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The biological activities of the Indolo[2,1b]quinalozine and 33 analogue compounds
were synthesized and tested against the human ovary cancer cells. The assays showed
that 22 of these compounds exhibited cytotoxic activity. With the aim to correlate the
physical chemical parameters of those compounds with the anticancer activity, the
quantum molecular calculations were carried out in the compounds using the DFT theory.
The Principal Component Analysis showed 4 electronic descriptors able to separate the
compounds into two classes: active and inactive. The first component was responsible
for the separation and describes 52% of the total variance of the original data.
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The pharmaceutical industry is facing major challenges on the scientific and
technological front of their Research & Development (R&D) programs. The modern
research paradigm has been and continues to grow at a rapid pace, integrating knowledge
of multi- and interdisciplinary teams. Recent advances in medicinal chemistry have
created an important foundation in the search for new drug candidates. Modern drug
design strategies employ computational methods such as molecular modeling as
essential tools in the optimization of pharmacodynamic and pharmacokinetic properties
of bioactive molecules. The aim of this chapter is to provide some fundamental concepts
and applications of molecular modeling as a useful tool in the design of new drug
candidates.

Keywords: molecular modeling; drug design, computational methods.

24



Introducdo

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de cem
doengas que tem em comum o crescimento desordenado
(maligno) de células que invadem os tecidos e orgéos,
podendo espalhar-se (metastase) para varias regides do
corpol. Conforme a Organizagdo Mundial de Saude
(2007),! o cancer tem sido responsavel por cerca de 7,6
milhdes (13%) de todas as mortes ocorridas ao redor mundo.
Sendo que 70% dos 6bitos por cancer ocorreram em paises
de economia baixa ou média, devido as limita¢gdes no
diagndstico e tratamento da doenga. No Brasil, estima-se
que 190 mil pessoas morrem anualmente com algum tipo
de céncer. A estimativa para 2020, em nivel mundial, ¢ de
10 milhdes de morte por cancer ao ano e aproximadamente
de 30 milhdes de portadores da doenca.

No mundo, milhares de mulheres sdo acometidos
anualmente pelo cancer de ovario, representando um dos
tipos de neoplasia com maior nimero de mortalidade entre
pessoas do sexo feminino.>* Sendo o cancer ginecologico
dificil de ser diagnosticado e o mais letal. Aproximadamente
75% dos tumores malignos de ovario sdo diagnosticados
em estagios avancados embora seja menos freqiiente que
o cancer de colo do utero.* As causas do céncer de ovario
estdo relacionadas com fatores ambientais, genéticos e
hormonais. Cerca de 10% destes tipos de cancer sdo devidos
a fatores genéticos e os outros 90% sdo esporadicos.*

Os tratamentos empregados no combate ao cancer nao
sdo eficazes e provocam muitos efeitos colaterais. Nas
ultimas décadas, o nimero de pesquisas visando a descoberta
de novos farmacos que sejam eficientes no tratamento
desta doenga tem crescido em todo mundo. Nesse sentido,
um grupo de pesquisadores indianos isolaram do extrato da
folha de Wrigthia tinctoria (uma planta medicinal indiana)
a substancia indolo[2,1b] quinazolina (Tryptanthrine).’
Esta molécula apresenta estrutura quimica muito similar a
estrutura da batracyclin que € um potente composto contra
o cancer melanoma, o que despertou nos pesquisadores
interesse em sintetiza-la e realizar estudos bioldgicos.

Usando a indolo[2,1b]quinazoline como composto
lider, uma série de derivados analogos foram sintetizados,
os quais foram testados in vitro e in vivo contra o cancer de
ovario, sendo que 24 destes compostos analogos mostraram-

se ativos contra este tipo de cancer e 10 compostos foram
considerados inativos nos testes bioldgicos.> O Presente
trabalho investigou a relagdo entre as propriedades
geométricas e eletronicas das 34 moléculas e a sua
atividade contra o cancer de ovario usando métodos de
quimica quantica molecular para o calculo dos descritores
e métodos de estatistica multivariada para discriminagdo
dos compostos em ativos e inativos.

Inicialmente fez-se a andlise conformacional dos
compostos usando método semi-empirico PM36
implementado no software Hyperchem Release 7.5.7
A realizagdo desta analise ¢ importante, pois permite
determinar a estrutura molecular que serd utilizada no
calculo das propriedades eletronicas e geométricas. Nem
sempre a conformacao de menor energia ¢ a mais adequada
para o estudo da atividade biologica, pois ao planejar um
farmaco, procura-se a conformag@o que melhor ajuste ao
receptor. Sendo assim, a escolha da conformagao utilizada
no célculo dos descritores foi feita da seguinte forma: (1)
selecionou-se a conformagdo mais estavel da molécula
mais ativa; (2) para os demais compostos foi selecionada a
conformagdo cuja estrutura geométrica mais se assemelha
a estrutura da conformagdo mais estdvel da molécula
mais ativa. As geometrias das moléculas selecionadas
foram otimizadas usando a Density Functional Theory
(DFT) com o funcional de troca e correlagdo B3LYP3’ e
o conjunto de fungdes de base 6-31G* implementados no
pacote de programa Gaussian03.!° Ap6s a otimizagao foram
calculadas as propriedades moleculares (descritores) para
os 34 compostos sob estudo. A Figura 1 mostra a estrutura
quimica da indolo [2,1b] quinazolina com a respectiva
numeragao atdmica adotada e seus derivados analogos.

Os descritores moleculares calculados neste trabalho
com o objetivo de correlaciona-los com a atividade contra o
cancer de ovario foram: JogP; volume (¥); polarizabilidade
(a); ordens de ligagdo (B, : ordem de liga) derivadas da
analise populacional Natural Bond Order (NBO); angulos
de ligagdo (4, , ); angulos diedrais (D, = ); momento
de dipolo (u); energias dos orbitais de fronteira: Highest
Occupied Molecular Orbital (E
Molecular Orbital (E
de Mulliken (y); Gap (E, ;o — E umo
parciais (c,) derivada do potencial eletrostatico usando o
método ChelpG.!!

Homo) € Lowest Unoccupied
); dureza (1)); eletronegatividade
) e cargas atdmicas
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Figura 1: Estruturas moleculares e numerago atdmica adotada nos célculos da Indolo[2,1B] quinazoline e seus derivados analogos.
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As cargas derivadas do potencial eletrostatico sdo
ajustadas para reproduzir o potencial eletrostatico ao
redor da molécula. Muitos pesquisadores acreditam que
a interagdo inicial entre o substrato e sitio ativo se da,
inicialmente, através de uma interagdo eletrostatica. Nesse
sentido, as cargas derivadas do potencial eletrostatico
constituem um importante descritor no estudo da relagéo
estrutura atividade de moléculas bioativas.

As estruturas quimicas e os valores de GI,; usados
neste trabalho foram obtidos de Sharma et al. (2002).
O pardmetro Gl indica o potencial farmacologico
(concentra¢ao do composto necessaria para inibir 50% das
células cancerigenas) do composto. A Figura 1 ilustra os
compostos, que podem ser divididos em dois grupos: ativos
(6-8, 12-16 € 21-34), com GI, at€ 100 pmol/L, € inativos
(1-5, 9-11 € 18-20), com GI, acima de 100 pmol/L.

A correlagdo entre os descritores calculados e a
atividade dos derivados analogos contra o cancer de ovario
foi feita usando métodos da estatistica multivariada: peso
de Fisher'? e Analise de Componentes Principais (PCA)13.
O peso de Fisher é uma técnica que permite discriminar
as variaveis mais significativas das varidveis menos
significativas na classificagdo dos compostos. O peso de
Fisher ¢ calculado usando Equacao 1

o [E@-z )]
W (i)= W Eq. (1)

onde A e B sdo as classes consideradas na investigacao, i
representa as varidveis ou descritores, x(4) ¢ a média do
descritor i na classe A, x,(B) ¢ a média do descritor i na
classe B. S?(4) ¢ a variancia do descritor 7 na classe A e
S?(B) ¢ a variancia do descritor 7 na classe B. Observa-se
que quanto maior a diferenga entre as médias das classes A
¢ B e quanto menor as variancias dentro das classes, maior
¢ o valor do peso de Fisher. Como variancias menores
sdo melhores para discriminagdo das classes, quanto
maior o peso de Fisher maior a capacidade da varidvel na
separagdo.'

A Analise de Componentes Principais (PCA) consiste
em calcular novas varidveis como combinagdo linear das
varidveis antigas de tal modo que as novas variaveis ou
componentes sejam ortogonais entre si. Trata-se de um
método ndo supervisionado da estatistica multivariada.'?
As componentes principais conservam a variancia das
varidveis originais € como sdo ortogonais ndo existe

correlacdo entre elas. Esta caracteristica das componentes
principais ¢ importante, pois, garante que cada componente
descreva uma “caracteristica” diferente dos dados
originais.'

Do ponto de vista matematico, a PCA ¢ um método que
consiste em decompor uma matriz de dados originais X de
posto r em uma soma de r matrizes de posto 1, em que
0 posto ¢ o nimero de vetores linearmente independentes
da matriz X. As matrizes de posto 1 sdo os produtos dos
vetores de scores (S,) pelos transpostos dos vetores de
loadings (/,), como mostra a Equagdo 2.'*'*

X=S,I7+S,. LT--+S, .17 Eq. (2)

A principal vantagem no uso da analise de componentes
principais ¢ a possibilidade de diminuir a dimensdo dos
dados originais. Em geral, umas poucas componentes sao
suficientes para descrever as caracteristicas de interesse
de um conjunto de dados. Um conjunto formado por m
variaveis e k amostra, representa k£ pontos em um espago
de m dimensdes. Se m for maior que trés nao € possivel a
visualizagdo gréfica. As primeiras PCs, isto é, 2 ou 3, na
maioria das vezes, sdo capazes de explicar a maior parte
da variancia dos dados originais. O espaco m dimensional
se reduz para aproximadamente 3 dimensdes, tornando
possivel a analise grafica dos dados.!*'*

Para ter uma visdo preliminar de quais descritores
seriam mais relevantes na separagdo das classes ativas
e inativas, o peso de Fisher foi calculado para os 80
descritores obtidos dos calculos quanto-mecanicos para os
34 compostos sob estudo. Os valores dos pesos de Fisher
calculados variaram de 0,00 a 2,05. A partir da analise
dos pesos de Fisher, foram considerados para analise de
componentes principais somente as varidveis com peso de
Fisher maior do que 0,20. As variaveis com peso de Fisher
maior do que 0,20 sdo mostradas na Tabela 1.

Como as variaveis apresentam unidades diferentes ¢é
necessario autoescalar os dados para que todas as variaveis
possam ter a mesma importancia na analise de componentes
principais. No autoescalamento cada variavel ¢ escalada
para ter média zero e varidncia unitaria.16 Usando os
descritores (variaveis) selecionados pelo peso de Fisher
(Tabela 1), apos infimeras tentativas, a melhor separacgéo
foi obtida usando as variaveis B12 13, B19 27, B9 14,
B5 22 (onde B representa ordem de ligagdo). Os valores
destas varidveis sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 1: Descritores selecionados com peso de Fischer maior que 0,20

Descritor | Peso de Fisher | Varidveis | Peso de Fisher
Cuy 0,89 Bz s 2,05
€5 1,02 Bis 14 0,88
Cro 0,28 Bis s 0,27
27 0,40 Bi7 25 0,24
Cy4 0,75 Big 27 0,21

Bao 0,68 V 0,48
Bs » 0,33 GAP 0,39
Bss 0,20 n 0,39
By 0,83 Az1n 0,23
Bg 12 0,39 A7 0,30
B 14 1,83 A13 1415 0,77

Tabela 2: Valores das ordens de ligagdo responsaveis pela discriminagéo
das classes a nivel de teoria B3LYP/6-31G*

Bs 2 By 14 Bi2 13 B9 27
1,4803 1,3033 1,4023 0,9123
1.4825 1,3040 1. 4038 0,9022
1.4909 1,3034 1.4074 0,8891
1.4278 1,3033 1.4016 1,0282
1.5178 1,3048 1,3993 0,9141
1.4792 1,3053 1,3932 09121
1.4763 1,2043 1,3836 0,9110
1.4827 1,3023 1,3871 0,9129
1.4794 1,3232 1,3715 0,9125
1.4811 1,3214 1.3727 09126
1,4809 1,3089 1,3917 0,9125
1.4800 1,3068 1.,3845 0,9120
14800 1,3058 1,3867 0,9120
1,4803 1,3002 1,3932 0,9120
1.4804 1,2995 1,3917 0,9122
1.4814 1,2983 1.3941 09127
1.4804 1,3077 1,3843 0.9121
1,4870 1,3328 1,3955 0,9141
14860 1,3391 1,3942 0,9138
1,4852 1,3305 1,3961 0,9135
1.4892 1,2966 1.,4032 0,9137
1.4876 1,2937 1.4044 09132
1.4889 1,2960 1.4031 0.9136
1,4890 1,2962 1.,4034 0,9138
1.4870 1,2946 1.4052 09133
1,4901 1,2960 1,4032 0,9140
1.4901 1,2957 14028 0,9139
1.4902 1,2959 1,4032 0,9140
1.4906 1,2962 1.4030 0,9141
1,4860 1,2824 1,3856 0,9127
1.4861 1,2828 1,3954 0,9128
1.4836 1,2813 1,3874 0,9120
1,4887 1,2946 1,3972 0,9136
1.4887 1,2946 1,3972 0,9136
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A Figura 2 mostra que a primeira componente (PC1) é
responsavel pela discriminag@o entre compostos ativos (1,
5-8,12-16e21-34) einativos (2-4,9-11 e 17-20). Sozinha,
esta componente explica 52,56% da variancia total dos
dados. As duas primeiras componentes explicam juntas
79,01%. Considerando as trés primeiras componentes,
94,42% da variancia dos dados sdo explicadas. A Figura
3 mostra os loadings (pesos) das variaveis responsaveis
pela separagao.

Ativas Inativas

N
.55 .8
‘2

PC 2
Z

E ! En ! En ' [ 18 ! 8
PC 1

Figura 2: Representagdo grafica dos scores obtidos usando o programa
Einsight 3.0.

A Equagdo 3 mostra a influéncia dos loadings no
calculo dos scores da PCI, a qual foi responsavel pela
discriminagdo das classes em ativa ¢ inativa.

PCl=-0,1915b, ,,—0,6114b, ,, +0,6075b,, , +0,4695b,,,, Eq. (3)

A ordem de ligacdo mostra a densidade eletronica
entre atomos ligados. Quanto maior a ordem de ligagdo
maior a energia de dissociagdo e menor a distancia de
ligag@o. A Equagdo 3 e a Figura 3 mostram que para um
composto pertencer ao grupo dos compostos ativos deve
apresenta altos valores numéricos das varidveis (B, , €
B5_22) e baixos valores numéricos das variaveis (Elz »
e B, ,,). Analisando os dados da Tabela 3, observa-se
que a ordem de ligagdio com maior peso na separagdo das
variaveis foi a ordem de ligacdo entre os atomos 9 ¢ 14
(veja Figura 1) e a varidvel de menor peso na primeira
componente foi a ordem de ligacdo entre os atomos 5
e 22, sendo esta variavel a de maior peso para segunda
componente.
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Figura 3: Loadings (pesos) das varidveis na primeira e segunda
componente

Nao ¢ uma tarefa simples prever a interagao entre uma
droga e seu receptor biomolecular quando néo se conhece
a estrutura molecular do sitio receptor alvo. Contudo,
com as informagdes até aqui obtidas observa-se que as
variaveis responsaveis pela separacdo das moléculas,
entre ativas e inativas, sdo todas propriedades eletronicas.
Isto nos permite postular que os efeitos eletronicos t€ém
importancia significativa no entendimento das atividades
das indolos contra o cancer de ovario e, possivelmente,
a interag@o entre a droga e o receptor ocorre através da
transferéncia de cargas ou por formagdo de ligagdo.

Tabela 3: Loadings (pesos) das varidveis na primeira e segunda
componente

Varidvel PC1 PC2
B 2 -0,18 0,91
By 14 -0,62 0,17
Bi s 0,61 020
Big 2 0,46 0,32

Onde B, , representa a ordem de ligagdo entre o dtomo 7 e m.

CONCLUSAO

Usando a Andlise de Componentes Principais
(PCA), foi possivel identificar os descritores calculados
teoricamente que estdo correlacionados com a atividade
contra o cancer de ovario. Os descritores que melhor
discriminaram as moléculas em duas classes (ativas
e inativas) foram as ordens de ligacdo entre os atomos
(Figura 1): 5-22, 9-14, 12-13 e 19-27. Com base nos
resultados, € possivel mapear indicativos para a sintese
novos compostos que sejam ativos contra o cancer de

ovario, ou seja, ¢ necessario aumentar o valor numérico
das variaveis (B, ,, e B, ,) e diminuir o valor numérico
das variaveis (B1;_1 , € B;Q_W) que foram significativas na
separacao das moléculas quanto a sua atividade.

Cabe destacar que no processo de descoberta de um
novo farmaco'!” os testes experimentais norteiam os
estudos teodricos, que melhoram o entendimento sobre
o potencial fairmaco, que propde novas moléculas que
sejam potencialmente mais eficientes, que devem ser
testadas experimentalmente. Trata-se, portanto, de um
processo fundamentalmente iterativo.'
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