar que o encurtamento de d(Cs-Cs) provocou alteracao
em todo o anel, inclusive na ligacao peroxido d(0O2-0O1), principal regido de
interacao das N-11-azaartemisininas com o receptor HEME. De acordo
com a tabela 4, as N-11-azaartemisininas mais ativas apresentam valores
d(Cs-Cs) mais baixos. Isto pode ser visto, em geral, como uma indicacao
da importancia das propriedades estéricas dos derivados mais ativos em
seu possivel mecanismo de acao.

O descritor molecular area superficial total (T'SA) acessivel por
solvente de uma molécula foi calculado através do método descrito por
Bodor et al., (1989). Este método € mais preciso e leva em consideracao
os raios atomicos de Gavezzotti (1983). Os compostos mais potentes do
conjunto treinamento mostraram menores areas superficiais e com
numero maior de regides hidrofilicas, fatores que podem influenciar
diretamente na atividade observada para esses compostos,
principalmente, devido a enorme complexidade dos sistemas biologicos e
os varios fendmenos que ocorrem desde a introducao destes derivados no
organismo até sua interacao com o HEME (KOROLKOVAS, 1977) Como
identificado na tabela 4, as moléculas N-11-azaartemisininas reportadas
como mais ativas exibem mais baixos valores de TSA. Esta € uma
indicacdo que em processos envolvendo os compostos N-11-
azaartemisinina e o HEME, as interacoes hidrofilicas podem ser
importantes no mecanismo de acao desses derivados.

Fundamentado nos resultados gerados pelos estudos dos mapas
de MEP, molecular docking, métodos PR e utilizando a intuicdo quimica,
foi possivel propor dezesseis novas N-11-azartemisininas (conjunto de
predicao) potencialmente ativas contra o P. falciparum. Na tabela 10 é
mostrada as dezesseis novas N-1I1-azaartemisininas do conjunto de

predicao.
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Tabela 10: Estrutura das dezesseis novas N-11-azaartemisininas

propostas do conjunto predicao

Compostos R
20 4>-HOCCeH4NH—
21 4’-NCCeH4sNH—
22 4’-F3CCeHsNH—
23 4’-HOOCCeH4NH—
24 4’-HOCCesHs—
25 4’-HoNOCCeHs—
26 4’-HOOCCeH4—
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Tabela 10: Estrutura das dezesseis novas N-11-
azaartemisininas propostas do conjunto predicao.

(continuacao)
Compostos R

27 3-HOCCgHs—
28 a-O2NCi1oHe—
29 a-HOCCioHe—
30 a-HOCCioHe—
31 HOCCHCHCH2>—
32 HOCCHCH—
33 HOCNHCHCH—
34 CH3COOCHCH—
35 HOCCHCHNH—

A tabela 11 mostra a aplicacao dos modelos PCA, HCA, KNN, SIMCA
e SDA ao conjunto de predicao. Nesta tabela os novos compostos 20 - 26
e 31 - 35 foram classificados como mais ativos por todos os modelos. Os
compostos 27 e 30 foram classificados como menos ativos por todos os
modelos e os derivados 28 e 29 foram classificados como mais ativos pelo
modelo KNN e menos ativos pelos modelos PCA, HCA e SDA, nao sendo
possivel uma classificacao pelo modelo SIMCA. Podemos inferir que os
resultados da aplicacao dos modelos PR ao conjunto de predicao
evidenciam doze novas moléculas (20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 31, 32,
33, 34 e 35) como os mais promissores para futuras sinteses e ensaios

biologicos, que poderao validar a metodologia proposta nesta pesquisa
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para o desenho dessas novas N-11-azartemisininas com atividade contra

P. falciparum.

Tabela 11: Resultados da aplicacao dos modelos PR ao conjunto de

predicao
Compost KNN
0s PCA HCA SIMCA SDA
20 + + + + +
21 + + + + +
22 + + + + +
23 + + + + +
24 + + + + +
25 + + + + +
26 + + + + +
27 - - - - -
28 - - + 0 -
29 - - + 0 -
30 - - - - -
31 + + + + +
32 + + + + +
33 + + + + +
34 + + + + +
35 + + + + +

* (+) derivados N-11-azartemisininas ativos

* (-) derivados N-11-azartemisininas inativos

A figura 15 mostra os mapas de MEP dos doze compostos

classificados como ativos pelos modelos PR.
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Figura 15: Mapas de MEP das doze N-1l-azaartemisininas mais
promissoras de acordo os modelos PR.
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Fonte: Autor

Nota-se que os mapas de MEP desses compostos apresentam as
mesmas caracteristicas chave necessarias, reportadas no conjunto de
treinamento. Semelhante ao visto nos derivados mais ativos do conjunto
treinamento, as doze novas N-11l-azartemisininas mostram maior

densidade eletronica na regiao do anel 1,2,3-trioxano e possuem
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substituintes em R que produzem efeito indutivos negativo (I) e efeito
conjugativo positivo (+R), pois como discutido para o conjunto
treinamento, esses efeitos provocam uma distribuicao mais uniforme das
cargas nas moléculas, que segundo esse estudo esta ligada a maior
atividade antimalarica das N-11-azaartemisininas investigadas.

Na figura 16 € mostrada a interacao ligante-receptor das doze
novas N-11-azartemisininas ativas (conjunto de predicao).

Figura 16: Interacdo das doze novas N-1l-azaartemisininas mais

promissoras com o HEME.
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Como pode ser visto as novas moléculas interagem com o HEME
de maneira semelhante as moléculas mais ativas do conjunto de
treinamento, ocorrendo uma interacdo entre a ponte peroxido (O2 — O)
dos novos derivados e o Fe2*-HEME a partir de uma aproximacao pelo
atomo Oo.

A tabela 12 mostra os resultados obtidos nos estudos de molecular
docking das doze N-11-azaartemisininas mais promissoras do conjunto
de predicdo. Nesta tabela pode ser evidenciado d(Fe-Oi) apresentam
valores maiores quando comparadas d(Fe-O») e situam-se nos intervalos
2,544 - 3,670 A e 2,319 — 2,737 A. Além disso, exibem mesmo
comportamento do conjunto de treinamento. Os valores para energia de

interacao situam-se entre -7,45 e -5,39 kcal.mol!.

Tabela 12: Valores de d(Fe-0O,), d(Fe-O2), A e energia de interacao
do complexo ligante-Heme para as N-11-azaartemisininas mais

promissores do conjunto de predicao

Composto  d(Fe-O;p d(Fe-Ozp AP iiﬁ:;ii;,c
20 3,105 2,336 0,77 7,14
21 2,910 2,319 0,60 7,45
22 3,164 2,359 0,80 -7,08
23 3,113 2,397 0,71 -6,57
24 2,984 2,351 0,63 -5,45
25 2,544 2,737 1,07 7,21
26 2,890 2,387 0,50 -6,14
31 3,139 2,389 0,75 -5,92
32 3,600 2,511 1,09 -5,77
33 3,635 2,524 1,11 -5,39
34 3,483 2,458 1,03 -5,83
35 3.670 2,540 1,13 -6,42

aValores em A
bA=|d (Fe-O1) — d (Fe-O2) |
¢ Valores em Kcal.mol-!

57




Jeferson Stiver Oliveira de Castro e outros

A tabela 13 mostra os descritores moleculares para as doze N-11-
azaartemisininas mais promissores do conjunto de predicdo. Nessa
tabela pode ser pontuado que para planejar novas moléculas mais
promissoras deve-se combinar valores mais baixos para erumo+: €

menores valores para d(Ces-Cs) e TSA.

Tabela 13: Descritores moleculares das N-11-azartemisininas mais

promissoras do conjunto de predicao com seus respectivos valores

COMPOSTOS ELUMO+1 d(Cs-Cs)> TSAe
20 27,2213 1,5508 614,5000
21 28,9972 1,5505 615,6100
22 28,1564 1,5505 626,4700
23 26,5186 1,5506 627,4100
24 26,9829 1,5512 601,4100
25 25,4455 1,5514 618,2600
26 25,5647 1,5514 614,9500
31 42,2251 1,5514 605,5500
32 51,1420 1,5510 567,8300
33 35,3602 1,5515 595,3100
34 50,4957 1,5511 624,8400
35 26,7570 1,5514 572,8800

a Valores em Kcal/mol
b Valores em A

¢ Valores em A2

Dentre as doze N-11-azaartemisinina mais promissoras de acordo
com os modelos PR aplicados, recomenda-se as moléculas 20, 22, 33 e
35 com atividade provavelmente no universo da(s) mais ativa(s), pois
comparadas aos derivados mais ativos do conjunto de treinamento,
mostram maiores semelhancas tanto a distribuicdo mais uniforme de
cargas observadas nos mapas de MEP quanto ao padrao observado de
interacao dessas moléculas com o receptor HEME pronunciadamente
pelo atomo O3 e valores para sLumo+1 mais baixos e menores valores para

d(Cs-Cs) e TSA.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, derivados da N-11l-azaartemisinina foram
estudados por meio de aproximacdes da Quimica quantica, interacao
droga-receptor e métodos de reconhecimento de padroes. Inicialmente,
para estabelecer a melhor abordagem a ser seguida, calculos de
parametros geométricos da artemisinina foram desenvolvidos com o
meétodo/conjuntos de bases: B3LYP/6-31G e 6-31G*. Esta investigacao
evidenciou o método B3LYP/6-31G como o mais adequado para a
continuacao da pesquisa. Posteriormente, mapas de MEP foram
construidos e permitiram identificar as caracteristicas estruturais chaves
dos 19 derivados N-11-azartemisinina (conjunto de treinamento), para as
suas atividades e identificar eventuais interacoes com o receptor
molecular através do reconhecimento em um processo biologico.

De acordo com o estudo de mapas de MEP foi possivel inferir que a
densidade eletronica € maior na regiao do anel 1,2,3-trioxano, os
substituintes em R que produzem efeito indutivo negativo (I) e efeito
conjugativo positivo (+R), provocam uma distribuicao mais uniforme das
cargas nas moléculas, que esta relacionada a uma maior atividade
antimalarica das N-11-azaartemisininas.

A interacao N-11l-azaartemisina - HEME mostrou que a ponte
peroxido (O2—01) interage com o Fe2*-HEME a partir de uma aproximacao
pelo atomo Oz e a d(Fe-O1) apresentam sempre valores maiores quando
comparadas a d(Fe-Oa).

As técnicas de PR (PCA, HCA, KNN, SIMCA e SDA) viabilizaram a
identificacao dos descritores moleculares (sLumo+1, d(Cs — Cs) e TSA) que
classificaram o conjunto de treinamento em duas classes: mais ativos e
menos ativos. Vale ressaltar que a eLumo+1 tém uma grande probabilidade
de interagir com o HEME através de um mecanismo de transferéncia de
carga, d(Cs — Cs) pode ser visto, em geral, como uma indicacdao da
importancia das propriedades estéricas dos derivados mais ativos em seu
possivel mecanismo de acdo e TSA € uma indicacao que em Processos

envolvendo os compostos N-11-azaartemisinina e o HEME, as interacoes
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hidrofilicas podem ser importantes no mecanismo de acao desses
derivados.

Os mapas de MEP, molecular docking, métodos de PR e a intuicao
quimica, possibilitaram a proposicao de dezesseis novas N-11-
azartemisininas potencialmente ativas contra o P. falciparum.

A aplicacao dos modelos de PR ao conjunto de predicao evidenciou
doze novas N-11-azaartemisininas ( 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 31, 32,
33, 34 e 35) como as mais promissores para futuras sinteses e ensaios
biologicos, que poderdo validar a metodologia proposta nesta pesquisa
para o desenho dessas novas moléculas com atividade contra P.
falciparum.

Dentre as doze N-11-azaartemisinina mais promissoras de acordo
com os modelos PR aplicados, recomendou-se neste estudo as moléculas
20, 22, 33 e 35 com atividade provavelmente no universo da(s) mais
ativa(s), pois mostraram maiores semelhancas tanto nos resultados de
MEP e o padrao observado para interacdo dessas moléculas com o
receptor HEME pronunciadamente pelo atomo Oz, quanto valores mais

baixos para erumo+: € valores menores para d(Cs-Cs) e TSA.
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PLANEJAMENTO COMPUTACIONAL DE
DERIVADOS N-11-AZAARTEMISININA
COM ATIVIDADES CONTRA PLASMODIUM
FALCIPARUM

Potencial eletrostatico molecular (MEP, Molecular electrostatic
potential), interacao ligante-receptor (Molecular docking) e técnicas
dereconhecimentode padroes (PR, Patternrecognition) foramusados
para desenhar novos derivados da artemisinina potencialmente
ativos contra malaria do tipo Plasmodium falciparum. MEP foi
usado para identificar as caracteristicas estruturais chaves
de artemisinina e dezenove derivados N-11-Azaartemisinina
antimalaricos, reportados na literatura, necessarias as suas
atividades e para investigar eventuais interacées com o receptor
molecular através do reconhecimento em um processo biologico.
Estudos de Molecular docking desses derivados, com o receptor-
HEME e de PR foram conduzidos para evidenciar interacées com
o alvo biolégico. Os métodos PR demostraram que os dezenove
derivados N-11-azaartemisinina podem ser separados em duas
classes: mais ativos e menos ativos.
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