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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.

Now is the time to understand more, so that we may fear less.”

- Marie Curie
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Resumo

Resumo

O aparecimento e consumo de Novas Substancias Psicoativas, NSP, tem vindo a crescer
consideravelmente a nivel mundial, constituindo por isso uma preocupacao para os varios
organismos internacionais responsaveis pelo acompanhamento e regulacao da problematica
das drogas de consumo. Na categoria das NSP incluem-se todos os compostos, recém-
sintetizados, ou recentemente disponiveis no mercado e ainda os usados de forma impropria,
com propriedades psicotrdpicas, puras ou misturas, que ndo sejam controlados pelas
Convencdes das Nagdes Unidas sobre os estupefacientes e substancias psicotrépicas. Estas
substancias sdo criadas para mimetizar os efeitos das drogas ja existentes e controladas no
ambito das referidas convengdes e que possam constituir ameaca para a saude publica.

Atendendo ao aumento expressivo da comercializacdo e consumo das NSP a
investigacao permanente deste fendmeno bem como a rapida sinalizagao e caracterizagao
deste tipo de compostos constitui uma necessidade cada vez mais premente. Neste sentido,
o trabalho aqui apresentado visa contribuir para a criacdo de novas ferramentas e
metodologias que permitam caracterizar de forma rdpida e eficiente NSP desconhecidas
tendo por base o seu perfil quimico e a comparacao com NSP ja regulamentadas.

A combinagao de dois métodos nao supervisionados de aprendizagem computacional,
a Analise de Componentes Principais (PCA) e a Andlise Hierarquica de agrupamentos (HCA),
permitiu determinar o conjunto de descritores moleculares mais relevantes para a
descriminacdo de familias de NSP e ainda a formagdo de grupos com caracteristicas
estruturais comuns.

Os padrdes de interagdo mais relevantes caracteristicos destes grupos foram explorados
recorrendo a simulacdo por Dindmica Molecular e Docking. Selecionando como grupo modelo
a familia dos Canabinoides Sintéticos foi possivel verificar que compostos pertencentes ao
mesmo grupo apresentam perfis estruturais e comportamento semelhante quer na presenca
de uma membrana modelo, quer na interagdo com o recetor canabinoide tipo 1.

Os resultados obtidos permitem estabelecer uma metodologia de classificacdo eficaz

para NSP ndo regulamentadas sem necessidade de recorrer a estudos experimentais.

Palavras-chave: NSP, Aprendizagem Computacional, Dindmica Molecular, Docking.






Abstract

Abstract

The emergence and consumption of New Psychoactive Substances, NPS, has been
growing considerably worldwide, and is therefore a concern for the various international
entities responsible for monitoring and regulating the problem of drugs abuse. The
classification as NPS includes all compounds, newly synthesized or recently available on the
market, as well as those used improperly, with psychotropic properties, either pure or in
mixtures, which are not controlled by the United Nations Conventions on Narcotic Drugs and
Psychotropic Substances. These substances are created to mimic the effects of drugs already
existing and controlled under these conventions, and may pose a threat to public health.

Due to the significant increase in the commercialization and consumption of NPS, the
investigation of this phenomenon, as well as the rapid identification and characterization of
this type of compounds, is an increasingly pressing need.

In this sense, the work presented here aims to contribute to the development of new
tools and methodologies to efficiently characterize unknown NPS based on their chemical
profile and comparison with already regulated NPS.

The combination of two unsupervised machine learning methods, Principal Component
Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA), allowed the determination of the most
relevant molecular descriptors for the discrimination between families of NSP and also the
formation of groups with common structural characteristics.

The most relevant interaction patterns of these groups were explored using Molecular
Dynamics and Docking simulation. Selecting as model group the family of synthetic
cannabinoids, it was possible to verify that compounds belonging to the same group present
similar structural profiles and behavior both in the presence of a model membrane and in the
interaction with the cannabinoid receptor type 1.

The results obtained allow establishing an effective classification methodology for

unregulated NPS without the need for experimental studies.

Keywords: NPS, Machine Learning, Molecular Dynamics, Docking
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Capitulo 1 - Introducao

1. Introducao

A Toxicologia é o ramo da ciéncia que procura estudar o comportamento e efeitos
adversos de substancias dentro do organismo. Nesta simples definicdo hd dois termos
bastante importantes quando nos referimos a esta drea, as substancias e o organismo.! As
substancias, que também podem ser denominadas por xenobidticos, referem-se a qualquer
composto que seja estranho ao organismo.? Ja o organismo refere-se a qualquer ser vivo,
como por exemplo o ser humano, e que ird ser o alvo destas substancias.! A Toxicologia
Forense, mais especificamente, é o ramo que aplica os conhecimentos da toxicologia entre
outros na andlise toxicoldgica post-mortem para determinacdo da causa de morte, e na
monitorizacdo de drogas numa perspetiva de avaliacdo da dindmica de compostos usados
ilicitamente e/ou regulamentados.>* Um dos cientistas mais notdrios nesta area foi Paracelsus
e é conhecido pela sua célebre frase “All substances are poisons; there is none which is not a
poison. The right dose differentiates a poison from a remedy”, com isto, Paracelsus afirmava
gue qualguer composto possui uma determinada dose que pode ser letal para o organismo,
inclusive os compostos que sdo utilizados como medicamento.®> No entanto, este ndo foi o
Unico toxicologista forense a receber méritos na histéria nesta drea, o primeiro cientista a ser
reconhecido foi Mathieu Joseph Bonaventure Orfila que em 1813 lancou um livro cujo titulo
era “Traité des poisons tirés des régnes minéral végétal et animal”’. Este cientista é
considerado como um dos pioneiros na inser¢cdo do conhecimento da quimica em sede
judicial.?

O uso das ferramentas da Quimica Analitica na Toxicologia Forense permite estimar
qualitativa e/ou quantitativamente as substancias em estudo. Para tal sdo utilizados métodos
de triagem, preparacdo e analise da amostra. Para estas analises existem valores de referéncia
ja definidos, ou seja, valores estabelecidos para determinadas substancias, classe de
substancias e metabolitos. Estes valores podem variar com a matriz utilizada, limite de
detecdo da técnica, entre outros aspetos. Os métodos analiticos mais comuns nesta drea sao
os Testes Colorimétricos, Cromatografia em Camada Fina (TLC), Espetroscopia de Absorc¢do no
Ultravioleta e Visivel (UV/VIS), Espetroscopia de infravermelho (IV), Cromatografia em Fase
Gasosa acoplada a Espetrometria de Massa (GC-MS), Cromatografia em fase liquida (LC), entre

outros.®
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Na verdade, o consumo de compostos que hoje sabemos serem toéxicos e ilicitos ndo é
recente. O seu uso teve inicio nos primdrdios da evolu¢gao humana, quando o conhecimento
dos efeitos toxicos destas substancias era inexistente. O que comprova esta afirmacao, é o
facto de terem sido encontradas substancias psicoativas em grutas que tinham sido ocupadas
por tribos pré-histdricas. Estas substancias foram encontradas junto a objetos que estariam
ligados a cerimdnias sagradas’ e eram utilizadas como elo de ligagdo entre a realidade e a
“vida prometida”.® Os fundadores da medicina cientifica, Hipdcrates e Galene, definiam a
droga como todo e qualquer composto que teria a capacidade de produzir efeitos nocivos ao
corpo humano. Os compostos que, aparentemente, ndo produziam efeitos nocivos eram
utilizadas como fonte de prazer e faziam parte de tratamento médico. Por exemplo, na Antiga
Grécia, o 6pio era utilizado na drea da medicina como remédio.® Por volta do século XVIII deu-
se inicio a comercializacdo de substancias psicoativas. O nimero de consumidores de 6pio
cresceu de tal modo, que o governo de Pequim proibiu o seu comércio, dando origem as
guerras do 6pio.” No ano de 1860 foi sintetizada, pela primeira vez a cocaina. Este composto
foi estudado por Freud que, no ano de 1884 langou, o seu ensaio “Uber Coca”. Apds esta
publicacdo houve um aumento de prescricdes médicas da cocaina para o tratamento da
ansiedade e depressdo. No final deste século, o consumo da cocaina, do dpio e dos respetivos
alcaloides aumentou especialmente em familias com elevadas condi¢cdes econdmicas e mais
cultas.2 Com o aumento do comércio de estupefacientes, houve a necessidade de proibir este
comércio, através de uma série de conferéncias internacionais, como por exemplo a de Xangai
em 1909 e a de Genebra em 1931.7 As anfetaminas chegaram ao mercado das drogas no
século XX, na década de trinta, especialmente no periodo da Il Guerra Mundial. Contudo, foi
com o movimento hippie, na década de sessenta, que estas drogas comecaram a ser
consumidas pela populagdo em geral, ndo olhando a classes sociais e aumentando o nimero
de jovens consumidores. Duas décadas depois chegaram a este mercado as drogas sintéticas,
gue eram sintetizadas em laboratdrios ilegais a uma velocidade elevada. Além de este grupo
de drogas ser muito vasto, as suas propriedades sao muitas das vezes desconhecidas e os seus
efeitos imprevisiveis.

O foco deste estudo é exatamente este Ultimo grupo de drogas sintéticas,

particularmente as que ndo estdo regulamentadas.
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1.1 Substancias Psicoativas

As substancias psicoativas atuam no cérebro, afetando a sua atividade através de
alteragGes na percecdao, estado emocional, grau de consciéncia, atividade cognitiva e
comportamento.® O principal alvo destas substancias é o sistema nervoso central (SNC) e é ao
entrarem em contacto com o seu alvo que produzem os seus efeitos. Existem diferentes
maneiras de uma substancia psicoativa ser consumida, as substdncias podem entrar no
organismo através da via oral, inalatéria e injetada no sangue, musculo ou cérebro. O modo
mais seguro de as consumir é através da via oral, contudo se forem injetadas diretamente no
cérebro o efeito é muito mais rapido.'® A comunicacdo ao cérebro é feita através dos
neurdnios e o contacto entre substancias psicoativas com os neurdnios pode prejudicar esta
comunicacdo. Os efeitos provocados pelo consumo destas substancias envolvem a libertacao
de neurotransmissores ou de sistemas de segundos mensageiros. Além disso, a presenca
destes compostos no organismo podem promover alteracdes nas células.’! A metabolizacdo
é feita nos rins, figado e na bile. Estes compostos sao eliminados através da urina, fezes, suor
e ar expirado.!® Curiosamente, uma das substancias psicoativas mais consumida nos dias de
hoje é a cafeina.!?

O aumento drastico do consumo destas substancias levou os paises pertencentes as
Nagbes Unidas a definir um conjunto de medidas de modo a diminuir o trafico ilicito das
substancias incluidas nas listas dos documentos redigidos pela Convencdo Unica das Nac¢des
Unidas sobre Estupefacientes de 1961, que foi posteriormente alterada pelo Protocolo de

1972, ou pela Convencio das Nac¢des Unidas sobre as Substancias Psicotrdpicas de 1971.1%13

1.2 Novas Substancias Psicoativas

As Novas Substancias Psicoativas (NSP) sdo definidas como todos os compostos que na
sua forma pura ou em preparacdo, ndo sdo controladas pela Convencdo Unica das Nacdes
Unidas sobre Estupefacientes de 1961 ou pela Convencdo das Nacdes Unidas sobre as
Substéancias Psicotropicas de 1971, mas que constituem uma ameaca para a saude publica
quando comparadas com as substancias que sdo controladas.!* No entanto, outras
organizacdes utilizam definicGes ligeiramente diferentes, como é o caso da International
Narcotics Control Board que considera que NSP as substancias que foram desenvolvidas com

o proposito de ndo serem detetadas nas medidas de controlo existentes para as drogas ja
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regulamentadas. Assim, estas substancias sao sintetizadas com base na estrutura quimica das
drogas classicas, contendo pequenas modificagdes, dando origem a um novo composto com
efeitos farmacoldgicos semelhantes ao das substancias ja controladas.®®

Este tipo de substancias sdao muitas vezes designados por “designer drugs”, “legal
highs”, “herbal highs”, “bath salts”, “produtos quimicos de pesquisa” e “reagentes”.!®
Historicamente, o termo “designer drugs” surgiu em 1984 quando uma grande quantidade de
fentanil apareceu no mercado da droga nos Estados Unidos da América (EUA). Mais tarde a
comunicacao social utilizava o termo “legal highs” para falar sobre estes compostos, mas foi
no ano de 2005 que a Comunidade Europeia adotou o termo Novas Substancias Psicoativas,
que prevalece até aos dias de hoje.®

O termo “novas” ndo se refere necessariamente a substancias recentes, mas sim
substancias cuja utilizacdo como drogas de abuso é recente, ou seja, o uso de substancias para
fins recreativos.'” Além disso, muitas destas substancias ja tinham sido sintetizadas anos antes
na darea farmacéutica com a intengao de desenvolver farmacos, como por exemplo a
mefedrona que foi desenvolvida em 1929.%?

Uma das primeiras NSP a surgir no mercado foi a Ketamina por volta de 1980 na América
do Norte, sendo que mais tarde propagou-se em larga escala na Europa e sé depois alcancou
a Asia, América do Sul e Africa Meridional. Na década de 90, surgiram os compostos
pertencentes a familia das Fenetilaminas e as Piperazinas chegaram ao mercado no inicio dos
anos 2000. Mais tarde, a partir de 2004 surgiram os compostos pertencentes as familias dos
Canabinoides Sintéticos e as Catinonas Sintéticas.’> Entre 2000 e 2004 era comum a venda de
“party  pills” comprimidos que continham, geralmente, benzilpiperazina e
trifluorofenilmetilpiperazina.'®

Em Portugal, o grande crescimento no comércio destas substancias surgiu em 2007
guando abriu a primeira smartshop. Dado a elevada procura destas substancias, o nimero
destas lojas cresceu de forma exponencial e em 2013 j4 existiam 63 lojas abertas.'>*¢ No final
de 2010, os problemas associados ao consumo das NSP comecaram a ser debatidos.'® Entre
2008 e 2013, o numero de apreensdes subiu cerca de 7 vezes mais, sendo os compostos
pertencentes a familia dos Canabinoides Sintéticos vendidos como alternativa ao Cannabis e
as Catinonas Sintéticas como substitutos as anfetaminas.!®

A European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) langa todos os

anos um relatoério onde sdo compiladas todas as informacgdGes sobre todas as drogas incluindo,
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entre outros, dados estatisticos relativo ao consumo e ao estado do mercado, bem como os
compostos emergentes e os efeitos adversos conhecidos. A Figura 1.1 indica de forma
esquematica o numero de NSP que foram reportadas pela primeira vez em cada ano, de 2005

até 2019.

2005 I 14
2006 NN 7
2007 N 15
2008 N 13
2009 [ 24
2010 I 41
2011 | 49
2012 I 13
pIGEN
2014 I ————————m 12
PIGCIN R
2016 I GG
2017 | S 1
2018 [ 55
2019 [ 53
NUMERO DE NOVAS NSP

ANOS

Figura 1.1 Representagdo grafica do nimero de NSP notificadas pela primeira vez em cada ano. Estes dados estatisticos foram
retirados dos relatérios anuais sobre drogas entre 2006 e 2020.19-33

Através desta representacao grafica, podemos ver que foi nos anos de 2014 e 2015 que
se registaram um maior nimero de NSP notificadas pela primeira vez. A implementacao das
medidas de controlo destas substancias nos diversos paises tem sido apontada como
responsavel pela diminuicdo registada nos ultimos anos. Na Figura 1.2 estdo assinalados
alguns marcos importantes na histéria das NSP nos ultimos 15 anos.

Existem dois grandes mercados através dos quais as NSP conseguem chegar a sociedade,
Smartshops e sites na Internet.’® Acredita-se que uma das razbes do mercado destas
substancias ter crescido de forma exponencial deve-se ao facto de a pureza do ecstasy e da
cocaina ter diminuido e, consequentemente, a sua procura também.* Além disso, o mercado
das NSP ¢ bastante ativo e com grande diversidade de substancias.'’® Um dos maiores
produtores é a China que tém apresentado uma evolucdo constante e variedade de
substancias.’? O conceito das Smartshops surgiu na Holanda no ano de 1994 nas quais eram
vendidas substancias psicoativas que ndo estavam regulamentadas. Mas foi a partir de 2007
que este conceito se espalhou pela Europa, tornando mais facil adquirir estas substancias.®®

Em Portugal, no ano de 2013, foi aprovada a primeira lista de NSP ilicitas, conduzindo ao
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Novas Substancias Psicoativas

Produtos comercializados com a denominagéo de
«spice» passaram a estar disponiveis na Internet e
em algumas lojas especializadas.

Foi pela 17 vez participado o canabinoide sintético:
JWH-018.

Foram notificados pela 1 vez derivados da
fenciclidina (PCP) e da cetamina.

Em janeiro foram identificadas 693 lojas na
Internet.

Foram objeto de avaliacdo de riscos quatro novas
substancias psicoativas: 251-NBOMe, AH-7921,
MDPV e metoxetamina.

—0

Os canabinoides sintéticos foram as substancias
psicoativas mais apreendidas, com pouco mais de
32 000 apreensdes hotificadas.

O sistema europeu foi revisto de modo a
proporcionar a UE uma capacidade reforcada e
acelerada para detetar, avaliar e enfrentar as
ameacas de saude e sociais colocadas pelas novas

Foi criado mecanismo de troca de informacdes
sobre novas substancias psicoativas .

Aparecimento e rapida expansédo da nova
substancia psicoativa mCPP.

Surgiu pela primeira vez ho mercado a mefedrona.

Surge uma substancia estimulante nao
controlada 4-MA.

A Comissao Europeia iniciou um novo
instrumento destinado a substituir a Decisao
2005/387/1Al do Conselho.

Portugal e a Eslovaquia adotaram leis
especificamente destinadas a pér termo a venda
nao autorizada de novas substancias psicoativas.

As catinonas sintéticas foram as substancias
psicoativas mais apreendidas com mais de 25 000
apreensoes, representando um ter¢o do humero
total de apreensdes.

2017

As NSP foram mais comummente notificadas sob
a forma de pé, num total de 2,8 toneladas,
consideradas todas as categorias.

Até a data foram notificadas pela1” vez 790 novas
NPS .

drogas.

Figura 1.2 Alguns marcos importantes na histéria das NSP entre 2005 e 2020. As informagdes destacadas neste esquema
foram retirados dos Relatérios Anuais sobre droga emitidos pelo EMCDDA entre 2006 e 2020. 1933
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encerramento forcado de todas as Smartshops.!” Atualmente, é na Internet que os
consumidores mais facilmente tém acesso a estas substancias, em salas de conversacao,
blogs, redes sociais, entre outras plataformas.3* A forma como o mercado apresenta estas
substancias, ou seja, a criatividade e inovag¢ao na apresentagdo das substancias, atrai os
consumidores a comprar através de um simples click.!” Muitas vezes estes compostos s30
comercializados em embalagens que se assemelham as de produtos licitos ou com informagao
enganosa3*, usando embalagens coloridas de forma a aliciar e despertar o interesse dos
consumidores. Além disso o seu baixo custo é outro dos fatores que incentiva a sua
aquisi¢do.

Embora o mercado das NSP tenha crescido, o fato de se saber pouco acerca do
comportamento que estas substancias tém no organismo, faz com que os seus efeitos sejam
imprevisiveis.3* Por outro lado, o fato de serem substancias sobre as quais existe pouca
informacao dificulta também a sua detecdo e quantificagdo, bem como dos seus metabolitos,
pois ndo existem materiais de referéncia para a sua identificacdo. Este ultimo ponto
apresenta-se como um desafio analitico presente nos laboratérios de Toxicologia Forense. 43>
Pelo fato de todos os anos surgirem novas NSP, torna-se dificil o uso de abordagens
tradicionais para a sua identificacdo, por uma lado pela necessidade de existirem materiais de
referéncia, pela dificuldade de detetar estes compostos em pequenas amostras e ainda pela
escassez de dados sobre a sua farmacocinética e farmacodinamica, entre outros.18

O grupo das NSP representam um conjunto bastante heterogéneo, o que permite dividir
os compostos em diferentes familias.'* Neste trabalho iremos focar-nos nos Aminoindanos,
Canabinoides Sintéticos, Catinonas Sintéticas, Fenetilaminas, Novas Benzodiazepinas,

Opidides Sintéticos, Piperazinas, Substancias tipo Fenciclidinas e Triptaminas.

1.2.1 Aminoindanos

As moléculas presentes na familia das a NH, b)
Aminoindanos possuem uma estrutura semelhante a NH>

da anfetamina devido ao sistema de anel fechado (ver )
Figura 1.3 Estrutura da anfetamina a) e da 2-

Figura 1.3). A estrutura base pode sofrer diversas 2minoindaneb).®

modifica¢des por introducdo de grupos funcionais.3® Alguns compostos desta familia exercem
efeitos psicoestimulantes leves®’, contudo caso haja uma overdose no consumo deste

composto, os efeitos adversos envolvem taquicardia, hiperpneia, aumento da transpiracao,
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desidratac3o, ansiedade, depressdo e paranoia.3® Por um lado, o perfil farmacolégico destes
compostos pode ser catalogado como inibidores de transporte de monoamina que, de certo
modo, desempenha fun¢des na libertacdo da serotonina.3’ Por outro lado, a presenca do
grupo amina nesta familia de moléculas, promove a sua potencial atividade como
broncodilatador. Este tipo de moléculas tém sido também estudadas como potenciais
analgésicos.3? Relativamente ao seu uso como substancias de abuso, estudos indicam que em
doses recreativas aparentam ser benignos, porém é necessario desenvolver mais estudos para

compreender o mecanismo de a¢3o no sistema nervoso central.3®

1.2.2 Canabinoides Sintéticos

A sintese de compostos pertencentes a familia dos Canabinoides Sintéticos surgiu na
década de 70 na tentativa de desenvolver novas moléculas com propriedades
anticancerigenas. Assim, os primeiros compostos desta familia surgiram em laboratérios
académicos e na industria farmacéutica.®® Estas substancias sdo sintetizadas de modo a
reproduzirem efeitos semelhantes ao do composto (-) - trans-A°-tetrahidrocanabinol (A°-
THC), a principal substancia que reproduz efeitos psicoativos da planta do canébis.*! De forma
semelhante ao A°-THC, os Canabinoides Sintéticos ligam-se aos recetores de canabinoide tipo
1, CB4, e tipo 2, CB,, com diferentes afinidades.*? Posteriormente, os laboratdrios clandestinos
comecaram a producdo ilicita destes compostos como alternativa a marijuana, incluindo
algumas substancias que ndo se revelaram promissoras como citostaticos.*® Esta familia de
NSP surgiram no mercado por volta do ano de 2004 como alternativa ao candbis, a um prego
mais acessivel e com a promessa de ndo serem detetados em testes utilizados nas medidas
de controlo.** No entanto, foi em 2008 que investigadores forenses na Alemanha e Austria
detetaram o primeiro Canabinoide Sintético, o JWH-018, vendido sob o nome Spice. Mais
tarde, outros compostos pertencentes a esta familia foram encontrados em misturas para
fumar e em incensos.*

Entre todas as familias das NSP, esta é a que possui 0 maior nimero de compostos
detetados até a data. Na Figura 1.4 apresenta-se um esquema das estruturas possiveis de
Canabinoides Sintéticos. Outro dos aspetos a destacar é o fato de que tem sido reportado um
numero elevado de intoxicagdes nao fatais associados ao consumo destes compostos, com
sintomas que incluem agitacdo, nauseas e aumento do batimento cardiaco. Em casos mais

graves, podem ocorrer convulsdes, ataques cardiacos, rutura do tecido muscular, lesdo renal,

10
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psicose e vomitos intensos ou prolongados. Adicionalmente, foram também reportados

sintomas indicativos de dependéncia e abstinéncia.*
(8]
Q
& e
D
\\Q’ Indole
Indazole
' Pirrol
Maftaleno
2-metil (grupo
';' substituinte do nicleo)
Metanona /8
&, 5-fenil
Etanona \
‘:_ 5-(2-metil)fenil
Carboxamida ~ " )
|\ 5-(2-fluorojfenil
Carboxilato |
|\ 5-(2-bromojfenil
Naftil | 5-(3-fluoro)
\ fenil
Adamantil )
Ciclopropil - . 2-morfolin-4-il etil
Canabinoides
inolinil . so. Tetrahidropiran-4-il metil
Quinolint Sintéticos
Fenil Metilazepan-3-il

2-metil (grupo
substituinte do anel)

Metilpiperadin-3-il metil

Ciclohexilmetil

2-etil
Heptil
2-metoxi .
Hexil
2-iodo ]
5-bromopentil
2-cloro -
5-cloropentil
4-metil
5-fluoropentil
4-etil -
Pentoxi
4-propil
= Pent-4-enil
4-fluoro _
Pentil
4-bromo ,
Butil
2,2,3,3-tetrametil .
Propil
Metil

Figura 1.4 Modelo estrutural proposto pelo EMCDDA e os respetivas possibilidades de grupos substituintes para obtengdo
de diferentes Canabinoides Sintéticos (adaptado de 41).

1.2.3 Catinonas Sintéticas

As Catinonas Sintéticas sdo derivadas da (S)-2-amino-1-fenil-1-propanona (catinona)
gue corresponde a uma substancia psicoativa presente na planta Catha edulis, mais conhecida
por khat.** A sintese das Catinonas Sintéticas surgiu, pela primeira vez, nos anos 20, também

como potenciais farmacos. O primeiro composto que surgiu desta familia foi a metcatinona e,

11
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de seguida, a mefedrona. A diversidade na estrutura

molecular das Catinonas Sintéticas é bastante grande, C N\
2
contudo a principal caracteristica destes compostos é a . CH, &
R
presenca do grupo cetona na posicdo B da cadeira lateral.*® ||24

Na Figura 1.5 estd representada a estrutura base das Figura 1.5 Base da estrutura molecular
das Catinonas Sintéticas, sendo R, R?,

Catinonas Sintéticas. Os compostos desta familia possuem R’ R* e R® as possiveis posicdes para
grupos substituintes.*®
semelhangas estruturais com as Anfetaminas e atividade bioldgica semelhante as
Fenetilaminas. De entre os compostos estudados até entdo, apenas o bupropiona possui
efeito terapéutico comprovado para o tratamento do transtorno depressivo, em terapias de
cessacdo tabdgica e ainda da obesididade.** No caso das Catinonas Sintéticas os principais
sintomas adversos reportados sdao, entre outros, tremores, convulsdes, taquicardia, pupilas
dilatadas, aumento da temperatura corporal e pressdao sanguinea. Os efeitos toxicos
manifestam-se ndo sé no SNC como, também, nos sistemas cardiovascular, gastrointestinal e

renal. Além disso, o consumo continuo destas substancias pode provocar adicdo e caso esse

consumo seja descontinuado, existe evidéncia de sintomas de abstinéncia.*

1.2.4 Fenetilaminas

O interesse de compostos das Fenetilaminas no uso recreativo surgiu na década 90 com
o langamento do livro PIHKAL. A venda destas substancias era, muitas das vezes, realizada nas
mesmas redes criminosas que vendiam o Ecstasy. O termo
Fenetilamina consiste na contracdo do seu nome primordial,

Feniletilamina.*® A estrutura base dos compostos pertencentes a

esta familia estd representada na Figura 1.6. O esqueleto é

Figura 1.6 Estrutura molecular das
Fenetilaminas, sendo que de R! a
R& correspondem as possiveis
posi¢bes para grupos
substituintes.*”

constituido por um anel aromatico ligado a uma cadeia de dois
carbonos e um grupo amina no final.*” Aiinsercdo de determinados
grupos substituintes na posicao Rs leva a que o carbono que lhe
esteja diretamente ligado passe a ser um centro quiral. Em muitos casos, o comportamento
bioldgico dos estereoisémeros R e S pode ser diferente. Contudo, grande parte dos compostos
desta familia que sdo apreendidos encontram-se numa mistura racémica.*® Alguns dos
sintomas associados ao consumo destas substancias sdo sentimentos de angustia e ansiedade,

alucinagdes, taquicardia, tremores e convulsdes.*’

12
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1.2.5 Novas Benzodiazepinas

As Benzodiazepinas sao compostos bastante utilizados para o tratamento da ansiedade,
epilepsia, espasmo muscular, insdnia, entre outros. No entanto, recentemente o uso destas
substancias e dos seus derivados integrou o mercado das drogasiilicitas. Os efeitos provocados
com o consumo destas substancias varia de acordo com a dose, via de administracao e
eventual mistura com outras drogas, medicamentos ou substancias. Em doses baixas os
efeitos adversos incluem sonoléncia, fadiga e letargia; no caso de doses mais elevadas, foram
reportados disturbios da coordenacdo motora, alteracdes de humor e tonturas.*® Estes
compostos foram introduzidos como drogas terapéuticas na década de 60. Mais tarde, em
2007 foi detetada a primeira Nova Benzodiazepina com fins recreacionais, a Fenazepam e,
posteriormente, Etizolam no ano de 2011.%° Relativamente a estrutura molecular, o nicleo
destes compostos é constituido por um anel de 7 membros fundido com um benzeno ou
tiofeno. O anel de 7 membro pode ter 1 ou 2 dtomos de azoto, além disso, normalmente estd
ligado um fenil ao anel de 7 membros. Na Figura 1.7 apresentam-se algumas estruturas base

das Novas Benzodiazepinas.>®

B R, ¢ Ria N

!

Figura 1.7 Estruturas moleculares base das Novas Benzodiazepinas, sendo que de R! a R13 correspondem as possiveis posi¢bes
para grupos substituintes.>°

13
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1.2.6 Opidides Sintéticos

O termo opidide sintético refere-se a toda e qualquer substancia que produza efeitos
semelhantes a morfina. Atualmente, a familia dos Opidides Sintéticos inclui o fentanil e os
seus derivados e os Novos Opidides Sintéticos, ver Figura 1.8.°* O Fentanil foi sintetizado pela
primeira vez no ano de 1960 pelo cientista Paul Janseen na Bélgica e o seu uso foi aprovado
para fins médicos, como anestésico. Na década de 80 surgiram A o)
casos de uso indevido deste composto. Mais tarde, derivados de

. - N
Fentanil comecaram a ser estudados com o intuito de ser ©/\’

utilizado na area da medicina e veterinaria. No final da década

B o)
de 70 comecaram a ser reportados casos de overdose destes el
N
compostos, tendo sido por isso, adicionados a lista de NSP a N
Cl N

serem controladas. Mais tarde, surgiram os Novos Opidides Figura 1.8 Exemplos de dois
compostos pertencentes a familia

Sintéticos a venda na Internet, compostos sobre os quais a dos Opidides Sintéticos: Fentanil (A)
e U-47700 (B).5?

informac&o e os estudos sdo escassos.>?>3

1.2.7 Piperazinas

Os compostos pertencentes a familia das Piperazinas, foram estudados nas décadas 70
e 80 como antidepressivos. Em virtude da sua estrutura molecular, esta familia de compostos

pode ser dividida em duas classes, derivados de Benzilpiperazinas e

A
©/\® derivados de Fenilpiperazinas. Em ambas as classes esta presente o
N.
R,

anel de seis membros com dois dtomos de azoto em lados opostos e

B
(\NH quatro carbonos entre os dois azotos. Na Figura 1.9 esta

N

representada a estrutura base de cada uma destas classes de
R4 compostos. O consumo excessivo destes compostos tem sido
Rz

Figura 1.9 Estrutura molecular associado a confusdo, taquicardia, ataques epiléticos, vomitos, entre

base das duas classes da
familia das Piperazinas,
derivados de Benzilpiperazina
(A) e derivados de
Fenilpiperazina (B).>*

outros.>*
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1.2.8 Substancias tipo Fenciclidinas

A obtencgdo do primeiro composto da familia das Fenciclidinas, o PCP
(Figura 1.10), ocorreu de forma acidental no ano de 1956. Apds a sua N
descoberta, foi explorada a sua potencial aplicacdo na area da medicina
tendo sido também sintetizados compostos andlogos com o mesmo
propodsito. No mercado dos ilicitos os mais comuns s3o TCP (tenociclidina), Figura 1.10 Estrutura
molecular do PCP.
PCE (eticiclidina) e PCPy (roliciclidina) e o seu consumo tem sido associado a manifesta¢des

de euforia, alucinacdes, parestesia, entre outros; no caso do consumo de doses elevadas pode

ocorrer a dissociacdo total das sensacdes e catalepsia, entre outros.>

1.2.9 Triptaminas

Os compostos pertencentes a familia das Triptaminas Ry .
incluem na sua estrutura um grupo indole, ou seja, um anel duplo R, e
fundido entre um benzeno e um pirrol como se pode ver na Rs Rs
Figura 1.11.°® Esta familia pode dividir-se em duas classes: N\

H

Ergolinas, que possuem uma estrutura mais complexa, e as
Figura 1.11 Estrutura base das

Triptaminas Simples; esta ultima englobando trés subclasses: anel triptaminas.*’

nao substituido, anel substituido na posicdo 4 e anel substituido na posi¢do 5 (Figura 1.12). O
consumo destes compostos esta associado a ansiedade, vomitos, dor abdominal, midriase,
taquicardia, taquipneia, hipertensdo, entre outros, e hipertermia em caso de consumo
excessivo. O fato destes sintomas se manifestarem por curtos periodos de tempo tem sido
apontado como um risco de falsa seguranca para o seu consumo®’, induzido ao consumo de

doses elevadas que por vezes resultam em morte.>®

Anel ndo substituido — ex: DMT

Anel substituidona

posigao 4 ex: Psilocin

Triptaminas Simples

AneLsuh.stl_luldc na o 5-MeO-AMT
posicdo 5

Triptaminas

ex: Dietilamida do
Acido lisérgico (LSD)

Ergolinas

LJ N
N " “N— H\N/H
- OH
o) - N H o
2 A\ - A
N N N N
H
Nh H H
LSD DMT Psilocin 5-MeOQ-AMT

Figura 1.12 Classificagdo das Triptaminas (adaptado de 56).
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1.3 Objetivos

Este projeto pretende contribuir para uma melhor classificagdo e caracterizagao das NSP
desconhecidas sobre as quais ndo existe ainda regulamentagdo. Para tal, recorrer-se-a a dois
métodos de analise ndo supervisionada, Principal Component Analysis, PCA e Hierarchical
Cluster Analysis, HCA. O PCA permite selecionar o conjunto de descritores moleculares para a
discriminacdo entre familias de NSP. Com o método HCA, avaliar-se-a a similaridade estrutural
das NSP e respetivas familias. A ideia principal prende-se com criacdo de uma metodologia
que permita caracterizar e classificar de forma rdpida e eficiente NSP desconhecidas tendo
por base o perfil quimico de NSP ja regulamentadas. Para explicar os agrupamentos e os perfis
quimicos identificados com os métodos de aprendizagem computacional, serdo selecionadas
NSP para uma caracteriza¢cdo mais detalhada recorrendo a simulacdo molecular, por Dindmica
Molecular e Docking. A Dinamica Molecular permitira avaliar a interacdo entre as NSP e uma

membrana modelo. O Docking permite analisar as interagdes entre as NSP e o recetor-alvo.

1.4 Aplicagao de métodos computacionais na caracterizagao de drogas

O uso de técnicas computacionais tém crescido nas ultimas décadas, o que levou ao
desenvolvimento de métodos sofisticados para resolver problemas complexos.
Independentemente da importancia que os métodos tradicionais tém, estes demoram muito
tempo e os seus custos sdo muitas vezes elevados.”® Neste sentido, o uso de técnicas
computacionais permitem dar suporte as técnicas consideradas mais tradicionais, uma vez
gue computacionalmente é possivel analisar uma grande quantidade de resultados em pouco
tempo.>® Por outro lado, a sua utilizacdo permite utilizar uma vasta quantidade de
ferramentas, incluindo bases de dados, softwares que permitem a descricao das moléculas
por descritores moleculares, simuladores de sistemas bioldgicos e dinamica molecular, entre
outros.>®

Na categoria das NSP a maioria dos trabalhos desenvolvidos tém-se centrado
essencialmente nos Canabinoides Sintéticos e nas Catinonas Sintéticas, sendo, a familia das
Substancias tipo Fenciclidinas a menos estudada de todas.*%4352

Os estudos envolvem maioritariamente a combinacdo de métodos computacionais e
técnicas experimentais. Por exemplo, Risoluti et al.’°, recorreu a Espetroscopia de

Infravermelhos e aos Métodos Quimiométricos, nomeadamente o PCA, para elaborar uma
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metodologia para identificar Canabinoides Sintéticos e Fenetilaminas em amostras
apreendidas.®® Uma metodologia semelhante foi utilizada por Omar et al.?* recorrendo a
dados obtidos por Espetroscopia de Raman.?! Para demonstrar que esta metodologia seria
igualmente eficaz para espetrometros portateis, Metternich et al.%? procurou validar esta
metodologia utilizando a Espetroscopia de Raman portatil e comparou os resultados com os
obtidos com a Espetroscopia de Raman classica. Os resultados obtidos com ambas as técnicas
foram bastante satisfatorios o que demonstrou ser vantajoso para andlises analiticas fora do
laboratdrio, como é o caso nos controlos de fronteiras.®? Num outro trabalho, Fowble et al.%3,
combinaram os dados analiticos das Catinonas Sintéticas obtidos através da Andlise Direta em
Tempo Real (DART, do inglés Direct Analysis in Real Time) acoplada a Espetrometria de Massa
de Alta Resolucdo (HRMS, do inglés High Resolution Mass Spectrometry) com HCA e PCA.
Usando como dados os valores m/z de fragmentos perdidos ao longo da fragmentacdo, os
autores utilizaram o PCA para discriminar as possiveis subclasses pertencentes a familia das
Catinonas Sintéticas e, de seguida, o HCA para avaliar a similaridade das estruturas
moleculares. Com esta metodologia, conseguiram agrupar as moléculas da familia das
Catinonas Sintéticas em subclasses e, também, determinar com sucesso a que grupo
pertenciam amostras desconhecidas, tendo estabelecido um método de triagem eficiente
para laboratérios forenses.%3

No que se refere a aplicacdo da simulacdo computacional, alguns trabalhos sobretudo
usando a Dinamica Molecular (DM), tém sido reportados com o intuito de relacionar as NSP
com a sua atividade bioldgica. Gaspar e os seus colaboradores® procuraram avaliar a
toxicidade de novas Catinonas Sintéticas, caracterizar compostos estruturalmente
semelhantes e comparar o seu comportamento bioldgico, recorrendo a Dindmica Molecular,
em sistemas contendo cada um dos compostos em interface numa membrana modelo de 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, POPC. Os resultados demonstraram que, apesar da
elevada similaridade molecular, o comportamento de cada substancia ao atravessar a
membrana era diferente, sendo por isso espectdvel que a biodisponibilidade de cada
composto varie substancialmente. Esta propriedade estarda também eventualmente
correlacionada com a toxicidade celular. Adicionalmente, observaram que as Catinonas
Sintéticas em estudo sofreram uma desprotonacdo para atravessar a bicamada lipidica, isto
acontece porque estas moléculas adaptam-se ao ambiente para que a sua mobilizacdo seja

facilitada.®*
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Também recorrendo a simulacdo por DM, Ametovski et al.®> comparou a interacdo de
compostos da familia dos Canabinoides Sintéticos com os recetores CB1 e CB;. Os resultados
mostraram a afinidade é superior, na sua generalidade, para derivados CUMYL em ambos os
recetores. Por outro lado, os derivados benzilicos sdo os que possuem menor afinidade
enguanto os derivados de a-metilbenzilamina apresentam uma afinidade intermédia. Além
disso, os derivados de a-metilbenzilamina demonstraram ser agonistas potentes e eficazes de
CB;, ja para o recetor CB; os valores de eficacia foram baixos, tal como os derivados
benzilicos.®> Recentemente, Vo et al.%® utilizaram a Dindmica Molecular para explorar a
interacao entre o fentanil e o recetor p-opioide, uma vez que grande parte das mortes
ocorridas nos Estados Unidos por overdose estdo relacionadas com o consumo de opioides
sintéticos. Os resultados mostraram que para além da liga¢do por intercalagdo de sal comum
aos opioides derivados da morfina, o fentanil se liga ao recetor através de uma ligacdo de
hidrogénio estdvel com a His297. Esta ligacdo adicional apenas estd disponivel quando a
His297 adota o tautédmero neutro. Segundo os autores, estes resultados, fornecem uma base
para investigacdes farmacoldgicas de analogos do fentanil, particularmente de como as
modificacGes estruturais alteram as propriedades de ligacdo dos derivados do fentanil, que

podem ter um potencial de abuso acrescido.®®
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2. Teoria e Métodos

Neste Capitulo serd apresentado o enquadramento tedérico das técnicas quimiométricas

e dos métodos de simulagcdo molecular que foram usadas ao longo deste trabalho.

2.1 Quimiometria e aprendizagem computacional aplicado a Quimica

Forense

O termo Quimiometria surgiu no inicio da década de 70 com os cientistas Svante Wold
e Bruce R. Kowalski®” para descrever a disciplina da quimica que analisa e interpreta conjuntos
de dados quimicos utilizando métodos matematicos e estatisticos.®® Pouco tempo depois da
introducdo desta disciplina surgiu a Sociedade Internacional da Quimiometria®” e ndo tardou
para comecgarem a ser publicados artigos nesta area, tendo surgido a primeira publicacdo em
1975. Mais tarde, foram criadas duas revistas cientificas dedicadas ao estudo desta disciplina:
Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems e Journal of Chemometrics.®®

Até a data, varias foram as defini¢des propostas, contudo a defini¢do atual é dada por:

Quimiometria > disciplina da area da quimica que utiliza métodos matematicos e
estatisticos para desenvolver e otimizar metodologias para promover o maximo de

informacdo quimica sobre o conjunto de dados.®’

A Quimiometria é amplamente utilizada nas diversas sub-disciplinas da Quimica (como
€ o caso da Quimica Analitica e Quimica Forense, entre outras), mas também fora desta area,
como € o caso da Biologia.”®

As principais vantagens da sua utilizacdo sdo a capacidade de analisar, interpretar e
visualizar um grande conjunto de dados descritos por varias variaveis ao mesmo tempo,
permitindo avaliar a correlacdo entre essas varidveis, bem como a complementaridade com
as metodologias experimentais.’?

Neste estudo foi implementado o método da Andlise de Componentes Principais (PCA)
para determinar os descritores moleculares mais relevantes para a discriminacdo entre
familias de NSP. O método da Andlise Hierarquica de Agrupamentos (HCA) permitiu avaliar a
similaridade estrutural das NSP e respetivas familias, tendo por base os descritores

moleculares selecionados no método PCA. Com estes métodos quimiométricos pretendia-se
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caracterizar e classificar de forma rdpida e eficiente as NSP desconhecidas e ndo
regulamentadas, tendo por base o perfil quimico das estruturas das NSP ja controladas.

Uma vez agrupadas as NSP foram utilizados métodos de simulagdao computacional,
nomeadamente a Dindmica Molecular e o Docking Molecular por forma a avaliar se a
semelhanca/dissemelhanca obtida pelo HCA se reflete no comportamento de algumas
moléculas selecionadas na presenga de um recetor biolégico e de uma membrana modelo.
Com o método de Dindmica Molecular pretendia-se estudar o comportamento de diferentes
NSP numa membrana modelo; com método Docking molecular pretendia-se avaliar a
interagao entre um recetor e diferentes NSP. Resumidamente, pretendeu-se avaliar se
moléculas com perfis quimicos semelhantes tém comportamento bioldgicos semelhantes. A
finalidade deste estudo é, entdo, obter uma metodologia que nos permita caracterizar e
classificar NSP desconhecidas e ndo regulamentadas.

Atualmente, os métodos de aprendizagem computacional (do inglés, machine learning)
tém sido aplicados em diversas dreas da quimica. No campo das NSP, alguns exemplos incluem
o trabalho de Pereira et al, que usou o método de PLS-DA (Partial Least Squares — Discriminant
Analysis) em dados espetrais de Catinonas Sintéticas e Triptaminas recolhidos por ATR-FTIR.”2
Outro trabalho centrou-se nas familias dos Canabinoides Sintéticos e Catinonas Sintéticas, por
forma a obter o perfil farmacolégico dos compostos em estudo através do uso do PCA e
modelos de classificacdo.”?

As estratégias de aprendizagem computacional aplicadas a sistemas deste tipo
dependem de critérios impostos (designando-se por técnicas supervisionada) ou sdo definidas
de acordo com a similaridade dos padrdes (técnicas ndo supervisionadas), independente de
critérios impostos. Estas técnicas permitem simplificar estruturalmente os dados
multivariados, identificar quais as variaveis/descritores mais caracteristicos e diferenciadores,
e caracterizar tendéncias. Neste estudo, foram selecionados dois métodos ndo
supervisionados, a Anadlise Hierarquica de Agrupamentos (em inglés Hierarchical Cluster
Analysis, HCA) e a Andlise de Componentes Principais (em inglés Principal Component
Analysis, PCA).

O primeiro método de analise é usado neste estudo para definir a estrutura natural dos
dados, associando as NSP com caracteristicas estruturais comuns. A associacdo sucessiva
entre NPS é traduzida numa estrutura hierdrquica, designada por dendrograma, na qual as

NSP semelhantes, segundo os parametros escolhidos, sdo agrupados entre si. Por outro lado,
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a Analise de Componentes Principais é usada para reduzir a dimensionalidade do conjunto de
dados, descrito por um conjunto de descritores moleculares inter-relacionados associados a
estrutura, conformacdo e topologia das NSP, mantendo tanto quanto possivel a variabilidade

presente no conjunto de dados original.

2.2 Analise Hierarquica de Agrupamentos

A Andlise Hierdrquica de Agrupamentos (HCA) é um método que, num conjunto de
objetos (neste caso as NSP) aparentemente heterogéneos, procura identificar subgrupos que
apresentam homogeneidade entre si e heterogeneidade com outros grupos através de
medidas de similaridade. Uma das principais caracteristicas deste método é o fato de
incorporar um processo nao supervisionado, ou seja, sem se basear em grupos inicialmente
definidos nem conhecer a informac3o individual de cada NSP.”* Este processo de formac3o de
subgrupos pode decorrer através de duas metodologias diferentes: o método aglomerativo
ou o método divisivo.”” No primeiro método, as moléculas numa fase inicial encontram-se
separadas umas das outras e vao agrupando-se em etapas. No método divisivo, as moléculas
encontram-se num Unico grupo e, de seguida, separam-se em dois grupos, e assim
sucessivamente até que ja ndo seja possivel mais divisdes de grupos.’*

Independentemente se é utilizado o método aglomerativo ou

o divisivo, a representacdo grafica mais comum é o dendrograma.

Na Figura 2.1 é possivel observar um exemplo de um dendrograma,

os objetos numerados de 1 a 5 estdo ligados por linhas, esta ligacdo [’—’
foi tendo por base a similaridade entre objetos do mesmo grupo e [-—l
dissimilaridade entre grupos. . ,,l, &
Para obtermos o dendrograma final, é preciso realizar alguns \\ Y //
Objetos

passos. O primeiro passo envolve preparar o conjunto de dados, ou
Figura 2.1 Exemplo de uma

representacdo grafica obtida
pelo HCA, o dendrograma.

numérica onde a linhas representam os objetos (moléculas) e as colunas as varidveis

seja, o conjunto de dados tem de estar organizado numa matriz

(descritores moleculares). Para terminar este passo, é necessario normalizar os dados para
gue a comparacao de descritores seja possivel, pois provavelmente possuem escalas
diferentes. De seguida, é necessario escolher qual serd a distancia utilizada para unir
moléculas e grupos, com o intuito de construir a matriz de distancias.’® Existem inumeras

distancias que podem ser utilizadas para o efeito, como por exemplo a distancia Euclidiana e
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a distancia de Manhattan, sendo que as expressdes estdo apresentadas nas equacdes 2.1 e

2.2, respetivamente.”’

d(i,j) = \/|xi1 — xj1|2 + |xi2 — xj2|2 + -4 |xl-n — xjn|2 (2.1)

d(i,)) = |xi = 21| + |xiz = xj2| + -+ | x50 — x| (2.2)
onde x; e x; correspondem aos objetos em que a distancia esta a ser medida nas n
dimensdes. O terceiro passo consiste em escolher o critério de ligagdo mais apropriado. Os
critérios de ligacdo mais conhecidos sdo a ligacdo simples (em inglés single linkage), ligacao
completa (em inglés complete linkage), ligacdao média (em inglés average linkage) e, também,

o método Ward.”®

No caso da ligacdo simples a distancia entre dois grupos é definida como a distancia
entre os seus dois objetos mais préximos. Geralmente, é visivel no dendrograma que os
objetos foram adicionados sequencialmente ao grupo. Ja a ligacdo completa define a distancia
entre dois grupos como a distancia entre os seus dois objetos mais afastados. O dendrograma
aplicando este critério tende a ser bem definido e compacto. O critério da ligacdo média
define a distancia entre dois grupos como a distancia média entre os pares de objetos, de
modo que todos os objetos dos dois grupos tenham a mesma influéncia no resultado final.
Por fim, o critério Ward tem por base a analise da variancia, agrupando os objetos de forma a
que esta variancia seja minima.’® Na tabela 2.1 é possivel visualizar como é feita a associa¢3o

e exemplos de dendrogramas utilizando os diferentes critérios de ligacao.

Tabela 2.1 Sumdrio dos critérios de ligagdo mais conhecidos e o respetivo dendrograma.

Critério de Ligacao Associacao Dendrograma

Ligacdo Simples ®e o
(single linkage) o [ )
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Ligacdo Completa .. @ ©
L L9

(complete linkage) o O ®

Ligacdo Média ®
=
(average linkage) |_|

o D= 3o 3o

2 6 1 5 4 3

Tendo, entdo, escolhido a distancia e o critério de ligacdo é possivel reproduzir a andlise
HCA e obter o dendrograma do conjunto de dados. Assim sendo, o Ultimo passo consiste em

interpretar a representacdo grafica obtida.

2.3 Andlise de Componentes Principais

A Andlise de Componentes Principais (PCA) é o método de analise ndo supervisionada
mais utilizado para reducdo de dimensionalidade, permitindo analisar conjuntos de dados de
grandes dimensdes e de elevada complexidade. 7°

Especificamente, o PCA permite reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados que
possui um elevado numero de variaveis/descritores correlacionadas, enquanto mantém a
maior percentagem possivel de informacdo estatistica. A reducdo é feita através da
transformacdo das variaveis originais num novo conjunto de variaveis e sdo designadas por
Componentes Principais (em inglés Principal Components, PC’s). Estas novas varidveis ndao
estdo correlacionadas e sdo, preferencialmente, em menor nimero quando comparado com

o conjunto de variaveis original .8 Quando se diz que este método reduz o nimero de varidveis
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preservando o maximo de variabilidade possivel, na verdade o que o método faz é encontrar
novas varidveis que sdo func¢des lineares das varidveis iniciais. Depois, sdo escolhidas as
funcgdes lineares com variancia maxima, visto que as componentes principais obtidas devem
possuir na medida do possivel o maximo de informacdo dos dados.®! Portanto, a reducdo do
numero de variaveis ird tornar o estudo mais adequando e eficiente ao analista. Na analise as
componentes principais, sera possivel confirmar que a informacgdo relevante se encontra
presente nas primeiras componentes principais e que, por consequéncia, as restantes ndo sao
tao significativas pois a sua variancia é pequena. Apds a escolha do nimero de componentes
principais é possivel analisar os resultados através de uma representacdo grafica,
normalmente em duas dimensdes. Esta analise ird permitir que o analista confirme ligacoes
de informacado ja conhecidas, mas, também, novas relagGes para as quais ndao havia quaisquer

indicios. 80

2.3.1 Passos na aplicacdao do PCA

A aplicacdo do método do PCA implica um conjunto de etapas que irdo ser descritas a
seguir.

1. Escolha do software a ser utilizado para processar as fun¢des necessarias para a aplicacao
do método. Neste estudo, foi utilizado o software R e o seu ambiente de desenvolvimento
integrado (IDE), o RStudio.

2. Selecdo das variaveis que irdo ser alvo de estudo. Para este projeto as varidveis utilizadas
referem-se a descritores presentes no pacote CDK (Chemistry Development Kit) do R.

3. Escolha da matriz a processar, as possibilidades sdo entre a matriz de Covariancia e a matriz
de Correlacdo. No caso da primeira, a escolha acontece quando o conjunto de varidveis
inicial detém da mesma unidade de medida e variancias préximas. Por outro lado, a matriz
de Correlacdo é escolhida quando o conjunto de inicial de varidaveis ndo possui a mesma
unidade de medida ou caso possuam variancia muito diferenciada.

4. Definir o numero de componentes principais mais indicado para a analise, para tal existem
trés critérios: Critério de Pearson, Critério de Kaiser e Scree Plot.&°

5. O passo final consiste na andlise e interpretacdo dos resultados obtidos, como por exemplo
da representacao grafica que muitas das vezes surge como biplot. Um biplot é um grafico
de dispersdao, com duas ou trés dimensdes, que permite representar simultaneamente as

variaveis/descritores e os objetos/moléculas.
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Obtencdo das componentes principais através da matriz de Covariancia ou Correlagao
Assumindo X = [X; ...X,| um vetor aleatério que possui um valor médio y e uma

matriz de varidncia/covariancia 2,

011 O1p
=1 : (2.3)
Op1 " Opp
Onde,
0ij = COU(Xi,Xj) (24)

Admitindo que X(,xp) corresponde a uma matriz de dados com dimensdo n, de

observacdes deste vetor aleatério:

X1 o Xip
x=|: -~ (2.5)
Xpl pr

O produto obtido corresponde a uma rotagdo do sistema ortogonal de eixos associados
as variaveis iniciais (matriz X,xp)), €m que, apds a sua aplicagdo, € obtido um novo sistema
de dados (matriz ¥(;,xp)). As colunas da matriz Y sdo as novas variaveis ¥;, as componentes
principais. O que se pretendia com este passo era encontrar um novo conjunto de p variaveis
(componentes principais, Y ... ¥;,) ndo correlacionadas e que apresentem a maxima variancia.

As componentes principais correspondem a combinagdes lineares das p varidveis da
matriz X:

Vi =aXi+ayX; + -t apiXp=aX,j=1,..,p (2.6)
ondej=1,..peaq;; (i=1,..,p;j=1,..,p)sdo constantes.

De modo a determinar os coeficientes destas combinacoes lineares, existe um conjunto
de condig¢des que tém que ser cumpridas:

1. Var(Yy) = Var(Yy) = - = Var(Y,)

2. As componentes principais ndo sdo correlacionadas entre si.

3. Independentemente da componente principal, a soma dos quadrados dos coeficientes é
igualal(Y:af; +a3; + - +ajy; = 1).

Do conjunto de condigdes mencionadas, podemos concluir que Y; é a componente
principal que possui maior variancia; Y, é a segunda componente com maior variancia e nao
esta correlacionada com Y;; Y; é a terceira componente com maior variancia e ndo esta

correlacionada com Y; e Y5; e assim continuamente.
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Deste modo, na equagdo 2.6 (aq,day, .. ,a,) diz respeito aos p vetores proprios
associados aos p maiores valores proprios de £(4; > A, > - > 4,) e Var(Yj) = 4;. Dado
que as componentes principais foram de determinadas com o intuito de ndo serem
correlacionadas, duas a duas, consequentemente, teremos uma covariancia nula:

Cov(Y,Y;) = ajSay = ajAjap = Ajaja; = 0 (2.7)
ou seja, a]fajr = 0, o que quer dizer que a]f eay (com j # j') sdo vetores ortogonais.

No caso em que as varidveis originais ndo possuem a mesma unidade, escala, ou até
mesmo natureza distinta, é necessario uniformizar o conjunto de dados. Para alcancar esta
uniformizacao, divide-se cada valor pelo desvio padrao da varidvel centrada correspondente.
Consequentemente, todas as varidveis passam, assim, a ter todas a mesma variancia unitdria
e valor médio nulo. A matriz de covariancia do novo conjunto de varidveis é igual a matriz de
correlagdo do conjunto das varidveis iniciais, visto que:

Xi X] COU(Xi,Xj)
Cov|—,— | =——= Corr(X;X;) (2.8)
g; O'j O'iO'j
Para um conjunto de dados deste tipo, a andlise é realizada utilizando a matriz de
correlacdo, P. A semelhanca do processo anterior, a obtencio das componentes principais é
feita através dos valores e vetores préprios da matriz de correlacdo, que neste caso é
denominada por matriz P. E evidente que os vetores préprios de P n3o s3o iguais aos da matriz

Y, 0 mesmo acontece com as componentes principais. A matriz P define-se como uma matriz

simétrica de diagonal com valor 1:

1 piz 7 P
I 2.9)
Pp1  Ppz - 1
onde,
pij = Corr(X;, X;) (2.10)

Redugado da dimensionalidade

Como ja foi referido, o principal objetivo do método PCA é reduzir a dimensionalidade
do conjunto de dados. Para tal, é criado um novo conjunto de varidveis nao correlacionadas a
partir das variaveis originais. A Figura 2.2 representa, em forma esquematica, o que realmente

acontece aquando de uma redugdo da dimensionalidade.
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o Componentes
Variaveis - Principais
L

Objetos

Objetos

Figura 2.2 Representagdo esquematica do processo de redugdo da dimensionalidade.

Para realmente reduzir a dimensionalidade é necessario escolher quais as componentes
principais que se devem considerar. E possivel ordenar as componentes principais por ordem
decrescente da sua variancia e quanto maior for o seu valor, mais informacdo relativamente
ao conjunto inicial tem. A variancia de cada componente principal é dada por:

Var(Y;) = 4 (2.112)

Portanto, a soma das variancias das componentes principais é dada pela expressao:

p p
Var(Y;) = A; (2.12)
210 g

No caso da matriz £, que é uma matriz simétrica, a soma dos seus valores préprios é

igual ao traco da matriz, ou seja, ao produtos dos elementos da diagonal principal, logo:

p p p
tr@)= ) Var(X;)) = ) A, = ) Var(X;) (2.13)
e assim,
p p
Var(X;) = Var(Y;) (2.14)
/=2 e

Com a expressao 2.14 é possivel afirmar que a soma das variancias das varidveis originais

é igual a soma das variancias das componentes principais e que se forem analisadas o conjunto

total das componentes principais é possivel explicar toda a variabilidade. Com isto, a

proporgdo da variancia total que é explicada pela j-ésima componente principal ¥; e que indica
a importancia da mesma é dada por:

4 Aj

Y () (2.15)
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Para o caso da matriz de correlacdo, a variancia total sera igual ao nimero de varidveis

D 4= var(y) = Zp: Var(X)) = p (2.16)
=

Jj=1 j=1
Do mesmo modo, a proporcdao da variancia total que é explicada pela j-ésima
componente principal ¥; e que indica a importancia da mesma e dada por:

%] A
——— =2 2.17

Para determinar o nimero de componentes ideal para cada estudo, existem varios
critérios que podem ser utilizados, nomeadamente o Critério de Pearson (ou regra dos 80%),

Critério de Kaiser e Scree plot.

(i) Critério de Pearson (ou regra dos 80%)%°
O Critério de Pearson tanto pode ser utilizado em matrizes de Covariancia, como em
matrizes de Correlagdo. O nimero de componentes principais escolhidas tém de reter pelo
menos 80% da informagado total ou da variabilidade total. Depois de as ordenarmos da maior
para a menor variancia, devem considerar-se tantas componentes principais quantas
necessarias para que a percentagem de variancia seja superior a 80%, ou seja, conservar as

primeiras r componentes principais de modo que

T A

j=17%

p—/l > 0.80 (2.18)
ijl J
(i) Critério de Kaiser?®

O Critério de Kaiser é apenas utilizado no caso da matriz de Correlagdo. Neste critério as
componentes sdo escolhidas pelo seu valor préprio e, por isso, sdo consideradas apenas as
componentes que possuem um valor préprio superior a unidade (o valor unitario corresponde

a média do conjunto de valores prdprios).

4
1
I=30 (2.19)
P

30



Capitulo 2 — Teoria e Métodos

(iii) Scree Plot8°
3.84
Finalmente, o terceiro critério Scree Plot

ETGENVALUE

possibilita a determinacdo do numero de 2.5+
componentes principais através da visualizagao -
de uma representacdo grafica (Figura 2.3). A
representacdo grafica surge em modo de
grafico onde sdo representados os pontos de -
abcissa j e a ordenada igual j-ésimo valor

8.5
proprio ou a percentagem de variancia

explicada pela j-ésima componente principal, ey

7

COHPONENT NUMBER

isto é, pontos de coordenadas (j,A;) ou
» P (]’ J ) Figura 2.3 Representagdo grafica dos valores préprios em

. p . . fungdo do nimero de componentes consideradas (adaptado
(],Aj/zjzllj) onde se diferenciam as de9).

contribuicées das diversas componentes principais. De acordo com este critério, sao
escolhidas as que mais contribuem, sendo que estas se encontram mais destacadas em

relacao as restantes na representagao grafica.

Scores e Loadings

Designa-se por Scores as coordenadas das amostras no novo sistema de referéncia.
Como ja foi referido no ponto anterior, as componentes principais sao o resultado de uma
transformacdo (combinacdo linear) sobre as variaveis em estudo. A mesma transformacao
pode ser efetuada para os dados, quer dizer, aos vetores de observagdes xq, Xy, ..., Xp
(colunas da matriz de dados X) das varidveis X;, X5, ...,Xp, respetivamente. Com isto, teremos
uma nova matriz de dados, a matriz Y, com dimensdo (n X p) em que o ij-ésimo elemento
tera um valor igual ao score do i-ésimo para a j-ésima componente principal:

yij = aljxil + azjxiz + -+ apjxip (220)
Portanto, a matriz dos scores dos objetos sera dela pela matriz:

Yir 0 Yir
Y=1|: : (2.21)
Yn1 " Ynr

As Loadings, por outro lado, representam os coeficientes da combinacao linear que
descreve cada componente principal, ou melhor, o impacto de cada variavel original em cada

componente principal.
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2.4 Modelacdo e Simulagdo Molecular

As simulacdes e as abordagens de aprendizagem computacional tém sido amplamente
utilizadas, por exemplo, no processo de desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que
fornecem informacdes, a nivel molecular, do comportamento de uma dada molécula no meio
bioldgico, na presenca de recetores, membranas e/ou de outras moléculas.®? Dentro destas
abordagens computacionais destacam-se o Docking e a Dinamica Molecular (DM). O objetivo
da modelagdo computacional de macromoléculas, tais como as proteinas (também
designadas por recetores) é fornecer uma alternativa a utilizacdo das técnicas analiticas de
Cristalografia e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), e mimetizar a estrutura tridimensional
de uma macromolécula de interesse e cuja estrutura ndo se encontre resolvida
experimentalmente.

Neste contexto, o Docking e a DM, permitem avaliar o comportamento ao nivel
molecular dos sistemas envolvendo macromoléculas e moléculas pequenas, designadas de
ligandos. A estabilidade dos complexos formados entre a macromolécula e o ligando é
governada por interacdes intermoleculares, isto é, interacdes ndo-covalentes. As interagdes
mais comuns neste tipo de sistemas sao as ligacdes de hidrogénio, as interacdes hidrofdbicas,
eletrostaticas e de van der Waals.8480

Nos ultimos 20 anos, mais de 60 ferramentas e programas de Docking foram
desenvolvidos para utilizacdo académico e comercial, como o DOCK, AutoDock, FlexX,
LigandFit, AutoDock Vina, entre muitos outros.?® Estes programas diferem essencialmente nas
estratégias de posicionamento do ligando e sdo classificados como algoritmos (i) de
construgao incrementais, como FlexX, (ii) baseados na forma (ex. DOCK), (iii) genéticos
(GOLD), (iv) de pesquisa sistematica (Glide, Schrodinger) e (v) baseados em simulacGes de
Monte Carlo (LigandFit). Com excec¢do do GOLD, quase todos os programas atuais de Docking
de ligandos flexiveis consideram o recetor como rigido (maiores detalhes encontram-se
descritos na referéncia 2°).

Relativamente a DM os softwares mais utilizados sdo: GROMACS, CHARMM, AMBER,
NAMD e LAMMPS. Estes programas tém alguns recursos comuns e alguns recursos exclusivos,
sendo alguns de cédigo aberto (como por exemplo, GROMACS e LAMMPS).8¢

No presente estudo, ambas as abordagens foram implementadas com o objetivo de

explorar ao nivel molecular o comportamento das NPS, selecionadas através da analise
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guimiométrica levada a cabo na primeira fase do estudo, na presenca do recetor alvo e de
uma membrana biolégica modelo. Especificamente, recorreu-se

(i) ao Docking molecular, utilizando o pacote computacional Autodock 4.2, para
estimar a forma preferencial com que as NPS interagem com o sitio ativo do
recetor alvo;

(ii) a simulagdo por dinamica molecular, usando o programa GROMACS versao 2019,
para estabelecer a correlacdo entre os perfis quimicos identificados na analise
guimiométrica referentes aos descritores moleculares e o efeito destas
moléculas na estrutura de uma membrana lipidica modelo usada para mimetizar

a barreira hematoencefalica (em inglés blood-brain-barrier, BBB).

2.4.1 Dinamica Molecular

Ao contrario do Docking molecular, que tende a considerar conformagdes mais rigidas,
do recetor e do ligando, a DM permite ultrapassar esta limitacdo ao conceder flexibilidade ao
complexo proteina-ligando. Na base da DM estd a aplicacdo da segunda Lei de Newton ao
sistema molecular. O comportamento do sistema formado por um conjunto de atomos, por
exemplo uma proteina, um complexo proteina-ligando, ou molécula inserida numa
membrana, pode ser explorado durante um periodo especifico de avaliacdo. Por outras
palavras, a evolugao temporal para um determinado conjunto de &tomos que interagem entre
si é seguida da integrac3o da sua equacdo de movimento®?, permitindo prever de que forma
os atomos do sistema interagem ao longo do tempo, baseando-se num modelo fisico que
descreve essas interacdes.2®

Para tal, é necessario construir o sistema molecular, colocando dentro de uma caixa
de simulacdo com um formato especifico, na qual se incluem as moléculas cuja interacao se
pretende estudar e ainda moléculas com 4gua, ou outro solvente caso se pretenda avaliar a
interacdo em solucdo. Apds passar por um processo de minimizacao de energia, o sistema é
aquecido de forma gradual até uma temperatura desejada, promovendo o movimento dos
atomos, ou seja, transformando a energia potencial em energia cinética. Ao longo do tempo
as coordenadas espaciais e as velocidades dos atomos vado sofrendo alteracdo, até que a
temperatura definida seja atingida. O sistema é entdo simulado considerando determinados
parametros até atingir o equilibrio e o seu comportamento é avaliado a partir da resolucdo da

equacdo de movimento. Simultaneamente, a interacdo os atomos e as respetivas energias sdo
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descritas a partir de um determinado campo de forgas. A cada intervalo de tempo, e durante
um determinado nimero de passos, a resultante do movimento e das for¢as que atuam no
sistema é atualizada.

Na Figura 2.4 encontra-se uma representagdo esquematica simples de um

procedimento de DM cldssico.

Criar a Definir a caixa | Adicionar Minimizagao )
topologia e Solvatagdo | ibes de energia |

) Produgdo da Equilibrio do )
) DM sistema |

Figura 2.4 Esquema representativo das etapas principais da Dindmica Molecular (DM) (adaptado de 87).

[ Andlise

Ensemble e Equagdes do Movimento
Numa simulacdo computacional é gerado um conjunto de configuracdes consecutivas
de particulas, obtendo entdo um conjunto de microestados ordenados que estdo sujeitos as
mesmas condi¢gdes termodinamicas. A um conjunto de microestados da-se o nome de
ensemble. Consoante as restricdes termodindmicas a que o sistema estd exposto, existem
diferentes tipos de ensemble, entre eles:
(i) Ensemble Candnico (NVT), onde N (numero de particulas), V (volume) e T
(temperatura) sdo mantidos constantes;
(ii) Ensemble Microcandnico (NVE), no qual N, V e E (energia) sdo mantidas constantes;
(iii) Ensemble Isotérmico-isobdrico (NPT), onde mantidas constantes N, P (pressao) e T;
(iv) Grande Candnico (uVT), onde V, T e u (potencial quimico) sdo mantidos constantes.
Dado que as func¢bes de estado sdao constantes, consoante o ensemble, é possivel
calcular as restantes propriedades do sistema através das relagcbes fundamentais da
termodinamica.
As sucessivas configuracdes do sistema sao obtidas pela integracdo da Lei de Movimento
de Newton. O resultado consiste numa trajetdria que especifica como é que as posicoes e
velocidades das particulas do sistema variam com o tempo. A trajetéria pode, entdo, ser
obtida através da resolucdo da equacdo, na forma de equacdo diferencial, da segunda lei de

Newton:

(2.22)
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d%r

5z € a segunda

onde m; representa a massa da particula, F; a forga, a; é a aceleragdo e

derivada da particula na posicdo r. Esta equacdo descreve o movimento da particula ao longo
do eixo com forga F;.88 Dado que ndo existe uma solu¢do analitica para estas equagdes, este
método recorre a Métodos Numéricos do tipo Diferencas Finitas. A ideia é dividir o passo da
integracdo em pequenas etapas, separadas pelo tempo. A forca total de cada particula no
tempo t é determinada através da soma vetorial das interagdes com outras particulas. Como
vimos na equacdo 2.22, a partir da forca podemos determinar a acelerac¢do das particulas, que
é depois combinada com a posicdo e velocidade no tempo t para o cdlculo das mesmas para
o tempo t + At. Isto acontece porque considera-se a forca um termo constante.88 Com isto e
tendo em conta as coordenadas do atomo obtidas no intervalo t, + At e a velocidade no

instante t, + At, a posicao e velocidade podem ser determinadas através das expressdes:

1
Ti(to +A0) = 7(t) + Ti(to) - At + 5 a@(to) - At? (2.23)
v, (to + At) = 1(to) + a,(to) - At (2.24)

Dado que se considera a forga constante, é essencial escolher o tempo de integracao

para a realizagao de uma simulagao.

Escolha do tempo de integracdo

O tempo de integracao numa simulacdo deve ser escolhido de acordo com o sistema
gue estd a ser estudado. Um tempo de integracdo curto implica um aumento do tempo
computacional necessario, diminuindo, consequentemente, o espa¢o conformacional a ser
estudado nesse tempo. Por outro lado, um tempo de integracdao demasiado grande pode
provocar erros na simulacdo devido a uma incorreta integracdo das equacdes de movimento.
Para que ndo ocorram erros na simulacdo e os resultados obtidos sejam os mais exatos
possivel, torna-se essencial escolher o tempo de integracdo mais adequado para cada sistema.
Na Tabela 2.2 encontra-se resumido o tempo de integracdao mais adequado para diferentes

sistemas.8®

Tabela 2.2 Diferentes tipos de movimento presente em diversos sistemas e respetivos tempos de integragao
(adaptado de &),

Sistema Tipos de movimento Tempo de integracao (s)
Atomos Translacdo 1014
Moléculas rigidas Translacdo e rotacao 5x 1071
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Moléculas flexiveis, ligacoes
Translacao, rotacao e torsao 2%x10715
rigidas

Moléculas flexiveis, ligacdes  Translagdo, rotagao, torsao e
o o 10715 ou 5 x 10716
flexiveis vibracao

Pré-processamento da Dinamica Molecular

Aguando da constru¢ao de um modelo de um sistema molecular, é necessario arranjar
resposta a quatro aspetos fundamentais (Figura 2.5): (i) o numero de graus de liberdade,
atémicos ou moleculares, que deve, ser considerado explicitamente no sistema em estudo,
(ii) o campo de forgas a ser utilizado tendo em conta os graus de liberdade, (iii) como serdo
apresentados os graus de liberdade, (iv) como sera efetuada a modelacdo das condi¢bes de

fronteira e das forcas externas.®’

@ Graus de liberdade:
Q) adtomos sdo as particulas
@ elementares
® 9®

Forgas ou interacoes
entre dtomos l_ Condigbes de fronteira

MODELO Y
Ny == voLecuLar | €= Ges
@ o e

Campo de forcas = ") . W Temperatura, pressao,
Conhecimento  Métodos para gerar | Bad| & to @ paredes e forcas
: externas do sistema

fisico-quimico configuragdes dos

4 . Oy &0
atomos: Newton ;?}’a.‘ ﬁff,

Figura 2.5 Diagrama representativo dos quatro tdpicos necessarios para desenvolver um modelo de simulagdao molecular
(adaptado de ).

.;

O campo de forgas traduz-se por uma expressdo matematica que engloba diferentes
tipos de interacdo, nomeadamente as interacdes entre dtomos ligados e n3o ligados. °

No que diz respeito a interacdes entre atomos ndo ligados, a energia de interacdo pode
ser descrita pelos potenciais de van der Waals e eletrostatico. O potencial de van der Waals
traduz a interacdo ndo eletrostdtica entre atomos ndo ligados. A repulsdo entre
atomos/moléculas a curtas distancias é tida em conta usando potenciais de Lennard-Jones.
Além destas ha ainda que considerar a componente ou potencial eletrostatico, entre dtomos

ou moléculas carregados que é tida em conta incluindo um potencial de Coulomb. A
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contribuicdo das interagdes entre dtomos diretamente ligados para a energia total tem em
conta as componentes relativas aos modos de elongacdo, deformagdo angular e torgao.

As simulacgbes sdo realizadas numa caixa impondo condi¢des fronteiras periddicas como
forma de simular uma pequena porgao do sistema. Assim, a caixa de simulagdo considera-se
rodeada por cépias da mesma, anulando os efeitos de parede.

As condigOes de fronteira periddicas possibilitam que um nimero pequeno de particulas
seja utilizado numa simulacdo. Este modelo cria réplicas em torno do sistema original e caso
uma determinada particula se desloque para o exterior da caixa de simulacdo, outra particula

igual entra no lado oposto. Na Figura 2.6 podemos observar um esquema representativo deste

efeito.88
Q ) or Q ot
hS) hS %
?’Oﬁ AR
B 1ot %t |
g 99 Ilg o

o TR STy T
¢ Iy S

Figura 2.6 Esquema representativo do efeito da imposicdo de Condigdes de Fronteira Periddicas em duas dimensdes
(adaptado de 88).

Analises nas simula¢6es de DM
A fase final de uma simulacdo por DM é a obtencdo e tratamento da informacao
relevante que permitira fazer uma analise e caracterizagao do sistema. Sdo varias as analises
ja implementadas no programa Gromacs, entre as quais se destacam a energia do sistema ao
longo da simulacdo, rio, valores médios de temperatura, pressao e densidade, funcoes de
distribuicdo radial, nimero de ligacbes de hidrogénio, raios de giracdo, desvio médio
guadrdtico, entre outros. Em sistemas que incluem bicamadas lipidicas é possivel determinar
a densidade da membrana, a area ocupada por lipido, a espessura da bicamada, entre outros
parametros. De seguida apresentam-se com maior detalhe as principais analises consideradas
neste trabalho.
e Perfil de densidade®!
Através do calculo da densidade de cada 4tomo ou molécula ao longo da bicamada é

possivel determinar o posicionamento relativo quer das componentes da membrana quer o
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posicionamento preferencial dos compostos no interior da bicamada. Habitualmente sao
selecionados determinados grupos de datomos da bicamada que representem zonas mais
exteriores como por exemplo os atomos P e N dos grupos polares localizados nas cabecas dos
lipidos (regido hidrofilica) e ainda os grupos metilo terminais localizados nas extremidades das
cadeias hidrofébicas que representam zonas mais internas da bicamada. Neste trabalho as
NPS foram representadas pelo seu centro de massa.
e Pardmetro de Ordem (S¢p)°?
O parametro de ordem (S.p) permite avaliar o grau de ordenagdo das cadeias lipidicas

da bicamada e o seu valor é obtido através da expressao:
1
Scp = E(3C0529 - 1) (2.25)

onde 6 é o angulo entre o vetor C-H selecionado e a direcao de referéncia (bicamada). Quanto
mais préximo o valor de S estiver de 0 (zero), menor é o alinhamento das cadeias alifaticas.
Numa simulagdo onde se utiliza um sistema de dtomos unidos, é possivel determinar S a
partir das posicdes da cadeia alifatica, assumindo que os angulos de ligacdo dos hidrogénio
estdo num estado de equilibrio. Assim, o parametro de ordem, tensor (S), pode ser definido

como:

N =

Sij = (3C050i9j - 611) (226)

onde 6; é o angulo relativo entre o eixo molecular i e a normal a bicamada. Os parénteses

representam a média sobre as moléculas e o tempo de simulagdo e §;; € o delta de Kronecker.
Em qualquer carbono ndo terminal da cadeia alifatica da membrana, C,,, o sistema do

eixo molecular pode ser definido usando atomos de carbono vizinhos da cadeia: considera-se

0 eixo z como o vetor normalizado C,,_1C,,+1, O €ixo x é o vetor unitdrio perpendicular a

Ch-1Cp e C,C, 11 e 0 eixo y é 0 produto vetorial dos eixos z e x. Nas simulagdes deste estudo
é utilizado um campo de for¢cas de atomos unidos, para tal, o parametro de ordem é

determinado através das relacdes:

3 1
ssat = ngx + §Syy (2.27)
1 3 V3
Sérll)sat — ZSZZ + ZSYY + 7Sxx (2.28)
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Através da comparacdo dos valores deste pardmetro entre o sistema em estudo e um
sistema de referéncia, como é o caso de uma bicamada sem NSP, é possivel avaliar se a
presenca da droga promove ou ndo uma desordenacdo da bicamada.

e Difus3o lateral da bicamada®!

A difusdo lateral, determinada através do deslocamento quadratico médio (MSD, em
inglés Mean Square Displacement), permite medir o desvio da membrana em relagdao a uma
posicdo de referéncia ao longo do tempo. Numa primeira instancia, mede-se o MSD das
moléculas individuais a partir das trajetdrias da DM e, depois, calcula-se pela formula de

Einstein em duas dimensdes através da expressao:

1 dMSD(t)
_ 2.29
P=alin ™ 2:29)
Sendo que, a determinacdo de MSD(t) é definida como:
N - 2
MSD(t) = (||R(t + to) — R(to)|) (2.30)

onde R é o vetor posi¢do do centro de massa da bicamada e a média é calculada relativamente
ao tempo com origem em t,. Para eliminar o ruido provocado por flutuagdes, considerou-se
o centro de massa das membranas fixo aquando das anélise de MSD nos diferentes sistemas

(bicamada e bicamada com NSP).

2.4.2 Docking molecular

O Docking é um método de simulacdo computacional que permite prever o modo como
um ligando interage com um dado alvo, recetor, proteina, DNA, etc., com o objetivo de
estabelecer o modo de ligacdo mais favoravel e a sua relacdo com a atividade bioldgica do
ligando. A energia de ligacdo estimada ou as fung¢des de pontuac¢ao traduzem a afinidade
dessa interacdo. A interacdo, geralmente, envolve uma proteina e uma molécula de pequenas
dimensdes. Contudo, também é possivel utilizar este método para avaliar a interacdo entre
duas proteinas.®

Dois conceitos ligados a este tipo de simulagdo sdo: (i) Dock pose, este termo é utilizado
para referir uma posicdao, conformacao ou orientacdo entre um recetor e um ligando; (ii) Dock
score € um valor criado a partir de um conjunto de parametros que permite avaliar a
compatibilidade entre o recetor e o ligando. Um bom Dock score ird corresponder a afinidade
favoravel entre o ligando e o recetor.®® A Figura 2.7 descreve esquematicamente estes

conceitos.
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Figura 2.7 Esquema-resumo dos pontos fundamentais no estudo do Docking molecular (adaptado de %4).

Resumidamente, podemos afirmar que o principal objetivo do Docking molecular é
estabelecer qual a melhor orientacdo estrutural do ligando relativamente ao recetor e a
respetiva energia de ligacdo. Além disso, perante um conjunto de ligandos, é possivel

compara-los utilizando os mesmos parametros.

Desafios do Docking

Um dos desafios deste método é a presenca de moléculas de agua na estrutura
disponivel do recetor. Tendo em conta que o apresenta muitas vezes um papel importante na
interacdo entre um recetor e um ligando, se a sua presenca for ignorada, a energia de ligacao
pode ser muito baixa. Por outro lado, se a simulagado for realizada na presencga do solvente,
em particular no cado da agua, as moléculas de agua poderao ligar-se ao recetor por ligacoes
de hidrogénio fortes, impedindo a interacdo ligando-recetor.®>

Os recetores flexiveis podem ser desafiantes para o Docking molecular, pois a
possibilidade de tomarem diferentes conformacdes pode dificultar a simulagdo com o ligando,
aumentar o espaco de pesquisa, o tempo e os recursos computacional necessarios. Uma das
alternativas para ultrapassar este problema, é a utilizacdo de um programa que considere o
recetor como uma estrutura rigida. E necessdrio ter, também, a estrutura 3D do recetor

determinada experimentalmente, o que nem sempre acontece constituindo, por isso, muitas

vezes uma limitacdo a este tipo de estudos.
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Etapas na aplica¢ao do Docking molecular
O processo do Docking molecular envolve um conjunto de etapas que serao
enumeradas a seguir. A Figura 2.8 ilustra, resumidamente, os diferentes passos utilizados

neste método.

{ Escolha do recetor ] [ Escolha do ligando ]
[ Preparacdo do recetor] [ Preparagdo do Iigando]

[ Docking ]

]

[Anélise dos resultadosJ

Figura 2.8 Diagrama representativo do conjunto de etapas no Docking molecular (adaptado de °3).
Obtencdo das coordenadas 3D do recetor
As coordenadas espaciais do recetor podem ser obtidas através da plataforma The

Protein Data Bank (PDB) através do site https://www.rcsb.org/, onde é disponibilizada a

informacado sobre as coordenadas x, y, z dos atomos, o tipo de molécula (proteina, solvente
ou ligando), tipo de residuo , dados sobre as condi¢des experimentais, a estrutura secundaria
e quaternaria, entre outros.

Apds a obtencado das coordenadas do recetor, é necessario prepara-lo para a simulacao.
Este passo consiste em retirar dados que ndo sao necessarios para a simulagdo, como por
exemplo as moléculas de dgua, eventuais ligandos, cofatores ou outras moléculas presentes.

Uma vez obtidas as coordenadas do ligando e do recetor o passo seguinte é o de definir
a caixa onde ird decorrer a simulacdo. A definicdo da caixa de simulacdo, ou seja, a janela
espacial onde ira ser explorada a interacao ligando-recetor pode ser feita considerando o
centroide do ligando ou o local ativo do recetor, caso seja conhecido.

Uma vez terminada a simulacdo, é possivel extrair um conjunto de informac¢6es que nos
permitirdo fazer uma andlise ao sistema, nomeadamente a energia de ligacdo e

representacdes grafica das interacdes que existem em cada Dock pose.

2.4.3 Método do Gradiente Independente

O Método do Gradiente Independente assenta na andlise da densidade da carga

eletrdnica e respetivos gradientes, permitindo visualizar e quantificar as regides de interacao
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estabilizantes/destabilizantes entre duas moléculas. Esta andlise rege-se por caracteristicas
topoldgicas da densidade de carga eletrénica (p), de cada sistema, e utiliza quantidades
correspondentes a primeira e segunda derivadas da densidade.®®°”

O termo Ggmter diz respeito ao descritor de IGM dado a diferenca entre as primeiras
derivada das densidades de carga para o sistema total e os fragmentos,*®

5ginter — |vaGM,inter| _ |Vp| (2_31)

Quando o valor desta diferenca é positivo, significa que estdo presentes interacées ndo
covalentes. A magnitude do descritor num ponto do espaco permite deduzir a forca da
interagdo. Vp/GMinter & obtida através do somatdrio de todos os N dtomos dos diferentes
fragmentos. A expressdo 2.32 demonstra a sua expressao, neste caso para o eixo x e atomos

indicados pelas letras A e B.*®

. N N
(6P)IGM’W = gA opif | EB %pi (2.32)
Sx L Sx £ 5x '
i=1 i=1

O IGMPIlot, ferramenta utilizada para visualizacao das intera¢des ndao covalentes, utiliza
densidades de cargas atdmicas pré-calculadas para estimar a densidade molecular que produz
o efeito minimo nas interagdes nao covalentes, uma vez que ocorre um relaxamento minimo
das densidades de carga nas regides de baixa densidade, seguida da formacdo de ligacbes
covalentes. Apesar de ser possivel identificar regides com interagcdes ndao covalentes

nter & necessario a segunda derivada (Laplacian) da densidade

utilizando os valores de §g
V2p para discriminar as interacdes favoraveis e n3o favoraveis. E possivel obter informagéo
acerca das interagdes estabilizantes (1, < 0) e desestabilizantes (A, > 0) através da
decomposicdo do termo de Laplacian em V?p = A; + A, + A3(A; < A, < 43), os trés valores
préprios da variacdo maxima. Interacdes mais fortes, como é o caso das liga¢cdes de
hidrogénio, apresentam valores maiores de sinal(A,)p. Interagdes mais fracas, como é o caso
das forcas van der Waals apresentam valores préximos de 0. Numa representacdo grafica, as
forcas estabilizadoras surgem no lado negativo do eixo do x e as formas desestabilizadoras no
lado positivo.®?

Esta andlise foi usada neste trabalho para identificar o tipo e a intensidade de interacdes

ndo covalentes existentes entre as NSP selecionadas e um recetor apropriado.
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3. Descricao da base de dados

Neste capitulo sera descrito o conjunto de dados que foi alvo deste estudo, bem como
os programas e ferramentas de analise utilizadas na sua racionalizacdo. A primeira seccdo
deste capitulo centra-se na descrigdao do procedimentos de aquisi¢ao e pré-processamento da
informacdo estrutural referente as NSP selecionadas para o estudo. Na seccdo seguinte,
encontra-se detalhadas os descritores moleculares usados na sua discriminagdo, bem como

0s programas e 0s parametros necessarios a caracterizacao da estrutura e dindmica das NSP.

3.1 Coordenadas 3D das NPS

O conjunto de dados construido para a analise estrutural das NSP contém um total de
301 moléculas organizadas em dois grandes grupos: Controladas (C) e Nao llicitas (NI). No que
diz respeito ao grupo C, as moléculas que fazem parte deste grupo ja foram estudadas, sdo
controladas pelo UNODC, (em inglés United Nations Office on Drugs and Crime) e muitas delas
constam na legislacdo. Ja o grupo NI refere-se a substancias psicoativas que foram pouco
estudadas, ndo sdo controladas e o seu isso ndo esta ainda legislado ou regulamentado. As
moléculas consideradas no conjunto de dados pertencem a 9 familias: Aminoindanos,
Canabinoides Sintéticos, Catinonas Sintéticas, Fenetilaminas, Novas Benzodiazepinas,
Opidides Sintéticos, Piperazinas, Substancias tipo Fenciclidinas e Triptaminas.
Adicionalmente, as moléculas que n3ao estavam alocadas a nenhuma destas familias foram
categorizadas como Outras drogas.

As moléculas pertencentes ao grupo C constam no documento redigido pelo INCB (em
inglés International Narcotics Control Board) que tem como titulo List of Psychotropic
Substances under International Control*® apresentado em 2020 e/ou est3o presentes na
Portaria n.2 154/2013, de 17 de Abril ao abrigo da legislacdo portuguesa. Por outro lado, as
moléculas pertencentes ao grupo NI ndo constam nos documentos mencionados acima, mas
sim em artigos cientificos39424446:4857 re|atérios emitidos pela EMCDDA, como é o caso da
NPS MDMB-4en-PINACA®, que pertence a familia dos Canabinoides Sintéticos, e/ou nas
publica¢bes langadas na pégina oficial da UNODC na seccdo Latest News'02,

Para a realizacdo deste estudo, a estrutura das 301 moléculas foi construida e otimizada

ao nivel da Mecanica Molecular no software Avogadro (versdo 1.2.0).
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De forma a simplificar a descricdo e sistematizacdo da informacdo sobre as familias das

drogas consideradas, foi adotado ao longo do estudo, um esquema de cores para representar

as diferentes familias. Nas Tabelas 3.1 a 3.10 encontram-se listadas as drogas pertencentes a

cada familia bem como a cor correspondente.

Neste trabalho, considerou-se como drogas de controlo aquelas que ja foram

classificadas como ilicitas, as drogas “Nao ilicitas” correspondem as NPS sobre as quais ndo

existe qualquer legislagao.

Tabela 3.1 Lista de drogas pertencentes a familia dos Aminoindanes divididos pelas categorias Controlo (C) e Ndo

ilicitas (NI).

Aminoindanes

H
N/
@\

A4_NI

Controlo Abreviatura Controlo Abreviatura
2-Al 5-1Al
©3- Al C /©E>' A2 C
MDA
CICD-
N3o ilicito Abreviatura
NM-2Al

Tabela 3.2 Lista de drogas pertencentes a familia dos Canabinoides Sintéticos divididos pelas categorias Controlo (C)

e Nao ilicitas (NI).

Controlo

Canabinoides Sintéticos

Abreviatura

Controlo

Abreviatura

5-FUR-144

CS1.C

AM-1220

o \N\/IfNj

CS2_C
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CP 47,497 AM-2201

™ CS3 C Cs4 C
o NP A

CRA-13 AM-2232

0 O O CS5_C e A~ CS6_C

HU-210 AM-2233

CS7 C \/(j CS8 C
_ AN _

JWH-007

CS9_C CS10_C
0. AN
JWH-015 JWH-018
Cs11 C CSs12 C
0 AN 0 AN
JWH-019 JWH-022
Cs13 C Cs14 C
o DA N e PN
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JWH-073

JWH-081

CS15 C N N CSi16_C
o. N
RNy
JWH-122 JWH-182
o A~ Cs17_C o AN CS18_C
JWH-200 JWH-203
CS19_C y €S20 _C
o NS N\/\O o, N NN
O JO
0 AN CS21 C CS22 C
N A
o
JWH-251 IWH-307
CS23 C CS24 C
o] N e
JWH-387 JWH-398
0 M CS25 C 0 N CS26_C

Br

cl
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JWH-412

MAM-2201

o N C527_C o 5 M~ CSZS_C
RCS-4 WIN-48,098
0 (O
o A AN CS29 C O N CS30_C
UR-144 AB-FUBINACA
CS31_C E\ ;\/Q/ CS32_C
0, NN e 0 e
o
5F-AMB-PINACA 5F-MDMB-PICA
F
s
CS33 C \ ‘ CS34 C
\;NH N - o \O A -
o oo H/N\/ch)/
4F-MDMB-BINACA AB-CHMINACA
oA e, Cs35_C ) ;\/;VO C$36_C
A AR
T A
AB-PINACA ADB-CHMINACA
) ; ; Cs37._C i :\/O CS38_C

NP
N
o
N..
' rnng

e}
H

N
N/
(o]
N
/rwz
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ADB-FUBINACA

CUMYL-4CN-BINACA

CS39 C O AN CS40_C
AF-APINACA
5F-PB-22
0 NH
CS41_C CS42_C
N
Ny
F
5F-MDMB-PINACA FUB-AMB
F F
g 0
o NH Cs43_C NH CS44 C
e N, N
0 4 Z N o Z N
MDMB-CHMICA
Org 27569
Q HNio CS45 C O Cs46_C
~ - 0 -
N7 o © Cl\@\%/LN/\/@/
u H
Org 27759
8 Org 29647
|
CS48 C

i /\/©/N\
F
N N
N H
H

CS47 C | o o .
N
H
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N3ao ilicito

Abreviatura

N3ao ilicito

Abreviatura

MDMB-4en-PINACA

CUMYL-PeGACLONE

8

A M~ CS49 NI CS50_NI
0 N -~
H/N\/KO/
PX-2 MDMB-FUBINACA
S CS51_NI 8 /NV@ CS52_NI
N A
AMB-FUBICA SF-MN-24
F
v@ CS53_NI OAN CS54_NI
o >N
o O NH
H/N\:/U\O/'
PN ) :
5F-EBM-PINACA 5F-EDMB-PINACA
F
/ CS55_NI O\j”“ / CS56_NI
“-_/ N
)\Z 0 4 Y
5F-MMB-PICA
/ CS57_NI

%
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Tabela 3.3 Lista de drogas pertencentes a familia das Catinonas Sintéticas divididas pelas categorias Controlo (C) e

Ndo ilicitas (NI).

Catinonas Sintéticas

Controlo

Abreviatura

Controlo

Abreviatura

Metcatinona

2-Metilmetcatinona

<ZJ©”°“EL\

H
@J\FN‘/

’ KS1_C . KS2_C
3-FMC 4-EMC
‘ i KS3_C i KS4._C
~
4-MBC 4-MEC
D | e L] e
4-methylbuphedrone 4-FMC
i KS7_C i KS8_C
~
m . AN
bk-MDDMA Metedrona
2 KS9_C 1 KS10_C
0 ~ ~
ST Sen
BMDB BMDP
: ”v© KS11_C o H\/© KS12_C
o N o) N
I X Y
o]
Bufedrona bk-MBDB
1 KS13_C i KS14_C
~ o ~
Cr Y SR
o]
bk—MMBDB Etcatinona
KS15_C i KS16_C
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3,4-MDPBP 3,4-MDPPP
[e] [e]
. D KS17_C . D KS18_C
4 4
(o] (o]
3,4-MDPV 2,3-MDPV
mo> KS19 C m@ KS20_C
G a /7
N,N-DMC Metilona
i KS21_C . KS22_C
™~ o] N
oY S
(o]
4-metil PPP Nafirone
w KS23_C OO KS24_C
NEB Pentedrona
H o T
o} ‘ N
m . KS25_C - KS26_C
Pentilon a-PPP
vmo KS27_C )Y© KS28_C
a o> \ fN o
o-PBP a-PvP
o]
o O KS29_C KS30_C
I N
3,4-DMMC 2-FMC
i KS31_C R KS32_C

ZT
/
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a-PHP
Mefedrona 5
D)OH/H KS33_C ’D KS34_C
~
4-CMC N-Etilnorpentilona
o T
N._ KS35_C ¢ N~ KS36_C
e}
Cl
Etilona
1t KS37_C
o ~
ooy
Nao ilicito Abreviatura Nao ilicito Abreviatura
NEH
2,4-DMMC S
H
/@j\(n KS38_NI N~ KS39 NI
~
PV9
2,3-DMMC
o]
i N KS40_NI KS41_NI
\ O
4-BMC 3-MEC
O/‘Lrg KS42_NI \Q)Ok(“ KS43_NI
~ ~
Br
2,3-DMEC 2-MePPP
0 o}
ﬁfnv KS44_NI O KS45_NI
2-MePBP MOPPP
KS46_NI KS47_NI
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@2@ KS48_NI

Tabela 3.4 Lista de drogas pertencentes a familia das Fenetilaminas divididas pelas categorias Controlo (C) e Nao
ilicitas (NI).

Fenetilaminas

Controlo Abreviatura Controlo Abreviatura
1-PEA 2-PEA
Phl_C @/\/NHZ PhZ_C
[ j/ “NH,
TMA-2
TMA NH,
_© NH,
Ph3 C . Ph4_C
~o ~
A o
Ny
2-FA 3-FMA
| NH, Ph5 C F\©/\[/ Phe_C
H/N\
4-FA 4-FMA
mNHZ Ph7_C /@/\( Ph8 C
F F W
2C-B 2C-B-FLY
0/ (0]
/@/VNW Pho_C %?/NHZ Ph10_C
0\ o]
N-Etil 2C-B 25B-NBOMe
~ ~
(o] T O H
e Ph11 C N Ph12_C
Br ' Br 0\‘
O\ O\
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25|-NBOMe 25C-NBOMe
NQ Ph13 _C N\/Q Ph14 C
| O~ cl O
O\ O\
2C-P 2C-T-7
\0 O/
/\/©/VNH2 Ph15_C Lt Ph16_C
O o
2C-T-4
PMMA
O/ H
NH, |
)\ Ph17 C mN\ Ph18 C
S \o
o
DOB
o PMA / 4-MA
NH, Ph19 C m””z Ph20_C
Br \o
0\
DMA
4-MTA o
NH, Ph21_C NH, Ph22_C
T
O\
DOC DOET
'\O '\O
NH Ph23_C NH; Ph24_C
Cl
O O
Mescaline
MDMA o
<o :©/\fﬂ\ Ph25_C W@[O\ Ph26_C
HoN 0
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MDA N-Hidroxi MDA
H
0 NH, Ph27 C . ' Ph28_C
< < OH
. T
MMDA DOM
~
0 NH, ?
{ Ph29 _C NH, Ph30_C
0
O o
Bromo-Dragonfly
Fenproporex
H NH;
Ph31_C ' Ph32_C

@/\(N\/\?N

N-benzil 1-fenetilamina

Ph33_C N Ph34_C
N/\© ©A/ -
H

6-APB
0 NH, Ph35_C
Y
N3ao ilicito Abreviatura N3ao ilicito Abreviatura
2-FMA 2C-C
I
é/\rg Ph36_NI m Ph37_NI
~
\
25H-NBOMe
| MDDM
~o 0 |
H
N\J@ Ph38_NI <O N Ph39_NI
0
O'\.
MBDB PMEA
0 N Ph40_NI l Ph41_NI
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N-etilamfetamina

H
WNM

Ph42_NI

Tabela 3.5 Lista de drogas pertencentes a familia das Novas Benzodiazepinas divididas pelas categorias Controlo (C)
e Nao ilicitas (NI).

Novas Benzodiazepinas

Controlo Abreviatura Controlo Abreviatura
Alprazolam Bromazepam
YN\ "l'
N /N N 2
O § NB1 C \4> NB2_C
cl —N Br —N
) &
Brotizolam Camazepam
: »
N NB3_C o - o NB4_C
A /z N4 O
Br / 0
s7N \,N é\N
= g \
Clordiazepoxide Clobazam
HO, ol NB5_C e @ NB6_C
Y 9]
4 N
\ °
Clonazepam Clorazepate
c 0 NB7_C O ¢ NB8_C
(I g
H o 4 NH
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Clotiazepam

Cloxazolam
H O
N
ol NB9_C O JS NB10_C
N= N
Cl
s S
o r?'\ cl
Delorazepam Diazepam
cl NB11_C NB12_C
N= cl gN\" O Cl
¢ D N
J N o\
Estazolam Etil loflazepate
NB13_C NB14_C
) O ﬁ/NZ _ \~o N= § cl -
N7 O%& O
L\N,N o N
Etizolam Flualprazolam
c' o
/Nj\ NB15_C N NB16_C
Cl
fs\ NN Q NlN
% =
Fenazepam Fludiazepam
D NB17_C l F NB18_C
N— Cl N= Cl
L0 ( IO
N
o” N S N\
Flurazepam Halazepam
S 0eY :
NB19 C NB20_C

N

J

F
Cl

F
Fj/F
N
SaW

N (@)
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Haloxazolam Ketazolam
Ho0 }\I 0
O \i NB21 C O \i NB22 C
Br N cl N
0
rew (AT
F
Loprazolam Lorazepam
9t &
N
d NB23 C cl NB24 C
D (N - 2 a -
O N)H%/N\) O
O, HO
+N 0 &N
-0 o H
Lormetazepam Medazepam
cl NB25_C NB26_C
N= cl N= cl
{0 L0
N N
o\ \
Midazolam Nimetazepam
Lo &
N NB27_C 9 NB28_C
+
cl Q N= NSo-
WA -
= a
Meclonazepam Nordazepam
(s (D
NYo- NB29_C NB30_C
NF O N= cl
#NH g\ O
0 o R
Oxazepam Oxazolam
o
® WA
NB31 _C N NB32_C
° By S
N=
e :
e} H
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Pinazepam Prazepam
Ne. O NB33_C N ! NB34_C
A 4
cl cl
_ >
Temazepam Tetrazepam
NB35_C NB36_C
N= cl N== cl
HO‘; O g\ O
N
o] \ 0 N\
Triazolam
Q-
N NB37_C

Nao ilicito Abreviatura N3ao ilicito Abreviatura
Clonazolam
Flubromazolam

o
*N=o

NB38 C Q NB39 _C

N>\N / O
‘Né\\,N o
NB40 _C
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Tabela 3.6 Lista de drogas pertencentes a familia dos Opidides Sintéticos divididos pelas categorias Controlo (C) e

Ndo ilicitas (NI).

Opiodides Sintéticos

Controlo Abreviatura Controlo Abreviatura
Acetil fentanil Acriloilfentanil
OY ﬁJ
o]
N 0s1 C N 0Ss2 C
Carfentanil Furanilfentanil
S/ A
o0 o o
/ij 0s3_C T ° 054 _C
N i >
AH-7921 U-47700
o)
ol N7 0S5_C . 0 0S6_C
N N
V5 «
cl mﬁ AN
a-metilfentanil 3-metilfentanil
o] o]

N 0s7 C N 0s8 C

@AFN [j @/\/N [j
Butirilfentanil 2-Fluorofentanil
o) o/

1 0S9 _C N 010_C
©/\,N \© ©/\/N F:©
4-Fluorobutirfentanil 4-Fluoroisobutirfentanil

OY( Oﬁ)\

! 0Ss11 C N 0Ss12 C

e T
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Acetil fentanl 4-

methylphenethyl

Cyiclopropilfentanil

O
5 0513 _C ! 0514 C
N
SAe Sae
/@/\,N ©/\/
Furanilfentanil Methoxiacetilfentanil
B o~
o o
TQ 0S15_C Tj) 0S16_C
Ocfentanil Tetrahidrofuranilfentanil
o~ @
(8]
OﬁN) 0517_C r° 0518_C
(0 1®

o

o

N3ao ilicito

Abreviatura

Nao ilicito

Abreviatura

Isotonitazene

{

3,4-Metilenedioxi-U-47700

(o]
NH 0519 NI O\ 0520 NI
0
o Sy : Tk@ )
\I.\f N /N\ (0]
(o]
v
O-Desmetiltramadol Bromadoline
(0]
0521 NI /©)L O 0522 NI
N -
H z
Br /N\
Isopropil-U-47700
0523 NI 0524 NI

o
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N-Metil U-47931E

Piperidiltiambuteno

o Q 0525 _NI 0526_NI
X ()
U-48800
a \N/ Z B
| 0S27 NI ;N 0528 NI
C. IORAS
Cl
Brorfine
U-51754 )
\N/ \ [o]
| 0529 NI 0S30_NI

Tabela 3.7 Lista de drogas pertencentes a familia das Piperazinas divididas pelas categorias Controlo (C) e N&o ilicitas

(NI).

Piperazinas

Controlo Abreviatura Controlo Abreviatura
2C-B-BZP
BZP o~
FN/\© Pil C N/\ Pi2_C
) . L
O\
DBZP
K\ mCPP
N
N\)/\‘@ i N/H .
Pi3_C ) Q Pi4_C
pCPP TFMPP
Cl
/@ Pi5_C ~ /@\ Pi6_C
h,\, N CF,
H/N\) H/N\)
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1-(4-Fluorofenil)piperazina

2-(4-Fluorofenil)piperazina

F /H
~ /©/ Pi7_C % Pig_C
N H/
H/”\) .
MT-45
MeOPP
/\N/ij
Pi9_C Pi10_C

X
N3ao ilicito Abreviatura N3ao ilicito Abreviatura
mCPCPP
MDBP o
) (\N/\/ )
<0:©/\N/\ Pill_NI N\) Pi12_NI
I 7
cl
MePP
MBZP
NH Pi13 NI Pil4 NI
N
> - SRS -
e
4-fluoro BZP
Pi15_NI

Tabela 3.8 Lista de drogas pertencentes a familia das Substancias tipo Fenciclidinas divididas pelas categorias
Controlo (C) e N&o ilicitas (NI).

Substancias tipo Fenciclidinas

Controlo Abreviatura Controlo Abreviatura
PCP PCE
NQ Ps1_C NH Ps2_C

65




Universidade de Coimbra | Departamento de Quimica

O

PCPY TCP
&
V) Ps3_C O\N/(Sj Ps4_C
4-MeO-PCP
Or@"\ Ps5_C

eiY

N3o ilicito Abreviatura N3o ilicito Abreviatura
3-MeO-PCP 2-methoxidifenidine

Q,@ Ps6_NI Ps7 NI

N o

SN

Difenidine BCP

O Ps8_NI O s Ps9_NI
O e
2-Cl-2'-Oxo-PCE 3-Me02-Oxo-PCE

\nH Ps10_NI 0 (NH o~ Ps11_NI
) cl

Tabela 3.9 Lista de drogas pertencentes a familia das Triptaminas divididas pelas categorias Controlo (C) e N3o ilicitas

(NI).

Controlo Abreviatura Controlo Abreviatura
DMT DiPT
Ny /(N’<
Tr1 C Tr2_C
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DET DPT
W, N
A Tr3_C NJ/ Trd4_C
N ¥
MIPT Psilocin
\N,{ Su—
Tr5_C OH Tr6_C
N N
N N
Psilocibin 4-OH-DET
OH N
HO\P,; N— <NJ
o 9 Tr7_C on Tr8_C
N A\
N N
4-AcO-DIPT 4-AcO-DMT
/(N,( O
OJ\O Tr9 C o7 0 Tr10 _C
N N
N N
4-AcO-MET 4-OH-DIPT
Lo i
0% ™o Trll C oH Tr12_C
N A\
N b
5-MeO-DET
5-MeO-AMT
NH, (//
N
Tr13 C Tr14 C
~° A o
- N
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5-MeO-DPT 5-MeO-Dalt
) 1
NI Tri5 C Nf Tri6_C
N N
LSD
LJ Etriptamina
N NH,
o) N/H Tr17_C Tr18 C
X AN
N N
NH
N3o ilicito Abreviatura N3o ilicito Abreviatura
AMT 5-MeO-DMT
NH, \N—"
Tr19_NI Tr20_NI
AN 0 N\
N N
4-MeO-DPT DALT
2 ki
NI Tr21_NI NI Tr22_NI
~o
N N
H H
4-OH-MiPT 4-OH-MET
\N{ S
OH Tr23 NI OH Tr24 NI
AN N
N \
4-OH-MPT 4-MeO-MiPT
\Nf \N,<
oH Tr25_ NI ~0 Tr26_NI
N A\
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4-OH-pyr-T Bufotenine (5-OH-DMT)
. -
. N
on Tr27_NI Tr28_NI
HO
A A\
N N
5-MeO-DiPT or "Foxy" 5-MeO-MiPT or "Moxy"

N/k Tr29 NI Tr30_NI
Q
/O\CFC - A\
N N

5-MeO-pyr-T

J

HN—
Tr31_NI Tr32_NI
o
N o
N N
H

5-MeO-TMT

A
N
Tr33_NI
/O \
N
H

Tabela 3.10 Lista de drogas pertencentes a familia das Outras drogas divididas pelas categorias Controlo (C) e Ndo
ilicitas (NI).

Outras drogas

5-MeO-NMT

Iz

Controlo Abreviatura Controlo Abreviatura
3-Amino-1-phenilbutane D2PM
@/\)‘f 0C1_C HN 0C2_C
HO

DMAA
NH, 0C3_C QIQ oca_C
H
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LSA
MPA
0]
P \H 0C5_C ¥ 0C6_C
HN 2 = ~
— T \ S
Cetamina )
4-Fluorotropacocaine
N 0C7_C @ 0c8_C
(0] Cl «@o
DMHP
Dimetocaine
/@j %( 0C9_C ¥ O 0C10_C
o} N~
HoN O o
L Amineptine
4-Metilaminorex
N OC11_C o O. 0C12 C
< > <\ ‘ NN
O/J\NHZ HO H O
Etilfenidate Meclogualone
Cl
0C13_C 0 j@ 0C14 C
H
e Cr
0 N/)\
Metaqualone Metilfenidate
|
2 jij 0C15_C o ° 0C16_C
L “
N/*
Fenmetrazine
H
N
] 0C17_C
o}
N3ao ilicito Abreviatura N3ao ilicito Abreviatura
4-Benzilpiperidina
3-Fluorofenmetrazine OC18_NI @/\O OC19_NI
NH
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Desoxi-D2PM 2-DPMP

O 0C20_NI O 0C21_NI

ZT

ZT

3.2 Descritores Moleculares

Os descritores moleculares (num total de 287) referentes as moléculas descritas na
seccdo 3.1 foram extraidos recorrendo ao pacote CDK (Chemistry Development Kit) do
software R. Este conjunto de descritores inclui descritores Hibridos, Constitucionais,
Eletrénicos, Topoldgicos e Geométricos. Dentro de cada categoria, os descritores dividem-se
em classes tendo em consideracdo a caracteristica estrutural que estd a ser descrita, por
exemplo, o descritor SmallRings, um descritor topoldgico, subdivide-se em nSmallRings,
nAromRings, nRingsBlock, nAromBlock, nRings3, entre outros, e ird descrever a estrutura dos
anéis presentes na molécula em estudo. Os descritores encontram-se sumariados no Anexo
1.

Os Descritores Hibridos descrevem a diversidade quimica da estrutura 3D de cada
molécula, em termos de tamanho, forma, simetria e distribuicao de atomos. Os Descritores
Constitucionais, por sua vez, refletem a composicdo quimica do composto sem qualquer
informacgao sobre a geometria ou ligacdao entre atomos. Os Descritores Eletronicos contém
informacdo acerca da distribuicdo eletrdnica, como por exemplo a carga atdmica, energias
nas orbitais, entre outros parametros. No que diz respeito aos Descritores Topolégicos, estes
caracterizam a estrutura quimica da molécula, tendo em conta o niumero e natureza das
ligacGes e a complexidade da molécula. Por ultimo, os Descritores Geométricos, tal como o
nome indica, descrevem a molécula tendo em conta a sua geometria.

E de salientar que um descritor pode pertencer a mais do que uma categoria, como é o
caso dos descritores presentes na classe CPSA (Charged Partial Surface Area), que podem ser
considerados Descritores Eletrénicos e Geométricos. Na Tabela 3.11 encontram-se definidos

a titulo de exemplo, alguns dos descritores disponiveis no pacote CDK.
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Tabela 3.11 Exemplos de alguns descritores moleculares e a respetiva categoria.

Descritor Categoria Defini¢ao
MW Constitucional Peso molecular
XLogP Constitucional Previsdao do valor para logP
nHBondDonor Eletrdnico Numero de ligacGes de hidrogénio dadoras
nHBondAcc Eletrénico Numero de ligagdes de hidrogénio aceitadoras
topoPSA Topoldgico Area topoldgica da superficie polar
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4. Discriminagao entre NSP com base na estrutura quimica

Neste capitulo sdo apresentados os resultados mais relevantes sobre a selecao,
discriminacdo e caracterizacdo do perfil quimico das NSP e respetivas familias, considerando
os descritores moleculares, e combinando dois métodos de andlise ndo-supervisionada, PCA
e HCA. O primeiro método, permite selecionar os descritores mais relevantes para a
discriminagdo entre as familias de NSP e identificar grupos-alvo de NSP para a modelagao
molecular. Os resultados obtidos com o HCA permitem também avaliar a similaridade
estrutural das NSP e das respetivas familias, bem como identificar grupos de NSP de controlo.
A ideia principal é caracterizar e classificar de forma rapida e eficiente NSP desconhecidas e
nao regulamentadas tendo por base o perfil quimico estabelecido com base em estruturas ja

conhecidas.

4.1 Selecdo dos descritores moleculares

Numa fase inicial do estudo recorreu-se ao PCA com o objetivo de identificar o conjunto
de descritores que melhor discrimina as 301 NSP e as respetivas familias. Numa primeira fase,
procurou-se eliminar descritores cuja informacado era redundante, ou seja, foram eliminados
os descritores (i) que ndo tinham valores atribuidos (reduzindo o nimero inicial de 287 para
283 descritores), (ii) que tinham variancia nula (reduzindo para 232 descritores), e (iii) muito
correlacionados (reduzindo para 66 descritores). No final deste pré-processamento o
conjunto de dados é constituido por 301 NSP e 66 descritores moleculares (indicados na

Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Lista dos 66 descritores moleculares selecionados apds o pré-processamento.

Lista dos 66 descritores moleculares

Whnul.unity Wetal.unity Weta2.unity Weta3.unity  WD.unity BCUTw.1l
BCUTc.1l BCUTp.1l nAtomLC nBase nRings5 TopoPSA
geomShape PetitjeanNumber MDEO.11 MDEO.12 MDEN.12 MDEN.13

MDEN.33 khs.dCH2 khs.dsCH khs.sssCH khs.aasC khs.sNH2
khs.ssNH khs.aaNH khs.dsN khs.aaN khs.sssN khs.ddsN
khs.aasN khs.sOH khs.ssO khs.aaO khs.sF khs.dsssP
khs.ssS khs.aaS khs.sCl khs.sBr khs.sl FMF
VCH.3 VCH.7 C1sP1 C2SP1 C1SP2 C3SP2
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C1SP3 C2SP3 C3SP3 C4SP3 ATSm1 ATSc2
ATSc3 ATSc4 ATSc5 nHBDon FPSA.3 RPCG
RPCS RNCS RPSA MOMI.XY LOBMIN GRAV.6

Posteriormente, procedeu-se a analise de componentes principais, usando a matriz de
correlagao, para reter apenas os descritores que promovem a maior discriminagao entre as
moléculas e as respetivas familias. Na tabela 4.2 encontram-se sumariados os resultados
correspondentes as primeiras 25 componentes que possuem uma recuperagao de,

aproximadamente 83% da informacao inicial.

Tabela 4.2 Valores préprios e percentagem de recuperagdao da informagdo inicial em relagdo ao numero de
componentes principais para o conjunto de dados inicial constituido por 301 moléculas e 66 descritores moleculares.

Variancia explicada
# Valor préprio (4;) Variancia explicada (%)
cumulativa (%)
PC1 7.374 11.2 11.2
PC2 5.412 8.2 19.4
PC3 4.425 6.7 26.1
PC4 3.991 6.0 32.1
PC5 3.221 4.9 37.0
PC6 2.796 4.2 41.2
PC7 2.511 3.8 45.0
PC8 2.330 3.5 48.6
PC9 2.016 3.1 51.6
PC10 1.939 2.9 54.6
PC11 1.775 2.7 57.3
PC12 1.701 2.6 59.8
PC13 1.599 24 62.2
PC14 1.556 2.4 64.6
PC15 1.431 2.2 66.8
PC16 1.411 2.1 68.9
PC17 1.282 1.9 70.8
PC18 1.254 1.9 72.7
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PC19 1.193 1.8 74.5
PC20 1.083 1.6 76.1
PC21 1.069 1.6 77.7
PC22 1.040 1.6 79.3
PC23 0.992 1.5 80.8
PC24 0.976 1.5 82.3
PC25 0.806 1.2 83.5

Como ja mencionado na sec¢do 2.2.3, existem 3 critérios para determinar o nimero de
componentes principais para descrever um conjunto de dados. O critério de Kaiser diz-nos
que o valor préprio (A) tem de ser superior que 1, assim sendo, segundo este critério seriam
necessarias 22 componentes principais. Ja o critério de Pearson afirma que o nimero de
componentes principais escolhido tem de apresentar cerca de 80% da informacgdo. O nimero
de componentes a ser escolhido seria, assim, de 23 componentes.

Através do Screeplot da Figura 4.1 é dificil de determinar o niumero de componentes

principais pois ndo existe uma diferenca significativa entre as diferentes componentes.
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Figura 4.1 Screeplot para o conjunto de dados inicial constituido por 301 moléculas e 66 descritores moleculares.
De forma a assegurar a discriminacdo visual das moléculas representadas no novo
sistema de eixos (as componentes principais), a selecdo do nimero de descritores moleculares

relevantes para a discriminacdo das moléculas foi realizada recorrendo ao critério descrito na

referéncia 1% pela expressdo:

ndesc = 1/Vm (4.1)
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em que m corresponde ao numero total de descritores no conjunto de dados. Este critério
afirma que os descritores relevantes possuem uma loading superior a 1/+/m. Neste caso o
valor obtido é de 0.123. No conjunto de 66 descritores, apenas 27 deles possuem uma loading
superior a 0.123. Estes 27 descritores foram entdo usados para construir um novo conjunto

de dados constituidos por 301 moléculas e 27 descritores moleculares (indicados na Tabela

4.3).
Tabela 4.3 Lista dos 27 descritores moleculares selecionados apds a aplicagdo do critério definido pela expressdo 4.1.
Lista dos 27 descritores moleculares
Weta3.unity BCUTc.1l nAtomLC TopoPSA MDEO.11 MDEOQO.12
MDEN.12 MDEN.13 khs.aasC khs.sNH2 khs.ssNH khs.dsN
khs.aaN khs.aasN khs.ssO khs.sCl FMF VCH.7

C1SP2 C3spP2 C4sP3 ATSm1 nHBDon FPSA.3
RPSA MOMI.XY GRAV.6

Uma nova andlise de PCA foi realizada sobre este conjunto reduzido. Na tabela 4.4 estao
reunidos os resultados obtidos para as primeiras 11 componentes principais e reinem cerca

de 82% da variabilidade inicial.

Tabela 4.4 Valores préprios e percentagem de recuperagdo da informagdo para o conjunto de dados constituido por
301 moléculas e 27 descritores moleculares.

Variancia explicada
# Valor préprio (4;) Variancia explicada (%)
cumulativa (%)
PC1 5.444 20.2 20.2
PC2 3.937 14.6 34.8
PC3 2.828 10.5 45.3
PC4 2.090 7.7 53.0
PC5 1.764 6.5 59.5
PC6 1.273 4.7 64.2
PC7 1.146 4.2 68.4
PC8 1.014 3.8 72.2
PC9 0.993 3.7 75.9
PC10 0.923 34 79.3
PC11 0.726 2.7 82.0
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O critério de Kaiser indica que o nimero de componentes principais é de 8 e o critério
de Pearson sugere 11 componentes principais.

O Screeplot, representado na figura 4.2, permite-nos observar que existe uma diferenca
mais acentuada entre componentes quando comparado com o conjunto de dados inicial,
contudo a diferenca que se procura ainda ndo é significativa para determinar o nimero de
componentes principais através deste critério. Contudo, ja foi possivel obter uma maior

percentagem de variancia explicada para as duas primeiras componentes principais.

— — r
=) o S

Percentagem de variancia explicada
o

1 2 3 4 5 6 7 8 [:] 10 1
Componentes Principais

Figura 4.2 Screeplot para o conjunto de dados formado por 301 moléculas e 27 descritores moleculares.

No entanto, considerdmos que a informacdo recuperada ndo seria suficiente para
caracterizar o sistema. Neste contexto, foram encontrados dados na literatura que indicavam
a existéncia de um conjunto de descritores que permitem fornecer indicagdes sobre a possivel
atividade biolégica da molécula, sendo denominados por descritores de ADMET (Absorcao,
Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade).1%* Estes descritores foram adicionados ao
conjunto de 27 descritores de forma a resolver melhor o sistema. O conjunto passou entdo a

conter 53 descritores (indicados na Tabela 4.5).

Tabela 4.5 Lista dos 53 descritores moleculares apds serem adicionados os descritores de ADMET.

Lista dos 53 descritores moleculares
Weta3.unity BCUTc.1l nAtomLC TopoPSA MDEO.11 MDEO.12
MDEN.12 MDEN.13 khs.aasC khs.sNH2 khs.ssNH khs.dsN
khs.aaN khs.aasN khs.ssO khs.sCl FMF VCH.7
C1SP2 C3SP2 C4SP3 ATSm1 nHBDon FPSA.3
RPSA MOMI.XY GRAV.6 MW nRotB AlLogP
nSmallRings nAromRings nHBAcc TPSA apol naAromAtom
nAromBond nAtom bpol C2SP2 C1SP3 C2SP3
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C3SP3 MLogP nRingBlock nRings3 nRings5 nRings6

nRings7 nB nBase nAtomP nAtomLAC

Através do critério descrito pela expressdo 4.1, o nimero de descritores foi reduzido

para 43 (ver Tabela 4.6).

Tabela 4.6 Lista dos 43 descritores moleculares selecionados apds a aplicagdo do critério definido pela expressao 4.1.

Lista dos 43 descritores moleculares
BCUTc.1l nAtomLC TopoPSA MDEO.11 MDEO.12 MDEN.12
MDEN.13 khs.sNH2 khs.ssNH khs.dsN khs.aaN khs.aasN
khs.sCl FMF VCH.7 C1SP2 C3SP2 CASP3
ATSm1 nHBDon FPSA.3 MOMI.XY MW nSmallRings
nHBAcc apol naAromAtom nAromBond bpol C2sP2
C1SP3 C2SP3 C3SP3 MLogP nRingBlock nRings3
nRings5 nRings6 nRings7 nB nBase nAtomP
nAtomLAC

Na tabela 4.7 estdo presentes os valores relativos as primeiras 12 componentes

considerando agora o conjunto de 301 moléculas e 43 descritores moleculares.

Tabela 4.7 Valores préprios e percentagem de informacgdo recuperada para o conjunto de dados contendo 301
moléculas e 43 descritores moleculares.

Variancia explicada
# Valor préprio (4;) Variancia explicada (%)
cumulativa (%)
PC1 12.253 28.5 28.5
PC2 5.441 12.7 41.2
PC3 4.242 9.9 51.1
PC4 2.800 6.5 57.6
PC5 2.178 5.1 62.7
PC6 1.985 4.6 67.3
PC7 1.597 3.7 71.0
PC8 1.388 3.2 74.2
PC9 1.327 3.1 77.3
PC10 1.154 2.7 80.0
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PC11 1.061

2.4 82.4

PC12 0.879

2.0 84.4

A informagdo que mais se destaca nesta tabela é o valor da percentagem da variancia

cumulativa explicada pelas duas primeiras componentes principais ter aumentado

significativamente.

Relativamente ao screeplot, presente na Figura 4.3, é possivel observar que a diferenca

entre a primeira componentes principal (PC1) com A > 12.253 é siginificativa quando

comparada com a segunda componente principal (PC2).

30

28.5%

201

Percentagem de variancia explicada

6 7 8 9 10 1 12
Componentes principais

Figura 4.3 Screeplot para o conjunto de dados formado por 301 moléculas e 43 descritores.

Tendo por base a analise inicial do conjunto de dados acima descrita, foram

consideradas as primeiras duas PC’s para descrever o sistema. A definicdo dos 43 descritores

que permaneceram no estudo encontra-se sumariada no Anexo 2.

A andlise das loadings permitiu
avaliar o impacto e dependéncia dos
diferentes descritores nas
componentes selecionadas, isto é, PC1
e PC2 (Figura 4.4). De forma a facilitar
a visualizacdo dos descritores,
recorreu-se a uma representagao
grafica  individual  (Figura  4.5)
considerando, individualmente, cada

componente principal.

1.0 '

0.51
Contribuigédo
5

PC2 (12,7%)
o
o

- N W =

-0.51

1.0 05 0.0 05 1.0
PC1 (28,5%)
Figura 4.4 Representacdo grafica da posicdo das varidveis
relativamente as duas primeiras componentes principais.
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Figura 4.5 Relagdo entre os descritores e as duas primeiras componentes principais.
As representacdes graficas presentes nas Figuras 4.4 e 4.5 sdo complementares e
permitem avaliar o impacto que cada descritor molecular tem na PC1 e PC2. Os descritores
gue possuem um maior impacto na primeira componente principal sdao: MW, nSmallRings,
apol, naAromAtom, nAromBond, C2SP2, MLogP, nRings6, nB e nAtomP; na segunda
componente principal sdo: nAtomLC, khs.dsN, khs.sCL, FMF, bpol, C2SP3, nRings7 e
nAtomLAC.
A representacdo na forma de biplot, Figura 4.6, facilita a visualizacdo da posicdo das
diferentes familias de moléculas de NSP e do impacto dos descritores moleculares na
discriminacdo das NSP. No biplot cada ponto é representado por uma determinada cor

correspondente a uma familia especifica.
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Figura 4.6 Representagdo na forma de biplot resultante da aplicagdo da analise de componentes principais sobre o conjunto
de dados constituido pelas 301 moléculas e 43 descritores moleculares em fungdo das duas primeiras componentes
principais, PC1 e PC2, com uma recuperagao de 41,2%.

82



Capitulo 4 — Discriminagdo entre NSP com base na estrutura quimica

E possivel observar que quase todos os descritores se encontram no lado positivo da
PC1. Por consequéncia, as moléculas que se situam no lado direito da PC1 irdo apresentar
valores mais elevados para todos esses descritores moleculares quando comparado com as
moléculas que se posicionaram no lado negativo do eixo PC1. De entre os descritores que
possuem um maior impacto na PC1l, a maioria deles encontram-se na categoria dos
descritores constitucionais. Por outro lado, na componente PC2 os descritores que detém de
uma maior contribuicdo para a discriminagdo sdo descritores topoldgicos.

Além disso, podemos ver que de uma forma geral se formam 3 grandes grupos. O
primeiro é constituido quase exclusivamente por moléculas pertencentes a familia das Novas
Benzodiazepinas que se encontra no terceiro quadrante; outro grupo é formado na sua
maioria por compostos da familia dos Canabinoides Sintéticos, mas no qual também estdo
presentes moléculas de outras familias, como por exemplo dos Opidides Sintéticos, todas
estas moléculas posicionam-se no segundo quadrante; e, por fim entre o primeiro e quatro
guadrante encontra-se uma diversidade bastante elevada de familias, nomeadamente as
Catinonas Sintéticas, Triptaminas e Fenetilaminas, entre outras. Tanto o primeiro grupo
mencionado, como o segundo grupo encontram-se no lado positivo da PC1, contudo
distinguem-se ao longo da segunda componente principal, PC2. As moléculas pertencentes a
estes dois grupos distinguem-se principalmente pela forma como a estrutura molecular se
encontra organizada. No que diz respeito ao terceiro grupo, a sobreposicdo de familias indica-
nos que os grupos funcionais presentes nas diferentes estruturas sdo possivelmente

semelhantes, possuindo assim caracteristicas constitucionais e topoldgicas semelhantes.

4.2 Selegao das NSP baseada na similaridade estrutural

Um dos passos para atingir o objetivo deste projeto é agrupar as moléculas de acordo
com a similaridade, sem que o utilizador tenha qualquer interferéncia no seu agrupamento.
Por isso, o método escolhido foi a Andlise Hierdrquica de Agrupamentos (HCA), pois este
método permite que as moléculas se agrupem segundo as semelhancas estruturais através de
uma analise ndo supervisionada. Desta forma, é possivel identificar grupos com caracteristicas
diferentes e se as moléculas se agrupam ou ndo com moléculas da mesma familia.

Para esta analise foi utilizada a distancia Euclidiana e a ligacdo Ward para representar a
dissimilaridade (distancia) entre as moléculas. Portanto, o dendrograma correlaciona as 301

moléculas tendo em conta os 43 descritores determinados na analise do PCA. A Figura 4.7
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Figura 4.7 Dendrograma resultante da analise HCA usando a distancia Euclidiana e método Ward sobre o conjunto de dados formado pelas 301 moléculas e 43 descritores moleculares. As cores
das abreviaturas correspondem a familia na qual as NSP estdo inseridas.
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corresponde ao dendrograma inicial e a semelhanca da analise do PCA, as abreviaturas
encontram-se representadas com cores diferentes de acordo com a familia a que pertencem.

De forma a eliminar moléculas de controlo altamente correlacionadas, isto é, com o
mesmo grau de similaridade em relagdao a molécula a catalogar, o nimero de NSP inicial do
conjunto foi reduzido de modo a simplificar a caracterizacdo estrutural de cada familia.
Especificamente, para esta redugao, procurou-se os pares de moléculas Controlo-Controlo
diretamente ligados que possuiam um elevado grau de similaridade e que pertenciam a
mesma familia, eliminado uma molécula desse par. A ideia é manter na andlise apenas
moléculas representativas de cada familia e de cada categoria (Controlo e Nao ilicitas). O
numero total de moléculas retiradas foi de 67 e o conjunto de dados final contém 234

moléculas e 43 descritores moleculares (ver Tabela 4.8 as NSP retiradas do estudo).

Tabela 4.8 Lista das 67 NSP eliminadas do conjunto de dados inicial.

67 NSP eliminadas do conjunto de dados inicial

Ad_C CS1.C CS4.C CS10.C (CS11.C CS14 C CS17.C (CS18 C
CS20 C CS24 C (CS26_.C CS28 C (CS29 C CS30_C (CS37.C (CS39 C
CS43_C CS45 C CS48.C KS2.C  KS3.C  KS7.C  KS12.C KSl4 C
KS15_C  KS16_C KS18 C KS20 C KS26_C  KS29 C KS32_C  KS36_C
NB3_.C NB13_.C NB14 C NB16 C NB18.C NB19 C NB22.C NB29 C
NB30_C NB31.C NB32.C NB33.C NB35.C 0S2.C 0S11 C 0S12.C
0S13.C 0S15C 0S17.C Ph2.C Ph4a C Ph8.C Phl7.C Phl19 C
Ph20.C Ph24 C Ph26.C Ph29. C Ph32.C  Pi5.C Psa C  Tr2.C

Tr5.C  Tril.C  Tri2.C

O novo conjunto de dados foi submetido a uma nova analise HCA, utilizando o tipo de
distdncia e método previamente referidos. Contudo, para uma andlise mais eficiente foi
necessario determinar o nimero de grupos 6timo. Para tal utilizou-se o método Silhouette
gue permite determinar o nimero de grupos mais indicado para os dados em estudo tendo
por base a qualidade dos agrupamentos. Para determinar o nimero de grupos mais indicado,
este método calcula a média da qualidade para diferentes valores de k (grupos). O valor ideal
para k é aquele que ira deter de uma melhor média. A representacdo grafica da média em

relagdo ao numero de grupos encontra-se presente na Figura 4.8.
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Figura 4.8 Representacdo grafica do método Silhouette para o conjunto de dados de 234 moléculas e 43 descritores
moleculares.

A Figura 4.8 sugere que o nimero de grupos mais adequado para o estudo em questdo
é de 6 grupos. Na Figura 4.9 encontra-se representado o dendrograma correspondente no

qual sdo visiveis os 6 grupos de moléculas.

Distancia
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|
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Figura 4.9 Dendrograma resultante da andlise HCA usando a distancia Euclidiana e método Ward sobre o conjunto
de dados formado pelas 234 moléculas e os 43 descritores. As cores das abreviaturas correspondem a familia na qual as NSP
estdo inseridas. As cores das ramificagGes corresponde ao grupo resultante da analise do HCA.

Analisando a Figura 4.9 em maior detalhe é possivel identificar 6 grupos de moléculas e
a correspondéncia com as 9 familias e o seu posicionamento no plano definido pelos eixos
PC1 e PC2 da Figura 4.6. Por forma a auxiliar a visualizagdo do dendrograma apresentado na
Figura 4.9, sdao apresentados abaixo em detalhe cada um dos 6 grupos considerados no
dendrograma. A Figura 4.10 diz respeito ao primeiro grupo, representado pela cor amarela e

dele fazem parte 48 moléculas de 5 familias diferentes, nomeadamente Piperazinas,
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Catinonas Sintéticas, Fenetilaminas, Triptaminas e Aminoindanos, e, também, 3 moléculas
pertencentes a categoria das Outras drogas. A familia mais abundante neste grupo sao as
Catinonas Sintéticas, contudo grande parte das moléculas pertencentes a familia das

Piperazinas estdo presentes neste grupo.
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Figura 4.10 Visdo detalhada do primeiro grupo do dendrograma da Figura 4.9. Neste grupo estdo presentes 48 NSP da familia
das Piperazinas, Catinonas Sintéticas, Fenetilaminas, Triptaminas, Aminoindanes e Outras drogas.

Nesta representacdo podemos ver que sdo criados dois subgrupos (A e B). No subgrupo
A é comum a presencga de um grupo fenil ligado a um anel de seis membros com pelo menos
um atomo de azoto, estes anéis podem estar diretamente ligados ou por meio de CH;. No
subgrupo B, as moléculas possuem um grupo fenil e uma amina secunddria/terciaria ligados
por meio do grupo CH,CH,. Estes dois subgrupos tém em comum a presenca do grupo fenil e
a presenca de atomos N. Na Figura 4.11 é possivel observar exemplos de moléculas

diretamente ligadas e a sua semelhanca estrutural.

0
H
~ N
N
HN /\© HN_
Pi1_C KS31_C Ph6_C
F
T
L o
HN. - HN__
Pi15_NI KS44_NI Ph36_NI|

Figura 4.11 Exemplos de pares de NSP Controlo — NSP Ndo ilicita das familias das Piperazinas, Catinonas Sintéticas e
Fenetilaminas presentes no primeiro grupo do dendrograma da Figura 4.9.
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O segundo grupo identificado no dendrograma da Figura 4.9 é apresentado com maior
detalha na Figura 4.12. Este grupo é constituido por uma mistura de familias, tais como as
Triptaminas e as Fenetilaminas que sdo predominantes, e as Catinonas Sintéticas,
Aminoindanes e Outras drogas. A semelhanca do caso anterior, este também se divide em

dois subgrupos (A e B).

Ph35_C

0c5.C

0c9._C

0c11.C

™3 C
Tr8_C
TH9_NI

Ph15_C

Ph30_C

Ph22_C
Ph3_C
Ph9_C

Ph23_C

Ph37_NI

Phi_C

Ph16_C
3
Ph21_C
ocic
Ph5_C
Ph7_C
Ph27_C
Ph10_C

o]

Figura 4.12 Visdo detalhada do segundo grupo do dendrograma da Figura 4.9. Neste grupo estdo presentes 49 NSP da familia
das Triptaminas, Fenetilaminas, Catinonas Sintéticas, Aminoindanes e Outras drogas.

O primeiro subgrupo é constituido apenas por NSP da familia das Triptaminas e todas
elas tém na sua constituicdo um grupo indole e uma amina tercidria ligados por uma cadeia
CH2CH;. O subgrupo B é comum encontrar um grupo fenil e uma amina primaria na sua
constituicdo. Ambos os grupos possuem, entdo, os grupos fenil e amina nas suas estruturas
quimicas. A Figura 4.13 diz respeito a dois pares de moléculas, um de cada subgrupo, e

permite-nos observar os detalhes estruturais acima mencionados.

N
AN —
OH NH
N\ A\
N N cl cl o
H H O\ |
Tr6_C Tr28_NI Ph23_C Ph37_NI

Figura 4.13 Exemplos de pares de NSP Controlo — NSP Nao ilicita das familias das Triptaminas e Fenetilaminas presentes no
segundo grupo do dendrograma da Figura 4.9.
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Na Figura 4.14 podemos observar com maior detalhe o terceiro grupo do dendrograma.
Este é o grupo que possui o maior numero de NSP (70 moléculas) e diversidade de familias,

contém NSP de todas as familias, exceto da familia dos Aminoindanos.
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Figura 4.14 Visdo detalhada do terceiro grupo do dendrograma da Figura 4.9. Neste grupo estdo presentes 70 NSP das familias
dos Opidides Sintéticos, Piperazinas, Substancias tipo Fenciclidinas, Fenetilaminas, Catinonas Sintéticas, Triptaminas, Novas
Benzodiazepinas, Canabinoides Sintéticos e Outras drogas.

Nas estruturas moleculares das NSP deste grupo é comum encontrar moléculas com
pelo menos dois anéis, sendo que pelo menos um é aromatico, mas também os grupos NR;
ou NHR,. Na Figura 4.15 podemos observar pares de moléculas que fazem parte deste

terceiro grupo do dendrograma presente na Figura 4.9.

o— o
/
o HN
N N
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Ps5_C Ps6_NI ¢l
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(0]
Cl 0
0S29 NI KS45 NI I
Ph38 NI

Figura 4.15 Exemplos de pares de NSP Controlo — NSP N3o ilicita das familias das Substancias tipo Fenciclidinas, Opidides
Sintéticos, Catinonas Sintéticas e Fenetilaminas presentes no terceiro grupo do dendrograma da Figura 4.9.
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Nos grupos presentes nas Figuras 4.10, 4.12 e 4.14 observa-se uma mistura significativa
de familias, o que era de esperar tendo em consideragdo os resultados obtidos na andlise PCA
apresentada na Figura 4.6. Estas NSP dizem respeito ao terceiro grupo mencionado na sec¢ao
anterior e sdo discriminados pelos mesmo descritores. Com isto, é normal que as NSP
possuam semelhangas estruturais entre os diferentes grupos.

O quarto grupo (Figura 4.16) é formado maioritariamente por NSP da familia das Novas
Benzodiazepinas e quase todas as NSP desta

familia se encontram neste grupo. Nas suas

estruturas quimicas, é comum encontrar

anéis de sete membros fundidos com um

benzeno ou tiofeno. O anel de sete membros

pode ter 1 ou 2 4tomos de azoto, bem como l‘ﬁrﬂ lJ-Il:IF]

um grupo fenilo ligado. As NSP presentes

0C15_C

0C14_C

neste grupo tém ainda atomos de

halogé . , Figura 4.16 Visdo detalhada do quarto grupo do dendrograma
alogeneos na sua COmMpPOsICao. Como € da Figura 4.9. Neste grupo estdo presentes 26 NSP das familias

, . dos Novas Benzodiazepinas e Outras drogas.
possivel observar na Figura 4.17 onde se

apresentam a titulo de exemplo duas moléculas pertencentes ao quarto grupo do

dendrograma que demonstram.

NB11 C NB40O C

Figura 4.17 Exemplos de um par Controlo — NSP Nao ilicita da familia das Novas Benzodiazepinas presente no quarto grupo
do dendrograma da Figura 4.9.

O quinto grupo presente no dendrograma da |

Figura 4.9 é apresentado com maior detalhe na Figura
4.18 é o grupo de menor dimensdo, com apenas 18 ﬁh—r_‘l

NSP. Todas as NSP deste grupo fazem parte da familia

dos Canabinoides Sintéticos. A estrutura quimica dos o ,
Figura 4.18 Aproximagdo ao quinto grupo do

dendrograma presente na Figura 4.9. Neste
grupo estdo presentes 18 NSP da familias dos
Canabinoides Sintéticos.

compostos pertencentes a este grupo é muito
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semelhante. As moléculas possuem na sua
constituigdo um grupo cetona ligado a um F .
grupo indole. Contém pelo menos mais um Jd
HN
anel aromatico e uma cadeia lateral alifatica \ O
. , I
ou um anel ligado ao dtomo de azoto do =

indole. S3o apresentados a titulo de Cs41 C CS54_NI

Figura 4.19 Exemplo de um par de NSP Controlo — NSP Nao
ilicita da familia dos Canabinoides Sintéticos presente no
quinto grupo do dendrograma da Figura 4.9.

exemplo na Figura 4.19 a estrutura de duas
moléculas presente neste quinto grupo.
Por ultimo, o sexto grupo do dendrograma da Figura 4.6, apresentado com maior
detalhe na Figura 4.20, possui 24 NSP de cinco familias diferentes, sendo os Canabinoides
Sintéticos os mais representativos, seguindo-se dos Opidides Sintéticos, Triptaminas, Novas
Benzodiazepinas e Outras drogas. A estrutura molecular dos compostos pertencentes a este

grupo é constituida por pelos menos um grupo fenilo. E, também, comum encontrar os grupos

carbonilo, aminas e cadeias alifaticas.

CS32.C @
CS51_NI @
CS36._C @
CS38 C ®
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0S19_ NI @
CS40.C &
CS44 C @
CS53 NI @
CS42.C @
0C10.C @&
CS3C @
CS7T C @
CS31.C &
0S14.C @

Figura 4.20 Visdo detalhada do sexto grupo do dendrograma da Figura 4.9. Neste grupo estdo presentes 24 NSP das familias
dos Canabinoides Sintéticos, Opidides Sintéticos, Triptaminas, Novas Benzodiazepinas e Outras drogas.

Na Figura 4.21 estdo representadas as estruturas de duas moléculas, uma NSP de

controlo e outra ndao regulamentada da familia dos Canabinoides Sintéticos presente no

ultimo grupo do dendrograma da Figura 4.9.
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Figura 4.21 Exemplo de um par NSP Controlo — NSP Nao ilicita da familia dos Canabinoides Sintéticos presente no sexto grupo
do dendrograma da Figura 4.9.

Tendo em consideracdo o conjunto de dados final, que contém 234 moléculas,
procurou-se identificar quais dos 43 descritores tém maior peso na discriminacao entre
familias (Figura 4.22). E de notar que as Catinonas Sintéticas e os Canabinoides Sintéticos se
discriminam essencialmente pelos descritores moleculares predominantes da PC1,
nomeadamente MW, MLogP, nB e apol. De acordo com este conjunto de descritores
moleculares, podemos afirmar que os Canabinoides Sintéticos possuem maior peso molecular
(MW), maior numero de ligagdes (nB), maior lipofilicidade (MLogP) e maiores valores para as
somas das polarizabilidades atémicas (apol) do que as Catinonas Sintéticas. Por outro lado, os
Canabinoides Sintéticos e as Novas Benzodiazepinas discriminam-se, principalmente, pelos
descritores mais predominantes da PC2, mais especificamente o FMF, Rings7, khs.dsN,
nAtomLC e nAtomLAC. As NSP da familia das Novas Benzodiazepinas apresentam uma
complexidade estrutural maior (FMF), possuem anéis de 7 membros (Rings7) e fragmentos
= N — (khs.dsN). Contudo, nas NSP da familia dos Canabinoides Sintéticos é mais comum
encontrar cadeias laterais com um ndmero maior de atomos (nAtomLC), bem como cadeias
alifaticas (nAtomLAC), do que na familia das Novas Benzodiazepinas. Assim, é possivel verificar
gue os Canabinoides Sintéticos se encontram bem discriminados pelo conjunto de descritores

moleculares.
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Figura 4.22 Representagdo na forma de biplot resultante da aplicagdo da analise de componentes principais sobre o conjunto

de dados constituido pelas 234 moléculas e 43 descritores moleculares em fungdo das duas primeiras componentes
principais, PC1 e PC2, com 27,8% e 12,3% de variabilidade recuperada.

Tendo em conta os resultados obtidos por aplicacao dos métodos PCA e HCA, procurou-
se validar os agrupamentos obtidos estudando a nivel molecular, o comportamento de
substancias incluidas num mesmo grupo e em grupos distintos, por forma a verificar se a
similaridade/dissimilaridade obtida se traduz em comportamentos fisico-quimicos e
bioldgicos diferentes. Assim, foram selecionadas duas moléculas da familia dos Canabinoides
Sintéticos, mais concretamente CS33_C e CS55_NI. Estas duas moléculas representam um par
de moléculas Controlo - N3o ilicitas da mesma familia e apresentam uma similaridade muito
elevada, de acordo com a analise HCA (Figura 4.20). Foi ainda selecionada a molécula CS12_C
pertencente a mesma familia, mas cuja analise HCA/PCA posicionou num grupo diferente
(Grupo 5, Figura 4.18). E expectavel que pares de moléculas Controlo - N3o ilicitas colocadas
num mesmo grupo apresentem comportamento idéntico e, por outro lado, que moléculas
posicionadas em grupos distintos apresentem perfis de interacao e caracteristicas diferentes.

O estudo do comportamento destas 3 moléculas a nivel molecular, nomeadamente da
sua interacdao com o recetor alvo desta familia e com uma membrana modelo, foram

conduzidos recorrendo ao Docking Molecular e a Simulac¢do por Dinamica Molecular.
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5. Detalhes das simula¢des moleculares

Neste capitulo serdo apresentados os detalhes computacionais referentes as simulacdes

moleculares por docking molecular e DM.

5.1 Dinamica Molecular

As simulagdes por DM foram realizadas com o intuito de avaliar a interagdao das NSP,
nomeadamente CS12_C (JWH-018), CS33_C (5F-AMB-PINACA) e CS55_NI (5F-EBM-PINACA),
cujas estruturas se apresentam na Figura 5.1, com uma bicamada lipidica modelo. A
membrana modelo utilizada neste estudo é uma bicamada fosfolipidica hidratada constituida
por 128 moléculas de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina). Apesar de ser um
modelo simplista, esta bicamada tem sido utilizada como modelo para mimetizar a barreira

hematoencefialica.1%®
0. ° o
0 AN NH NH
N, /N\N
IO s ’

CS12_C: JWH-018 CS33_C: 5F-AMB-PINACA CS55_NI: 5F-EBM-PINACA

Figura 5.1 Estrutura molecular das NSP selecionadas para o estudo a nivel molecular por simulagdo computacional. As NSP
selecionadas pertencem a familia dos Canabinoides Sintéticos.

Foram considerados 4 sistemas, um sistema de referéncia constituido unicamente pela
bicamada lipidica e mais 3 sistemas constituidos respetivamente pela bicamada lipidica e cada
uma das 3 moléculas de NSP selecionadas. A membrana modelo é constituida por uma
bicamada hidratada, contento 128 lipidos de POPC distribuidos igualmente pelas duas
camadas e 2460 moléculas de agua. A topologia da membrana foi obtida através do site do
Grupo de Biocomputacdo da Universidade de Calgary.!% A topologia das NSP foi gerada
utilizando a plataforma Automated Topology Builder (ATB).1%7

Para o passo da hidratacdo e solvatacdo da membrana, foi utilizado o modelo de carga
pontual simples (SPC) e os parametros lipidicos de atomos unidos de Berder e
colaboradores.'% Nas simulacdes foi usado o campo de forcas GROMOS 54a7, introduzindo
as correcdes de Berger para os lipidos.'%® As NSP foram introduzidas individualmente na

membrana, obtendo, tal como ja mencionado, um total de 4 sistemas: sistema de referéncia
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(bicamada de POPC), sistema 1 (bicamada de POPC e 1 molécula do canabinoide CS12_C),
sistema 2 (bicamada de POPC e 1 molécula do canabinoide CS33_C) e sistema 3 (bicamada de
POPC e 1 molécula do canabinoide CS55 NI). As ligacdes foram limitadas aos seus
comprimentos de equilibrio com o algoritmo de limitagao linear (LINCS). Para as interagdes
Lennard-Jones, foi aplicado um cut-off a 1-4 nm, enquanto as interacdes eletrostaticas de
longo alcance foram tratadas com o método PME (em inglés Particle Mesh Ewald). Todas as
simulacdes foram realizadas no ensemble isotérmico-isobarico (NPT), onde sdo mantidas
constantes o nimero de particulas, a pressdo e a temperatura, sob condicdes periddicas de
fronteira. O intervalo de tempo utilizado para a resolucdo das equa¢des de movimento foi
definido como 2.0 fs. As interacoes ndo ligantes foram calculadas tendo por base uma lista de
atomos vizinhos, que foi atualizada a cada 10 ps. Todos os sistemas foram simulados durante
200 ns. Para manter a temperatura a 323 K e a pressdo a 1 bar ao longo da simulagao, foram
utilizados o termostato Nose-Hoover e o bardstato Parrinello-Rahman, respetivamente.
Todas as analises foram efetuadas nos ultimos 20 ns da simulagdo, por forma a garantir
que os sistemas estavam devidamente equilibrados. Os parametros avaliados foram os perfis
de densidade ao longo da bicamada, o deslocamento quadratico médio (MSD) e o parametro
de ordem de deutério. Configuracdes representativas de cada sistema foram extraidas

utilizando o software VMD (versdo 1.9.4a48).

5.2 Docking Molecular

A simulagao por docking molecular foi utilizada para avaliar a afinidade das 3 moléculas
de canabinoides selecionados com o seu alvo preferencial. Os canabinoides sintéticos sao
produzidos com o propdsito de reproduzir efeitos semelhantes ao A°-THC, pelo que o recetor
bioldgico das novas moléculas é preferencialmente o mesmo do A’-THC. Os alvos
preferenciais destas moléculas sdo o recetor endocanabinoide tipo 1 (CBi1) e o recetor
endocanabinoide tipo 2 (CB;). Contudo, alguns estudos reportam que os canabinoides
sintéticos possuem uma afinidade maior para o recetor CB1.1%° Este recetor encontra-se no
cérebro e sistema nervoso central, regulando uma variedade de fungdes e comportamentos
cerebrais, como a dor e a memoria. Além disso, também é possivel encontrar este recetor em
orgdos e tecidos periféricos, onde demonstrou desempenhar fun¢des no metabolismo

energético e no controlo do apetite.!*?
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A estrutura 3D deste recetor foi extraida do Protein Data Bank (cédigo 5XRA).11 O
primeiro passo da simulagdo consistiu em remover o ligando flavin mononucleotide (FMN), o
colesterol, o acido oleico, o (2R)-2,3-dihidroxipropil(9Z)-octadec-9-enoato e o dietilenoglicol,
com o objetivo de reter apenas as coordenadas do recetor CBi. A molécula de cada NSP
estudada foi posicionada na caixa de simulacdo usando dados recolhidos na literatura sobre
os residuos mais ativos neste recetor para esta familia de NSP e cujos trabalhos e respetiva

informacdo relevante se encontra compilada na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 Principais publicagdes identificando os residuos do recetor CB1 responsaveis pela interagdo com moléculas
da familia dos Canabinoides Sintéticos.

Publicagao Residuos identificados

Phel02; Met103; Vall05; Gly166; Ph170;
1- Exploring the Ligand Efficacy of
Phel74; Phel77; Leul93; Val196; Phe200;
Cannabinoid Receptor 1 (CBi) using
Phe268; Phe379; Trp356; Ala380; Ser383;
Molecular Dynamics Simulations!?
Met384;

2- Study of the effectiveness of various Phel0Q; Phe72; Ser75; Phe76; Phe79; Phe91;
cannabinoid receptor 1 (CB1) agonists Leu95; Val98; Thr99; Phel02; llel69;
using molecular docking and molecular Phel70; Trp181; Met265; Lys278; Phe281;
dynamics modeling'3 Ala282; Ser285; Cys288

Phel08; Phel70; Ser173; Phel74; Phel77;
His178; Thr187; Phel89; Lys192; Leul93;
3- Crystal structures of agonist-bound human Val196; Phe200; lle267; Phe268; Pro269;
cannabinoid receptor CB;'*! le271; Tyr275; Leu276; Trp279; Met363;
Trp356; Leu359; Phe379; Ala380; Ser383;

Cys386

4- Allosteric and orthosteric pharmacology of
cannabidiol and cannabidiol- Phel70; Phel74; Phel77; Leul193; Phe379;
dimethylheptyl at the type 1 and type 2 Ser383

cannabinoid receptors!!*
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5

Cannabinoid CB,/CB1 Selectivity.
Receptor Modeling and Automated

Docking Analysis'!>

Cys107; Phel08; Vall10; Asn112; Vall6s;
le169; Phel70; Phel89; Leul93; Gly194;
Val196; Thr197; Phe200; Met265; Pro269;
Trp279; Trp356; Phe379; Ser383

Design, Synthesis, Binding and Docking-
Based 3D-QSAR  Studies of 2-
Pyridylbenzimidazoles - A New Family of

High Affinity CB1 Cannabinoid Ligands!!®

Phel70; Phel74; Lys192; Leul93; Thrl97;
Phe200; lle267; Tyr275; Leu359; Met363;
Phe379; Ala380

Understanding virtual solvent through

large-scale ligand discovery!'’

His178; Thr201; Trp279; Ser383

Structure of an allosteric modulator
bound to the CB:1 cannabinoid

receptor’®

Phel70; Serl73; Phel74; Phel77; His178;
Phel89; Lys192; Leul93; Vall96; Thr197;
Phe268; lle271; Tyr275; Leu276; Trp279;
Trp356; Met363; Phe379; Ser383

A computational study on cannabinoid
receptors and potent bioactive
cannabinoid ligands: homology
modeling, docking, de novo drug design

and molecular dynamics analysis!'®

Leul93; Phe200; Thr201; lle247; Pro251;
Thr283; Trp356; Leu360; Val387

10- Ligand-specific homology modeling of

human cannabinoid (CB1) receptor!®®

Phel74; Phel77; Thr187; Phel89; Lys192;
Phe200; Tyr275; Trp279; Cys355; Trp356;
Leu359; Leu360; Phe379; Phe381; Ser383 ;
Met384; Cys386

11-Crystal Structure of the Human

Cannabinoid Receptor CB;'%°

Phel02; Met103; Vall05; lle119; Gly166 ;
Serl67; Phel70; Phel74; Leul93; Val196;
Thrl97; Phe268; Trp356; Leu359; Met363;
Phe379; Ala380; Ser383; Met384; Cys386;
Val387
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12- Activation and Signaling Mechanism
Phel77; Leul93; Phe200; Phe268; Tyr275;
Revealed by Cannabinoid Receptor-Gi
Trp279; Trp356; Phe379; Ser383

Complex Structures!?!

] | 1
13-Assessment  of  select synthetic
Phel70; Serl73; Phel77; His178; Argl82;
cannabinoid receptor agonist bias and
Phel89; Phe200; Phe269; Trp279; Leu376;
selectivity between the type 1 and type
Ser383

2 cannabinoid receptor!??

Asp163; Ph3170; Phel73; Phel74; Phel77;

14- Study of an Active-State CB1 Receptor Lys192; Leul93; Val196; Thr197; Ser199;

Model and JWH Compound Interactions Phe200; lle271; Asp272; Met277; Met278;

to Predict New Emerging Synthetic Trp279; Leu286; Val291; Trp356; Leu359;

Cannabinoids!®? Leu360; Met363; Phe379; Ala380; Ser383;
Cys386

Atendendo a informac¢do recolhida com base na Tabela 5.1 foram identificados os
residuos mais ativos para esta classe de moléculas tendo sido selecionados os Phel70,
Phel74, Phel77, Leul93, Phe200, Phe268, Trp279, Trp356, Phe379 e Ser383 de acordo com
a distribuicdo descrita na Tabela A.7 do Anexo 3. Assim, para cada um dos 3 sistemas, cada
NSP foi posicionada na caixa de simula¢cdao na proximidade destes residuos, considerando o
centroide obtido a partir das respetivas coordenadas (ver Tabela A.8 do Anexo 4). A caixa de
simulagao foi gerada de modo a incluir os residuos selecionados, com o centro definido a -
41.071, -162.866 e 305.740 A e com a dimens3o de 90, 80 e 76 pontos nas direcdes X, y e z
respetivamente, com um espacamento de 0,5 A. Posteriormente, usando o Genetic Lamarkian
Algorithm foram efetuados 100 passos de pesquisa no AutoDock. Todas as NSP foram
submetidas a este processo trés vezes. As conformagdes com menor energia de ligacao foram

analisadas utilizando o servidor Protein Plus (https://proteins.plus/) e o software Discovery

Studio Visualizer.

101


https://proteins.plus/




Capitulo 6

Caracterizacao dos padrdes de

interacao
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6. Caracterizagao dos padrdes de interagao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados mais relevantes sobre o comportamento
ao nivel molecular das NSP selecionadas na sec¢do anterior, na presenca do recetor
endocanabinoide tipo 1 (CB1) e de uma membrana de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina, usada como modelo da barreira hematoencefalica (BBB), caracterizado por

docking molecular e DM.

6.1 Interacdo entre as NSP e uma membrana modelo

De modo explorar ao nivel molecular, e por DM, a interacdo entre as moléculas CS12_C
(JWH-018), CS33_C (5F-AMB-PINACA) e CS55_NI (5F-EBM-PINACA) e uma membrana
fosfolipidica simples, usada como modelo para a BBB, as moléculas foram introduzidas,
individualmente, numa bicamada constituida por 128 lipidos de POPC (Figura 6.1),
previamente solvatada e equilibrada. Este modelo tem sido reconhecido como um modelo

simplista adequado para mimetizar a BBB.1%>

@]
/\/\/\/\/\/\/\/U\ s
O/X\Ofr-‘o\//\ N*~

0]

Figura 6.1 Estrutura quimica do lipido 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) constituinte da membrana
modelo utilizada no estudo por DM.

O impacto da incorporacao de uma molécula de CS12_C, CS33 C e CS55_ NI nas
caracteristicas estruturais da bicamada de POPC foi avaliada em primeiro lugar através dos
perfis de densidade representados da Figura 6.2. Esses perfis de densidade representam o
posicionamento relativo dos grupos de atomos de referéncia pertencentes aos fosfolipidos e
as NSP em relacdo ao centro da bicamada, definida como regido entre as duas camadas da
membrana. Para as moléculas de POPC, foram selecionados os atomos P e N dos grupos
polares localizados nas cabecas dos lipidos (regido hidrofilica) e os grupos metilo terminais
localizados nas cadeias alifaticas, hidrofébicas. As NSP foram representadas pelo respetivo

centro de massa.
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Figura 6.2 Perfis de densidade de (A) CS12_C (JWH-018), (B) CS33_C (5F-AMB-PINACA), (C) CS55_NI (5F-EBM-PINACA) através da bicamada de POPC (1 NSP:128 POPC). As moléculas de POPC
foram identificadas pelos atomos P (vermelho) e N (amarelo) dos grupos polares e pelos atomos dos grupos metilo terminais (verde). O solvente (agua) encontra-se representado pelo perfil
azul-claro. As NSP foram representadas pelos respetivos centros de massa (azul, roxo e cor-de-rosa, respetivamente). De notar que a coordenada Z representa o corte longitudinal da membrana.
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Os perfis de densidade dos compostos em estudo localizam-se em zonas bastante
proximas, contudo é possivel observar que os perfis correspondentes a CS33_Ce CS55_NI sdo
idénticos. Relativamente a molécula CS12_C observa-se uma menor penetracdo na zona
central da bicamada do que as duas outras moléculas de NSP. Ou seja, ainda que pouco
expressiva, verifica-se uma menor afinidade desta molécula, pela zona mais hidrofdbica da
bicamada lipidica. Na Figura 6.3 é possivel observar configuragdes tipicas dos compostos na
membrana modelo obtidas na simulacdo de Dindmica Molecular.

Foi ainda avaliada a perturbacdo que cada uma das moléculas indiz na estrutura e
organizacao da bicamada lipidica, através dos perfis do parametro de ordem de deutério (Scq)
e do Deslocamento Quadratico Médio (MSD) que se encontram representados na Figura 6.4.
Nestas analises é usado como sistema de referéncia uma bicamada de POPC solvatada, na
auséncia de qualquer molécula de NSP. O parametro Sc indica o grau de
ordenacdo/estruturacdo das cadeias alifaticas (caudas) dos lipidos de POPC na presenca das
NSP. Quanto mais préximo for de zero for o valor de Scq, menor o alinhamento das cadeias
alifaticas. E possivel observar que as NSP induzem, de forma geral, um efeito estruturante ao
longo das cadeias saturadas da bicamada (Figura 6.4, painel B), enquanto uma maior
variabilidade é observada para as cadeias insaturadas (Figura 6.4, painel C). Nestas ultimas, as
curvas correspondentes as CS33_C e CS55_NI estdao muito proximas da curva correspondente
ao sistema de referéncia. A curva do composto CS12_C estd ligeiramente acima e deslocada
guando comparada com as restantes curvas na parte da cauda mais préxima das cabeca polar
do lipido. Porém, o comportamento global das curvas é semelhante sugerindo um efeito
tendencialmente estruturante das NSP.

O perfil do deslocamento quadratico médio (MSD) pode ser observado na Figura 6.4,
painel A, e permite avaliar a difusdo lateral das cadeias de POPC (sistema de referéncia) bem
como o efeito provocado pela presenca das moléculas de CS12_C, CS33_C e CS55_NI nesta
propriedade. As curvas de MSD mostram que as 3 moléculas de NSP promovem uma
diminuicdo da difusdo lateral das cadeias de POPC quando comparadas com o sistema de
referéncia (curva a preto no grafico). Mais uma vez, e apesar de ndo ser notéria uma diferenca
significativa de comportamento entre as moléculas de NSP, a curva referente ao sistema
contendo a molécula de CS12_C (curva a azul) é a que induz uma maior alteracdo

relativamente ao sistema de referéncia, sendo por isso, e tal como indicava o perfil de (Scq) a
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Figura 6.3 ConfiguragGes representativas do posicionamento das moléculas de NSP estudadas na bicamada de POPC. (A) CS12_C. (B) CS33_C. (C) CS55_NI
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Figura 6.4 Resultados da andlise de DM: (A) perfil de deslocamento quadratico médio (MSD) da membrana POPC na auséncia e na presenga das moléculas de NSP; (B) Parametro de ordem de
deutério para a cauda saturada (Scq), estimada ao longo da bicamada na auséncia e presenca das NSP; (C) Parametro de ordem de deutério para a cauda insaturada (Scd), estimada ao longo da

bicamada na auséncia e na presenca das NSP.
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gue promove um efeito de maior ordenag¢do nas moléculas de lipido da bicamada. De
salientar que as diferengas de observadas entre sistemas, apontam para uma maior
proximidade de comportamento entre as moléculas CS33_Ce CS55_ NI, tal como indicado pelo
HCA, e uma maior diferengca entre estas e a CS12_C, diferenca essa que podera
eventualmente tornar-se mais evidente considerando futuramente sistemas mais

concentrados (com maior nimero de moléculas de NSP em cada sistema).

6.2 Interacdo entre as moléculas de NSP e o recetor CB;

O estudo da interacdo entre as trés NSP selecionadas, CS12_C, CS33_C e CS55_NI, e o
recetor CB1 (PDB ID: 5XRA) foi realizada através do método Docking molecular. Nesta seccao,
encontram-se os resultados das conformagbes de menor energia obtidas nas simulagdes,

cujos valores de energia de interacdo se encontram compilados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1 Valores de energia de interagdo, Eiy: (Kcal/mol), correspondentes as configuracdes dos complexos entre
as NSP selecionadas e o recetor CB; obtidos em cada simulagdo. dp corresponde ao desvio padrao.

Eint (kcal.mol?)
Simulacgdo 1 Simulagdo 2 Simulagdo 3 Einttdp
CS12 C -12,54 -12,58 -12,59 -12,59 + 0,04
CS33 C -11,57 -11,42 -11,52 -11,52 + 0,07
CS55_NI -11,76 -12,26 -12,23 -12,1+0,3

De acordo com a Tabela 6.1, os valores de energia de ligacdao entre simula¢des do
mesmo sistema sdao muito préximos entre si e a estabilidade dos complexos segue a ordem
CB1: CS33_C < CB1: CS55_NI < CB1: CS12_C.

Na Tabela 6.2 encontram-se sumariados os residuos do recetor CB1 que estiveram
preferencialmente envolvidos na interacdo com cada uma das moléculas NSP, bem como o

tipo de interagdes dominantes que contribuem para a estabilizacdo dos complexos.
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Tabela 6.2 Lista de residuos e interagGes responsaveis pela estabilizagdo dos complexos entre o recetor CB; e as NSP,
identificados por docking molecular. As interagGes identificadas incluem interages hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio
convencionais e ndo convencionais. Os residuos marcados a negrito correspondem aos identificados nas trés simulagdes
realizadas para cada molécula. Os residuos assinalados a cor rosa correspondem a residuos que sdo comuns aos Canabinoides
CS33_C e CS55_NI e que ndo surgem no Canabinoide CS12_C para uma determinada interagdo. Por outro lado, os residuos
de cor azul referem-se a residuos que interagem apenas com o compostos CS12_C.

Interagdes hidrofdbicas
Simulagao 1
Phel70 Phel77 Phel70 Phel74 Valll0 Val196
Val196 Phe200 Val196 Pro269 lle267 Phe268
lle267 Pro269 Phe379 Ala380 Pro269 Leu359
Trp356 Ala380 Phe379 Ala380
Cys386
Simulagdo 2
Phel70 Val196 Phel70 Phel74 Phel70 Phel74
lle267 Pro269 His178 Phe200 His178 Phe268
Leu359 Ala380 Phe268 Trp279 Trp279 Leu359
Cys386 Lys376 Phe379 Lys376 Phe379
Cys386 Ala380 Cys386
Simulagao 3
Phel70 Phel77 Phel70 Phel74 Phel74 Phel77
Val196 Phe200 His178 Val196 lle267 Pro269
Pro269 Ala380 Phe200 Phe268 Trp279 Leu359
Lys376 Phe379 Phe379 Ala380
Ala380 Cys386
Ligagdes de hidrogénio convencionais
Simulagdo 1
Ser383 His178 Ser383 Lys376
Simulagao 2
Ser383 Ser383 lle267 Ser383 Phel08
lle267 Aspl166
Simulagdo 3
Ser383 Ser383 Asp266 His178 Ser383
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lle267 Val196
Interagdes de van der Waals

Simulagao 1
Phe108 Serl73 Phe108 Serl73 Phel08 Phel70
Phel74 Phe189 Phel77 Phe189 Phel74 Phel189
Leul93 Thr197 Lys192 Leul93 His178 Leul93
Trp279 Phe268 lle267 Phe268 Thr197 Phe200
Leu359 Met363 Ser383 Trp279 Met363
Lys376 Phe379 Thr377 Cys386

Simulagao 2
Phel108 Serl73 Vall10 Phel77
Phel74 Phe189 Phe189 Leul93
Leul93 Phe268 Vall96 Thr197
Met363 Lys376 Phe200 Pro269
Phe379 Met363

Simulagdo 3
Phel108 Serl73 Phe108 Phel77 Phel08 Vall10
Phel74 Phe189 Phe189 Leul93 Phel70 Phel189
Leul93 Thr197 Thr197 Leu359 Leu193 Thr197
lle267 Phe268 Met363 Phe200 Phe268
Trp279 Lys376 Met363 Lys376
Phe379

Ligacdes de hidrogénio ndo convencionais

|

Simulagdo 1

Lys376 His178
Simulagdo 2

Val196 lle267 _
Simulagdo 3
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Os dados da Tabela 6.2 permitem concluir que no caso do complexo com o Canabinoide
CS12_C, as interagdes hidrofébicas mais comuns envolvem os residuos Phel70, Val196,
Pro269 e Ala380 do CB1; a molécula de NSP estabelece ligacdes de hidrogénio com o residuo
Ser383 do recetor; e ainda as interagdes de van der Waals mais prevalentes foram
estabelecidas com os residuos Phe108, Ser173, Phe174, Phel89, Leu193, Lys376 e Phe379 do
recetor.

No que diz respeito a molécula CS33_C, foi possivel identificar essencialmente
interacGes hidrofébicas ocorreram com os residuos Phe170, Phel74 e Phel79 e as interacdes
de van der Waals com os residuos Phel08, Phel77, Phe189 e Leu193 do recetor.

No caso do Canabinoide CS55_NI as principais interacdes com o recetor CB; incluem os
residuos Leu359, Phe379 e Ala380 para intera¢des hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio com
o residuo Ser383 e interacdes de van der Waals com os residuos Phel89, Leu193, Thr197,
Phe200 e Met363.

Um dos aspetos que importa salientar é a existéncia de interacdes com o recetor que
sdao comuns entre as moléculas CS33_C e CS55_NI e que ndo foram identificadas no sistema
contendo a molécula CS12_C (marcadas a rosa na tabela 6.2). Os residuos do recetor CB1 que
estabelecem intera¢des hidrofébicas com as moléculas CS33 _C e CS55 NI sdo o Phel74,
His178, Phe268, Trp279, Lys376 e Phe379. Adicionalmente, o residuo Hisl78 pode
estabelecer, também, uma ligacdo de hidrogénio com os dois canabinoides CS33_Ce CS55 NI,
0 que nao se verifica com o canabinoide CS12_C. Foi ainda possivel identificar a existéncia de
ligagdes de hidrogénio envolvendo o atomo de fluor dos canabinoides CS33_C e CS55_NI com
os residuos lle267 e Asp266 . Adicionalmente, verificou-se ainda o estabelecimento de
ligagdes de hidrogénio ndo convencionais entre estas duas moléculas e o recetor CB1, o que
ndo acontece com o canabinoide CS12_C.

Nas Figuras 6.5 a 6.8 apresenta-se uma compilacdo dos resultados obtidos pelo docking
molecular ilustrando as conformacgdes mais favoraveis dos complexos, os modos de interacao
preferenciais, e os residuos do sitio ativo do recetor CB; com maior afinidade para cada uma
das moléculas de canabinoides estudadas.

Nestas figuras a representacdo no painel A refere-se a Poseview, ou seja, reflete a
conformacdo bidimensional do sitio ativo do recetor com indicacdo com as intera¢des mais
prevalentes. Nos painéis B e C encontra-se, respetivamente, a representagdo bi e

tridimensional com destaque de todos os residuos envolvidos em cada tipo de interagao.
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Figura 6.5 Conformacgdo representativa das interagdes mais prevalentes estabelecidas entre o recetor CB; e o canabinoide
CS12_C resultante da simulagdo por docking molecular. Em destaque encontram-se representados os residuos do recetor
mais relevantes localizados no seu sitio ativo. (A) Poseview do ligando CS12_C mostrando a ligagdo de hidrogénio estabelecida
com o residuo Ser383 e a ligagdo m-m com o residuo Phel70, obtida com recurso ao servidor Protein Plus
(https://proteins.plus/); (B) Diagrama bidimensional no qual estdo sumariadas os tipos de intera¢do mais provaveis entre o
CS12_C e os residuos do recetor CB;. Residuos rosa — interagdes hidrofdbicas, laranja - interagdes eletrostaticas, verde-claro
- van der Waals, verde - ligagdes de hidrogénio convencionais; (C) Conformagdo mais estavel do complexo (Dock pose) entre
CS12_C (estrutura a preto) e do recetor (roxo) correspondente a classificagdo (score) mais elevada, ilustrando o modo de
interagdo mais favoravel entre os residuos (azul) do recetor e o canabinoide. (B) e (C) foram obtidos recorrendo ao software
Discovery Studio Visualizer.

O composto CS33_C apresentou dois modos de interacdao com o recetor, que diferem
entre si na conformacdo da cadeia alifatica que contém o dtomo de fldor. O primeiro modo
de interacdo encontra-se representado na Figura 6.6. No painel A é evidente a existéncia de
uma ligacdo de hidrogénio entre o residuo His178 do CB; e o grupo carbonilo do canabinoide

mais préximo do grupo éter.
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Figura 6.6 Conformacdo representativa de uma das interagcdes mais favoravel entre o recetor CB1 e o canabinoide CS33_C
resultante da simulagdo por docking molecular. Em destaque encontram-se representados os residuos do recetor mais
relevantes localizados no seu sitio ativo. (A) Poseview do ligando CS33_C mostrando a ligagdo de hidrogénio estabelecida
com o residuo His178 e a ligagdo m-m com o residuo Phel70, obtida com recurso ao servidor Protein Plus
(https://proteins.plus/); (B) Diagrama bidimensional no qual estdo sumariadas os tipos de interagdo mais provéveis entre o
CS33_C e os residuos do recetor CB;. Residuos rosa — interagdes hidrofébicas, verde-claro - van der Waals, verde - ligagdes
de hidrogénio convencionais; (C) Conformagdo do complexo (Dock pose) entre CS33_C (estrutura a preto) e do recetor (roxo)
correspondente a classificagdo (score) mais elevada, ilustrando o modo de interagdo mais favordvel entre os residuos (azul)
do recetor e o canabinoide. (B) e (C) foram obtidos recorrendo ao software Discovery Studio Visualizer.

O segundo modo de interacdo observado entre o composto CS33_C e o recetor CB;
encontra-se representado na Figura 6.7. No painel A, é possivel identificar uma ligacao de
hidrogénio bifurcada entre o grupo OH do residuo Ser383 e o atomo de oxigénio de um dos
grupos carbonilo e o dtomo de azoto do nucleo do canabinoide. No esquema representado
painel B sdo visiveis em maior detalhe as interagdes e os residuos envolvidos. E ainda notdria
a diferenca da relativamente a conformacdo anterior devido a auséncia da dobragem da

cadeia alifatica contendo o atomo de fllor identificada na Figura 6.6.
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Figura 6.7 Conformagdo representativa de uma das interagdes mais favoravel entre o recetor CB1 e o canabinoide CS33_C
resultante da simulagdo por docking molecular. Em destaque encontram-se representados os residuos do recetor mais
relevantes localizados no seu sitio ativo. (A) Poseview do ligando CS33_C mostrando a ligagdo de hidrogénio estabelecida
com o residuo Ser383 e a ligagdo m-m com o residuo Phel74, obtida com recurso ao servidor Protein Plus
(https://proteins.plus/); (B) Diagrama bidimensional sumariando os tipos de interagdo mais provaveis entre o CS33_C e os
residuos do recetor CB;. Residuos rosa — interagdes hidrofdbicas, verde-claro — ligagdes de hidrogénio ndo convencionais,
verde - ligacGes de hidrogénio convencionais, roxo — interagdes m-o, azul — ligagdo com o halogénio; (C) Conformagdo do
complexo (Dock pose) entre CS33_C (estrutura a preto) e do recetor (roxo) correspondente a classificagdo (score) mais
elevada, ilustrando o modo de interagdo mais favoravel entre os residuos (azul) do recetor e o canabinoide. (B) e (C) foram
obtidos recorrendo ao software Discovery Studio Visualizer.

Na Figura 6.8 encontram-se sumariados os resultados obtidos para o canabinoide
CS55_NI. No painel A estdo identificadas duas ligacdes de hidrogénio, uma do tipo NH --- O
estabelecida entre o atomo de oxigénio do carbonilo do canabinoide e o residuo His178 e
outra do tipo OH --- N estabelecida entre o residuo Ser383 e o atomo de azoto do sistema
aromatico do canabinoide. Adicionalmente é possivel identificar uma ligacao do tipo 7+ 7
estabelecida entre o grupo aromatico do canabinoide e o0 anel aromatico do residuo Phel70A
e, tal como anteriormente, maiores detalhes sdo apresentados nos painéis B e C desta figura.
No painel B é ainda sugerida a existéncia de uma a ligacdo de hidrogénio adicional entre o

atomo de oxigénio do grupo éter do canabinoide e o residuo His178.
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Figura 6.8 Conformagado representativa da interagdes mais favoravel entre o recetor CB1 e o canabinoide CS55_NI resultante
da simulagdo por docking molecular. Em destaque encontram-se representados os residuos do recetor mais relevantes
localizados no seu sitio ativo. (A) Poseview do ligando CS55_NI mostrando as ligagdes de hidrogénio estabelecidas com os
residuos His178 e Ser383 e a ligagdo m-m com o residuo Phel70, obtida com recurso ao servidor Protein Plus
(https://proteins.plus/); (B) Diagrama bidimensional no qual estdo sumariadas os tipos de interagdo mais provéveis entre o
CS55_NI e os residuos do recetor CB;. Residuos rosa — interagdes hidrofdbicas, verde-claro — van der Waals, verde - ligagGes
de hidrogénio convencionais, azul — ligagdo com o halogénio; (C) Conformagdo do complexo (Dock pose) entre CS55_NI
(estrutura a preto) e do recetor (roxo) correspondente a classificagdo (score) mais elevada, ilustrando o modo de interagdo
mais favoravel entre os residuos (azul) do recetor e o canabinoide. (B) e (C) foram obtidos recorrendo ao software Discovery
Studio Visualizer.

De notar que as moléculas CS33_C e CS55_NI apresentam intera¢des semelhantes entre
si e mais distintas da molécula CS12_C. O canabinoide CS12_C estabelece apenas um tipo de
ligacdo de hidrogénio com o residuo Ser383 através do seu grupo carbonilo. No caso das
moléculas CS33 _C e CS55_ NI, o mesmo tipo de interacdo pode ocorrer com os residuos
His178 e Ser383. De notar que o grupo carbonilo envolvido na ligacdo de hidrogénio com o
residuo Ser383 é comum nas duas moléculas CS33 _C e CS55 NI, enquanto na molécula
CS12_C o grupo carbonilo envolvido é o grupo préximo do grupo éter. As diferengas
estruturais entre as moléculas de CS12_C e as moléculas CS33_C e CS55_NI verificam-se tanto
na estrutura do nucleo aromatico central como nos seus substituintes. O nucleo central é um

grupoindole no casode C512_Ce um grupo indazole no caso das moléculas CS33_C e CS55_NI.
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Adicionalmente CS12_C possui uma cadeia lateral carbonada, enquanto nas moléculas
CS33_C e CS55_NI esta cadeia contém um substituinte halogéneo. Por outro lado, o
canabinoide CS12_C contém um grupo cetona e um grupo naftaleno enquanto os
canabinoides CS33_C e CS55_NI, possuem um grupo cetona, um grupo amina e um grupo
éster. De notar que a estrutura da molécula CS12_C apresenta menor liberdade
conformacional, atendendo ao menor nimero de angulos de torsdo existentes, o que lhe
confere menor flexibilidade e maior restricdo na interagdo com o recetor CB1.

A natureza e forca das interacdes responsaveis pela estabilizacdo dos complexos entre
os canabinoides e o recetor CB1, identificadas nas simulagdes por docking molecular, foram
ainda quantificadas pelo método do gradiente independente (IGM), tal como representado

na Figura 6.9, na qual se discriminam as intera¢des estabilizantes e destabilizantes.
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Figura 6.9 Visdo geral dos padrdes de interagdo dos complexos formados entre os canabinoides e o recetor CB1, considerando
a natureza e a forga das interagGes intermoleculares identificadas nas conformagbes de menor energia obtidas nas
simulagdes por docking molecular. (A) CS12_C:CB1, (B) CS33_C:CB1 e (C) CS55_NI:CB1. As intensidades dos picos observadas
nos graficos 2D estdo relacionadas com as energias de estabilizagdo do complexo . Os contactos mais prevalentes entre os
canabinoides e o recetor sdo também ilustrados pelas zonas de isosuperficie em 3D (para os compostos CS33_C e CS55_NI).
Os sistemas presentes nas imagens dos esquemas (B) e (C) mostram as ligagbes de hidrogénio entre os compostos CS33_Ce
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CS55_NI com os residuos His178 e Ser383, respetivamente. O esqueleto molecular dos compostos CS33_C e CS55_NI sdo
representados de acordo com os seus atomos carbono, hidrogénio, oxigénio, azoto e fluor, pelas cores preto, branco,
vermelho, azul e rosa, respetivamente. Os residuos His178 e Ser383 estdo representados pelas cores azul e laranja,
repetivamente.

Para que a interacdo entre o recetor e cada uma das moléculas seja favordvel, é
necessario que as interagGes estabilizadoras sejam mais predominantes do que as
destabilizantes. Este aspeto é patente na assimetria significativa entre os picos, localizados no
lado negativo do eixo dos xx, correspondente as interagdes estabilizantes, e aos picos no lado
direito, referentes as interagdes destabilizantes. Esta assimetria reflete um balango favoravel
a formacdo dos complexos. Por outras palavras, os picos do lado negativo do eixo x

(sign(2,)p), isto é, do lado estabilizador, possuem valores mais elevados de §g"*t¢"

, quando
comparados com o lado oposto, indicando que o equilibrio das interagdes nao covalentes em
cada sistema vao no sentido da formagao de um complexo estavel. Na representagao grafica

2D referente ao sistema CS12_C, painel A, o pico mais intenso (§g™*" =0.07) diz respeito a

interacdo mais provavel, que corresponde a uma ligacdo de hidrogénio do tipo O -+ H — O.
De notar que os picos mais proximos da origem do eixo x, (sign(4,)p), correspondem a
interaccdes do tipo van der Waals. No caso da molécula CS33_C, painel B, o pico mais intenso
corresponde a ligacdo de hidrogénio do tipo O :-- H — N estabelecida com o residuo His178.
No caso da molécula CS55_NI representada no painel C o pico mais intenso, a semelhanca dos
casos anteriores, corresponde a uma ligacao de hidrogénio do tipo N --- H — O estabelecida
entre o composto CS55 NI e o residuo Ser383. Adicionalmente destaca-se um segundo pico
referente a uma ligacao de hidrogénio do tipo C — H --- N estabelecida com o residuo His178.

Resumindo, os resultados obtidos quer da interacdo entre os canabinoides com uma
membrana modelo, quer com o recetor CB; sugerem a existéncia de padrdes de interacao
semelhantes entre as moléculas CS33_C e CS55 NI distinguindo-se do comportamento dos
sistemas contendo a molécula CS12_C, corroborando os perfis estruturais identificados com

os métodos quimiométricos.
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7. Conclusao

A metodologia proposta neste estudo envolve a aprendizagem computacional e a
simulagao molecular como uma alternativa eficiente aos estudos convencionais para a
caracterizagdo de novas moléculas. Especificamente, foram explorados e discutidos
detalhadamente dados relativos a 9 familias de Novas Substancias Psicoativas contendo
moléculas ilicitas e outras ainda ndo regulamentadas com o objetivo de desenvolver novas
ferramentas para caracterizar NSP desconhecidas tendo por base o seu perfil quimico e a
compara¢do com NSP ja regulamentadas. A metodologia proposta tirou partido das
potencialidades dos métodos ndo supervisionados de aprendizagem computacional e de
métodos de simulagdo computacional atomistica.

Os resultados obtidos mostraram a versatilidade desta combinacdo de métodos na
classificacdo das NSP considerando o seu perfil quimico e padrdes de interacdo molecular. Foi
possivel (i) discriminar familias de NSP e identificar moléculas pertencentes a mesma familia,
mas com comportamentos distintos, recorrendo a técnicas ndo supervisionadas, HCA e PCA
(ii) identificar descritores moleculares redundantes, (iii) isolar e identificar grupos de
compostos com interacdes especificas relevantes no meio bioldgico.

A abordagem proposta mostrou um grau de confiabilidade comparavel a abordagens
mais complexas sendo especialmente util para promover a classificacdo rapida e econdmica
de novas drogas psicoativas ainda nao regulamentadas, sendo por isso um recurso valioso

para melhorar o processo de triagem de novas drogas.
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Anexo 1

e Descritores Hibridos

Tabela A 1 Descritores presentes na categoria dos Descritores Hibridos. Nesta categoria existem 2 classes de

descritores.

Wlambdal.unity
Wgammal.unity
Wnul.unity
Weta3.unity
WA.unity
WD.unity

WHIM BCUT
Wlambda2.unity Wlambda3.unity BCUTw.1l
Wgamma2.unity Wgamma3.unity BCUTw.1h

Whnu2.unity Weta2.unity BCUTc.1l
Wetal.unity WT.unity BCUTc.1h
WG.unity WV.unity BCUTp.1l
WK.unity BCUTp.1h

e Descritores Constitucionais

Tabela A 2 Descritores presentes na categoria dos Descritores Constitucionais. Nesta categoria existem 16 classes de

descritores.
FractionalCSP3 Fsp3 XLogP XLogP
Weight MW RotatableBondsCount nRotB
MannholdLogP MLogP RuleOfFive LipinskiFailures
LongestAliphaticChain nAtomLAC LargestPiSystem nAtomP
BondCount nB LargestChain nAtomLC
BasicGroupCount nBase AtomCount nAtom
AlLogP AcidicGroupCount nAcid
ALOGP AlLogP2 AromaticAtomsCount naAromAtom
AMR AromaticBondsCount nAromBond

e Descritores Eletrénicos

Tabela A 3 Descritores presentes na categoria dos Descritores Eletronicos. Nesta categoria existem 5 classes de

descritores.
HBondDonorCount HBondAcceptorCount
nHBDon nHBAcc
CPSA
PPSA.1 PPSA.2 PPSA.3 PNSA.1 PNSA.2
PNSA.3 DPSA.1 DPSA.2 DPSA.3 FPSA.1
FPSA.2 FPSA.3 FNSA.1 FNSA.2 FNSA.3
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WPSA.1 WPSA.2 WPSA.3 WNSA.1 WNSA.2
WNSA.3 RPCG RNCG RPCS RNCS
THSA TPSA RHSA RPSA
BPol APol
bpol apol

e Descritores Topoldgicos
Tabela A 4 Descritores presentes na categoria dos Descritores Topoldgicos. Nesta categoria existem 25 classes de
descritores.

AutocorrelationPolarizability AutocorrelationMass AutocorrelationCharge
ATSp1l ATSm1 ATScl
ATSp2 ATSm2 ATSc2
ATSp3 ATSm3 ATSc3
ATSp4 ATSm4 ATSc4
ATSp5 ATSm5 ATSc5
ChiCluster ChiChain CarbonTypes
SC.3 SC.4 SCH.3 SCH.4 C1SP1 C1SP2
SC.5 SC.6 SCH.5 SCH.6 C2SP1 C2sP2
VC.3 VC.4 SCH.7 VCH.3 C3SP2 C1SP3
VC.5 VC.6 VCH.4 VCH.5 C2SP3 C3SP3
ChiPathCluster VCH.6 VCH.7 CASP3
SPC.4 SPC.5 ChiPath
SPC.6 VPC.4 SP.0 SP.1 SP.2 SP.3
VPC.5 VPC.6 SP.4 SP.5 SP.6 SP.7
SmallRing VP.0 VP.1 VP.2 VP.3
nSmallRings  nAromRings VP.4 VP.5 VP.6 VP.7
nRingBlocks nAromBlocks MDED
nRings3 nRings4 MDEC.11 MDEC.12 MDEC.13 MDEC.14
nRings5 nRings MDEC.22 MDEC.23 MDEC.24 MDEC.33
nRings7 nRings8 MDEC.34 MDEC.44 MDEO.11 MDEOQO.12
nRings9 MDEO.22 MDEN.11 MDEN.12 MDEN.13
VAdjMat VAdjMat MDEN.22 MDEN.23 MDEN.33
FractionalPSA | Zagreblindex WienerNumbers VABC TPSA
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tpsaEfficiency Zagreb WPATH WPOL VABC topoPSA
KappaShapelndices HybridizationRatio FMF
Kierl Kier2 Kier3 HybRatio FMF
PetitieanNumber FragmentComplexity EccentricConnectivitylndex
PetitieanNumber fragC ECCEN
WeightedPath PetitjeanShapelndex
WTPT.1 WTPT.2 WTPT.3 topoShape
WTPT.4 WTPT.5 geomShape
KierHallSmarts
khs.sLi khs.ssBe khs.ssssBe khs.ssBH khs.sssB khs.ssssB
khs.sCH3 khs.dCH2 khs.ssCH2 khs.tCH khs.dsCH khs.aaCH
khs.sssCH khs.ddC khs.tsC khs.dssC khs.aasC khs.aaa
khs.ssssC khs.sNH3 khs.sNH2 khs.ssNH2 khs.dN khs.ssNH
khs.aaNH khs.tN khs.sssNH khs.dsN khs.aaN khs.sssN
khs.ddsN khs.aasN khs.ssssN khs.sOH khs.dO khs.ssO
khs.aaO khs.sF khs.sSiH3 khs.ssSiH2 khs.sssSiH khs.ssssSi
khs.sPH2 khs.ssPH khs.sssP khs.dsssP khs.sssssP khs.sSH
khs.dS khs.ssS khs.aaS khs.dssS khs.ddssS khs.sCl
khs.sGeH3 khs.ssGeH2  khs.sssGeH khs.ssssGe khs.sAsH2 khs.ssAsH
khs.sssAs khs.sssdAs khs.sssssAs khs.sSeH khs.dSe khs.ssSe
khs.aaSe khs.dssSe khs.ddssSe khs.sBr khs.sSnH3 khs.ssSnH2
khs.sssSnH khs.ssssSn khs.sl khs.sPbH3 khs.ssPbH2 khs.sssPbH
khs.ssssPb

e Descritores Geométricos

Tabela A 5 Descritores presentes na categoria dos Descritores Geométricos. Nesta categoria existem 3 classes de

descritores.

MomentOflnertia

MOMILX  MOMLY  MOMI.Z
MOMIXY MOMI.XZ MOMI.YZ

MOMI.R

Gravitationallndex

GRAV.1 GRAV.2 GRAV.3

GRAVH.1 GRAVH.2 GRAVH.3
GRAV.4

GRAV.5 GRAV.6

LengthOverBreadth
LOBMAX
LOBMIN
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Anexo 2
Tabela A 6 Definicdo dos descritores pertencentes ao conjunto final.
Descritor Definicao
apol Soma das polarizabilidades atémicas
Calcula a autocorrelagdao, onde o peso é igual a massa atémica
ATSm1
normalizada
Tem por base a conectividade e as propriedades atomicas da
BCUT.1l molécula, devolvendo o valor préprio mais elevado para a carga
parcial mais baixa
Soma do valor absoluto da diferengca entre as polarizabilidades
pol atoémicas de todos os atomos ligados na molécula
C1spP2 Carbono com hibridizacdo sp2 ligado a outro carbono
C1SsP3 Carbono com hibridizacdo sp3 ligado a outro carbono
C2SP2 Carbono com hibridizacao sp2 ligado a outros dois carbonos
C2SP3 Carbono com hibridizacado sp3 ligado a outros dois carbonos
C3SP2 Carbono com hibridizacdo sp2 ligado a outros trés carbonos
C3sSP3 Carbono com hibridizacdo sp3 ligado a outros trés carbonos
C4spP3 Carbono com hibridizacao sp3 ligado a outros quatro carbonos
FMF Caracteriza a complexidade da molécula
Razado entre a drea da superficie da carga parcial positiva e a superficie
FPSA.3
molecular total
khs.aaN Representa o fragmento: [N,nD2HO](:*):*
khs.aasN Representa o fragmento: [N,nD3HO](:*)(:*)-,:*
khs.dsN Representa o fragmento: [ND2HO](=*)-*
khs.sCl Representa o fragmento: [CID1]-*
khs.sNH2 Representa o fragmento: [ND2H2](-*)-*
khs.ssNH Representa o fragmento: [ND2H](-*)-*
MDEN.12 Distancia entre todos os nitrogénios primarios e secundarios
MDEN.13 Distancia entre todos os nitrogénios primarios e terciarios
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MDEO.11 Distancia entre todos os oxigénios primarios
MDEO.12 Distancia entre todos os oxigénios primarios e secundarios
Previsao do valor de logP tendo por base no numero de atomos de
MLogP
carbono e heteroatomos
MOMI.XY Razdo dos valores do momento de inércia entre os eixos X e Y
MW Peso molecular
nAromAtom Numero de atomos aromaticos numa molécula
nAromBond Numero de ligagGes aromaticas numa molécula
nAtomLAC Numero de atomos da maior cadeia alifatica
nAtomLC Numero de atomos da maior cadeia
nAtomP Numero de atomos no maior sistema 1
nB Numero de ligagdes numa molécula
Numero de grupos basicos, estes sdo representados pelos fragmentos
nBase [S(INH2]-[CX4])], [S(INH](-[CX4])-[CX4])], [S(N(-[CX4])(-[CX4])-[CX4])],
[S(T45+150~[*;-DD)], [S(N=C-N)] e [$(N-C=N)]
nHBAcc Numero de dtomos aceitadores de ligacdes de hidrogénio
nHBDon Numero de dtomos dadores de ligacdes de hidrogénio
nRingBlocks Numero total de blocos de anéis distintos
nRings3 Numero de anéis com trés atomos
nRings5 Numero de anéis com cinco dtomos
nRings6 Numero de anéis com seis atomos
nRings7 Numero de anéis com sete atomos
nSmallRings Numero de anéis com trés a nove atomos
TopoPSA Area topoldgica da superficie polar
VCH.7 Cadeia de valéncia de ordem 7
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Anexo 3

Tabela A 7 Lista de residuos do recetor que interagiu com os compostos em estudo em cada artigo. Os residuos
selecionados para o estudo estdo representados pela cor rosa e serdo utilizados para definir a caixa de simulagdo no método
Docking.

1 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14

PhelO

Phe72

Ser75

Phe76

Phe79

Phe91

Leu95

Valo8

Thro9

x| X| X| X| X| X| X| X| X| X| N

Phel02 | X

Met103 | X X

Vall05 | X X

Cys107

Phel08 X

Vall110

x| X| X| X

Asnl112

lle119 X

Aspl163 X

Gly166 | X X

Serl67 X

Val168 X

lle169 X X

Phel70 | X X

Serl73

Phel74 | X

Phel77 | X

X[ X| X| X| X
>
>

X[ X| X| X| X
>
>

X[ X| X| X| X

His178
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Trpl181

Argl82

Thr187

Phe189

Lys192

Leul93

x| X| X| X

Gly194

Val196

Thr197

x| X| X| X

Ser199

Phe200

x| X| X| X

Thr201

lle247

Pro251

Met265

lle267

Phe268

Pro269

lle271

x| X| X| X

Asp272

Tyr275

Leu276

Met277

Met278

Trp279

Phe281

Ala282

Thr283

Ser285

Leu286

Cys288
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Val291

Cys355

Trp356

Leu359

Leu360

x| X| X| X

Met363

x| X| X| X

Leu376

Phe379

Ala380

Phe381

Ser383

Met384

Cys386

Val387

x| X| X| X| X
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Anexo 4

Tabela A 8 Valores das coordenadas cartesianas usadas para a determinagdo do centro de caixa de simulagdo pelo

método Docking.

Residuo X Y YA
Phel70 -37,079 -160,955 307,797
Phel74 -34,985 -164,519 307,634
Phel77 -39,139 -171,968 311,043
Leu193 -46,94 -166,389 307,988
Vall96 -43,301 -160,234 311,012
Phe200 -40,454 -155,659 307,162
Phe268 -43,126 -165,983 303,378
Trp279 -46,091 -160,078 300,606
Trp356 -42,874 -156,24 301,198
Phe379 -40,191 -165,525 301,597
Ser383 -37,598 -163,976 303,725
Média -41,071 -162,866 305,740
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