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RESUMO

Foi realizada uma andlise de QSAR-2D em doze quinolinas metanol
substituidas na posicao 4 com atividade antimalarica frente ao Plasmodium falciparum.
Os métodos quéanticos semi-empiricos AM1 e RM1 foram usados para calcular a
geometria e algumas propriedades moleculares. O programa DRAGON também foi
usado para produzir os descritores e 0 MobyDigs foi usado para selecionar descritores
e construir modelos QSAR. Os melhores modelos QSAR obtidos usaram regressao
linear multipla. O modelo com 12 compostos teve como descritores, G3v e R2e,
resultando em r? =0,90, g° =0,79 e g%t =0,72. A validacao foi feita com funcdes de
aptiddo RQK. Foi mostrado que o modelo QSAR satisfaz a todos os critérios
requeridos para validacdo, indicando que o modelo de regressao € aceitavel. A
validacdo externa foi feita com a exclusdo dos compostos AAQM_4, AAQM_7 e
AAQM_11. O novo modelo gerado teve como descritores, MPC05 e Mor28u, com r?

=0, 98, g° =0,97 e g%ye0: =0,94. Considerado valido pelas funcdes RQK de ajuste.

Palavras chaves: malaria, QSAR, quinolina metanol
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ABSTRACT

An analysis of 2D-QSAR was realized in twelve two quinoline methanol
substituted in position 4 with antimalarial activity against the Plasmodium falciparum.
The semi-empirical quantum methods AM1 and RM1 were used to calculate the
geometry and some molecular properties. The DRAGON program was also used to
produce descriptors and MobyDigs was used to select descriptors and build QSAR
models. The best obtained from QSAR models used multiple linear regression. The
model with 12 composed have descriptors, and G3v R2e, resulting in r* = 0.90, ¢° =
0.79 and ¢°ht = 0.72. The validation was performed on RQK fitness functions. It was
shown that the QSAR model satisfies all the criteria required for validation, indicating
that the regression model is acceptable. The external validation was performed with the
exclusion of compounds AAQM_4, AAQM_7 and AAQM_11. The new model was
generated as descriptors, and Mor28u MPCO5, with r* = 0.98, g°> = 0.97 and %t =

0.94. Considered valid for the functions RQK adjustment.

Keywords: malaria, QSAR, quinoline methanol.



1. INTRODUCAO

1.1 A MALARIA

A malaria também conhecida como paludismo, febre palustre, impaludismo, maleita
ou sezdo é uma doenca que acompanha a histéria da humanidade desde o0s seus
primérdios, tendo vitimado muitos personagens importantes da nossa histéria e muitas
vezes mudado o rumo dos acontecimentos. Reis, rainhas, lideres religiosos e militares,
pensadores e até papas foram vitimas desta doenca que continua sendo uma ameaca
global de saude publica (Foye et al., 1995; Franca et al., 2008).

Ela foi identificada, em escritos chineses, datados de 3000 a.C., e na medicina
ocidental através de sua descricdo detalhada por HipOcrates que descobriu as suas
caracteristicas de ocorréncia sazonal e de febre intermitente. Entretanto, foi somente no
século XIX que o termo malaria teve origem. Escritores italianos defendiam a tese de que a
doenca era causada por vapores nocivos exalados dos pantanos tiberianos, designando-a
“‘mal aria” cujo sentido literal € “mau ar” ou “ar insalubre” (Braga & Fontes, 2002; Nogueira,
2007).

Em 1880, um médico francés, Charles Louis Alphonse Laveran, conseguiu observar
organismos em movimento ao examinar, a fresco, o sangue de um paciente com malaria,
identificando os parasitas causadores da doenca. Ronald Ross, cirurgido do Servico Médico
Indiano, em 1897, tornou possivel a elucidacdo do modo de transmisséo, ao encontrar
formas do parasito da malaria no interior de um mosquito que havia se alimentado em um
portador da doenca. O ciclo completo de desenvolvimento do parasito no homem e na
fémea do mosquito Anopheles foi descrito pelos pesquisadores italianos Amico Bignami,
Giuseppe Bastianelli e Batista Grassi, em estudos realizados entre 1898 e 1899 (Villalon,
2004; Gomes, 2006).

Durante a primeira metade do século XX muitas pesquisas foram dedicadas ao
controle da malaria, especialmente no sentido de reduzir ou eliminar a presenca de

criadouros do inseto transmissor. Em outra direcdo, as dificuldades no fornecimento da



quinina durante a Primeira Guerra Mundial estimularam pesquisadores alemaes a obtencéo
de antimalaricos sintéticos, culminando com o desenvolvimento da pamaquina (1924),
mepacrina (1930) e cloroquina (1934). Também foram desenvolvidos estudos para a sintese
de substancias com acao inseticida, que apresentaram seu apice em 1942, quando Paul
Hermann aplicou com fins inseticidas o composto dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), que
demonstrou grande atividade inseticida, elevado poder residual e baixo custo (Dutra, 2001;
Gomes, 2006).

Considerando 0s conhecimentos adquiridos sobre o inseto transmissor, que
apresenta atividade no interior dos domicilios, o qual ap6s o repasto sangiliineo repousa por
horas nas paredes internas das casas, associado com as caracteristicas do DDT, que seria
aplicado nas paredes, e na existéncia de drogas efetivas para o tratamento, muitos foram
levados a crer na possibilidade da doenca ser erradicada (Dutra, 2001; Gomes, 2006).

Entretanto, por volta da década de 60, surgiram cepas do Plasmodium falciparum
resistentes as drogas antimalaricas. Simultaneamente algumas espécies de anofelinos
demonstraram resisténcia ao inseticida DDT. Com isso, a malaria voltou a se expandir em
diversos paises (Mouchet,1988; Wernsdorfer,1991).

Todo esse sofrimento da humanidade deve-se a dois inimigos que se aliaram ha
milénios: um protozoario e um mosquito. O protozoario é um parasita unicelular do filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Haemosporidia, familia Plasmodiidae e género
Plasmodium. Os vetores sdo mosquitos fémeas do género Anopheles. O ciclo de vida ocorre
nos vertebrados, de forma assexuada, e no mosquito fémea, de forma sexuada, atingindo
orgaos variados nos dois hospedeiros. Ocasionalmente, a transmissdo também pode
ocorrer por transfusdo sanguinea, por compartihamento de agulhas e seringas infectadas
com o parasito, acidentes laboratoriais e outras formas menos freqlentes como a
transmissao congénita (Gomes, 2006; Scalercio, 2010; Gomes et al., 2011).

Atualmente s@o conhecidas 150 espécies causadoras de malaria em diferentes
hospedeiros vertebrados. Destas, até o ano de 2008, quatro espécies de protozoarios
causadores da malaria humana haviam sido descritas, Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
ovale e P. malariae. Recentemente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu o
P. knowlesi como a quinta espécie de plasmédio causadora da malaria em seres humanos
(Cox-Singh & Singh, 2008; Cox-Singh et al., 2010).

Dentre as espécies causadoras da malaria o P. falciparum é considerado o mais
virulento e potencialmente letal para humanos, por causar a forma mais grave da doenca.
Criancas, mulheres gravidas e viajantes de zonas ndo endémicas sdo mais susceptiveis de
apresentar a forma mais grave da doencga e suas complica¢bes (Gomes et al., 2011; Macufa
& Bassanezi, 2011).



1.1.1 NO MUNDO

Metade da populacdo mundial, 3,3 bilhGes de pessoas, esta exposta a transmissao
da malaria em areas de risco. Ela ocorre em 109 paises, sendo endémica nas regioes
tropicais e subtropicais da Africa, sudeste asiatico e América Latina (Figura 1) (WHO, 2010).

Paises ou areas de risco de transmissao da Malaria, 2010

[l Paises ou areas onde a transmiss&o de malaria ocorre.
[ Paises ou areas com risco reduzido de transmiss&o da malaria.
[] Paises sem riscode transmiss&o de malaria.

Este mapa serve como uma ajuda visual e ndo apenas como uma fonte definitiva de informacédo

sobre a endemicidade da malaria. Fonte: ® OMS, 2010. Todos os direitos|
reservados.

Figura 1. Mapa dos paises ou areas de risco de transmissdo da maléaria, 2010. Fonte: Adaptado,
WHO, 2010.

No ano de 2009 foram registrados ho mundo 500 milhGes de casos e 800.000 débitos
causados por esta doenca. Isto representou uma queda de 20% em dez anos de combate
(Aguiar, 2011).

Segundo a OMS, em 2010 houve 655 mil mortes por malaria, sendo que 91% dos
casos ocorreram na Africa e 86% tiveram como vitimas criangas com menos de cinco anos.
Porém, uma nova pesquisa publicada na revista The Lancet aponta que a malaria é
responsavel pela morte de 1,2 milhdes de pessoas ao ano em todo o mundo, quase o dobro
do que se estimava anteriormente pela OMS (WHO, 2011; Murray et al., 2012).

A nova pesquisa verificou que de 1980 a 2010 o total de mortes aumentou de 1
milhdo em 1980 para o maximo de 1,8 milhdo em 2005. O aumento se deve, segundo 0s
autores, a resisténcia do Plasmodium e a maior suscetibilidade da populagdo com risco de
ser contaminada (Murray et al., 2012).

Apesar do numero elevado, o 1,2 milhdo de mortes em 2010 representam uma

queda de 32% desde 2004. A situacdo é mais critica na Africa, com 700 mil mortes pela



doenca em criancas com menos de 5 anos em 2010. Mas os adultos tém sido muito
atingidos. O estudo indica que um ter¢co das mortes atribuidas & malaria em 2010 ocorreu
em adultos (Murray, 2012).

Na comparagdo com o relatério da OMS, o estudo indica 1,3 vezes mais mortes de
criangcas com menos de 5 anos, 8,1 vezes mais mortes de criangas mais velhas na Africa, e
um aumento na mortalidade de 1,8 vezes para pessoas de todas as idades no resto do
mundo (Murray, 2012).

Apesar disso, as intervencdes adotadas na Ultima década para tentar conter a
transmissao tém contribuido para diminuir a mortalidade da malaria, no mundo (Murray,
2012).

1.1.2 No BRASIL

Aproximadamente 99,9% dos casos de malaria no Brasil ocorrem na Amaz6nia
Legal, que compreende os estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso,
Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins (Secretaria de Vigilancia Sanitaria — SVS, 2009;
Aguiar, 2011).

Isso ocorre devido a Amazonia Legal ser uma regido com temperatura e umidade
relativamente altas, sendo classificada segundo as zonas climaticas internacionais na zona
climatica IV (Tabela 1, Zona Climética IV, clima quente, umido, Regido Brasil). Estas
condicbes climéaticas geralmente aceleram a degradacdo quimica e podem alterar as
propriedades biofarmacéuticas dos medicamentos. Este € um dado importante, pois 0 uso
de doses subterapéuticas de antimalaricos pode exercer uma pressao seletiva le-

Tabela 1. Zonas climéaticas internacionais (THE UNITED, 2006).

Zona Climatica Regibes

I. Temperada Japao

Reino Unido

Europa Setentrional

Canada

Russia

Estados Unidos da America
Il. Mediterranea, subtropical Estados Unidos da América

Japéo

Europa Meridional (Portugal — Grécia)
lll. Quente, seco Ird

Iraque

Sudao
IV. Quente, tmido Brasil

Gana

Indonésia

Nicaragua

Filipinas




vando a organismos resistentes aos farmacos, resultado de infecgBes tratadas
incompletamente com medicamentos de méa qualidade ou medicamentos degradados
(Taylor et al., 1995; Kayumba et al., 2004; Nogueira, 2007).

Outro fator também importante é que o cotidiano do homem da Amazobnia, se
tratando especificamente do Amazonas, esta diretamente ligado ao ambiente natural, até
mesmo nas cidades entrecortadas pela rica malha hidrica da regido. O trabalho de grande
parcela da populacdo esta ligado a essas condicfes naturais também nos ambientes néo
urbanos, e essa necessidade muitas vezes impde aos trabalhadores amazbénicos o contato
direto com as situag6es de risco malarigeno (Silva et al., 2009).

Trés espécies de plasmodio sdo responsaveis pelos casos de malaria humana no
Brasil: P. falciparum, P. vivax, e P. malariae (SVS, 2009).

No ano de 2008 foram registrados 315.823 mil casos de malaria, sendo 83%
causados pelo P. vivax, 15% P. falciparum, 1% por infecgcbes mistas e 0,02% por P.
malariae. Na regido extra-amazonica, mais de 80% dos casos registrados no Brasil sdo
importados da area endémica e do continente africano. A distribuicdo espacial do risco de

transmisséo da doenca no Brasil é apresentada na Figura 2. (SVS, 2008; MS, 2010a).

Incidéncia Parasitaria Anual (IPA)

B 50 a593- Alto Risco  (B7)
B 10 a49-Meédio Risco (79)
[l 0.1 a9-Baixc Risco (388)
L1 ipa=0 (271)

Figura 2. Classificac@o das &reas de risco para maléria segundo a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA).
Fonte: SVS/MS, 2009.

As principais medidas de controle da doenca sdo baseadas na protecdo individual

contra a picada do mosquito vetor com o uso de repelentes e mosquiteiros impregnados de



inseticida, diagnoéstico especifico e tratamento imediato com antimalaricos, e através de
atividades de saneamento ambiental para controle do vetor (SVS, 2009).

1.1.3 O CICLO DE VIDA DO PLASMODIUM

O ciclo biolégico dos plasmddios ocorre em dois hospedeiros. O homem que é
considerado, o hospedeiro intermediario onde ocorre reproducdo assexuada do tipo
esquizogonia, e o0 mosquito, o hospedeiro definitivo onde ocorre a reproducdo sexuada do
tipo esporogonia, de acordo com o ciclo descrito na Figura 3 (CDC, 2006).

A transmissdo ao hospedeiro vertebrado inicia-se quando o inseto vetor, durante o
repasto sanguineo, inocula o parasito na forma evolutiva de esporozoito na epiderme do
hospedeiro (1). Krettli e Miller (2001) sugeriram que 0os mesmos poderiam ser transportados
passivamente por linfécitos ou macrofagos, permanecendo integros até invadirem um vaso
sanguineo ativamente. Recentemente, foi proposto que cerca de 10% dos esporozoitos
inoculados pela picada do inseto permanecem e evoluem na pele, no sitio de inoculacao
(Gueirard et al., 2010).

Uma vez no sistema circulatério, durante alguns minutos, os esporozoitos atingem o
figado infectando os hepatécitos (2), e iniciando a fase exo-eritrocitica ou pré-eritrocitica do
ciclo (A), que é um estagio tissular primario assintomético que dura 6 dias para a espécie P.
falciparum, 8 dias para a P. vivax e 12 a 15 dias para a P. malariae. Durante esta fase, o P.
vivax e 0 P. ovale apresentam desenvolvimento lento de alguns dos seus esporozoitos,
formando os hipnozoitos, formas latentes (dormentes) do parasito responsaveis pelas
recaidas da doenca meses ou anos apoés (Krotoski, 1982; Brasil, 2009).

Os esporozoitos invadem varios hepatdcitos, migrando através deles antes de
finalmente desenvolver em seu interior, um vacuolo parasitoforo. Nesse vacuolo, o0s
parasitos se desenvolvem assexuadamente por esquizogonia dando origem aos
esquizontes maduros (3) que se rompem (4) e liberam na corrente sanguinea 0s
merozoitos, através de um processo de brotamento de vesiculas denominadas merosomos.
Ressalte-se que cada hepatécito rompido libera cerca de 2.000 merozoitos quando a
infeccdo € devida ao P. malariae, 10.000, quando devida ao P. vivax e 40.000, quando
devida ao P. falciparum. (Mota et al., 2001; Sturm et al., 2006; Brasil, 2009).

Os merozoitos infectam os eritrocitos iniciando uma nova fase do ciclo de reproducao
assexuada (ciclo eritrocitario ou sanguineo, B) (5). O P. malariae s6 invade hemacias velhas
(0,1% do total), o P. vivax invade preferencialmente as hemacias jovens e o P. falciparum,
hemacias em qualquer fase evolutiva (Brasil, 2009).

Durante um periodo que varia de 48 a 72 horas, 0 parasito se desenvolve no interior

da hemacia até provocar a sua ruptura, liberando novos merozoitos que irdo invadir novas



hemécias. A ruptura e consequente liberacdo de parasitos na corrente sanguinea traduz-se

clinicamente pelo inicio do paroxismo malérico, que se repetira com o termino do novo ciclo
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Figura 3. Ciclo biolégico do Plasmodium sp. Fonte: Adaptado CDC (2006).
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(em dois dias, quando a infeccdo for devida ao P. falciparum ou P. vivax e em trés dias,
guando devida ao P. malariae) (Brasil, 2009).

Inicialmente, no ciclo sanguineo, o parasito sofre uma série de transformacodes
morfologicas — sem divisdo celular — até chegar a fase de esquizonte, quando se divide e
origina novos merozoitos que serdo lancados na corrente sanguinea, apos a ruptura do
eritrécito (6). Assim, no exame microscopico do sangue pode-se observar variada morfologia
do parasito — trofozoitos jovens (anéis), trofozoitos maduros, formas irregulares, esquizontes
jovens e esquizontes maduros (Brasil, 2009).

Ap6s um periodo de replicagdo assexuada, alguns merozoitos se diferenciam em
gametdcitos machos e fémeas (7), que amadurecem sem divisdo celular e tornam-se
infectantes aos mosquitos. A funcdo desses gametdcitos € reprodutiva, isto €, garantir a
perpetuacdo da espécie. Eles podem ser de dois tipos, diferenciados microscopicamente
nos esfregacos sanguineos: os microgametocitos (masculinos) e os macrogametocitos
(femininos) (Brasil, 2009).



Ao serem ingeridos por fémeas dos mosquitos do género Anopheles (8) iniciardo o
ciclo esporogbnico (C), que ocorre no estdbmago do mosquito, apds a diferenciacdo dos
gametécitos (em macrogametas e microgametas, 9) e a sua fusdo, com formacao do ovo
(zigoto). Este se transforma em uma forma movel (oocineto, 10) que migra até a parede do
intestino médio do inseto, formando o oocisto (11), no interior do qual se desenvolverdo os
esporozoitos. O tempo requerido para que se complete o ciclo esporog6nico nos insetos
varia de acordo com a espécie de Plasmodium e com a temperatura, situando-se
geralmente em torno de 10 a 12 dias. Os esporozoitos produzidos nos oocistos sao
liberados (12) na hemolinfa do inseto e migram até as glandulas salivares, de onde séo
transferidos para o sangue do hospedeiro humano durante o repasto sanguineo (Brasil,
2009).

1.1.4 MANIFESTACOES CLINICAS

Os sintomas da malaria envolvem a classica triade febre, calafrio e dor de cabeca.
Sintomas gerais — como mal-estar, dor muscular, sudorese, nausea e tontura — podem
preceder ou acompanhar a triade sintomatica. Contudo, esse quadro classico pode ser
alterado pelo uso de drogas profildticas ou aquisicdo de imunidade, e muitos desses
sintomas podem ou ndo estar presentes e até mesmo todos podem estar ausentes. Nos
casos complicados, podem ainda ocorrer dor abdominal forte, sonoléncia e reducédo da
consciéncia — podendo levar ao coma nos casos de malaria cerebral (Brasil, 2009; Franca et
al., 2008).

Embora os ciclos evolutivos das espécies causadoras sejam similares, do ponto de
vista patolégico a infeccdo malérica apresenta diferenciacdes que podem determinar as
variacBes na evolucdo clinica da doenca. A infeccdo de individuos ndo imunes pelo P.
falciparum pode resultar em forma grave e complicada, caracterizada pelo acometimento e
disfuncéo de varios 6rgdos ou sistemas: sistema nervoso central, sistema hematopoiético,
aparelho respiratorio, figado, sistema circulatorio, rins e coagulagdo sanguinea. Assim, todo
paciente portador dessa espécie de plasmoédio deve merecer atencdo especial, de modo a

receber tratamento imediato, essencial para prevenir tais complicagdes (Brasil, 2009).

1.1.5 DIAGNOSTICO

Diagnéstico clinico: Por orientacdo dos programas oficiais de controle, em
situacbes de epidemia e em areas de dificil acesso da populacdo aos servicos de salde,
individuos com febre sdo considerados portadores de malaria. Entretanto, os sintomas da
malaria sdo extremamente inespecificos, ndo se prestando a distingdo entre a malaria e

outras infec¢cdes agudas do homem. Além disso, individuos semi-imunes ao plasmédio



podem ter parasitos da malaria sem sintomas da doenca. Portanto, o fundamental no
diagnodstico clinico da maléria, tanto nas areas endémicas como nas ndo endémicas, €
sempre pensar na possibilidade da doenca. Como a distribuicdo geogréfica da malaria ndo é
homogénea nem mesmo nos paises onde a transmissdo é elevada, torna-se importante,
durante a elaboracao do exame clinico, resgatar informagfes sobre a area de residéncia ou
relato de viagens indicativas de exposicdo ao parasito. Além disso, informagbes sobre
transfusdo de sangue ou uso de agulhas contaminadas podem sugerir a possibilidade de
maléria induzida (MS, 2001; Gomes et al., 2011).

Diagnéstico laboratorial: E realizado pela visualizacgdo microscopica do
Plasmodium em exame da gota espessa de sangue, corada pela técnica de Giemsa ou de
Walker, e em distensdo sanguinea, que permite a identificacdo da espécie, mas apresenta
menor sensibilidade. Apesar da microscopia ser considerada o padrdo-ouro para o
diagnéstico e o monitoramento do tratamento da malaria, essa técnica exige pessoal
treinado e experiente no exame de distensfes sanguineas (Brasil, 2005; Gomes et al, 2011).

Desta forma, os exames preconizados pelo Ministério da Saude sao:

1) Gota espessa - considerado o exame padrédo-ouro para diagnéstico da malaria.
Permite a contagem da parasitemia — fator preditor de gravidade na infeccdo por P.
falciparum — além de permitir o acompanhamento da queda da mesma, apds o inicio da
terapéutica (Gomes et al., 2011).

2) Distensdo sanguinea - permite a identificacdo da morfologia do protozoério, e
consequente diferenciacdo da espécie infectante — que é importante para a adequacao do
tratamento (Gomes et al., 2011).

O sangue para a realizacdo da hematoscopia pode ser colhido em qualquer veia
periférica, ndo havendo obrigatoriedade na colheita por puncéo de polpa digital (Gomes et
al., 2011).

No diagnostico pela observacdo de laminas deve-se estar atento para as
caracteristicas das diversas espécies, as quais sdo diagndstico diferencial da malaria
falcipara. O P. falciparum — pela sua propriedade de citoaderéncia —, s6 permite a deteccéo
de trofozoitos na periferia e ao se observar a lamina sé se verifica a presenca dessas
estruturas (Gomes et al., 2011).

Além da hematoscopia, existem outros métodos que vem sendo desenvolvidos para
o0 estabelecimento do diagndstico da malaria, tais como a pesquisa do parasita pelo “método
dos capilares” — com utilizagdo de acridina-laranja como corante — e o ParaSightR. Neste
Gltimo, empregam-se anticorpos monoclonais dirigidos aos antigenos do P. falciparum,
obtendo-se em alguns estudos sensibilidade e especificidades superiores a 95%. Nao se

presta, entretanto, para controle de cura (Brasil, 2005; Gomes et al., 2011).
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Nos ultimos anos, varios estudos tem utilizado a reagéo de polimerizacdo em cadeia
(PCR) como método de deteccdo de DNA de Plasmodium circulante. Contudo, devido ao
elevado custo da técnica, a mesma nao é utilizada como rotina para diagnostico de casos,
permanecendo restrita a centros de pesquisa (Speers et al., 2003; Torres et al., 2006;
Andrade et al., 2010).

1.1.6 CARACTERISTICAS DO PLASMODIUM FALCIPARUM
Individualmente, os parasitos do género Plasmodium variam em tamanho, forma e
aparéncia, confundindo-se com elementos estranhos, contaminantes das amostras de

sangue, como fungos, bactérias, etc., como mostra a Figura 4 (Brasil, 2009).
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Figura 4. Elementos que podem confundir o diagnéstico de malaria. Fonte: Brasil, 2009.

Em alguns casos, no exame da gota espessa as formas de determinada espécie se
assemelham muito as de outras (anéis, pré-esquizontes e gametécitos arredondados). A
Gnica forma que se pode considerar como tipica nesse exame é o gametdcito de P.
falciparum, que se apresenta em forma de “banana”, “crescente” ou “salsicha”. Ainda assim
torna-se frequentemente arredondado (em vista da secagem do sangue ser demorada em
clima quente e umido), com aparéncia de formas de outras espécies (P. vivax e P. malariae)

(Brasil, 2009).
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A comparacdo entre o tamanho das formas evolutivas dos plasmaodios, de acordo
com a variagdo de crescimento de cada espécie e o tamanho do linfécito pequeno
(microlinfdcito), cujo diametro se aproxima do didmetro do glébulo vermelho, pode auxiliar
no diagnostico da espécie (Brasil, 2009).

Na espécie P. falciparum as principais caracteristicas sao:

» Trofozoito jovem: em forma de pequeno anel ou as vezes aberto, formando
virgulas, regulares, ligadas a uma, duas e até trés pequenas massas de cromatina.
Auséncia de pigmento malarico (Figura 5).

» Trofozoito maduro (forma rara): compacto, com aspecto sélido, sem vacuolo ou
com pequeno vacuolo. Coloracdo mais escura que 0 mesmo estagio das outras espécies.
Massa Unica de pigmento malarico, cuja cor varia do castanho ao negro (Figura 5).

* Esquizonte: redondo e de tamanho variado. Apresenta duas ou mais massas de
cromatina e massa Unica de pigmento malarico. Comumente, ndo é visto em amostra de
sangue periférico. Pode aparecer em infeccdes graves por esta espécie, assim como em
pacientes esplenectomizados. Cada esquizonte pode apresentar de 8 a 40 merozoitos

(cromatinas), usualmente de 16 a 24, assimetricamente arranjados (Figura 5).
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Figura 5. Desenvolvimento intra-eritrocitico do P. falciparum. Fonte: Coatney et al., 1971.



12

* As hemécias parasitadas podem apresentar-se com a superficie irregular, sem
granulagcbes de Schuffner nem aumento do didmetro. Parasitemias mais altas sdo comuns
nesta espécie. O parasitismo multiplo da hemécia € comum nas infec¢des graves (Brasil,
2009).

* Os parasitos invadem hemdcias jovens, maduras e velhas. O pigmento malarico
pode ser encontrado nos leucdcitos circulantes, sendo sinal de alerta para infeccado grave
(Brasil, 2009).

» Os gametdfitos aparecem por volta da segunda semana da parasitemia assexuada
e podem permanecer no sangue periférico de 5 a 7 semanas (Brasil, 2009).

* Rotineiramente, as Unicas formas parasitarias do P. falciparum encontradas na
leitura de uma lamina de gota espessa sdo anéis (trofozoitos jovens e maduros) e
gametécitos (em forma de banana) (Brasil, 2009).

* Nos casos de malaria grave, podem ser encontradas todas as formas evolutivas
descritas, acompanhadas de esquizontes, geralmente nos casos de elevada parasitemia
devida a doenca por mais de uma semana (Brasil, 2009).

» O encontro de parasitos pequenos, médios e grandes é sinal de mais de uma
geracdo, sendo raras as parasitemias sincronicas, isto €, crescimento uniforme de uma
Unica camada. A coleta de sangue realizada em diferentes horarios pode acarretar
resultados contraditérios, positivos ou negativos. Por isso, em alguns casos suspeitos,

recomenda-se a coleta das laminas em diferentes horarios (Brasil, 2009).

1.1.7 TRATAMENTO

O tratamento oportuno e eficaz da malaria é provavelmente o elemento que tem a
melhor relacdo custo/beneficio nas estratégias de controle. A maior parte da terapia
antimalarica no mundo é feita com medicamentos orais para maldria causada por P.
falciparum. O tratamento por via oral previne a progresséo da doenca, além de, se realizado
a tempo e com eficacia, ser capaz de reduzir a sua morbidade e mortalidade. Entretanto,
muitas pessoas que vivem em 4&reas endémicas tém pouco ou nenhum acesso ao
diagnéstico e tratamento, além disso, este Ultimo comumente é inadequado porque
medicamentos de qualidade e eficazes ndo estdo disponiveis para a populacdo, ou, se
estdo, sdo ingeridos incorretamente (prescricao incorreta ou baixa adesdo ao tratamento) ou
sdo utilizados erroneamente (em pacientes que ndo possuem malaria). Muitos paises
afetados pela malaria incluem, em seus esquemas terapéuticos, farmacos que sao
parcialmente ou completamente ineficazes (Guerin et al., 2002; Nogueira, 2007).

Em varias areas, a doenca e o tratamento tendem a acontecer fora do setor de
saude formal e por isso ndo séo incluidos nas estatisticas oficiais, ou seja, pouco se sabe

sobre o comportamento das pessoas que procuram tratamento com malaria sem
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complicacgdes. Estes fatores influenciam a eficiéncia dos programas nacionais de controle da
maléaria. A falha em prover tratamento imediato e eficaz aos pacientes com malaria nédo
complicada leva a malaria severa. Quando as condicbes do paciente se deterioram, o
tratamento oral ndo é mais possivel, sendo necessario o uso de medicamentos de uso retal
ou injetaveis. Este atraso pode ser fatal (Guerin et al., 2002; Nogueira, 2007).

Em relacdo aos seus objetivos, o tratamento da malaria visa a interrupcéo da
esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e manifesta¢cées clinicas da infeccgéo.
Entretanto, pela diversidade do seu ciclo biolégico, € também objetivo da terapéutica
proporcionar a erradicacdo de formas latentes do parasito no ciclo tecidual (hipnozoitas) das
espécies P. vivax e P. ovale, evitando assim as recaidas tardias. Além disso, a abordagem
terapéutica de pacientes residentes em areas endémicas pode visar também a interrupcéo
da transmissédo, pelo uso de farmacos que eliminam as formas sexuadas dos parasitos
(Braga & Fontes, 2002).

Para atingir esses objetivos, diversas drogas séo utilizadas, cada uma delas agindo
de forma especifica, tentando impedir o desenvolvimento do parasito no hospedeiro (MS,
2010Db).

A decisdo de como tratar o paciente com malaria deve ser precedida de informacotes
sobre 0s seguintes aspectos:

a) Espécie de plasmaddio infectante, pela especificidade dos esquemas terapéuticos a
serem utilizados;

b) Idade do paciente, pela maior toxicidade para criancas e idosos;

c¢) Histéria de exposicdo anterior a infeccdo uma vez que individuos primoinfectados
tendem a apresentar formas mais graves da doenca;

d) Condicbes associadas, tais como gravidez e outros problemas de saude;

e) Gravidade da doenca, pela necessidade de hospitalizacdo e de tratamento com
esquemas especiais de antimalaricos.

Qualquer paciente portador de exame positivo para a malaria falciparum que
apresente sinais e sintomas de malaria grave e complicada o tratamento deve ser orientado
em uma unidade hospitalar e nesses casos o principal objetivo do tratamento € evitar que o
paciente morra. Para isso antimalaricos potentes e de a¢ao rapida devem ser administrados,
juntamente com todas as medidas de suporte a vida do paciente. Secundariamente, apés
evidéncia de melhora das complicagbes da malaria grave, deve-se preocupar com a
prevencdo de recrudescéncia, da transmissdo ou da emergéncia de resisténcia (MS,
2010b).

A malaria grave deve ser considerada uma emergéncia médica. Portanto, a
permeabilidade das vias aéreas deve estar garantida e os parametros da respiracdo e

circulacdo avaliados. Se possivel, 0 peso do paciente deve ser aferido ou estimado, para
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facilitar os céalculos dos medicamentos a serem administrados. Um acesso venoso
adequado deve ser providenciado e as seguintes determinacdes laboratoriais solicitadas:
glicemia, hemograma, determinacdo da parasitemia, gasometria arterial e parametros de
funcdo renal e hepatica. Exame clinico neurolégico minucioso deve ser realizado, com
especial atencédo para o estado de consciéncia do paciente, registrando-se o escore da
escala de coma (por exemplo, a escala de Glasgow) (MS, 2010b).

E da maior importancia também que todos os profissionais de salde envolvidos no
tratamento da malaria, desde o auxiliar da comunidade até o médico, orientem
adequadamente, com uma linguagem compreensivel, os pacientes quanto ao tipo de
medicamento que esta sendo oferecido, a forma de ingeri-lo e os respectivos horarios. Pois,
muitas vezes os pacientes sao pessoas humildes que nédo dispdem nem mesmo de reldgio
para verificar as horas. O uso de expressfes de 8 em 8 horas ou de 12 em 12 horas muitas
vezes ndo ajuda o paciente a saber quando deve ingerir os medicamentos. Sempre que
possivel deve-se orientar os acompanhantes ou responsaveis, além dos proprios pacientes,
visto que, geralmente estes, além de humildes, encontram-se desatentos, devido a febre,
dor e mal-estar causados pela doenca (MS, 2010b).

Em varios lugares, as pessoas que distribuem os remédios e orientam seu uso
utilizam envelopes de cores diferentes para cada medicamento. O importante é que se evite
ingestdo incorreta dos remédios, pois as consequéncias podem ser graves. Portanto, uma
prescricdo legivel, clara e compreensivel deve ser feita, para que a adesao do paciente ao

tratamento seja garantida (MS, 2010b).

1.2 Os ANTIMALARICOS

Atualmente os farmacos antimalaricos sdo baseados em produtos naturais ou
compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40. Esses farmacos sdo especificos
para cada etapa do ciclo de vida do Plasmodium (Franca et al., 2008).

A eficacia deles depende da interacdo de trés fatores: humano (imunidade), do
parasito (resisténcia a droga) e da farmacocinética (variacdo individual). A quimioterapia
adequada e oportuna da malaria é hoje fundamental no controle da doenga. Tdo importante
guanto é o conhecimento das caracteristicas quimicas e farmacolégicas dos antimalaricos é
o entendimento das propriedades farmacocinéticas, eficacia, grau de tolerdncia e a
capacidade de induzir os efeitos toxicos do parasito (Melo, 2005).

Tradicionalmente, estagios sanguineos assexuados s&o alvos terapéuticos,
particularmente nas infecgbes pelo P. falciparum, na qual os parasitas maduros nos estagios
trofozoita e esquizonte invadem os capilares do sistema nervoso central (SNC) e de outros

orgdos, conduzindo as complicagbes severas da malaria. Também merecem atencéo,
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drogas para o estagio hepético, principal recidiva da doencga. Ja os tratamentos associando
drogas que impedem a formacdo do gametécito sao utilizados para impedir a transmisséo
(MS, 2009; Scalercio, 2010).

1.2.1 CLASSIFICACAO
Segundo Sweetman (2005) e Franca et al. (2008), os principais farmacos

antimalaricos podem ser classificados de acordo com a fase do ciclo de vida do parasita que
afetam (Figura 6), em:

e Esquizonticidas _sanguineos: agem nos estagios eritrociticos do parasita,

responsaveis pelos sintomas clinicos da doenga, no tratamento do ataque agudo (Figura
6.A). Podem produzir uma cura clinica ou supressao da infeccdo por cepas suscetiveis das
guatro espécies de plasmaodio, mas ndo produzem uma cura radical das formas latentes das
malarias vivax ou ovale;

e Esquizonticidas teciduais: agem nos estagios exoeritrociticos do parasita e séo

utilizados para profilaxia para prevenir a invaséo das células sanguineas, ou para promover a

cura radical das malarias vivax e ovale (Figura 6.B);
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Figura 6. Local de acé@o dos agentes antimalaricos. Fonte: Boareto, 2007.

e Gametocitocidas: destroem as formas sexuadas do parasita para interromper a

transmissdo do homem para o inseto vetor, de forma que quando esse é picado por outro
mosquito se evita a transmissdo da doenca para o inseto e assim a disseminacdo da doenga
para outras pessoas (Figura 6.C);

e Esporonticidas: nao tém efeito direto sobre os gametdcitos no hospedeiro, mas

previnem a esporogonia no mosquito vetor, visto que, sdo capazes de matar os parasitas
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assim que eles entram na corrente sangiliinea, apés a picada do mosquito, ou ainda destrui-
los quando séo liberados pelos esquizontes hepaticos ou sanguineos (Figura 6.D).

Os farmacos antimalaricos podem também ser classificados de acordo com o grupo
guimico ao qual pertencem (Tabela 2) (Nogueira, 2007).
Tabela 2. Principais farmacos antimalaricos organizados por grupo quimico e atividade

(Sweetman, 2005).

Grupo Quimico Principais Farmacos Atividade
Alcaléides da cinchona Esquizonticida sanguineo de
Quinina acao rapida. Atividade
Quinidina gametocitocida marginal
4-metanolquinolinas Mefloquina Esquizonticida sanguineo
Cloroquina Esquizonticidas sanguineos de

Hidroxicloroquina

4-aminoquinolinas . 1
q Amodiaquina

Primaguina

8-aminoquinolinas Tafenoquina

Proguanil
Chorproguanil
Biguanidas

Pirimetamina
Diaminopirimidinas

Diclorobenzilidinas Lumefantrina

Hidroxinanaftoquinonas Atovaquona

9-Fenantrenometandis Halofantrina

Lactonas sesquiterpénicas  Artemisinina e seus derivados

Sulfadoxina

Sulfonamidas .
Sulfametopirazina

Doxiciclina
. Tetraciclina
Tetraciclinas
. . Clindamicina
Lincosamidas
Dapsona

Sulfonas

acao rapida. Atividade

gametocitocida marginal.

Esquizonticidas teciduais.
Apresentam atividade
gametocitocida e agem em outras
fases do ciclo de vida do parasita.
Esquizonticidas  teciduais e
esquizonticidas sanguineos de
acao lenta. Atividade
esporonticida marginal. Inibidores
da diidrofolato redutase.
Esquizonticida tecidual e
esquizonticida sanguineo de acdo
lenta. Inibidor da diidrofolato
redutase. Usualmente empregado
em associacdo com farmacos que
inibem diferentes estagios da
sintese do folato, para acgéo
sinérgica.

Esquizonticida sanguineo.
Esquizonticida sanguineo.
Usualmente  empregado em
combinacdo com proguanil.
Esquizonticida sanguineo.

Esquizonticidas sanguineos.

Esquizonticidas sanguineos.
Inibidores do diidropteroato e do
folato. Usualmente empregados

em combinacéo com
pirimetamina.
Esquizonticidas sanguineos.

Atividade esquizonticida tecidual
marginal.

Esquizonticidas sanguineos.
Atividade esquizonticida tecidual

marginal.
Esquizonticida sanguineo.
Inibidor da sintese do folato.

Usualmente  empregado em
combinagao com pirimetamina.
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De acordo com o modo de agdo, os principais farmacos antimalaricos sé&o
classificados em dois grandes grupos: O primeiro grupo inclui os alcaléides derivados da
cinchona, as aminoquinolinas e as acridinas. Acredita-se que esses farmacos podem
interferir no metabolismo da glicose em diferentes pontos e também na habilidade do
parasita de digerir a hemoglobina, impedindo, assim, que ele se alimente ou intoxicando-o
com altos niveis de ferriprotoporfirina-1X, que € um subproduto téxico da digestdo da
hemoglobina (Rey, 2001; Robert et al., 2001; Silva, 2005).

O segundo grupo inclui as pirimidinas e biguanidas e envolve a interferéncia na
sintese do acido tetra-hidrofélico, importante cofator no processo de sintese de DNA e de
aminoacidos (Delfino et al., 2002; Franca et al., 2008).

E importante mencionar que os farmacos antimalaricos podem atuar contra mais de
uma forma do protozoario e serem efetivos contra uma espécie, mas totalmente ineficazes

contra outras.

1.2.2 QUINOLINOMETANOIS
A quinina foi o primeiro quinolinometanol de uso medicinal datada ha mais de 350

anos contra a malaria. Ela é o principal alcaldide da cinchona, a casca da arvore sul-
americana também conhecida como quina, casca do jesuita ou do cardeal. Em 1633, um
monge agostiniano denominado Calancha, de Lima, Peru escreveu pela primeira vez sobre
o poder da cinchona que “dada de beber cura febres e ter¢ds”. Em 1640, a cinchona foi
utilizada para tratar febres na Europa, fato mencionado pela primeira vez na literatura
médica européia em 1643. Os padres jesuitas eram o0s principais importadores e
distribuidores da cinchona na Europa, dai o nome de casca do jesuita. A cinchona também
era chamada de casca do cardeal porque foi subvencionada em Roma pelo eminente
filésofo Cardeal de Lugo. No entanto, a comunidade médica demorou a aceitar a cinchona,
retardando seu conhecimento oficial até 1677, quando foi incluida na London
Pharmacopoeia como “Cortex Peruanus” (Tracy & Webster, 2003; Franca et al., 2008).

Durante quase dois séculos a casca foi utilizada pela medicina como pé, extrato ou
infus@do. Em 1820, Pelletier e Caventou isolaram a quinina e a cinchonina da cinchona, e o
uso dos alcaléides foi rapidamente favorecido. Até o século XX foi o Unico tratamento
disponivel contra a malaria, quando entdo foi substituida por farmacos sintéticos derivados
do anel quinolinico. Apesar de sua toxicidade, ela continua sendo utilizada no tratamento da
malaria cerebral, causada pelo P. falciparum, inclusive em crian¢cas menores que cinco anos
na Africa (Tracy & Webster, 2003; Nogueira, 2007; WHO, 2009).

Sua estrutura guimica consiste de um anel quinolinico bi-conjugado heterociclico
ligado a um anel quinuclidinico alifatico bi-heterociclico ligado por um carbono alcodlico C9,

gue é um dos quatro centros quirais desta molécula (Figura 7) (Warhurst et al., 2003).
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Quinina R1=0H, R2=H

Figura 7. Estrutura da quinina. Fonte: Adaptado de Karle & Karle, 2002.

A farmacocinética da quinina é alterada significativamente pela infeccdo malarica,
sendo os maiores efeitos a reducdo no volume aparente de distribuicdo e da depuracao. Ela
€ absorvida rapidamente e quase completamente do trato gastrintestinal, e as
concentracdes plasmaticas maximas sao atingidas em 1 a 3 horas apds a administracédo. A
ligacdo a proteinas plasmaticas € de aproximadamente 70% em individuos saudaveis,
podendo aumentar para 90% em individuos com malaria, sendo amplamente distribuida no
organismo. A concentracao no liquido cérebro-espinhal de pacientes com malaria cerebral é
de 2 a 7% daquela do plasma, aproximadamente. Metabolizada extensamente no figado e
excretada principalmente na urina. Estimativas da propor¢do de quinina excretada inalterada
na urina variam de menos de 5% a 20%. A excrecdo é aumentada com a acidez da urina. A
meia vida de eliminacdo € de aproximadamente 11 horas em individuos saudaveis, podendo
ser aumentada em pacientes com malaria. Pequenas quantidades de quinina também
aparecem na bile e na saliva. E ela atravessa a barreira placentaria e € distribuida para o
leite materno (Sweetman, 2005; Nogueira, 2007).

Quando o regime terapéutico € corretamente empregado, a quinina é um farmaco
relativamente seguro, porém, em doses altas pode causar alteragBes visuais, arritmias,
hipotenséo e convulsbes. Reacdes de hipersensibilidade sdo raras e incluem rash cutaneo,
trombocitopenia, leucopenia, coagulopatia intravascular disseminada, sindrome urémica-
hemolitica, broncoespasmo e pancitopenia. Em contraste, uma toxicidade sintoméatica é
normal em pacientes conscientes (tinitus, surdez, dor de cabeca, nausea e distdrbios
visuais) ndo necessitando de reducdo de dose. Quando usada durante a gravidez ela
parece ser um farmaco seguro (Winstanley, 2001; Nogueira, 2007).

A quinidina (Figura 8) é um diastereocisbmero da quinina e tem propriedades
farmacocinéticas comparaveis. No entanto, apresenta menor afinidade para com as

proteinas plasmaticas, pelo que pode atingir niveis de concentragcdo e de distribuicdo
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tecidular superiores aos da quinina. Em algumas regides do planeta, como na Libéria e o
Gabao, ela é um antimalarico bastante eficaz, mas o seu uso esta limitado devido aos
efeitos adversos que provoca ao nivel do sistema cardiovascular. Por outro lado, um estudo
permitiu constatar que a quinidina € mais eficaz do que a quinina contra estirpes brasileiras
de P. falciparum, mas que tal situagdo se inverte no caso de algumas estirpes africanas,
nomeadamente, em estirpes que circulam em Angola e no Uganda (Brocks & Mehvar, 2003;
Vale et al., 2005).

Figura 8. Estrutura da quinidina.

A mefloguina (MQ) € um produto do Programa de Pesquisa da Malaria estabelecido
em 1963 pelo Walter Reed Institute for Medical Research para desenvolver novos
compostos promissores no combate de cepas emergentes de P. falciparum resistente aos
medicamentos. Dentre os varios quinolinometandis testados com base em sua semelhanca
estrutural com a quinina, a mefloquina apresentou grande atividade antimalarica em
modelos animais e emergiu dos ensaios clinicos como segura e altamente eficaz contra
cepas de P. falciparum resistentes aos demais medicamentos, sendo liberada
comercialmente em 1984, sob o nome de Lariam®. Utilizada pela primeira vez para se tratar
a maléria falciparum resistente a cloroquina na Tailandia, onde foi formulada com
pirimetamina-sulfadoxina para retardar o desenvolvimento de parasitos resistentes aos
medicamentos. A estratégia falhou, em grande parte porque a eliminagdo lenta da
mefloquina estimulou a selecdo de parasitos resistentes em concentracdes subterapéuticas
do farmaco. Ela é atualmente recomendada para uso oral exclusivamente na profilaxia e na
guimioterapia da malaria falciparum resistente a cloroquina ou multi-resistente. Essa
quinolina € mais eficaz para tratar a malaria falciparum sem complicagbes com resisténcia
aos medicamentos quando administrada 48 h ap6s a carga parasitaria ter sido
significativamente reduzida pela administragdo de um antimalarico artemisininico (Tracy &
Webster, 2003; WHO, 2006; Nogueira, 2007).

A MQ é um composto quiral (possui dois centros assimétricos), e assim como a
guinina, possui um anel conjugado bi-heterociclico ativo, comercializada na forma racémica
da eritro-a-(2-piperidil)-2,8-bi(trifluorometil)4-quinolinametanol. Com relacdo a atividade

antimalarica, ha controvérsia quanto a diferencas de atividades dos enantibmeros, apesar
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da (+)-MQ ter apresentado maior eficacia contra algumas cepas de P. falciparum em
estudos in vitro. Sugere-se que tal resultado seja devido a interacdo seletiva com
glicoproteinas P plasmodiais, possibilitando um sistema de transporte ativo em favor de um
enantidbmero. Segundo Karle et al. (1993), a presenca de anel aromatico na estrutura dos
antimalaricos é importante para a diferenca de atividade dos enantibmeros e a presenca de
um radical trifluorometil na posicdo 8 do anel quinolinico é necessaria para a obtencéo de
uma alta atividade antimalarica, assim como, na posi¢cdo 2 para prolongar esta atividade,
Figura 9 (Brocks & Mehvar, 2003; Warhurst et al., 2003; Magalhes, 2006).

CF,

Figura 9. Estrutura da mefloquina (* indica os centros quirais).

A farmacocinética da mefloquina pode estar alterada pela infeccdo malarica de uma
maneira similar as alteracdes da farmacocinética da quinina, sendo os efeitos mais
pronunciados as reduc¢des no volume de distribuicdo e na depuracdo. Ela € bem absorvida
pelo trato gastrintestinal, mas ha uma clara variacdo individual no tempo necesséario para
alcancar a concentracdo plasmatica maxima. A mefloquina é aproximadamente 98% ligada
a proteinas plasmaticas e altas concentrac@es foram reportadas em células sanguineas da
série vermelha. Distribuida extensamente no organismo. Em alguns pacientes foi relatado
gue a meia-vida de eliminacado da mefloquina é de 21 dias, embora os valores encontrados
sejam variaveis em outros estudos. Concentragdes subterapéuticas de mefloquina persistem
na circulagdo por varios meses. Metabolizada no figado, sendo uma pequena parte
excretada na urina. Estudos em animais sugerem que a excre¢do da mefloquina seja feita
principalmente na bile e nas fezes. Uma pequena guantidade de mefloquina é distribuida
para o leite materno (Sweetman, 2005; Nogueira, 2007).

ReacgOes adversas idiossincrasicas severas sao raras, porém incluem reacgfes
ameacadoras a vida como reacdes de pele e anemia aplasica. Em contraste, € comum o
aparecimento de reacfes adversas dose-dependentes como disturbios gastrintestinais e
vertigem, sendo mais sérias reagdes como psicoses, convulsdes, e encefalopatia aguda.
Deve-se preocupar com o risco de cardiotoxicidade em pacientes que receberam quinina
logo apds o tratamento com mefloquina (como é comum no sudoeste da Asia) (W instanley,
2001; Nogueira, 2007).
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1.2.3 MECANISMO DE ACAO
Apbs a invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos, a sobrevivéncia do parasito

depende da digestdo da hemoglobina, que se processa no interior do vacuolo digestivo (VD)
do parasito. Esta digestdo é mediada por uma série de proteases, entre elas as
plasmepsinas e falcipainas. Durante o catabolismo da hemoglobina, sua porcdo protéica
(globina) é utilizada como fonte de amino&cidos pelo parasito, e a fracdo heme, denomina
ferriprotoporfirina IX (Fe(l)PPIX), é liberada, sendo um grupo reativo, gerador de radicais
livres (ROS — Reactive Oxygen species) toxicos para o parasito (Olliaro & Goldberg, 1995;
Sullivan, 2002; Aguiar, 2011).

Um dos mecanismos de escape realizado pelo Plasmodium sp é a detoxificacao,
através da polimerizacdo do heme, gerando um cristal conhecido como hemozoina. A
formacao de hemozoina é essencial para manter o equilibrio e tornar disponivel o espaco na
heméacia para o crescimento do parasito. Esse processo, de formacdo de hemozoina, pode
acontecer espontaneamente ou ser mediado pela enzima heme polimerase, pela proteina
HRPIlI — Histidine rich protein Il, ou por lipideos. A glutationa reduzida, também auxilia na
detoxificacdo do heme, atuando como um quelante, diminuindo a afinidade do heme pela
membrana do parasito, e por conseqiiéncia tendo um efeito protetor (Eckman & Eaton,
1979; Ginsburg et al., 1999; Egan, 2007; Kumar et al., 2007).

O mecanismo de acdo dos quinolinometandis ndo é bem conhecido, mas pode
envolver: ligacdo direta ao grupo heme, inibicdo de uma ferriprotoporfirina IX polimerase néo
identificada (inibicdo de polimerizacdo da heme), inibicdo de uma fosfolipase vacuolar,
inibicdo da sintese de proteina, interacdo com o DNA (Foley & Tilley, 1998).

Apesar do mecanismo dos quinolinometandis nédo esta completamente esclarecido,
existem evidéncias de que a interacdo entre os antimalaricos esquizonticidas sanguineos
com o grupo heme ferriprotoporfirina IX (Fe (lll) PPIX) estd envolvido na toxicidade destes
farmacos ao parasito intra-eritrocitico. Varios experimentos in vitro estabeleceram que
farmacos antimalaricos quinolinicos agem por interferéncia na cristalizacdo da hemozoina,
que tem por unidade basica a -hematina, como demonstra a Figura 10 (Sullivan Jr. et al.,
1998).

E consenso que estes farmacos inibem a formacdo da hemozoina. Persiste,
entretanto, uma divergéncia sobre como isto ocorre (Egan & Marques, 1999).

Slater & Cerami (1992), sugeriram que a reagdo de formacdo da hemozoina no
parasito é catalisada por uma enzima, que seria inibida pelos antimalaricos quinolinicos.
Esta concluséo foi baseada nas condiges extremas que, aparentemente, seriam requeridas
para a formagao por sintese da B-hematina e na observacdo que um extrato de membrana

plasmodial aparentemente catalisa esta formacéo (Gomes, 2006).
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Heme ou B-Hematina - unidade basica Hemozoina
Ferriprotoporfirina IX dos cristais de hemozoina

Figura 10. Estrutura da Ferriprotoporfirina IX, B-Hematina e hemozoina. Fonte: Adaptado de Pagola
et al., 2000; Wiser, 2003.

Entretanto, Dorn et al. (1995) encontraram que a formagédo de [B-hematina é
independente de proteinas e sugeriram que ela € autocatalitica, sendo que o0 agente
catalitico no extrato do parasito €, de fato, a prépria hemozoina. Uma outra hipétese é que
0s antimalaricos quinolinicos podem inibir a formacdo de hemozoina, pela interacdo direta
com a Fe(ll)PPIX (Gomes, 2006).

Warhurst (1981), demonstrou espectroscopicamente que antimalaricos quinolinicos
formam, em solucdo benzénica, complexos com a Fe(ll)PPIX e que o epimero inativo da
guinina, a 9-epiquinina, ndo forma o complexo.

Egan et al. (1994), demonstraram que as drogas cloroquina, quinina e amodiaguina
sdo capazes de inibir a polimerizacdo espontanea da Fe(lll)PPIX em solucdo de &cido
acético, enquanto a 9-epiquinina e outras substancias inativas na fase eritrocitica da malaria
ndo sao inibidoras.

Dorn et al. (1998), também relataram que a formacao de B-hematina é inibida por
antimalaricos quinolinicos sob condi¢cbes mais brandas, que se aproximam mais daquelas
gue sao esperadas in vivo. Assim, o efeito primario dos farmacos antimalaricos que atuam
na fase eritrocitica da doenca € a ligagdo com a Fe(ll)PPIX e a inibicdo da sua
polimerizagdo para formacdo da hemozoina. Secundariamente, a Fe(lll)PPIX e o complexo
FE(lI)PPIX-farmaco acumulam-se e ficam disponiveis para exercer seus efeitos tdxicos
(Orjih et al., 1994).

A base precisa para os efeitos téxicos da Fe(ll)PPIX livre e seus complexos com
antimalaricos quinolinicos no parasito ndo estd completamente estabelecida (Egan &
Marques, 1999).
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Uma das hipOteses é que esta toxicidade resulta da atividade peroxidativa da
Fe(ll)PPIX e dos complexos Fe(lll)PPIX-farmaco sobre os lipideos da membrana (Sugioka
& Suzuki, 1991).

Outra hipotese € que a Fe(lllPPIX lisa o parasito via um mecanismo
coléidoosmadtico, possivelmente pela inibicdo da manutencéo do gradiente de céations (Egan
& Marques, 1999).

Alguns autores tém sugerido que 0 mecanismo de ac¢do dos quinolinimetandis pode
ser similar ao da cloroquina, entretanto, as evidéncias que sustentam as interacées heme
como modo de agao das 4-amoniquinoleinas ndo estdo completamente esclarecidas, assim
como, ndo esté claro se o heme é o Unico alvo de agao dos antimalaricos quinolinometandis
(Chou et al., 1980; Chevli & Fitch, 1982; Slater, 1993).

Estudos iniciais sugeriram que a quinina assim como a cloroquina pode inibir a
replicacdo do DNA e a sintese do RNA do Plasmodium, ainda que, através de elevadas
concentracgdes de droga (Thelu et al., 1994; Foley & Tilley, 1998).

Estudos ultra-estruturais indicam que a mefloquina causa mudancas morfoldgicas no
vacuolo do P. falciparum. As mudancas se assemelham as alteracbes observadas apos
tratamento com a cloroquina, exceto que a mefloquina parece causar mais degranulacdo da
hemozoina do que as alterac6es morfoldgicas causadas pela cloroquina (Peters et al., 1977,
Jacobs et al., 1987; Olliaro et al., 1989).

A mefloquina mostrou inibir a heme polimerizacdo in vitro com similar ou menor
eficiéncia que a cloroquina (Slater & Cerami, 1992; Chou & Fitch, 1993; Slater, 1993;
Raynes et al., 1996).

Os dados disponiveis sugerem que, a mefloguina interfere em diferentes passos no
processo de alimentacdo do parasito quando em comparacdo com a cloroquina (Geary et
al., 1986).

Os efeitos morfolégicos no parasito seguidos ao tratamento com quinina e
mefloquina sdo similares aos efeitos observados pelo tratamento com a cloroquina, por
exemplo, ha uma expansao inicial do vacuolo alimentar (Jacob et al., 1987; Olliaro et al.,
1989; Peters et al., 1977).

E largamente aceito que a cloroquina exerce seu efeito antimalarico pela interagéo
com o processo de degradacdo da hemoglobina dentro do parasito, provavelmente por meio
de uma interacdo com a hematina (Dorn, et al., 1998; Ridley, 1997a; Ridley et al., 1997b),
embora o completo mecanismo de acgédo, seja até hoje debatido (Asawamahasakda et al.,
1994; Ward et al., 1997), a inibicdo da polimerizagdo da hematina tem sido usada como
marcante representante do tipo de atividade antimalarial das 4-aminoquinolinas (Slater et al.,
1992; Raynes et al.,1996; Hawley et al., 1998).
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Embora a quinina e a mefloquina interaja com a hematina livre, a interacdo €&
relativamente fraca, com reducéo correspondente da inibicdo da polimerizacdo de hematina
(Chevli & Fitsch 1982; Dorn, et al., 1998).

A quinina e mefloquina, assim como, as 4-aminoquinolinas, podem inibir este
processo in vitro (Dorn, et al., 1998; Hawley et al., 1998; Slater et al., 1993). Entretanto,
existem sugestdes de que a interacdo com a polimerizacdo da hematina pode n&o ser em si,
suficiente para explicar a atividade de drogas como a mefloquina (Foley & Tilley, 1997).

A quinina interage fracamente com a fragdo heme da hemoglobina, mas tem sido
mostrada por inibir a heme polimerizacdo e a atividade de heme catélise. Na auséncia de
um transportador especifico, a quinina é acumulada menos eficientemente no vacuolo
alimentar que a cloroquina (Chou et al., 1980; Slater, 1992; Chou & Fitch, 1993; Ribeiro et
al., 1997).

A mefloquina é uma base fraca monoprotéica que deve se acumular no vacuolo
alimentar menos que a cloroquina. Apesar disso, ela mostrou valores similares na
concentracdo de inibicdo (ICsp) in vitro. Essas evidéncias tem sido a base para o
guestionamento, se esta droga interage em diferentes pontos com o processo de
degradacdo da hemoglobina ou se a mefloquina tem um mecanismo de acéo adicional,

independente ou distinto da cloroquina (Desheves et al., 1996; Foley & Tilley, 1997).

1.2.4 A RESISTENCIA DO PLASMODIUM FALCIPARUM
Nas ultimas duas décadas, a mortalidade e a morbidade pela malaria tém

aumentado, em funcéo da resisténcia aos farmacos antimalaricos comumente utilizados, tais
como quinolinicos, preferidos até o surgimento da resisténcia do parasito, que se deve ao
principio da evolucdo das espécies, onde a presenca de farmacos (ou pressdo dos
farmacos) serve como processo de selecdo natural dos parasitas resistentes dentro do
hospedeiro, e pode ocorrer pelo decréscimo da concentracéo de droga no vacuolo digestivo,
por mecanismos de extrusdo na membrana vacuolar, ou mutagdo no sitio de ligacdo da
droga com a proteina alvo. Logo, a diminui¢do do pH intracelular e aumento do pH vacuolar
€ um fator relevante (Bray et al., 1992; Foote & Cowman, 1994; Bloland, 2001; Franca et al.,
2008).

Historicamente, a resisténcia do P. falciparum aos antimalaricos é conhecida desde o
inicio do século passado quando Neiva (1910) e Nocht e Werner (1910) assinalaram no
Brasil os primeiros insucessos no tratamento da malaria com quinino. Em 1947, comegaram
a surgir referéncias ao aparecimento de plasmdédios resistentes de regifes tratadas com
antimalaricos sintéticos (Melo, 2005).

Peters (1970) descreveu, a primeira evidéncia da diminuigdo da sensibilidade do P.

falciparum a cloroquina em 1957 na Tailandia. Em 1958, Bustamante referiu que o
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aparecimento da resisténcia do P. falciparum ao quinino se tornou um sério problema a
terapéutica da malaria.

Moore e Lanier (1961) notificaram o primeiro caso de P. falciparum cloroquina-
resistente em dois pacientes procedentes de Bogota. No mesmo ano, Young e Moore, em
estudo posterior, comprovaram a resisténcia da cepa a cloroquina.

No Brasil, no inicio da década de 60, foram descritos 0s primeiros casos de
resisténcia a cloroquina, em pacientes com malaria falciparum procedentes da regido
Amazobnica e do Nordeste (Rodrigues, 1961; Silva, 1961a; 1961b; Silva et al., 1961).

Ferraroni e Hayes (1979) descreveram resisténcia a cloroquina em indios do Estado
do Amazonas. Na década de 80, Alecrim (1981, 1986), em estudos in vivo e in vitro sobre a
resisténcia as drogas antimalaricas na Amazénia, demonstra 100% de resisténcia in vitro a
cloroquina.

Santos et al., (1987), em estudo in vitro, no periodo de 1983 a 1986, com cepas da
Amazonia Brasileira, mostraram 83% de resisténcia a cloroquina, 56% e 51% ao quinino e a
amodiaquina, respectivamente, e 2,3% a mefloquina.

Kremsner et al., (1989a; 1989b), no Estado do Acre, em area de colonizacgéo,
verificaram através de testes in vitro cepas resistentes a cloroquina (84%), amodiaquina
(73%) e quinino (2,3%) e 100% de sensibilidade a mefloquina.

Couto et al., (1993), avaliando a resposta de cepas de P. falciparum em testes in
vitro em sete municipios do sul do Estado do Para em diferentes periodos, observaram
resisténcia elevada para cloroquina (71%), relativamente baixa para amodiaquina (25,8%) e
para o quinino apenas 8,2%. Para a mefloquina, apesar de nado ter sido evidenciada
resisténcia em nenhum dos isolados, os resultados demonstraram perda da sensibilidade,
guando comparada a resisténcia em dois periodos distintos. Evidenciaram também cepas
multi-resistentes em dois dos municipios estudados.

Wongsrichanalai et al., (1992a, 1992b), na Tailandia, no periodo de 1980 a 1990,
identificaram a modificacdo do padrdo de resisténcia do P. falciparum as drogas
antimalaricas, em um estudo epidemiolégico onde os dados demonstravam claramente a
expansao e o aparecimento da resisténcia a mefloquina.

Couto et al., (1995), ao verificarem os resultados de analise temporal do perfil de
resisténcia no periodo de 1983 a 1991, com cepas isoladas de Paragominas (PA) e
Lourenco (AP), revelaram nas duas &reas uma aparente semelhanca no padréo de resposta
do P. falciparum, com alta prevaléncia de resisténcia a cloroquina (68,4% e 79,8%,
respectivamente), flutuagdo, dependendo do periodo, para amodiaquina e quinino, e
sensibilidade para mefloquina, embora descreva discreta perda de sensibilidade nas

amostras coletadas no Amapa quando comparadas com as do Para.
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Alin e Bjorkman (1997), na Tanzania, em estudos in vitro com isolados de P.
falciparum, mostraram alta sensibilidade a mefloquina e artemisinina. Cerutti et al., (1999),
testando a suscetibilidade do P. falciparum as drogas antimalaricas in vivo e in vitro, no
Estado do Mato Grosso, constataram in vivo uma elevada sensibilidade ao quinino e a
mefloquina e reportaram in vitro a resisténcia de 96,6% a cloroquina, 3,3% ao quinino,
enquanto 100% dos isolados foram sensiveis a mefloquina.

Segundo FUNASA — Fundacé@o Nacional de Saude - (Brasil, 2000), a migracdo na
Amazoénia é um importante fator para o0 aumento da transmissao e disseminacao de cepas
multi-resistentes entre localidades e Couto (2001), observou esta forte influéncia no estudo
de caracterizacao das cepas de P. falciparum e monitoramento longitudinal da resisténcia as
drogas em duas areas da Amazonia Brasileira.

Calvosa et al., (2001) relataram pela primeira vez resisténcia a mefloquina in vitro em
cepas isoladas na parte oriental da Amazonia Brasileira, no municipio de Maraba, no Estado
do Para.

Noeld et al., (2003), em um estudo in vitro com cepas de P. falciparum de
Bangladesh e da Tailandia, observaram altos niveis de resisténcia a cloroquina e acentuada
para mefloquina. Os resultados demonstraram também, na maioria dos isolados, alta
sensibilidade para quinino e 100% para artemisinina. Os autores concluiram que a alta
prevaléncia da resisténcia do parasito a mefloquina em Bangladesh sugere a necessidade
de uma acéo de vigilancia para verificar problemas de difusdo de cepas multi-resistentes na
area.

O gene pfmdrl o qual confere resisténcia a multiplas drogas foi descrito como um
transportador responsavel pela resisténcia a Cloroquina, apresentando um polimorfismo
resultante da substituicAo do aminoacido asparagina para um tirosina no P. falciparum
(Povoa et al., 1998; Volkman & Wirth, 1998; Holmgren et al., 2006).

A OMS considera, que entre os maiores desafios para o controle mundial da malaria,
estdo a expansao e intensificacdo da resisténcia do parasito as drogas antimalaricas, razao
pela qual vem implementando um arrojado projeto de vigilancia denominado Rede
Amazobnica de Vigilancia da Resisténcia as Drogas Antimalaricas (RAVREDA) (WHO, 2000;
Gomes, 2006).

Entre as linhas de pesquisa da RAVREDA, inclui-se a avaliagdo do uso de
medicamentos antimalaricos pela comunidade (automedicagdo, acesso aos medicamentos,
conhecimentos, atitudes e praticas) que podem levar ao desenvolvimento da resisténcia
(Gomes, 2006).
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1.2.5 PLANEJAMENTO E DESENVOLVIMENTO DE ANTIMALARICOS
Para a descoberta e o desenvolvimento de moléculas antimalaricas com melhor

atividade, é necessario compreender a estrutura quimica molecular, e identificar as
caracteristicas dos grupos funcionais da molécula. E fundamental a determinacdo de
parametros moleculares e propriedades fisico-quimicos, além do estudo quimico-
computacional teérico das propriedades estéreo-eletrbnicas de moléculas e receptores
pertencentes a esta classe de compostos, em especial 0s que atuam sobre 0 processo de
detoxificacdo do heme (Acharya et al., 2008).

Segundo Thomas (2003), a atividade biol6gica ocorre pelas interagbes quimicas
entre o ligante e seu receptor, e 0s grupamentos quimicos contribuem para a formacéao do
complexo farmaco-receptor, portanto, é possivel combinar o0s grupos funcionais
responsaveis pela acao bioldgica e retirar os fragmentos responsaveis pela toxidade.

O planejamento de compostos biologicamente ativos por métodos tedricos de
modelagem molecular, através de programas computacionais de quimica, técnicas de
visualizacdo gréfica, representacdo tridimensional e bancos de dados, auxiliam na
investigacdo das interacdes ligante-receptor, na selecdo de grupamentos, parametros
eletrbnicos, conformacionais e de solubilidade, para elucidacdo dos fatores estruturais
relacionados ao efeito bioldgico. Como conseqiiéncia, os mecanismos de acdo molecular
dos farmacos podem ser compreendidos pela integracdo dos conhecimentos fundamentais
de quimica orgénica, bioquimica, biologia molecular e farmacologia (Wermuth, 1996;
Scalercio, 2010).

O desenvolvimento de novos farmacos busca estruturas com atividade e aplicacao
definidas, reduzindo a toxicidade, tempo e custos financeiros. Os métodos computacionais
sdo ferramentas que tem por objetivo entender e prever o comportamento dos sistemas
reais, usados para desenhar, descrever e prever estruturas moleculares, propriedades do
estado de transicdo e equilibrio de reacbes, propriedades termodindmicas, eletrbnicas,
conformacionais e de solubilidade. Estes métodos abrangem estudos de minimizacdo de
energia, analise conformacional, extracdo das propriedades geométricas e estruturais, de
reatividade e simulagfes de dindmica molecular, cujos pardmetros podem ser aperfeicoados

por métodos estatisticos (Borges, 2007).

1.3 A QUIMICA MEDICINAL
A Quimica Medicinal é tipicamente interdisciplinar e esta voltada para racionalizar a

acdo dos farmacos em nivel molecular. Ela transita entre as subareas da Quimica e da
Biologia. Através da aproximacdo destas duas grandes éareas do conhecimento,
aparentemente distintas e distantes, as condicdes necessarias e essenciais a interacdo dos

guimicos medicinais e dos farmacologistas foram criadas, conduzindo a descoberta de
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novos farmacos, inovacgdes terapéuticas auténticas e com padrbes moleculares originais,
atuando, em muitos casos, por mecanismos farmacologicos de acdo inéditos (Barreiro,
2009).

Recentemente, ela teve uma definicdo atualizada por um comité de renomeados
especialistas reunidos pela divisdo de Quimica Medicinal da IUPAC (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada, do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry)
publicado em sua revista Pure and Applied Chemistry, onde se afirma que “A Quimica
Medicinal € uma disciplina quimica de base, que envolve também aspectos biolégicos, das
ciéncias médicas e farmacéuticas. Ela esta relacionada com a invencdo, a descoberta, o
desenho, a identificacdo e a preparacdo de compostos biologicamente ativos, a
interpretacdo do seu modo de interacdo a nivel molecular, a construcao das suas relacées
estrutura-atividade, e o estudo do seu metabolismo” (Adaptado de Wermuth et al., 1998;
Barreiro, 2009).

Dessa forma, o pesquisador da area de Quimica Medicinal tenta desenvolver e
sintetizar agentes medicinais ou farmacoldgicos que irdo beneficiar o ser humano e define
como o farmaco ou “droga” a substincia quimica que exerce um efeito observavel e
reproduzivel em um sistema biologico. Este efeito pode ser denominado de atividade
biolégica ou resposta biologica, e é usualmente dependente da dosagem do farmaco
(quantidade ou concentragcdo do composto administrado). A observacdo da resposta
biolégica pode ser baseada na verificacdo do percentual de inibicio de uma reacao
enzimatica ou a alteracdo dos batimentos cardiacos e do comportamento ou postura do
animal de teste (Redl et al., 1974; Oliveira, 2001).

1.3.1 A INTERACAO FARMACO-RECEPTOR
A forma como determinado farmaco € capaz de gerar uma rea¢cdo em um sistema

biolégico € muito importante em quimica medicinal. Fundamentalmente deseja-se obter a
resposta para a seguinte pergunta: Como é o mecanismo de acdo dos farmacos nos
sistemas bhiol6gicos? A resposta para esta questdo se encontra em como esses sistemas
operam em nivel molecular. Isto nos conduz ao estudo de um grande numero de reacdes
bioquimicas as quais os farmacos serdo submetidos nos sistemas biolégicos (Oliveira,
2001).

Os fatores que influenciam a ac¢do de um farmaco sdo divididos em dois grupos:
fatores diretos e fatores indiretos. Os fatores diretos séo aqueles ligados intrinsecamente a
constituicdo quimica e geométrica do farmaco e do receptor:

a) Lipofilicidade: transporte do farmaco e sua solvatacao;
b) Geometria molecular: complementaridade farmaco-receptor;

c¢) Forcas intermoleculares: poténcia do farmaco.
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Os fatores indiretos séo relacionados ao sistema bioldgico:
a) Absorgéo;
b) Transporte;
¢) Metabolizacéo;
d) Excrecéao.

Sendo a célula a unidade basica do corpo humano é evidente que o farmaco devera
interagir necessariamente em nivel celular. Inicialmente o farmaco ira interagir com a
membrana celular, que é formada por duas camadas. Estas camadas sdo formadas por
moléculas que apresentam um pequeno grupo polar em uma de suas extremidades
(glicerol) e duas longas cadeias hidrofébicas (fosfolipidio) na outra (Figura 11). Os grupos
polares estao orientados para o exterior e para o interior da célula. Esta € uma estrutura
estavel, uma vez que 0s grupos polares interagem com o0 meio aquoso do exterior e do
interior da célula, enquanto que as cadeias hidrofébicas interagem entre si através de forcas
de Van der Waals. Isto constitui em uma eficiente barreira entre 0 meio intracelular e 0 meio

extracelular (Martin, 1978; Oliveira, 2001).

i Agrupamento polar.

(Cadeias Hidrofobicas
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Figura 11. Organizagdo molecular da membrana celular.

No entanto, a membrana celular também é constituida por uma grande variedade de
proteinas. Algumas proteinas localizam-se na superficie. Outras se localizam entre as
camadas da membrana e ha outras que vao desde o exterior da célula até seu interior,
atravessando toda a membrana. A localizacdo dessas proteinas depende de sua
constituicdo. As partes proteicas localizadas no interior da membrana apresentam um
grande numero de aminoacidos hidrofébicos em sua superficie, enquanto que as partes
localizadas no exterior da membrana sdo constituidas por aminoacidos hidrofilicos. Muitas
das proteinas localizadas na superficie da membrana celular apresentam pequenas cadeias
de carboidratos ligadas e sdo denominadas glicoproteinas (Oliveira, 2001).

Para entender a interagdo farmaco-receptor € necessario ir até o nivel molecular

onde serdo encontrados trés tipos principais de biomoléculas: lipideos, proteinas
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(glicoproteinas), acidos nucleicos. Os farmacos que interagem com os lipideos, como por
exemplo, os antibioticos bactericidas em sua maioria agem modificando a estrutura da
membrana celular. Os farmacos anestésicos reagem com os lipideos da membrana celular e
alteram suas propriedades elétricas (Oliveira, 2001).

Assim, a acao biologica das substancias exdégenas no organismo intriga inGmeros
pesquisadores desde ha muito tempo. Entretanto, Emil Fisher formulou um modelo pioneiro,
capaz de permitir uma racionalizacdo dos efeitos das substancias, exdégenas ou nao, no
organismo. Este modelo, conhecido como “chave-fechadura”, contém um conceito
fundamental que até hoje vigora (Figura 12). Ele define que as moléculas dos compostos
ativos no organismo sé@o chaves, que interagem com macromoléculas do proprio organismo
(bioreceptores) que sao as fechaduras. Desta interacdo chave-fechadura temos a resposta
farmacoldgica de substancias enddgenas. Representando o conceito de complementaridade

molecular que existe entre o farmaco e seu receptor (Barreiro, 2001).

Modelo Chave-Fechadura

Farmaco

Bioreceptor

Figura 12. Modelo chave-fechadura.

Desta forma, conhecendo, como se conhece, em quase todos 0s casos, a estrutura
do farmaco (a chave) e sabendo-se quais grupos funcionais estdo presentes em sua
molécula (os “dentes” da chave) poder-se-ia “compor” a topografia provavel, aproximada, do
bioreceptor (a fechadura). Portanto, onde na chave temos uma reentrancia, na fechadura
teremos uma protuberéancia, complementar, e assim por diante (Barreiro, 2001).

Esse modelo chave-fechadura sugere ainda que, conhecendo-se a estrutura do
bioreceptor, eleito como alvo terapéutico adequado para o tratamento de uma patologia
pode-se, por complementaridade molecular, “desenhar” uma molécula capaz de interagir
eficazmente com este receptor, permitindo seu planejamento estrutural (Figura 13). Esta
estratégia de desenho planejado de bioligantes, geralmente emprega técnicas de quimica
computacional (Computer Assisted Drug Desing, CADD), onde a modelagem molecular é
ferramenta extremamente util (Barreiro, 2001).

Entretanto, quando a estrutura do bioreceptor ndo é conhecida, pode-se utilizar como

‘modelo” molecular seu agonista ou substrato natural, que adequadamente modificado pode
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permitir a construcdo molecular de novos inibidores enziméticos, novos antagonistas ou
agonistas de receptores, dependendo da necessidade, definida pela escolha do alvo
terapéutico (Barreiro, 2001).

Substancia
ativa natural ou
Alvo sintética

Desenho

Enzima : molecular

bioreceptora

)
. e
Medicamento = & =

Figura 13. Concepgado esquematica do planejamento racional de farmacos.

Esta ardua tarefa é realizada pela quimica medicinal, sub-area que tém observado

significativo desenvolvimento no pais.

1.4 QSAR
Estudos de relagbes estrutura-atividade (SAR: Structure-Activity Relationships) séo

utilizados para definir os parametros importantes para a acdo de uma classe de compostos
analogos contra certa patologia, pois parte da premissa geral de que uma droga age em um
sitio de acéo especifico localizado em uma enzima ou receptor, sendo que compostos com
estruturas semelhantes tendem entdo a possuir a mesma atividade farmacologica e/ou
toxicoldgica, ou seja, interagem nesse mesmo sitio (Thomas, 2003; Neto, 2006).

O sucesso da abordagem SAR no desenho de farmacos depende ndo somente do
conhecimento e da experiéncia da equipe de desenho, mas também de uma boa dose de
sorte. O estudo de relagBes quantitativas estrutura-atividade (QSAR: Quantitative Structure-
Activity Relationships) procura remover o elemento sorte ao estabelecer uma relacéo
matematica, sob a forma de uma equagéo, entre a atividade biologica e os parametros (ou
propriedades) fisico-quimicos mensuraveis que possuam influéncia sobre a atividade
terapéutica de uma classe de compostos (Thomas, 2003; Neto, 2006).

Ele propbe que a acdo de uma droga pode ser dividida em dois estagios: o
transporte para seu sitio de agdo e a ligagdo ao mesmo. Assim, a atividade biologica esta
associada as mudancas de energia livre que ocorrem nos processos de absorgéo,
distribuicdo e biotransformagdo ou a propria interacdo droga-receptor, sendo esse 0
paradigma que fundamenta o estudo de QSAR (Thomas, 2003; Neto, 2006).
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Historicamente, Crum-Brown e Fraser desenvolveram o primeiro trabalho na area de
relacdes estrutura-atividade que se tem noticia. Nesse trabalho de 1868, descreveram o
resultado obtido apds sucessivas injecoes de derivados de morfina, estricnina e atropina em
cobaias. Chegando a conclusdo que a agéao fisiolégica (8) de determinada molécula era
funcdo de sua constituicdo quimica (C), isto é:

6=1(C) (Eq. 1.0)
De fato, a Eq. 1.0 ndo era aplicavel, pois através dela ainda ndo era possivel relacionar
matematicamente a estrutura quimica de uma molécula a sua atividade biol6gica. Na
realidade, o que se fazia era relacionar o efeito de pequenas variagdes da estrutura quimica
as respectivas variagdes na atividade biologica (Gaudio, 1996).

Em 1893, Richet demonstrou que a toxicidade de compostos simples (alcodis, éteres
e acetonas) era inversamente proporcional a solubilidade em agua. No mesmo periodo
Overton (1897) e Meyer (1899), trabalhando de forma independente, demonstraram que a
toxicidade de certos compostos organicos era dependente de sua lipofilicidade. Hammett,
em 1937, demonstrou que a reatividade quimica de substituintes meta e para derivados de
benzeno se relacionava com suas propriedades eletronicas (Tute, 1971; Rekker, 1992).

Mas, o grande avanco nessa area ocorreu a partir da década de 60 com os trabalhos
de Hansch e Fujita e Free e Wilson. Seus respectivos ficaram conhecidos como analise de
Hansch e andlise de Free-Wilson (Crum-brown & Fraser, 1868; Kubinyi, 1993; Oliveira,
2009).

Na analise de Hansch, a atividade bioldgica de uma série de compostos €
correlacionada com propriedades fisico-quimicas de substituintes ou parametros globais que

representam efeitos hidrofébicos e eletrbnicos. Matematicamente, o modelo é descrito por:

log — [=-ar" + b+ po +
\( (Eq. 1.1)
onde C é a concentracdo molar que causa uma determinada resposta bioldgica, 1 é o valor
relativo de lipofilicidade do substituinte, o corresponde a constante eletrdnica relativa ao
substituinte e a, b, p e ¢ séo coeficientes de regressédo. O valor de 11 é definido por:
™ =log Px — log Py (Eq. 1.2)

O termo Py é o coeficiente de parti¢do, logP, para o composto com um substituinte X e Py é
o coeficiente de particdo para a molécula sem o substituinte, ou seja, X = H (Oliveira, 2009) .

Na andlise de Free-Wilson, adota-se como premissa que a introducdo de um
substituinte em qualquer posi¢do da molécula sempre muda a poténcia relativa da mesma
guantidade independente dos outros substituintes. Neste modelo séo utilizadas variaveis
indicadoras que assumem valores nulos ou unitarios para representar, respectivamente, a

auséncia ou presenca de um dado substituinte, X. A equagéo correspondente € dada por:
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log[%J =>aX,+u
c¢) 5 (Eq. 1.3)

onde X; € uma variavel indicadora, a; & coeficiente de regresséo e y € atividade geral média
do composto de referéncia (Oliveira, 2009).

Ha ainda o modelo misto que combina as varidveis da analise Hansch e de Free-
Wilson bem como outras variagbes em torno destes modelos. Os modelos apresentados
permitem a descricdo da atividade biolégica em termos de variaveis que fornecem
interpretacdes claras. No entanto, o numero de descritores disponiveis atualmente
aumentou consideravelmente e, por vezes, sao dificeis de interpretar, mas em
compensacéo, podem contribuir com o poder de previsdo do modelo (Kubinyi, 1997). A

equacao correspondente que descreve a atividade bioldgica foi generalizada para:

g |~ XAV, 5,

S (Eq. 1.4)
onde B; e Bo sdo coeficientes de regressdo e V; sdo os descritores moleculares (Oliveira,
2009).

E importante salientar que dados bioldgicos confiaveis sdo necessarios para a
construcao de modelos com boa capacidade de previséao. Isto significa que os dados devem
ser obtidos de uma forma consistente através de um Unico protocolo, de preferéncia, pelo
mesmo grupo de pesquisa (Cronin & Schultz, 2003).

Além da concentracdo molar, C, outros parametros podem ser utilizados em analises
QSAR tais como: ICs (concentracdo inibitéria média, ou seja, concentracdo que reduz o
efeito em 50%), EDsy (concentracdo molar correspondente a 50% da dose efetiva), LDsg
(dose letal média, isto €, concentracdo letal para 50% da populacdo de animais de teste em
um tempo prescrito), K; (constante de dissociacdo de um inibidor), atividades bioldgicas in
vitro, parametros farmacocinéticos e farmacodindmicos. Porém, a percentagem de inibicao
nao é uma forma apropriada de expressar a atividade biol6gica nestes estudos devido a
natureza néo linear das relagbes dose-resposta (Kubinyi, 1993; Oliveira, 2009).

Outro aspecto importante sobre estudos QSAR se refere aos requerimentos de
representatividade e homogeneidade para aplicabilidade das analises. Para que um modelo
QSAR seja aplicado, os compostos devem apresentar variagdes em torno de uma estrutura
basica, ou seja, devem ser congenéricos e apresentar 0 mesmo modo ou mecanismo de
acdo (homogeneidade) (Eriksson et al., 2003).

Simultaneamente, estes compostos devem cobrir adequadamente o espago quimico
(representatividade). Vighi (1998) questiona a severidade com o requerimento de

congenericidade argumentando que € viavel o tratamento de seéries heterdlogas, pois se
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todas as caracteristicas estruturais de uma molécula podem ser descritas entdo todos os
padrbes de comportamento podem ser descritos por meio de um modelo adequado. O
desafio é desenvolver sistemas de descritores capazes de expressar, de maneira
quantitativa, todas as caracteristicas estruturais das substancias quimicas (Oliveira, 2009).

Finalmente, as condi¢des para avaliar a validade dos modelos QSAR foram reunidas
na forma de principios os quais foram denominados originalmente Principios de Setubal,
cidade portuguesa onde ocorreu a conferéncia organizada pelo ICCA (International Council
of Chemical Associations) e CEFIC (European Chemical Industry Council). Atualmente,
estes principios sdo conhecidos por Principios OECD (Organisation for Economic
Cooperation and Development). De acordo com eles modelos QSAR deveriam (idealmente):

1° Principio: Estar associados com uma finalidade definida. Entende-se por
finalidade qualquer propriedade fisico-quimica, efeito biolégico ou parametro ambiental
relacionado a estrutura quimica que pode ser medido e modelado.

2° Principio: Tomar a forma de um algoritmo compreensivel;

3° Principio: Ter dominio de aplicabilidade definido;

4° Principio: Estar associados com medidas apropriadas para os indices de
confiabilidade, robustez e previsibilidade;

5° Principio: Estar associados, se possivel, com uma interpretacdo mecanistica.

1.4.1 DIMENSOES EM QSAR

De acordo com as dimensfes dos descritores moleculares, a metodologia de QSAR
pode ser classificada em:

a) QSAR-1D — onde a estrutura do ligante é representada por suas propriedades
moleculares globais (por exemplo, Log P e pKa);

b) QSAR-2D — onde a estrutura do ligante é representada por padrdes estruturais
2D, sem considerar a representacdo 3D (por exemplo, conectividade e farmacéforo 2D);

¢) QSAR-3D - onde a estrutura do ligante € representada por sua estrutura 3D;

d) QSAR-4D - em que os ligantes sdo representados por um conjunto de
conformagdes ou estados de protonacao;

e) QSAR-5D semelhante ao 4D mas com a representagdo de diferentes modelos de
encaixe induzido (ligante-receptor);

f) QSAR-6D, semelhante ao 5D, mas com a representacéo de diferentes cenarios de
solvatacao (Lill, 2007).

1.4.2 QSAR-2D
O modelo classico de Hansch-Fujita ou QSAR-2D é o mais utilizado no estudo das

relacdes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica. A aplicacdo deste modelo baseia-
se no estudo de séries de compostos que possuem estrutura quimica semelhante, mas
diferem entre si por um ou mais grupos substituintes em posi¢bes definidas da molécula
(Hansch & Fuijita, 1964; Tute, 1971; Martin, 1978; Kubinyi, 1993; Hansch & Leo, 1995).
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Esse modelo tenta isolar e caracterizar cada um dos fatores responsaveis pela
atividade farmacologica do farmaco. Baseando-se na utilizacdo de parametros fisico-
guimicos e estruturais linearmente relacionados com energia livre para a construcao de
modelos multidimensionais do tipo

AB = ag + a1 Xy + axXo+ ...+ Xy (Eqg. 2.0)
em que AB é a resposta biolégica, medida em escala apropriada, X; sdo parametros fisico-
guimicos e estruturais que descrevem as propriedades dos grupos quimicos substituintes e
a, sao coeficientes obtidos por analise de regressao linear multipla. Modelos desse tipo
correlacionam a atividade biolégica as propriedades moleculares, representadas pelos
parametros fisico-quimicos e estruturais. Estes parametros, chamados classicos, sao
propriedades moleculares aditivas e constitutivas e sdo normalmente classificados como
sendo do tipo lipofilico, eletrbnico e estéreo (Martin, 1978; Kubinyi, 1993). Os parametros
mais utilizados em QSAR classico sao:

a) o — constante eletronica de Hammett (Hammett, 1937);

b) 1 — constante lipofilica de Hansch-Fujita (Fujita et al., 1964);

c) Es— constante estérea de Taft (Taft, 1952).

Essas constantes sdo constantes de substituintes presentes numa série de
compostos que exercem atividade biologica através do mesmo mecanismo de acéo.
Reescrevendo a Eq. 1.1 em funcdo dos parametros fisico-quimicos obtém-se as Egs. 3.0 e
4.0:

log (1/C) = am + bo + cEs +d (Eq. 3.0)
log (1/C) = -am® + b1 + co +dEg + e (Eq. 4.0)

Na Eqg. 4.0 a dependéncia da atividade em relacdo a lipofilicidade obedece ao
chamado modelo parabdlico ou quadratico. O modelo definido pela Eq. 3.0 é obtido baseado
na hipotese de que a atividade biol6gica depende de fatores (parametros) independentes
entre si ou ortogonais. A aplicabilidade deste modelo é limitada aos sistemas biol6gicos
mais simples in vitro. Para o caso da atividade in vivo deve-se utilizar o modelo expresso
pela Eq. 4.0, ou modelo bilinear de Kubinyi (Eq. 5) (Kubinyi, 1977):

log 1/C = -am + blog(B10™ + 1) + co + dEs + € (Eqg. 5.0)
onde B é um parametro de ajuste.

Hansch propds cinco regras para aconstru¢do de modelos mateméaticos de relagéo
estrutura atividade (Unger & Hansch, 1973):

a) Selecdo de variaveis independentes: deve-se testar um grande numero de
variaveis, incluindo as propriedades de natureza lipofilica, eletrbnica, estérea e de
polarizacdo. Também devem ser testadas varidveis oriundas de calculos de mecénica
guantica e variaveis indicadoras. As variaveis selecionadas na melhor equacdo devem ser

essencialmente independentes (ortogonais);
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b) Validag&o estatistica das variaveis selecionadas: cada variavel incluida na melhor
equacao deve ser validada por testes estatisticos;

c¢) Principio da Parcimbnia (Navalha de Occam): quando ocorre davida na escolha de
varios modelos aproximadamente equivalentes, deve-se escolher o mais simples;

d) Numero de Variaveis: para minimizar a correla¢éo por coincidéncia deve-se ter no
minimo cinco ou seis compostos para cada variavel incluida no modelo;

e) Modelo Qualitativo para o mecanismo de a¢cdo dos compostos: é essencial que o
modelo obtido seja consistente com o mecanismo de acdo, em nivel molecular, dos
compostos testados.

A validade do método de Hansch pode ser comprovada a partir das dezenas de
milhares de modelos publicados desde que o método foi formulado, em 1964 (Hansch &
Fujita, 1964).

1.4.3 METODOLOGIA GERAL PARA O ESTUDO QSAR
A metodologia QSAR adota um conjunto de procedimentos que podem seguir vias de

analise computacional distintas, consoante a informacéo inicial disponivel, apresentando,
contudo, passos obrigatoriamente comuns. A Figura 14 apresenta o esquema dos passos
essenciais para a elaboracdo do estudo QSAR (Barnett et al., 1978; Bajorath, 2004;
Machado, 2008).

Seleccdo da familia Seleccdo de composros
para construcdoe do modelo para a prova do modelo

Optimiza¢do geometrica

|

Descricdo estridural

Validacio Cruzada

Exrerna
Seleccdo de varidveis relevanres

e consrricdo do modelo

Validagiio Cruzoda
fnterna

Figura 14. Esquema ilustrativo dos passos na elaboracdo de um estudo QSAR e construcao do

modelo preditivo.
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1.4.3.1 SELECAO DE LIGANDOS E OTIMIZAGAO ESTRUTURAL
A selecao de ligandos é o primeiro passo a realizar em estudos QSAR efetuando-se

uma base de dados de determinada familia ou conjunto de compostos. E obrigatério que
esta recolha de dados seja criteriosa e elaborada, apresentando uma série de moléculas
quimicamente similares ou com caracteristicas semelhantes, como a atividade biologica, a
constante de ionizacéo (K;) e as cargas parciais (Hagadone, 1992; Bajorath, 2004).

As moléculas devem entdo apresentar similaridade, para que o estudo seja valido e
eficiente, pois uma série de moléculas pouco similares origina modelos nédo produtivos
(Nikolova & Jaworska, 2003; Bajorath, 2004).

Dado que os modelos QSAR das moléculas da série em estudo séo criados através
dos descritores extraidos da estrutura tridimensional dos compostos selecionados, a
obtencdo de uma geometria correta é de grande importancia (Hagadone, 1992; Thorner et
al., 1997).

O calculo computacional da geometria molecular € uma das funcBes mais essenciais
dos programas de quimica computacional, embora ndo seja um processo trivial. O uso
destes programas permite descrever a geometria da molécula em estudo, analisando as
energias de interacdo e 0s seus respectivos gradientes para determinar a geometria
molecular correspondente ao estado de minima energia (Hurst & Heritage, 1997; Young,
2001).

A utilizacdo de programas com representacao e construcdo grafica de compostos é
bastante frequente, possibilitando assim o desenho grafico das moléculas pretendidas. A
existéncia de diversos programas permite este tipo de operacdo, ja que alguns deles
facultam o desenho da estrutura bidimensional e transmutam-na para uma estrutura
tridimensional, enquanto que outros programas, por seu lado, ja permitem um desenho
tridimensional adicionando, posteriormente, os hidrogénios necessarios a estrutura final.
Existem ainda outros programas que constroem a molécula tridimensional a partir de uma
lista de elementos e de hibridagfes (Young, 2001; Popp et al., 2002).

Alguns exemplos de programas usados para editar e desenhar as moléculas séo:
Gaussview, HyperChem, Spartan, Titan, Molden, Ghemical, Chemsketch, Marvin,
WxMacMolPlt. Sendo que, os quatro primeiros sdo pagos, enquanto que os Ultimos séo
gratuitos (Martins, 2010).

Independente da eficiéncia do método utilizado, a geometria final obtida corresponde
a energia do nivel tedrico usado pelo computador. De uma forma geral, h4 uma tendéncia
para se utlizar métodos rapidos e estimativos ou métodos precisos, mas

computacionalmente intensivos e morosos. No entanto, existem métodos rapidos e precisos,
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todavia apenas aplicaveis a uma classe limitada de moléculas (Young, 2001; Popp et al.,
2002).

Com o intuito de se obter resultados precisos o mais rapido possivel, séo
frequentemente utilizadas com bastante éxito duas otimizacbes geométricas. Uma vez
finalizada uma geometria correta com um reduzido nivel tedrico, esta é novamente utilizada
para uma segunda otimiza¢do a um nivel tedrico muito mais rigoroso (Young, 2001; Popp et
al., 2002).

A escolha do algoritmo de otimizacdo é amplamente influenciada pelo tempo
necessario que o computador leva a otimizar a geometria molecular. Métodos como o AM1
(Modelo de Austin 1, Austin Model 1) e o RM1 (Modelo Recife 1, Recife Model 1) utilizam
meios semi-empiricos para obter resultados em moléculas organicas (Young, 2001; Popp et
al. 2002; Machado, 2008).

O AM1 é um método semi-empirico muito popular para modelagem de compostos
organicos. Nele foram parametrizadas as integrais dos seguintes atomos: H, B, C, Si, N, O,
S, F, ClI, Br, I, Hg e Zn. Ele calcula melhor a repulsédo entre nucleos e proporciona melhores
resultados de moléculas envolvidas em processos biolégicos. Funcdes Gaussianas foram
incluidas nas integrais de repulsdo core-core. Com isto, tornou-se possivel melhorar a
descricdo de ligacBes de hidrogénio, para alguns casos (Young, 2001; Leach, 2001;
Albuquerque, 2008).

O RM1, Recife Model 1, € um novo método semi-empirico para célculos de orbital
molecular que possui a mesma estrutura algébrica e 0 mesmo numero de parametros do
método AM1, porém foi parametrizado de uma forma muito mais elaborada (Rocha et al.,
2006; Oliveira, 2008).

A vantagem do RM1 ser uma reparametrizacdo do AM1 é que o método pode ser
implementado trivialmente em qualquer software que ja contenha o AM1, bastando para isso
a troca dos parametros sem que sequer uma unica linha de cédigo adicional tenha que ser
introduzida (Oliveira, 2008).

A ampla maioria das moléculas importantes para a vida é formada por atomos de
apenas seis elementos diferentes: H, C, N, O, P e S. Acrescentando-se os halogénios,
pode-se entdo construir a maioria das moléculas de importancia para a pesquisa em
farmacos. Por isto, a parametrizagéo inicial do RM1 foi para os &tomos de H, C, N, O, P, S,
F, Cl, Br e |, para um total de 191 parametros (Oliveira, 2008).

Assim como o AM1, as propriedades utilizadas no conjunto de parametrizacéo foram:
calor de formag¢do, momento de dipolo, potencial de ionizacdo e variaveis geométricas

(distancias e angulos de ligagéo) (Oliveira, 2008).
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1.4.3.2 DESCRITORES MOLECULARES
As estruturas quimicas ndo contém a informacao relacionada a atividade biol6gica de

maneira explicita. Esta informacéo deve ser extraida das estruturas na forma de descritores
moleculares que acentuem diferentes propriedades quimicas implicitas na estrutura da
molécula. Tais propriedades, que vao desde parametros fisico-quimicos, eletrdnicos ou
mecanico-quéanticos a caracteristicas geométricas e topoldégicas das moléculas, podem ser
entdo correlacionadas diretamente com a atividade (Weber, 2008; Martins, 2010).

Deste modo, os descritores moleculares séo as variaveis independentes que serdo
utiizadas na formulacdo do modelo QSAR. Eles contém a informacdo quimica das
moléculas ou conforme a definigdo de Consonni e Todeschini (2000):

“Descritor molecular € o resultado final de um procedimento matematico e légico o
qual transforma informacgdo quimica codificada dentro de uma representacao simbdlica de
uma molécula em um ndmero Util ou resultado de algum experimento padronizado”.

Eles podem ser oriundos de dados experimentais ou calculados (in silico). Os
descritores in silico dividem-se de acordo com a dimensionalidade da molécula usada para
calcula-los, ou seja, unidimensional (1D), bidimensional (2D) e tridimensional (3D) (Oliveira,
2009).

Os descritores 1D sdo obtidos a partir da informacédo molecular, ndo requerendo o
conhecimento prévio da topologia ou estrutura tridimensional e classificam-se em:

e Constitucionais;

e Grupos funcionais;

e Fragmentos atomo-centrado;

e Empiricos;

e Propriedades.

Os descritores constitucionais sdo baseados nos constituintes dos compostos, como
por exemplo, nimero de atomos, nimero de ligacdes, nimero de anéis, peso molecular, etc.
Eles sao, provavelmente, os descritores mais utilizados nesta categoria, apesar da
existéncia dos outros (Bajorath, 2004; Tetko, 2005; Tetko et al., 2005).

Por sua vez, os descritores 2D sao constituidos com base na conectividade
molecular dos compostos. Os primeiros indices de conectividade molecular foram descritos
por Randic e intensivamente investigados por Kier, Hall e outros colaboradores (Kier et al.,
1975; Kier et al., 1975; Bonchev, 2000; Randic et al, 2004; Vukicevic & Trinajstic, 2003; Hall
& Henry, 2006).

Estes descritores vao de simples medidas das entidades constituintes da estrutura
guimica, de suas propriedades geométricas e topoldgicas, métodos de contagens de
fragmentos, até descritores eletrdnicos calculados por métodos mecéanico-quanticos. E

podem ser classificados como:
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» Descritores topolégicos;

» Contagens de caminhos moleculares;

+ BCUT;

- Indices topoldgicos de cargas de Galvez;

» Autocorrelacdes 2D.

Os 3D sao gerados a partir da estrutura tridimensional dos compostos cujas
propriedades podem ser globais. Exemplos disso sdo o momento dipolar ou as energias
HOMO e LUMO, as densidades de carga, volume e outros, na sua maioria obtida por
sofwares especificos, como por exemplo, o software Dragon (Tetko et al., 2001; Tetko et al.,
2005).

Eles apresentam uma invariante translacional e rotacional, ou seja, n&o necessita de
uma superimposicdo estrutural dos compostos estudados, para poder logo compara-los
entre as diferentes moléculas (Tetko et al., 2001; Young, 2001; Kubinyi et al., 2002).

Estes descritores podem ser obtidos de diversas formas e metodologias, e sdo
classificados como:

+ Indices de aromaticidade;

+ Perfis moleculares de Randic;

» Descritores Geomeétricos;

» Descritores 3D-MoRSE;

» Descritores RDF;

» Descritores WHIM;

e Descritores GETAWAY;

+ Descritores eletronicos.

Os descritores 1D e 2D séao preferiveis em geral, pois independem da conformacao,
ao contrario dos descritores 3D. Este tipo de dependéncia acarreta a necessidade de
amostragens conformacionais e sele¢do da conformacdo que serd usada na construcao do
modelo (Oliveira, 2009).

1.4.3.3 SELECAO DE VARIAVEIS
A selecdo de varidveis € um conjunto de técnicas que tém por objetivo eliminar

atributos (ou variaveis) considerados redundantes ou irrelevantes durante a modelagem
matematica dos dados. Devido ao elevado nimero de variaveis, o processo € normalmente
conduzido de forma automatizada e os critérios adotados para julgar a relevancia dos
atributos podem potencialmente eliminar variaveis importantes. Por esta razdo é
recomendavel confrontar o modelo resultante com a nocao intuitiva sobre o mecanismo de

acao ou modo de acéo (Oliveira, 2009).
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Kubinyi (1993) e, posteriormente, Guyon e Elisseeff (2003) demonstraram por meio
de exemplos que certas variaveis individualmente podem se mostrar irrelevantes, porém,
guando combinadas, podem produzir modelos com boa capacidade de previsdo. Esta
constatacdo amplia as possibilidades a serem exploradas gerando um enorme desafio a
concepcéao de metodologias eficientes de busca.

As estratégias mais populares utilizadas na proposi¢cao de subconjuntos de variaveis
sdo: a busca sistematica, o algoritmo genético, a selecdo prospectiva (forward stepwise
selection) e a eliminacao retrospectiva (backward elimination) (Oliveira, 2009).

A busca sistematica € um método deterministico que explora o0 espaco
conformacional em intervalos regulares (Figura 15). Neste tipo de abordagem, o sistema de
coordenadas internas € 0 mais apropriado na exploracdo do espaco conformacional, pois é
possivel reduzir o nimero de graus de liberdade identificados no sistema cartesiano aos
angulos torsionais independentes da molécula. Por exemplo, um sistema linear com N
atomos possui 3N-5 graus de liberdade no sistema cartesiano (para sistemas ciclicos, este
valor € de 3N-6) e, no sistema de coordenadas internas, este nimero se reduza N (N'<N)
angulos torsionais independentes porque o comprimento das ligacbes entre atomos e o0s
angulos entre ligacdes consecutivas ndo variam drasticamente a conformagdo molecular
(Goodman & Still, 1991; Oliveira 2009).

ENERGIA

Figura 15. Mapeamento do espac¢o conformacional em espacos regulares. Fonte: Oliveira, 2009.
Diferentemente dos métodos aleatdrios, os métodos deterministicos, como o da

busca sistemética, sdo uma garantia de que o espacgo conformacional serd inteiramente

explorado. Cada ponto desta superficie corresponde a uma conformacédo que € formada a

partir da combinagdo de angulos torsionais (Figura 16). No entanto, um fator limitante



42

inerente ao método € um fenémeno conhecido como explosdo combinatéria. Esta expressao
é utilizada para enfatizar o crescimento vertiginoso do nimero de conformagfes geradas em

funcdo do aumento do nimero de angulos torsionais (Oliveira, 2009).

U C

Figura 16. A combinacéo de angulos torsionais gera novas conformacdes. Fonte: Oliveira, 2009.

Os algoritmos genéticos (Genetic Algorithm, GA) foram concebidos na década de 60
por John Holland. Os principios envolvidos sao inspirados na teoria de Darwin sobre a
evolucao das espécies (Oliveira, 2009).

O GA concretiza seu objetivo pela geracdo de populacdes de modelos preditivos,
através de um processo reprodutivo, bem como através da respectiva otimizacédo da fungéo
relacionada com a qualidade do modelo construido (Machado, 2008).

Na terminologia algoritmica genética, cada individuo da populacdo inicial é
denominado cromossoma, consistindo num vetor binario em que cada posicao (gene)
corresponde a uma variavel. Por sua vez, cada gene apresenta o niamero 1 ou 0, caso
esteja incluido ou ausente no modelo construido, respectivamente. Por fim, cada

cromossoma representa um possivel modelo com determinadas variaveis (Figura 17).

110{1(1/0|0(1(0|1[1(0|0[O01]1]1

Figura 17. llustracdo de um cromossomo. Cada cor representa um gene diferente que por sua vez

estd associado a presenca (1) ou auséncia (0) de determinada variavel. Fonte: Oliveira, 2009.

Uma vez estabelecidos os parametros anteriores, a evolucéo do algoritmo genético é
constituido por quatro passos gerais:
I. Iniciagdo da populacéo

A populacéo inicial é constituida, em primeira instancia, por modelos aleatérios com
um namero de varidveis entre 1 e L, sendo L o namero maximo determinado pelo
investigador. O valor da funcdo selecionada para cada modelo é calculado no processo
denominado “avaliagado” (Machado, 2008).

Os modelos calculados sédo ordenados por ordem decrescente e de acordo com a
gualidade do respectivo modelo.
Il. Crossover

Os pares de modelos sdo selecionados a partir do conjunto de cromossomas
anteriormente calculado. Seguidamente, os respectivos pares permitem a geracdo de um

novo modelo, o qual preserva as caracteristicas comuns dos modelos ascendentes (0s
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progenitores) e incorpora caracteristicas diferentes de acordo com a probabilidade de
cruzamento genético. Se o “modelo-filho” coincide com algum ja existente na populagéo
atual ou se a sua qualidade é inferior a qualquer um deles, entdo sera rejeitado. Caso
contrario, sera avaliado e ordenado na restante populagdo, segundo o nivel de qualidade
(Machado, 2008).

Este conjunto de passo é repetido inUmeras vezes até a obtengcdo do maximo valor
da funcéo que descreve a qualidade do modelo construido.
lll. Mutacéo

Ap6s o procedimento de crossover, a populagdo encaminha-se para um processo de
mutacdo em que cada um dos seus modelos sofre alteracbes aleatérias nos seus
respectivos genes. Os modelos comutados séo, entdo, avaliados e ordenados na populacdo
de forma semelhantes ao crossover (Machado, 2008).

Este processo é controlado por probabilidade mutagénica, a qual permite um
movimento dos minimos estabelecidos por crossover.

IV. Nova Geracao

A nova geracao de uma populacao é obtida através da supressdo no cromossoma de
uma percentagem pré-estabelecida e pela sua recriacdo aleatdria. Por norma, a supressao
cromossdmica empregue ronda aproximadamente os 50% dos modelos totais criados,
sendo que os excluidos correspondem aos modelos com menor qualidade (Machado, 2008).

Resumidamente, uma populacdo inicial com N componentes € escolhida
aleatoriamente. Cada individuo € caracterizado por seus cromossomos e ordenado em
ordem decrescente de aptiddo. No processo de reproducdo, novos individuos séo gerados
através de recombinacao (crossover) e eventuais mutacdes (mutation). Em processos ditos
elitistas, os melhores classificados sdo escolhidos para reproducdo. A aptiddo dos
individuos é avaliada de acordo com uma funcéo caracteristica do problema. O processo
continua até um numero preestabelecido de geracdes ou de cépias de um mesmo
cromossomo (Oliveira, 2009).

E importante ressaltar que o método GA proporciona um conjunto de modelos de
regressao eficazes, bem como, uma caracterizagdo pormenorizada das variaveis utilizadas
em cada modelo construido e sua influéncia no mesmo. O caréater de avaliagdo ou qualidade
dos modelos criados é quantificado por um ou mais critérios estatisticos, tais como, o
coeficiente de correlacéo (R), o fator F e o nivel de preditividade (Q?).

Esta metodologia permite uma melhor exploracdo das combinagfes de variaveis e,
por conseguinte, um melhor estudo dos descritores estruturais.

E importante que o método GA proporciona um conjunto de modelos de regressao
eficazes, bem como, uma caracterizagdo pormenorizada das variaveis utilizadas em cada

modelo construido e sua influéncia no mesmo. O carater de avaliacdo ou qualidade dos
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modelos criados € quantificado por um ou mais critérios estatisticos, tais como, o coeficiente
de correlacéo (R), o fator F e o nivel de preditividade (Q2).

A selecdo prospectiva (forward stepwise selection) incorpora progressivamente as
variaveis iniciando o processo a partir de um conjunto vazio enquanto que a eliminacao
progressiva (backward elimination) trabalha no sentido inverso, ou seja, a partir do conjunto
total de variaveis eliminam-se progressivamente as menos promissoras.

A etapa final consiste na aplicacdo de métodos de regressao.

1.4.3.4 ANALISE DE REGRESSAO E VALIDACAO
A andlise de regressao compreende técnicas estatisticas utilizadas para encontrar

relacdes entre variaveis descrevendo-as por meio de uma equagdo matematica com o
proposito de efetuar previsdes futuras.

O presente trabalho faz uso do modelo de regresséo linear seguindo 0s principios
gerais na proposicdo, validacdo e analise de modelos QSAR discutidos por Gaudio e
Zandonade (2001).

Regresséo Linear Simples

A regressédo linear simples € uma ferramenta estatistica utilizada para estabelecer
uma relacdo entre uma Unica variavel explanatoria, X, € uma unica variavel de resposta, y.
Esta relacdo € expressa através de uma equacao linear que ira fornecer um valor estimado,
Yy, para a variavel de resposta:

y" = bg + b'x, + Err (Eq. 6.0)
onde by é coeficiente linear, b; é o coeficiente angular e Err € o residuo. O objetivo da
regressao é encontrar os coeficientes by e b; que minimizam a diferenca entrey e y".

O meétodo utilizado para encontrar os coeficientes b; (j = 0,1) € denominado método
dos minimos quadrados. Neste método a soma quadratica da diferenca entre y e y*, ou seja,
a soma quadratica dos erros para todas as n amostras do conjunto de dados deve ser
minima. O uso da soma quadratica ao invés da soma simples reside na premissa assumida
de que os erros seguem uma distribuicdo aleatéria com média zero acarretando,
consequentemente, um valor nulo para a soma simples desde que diferengas negativas e
positivas se cancelariam mutuamente.

Em notacgéo simbdlica tem-se:

” 2
SSE=3 (vi — %)
k=1
ou

SSE = Z(_Vk — by — Dyxq, )2
= (Eq. 7.0)
onde SSE é a sigla inglesa para Soma dos Erros Quadraticos (Sum of Squared

Errors).
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O minimo desta fungdo é dado pela primeira derivada em relacdo aos coeficientes b;
G=0,1):

OSSE_, 9SE_
ob b

0

(Eqg. 8.0)
Os coeficientes que satisfazem as condi¢cbes descritas ha Eq. 7.0 sdo definidos

como:

= (Eq. 9.0)

A avaliacdo de qualidade do modelo obtido é realizada através de diagndésticos
definidos pela andlise de variancia, estatistica F e analise dos residuos.

A avaliacdo do ajuste do modelo é feita por meio de indices que agregam conceitos
diferentes na mensuracao de qualidade do modelo. Os indices comumente utilizados sédo: R
(coeficiente de correlacdo), R? (coeficiente de determinacdo), S. (desvio padrdo ou erro
padrdo da estimativa), teste F e teste t.

O coeficiente de correlacdo mede a intensidade e a direcdo da relagéo linear entre
duas variaveis, mas ndo, necessariamente, implica relacdo de causa-efeito.

Matematicamente, € definido por:

Z(XI (yf .Y)z
(Eq. 10.0)

De acordo com a Eg. 10.0, R assume valores no intervalo [-1,1] e quanto mais

R_

proximos dos extremos estiverem estes valores, maior serd a correlagdo entre as variaveis
independente e dependente.
Os demais indices sdo derivados da decomposi¢éo da variancia total em variancia

explicada e ndo explicada pelo modelo (Figura 18):

Wariincia Total Wariancia explicada WVariancia nio explicada
é(.yj_)_/)z—é(yf _j/)2+ jZ::(yf _.)’A/f )2
1 1 1
SST = SSR + SSE

(Eq. 11.0)
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Y A
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: Variancia ndo explicada
|
5 :
_ Variancia explicada
Y

N
Y=b0 +b1X1=" |

X, X

Figura 18. Explicacdo gréafica para a decomposicdo da variancia total. Fonte: Oliveira, 2009.
O coeficiente de determinacdo R? mede a proporcdo da variancia explicada pelo

modelo e é definido por:

}?2 _ SSR
SST (Eq. 12.0)

Da Eq. 12.0 observa-se que R? pertence ao intervalo [0,1] e quanto mais préximo do
valor unitario, melhor é o ajuste da reta de regressdo aos dados. E necessario cautela na
interpretacdo de R? pois este indice indica o quanto & linha de regresséo (y°) se aproxima
dos dados reais, porém, ndo expressa:

* Se harelacdo de causalidade entre x e y;

» Se existe influéncia sobre 0 modelo de possiveis variaveis omitidas;

» Se a regressao correta foi utilizada;

» Se o conjunto de variaveis independentes utilizado é o mais apropriado;

* Se ha colinearidade no conjunto de dados;

* Se 0 modelo pode ser melhorado pelo uso de variaveis independentes que sejam

transformacdes das variaveis originais.

O desvio padréao dos dados ao redor da reta de regressao € denominado erro padrao

da estimativa, S.. Este indice mede a variancia ndo explicada pela regressao e é definido

por:

:l ()/ i) i)z | SSE
Se:\'l n—2 =\"In— 2

(Eq. 13.0)

Quanto menor o valor de S, melhor sera o ajuste do modelo de regresséo.
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Os testes de significancia para o0 modelo de regressédo e os coeficientes individuais
da regressdo demonstram que os valores encontrados para os indices de confiabilidade n&o
ocorreram ao acaso. SignificAncia estatistica é obtida através da rejeicdo da hipétese nula,
Ho.

O teste F é utilizado para avaliar a significAncia estatistica de R? e é definido
matematicamente por:

SSKR

~ SSE

n—2 (Eq. 14.0)

O teste F mede a raz&o entre a variancia explicada e a néo explicada. Se, para um

Fq

dado nivel de significancia a, Fo > Fiico = Fa, 1, n2 €Nta0 se rejeita a hipétese nula de que o
modelo de regressao ndo € significante. O teste t avalia a hipétese nula de que ndo ha
relacdo linear entre a variavel independente e a dependente. Esta afirmacao é equivalente a

premissa de que os coeficientes b; (j = 0, 1) séo nulos. O teste t € definido por:
b
ty=— / (i=01)
( SSE ]Z( _7()2
\.‘I n-2 Xi
(Eq. 15.0)

Similarmente ao teste F, se to > t, .2 €xiste relacéo linear entre a variavel dependente

e independente.
A andlise de variancia, cuja sigla inglesa € ANOVA, é frequentemente apresentada
na forma de uma tabela como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Tabela ANOVA para o0 modelo de regressao linear.

Fonte de N° Graus Somados Meédiada Soma Probabilidade
Variacao de Quadrados dos quadrados Fo P
liberdade
Modelo 1 SSR MSR=SSR MSR/MSE =P (Ho:Fo<Fitico)
MSE=
Residuo n-2 SSE SSE/(n-2)
Total n-1 SST SST/(n-1)

A melhor forma de avaliar a capacidade de previsdo de um modelo é através de
validagdo externa, ou seja, fazer previsbes para um grupo de dados que ndo foram
utilizados na constru¢gdo do modelo. No entanto, nem sempre é possivel dispor de um
conjunto externo de validagdo de forma que o método da validacdo cruzada torna-se uma
alternativa para a analise de previsibilidade do modelo.

Neste método, certo grupo de dados € separado do conjunto de dados inicial e em

seguida reconstroi-se 0 modelo com os dados remanescentes. Com o modelo obtido fazem-
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se previsbes acerca dos dados separados e mensura-se 0 desvio entre os valores
observados, Y;, e os estimados, Y;. Este processo é repetido variando-se o grupo de dados
separados. Normalmente, retira-se um objeto do conjunto de dados ao que se chama
validagéo leave-one-out.

Os indicadores utilizados no método sao:

Press=3 ;- i f
=1

(Eq. 16.0)
¢F 1 PRESS.
>(y-¥f
= (Eq. 17.0)
SPRESS :@
n-2 (Eq. 18.0)

Um modelo com boa capacidade de previsdo apresenta valores para o coeficiente de
correlacdo da validacdo cruzada, Q? proximos de 1 e valores para o desvio padrdo da
validagdo, SPRESS, que tendem a zero.

Finalmente, modelos de regresséo linear podem ser utilizados desde que quatro
premissas principais sejam respeitadas:

1. Existéncia de linearidade entre as variaveis dependente e independente;

2. Os residuos séo independentes;

3. Os residuos apresentam variancia constante (homocedasticidade);

4. Os residuos seguem uma distribuicdo normal N(0,6%) .

Regressao Linear Multipla

A regressdao linear multipla, RLM, é uma extensao da regressao linear simples para
mais de uma dimensdo. Neste caso, a melhor forma de expressar a relagdo entre as
variaveis dependentes e independentes é através de matrizes:

Yl 1D x o xe x| b e
Yol U X1 X2 " Xu| b 4| €
_‘yn_ _1 Xn Xmp - Xm_ B bf_ B en_

(Eqg. 19.0)
A Eq. 19.0 pode ser reescrita como:
y=Xb+e (Eq. 20.0)
Aplicando o método dos minimos quadrados na Eq. 20.0 para obter a estimativa dos

coeficientes b significa resolver a equacdo matricial abaixo:
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b= (X'X)* X’y (Eq. 21.0)
onde X' corresponde a matriz transposta de X, X' é a matriz inversa de X e a matriz
resultante do produto X'X é denominada matriz de correlacéao.

Idealmente, as variaveis independentes X em um modelo de regressdo devem ser
ortogonais, ou seja, ndo correlacionadas. A razdo para esta condicdo pode ser
compreendida a partir da Eq. 21.0. Se o determinante de uma matriz for nulo, entdo esta
matriz é singular e ndo possui inversa. Logo, se houver um alto grau de colinearidade entre
as variaveis X ndo é possivel calcular a matriz inversa da matriz de correlacdo, pois seu
determinante é nulo.

O valor estimado para a variavel dependente é calculado pela expresséo:

y= )i(i%l—xj (Eq. 22.0)

A avaliacdo do ajuste do modelo é feita com os mesmos indices de confiabilidade
apresentados para a regressao linear. A analise de variancia correspondente € mostrada na
Tabela 4.

Tabela 4. Tabela ANOVA para o modelo de regresséo linear multipla.

Fonte de N° Graus Somados Médiada Soma Probabilidade
Variacao de Quadrados dos quadrados Fo P
liberdade
Modelo k SSR MSR=SSR/k MSR/MSE =P (Ho:Fo<Fitico)
MSE=
Residuo n-k-1 SSE SSE/(n-k-1)
Total n-1 SST SST/(n-1)

Outro indicador importante para o modelo de regressao linear multipla é o coeficiente
de determinacdo ajustado, Ra,-ustz. Este indice € uma modificacdo de R? gue leva em
consideracdo o numero de coeficientes utilizados no modelo. E (til para avaliar se a
insercdo de novas variaveis contribui para a melhora do modelo.

Ao contrario de R?, que no minimo permanece constante ou aumenta quando novos
termos sao adicionados ao modelo, Rajustz pode até diminuir tornando explicita a contribuicdo
de cada novo termo adicionado ao modelo. Matematicamente, este parametro € definido

por:

RZ —1- (”_1]

=l-——(I-F
ajust (H—k B 1) ( )

(Eq. 23.0)
A capacidade de previsdo do modelo é avaliada através dos mesmos indicadores

PRESS, Q° e SPRESS utilizados na regressao linear simples.
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Entretanto, a expressao para o desvio padréo da validacao € dependente do nimero
de graus de liberdade do residuo:

SPRESS — \ PRESS
n—k—1

(Eq. 24.0)
A utilizacdo de modelos de regressédo linear multipla estd condicionada as mesmas
guatro premissas apresentadas no final da secéo anterior e a auséncia de multicolinearidade

entre as variaveis explicativas.

1.4.3.5 ANALISE DO DOMINIO DE APLICABILIDADE DO MODELO
Previsao de atividade por um modelo QSAR é limitada pelo espac¢o quimico definido

pelo conjunto de dados (também denominado conjunto de trabalho) utilizado na proposicao
do modelo. Quando o conjunto de trabalho é analisado no espaco de descritores do modelo,
0S compostos sao representados como pontos no espaco multidimensional. Previsdes feitas
neste espaco correspondem a interpolacdes no dominio definido pelo modelo. O
conhecimento deste dominio propicia a qualificacdo da confiabilidade do modelo na previsédo
de novos compostos (Jaworska et al., 2005; Oliveira, 2009).

Durante a conferéncia ocorrida na cidade de Setubal, mencionada no final da secéo
1.4 deste capitulo, foi formulada uma definicdo para o dominio de aplicabilidade do modelo
(Jaworska et al., 2005):

‘O dominio de aplicabilidade de um modelo (Q)SAR é o espacgo (fisico-quimico,
estrutural ou biolégico), conhecimento ou informacao sobre o qual o conjunto de trabalho do
modelo foi desenvolvido e para o qual é aplicavel fazer previsbes para novos compostos. E
recomendavel que o dominio de aplicabilidade de um modelo (Q)SAR seja descrito em
termos dos parametros mais relevantes, ou seja, usualmente os descritores utilizados no
modelo. Idealmente, o0 modelo (Q)SAR deveria ser usado para fazer previsdes dentro do
dominio por meio de interpolacao e nao extrapolagcio.”

Em termos praticos, esta definicho deve ser traduzida em procedimentos
guantitativos para se determinar o dominio de aplicabilidade do modelo. Neste caso, existem
diversos métodos para definir regides de interpolagdo bem como para avaliar similaridade.
Como consequéncia da falta de harmonizacdo, diferentes métodos produzem diferentes
dominios de aplicabilidade para o0 mesmo conjunto de dados (Oliveira, 2009).

Jaworska e colaboradores (2005) recomendam que o método eleito seja aquele cuja
distribuicdo associada ao conjunto de dados satisfaca as premissas do método.

Para modelos de regressdo e classificagdo os métodos mais apropriados para
estimar o dominio de aplicabilidade sdo aqueles baseados (Jaworska et al., 2005; Schroeter
et al., 2007):
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* No intervalo dos descritores (range based);

» Em definicdes geométricas (geometrical based);

» Em distancias (distance based);

* Na distribuicAo da densidade de probabilidade (probability density distribution
based).

Cada uma destas abordagens determina a regido de interpolacdo através da
construcdo de envelopes convexos ao redor do conjunto de dados no espago
multidimensional. Para modelos onde o espaco descritor € unidimensional a regido de
interpolacéo € definida pelo minimo e o maximo valor do conjunto de trabalho (Oliveira,
2009).

Métodos baseados no intervalo dos descritores consideram a diferenca entre os
valores maximos e minimos de cada descritor para definir a aresta do envelope convexo. No
espaco multidimensional, o resultado sera a formacdo de um hipercubo. Neste caso,
assume-se como premissa que a distribuicdo dos dados é uniforme, caso contrario, havera
espacos vazios dentro da regido de interpolacdo. Nos espacgos vazios a previsdo nao €
confiavel, pois estas regibes ndo sdo cobertas pelo conjunto de dados. O pré-
processamento dos dados através da analise de componentes principais (PCA) tende a
reduzir o volume vazio dos dados originais (Oliveira, 2009).

Métodos baseados em definicbes geométricas sdo elaborados para calcular
diretamente o envelope convexo analisando os limites do conjunto de dados. Entretanto,
existem algoritmos eficientes apenas para duas e trés dimensfes. Nenhuma consideracao
sobre a distribuicdo dos dados é feita neste método, portanto, a regido de interpolagcédo pode
ainda conter espacos vazios (Oliveira, 2009).

Métodos baseados em distancia identificam a regido de interpolacdo usando o
conceito de distancia entre pontos no espaco multidimensional. Ha que se considerar a
forma de coletar os valores de distancia, a métrica que sera utilizada no calculo da distancia
(Euclideana, Mahalanobis, Manhattan, etc), e o critério de corte para considerar se um ponto
pertence ou ndao ao dominio (Oliveira, 2009).

A forma de coletar os valores de distancia significa definir o que sera mensurado, ou
seja, se a distancia sera calculada entre o ponto em avaliacdo e o centro de massa do
conjunto de dados, ou se seré a distancia média ou a maxima entre o ponto em avaliagéo e
todos os pontos do conjunto de dados, por exemplo (Oliveira, 2009).

A métrica utilizada determina como a distancia sera mensurada. Os métodos que
utiizam a métrica Euclideana e Mahalanobis assumem que a distribuicdo dos dados é
uniforme enquanto que na métrica de Manhattan (também conhecida por City-block)

assume-se distribuicdo triangular (Oliveira, 2009).
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Finalmente, métodos fundamentados na distribuicdo da densidade de probabilidade
procuram identificar as regides de alta densidade do conjunto de dados onde serdo feitas as
previsbes. Os métodos se dividem em paramétricos e nao-paramétricos. Os métodos
paramétricos assumem que a funcédo de densidade tem a forma de uma distribui¢cdo padrao
como Gaussiana, Poisson, etc. Os métodos nado-paramétricos estimam a densidade de
probabilidade a partir do conjunto de dados. A semelhanca dos métodos baseados em
distancias geométricas, a estimativa de densidade restringe-se a no maximo trés dimensdes

devido a demanda computacional envolvida para dimensdes superiores (Oliveira, 2009).

1.5 ESTUDO DA RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE DE QUINOLINA METANOIS
Milner et al (2010) utilizando a mefloquina como um andaime, construiu uma

biblioteca da nova geracdo de quinolina metanol (NGQM), substituidas na posi¢éo-4, para
identificar precocemente, através de estudos da Relagdo Estrutura-Atividade (SAR),
compostos lideres que possuem propriedades biol6gicas consistentes com o perfil do
produto alvo para quimioprofilaxia da malaria, reduzindo a permeabilidade através da
barreira sangue-cérebro.

Como ja foi relatado a mefloquina é a droga do Exército dos EUA de escolha para
profilaxia da malaria, mas como a sua associacdo causa efeitos adversos ao sistema
nervoso (SNC). A justificativa atual para o seu uso é a meia-vida longa (dosagem por
semana) e atividade contra a malaria resistente a cloroquina. Optando pelo andaime
guinolina metanol devido a relativa seguranca da mefloquina na gravidez e seu perfil clinico
bem caracterizado eles procuraram evitar a penetrabilidade no SNC desde o inicio através
da reengenharia do andaime quinolina metanol (Figura 19) para dar os derivados que
apresentam menos efeitos adversos sobre o SNC, mantendo a eficacia antimalarica (Milner
et al, 2010).

Figura 19. Andaime quinolina metanol.

A preparacdo dos analogos consistiu na permanéncia do nucleo quinolina com o
2,8-trifluorometil e a grande maioria dos derivados foi construida de acordo com o0s
procedimentos delineados na Figura 20. O Bis(trifluorometil)quinolin-4-ol (1) foi fundido

juntamente com oxibrometo de fosforo para proporcionar 4-bromo-2 ,8-bis(trifluorometil)
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quinolina (2), o qual foi submetido a uma reacéo Stille a fim de produzir vinil intermediario
(3). A oxidacao simples levou ao epoxido (4), que foi diversificado na posicéo 4 através de
um mecanismo de abertura regioseletiva Sy2 nucleofilica do anel. Uma vez que esta era
uma biblioteca exploratéria ela pretendia fornecer de inicio compostos-lideres, eles optaram
entao por construir e selecionar compostos racémicos (5) (Milner et al., 2010).

OH Br =
1. PORr, HLI;S]'I//\\\‘\\‘
RN 7 % : >
‘ S0 _ 15000 0.5% Pd (dhﬂ);
75°C - 150°C o "2 :
NN A 1.1% P(-Bu) I
N (F: 91% N L|‘3 toluene. 1t ) N Cl5
CFs (1 Cl5 (2 62% Cly (3)
m-CPBA
K,COs, CH,Cl,

74%

NGOM
4-Position Library

(5) Quinoline methanol scaffold
X=N,S,0
R = alkvl, heterocycle,
alkyl group with
additional heteroatoms

> 70% vield

Figura 20. Sintese da nova gerag&o do andaime quinolina metanol.

A partir desse andaime quinolina metanol substituido na posi¢cdo-4, a biblioteca foi
construida, gerando 200 analogos, os quais foram avaliados quanto a sua seletividade,
gerando valores de IC90 (Concentracao inibitoria que reduz o efeito em 90%) in vitro contra
guatro espécies diferentes de Plasmodium falciparum, W2, D6, C235 e C2A.

Os compostos representativos dessa biblioteca avaliados foram as quinolinas
metanodis (QMs) com: sitios homobenzilicos, fenil, benzil, fenetilamino, amino heterociclicas,
alquilamino, alquilamino contendo heteroatomos adicionais na cadeia lateral e diaminas.

O alcool da posigéo 4 e pelo menos uma diamina encontrou o requisito minimo para
a poténcia equivalente a mefloquina. A menor densidade de elétrons ao redor da amina
homobenzilica da cadeia lateral apresentou uma poténcia muito reduzida. A poténcia
moderadamente aumentada, seletividade alta e alteragfes dos padrdes de suscetibilidade
cruzada foram alcancados com imidazol contendo analogos. Dez vezes maior poténcia e

selectividade do que mefloquina sem alteracbes dos padrbes de suscetibilidade cruzada
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foram observados em anélogos com cadeias laterais de alquilo. A introducdo de
heterodtomos nestes ultimos analogos geralmente reduziu a poténcia, embora os analogos
exibissem uma poténcia equivalente a mefloquina.

Tomados em conjunto, estas observacdes a biblioteca de nova geracdo de
qguinolina metanol apresenta compostos que inibem o crescimento de estirpes de

Plasmodium flciparum sensiveis e resistentes as drogas antimalaricas.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar quantitativamente a influéncia de descritores fisico-quimicos na atividade
antimalarica do andaime quinolina metanol (QM) substituido na posicdo 4, aplicando
estudos de QSAR-2D, correlacionando a poténcia de 12 analogos com os descritores que
regem o desencadeamento de seu desempenho como antimalarico frente ao Plasmodium
falciparum.

2.2 ESPECIFICOS

e Calcular a geometria molecular e otimizar cada composto do estudo através de métodos
semi-empiricos;

e Capturar informacdes moleculares através do calculo de descritores moleculares;

e Selecionar variaveis para reduzir o conjunto inicial de descritores moleculares, para um
subconjunto de descritores que sejam relevantes para o propésito do modelo;

o Estabelecer relacbes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade biolégica
observada para estes compostos;

o Verificar a consisténcia entre os descritores eleitos e o conjunto de dados;

¢ Analisar o dominio de aplicabilidade do modelo.

e Validar o modelo efetuando o descarte de compostos usados no modelo para a geragdo de

um modelo mais preditivo.
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A selecdo de ligandos é o primeiro passo a realizar em estudos de QSAR,

procedendo-se a elaboracdo de uma base de dados de determinada familia ou conjunto de

compostos.

Neste trabalho foram selecionados 12 compostos alquilamino quinolina metanol
(AAQM) substituidos na posicdo 4 (Figura 21), obtidos da literatura (Milner et al., 2010) com

os valores quantitativos de IC90 (ng/mL) in vitro contra a espécie de Plasmodium falciparum,

C235. Estes valores foram convertidos para mol/L através do calculo da concentragéo, e a

atividade biolégica (log 1/IC90) foram calculadas computacionalmente, fornecendo uma

ideia da poténcia total de cada composto, sem considerar o0 meio em que podem ser

encontrados (Tabela 5).
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Figura 21. Compostos alquilamino quinolina metanol (AAQM) estudados.
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Tabela 5. Valores de ICy (ng/mL), ICg (mol/L) e Log 1/IC90 contra o Plasmodium

falciparum a partir da seletividade de alquil amino quinolina metanol (AAQMs).

R N R
HO
S
NT a
E F
F ) F
Compostos R! R? IC90% (ng/mL)  1C90% (mol/L) LOG 1/IC90
AAQM 1 H H > 500 1,54x107°° 5,81
AAQM 2 H Me 58 1,71 x10™ 6,76
AAQM 3 Me Me 79 2,24 x10°% 6,64
AAQM_4 Et Et 37 9,72 x10® 7,01
AAQM 5 H n-Pr 14 3,82 x10% 7,41
AAQM 6 H i-Pr 23 6,27 x10°® 7,20
AAQM 7 n-Pr n-Pr 20 4,89 x10 7,31
AAQM 8 H n-Bu 9 2,36 x10® 7,62
AAQM 9 n-Bu n-Bu 27 6,18 x10® 7,20
AAQM_10 H i-Bu 15 3,94 x107°® 7,40
AAQM 11 H t-Bu 137 3,60 x10’ 6,44
AAQM 12 H n-hex 409 1,00 x10™% 5,99

@ Valores de ICqy in vitro contra a espécie de Plasmodium falciparum, C235.

3.2 GEOMETRIA MOLECULAR E OTIMIZAGAO

Escolhido o conjunto para o estudo, obteve-se a geometria molecular e a otimizagéo

de cada composto. Neste passo computacional, foram utilizados dois programas, mais

propriamente, o Gaussian GO3W e o HyperChem Professional 8 (Frisch et al., 2003;

Hypercube, 2008), embora existam ainda varios outros que permitam o estudo estrutural

pretendido. O uso destes programas possibilita a descricdo da geometria de cada composto

em estudo, analisando as energias de interacdo e 0S seus respectivos gradientes de

concentracdo para determinar a geometria molecular correspondente ao estado de minima

energia.
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Apos o desenho computacional de cada uma das alquilamino quinolina metanol da
série em estudo, obtidos gracas ao Gaussian GO3W, foi possivel obter uma pré-otimizacéo
com o método semi-empirico AM1 (Austin Model 1). Seguidamente e ndo obstante dos
resultados antes alcancados, esses mesmos compostos sofreram uma otimizacdo mais
rigorosa através da utilizacdo do método semi-empirico RM1 (Modelo Recife 1),
implementado no HyperChem Professional 8. Utilizados os seguintes critérios: algoritmo,
Polak-Ribiere; gradiente RMS: 0,1 kcal mol™; nimero maximo de ciclos: 795; solventes: no
vacuo (in vacuo).

3.3 CALCULO DOS DESCRITORES

Inicialmente, um total de 1.664 descritores foi calculado através do programa
DRAGON (Talete, 2006), que disp8e de um pacote com vinte blocos de descritores em 0D a
3D (Figura 22).

& Select Descriptors

Descriptor locks PCs Descriptor locks PCs
: 1. constitutional descriptors: — [ 11. Randic molecular profiles —
[ 2. topological descriptors — [ 12. geometrical descriptors —
[ 3. walk and path count= — [* 13. RDF descriptors —
[ 4. connectivity indice=s — [ 14. 3D-MoRSE descriptors —
M =, information indices — P 15, vwHIh descriptors —
M E. 2D autocorrelations — M 16. GET2wAY descriptors —
[ 7. edge adjacency indices — [ 17. functional group counts
[® &. Burden eigenvalues — [® 15. astom-centred fragments
[ 9. topological charge indices — [ 13. charge descriptors
P 10. eigenvalue-baszed indices — M 20. molecular properties
Swvitch OneOTf descriptors Swwitch OnaOTff PCs Exclude 3D
® Ho. of descriptors: 1664 Ho. of molecules: 12 -
Filetype: HyperChem files H-depleted molecules are not allowed T
it RUH

hilano Chemometrics - Licensed to % . Takahata - Univ. Campinas - Brazil

Figura 22. Interface do programa DRAGON com os blocos de descritores.
Os descritores que apresentaram valores de intercorrelacdo superiores a 0,9 foram

eliminados. Isso reduziu o nimero de descritores para 1226 para cada composto.
3.4 SELECAO DAS VARIAVEIS E CONSTRUGCAO DO MODELO
Para a selecdo das variaveis e construgdo de modelos de QSAR foram adotados

dois aplicativos, que operam de forma similar, empregam regresséo linear multipla (RLM),

mas tém caracteristicas proprias de selecdo de varidveis e proposicdo de modelos de
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QSAR. Além disto, cada programa apresenta valores de parametros estatisticos de forma
diferente, mas que se completam. Descricdo dos aplicativos:

a) MobyDigs (Talete, 2009): se utiliza de um algoritmo genético (GA-VSS — Genetic
Algorithm — Variables Subset Selection) para a selecdo de variaveis e permite ao usuario
pré-fixar valores para parametros especificos de fungbes de ajuste RQK implementadas
como QUICK Rule (Todeschini et al., 2004). Sao basicamente cinco critérios que precisam
ser atendidos simultaneamente para que o modelo selecionado seja considerado valido:

1. Q% Loo > Q°, caso contréario rejeitar o modelo. Q° é um valor limitrofe entre 0 e
0,5 associado a capacidade de predicéo.

2. Ky - K> 0K, caso contrario ha alta colinearidade. K, corresponde ao indice de
correlagdo calculado no conjunto de dados py variaveis, e K,, o indice de correlagdo obtido
no mesmo conjunto acrescido da resposta y, isto €, da matriz com n elementos e py+1
variaveis. Kxy < Kx caracteriza um modelo com multicolinearidade sem poder de predicao.

3. Q% Loo — Q% asym > 0Q, caso contrario a capacidade de predicdo do modelo é
duvidosa. Segundo Todeschini et al. (2004) existe um comportamento assimptético de Q? oo
relacionado a R* dado por:

o 2

n |
\n—p’) (Eq. 25.0)

onde n é o niumero de compostos e p’ 0 numero de variaveis do modelo.

Q.is-r.-u =1— [1 - K )

4. R” > 1P, caso contrario ha redundancia nas variaveis explanatérias. O valor de t”

€ definido pelo usuéario do programa variando de 0,01 a 0,1. Avalia-se o quanto duas (ou
mais) variaveis explicam a mesma coisa. Se nenhum dos valores t* satisfizer a condi¢co o
modelo contém redundancia nas variaveis.

5. RN > t", caso contrario ha sobreajuste devido as variaveis com ruido. t" é
modulado pelo usuario por um parametro € do programa que varia de 0 a 0,1 em intervalos
de 0,01. Como no caso anterior, se nenhum valor satisfizer a desigualdade, o modelo deve
ser rejeitado. Os detalhes dos critérios 4 e 5 sdo extensos e podem ser encontrados em
Todeschini et al. (2004).

b) BuildQSAR (Oliveira, 2001): utiliza-se de selecdo de variaveis através de um
algoritmo genético e busca sistematica com até cinco variaveis, apresentando uma listagem
de todos os modelos que pode ser ordenada pela correlacéo de Pearson R ou Q2.

O MobyDigs foi usado para a selecdo do descritor e constru¢cdo do modelo de QSAR
e 0 BUildQSAR forneceu a equacéo matematica para 0 modelo. Para minimizar a ocorréncia
de correlacdo por coincidéncia, selecionaram-se apenas dois descritores no modelo QSAR,

pois requer pelo menos cinco compostos para cada variavel incluida no modelo.
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Valores padrao foram usados do Algoritmo Genético (GA) e houve a sele¢édo das
melhores combina¢fes de variaveis.

As caracteristicas da aplicagdo computacional desenvolvida para a execucédo do GA,
bem como os parametros de célculos, sédo as seguintes:

- Utilizac&o do coeficiente de preditividade (leave-one-out), Q% oo, como funcdo de
otimizacao;

- A populagdo inicial consistiu 50 cromossomas obtidos de forma probabilistica. A
probabilidade de cada variavel é proporcional ao seu coeficiente de correlagéo parcial com o
respectivo valor de afinidade;

- O cruzamento (crossover) € uniforme e com uma probabilidade de 0,5, ou seja,
aproximadamente 50% das caracteristicas de cada um dos pais sdo acopladas para a
obtencéo dos cromossomas-filhos, conservando-se os aspectos comuns dos progenitores;

- O numero de ciclos nos cruzamentos efetuados, antes da mutacdo, € de 1000
iteracOes, e depois na nova geracao da populacédo foi de 2000 ciclos;

- A probabilidade de mutagdo é também de 50%, incrementando-se assim a
possibilidade de explorar um espaco amplo de combinacdes entre variaveis selecionadas;

- O critério de paragem baseia-se no limite de 100.000 intera¢fes.

- O método de regressdo implementado para a constru¢cdo dos modelos foi o de
RLM, com o numero maximo de duas variaveis.

Com a determinacdo das combinacdes de varidveis mais promissoras, construiram-
se modelos, os quais foram avaliados para verificar se a sua especificacdo adapta-se
convenientemente aos dados observados. Essa avaliacdo foi dividida em trés partes:

(@) Avaliacdo do grau de ajuste: é feita através do calculo do coeficiente de
correlacdo r e do desvio-padrdo s para cada modelo, além da andlise dos residuos,
calculado a partir da diferenca de Y observado experimentalmente e Y previsto pelo modelo.
O gue se espera de um modelo em relacdo ao grau de ajuste é que ele apresente r o mais
préximo possivel de 1 (ou -1, no caso de uma regressédo inversa), que o valor de s seja o
mais proximo possivel de zero e que os residuos apresentem distribuicdo normal em torno
de zero. Também relacionado ao grau de ajuste do modelo, tem-se o quadrado do
coeficiente de correlacdo r?, o qual corresponde & fracdo da variabilidade total que é
explicada pelo modelo. Por exemplo, um modelo de QSAR em que r? = 0,9 é dito capaz de
explicar 90% da variabilidade total dos valores observados da atividade biolégica, em torno
de sua média (Gaudio & Zandonade, 2001).

(b) Avaliacdo do grau de significancia: € medido através da execucdo de testes de
validag&o (teste estatistico de hipétese). Para testar a significAncia estatistica do r?, aplica-
se um teste de hipdtese conhecido como teste F. Esse verifica 0 quanto da variabilidade da

atividade observada experimentalmente, Y., pode ser explicada pelas variaveis X; e Xa.
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Para validar r* através do teste F, é preciso comparar o valor de F obtido no modelo com o
valor de referéncia. Esse, em geral, se refere ao nivel de confianca de 95% e pode ser
obtido em tabelas apropriadas (Francisco, 1993; Gaudio & Zandonade, 2001).

(c) Avaliacéo do grau de previsibilidade: é testado através da validacdo cruzada. Um
modelo, com elevado grau de previsibilidade, para objetos nado incluidos no mesmo,
apresentara g° (quadrado do coeficiente de correlacéo da validac&o cruzada) proximo de 1 e
SPRESS (desvio padréo da validagao cruzada) préximo de zero. Muitos autores consideram
valores acima de 0,5 para 0 q> como um bom indicador, ou mesmo a prova final de que o
modelo é altamente preditivo (Cramer et al., 1988; Cruciani et al., 1990; Baroni et al., 1992;
Cruciani et al., 1992; Gaudio & Zandonade, 2001).

3.5 VALIDAGCAO DO MODELO

As funcdes de ajuste RQK implementadas como QUICK Rule (Todeschini et al.,
2004), ja citadas anteriormente, foram utilizadas para validar o modelo de QSAR.
Considerando valido o modelo que obedece simultaneamente seus cinco critérios. Além
destes séo utilizados critérios adicionais, tais como:

Bootstrap

Uma vez escolhido o modelo, segue-se uma validagcédo pelo método bootstrap onde o
conjunto de dados é dividido radomicamente em conjunto de treinamento e teste, onde se
obtém o valor Q% que é entdo comparado ao valor real Q%.00, esperando-se proximidade
entre os dois valores. Esta avaliacdo é feita com o programa MobyDigs que realiza 5000

ciclos pelo processo randdmico (Wehrens et al., 2000; Cramer, 2011).

Y-randomization

Outro teste realizado é chamado Y-randomization onde a variavel dependente Y
(atividade biol6gica) é randomicamente redistribuida no conjunto mantendo inalterada a
posi¢do dos descritores. Esse tipo de validagdo avalia se 0 modelo foi obtido casualmente,
ou seja, se existem outros modelos cujos valores dos coeficientes de determinacdo R? e a
capacidade preditiva Q0o estdo préximos aos valores do modelo original. Se este for o
caso, pode-se afirmar que o modelo original € casual. Para esta avaliacdo o programa
MobyDigs (Talete, 2009) se utiliza de valores do intercept a(R? e a(Q?), respectivamente
das equacdes de regresséo Rzyrand =ar + brr e sz,and = ag + bor. Segundo Eriksson et al.
(2003), se forem atendidos os valores a(R?) < 0,3 e a(Q?) < 0,05 o modelo de QSAR pode
ser considerado robusto. Este estudo se utiliza de dez ciclos com 300 randomizacdes por

ciclo para a validacéo, perfazendo 3000 randomizacdes (Cramer, 2011).
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Leave-one-out (LOO-CV) e Leave-N-out (LNO-CV) — Validacdo Cruzada

A validacdo cruzada € um método para se avaliar a acuracia de um modelo de
regressao ou classificagdo. Todo o conjunto de dados serd utilizado em teste e treinamento,
mas nao ao mesmo tempo. Um conjunto de dados é dividido em uma série de conjuntos de
teste e treinamento. Um modelo € construido com cada um dos conjuntos de treinamento
validado com o conjunto de teste. O método LOO-CV elimina uma amostra de conjunto com
M amostras, gerando n conjuntos de treinamento com M-1 amostras e realiza a predi¢édo
para cada uma das amostras excluidas. A pratica tem demonstrado que este processo
sozinho ndo assegura a robustez do modelo na validagcéo interna, o que é obtido pelo
método LNO-CV, onde se eliminam n amostras por vez. Num conjunto com poucas
amostras, recomenda-se fixar n entre 20% - 30% do total. A robustez do modelo é atestada
se ocorrer diferenca entre Q?— Q%o < 0,1 (Myatt, 2007; Cramer, 2011).

Em estudos QSAR o valor minimo aceitavel de Q? é maior que 0,5 sendo 0,9
considerado excelente. R? em geral deve ser maior que 0,6. A diferenca entre R? — Q% maior
gue 0,2 — 0,3 indica termos irrelevantes no modelo, sobre-ajuste (overfitting) ou presenca de

alguns outilers (Eriksson et al., 2003; Cramer, 2011).

Dominio de Aplicabilidade — Outliers — Leverage

O dominio de aplicabilidade (Applicability Domain - AD), como ja foi mencionado
neste trabalho (seccéo 1.4.3.5), de um modelo de QSAR ¢é definido como a informacao, o
conhecimento ou espaco fisico-quimico, estrutural, ou biolégico, utilizado para desenvolver o
conjunto de treinamento, que deve ser aplicAvel em predicbes para novos compostos. A
forma ideal é utilizar o modelo de QSAR somente para predi¢cdes dentro do dominio por
interpolacéo e ndo por extrapolacao (Jaworska et al., 2005).

A representacdo grafica conhecida por Williams plot implementada no programa
MobyDigs € utilizada para avaliar outliers e leverage, ambos parametros associados ao
dominio de aplicabilidade. Outliers e leverage sao indicadores de compostos situados fora
do dominio e estédo acima do limite critico dado por trés vezes o desvio padréo (+ 30). Um
composto assim classificado precisa ter sua manutencdo ou eliminagdo do conjunto de

treinamento, justificada (Talete, 2009; Cramer, 2011).

Validacdo Externa

A validacdo externa é feita neste estudo pelo método sugerido por Golbraikh e
Tropsha. O método se aplica apenas ao conjunto de compostos selecionados para
validagdo externa (conjunto teste), com a recomendacdo que o conjunto tenha pelo menos

cinco integrantes (Golbraikh & Tropsha, 2002).
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As equacOes utilizadas para se fazer esta avaliacdo e 0s principais parametros
propostos pelo método sdo dados a seguir:

1.) Q%00 com validacg&o cruzada de todos 0os compostos.

(v, —x)°
> =y

26.0)

onde y; € o valor experimental, y; o valor predito, e y o valor médio experimental.

2
Qr. o0 — 1-

(Eq.

2.) Célculo dos coeficientes a,b e a’, b’ das retas de regressao do conjunto de teste
com n integrantes. A linha de regressdo sera bissetriz do angulo formado pelas direcdes
positivas dos eixos ortogonais y e y que sdo as atividades preditas e calculadas,
respectivemente, e podem ser descritas pelas respectivas retas y' =ay+be y =ay + b’
onde

a= —— b=y-@

(Eq. 27.a)

Tr:ZU’r_J}I]G}_}]
ZU}_)—’)E
(Eq. 27.b)

onde y; e y; correspondem ao valor predito e observado, respectivamente. y e y sdo 0s

o b=y-4y

valores médios preditos e obsrvados, respectivamente.

3.) Coeficiente de correlacdo do conjunto de teste

(Eq.
28.a)
Em um modelo ideal, a, a’ sdo iguais a 1, o infercept b,b’ igual a zero, e o coeficente
de correlacdo para a regressdo de y versus y € igual a 1. Um modelo de QSAR é
considerado altamente preditivo se tiver valores proximos aos valores ideais. Isto pode
implicar em que o coeficiente de correlagédo R entre o valor observado y e a atividade predita
y devem estar proximos a 1 e as regressdes de y contra y ou de y contra y através da
origem deveriam ser caracterizadas pelo menos por k ou k’ proximo a 1, isto &, y° = ky e y°

= k’y. As inclinacdes k e k’ as retas sdo dadas por
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e 22

2. (Eq. 28.b)
k.r — Z ._J""J'.j:’.l'
2. (Eq. 28.c)

4.) Coeficiente de correlacéo Ry” e R’y

"E?[: =1- (-.-, _ :I;' !
2G5 (Eq. 29.a)
o 203
’ >, -7)°
(Eq. 29.b)

onde y;° = ky, e 7° = ky,

Para que o modelo de QSAR seja qualificado como modelo preditivo é necessario
gue sejam atendidas as seguintes condicdes:

a) Pelo menos um dos coeficientes de correlacdo R,? ou R’y? (melhor seria ambos)
devera estar proximo a R?. O coeficiente Ry> mede a correlacdo Yopservado VS. Ypredio- O
coeficiente R’,> mede a correlac@o Ypredito VS. Yonservado- Apesar de parecer redundante,
Golbraikh e Tropsha mostram que os respectivos coeficientes de inclinacdo das retas k e k’
e os coeficientes das retas (a,a’) e (b, b’) podem ser muito diferentes.

b) Pelo menos um dos valores de k ou k’ deve estar proximo a 1. O intervalo de
referéncia para aprovacao segue: 0,85<k<1,150u 0,85 <k’ <1,15.

c)[(R*-=R)/R}<0,30u[(R*-R,”)/R%<0,3

Estes critérios foram empregados em todos os estudos de caso deste estudo QSAR

e os resultados sé@o apresentados graficamente.
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4. RESULTADOS

4.1 MODELO QSAR E DESCRITORES

O melhor modelo QSAR obtido com os 12 compostos usados como conjunto de
treinamento contém dois descritores calculados pelo programa DRAGON (G3v e R2e), e é
representado pela equacao 30:

log 1/IC90 = +21,74 (+8,31) G3v + 17,26 (+4,26) R2e — 37,42 (+10,71)

n=12;r=095 s =0,19; F = 42,84; p < 0,0001; g° = 0,79; ¢’hoot = 0,72; Spress =
0,28; SDEP =0,24; SDEC =0,17; Kxx = 43,93; Kxy = 48,18; AK = 4,25 (Eq.30)

Os parametros estatisticos da equacao 30 sdo: n € o niumero de compostos incluidos
no modelo; r € o coeficiente de correlacdo; s € o desvio-padrdo; F € o parametro de
significancia de Fisher ou teste F (95% de confianca); p é o p-valor das probabilidades
associadas aos valores de F; g° é o quadrado do coeficiente de correlacdo da validagéo
cruzada; g%t 0 quadrado do coeficiente de correlacdo da validacéo cruzada pelo método
bootstrap; Spress € 0 desvio-padréo da validacéo cruzada; SDEP é o desvio padrdo do erro
de predicdo; SDEC desvio padrédo do erro de célculo, enquanto Kxx € a correlagédo total do
modelo predito (X) e Kxy correlacéo total do conjunto dado pelo modelo predito X além da
resposta Y. AK ¢é a diferenca entre Kxy e Kxx.

O modelo de regresséao representado pela equacdo 30 € capaz de explicar cerca de
90,25% da variabilidade dos valores observados da atividade (r>x100). Com nivel de ajuste
excelente, comprovado pelo baixo valor do desvio-padréo (s = 0,19).

O coeficiente de correlagéo, entre os dois descritores G3v/R2e é 0,193, inferior a 0,3.
O coeficiente de correlagéo (r) entre o valor de Y e de um descritor da equacéo 30 é de 0,85
para o descritor R2e e para G3v nao foi encontrado, pois esta abaixo dos valores de
correlacé@o estabelecidos pelo software DRAGON.

Os indices de confiabilidade s&o bons e ha uma boa correlacdo (~90%) entre os
valores da atividade bioldgica calculada (Yca) € experimental (Yey), cOmo mostra o grafico
da Figura 23. Onde € importante observar o alinhamento dos pontos em relacdo a reta
ajustada, bem como a distribuicdo deles ao longo do intervalo de atividade estudado. Os
compostos AAQM_101, AAQM_102 e AAQM_108 apresentam-se mais distantes da reta
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-

Ycalculado

1] T
YExperimental
Figura 23. Gréfico da atividade biol6gica experimental (Yex) em fungdo da atividade calculada (Yca).

ajustada, ou seja, fora da area do grafico onde existe 95% de probabilidade de passar a
verdadeira reta de Y, em fungédo de Y, . Entretanto, os outros sete compostos restantes
encontram-se bem préximos a ela.

A Tabela 6 mostra os valores numéricos para os descritores G3v e R2e bem como a
atividade observada, a atividade prevista e os residuos de cada composto. Pode-se verificar
gue os residuos estdo aleatoriamente em torno de zero.

Tabela 6. Valores da atividade biol6gica observada, prevista, dos residuos e os valores de

G3v e R2 de cada alquilamino quinolina metanol (AAQM).

Atividade Atividade Residuos G3v R2e

Compostos observada Prevista

AAQM_1 5,811 5,690 0,121 0,200 2,245
AAQM_2 6,765 7,161 -0,396 0,216 2,310
AAQM_3 6,649 6,685 -0,036 0,187 2,319
AAQM_4 7,011 6,888 0,123 0,182 2,337
AAQM_5 7,417 7,337 0,080 0,182 2,363
AAQM_6 7,202 7,210 -0,008 0,200 2,333
AAQM_7 7,310 7,307 0,003 0,160 2,389
AAQM_8 7,625 7,276 0,349 0,211 2,323
AAQM_9 7,208 7,139 0,069 0,188 2,344
AAQM_10 7,404 7,499 -0,095 0,199 2,351
AAQM_11 6,443 6,554 -0,111 0,177 2,324

AAQM_12 5,999 6,098 -0,099 0,160 2,319
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A avaliacdo do ajuste do modelo também pode ser acompanhada pela Tabela 7 que

apresenta os dados da analise da variancia.
Tabela 7. Tabela ANOVA para o modelo de regressao linear multipla representado pela Eqg.

30.

Fonte de N° Graus Soma dos Média da Soma Probabilidade
Variacdo de Quadrados dos quadrados Fq P

liberdade
Modelo 2 484,901 242,451 62,02 0,001
Residuo 9 0,352 0,039
Total 12 485,253 40,438

O Diagrama de Williams (Figura 24) construido através do programa MobyDigs para
avaliar o dominio de aplicabilidade do conjunto de treinamento contém as predi¢cbes do
conjunto, onde se constata que nenhum dos compostos encontra-se fora do intervalo 30,

representando o peso da influéncia do dominio de aplicabilidade de cada composto no

modelo.
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Figura 24. Diagrama de Williams — Dominio de Aplicabilidade do conjunto de treinamento.
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A validacdo do modelo QSAR da equacgéo 30 é expressa, respectivamente, através
das funcbes RQK de ajuste (RQK Fitness Functions) implementadas como QUICK Rule do
programa MobyDigs (Tabela 8):

Tabela 8. Validag&o do QSAR (n = 12) pelos parametros RQK.

Critérios de Aprovacao (*)

1. Colinearidade entre variaveis Ky Kx Ky - Kx DK
Ky - Kx> DK 48,18 43,93 4,25 0,042

2. Capacidade de Predicdo

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,79 >0,5

3. Capacidade de predicdo do modelo Q*loo Q% asvm Q%loo— Q%*asvm  DQ
Q% Loo— Q7 asym> DQ 079  -0,85 1,64 -0,033
4. Redundancia nas variaveis R” tP

RP > t° 0,447 0,1

5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN

RN > N -0,275 -0,39

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente.

Todos os critérios foram atendidos simultaneamente, dessa forma o modelo é
considerado valido.

A validacdo externa descartou os compostos AAQM_ 4, AAQM_7 e AAQM 11,
selecionando-os de forma aleat6ria de acordo com os valores de sua atividade biol6gica
(LOG 1/1C90), resultando em um modelo QSAR melhorado com apenas 9 compostos
(conjunto teste), equacao 31:

log 1/IC90 = -0,29 (+0,06) UNIP - 518,10 (+109,59) VEe2 + 131,47 (+26,52)

n=9;r=0,97;s=0,15; F =66,21; p < 0,0001; g*> = 0,92; g%t = 0,87; Spress = 0,20;
SDEP =0,16; SDEC = 0,12; Kxx = 99,20; Kxy = 57,02; AK =-0,42 (Eq. 31)

Os parametros estatisticos sdo os mesmos da equacao 30. O modelo de regresséo
representado pela equacdo 31 é capaz de explicar cerca de 94,09% da variabilidade dos
valores observados da atividade (r>x100). Com nivel de ajuste excelente, comprovado pelo
baixo valor do desvio-padréo (s = 0,15).

O grafico de Y, em fungdo de Y¢y (Figura 25) mostra que os 9 compostos
estudados estdo mais proximos da area do grafico onde existe 95% de probabilidade de
passar a reta ajustada do grafico Yey, em fungdo Ycu, € 0S pontos estdo dispostos
aleatoriamente ao longo da reta ajustada.

A tabela 9 mostra os valores da atividade bioldgica observada, da atividade bioldgica
prevista, residuos e de UNIP e VEe2, de cada composto. Onde se verifica que os residuos

estdo mais préximos de zero, o que indica um melhor grau de ajuste para a equacao.
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Figura 25. Gréfico da atividade biol6gica experimental (Yeq) em funcdo da atividade calculada (Yca)

da validacdo externa.

Tabela 9. Valores da atividade biologica observada, prevista e dos residuos, e de UNIP e

VEe2 de cada alquil amino quinolina metanol (AAQM) da validac&o externa.

Atividade Atividade Residuos UNIP VEe2
Compostos observada Prevista
Nove compostos de treinamento.
AAQM_1 5,811 5,781 0,030 59 0,209
AAQM_2 6,765 6,602 0,163 65 0,204
AAQM_3 6,649 6,904 -0,255 71 0,200
AAQM_5 7,417 7,429 -0,012 78 0,195
AAQM_6 7,202 7,206 -0,004 77 0,196
AAQM_8 7,625 7,437 0,188 85 0,191
AAQM_9 7,208 7,164 0,044 107 0,179
AAQM_10 7,404 7,509 -0,105 83 0,192
AAQM_12 5,999 102 0,184

6,048 -0,049

Trés compostos de validagdo externa.
AAQM_4 7,011 8,098 -1,087 81 0,192
AAQM_7 7,310 8,184 -0,874 93 0,185
AAQM_11 6,443 7,803 -1,36 82 0,192
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A avaliagdo do ajuste do modelo da validagdo externa também pode ser

acompanhada pela Tabela 10 que apresenta os dados da analise da variancia.

Tabela 10. Tabela ANOVA para o modelo de regressao linear multipla representado pela

Eq. 31.
Fonte de N° Graus Soma dos Média da Soma Probabilidade
Variacdo de Quadrados dos quadrados Fq P
liberdade
Modelo 2 361,542 180,771 75,55 0,001
Residuo 6 0,144 0,024
Total 9 361,686 40,187

No Diagrama de Williams para os compostos teste (Figura 26) estao representadas

as predicdes do conjunto de treinamento onde se constata que nenhum dos compostos

encontra-se fora do intervalo 3o, com o peso da influéncia do dominio de aplicabilidade de

cada composto.
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Figura 26. Diagrama de Williams — Dominio de Aplicabilidade do conjunto teste.

Este novo modelo também foi validado através das fungfes RQK de ajuste (RQK

Fitness Functions) implementadas como QUICK Rule do programa MobyDigs. Ele também

segue todos os critérios simultaneamente, sendo considerado valido (Tabela 11).



Tabela 11. Validagdo do QSAR (n = 9) pelos parametros RQK.
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Critérios de Aprovacao (*)

1. Colinearidade entre variaveis Ky
Ky - K«> DK 57,02

2. Capacidade de Predicao

Q% Loo > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,92
3. Capacidade de predicéo do modelo Q%00
Q2 LOO — Q2 asym> DQ 0,92
4. Redundancia nas variaveis R”

RP > P 0,100
5.Sobre-ajuste (overfitting) RN

RN > N -0,40

Kx
99,20

>0,5
Q2 ASYM
0,67

tP

0,01

tN

-0,39

ny - Kx
-42,18

2 2
Q LOO — Q ASYM

0,25

DK
-0,42

DQ
0,021

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente.
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5. DISCUSSAO

5.1 MODELO QSAR E DESCRITORES

O melhor modelo QSAR obtido correlaciona a atividade antimalarica dos 12
compostos alquilamino quinolina metanol (AAQM) com dois descritores (G3v e R2e),
segundo a equacao 30,citada novamente abaixo:

log 1/IC90 = +21,74 (+8,31) G3v + 17,26 (+4,26) R2e — 37,42 (+10,71)

n=12;r=095 s =0,19; F = 42,84; p < 0,0001; g° = 0,79; 0’hoot = 0,72; Spress =
0,28; SDEP =0,24; SDEC =0,17; Kxx = 43,93; Kxy = 48,18; AK = 4,25 (Eq.30)

Segundo Gaudio e Zandonade (2001) este modelo pode ser avaliado por seu grau
de ajuste, de significancia e de previsibilidade. Em relacdo ao grau de ajuste de um modelo
QSAR 0 que se espera é que ele apresente coeficiente de correlacdo (r) o mais préximo
possivel de 1 (ou -1, no caso de uma regressao inversa), que o valor de desvio-padréo (s)
seja 0 mais proximo possivel de zero e que os residuos apresentem distribuicdo normal em
torno de zero.

O modelo representado pela equacdo 30 apresenta r = 0,95 bem préximo a 1, s =
0,19 préximo a 0 e os residuos (Tabela 6) todos em torno de zero, apresentando entdo um
excelente grau de ajuste.

O grau de significancia € medido através da execucdo de testes de validacao (teste
estatistico de hip6tese ou teste F), que verifica o quanto da variabilidade dos valores
observados da atividade (Y) pode ser explicado pelas variaveis X; e X,, aqui neste caso, por
G3v e R2e. Para um nivel de cofianca de 95%, o valor de referéncia é Fkn.y) = Fjp12) = 62,02
(Tabela 7). Como o teste F da equagéo 30 (F = 42,84), € menor do que Fp,, entdo o valor
de r? ndo é significativo, grau de significancia razoavel.

O grau de previsibilidade do modelo requer que o valor do coeficiente de correlagéo
da validacdo cruzada (q°) esteja proximo de 1 e o desvio padrdo da validagdo cruzada
(Spress) proximo de zero. O g? da equacdo 30 é 0,79 e Spress= 0,28. Para Golbraikh e
Tropsha (2002) valores acima de 0,5 para o g é um bom indicador, ou mesmo a prova final

de que o0 modelo é altamente preditivo.
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Como ambos os descritores (G3v e R2e) aparecem com sinal positivo nha equacao;
isto significa, que a cada acréscimo nos seus valores aumenta a probabilidade de que a
molécula seja ativa.

O descritor G3v do modelo corresponde ao simbolo da terceira componente do
indice de simetria direcional WHIM/ponderado pelo volume atémico de Van der Waals. Os
desritores WHIM (Weighted Holistic Invariant Molecular descriptors) s&o descritores
geométricos baseados em indices estatisticos calculados com as proje¢6es dos atomos ao
longo dos eixos principais, ou seja, ha decomposi¢gdo da matriz de covariancia em eixos de
componentes principais. A matriz de covariancia é calculada a partir das coordenadas
geomeétricas da molécula e, pode ou nédo, ser ponderada por diferentes fatores como massa
atbmica, polarizabilidade atémica, volume de Van der Waals, eletronegatividade atdmica e
estado eletrotopoldgico atbmico. Eles sdo construidos de forma a captar informacdes
relevantes da molécula em 3D em relacdo ao tamanho molecular, forma, simetria e
distribuicdo do atomo no que diz respeito a estrutura invariante de referéncia (Consonni &
Todeschinni, 2000).

O R2e pertence a categoria GETAWAY (Geometry, Topology and Atom-Weights
Assembly) que codifica informacBes estruturais e estereoquimicas. A representacdo
estrutural da molécula é definida pela matriz de influéncia molecular (MIM) denotada por H
na equacdo 31. Onde M € a matriz molecular e o sobrescrito T se refere a matriz transposta.
O R2e pertence a classe R-GETAWAY e é calculado segundo a equacédo 32. Onde R2e
representa uma autocorrelacdo codificada no segundo intervalo pela eletronegatividade
atbmica de Sanderson da molécula (autocorrelation of lag 2 / weighted by atomic Sanderson
eletronegativities). N € o nUmero de atomos na molécula, d; € a distancia topologica entre 0s
atomos i e j, rj é a distdncia geométrica entre os atomos i e j, e d (K;d;) € a fungéo delta de
Dirac. h; e h; sdo os elementos diagonais da matriz da influéncia (MIM), codificando
informacBes atdbmicas e representando a influencia de cada atomo na molécula na

determinacgéo de sua forma geométrica (Consonni & Todeschinni, 2000).

H=M.M".M)*.M" (Eq. 32)

1N b
Rkw = ii ﬂu w,o(kd,)

=i Ty

(Eq. 33)
K=1.2..
Através das funcdes RQK de ajuste (RQK “Fitness Functions”) implementadas como
“‘QUICK Rule” o modelo QSAR da equagdo 30 foi validado (Tabela 8). Ele seguiu
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simultaneamente todos 0s cinco critérios propostos pela validag¢ao: baixa colinearidade, boa
capacidade de predi¢do, sem redundancia nas variaveis explanatérias e sem sobreajuste.

Para previsdo da atividade biolégica de um ou mais compostos cuja atividade é
desconhecida a validacao externa foi realizada. Os trés compostos de validagdo externa
estdo listados nas ultimas trés linhas da Tabela 9. Um novo modelo QSAR foi gerado com
apenas 9 compostos (eq. 31, também citada abaixo), que também segue 0s mesmos
critérios de avaliagcdo do primeiro modelo com doze compostos, eq. 30.

No procedimento Golbraikh-Tropsha (2002) para validacao externa é sugerido que o
conjunto de teste ndo participe do conjunto de treinamento. Este aspecto ndo é obedecido
no presente estudo. A experiéncia acumulada com diversos modelos de QSAR mostra que
mesmo treinando os compostos de teste a validagdo pode ndo ser obtida.

log 1/1C90 = -0,29 (+0,06) UNIP - 518,10 (+109,59) VEe2 + 131,47 (+26,52)

n=9;r=0,97;s=0,15; F =66,21; p < 0,0001; g* = 0,92; g%t = 0,87; Spress = 0,20;
SDEP =0,16; SDEC = 0,12; Kxx =57,02; Kxy = 99,20; AK = 0,42 (Eq. 31)

O grau de ajuste dele foi excelente também. Com r = 0,97 bem préximo a 1, s = 0,15
mais préximo a 0 e os residuos (Tabela 9) todos em torno de zero.

O grau de significaAncia para um nivel de cofianca de 95%, o valor de referéncia é
Fikn-1y = Fz9) = 75,55 (Tabela 10). Como o teste F da equagéo 31 (F = 66,21), € menor do
que Fp,g;, entédo o valor de r’ ndo é significativo, grau de significancia razoavel.

O grau de previsibilidade q2 da equacao 31 € 0,92 e Spress= 0,20. Um bom indicador
para um modelo altamente preditivo.

Como ambos os descritores (UNIP e VEe2) aparecem com sinal negativo na
equacdo 31. Isto significa que a cada decréscimo nos seus valores aumenta a probabilidade
de que a molécula seja ativa.

O descritor UNIP é um indice topolégico que representa a unipolaridade da molécula.
Este tipo de descritor caracteriza a distribuicdo de cargas das moléculas a partir da matriz
de adjacéncia e o inverso quadratico da matriz de distancias entre vértices.

O VEe2 é um descritor topolégico que representa a soma do coeficiente médio do
autovetor de eletronegatividade da distancia ponderada da matriz.

As funcdes RQK de ajuste (RQK “Fitness Functions”) implementadas como “QUICK
Rule” também foram usadas para validar este modelo (Tabela 11), o qual ndo seguiu
simultaneamente todos os cinco critérios propostos pela validagéo: alta colinearidade, boa
capacidade de predi¢do, sem redundancia nas variaveis explanatérias e com sobreajuste,

modelo invalido.
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6. CONCLUSAO

O primeiro modelo de QSAR foi obtido usando regressao linear multipla (MRL), tendo
como descritores, G3v - simbolo da terceira componente do indice de simetria direcional
WHIM/ponderado pelo volume atbmico de Van der Waals, a categoria GETAWAY
(Geometry, Topology and Atom-Weights Assembly) que codifica informacdes estruturais e
estereoquimicas; e R2e - representa uma autocorrelacdo codificada no segundo intervalo
pela eletronegatividade atdbmica de Sanderson da molécula (autocorrelation of lag 2 /
weighted by atomic Sanderson eletronegativities). O que resultou em r* =0,90, q* =0,79 e
0%0t =0,72. A validacdo feita com funcgdes de aptiddo RQK mostrou que este modelo QSAR
satisfaz a todos os critérios requeridos para validacao, indicando que o modelo de regresséo
€ aceitavel.

O segundo modelo de QSAR obtido teve como descritores, UNIP — representa a
unipolaridade da molécula; e VEe2 - é um descritor topolégico que indica a soma do
coeficiente médio do autovetor de eletronegatividade da distancia ponderada da matriz de
autocorrelacdo. Com r? =0,94, q* =0,92 e g%y00: =0,87. Avaliado também pelas funcdes RQK
de ajuste ele ndo é considerado valido, devido ter alta colinearidade e sobre-ajuste, que
pode ser atribuido ao fato do niumero de compostos de treinamento ser pequeno, apenas 9
compostos. Dessa forma os descritores UNIP e R2e ndo exercem tanta influéncia na
atividade das alquilamino quinolinas metanol estudadas.

Apesar de ndo poder ser dada uma interpretabilidade do QSAR no sentido de propor
uma hipétese do mecanismo de interacdo ligante-receptor, considerando inclusive que o
receptor € desconhecido, os descritores do modelo da equacdo 30 mostram o aumento da
atividade antimalarica de acordo com o aumento dos valores de G3v e de R2e, ou seja,
guanto maior o volume atdbmico, a simetria e a eletronegatividade da molécula maior a

atividade antimalarica.
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