Artigo Original
QSAR de dibenzoilmetanos a-substituidos
Artigo submetido em 31/1/06; aceito para publicagdo em 2/5/06

Estudo da relagdo estrutura-atividade quantitativa de
dibenzoilmetanos O-substituidos quanto a atividade anticancer da
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A study of quantitative structure-activity relationship in a-substituted
dibenzoylmethane derivatives as anti-breast cancer agents (MCF7 cell line)
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar, de forma quantitativa, as relagbes entre a estrutura quimica de nove derivados
de dibenzoilmetanos e a atividade anticAncer da mama descrita para estes compostos. Foram utilizados 45 descritores
fisico-quimicos. Foi necessdrio otimizar as estruturas por meio de modelagem molecular, obtendo assim as
conformagdes de menor energia. Apés esta etapa, construiu-se uma matriz contendo as varidveis independentes
(descritores) e a varidvel dependente - logaritmo da porcentagem de inibi¢do total (Log %IT). O préximo passo
consistiu em realizar a sele¢do dos descritores mais correlacionados com Log %IT para serem utilizados na
construgio dos modelos. Foram construidos cinco modelos com um descritor e trés com dois descritores, pois
estes apresentaram R2 > 0,7. A validagdo externa ficou abaixo do esperado, mas os melhores modelos puderam ser
utilizados para a etapa de interpretagio fisico-quimica. Verificou-se uma forte influéncia negativa da hidrofobicidade
(Log P) na atividade biolégica. Constatou-se também a importincia de propriedades estéricas (RM, RM3 e AR1)
e eletronicas (Dz) para a atividade descrita, também de forma negativa. Porém, a contribuigdo destas ¢ bem
menor, se comparada ao Log D
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Abstract

This study focused on the quantitative structure-activity relationships between nine dibenzoylmethane derivatives

and the anti-breast cancer activity described for them. Forty-five physical-chemical descriptors were used. It was

necessary to optimize the structures by molecular modeling, thus obtaining lower-energy structures. Following this
y y g g gy g

stage, a matrix was constructed containing the descriptors and the dependent variable (Log %IT). The next step

was to select the descriptors most closely correlated with Log %IT to be used in constructing the models. Five

models with one descriptor and three with two descriptors were constructed, since they presented R2 > 0,7.

External validation was lower than expected, but the best models were used for the physical-chemical interpretation

phase. A strong and negative influence of hydrophobicity (Log P) on biological activity was observed. The importance

of steric (RM, RM3, and AR1) and electronic (Dz) properties was evident for the described activity, also in

negative form. However, their impact was small as compared to Log P.

Key words: Breast cancer; MCF7 cell lines; Dibenzoylmethanes; Molecular modeling; Structure-activity relationships.

INTRODUCAO

7

O céncer ¢ caracterizado pela multiplicagio
descontrolada e propagacio de formas anormais de células
do préprio corpo do individuo. Trata-se de uma das
principais causas de morte nos paises desenvolvidos.
Segundo estimativas, uma em cada cinco mortes na Europa
e E.U.A. ¢ causada por um dos diversos tipos de cAncer.!

Em virtude de ser uma das mais importantes causas
de morte em mulheres, o cincer da mama ¢ uma das
neoplasias mais extensivamente estudadas. Ocorre em
ambos os sexos, mas com uma prevaléncia 100 vezes
maior nas mulheres.> No Brasil, é o cincer que mais
causa mortes entre as mulheres. Em 2002, ocorreram
10,15 mortes por 100.000 mulheres. Em 2003, foram
registrados 41.610 novos casos ¢ 9.335 8bitos. De
acordo com as Estimativas de Incidéncia de Cancer no
Brasil para 2006, o cincer da mama serd o segundo
mais incidente, com 48.930 novos casos.>*

Atualmente, além da cirurgia e da quimioterapia,*®
estdo disponiveis alguns fdrmacos para a quimioterapia
do cincer da mama: mostardas nitrogenadas,
ciclofosfamida, ifosfamida, tiotepa, metotrexato,
fluouracil, vimblastina, taxol, docetaxel, etoposida,
teniposida, caproato de hidroxiprogesterona,
dietilestilbestrol, propionato de testosterona e tamoxifeno
compdem este arsenal terapéutico.’®

Dentre estes, o tamoxifeno ({2-[4-(1,2-difenil-but-1-enil)-
fenéxi]-etil}-dimetil-amina, TMX, figura 1) é o mais
amplamente utilizado na prdtica clinica. Vdrios estudos
comprovam seus efeitos benéficos. Pertence ao grupo dos
compostos trifeniletilénicos ¢ ¢ derivado do mesmo nidleo
estilbeno que o diedlestlbestrol. Os compostos desse grupo
possuem vdrias atividades estrogénicas e antiestrogénicas.’
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Tamoxifeno

Chemical Abstracts: 10540-2%-1
Férmula molecular: CogHgINO

Masza molar: 371,51

TPonte de fusfio: §7°C

Ponto de ebuligio: 482 3°C

Log P 7,88

Descoberto por Harper & Walpole (15967

>

Figura 1. Estrutura e informagdes bdsicas do tamoxifeno (TMX)'%!

A cada dia, novos compostos naturais ou sintéticos
farmacologicamente ativos contra os diversos tipos de
tumores s3o descritos. Mesmo que a grande maioria ndo se
torne um fdrmaco (composto capaz de ser utilizado na prdtica
clinica), praticamente todos podem ser considerados
protétipos de novas entidades moleculares (N.E.M)
terapeuticamente Uuteis. Sendo assim, utilizando estes
compostos como ponto de partida, e por meio de
modifica¢bes moleculares em suas estruturas quimicas, pode-
se chegar a novos agentes antitumorais passiveis de utilizaggo
na quimioterapia ou quimiopreven¢io do cAncer.'>'?

Entre as diversas classes de compostos descritas na
literatura que apresentam atividade antitumoral, iz vitro
e in vivo, encontram-se os dibenzoilmetanos. O
dibenzoilmetano (1,3-difenil-propano-1,3-diona, DBM,
figura 2) ¢ uma B-dicetona muito estudada.'*'® Este
composto e seus derivados formam um grupo raro de
pequenas [-dicetonas que apresentam diversas
propriedades farmacoldgicas, como fotoprotegio,
atividades antiinflamatdria, antitumoral, antiviral e
outras. Estdo presentes em um grande ndmero de familias
de plantas (Annonaceas, Astraceas, Menispermaceae,
Rosaceae, Salicaceae e, especialmente, Leguminoseae),"
principalmente carregando isoprendides e furano ligado
aos anéis aromdticos, e, mais raramente, um radical alil



ou outro ligado ao carbono central da cadeia alifdtica.”
Na natureza, os representantes dos dibenzoilmetanos
sdo a curcumina [1,7-bis-(4-hidroxi-3-metéxi-fenil)-
hepta-1,6-dieno-3,5-diona, CCM, figura 2], o pongamol
[1-(4-metéxi-benzofuran-5-il)-3-fenil-propano-1,3-diona,
PGM, figura 2] e seus derivados. A CCM foi isolada
das raizes da Curcumina longa, que ¢é utilizada como
tempero na cozinha oriental (curry). O PGM foi a
primiera B-dicetona de ocorréncia natural descrita, e
foi isolada da casca da raiz da Zephrosia lenceolata, uma
planta indiana.?! Este composto foi descrito em diversas
outras espécies, como a Pongamia glabra,” T. purpurea,
1. hamiltoni,® Dablstedtia pinnata, D. pentaphyla** e
Millettia peguensis Ali.>
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Figura 2. Estruturas do DBM, PGM, CCM, Parsol e Eusolex

Dois derivados de DBM sio utilizados comumente
na inddstria cosmética devido a suas propriedades foto-
protetoras: o Eusolex® [1-(4-isopropil-fenil)-3-fenil-
propano-1,3-diona] e o Parsol® [1-(4-tert-butil-fenil)-3-
(4-metéxi-fenil)-propano-1,3-diona] (figura 2).%¢

A ciéncia envolvida com o desenho, com a descoberta
¢ 0 desenvolvimento de novos firmacos é a quimica ou
medicinal ou farmacéutica. Nesta drea, os estudos de
relagbes estrutura-atividade (SAR: Structure-Activity
Relationships) sio utilizados para definir os parAmetros
importantes para a agdo de uma classe de compostos
andlogos contra certa patologia, pois parte da premissa
geral de que uma droga age em um sitio de ac¢do
especifico localizado em uma enzima ou receptor, sendo
que compostos com estruturas semelhantes tendem entio
a possuir a mesma atividade farmacolégica e/ou
toxicoldgica, ou seja, interagem nesse mesmo sitio.”

O sucesso da abordagem SAR no desenho de
fdrmacos depende nio somente do conhecimento ¢ da
experiéncia da equipe de desenho, mas também de uma
boa dose de sorte. O estudo de relagdes estrutura-
atividade quantitativas (QSAR: Quantitative Structure-
Activity Relationships) procura remover o elemento sorte
ao estabelecer uma relagio matemdtica, sob a forma de
uma equagio, entre a atividade bioldgica ¢ os pardmetros
(ou propriedades) fisico-quimicos mensurdveis que
possuam influéncia sobre a atividade terapéutica de uma
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classe de compostos.”

O estudo de QSAR, como ¢ conhecido hoje, propoe
que a a¢do de uma droga pode ser dividida em dois
estdgios: o transporte para seu sitio de agdo e a ligagdo
a0 mesmo. Assim, a atividade bioldgica estd associada
as mudangas de energia livre que ocorrem nos processos
de absorgao, distribui¢io e biotransformagio ou 2
prépria interagdo droga-receptor, sendo esse o
paradigma que fundamenta o estudo de QSAR.” Este
fenédmeno poderia ser explicado por modelos
matemdticos simples ou multiparamétricos, em que a
atividade bioldgica pode ser determinada por parimetros
que medem a influéncia de cada uma das propriedades,
como demonstrado abaixo na equagio I:

AB =00 + B1t+ cEs+d (1)

AB ¢ a atividade bioldgica; O, Tte Es sio constantes
de substituintes referentes a distribuicio eletronica e a
hidrofobicidade (razao entre o quanto a molécula é soldvel
em meio apolar e meio polar, o que influencia diretamente
na absor¢io e distribui¢io da molécula no organismo),
bem como is caracteristicas estéricas (propriedades
relacionadas a4 forma e tamanho da molécula),
respectivamente; a, b, ¢ expressam a contribui¢io de cada
propriedade para a atividade biolégica; d é uma
constante.” Cada uma dessas propriedades contribui com
maior ou menor intensidade para o estabelecimento da
resposta bioldgica e pode ser representada por descritores
estruturais que expressam a sua influéncia na bioatividade
de compostos quimicos.?3!

Atualmente, o desenvolvimento de uma nova droga
ou fdrmaco, clinicamente dtil, pode chegar a 15 anos,
devido aos custos e tempo necessdrios. Os estudos de
QSAR sio uma das mais importantes contribui¢cbes na
drea de quimica medicinal, visto que eles visam 2
identificagao de compostos protétipos e dio embasamento
fisico-quimico para o planejamento de andlogos mais
especificos, com maior atividade intrinseca ou com
melhor perfil farmacoldgico, aumentando, desta forma,
as chances de sucesso de inser¢io de novos firmacos no
arsenal terapéutico.” Estes estudos sdo, mais comumente,
realizados utilizando programas de computadores que
calculam as propriedades fisico-quimicas mensurdveis de
substincias quimicas (quando os cdlculos sdo realizados
com as estruturas tridimensionais dos compostos que
estdo sendo estudados, tem-se o processo denominado
modelagem molecular®”) e que avaliam a relagdo destas
com a atividade bioldgica, gerando equagdes de regressio
ou modelos de previsio. Estes estudos integram, dentro
da quimica medicinal e junto a outras abordagens, a drea
conhecida como planejamento de firmacos auxiliado por
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computador (CADD: Computer Aided Drug-Design).***

Considerando o exposto, este trabalho teve como
objetivo realizar um estudo QSAR baseado em nove
dibenzoilmetanos 0—substituidos (figura 3) sintetizados
e testados por Nogueira et al.** quanto 2 inibi¢do da
linhagem celular de tumores da mama MCF7. Assim,
através dos pardmetros fisico-quimicos mais importantes
para o efeito descrito, poderd ser obtida uma equagio
(ou equagdes) que auxilie(m) no planejamento da(s)
sintese(s) de novos derivados.
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Figura 3. Protétipos utilizados para o presente estudo. Compostos
1 a 9 foram utilizados para a montagem dos modelos QSAR,
enquanto 10 a 12 para a validagdo dos modelos

MATERIAL E METODOS

As seguintes etapas foram realizadas: (I) modelagem
molecular dos compostos pertencentes ao grupo de estudo
(1-9) e do grupo a ser utilizado para o processo
conhecido como validagio externa (10-12);* (II)
obten¢ao dos descritores fisico-quimicos; e (III)
montagem e validagdo dos modelos de previsio.

Para as etapas I e II, foi utilizado o programa de
modelagem molecular HyperChem 7.1.34 Para a etapa
III, o programa de andlise de Hansch BuildQSAR® ¢ a
planilha de cdlculos do OppenOffice 1.1.5.%

Uma explanacio da forma e a importincia destes
procedimentos serdo apresentadas nos préximos itens,
mas incentivamos os interessados em maiores informacoes
sobre este tema a consultar diversos artigos publicados

na revista Quimica Nova (www.scielo.br/qn).?#3% 3742

MODELAGEM MOLECULAR

Os dibenzoilmetanos, quando apresentam hidrogénio
em R3 (carbono a), existem exclusivamente na forma
de um tautémero ceto-endlico, apresentando um
deslocamento do equilibrio para a forma endlica gragas
a formagdo de uma ponte de hidrogénio intramolecular.*#¢

Isto ndo ocorre nos compostos aqui estudados, devido a
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uma tensio estérica entre o substituinte em R3 e os radicais
fenila, que se encontrariam no mesmo plano quando na
forma ceto-endlica. Assim, o equilibrio favorece o tautdmero
B-dicetona (figura 4).* Considerando estes dados, esta
forma foi a escolhida para o processo de modelagem
molecular dos compostos 1 a 9.

Como o ensaio bioldgico™ foi realizado com a mistura
racémica dos compostos 4 a 12, a configuragio
tridimensional absoluta utilizada, de forma padrio, foi
a (R) para todos os carbonos assimétricos.

o a0y an an

Figura 4. Equilibrio tautomérico dos dibenzoilmetanos. Se R3 =
H, o equilibrio é deslocado para direita. Se for diferente, é deslocado
para a esquerda

Os 12 compostos estudados tiveram suas
conformagdes tridimensionais termodinamicamente
mais estdveis calculadas no programa HyperChem 7.1.3

Em quimica medicinal, considera-se que dentre as
conformagbes mais estdveis (ou de menores energias)
da molécula isolada deve estar a bioativa (aquela que se
liga ao sitio de agdo), assim como as conformacdes da
mesma quando em solugdo e em sua forma cristalina.
Porém, ndo serd necessariamente a mais estdvel. Assim,
quando ndo hd algum dado experimental que indique
qual ¢é realmente a conformagio bioativa, ¢ utilizada, de
forma padrio, a mais estdvel obtida pelo processo
conhecido como otimizagio da geometria por
modelagem molecular.“¢

Os descritores que nio sio baseados na estrutura
tridimensional dos compostos sao obtidos por simples
contagem ou por cdlculos convencionais. Caso contrdrio,
hd a exigéncia de que se faga a otimizagdo da geometria
de cada um dos compostos, pois, como a conformagio
mais estdvel é aquela considerada bioativa, as propriedades
desta serdo as importantes para o estudo de QSAR.%

Ap6s o desenho de cada molécula, foram realizados



cdlculos de mecinica molecular (MM), base matemdtica
que trata as moléculas como uma cole¢io de dtomos
unidos por forgas harmoénicas ou eldsticas (forgas
newtonianas). Essas forcas podem ser descritas como
funcées de energia potencial de caracteristicas
estruturais, como comprimentos de ligacdo, angulos de
ligagdo, interagbes nao-ligantes e outras. Devido a isto,
estes sao conhecidos como cdlculos de campo de forga.
A rapidez, a economia de tempo de computagio e a
facilidade de compreensio sio algumas das vantagens
da mecanica molecular.¥

No programa HyperChem 7.1, foi usado o campo de
forca MM+, de N. L. Allinger. Nesse, a partir de um
conjunto de dados de entrada, uma geometria inicial ¢
especificada e sua energia é calculada. Todos os pardmetros
que definem a geometria do sistema sio modificados em
incrementos pequenos e, pelo uso de métodos de
abaixamento de gradiente, a geometria ¢ otimizada. No
entanto, esse método de otimizagio depende da geometria
de partida, o que faz com que a minimizagdo geralmente
leve a0 minimo local (uma conformagio estdvel, porém
nio a de menor energia) mais préximo e nao ao minimo
global (a conformagio mais estdvel entre todas aquelas
que uma molécula pode adotar) (figura 5).¥

Um método capaz de ultrapassar pequenas barreiras,
portanto, mais eficiente do que a otimizagio simples na
localizagao de um minimo local mais profundo, sio os
cdlculos de dindmica molecular (DM). Eles simulam o
movimento baseado em cdlculos de energia potencial,
utilizando o campo de for¢a e as equagdes de Newton
para movimento, considerando cada 4tomo uma
particula, assim como na mecinica molecular. O método
consiste em simular a coloca¢gio da molécula em um
banho de temperatura e viscosidade definidas. E dado
um intervalo de tempo em que ocorre a transferéncia
de calor entre o banho e a molécula e outro intervalo de
tempo em que a molécula equilibra a sua energia. O
processo é repetido o nimero de vezes especificado pelo
usudrio.” A partir do resultado da DM, onde € obtida
uma conformagio de energia um pouco maior do que o
minimo local, pode-se chegar, por repeti¢io da MM, a
um minimo local de energia ainda menor, ou, finalmente,
ao minimo global (figura 5).

R1 RZ
F3

|
0

R3 8]
O =
o 2
R2 H
Figura 5. Representacdo da superficie de energia potencial obtida
na ofimizagdo da geometria de uma molécula. As circunferéncias

representam as conformacdes adotadas em cada etapa. Esquema
baseado na referéncia 41
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Os cdlculos de dinimica molecular foram simulados
em um banho de 300 K, cuja transferéncia de calor se
deu durante 1 ps (picosegundo). Assim, os cdlculos MM
e DM foram realizados alternadamente, conforme o
esquema apresentado na figura 5, até que se obtivesse a
conformagdo de menor energia.

No entanto, apesar da MM ser uma boa técnica de
otimiza¢do da geometria para moléculas pequenas, ela
nio oferece informagdes quanto as caracteristicas
eletrdnicas dos compostos. Portanto, hd a necessidade
de se usar cdlculos de mecinica quintica para um estudo
mais completo das estruturas.” Uma molécula cuja
geometria foi otimizada por MM pode ser utilizada como
ponto de partida para cdlculos de orbitais moleculares

7 como foi realizado

por meio de mecanica quantica,*
neste estudo.

Por muito tempo, os fisicos acreditaram que a
mecanica cldssica (a base dos cdlculos MM) nio descrevia
corretamente o comportamento de particulas muito
pequenas, como os elétrons e os ntcleos dos dtomos e
moléculas. Assim, diversos pesquisadores comegaram a
desenvolver uma nova drea do conhecimento denominada
posteriormente de mecinica quéntica.?’

Para descrever o estado de um sistema, em mecinica
quintica, foi postulada a existéncia de uma fungio de
coordenadas, chamada fungio de onda (). A funcio
de onda contém todas as informag6es sobre a molécula,
e a partir dela podem ser calculadas todas as suas
propriedades eletronicas.?’

Os cdlculos de mecinica quantica nio sio exatos,
pois sdo feitas algumas aproximaces baseadas em dados
empiricos, e podem ser subdivididos em dois métodos:
ab initio e semi-empirico. O primeiro pode ser aplicado
apenas a moléculas pequenas e, apesar de mais preciso
e ndo precisar de dados armazenados, requer grande
capacidade de memdria ¢ tempo de cédlculo do
computador.* O segundo, uma alternativa ao a6 initio,
¢ mais simplificado e apresenta valores aproximados
que vém armazenados no programa, sendo estes dois
fatores determinantes na redu¢io do tempo gasto no
cdlculo computacional.®®

Um grande nimero de métodos semi-empiricos com
aplica¢oes diversas foi desenvolvido nas dltimas duas
décadas. Para as estruturas em estudo, o método
selecionado foi o AM1 (Austin Model I). Uma das
vantagens desse método ¢ a disponibilidade de
pardmetros para uma grande variedade de dtomos e
resultados mais exatos para cdlculos de carga, momento
de dipolo e energia de orbitais moleculares,>?
descritores utilizados neste estudo. A metodologia aqui
adotada foi a mesma utilizada nos cdlculos por MM, ou
seja, otimizagdo por AM1 alternado com DM, até a
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estabilizacio da menor energia. A geometria obtida no
final da etapa foi considerada a conformagio mais
estdvel.’!

OBTENGAO DOS DESCRITORES FiSICO-QUiMICOS

A partir das geometrias otimizadas pelo mérodo AM1
implementado no programa HyperChem 7.1, foram
obtidas 40 varidveis, ou descritores fisico-quimicos, dos
compostos 1 a 9 (tabela 1). Estas varidveis foram obtidas
com a utilizagao do mdédulo QSAR Properties, que fornece
uma série de descritores empiricos (eletrdnicos, estéricos
e hidrofébicos) baseados em estudos de diversos
autores,” e pelas opgdes Properties e Orbitlals do menu
Compute, e pela opcao Charges, do menu Display —
Labels, que forneceram as varidveis de distribuic¢ao
eletronica calculadas por AM1.

MONTAGEM DOS MODELOS DE PREVISAO

Para a montagem dos modelos de previsio
quantitativos, é necessdria uma varidvel dependente
experimental. Neste caso, o logaritmo da porcentagem
de inibi¢ao total (Log %IT) iz vitro da linhagem celular
MCEF7 foi determinado a partir dos estudos
experimentais realizados por Nogueira et al.*> A %IT
foi obtida a partir da soma das porcentagens de inibigao
do crescimento e da citotoxicidade dos compostos
testados (%IT = %IC + %CC, tabela 2), e fornece uma
idéia da poténcia total de cada composto.

A selegio das melhores combinagbes de varidveis®?
foi realizada utilizando algoritmo genético*
implementado no BuildQSAR.

Com a determinagio das combinagbes de varidveis
mais promissoras, construfram-se modelos, os quais foram
avaliados para verificar se a sua especificagio adapta-se
convenientemente aos dados observados. Essa avalia¢io
foi dividida em trés partes: avaliagio do grau de ajuste, do
grau de significAncia e do grau de previsibilidade.*

O primeiro é medido em termos de sua capacidade
de reproduzir o valor observado dos objetos. A avaliagao
do grau de ajuste ¢ feita através do cdlculo do coeficiente
de correlagio R e do desvio-padrdo s para cada modelo,
além da andlise dos residuos, calculado a partir da
diferenca do Log %IT observado experimentalmente
(Log %IT ) e do Log %IT previsto pelo modelo (Log
%I Ty,

grau de ajuste é que ele apresente R o mais préximo

). O que se espera de um modelo em relagdo ao

possivel de 1 (ou -1, no caso de uma regressao inversa),
que o valor de s seja 0 mais préximo possivel de zero e
que os residuos apresentem distribui¢do normal em torno
de zero. Também relacionado ao grau de ajuste do
modelo, tem-se o quadrado do coeficiente de correlagao
R2, o qual corresponde 2 fragao da variabilidade total
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que ¢ explicada pelo modelo. Por exemplo, um modelo
de QSAR em que R’= 0,9 € dito capaz de explicar 90%
da variabilidade total dos valores observados da atividade
bioldgica, em torno de sua média.*

Determinou-se que seriam avaliados os graus de
significAncia e previsibilidade apenas dos modelos que
apresentassem um valor de R? acima de 0,7 para
correlagio com Log %IT,, e, no caso daqueles que
apresentavam duas varidveis, um valor de R menor do
que 0,7 para a correlagdo entre as varidveis presentes no
modelo, pois, do contrdrio, estaria se perdendo tempo
com modelos inapropriados para o estudo.* A literatura®
2 geralmente recomenda R > 0,7 (ou seja, R2 > 0,5)
como o limite minimo aceitdvel, mas este grupo optou
por aumentar os critérios de exigéncia, aplicando este
valor numérico a R? visando a chegar a modelos com
alta capacidade preditiva e alto nivel de confianca.

O grau de significincia ¢ medido através da execugdo
de testes de validagio (teste estatistico de hipétese). Para
testar a significAncia estatistica do R?, aplica-se um teste
de hipétese conhecido como teste F Esse verifica o quanto
da variabilidade da atividade observada experimen-
talmente, Log %IT,, pode ser explicada pelas varidveis
X1, X2, ..., Xk. 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.®®>°

O grau de previsibilidade do modelo ¢ testado através
da validagio cruzada. Um modelo, com elevado grau de
previsibilidade, para objetos nao incluidos no mesmo,
apresentard (¥ (quadrado do coeficiente de correlagio da
validagdo cruzada) préximo de 1 e SPRESS (desvio padrio
da validagdo cruzada) préximo de zero.*® Muitos autores
consideram valores acima de 0,5 para o ( como um bom
indicador, ou mesmo a prova final de que o modelo ¢
altamente preditivo.?® As equagoes utilizadas para o cdlculo
destes parimetros s3o apresentadas na figura 6.

A simples obten¢do de um modelo QSAR pode
significar muito pouco no que diz respeito a sua validade
e significado. Mesmo apds a obtengio de bons resultados
nas etapas anteriores, é necessdria a realizagdo da
validagdo externa para introduzir maior confianga no
modelo.?”” A validag¢ao externa (VE) foi feita neste
trabalho com os compostos 10, 11 ¢ 12 (figura 3), que
também foram sintetizados e testados por Nogueira et
al.* A mesma metodologia de modelagem molecular
aplicada a 1-9 foi utilizada, obtendo assim os parAmetros
necessdrios a resolugio dos modelos propostos, chegando
por fim a valores de Log %IT\; para os compostos 10,
11 e 12. Essas atividades previstas foram entio
correlacionadas com os valores de Log %I T, obtendo-
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Tabela 1. Classificacdo e descricdo das varidveis utilizadas no estudo

DESCRITORES CLASSE FONTE

Logaritmo do coeficiente de particdo 6leo/égua (Log P) Hidrofébico QSAR Properties
Refratividade molar (RM) Misto (estérico/eletrdnico) QSAR Properties
Refratividade molar do substituinte R1 Misto (estérico/eletronico) QSAR Properties
Refratividade molar do substituinte R2 Misto (estérico/eletrdnico) QSAR Properties
Refratividade molar do substituinte R3 Misto (estérico/eletronico) QSAR Properties
Massa molar (MM) Estérico QSAR Properties
Volume molecular total (VM) Estérico QSAR Properties
Volume do substituinte R Estérico QSAR Properties
Volume do substituinte R2 Estérico QSAR Properties
Area total (A) Estérico QSAR Properties
Area do substituinte R1 Estérico QSAR Properties
Area do substituinte R2 Estérico QSAR Properties
Area do substituinte R3 Estérico QSAR Properties
Momento dipolar (D) Eletrénico AM1

Momento dipolar nos eixos x (1) Eletrénico AM1

Momento dipolar nos eixos y (2) Eletrénico AM1

Momento dipolar nos eixos z (3) Eletrénico AM1

Energia do orbital molecular mais alto

Eletroni AMI1
ocupado (HOMO) eironico
Energia do orbital molecular mais .
Eletrd AM1
baixo desocupado (LUMO) etronico
Diferenga das energias entre os orbitais .
Eletrd AM1
LUMO e HOMO (Gap) etronico
Cargas parciais (Qy) dos étomos ..
Elet AM1
1018 (QaQy) etrénicos
Somatério das cargas parciais dos .
Eletrd AMI1
substituintes R1, R2 e R3 (Xg; rocra) etronico
Calor de formagao (CF) Termodinémico AM1
se o quadrado do coeficiente de correlagao para a RESULTADOS E DISCUSSAO
validagdo externa (R?,;). Da mesma forma que o R?
determinou-se que o R’y deveria apresentar valor Segundo a metodologia adotada, 8 modelos foram

minimo de 0,7, o que garantiria modelos com alta  selecionados para a avaliagdo, 5 formados por um
capacidade de predigdo para novos derivados. A descritor e 3 formados por dois descritores.
correlagio de Log %IT,,, foi realizada na planilha de A equagio 2 apresenta o melhor modelo obtido com
cdlculos do programa OppenOffice 1.1.5.3¢ um descritor.
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Tabela 2. Valores para porcentagem de inibicdo do crescimento celular (%IC) e de citotoxicidade (%CC) e somatério desses valores (%IT)
quanto a linhagem celulari

COMPOSTO %IC %CC %IT Log %IT
1 100,0 30,0 130,0 2,114
2 100,0 10,0 110,0 2,041
3 83,3 0,0 83,3 1,921
4 100,0 60,0 160,0 2,204
5 100,0 50 105,0 2,021
6 100,0 33,3 133,3 2,125
7 83,3 0,0 83,3 1,921
8 60,0 0,0 60,0 1,778
9 40,0 0,0 40,0 1,600

iEnsaios realizados conforme metodologia descrita por Alley et al.
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Figura 6. EquagOes utilizadas para resolugdo do Q2 e SPRESS.

Figura baseada em dados apresentados na referéncia 38
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Figura 7. Log%IT , em fungéo de Log %IT,,
em fungdo de Log %IT para a equagéo 2
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e residuos de regresséo

Log%IT =-0,18496(+0,07267) LogP +2,88029(+0,363420)  (2)
rE9; R=0,831; 0083, F=34,444; Q2=0,701; SPRESS=0,110

O modelo de regresséo representado pela equagdo 2 é

capaz de explicar cerca de 83% da variabilidade observada

Lo vp na atividade (R°x100). Gaudio e Zandonade®® consideram

nde ¥ = media das atreidades eoperimesian T este nivel de ajuste excelente, fato esse confirmado pelo

SPRESS = TPREE baixo valor do desvio-padrdo s. Esses valores podem ser

Bkl objetivamente analisados em termos de dois graficos: Log

ke prerears i o b chillneiies parm m riagus dett) medel i %I T, em funcdo de Log %IT,,, e residuos de regresséo
k=phmer i |- enkerr armicar pabudad-a

em funcéo de Log %I T, (figura 7).

No gréfico do Log %I T, em funcdo de Log %I T,
(esquerda), € importante observar o alinhamento dos pontos
em relacdo a reta ajustada, bem como a distribui¢do dos
pontos ao longo do intervalo de valores de atividades
estudado. Ja no grafico de residuos de regressdo (direita),
deve-se observar a distribuicdo dos residuos, pois se espera
gue um modelo adequado aos dados observados tenha seus
residuos aleatoriamente dispersos em torno de zero.*®

O grau de significancia desse modelo pode ser medido
em termos do valor obtido para o teste F, comparando o
mesmo ao valor de referéncia. Para um nivel de confianca
de 95%, o valor de referéncia é Fy, .4 = Fpy g = 5,32.%°
Como na equacdo 2 o valor encontrado foi bem maior,
esse modelo apresenta um 6timo nivel de confianga. Quanto
ao grau de previsibilidade desta equagdo, 0 mesmo
apresenta-se satisfatorio, pois 0 Q? é de 0,701 e o SPRESS
é bem préximo a zero.

Os demais modelos gerados com um descritor sdo
apresentados a seguir:

Log %IT =-0,01188(+0,00619) RM +3,13600(x0,612723) (3)
n=9; R=0,736; s0,103; F=19,598; Q¥ 0,565; SPRESS-0,133
Log %I T =-0,00347(+0,00202) MM +3,09006(+0,657308)  (4)
n=9; R?=0692; s0,112; F=15,719; Q*=0483; SPRESS0,145
Log %I T =-0,01899(10,01151) RM3 +2,33766(+0,239807) (5)
n=9; R=0674; <0,115; F=14,491; (*=0,387; SPRESS-0,158



Log %I T =-0,00119(x0,00078) VM +3,15340(+0,780879) (6)
n=9; R?=0,638; s0,121; F=12,396; (>=0,391; SPRESS-0,157

A equacdo 3 demonstra estar de acordo com 0s
pressupostos para aprovagdo na avaliacdo do grau de
ajuste e significancia, mas apresenta previsibilidade
baixa. As equacOes 4, 5 e 6, apesar de apresentarem
bons resultados para s e F, apresentam R? abaixo de 0,7
e previsibilidade ruim, pois os valores obtidos para
validacdo cruzada estdo abaixo do recomendado. Os
gréficos da equagdo 6 sdo apresentados na figura 8, para
que a qualidade do melhor (2) e do pior modelo (6)
com um descritor possam ser comparadas visualmente.

Para modelos com dois descritores foram obtidas
trés equagdes:

Log %IT =-0,03166(0,02433) Dz -0,20513(+0,05248) LogP
+3,00042(+0,267172)

n=9; Re=0,935; 5=0,056; F=42,797: Q?=0,841; SPRESS=0,087 (7)
Log %IT =+0,00097(+0,00112) ARL -0,22786(20,07945) LogP
+3,01130(20,344890)

=0; R=0,900; =0,069; F=27,044; P=0,761; SPRESS=0106  (©)
Log%IT =-0,00831(+0,01002) RM3-0,13397(+0,08792) LogP
+2,79031(20,332463)

=0; R=0,899; =0,070; F=26,149; (P=0,761; SPRESS=0106  (9)
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Figura 8. Log%IT . em funcéo de Log %IT,
em fungdo de Log %IT para a equacéo 6

e residuos de regressao

QSAR de dibenzoilmetanos a-substituidos

As trés equacdes foram étimas quanto a avaliagdo do
grau de ajuste, significancia e previsibilidade. A equaco
7 é a melhor entre todas, pois apresenta os melhores
resultados para R?, s, F, Q2 e SPRESS (figura 9).
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Figura 9. Log%IT,, . em funcdo de Log %ITPrev e residuos de
regressao em fungdo de Log %IT para a equagéo 7

A validagdo externa foi realizada conforme esta
descrito na metodologia, resultando assim em valores
do quadrado do coeficiente de correlacdo da validagéo
externa (R%,) para os 8 modelos (tabela 3).

Tabela 3. Coeficientes de correlagdo obtidos pelo processo de
validagéo externa (R? )

Equacées R%,e

2 0,49
0,44
0,43
0,97
0,37
0,50
0,59
0,67

O 00 NON O AW

Pbde-se notar que todas as equacfes obtiveram
valores abaixo do preconizado (R%, > 0,7), exceto a
equacgdo 5. De forma interessante, é possivel notar que
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a equagdo 7, que apresentou os melhores valores para
R?, 5, F e (%, nio apresentou o maior K%, e sim o
terceiro melhor. Isto auxilia a comprovar a importincia
desta etapa, pois mostra que modelos de maior
previsibilidade no serdo necessariamente aqueles mais
indicados para serem utilizados no planejamento da
sintese de um novo derivado.?

A validagdo externa ¢ uma etapa importante em
estudos de QSAR,* pois visa a enriquecer o modelo no
sentido de comprovar a sua previsibilidade através da
aplicacio do mesmo a compostos da mesma classe ¢
nio utilizados na sua gera¢do. Dessa forma, uma
reprovagio nesta etapa, em um caso COMmo este, em que
os outros modelos apresentaram-se eficazes, coloca as
equagdes, principalmente 4 ¢ 6, em uma posi¢io de
menor enfoque, j4 que as duas também ndo obtiveram
resultados tdo satisfatérios na avaliagio do grau de
previsibilidade. Quanto 4 equagio 5, apesar do altissimo
valor encontrado para a validagdo externa, esta ndo ¢
possivel de utilizagdo devido a seus valores de R? ¢ (7,
indicando a existéncia de algum fator de variabilidade
intrinseco e fora do controle.

Desta forma, apds a avaliagao dos graus de ajuste,
significAncia e previsibilidade, os modelos 2, 7, 8 ¢ 9
demonstraram ser os melhores modelos encontrados.
Apesar de seus valores para R terem ficado abaixo de
0,7, este processo indica que os modelos em questdo
podem, teoricamente, prever corretamente o indice de
inibi¢do total da linhagem celular MCF7 de cerca de
49%, 50%, 59% e 67% dos novos compostos, cujas
atividades possam ser previstas por estas equagdes. Esses
melhores modelos foram entdo utilizados para a
interpretagdo fisico-quimica dos resultados.

De acordo com Montanari, Montanari e Gaudio,?”
além de dizer se um certo parAmetro aumenta ou diminui
a atividade bioldgica, a avaliagio do coeficiente angular
(constante pela qual é multiplicada a varidvel) fornece
uma medida da influéncia do descritor frente 2 atividade
bioldgica e sobre os demais descritores. Por exemplo,
uma varidvel X; com um coeficiente de 0,3 apresenta
menor influéncia sobre a atividade biolégica do que uma
X, com coeficiente de 1,0. Desta forma, é necessirio
avaliar cada parimetro e comparar seus coeficientes,
para observar qual tem maior contribui¢do na atividade.

Na andlise das equagdes selecionadas, observou-se
uma grande contribui¢do da hidrofobicidade, e, em
menor escala, de descritores eletrdnicos e estéricos na
atividade dos compostos estudados. Através das equagdes
2,7, 8¢9, pode-se notar que um aumento do Log P
leva a uma diminuicdo na atividade bioldgica em todas
essas equagdes, pois o indice do coeficiente angular ¢é
negativo. Além do mais, a geragdo de modelos com dois
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descritores ndo causou um grande impacto na qualidade
dos mesmos. Assim, a hidrofobicidade parece estar
influenciando na inibi¢ao da linhagem MCF7 mais do
que as outras propriedades.

A hidrofobicidade de um composto é um fator
importante no planejamento de novos fdrmacos. Quando
encontrada em um modelo, a mesma demonstra exercer
forte influéncia em processos, tais como: absor¢io,
ligacdo ao receptor e, se for o caso, transporte pela
barreira hematoencefilica. ParAmetros hidrofébicos
também podem refletir uma combina¢io de
propriedades estéricas e interagbes eletrostdticas dos
compostos, dependentes principalmente de um disttirbio
causado na estrutura da dgua. Essas caracteristicas sdo
correlacionadas com o tamanho e a drea de superficie
das moléculas, tendo uma relagio direta com a dgua
através da formagio de pontes de hidrogénio.”

Considerando a contribui¢do negativa do descritor
Log P nos modelos, isto nos leva a crer que os
dibenzoilmetanos provavelmente tenham seu sitio de
acio na superficie da célula, o que indicaria que, se
estes compostos se difundirem facilmente pela bicamada
lipidica da membrana celular, ou seja, forem facilmente
absorvidos, a atividade diminuiria.

Com relagdo aos demais descritores presentes nos
modelos (Dz, RM, RM3 e ARI), também ¢ possivel
verificar uma contribui¢do negativa de propriedades
estéricas e eletronicas. O coeficiente angular destas
varidveis em todas as seis equagdes selecionadas
demonstra uma fraca contribui¢io quando comparado
com o Log P. Por exemplo: a equagdo 7 ¢ capaz de
prever 94% da variabilidade. Todavia, ao se verificar a
equagdo 2, é possivel ver que o Log P responde sozinho
por 83% da variabilidade. Assim, apenas 11% ¢
explicada por Dz. O mesmo ocorre na equagio 9, onde
apenas 7% da variabilidade ¢ explicada por RM3.

O momento de dipolo (D) ¢ uma caracteristica
vetorial, ¢ pode ser definido como a medida da
magnitude da carga deslocada quando dtomos de
eletronegatividades diferentes sdo interligados. A diregdo
do momento de dipolo de uma molécula é baseada nas
eletronegatividades relativas dos dtomos componentes
¢ o valor ¢ obtido pelo vetor resultante dos momentos
de dipolo de cada cixo de ligagdo (x, y e z) da molécula.”
A presenga da varidvel Dz no modelo, cujo sinal de seu
coeficiente angular é negativo, indica como a polarizagio
na regido da molécula, por onde passa o cixo z,
influencia a atividade bioldgica dos compostos
estudados. O sinal negativo pode indicar que esta regiio
da molécula, quando da interagdo droga/receptor, estaria
"tocando" um local de polarizagio de mesmo sinal (ou
seja, polarizagio negativa com negativa ou positiva com



positiva), o que desfavorece a formagdo do complexo.
Sendo assim, novos derivados deverdo,
preferencialmente, apresentar valores baixos para Dz
ou de sinal negativo, o que favorecera um aumento da
atividade biol6gica. Porém, mesmo que este dado tenha
permitido esta interpretacdo, a contribuicdo deste
descritor para a atividade biol6gica € baixa.

Com relacdo aos modelos com os descritores
estéricos RM, RM3 e AR1, ficou caracterizado que o
tamanho da molécula é inversamente proporcional a sua
atividade. Esse fato é geralmente observado para
compostos que se ligam a receptores pouco flexiveis e
onde o sitio de acdo é relativamente pequeno.

A refratividade molar (RM) é considerada uma
caracteristica mista, pois a0 mesmo tempo em que ela é
diretamente proporcional ao tamanho da molécula, também
é uma medida do quanto facilmente um composto polariza-
se.22 Desta forma, a equacdo 9 demonstra que a atividade
desses compostos é favorecida na presenca de substituintes
pequenos em R3. Além disso, o sinal negativo do coeficiente
angular também pode estar indicando, assim como ocorreu
com Dz, que a capacidade da molécula se polarizar é outro
fator que desfavorece a atividade bioldgica. Estas
informacdes, somadas as da equagdo 7, sugerem que 0s
dibenzoilmetanos possivelmente realizam interagdes
eletrostaticas fracas com o sitio de interacdo no receptor,
onde o grau de polarizacdo da molécula é menor (por
exemplo, forgas de van der Waals).

A linhagem de células MCF7 apresenta em seu ndicleo
receptores estrogénicos. As agBes desses receptores
podem ser mediadas com a ligagdo do composto
diretamente no nucleo da célula, ou via segundos
mensageiros liberados quando da ligacdo a receptores
na membrana ou no citoplasma. Em um estudo de
QSAR, relacionando®® derivados de TMX com a
afinidade de ligacdo ao receptor estrogénico
citoplasmatico presentes em células uterinas de ratas,
demonstrou-se uma influéncia negativa de propriedades
hidrofdbicas e estéricas na interacdo farmaco/receptor.
Desta forma, em virtude da semelhanca estrutural entre
os tamoxifenos e alguns dos dibenzoilmetanos a-
substituidos (figura 9), especialmente 3, 6, 9, 11 e 12,
nota-se um possivel caminho a ser tomado com relacdo
ao estudo do mecanismo de agdo dos dibenzoilmetanos.

CONCLUSAO

O estudo de QSAR, através da abordagem de Hansch,
mostrou-se eficaz na avaliacdo da atividade antitumoral
dos dibenzoilmetanos a-substituidos. As equagdes
geradas pelos modelos de regressdo, quando bem
avaliadas, podem ser usadas como ponto de partida para

QSAR de dibenzoilmetanos a-substituidos

Figura 10. Comparacdo da estrutura do TMX e do esqueleto
basico dos dibenzoilmetanos a-substituidos com CH,-Ph, e
sobreposicao das estruturas tridimensionais do TMX (esferas brancas)
e do composto 12 (esferas pretas). Sobreposi¢cao criada no
HyperChem 7.1, utilizando as estruturas otimizadas pela
metodologia descrita

a elucidacdo do mecanismo de acdo e para o
planejamento e sintese de analogos com perfil
farmacoldgico otimizado.

Os resultados obtidos neste trabalho, apesar do pequeno
nimero de compostos utilizados e dos baixos valores
encontrados para R?,, podem direcionar posteriores
estudos sobre os dibenzoilmetanos e a atividade antitumoral
em linhagem de células MCF7. Através das equagdes, pode-
se chegar a compreensdo de quais propriedades sdo
importantes para a atividade descrita. Essas informagoes,
além de fornecerem importantes pistas quanto ao possivel
mecanismo de a¢do dos mesmaos, auxiliam no planejamento
de N.E.M. com potencial utilizagdo como farmacos no
tratamento do cancer da mama, ou como protétipos desses
novos farmacos.
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