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RESUMO

SINHORINI, Luiz Felipe Colli. Estudo tedrico de opioides sintéticos no contexto das
Novas Substancias Psicoativas. 2020, 119 f. Dissertacdo de Mestrado (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Substéancias analogas sintéticas do fentanil que ndao foram aprovadas para uso médico sao
conhecidas como fentanis ndo farmacéuticos (NPF, Non-Pharmaceutical Fentanyls). Sua
sintese clandestina envolve a modificacdo quimica de um medicamento existente, que
pode ter efeitos farmacologicos imprevisiveis. Essas mudancas também tornam a
identificacdo quimica dificil. Como novas estruturas estdo surgindo em um ritmo répido,
0s métodos experimentais usados para caracterizar essas substancias ndo conseguem
acompanhar esse ritmo. Nesse cendrio, os métodos in silico tornaram-se uma alternativa
para estudar esses sistemas. Neste trabalho aplicamos o planejamento fatorial para decidir
as melhores condicdes relacionadas a métodos de teoria do funcional da densidade (DFT,
Density Functional Theory) para realizar os célculos. O método que apresentou 0s
melhores resultados foi o conjunto B3LYP, 6-311G**, LooseSCF e NormalOpt, pois
reproduziu de maneira satisfatoria as estruturas experimentais utilizadas para
comparacgdo. Essas condi¢cdes foram usadas para calcular o espectro infravermelho de 45
NPF apreendidos reportados na literatura. Os espectros calculados foram validados por
comparacdo com dados experimentais e tém potencial, portanto, de servirem como uma
referéncia para compostos desconhecidos. Métodos quimiométricos foram utilizados para
estabelecer as principais caracteristicas dessas substancias de acordo com a variagdo
estrutural. Métodos in silico também foram utilizados para estudar a tendéncia de
comportamento biol6gico dessas substancias. Para isso, utilizamos meétodos de
ancoragem molecular, que ddo uma ideia sobre a interacdo dessas drogas com o receptor.
Os metabdlitos dessas substancias também foram estudados por metodologia
computacional e puderam ser comparados com resultados reportados na literatura. Em
conclusdo, os métodos in silico forneceram informagdes valiosas sobre substancias
ilegais. Além disso, esses métodos sdo Uteis para prever as propriedades espectroscopicas

e biolégicas dos NPF e para melhorar a qualidade das informagdes disponiveis sobre eles.



Palavras-chave: Opioides sintéticos, simulagdo computacional, DFT, quimiometria,

docking molecular.



ABSTRACT

SINHORINI, Luiz Felipe Colli. Theoretical study of synthetic opioids in the context
of the New Psychoactive Substances. 2020, 119 f. Dissertacdo de Mestrado (Mestrado
em Ciéncias) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Synthetic fentanyl analog substances that have not been approved for medical use are
known as Non-Pharmaceutical Fentanyls (NPF). Its clandestine synthesis involves the
chemical modification of an existing drug, which can lead to unpredictable
pharmacological effects. These changes also make chemical identification difficult. As
new structures are emerging at a rapid rate, the experimental methods used to characterize
these substances cannot keep pace. In this scenario, in silico methods have become an
alternative to study these systems. In this work we apply factorial planning to decide the
best conditions related to Density Functional Theory (DFT) to perform the calculations.
The method that presented the best results was the B3LYP, 6-311G **, LooseSCF and
NormalOpt set, as it reproduced in a satisfactory way the experimental structures used for
comparison. These conditions were used to calculate the infrared spectrum of 45
apprehended NPF reported in the literature. The calculated spectra were validated by
comparison with experimental data and therefore have the potential to serve as a reference
for unknown compounds. Chemometric methods were used to establish the main
characteristics of these substances according to the structural variation. In silico methods
were also used to study the tendency of biological behavior of these substances. In this
sense, we use molecular docking methods, which give an idea about the interaction of
these drugs with its receptors. The metabolites of these substances were also studied by
computational methodology and could be compared with results reported in the literature.
In conclusion, in silico methods provided valuable information on illegal substances. In
addition, these methods are useful for predicting the spectroscopic and biological
properties of NPF and for improving the quality of available information about them.

Key words: Synthetic opioids, computational simulation, DFT, chemometrics, molecular

docking.
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| — Introducao

Fentanil e seus analogos

O fentanil (nome quimico N-fenil-N-[1-(2-feniletil)piperidin-4-il]propanamida,
formula molecular C22H2sN20 e massa molar 336,47 g.mol™) é um opioide sintético
utilizado como analgésico e anestésico desde 1972, Ele foi sintetizado pela Janssen
Pharmaceutical, na Bélgica, em 1960, Seu primeiro uso médico foi em cirurgias como
um anestésico intravenoso e hoje é um dos medicamentos mais utilizados para o
tratamento de dores pds-operatdrias, severas e cronicas em todo 0 mundo?. Seu efeito
farmacéutico € produzido pela atividade agonista com o receptor p-opioide do sistema
nervoso central®*. Estima-se que o fentanil seja em torno de 100 vezes mais potente que
a morfina, e cerca de 30-50 vezes mais potente que a heroina®.

Diferente da morfina (C17H1sNOz), um opiéceo isolado da papoula (Papaver
somniferum), e da heroina (C2:H23NOs), um opioide semissintético derivado da morfina,
o fentanil ¢ totalmente sintetizado em laborat6rio®. Apesar de apresentar mecanismo de
acao e propriedades similares aos opiaceos e opioides, ele estruturalmente pertence a uma
classe de opioides sintéticos denominada de 4-anilidopiperidina®®. Como o nome sugere,
essa classe é caracterizada pelas substancias com a presenca de um grupo anilina (CsH7N)
ligada a um anel piperidina (CsH1:N) com o 4&tomo de nitrogénio na posi¢éo 4.

A repetida administracdo do fentanil leva a dependéncia e tolerancia, e o0 seu
simples uso gera sintomas como sonoléncia, euforia, constricdo das pupilas e depresséo
respiratdria. Este ultimo efeito € o principal causador das mortes por overdose, uma vez
que leva a parada respiratdria e ao edema pulmonar*’. O uso do fentanil também pode
causar efeitos colaterais como ndusea, tontura e vomito, e sintomas de abstinéncia como
ansiedade, cadimbra, dores nos 0ssos e diarreia®.

Devido a sua alta solubilidade lipidica, o fentanil rapidamente cruza a barreira
hematoencefalica, proporcionando uma agdo mais rapida e de menor duracéo®’. Quando
comparado a morfina, o farmaco até entdo mais utilizado, gera menos riscos
cardiovasculares®. Aliado a isso, a sintese do fentanil se mostrou mais vantajosa
economicamente do que a obtencdo da morfina a partir da papoula, devido a grande

disponibilidade de precursores sintéticos>’. Essas vantagens fizeram com que o fentanil
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rapidamente emergisse como o analgésico mais utilizado no mundo® e, posteriormente,
como uma poderosa droga de abuso®.

Seguindo o sucesso do fentanil, muitos analogos foram desenvolvidos por meio
de modificacBes em sua estrutura. Embora o objetivo dessas sinteses fosse produzir novos
farmacos*, como o sufentanil, alfentanil e o remifentanil, isso possibilitou que novos
estudos e métodos fossem disponibilizados e utilizados para a producao de novas drogas
de abuso na forma de Novas Substancias Psicoativas (NPS, do inglés New Psychoactive
Substances)®.

O fentanil e suas substancias andlogas que sdo produzidos ilegalmente ou que nédo
tenham seu uso médico aprovado sdo conhecidos por NPF (Nonpharmaceutical
fentanyl)®, uma classe dentro das NPS. Eles s&o drogas sintetizadas clandestinamente por
meio de uma modificacdo quimica em uma droga ja existente. Com essa modificacdo, a
nova droga pode tanto manter seus efeitos farmacolégicos como ameniza-los ou
potencializa-los. Além disso, ela pode se tornar indetectavel pelos métodos rotineiros de
anélise e ndo ter sua producdo e comércio regularizado pelos 6rgdos de controle,
facilitando sua producéo e o trafico®. As principais modificagdes podem ser vistas no

Capitulo V — Sistema de estudos.

Os primeiros surgimentos dos NPFs

Os primeiros casos documentados do uso ilicito do fentanil, ou um analogo, em
larga escala foi em 1979 na Califérnia, EUA, quando uma série de overdoses
supostamente provocada por opioides foi reportada. Entretanto, apesar da necropsia e dos
vestigios encontrados confirmarem a suspeita das mortes, nenhum traco de heroina ou
algum outro opioide rotineiramente analisado foi identificado. A droga em questdo era o
alfa-metilfentanil (AMF), um NPF que s6 foi identificado meses depois por meio de uma
acdo do DEA (do inglés Drug Enforcement Administration) contra a entrada de heroina
vinda do sudeste asiatico®>. O segundo surto de um NPF aconteceu em 1984 na
Pensilvania, EUA. O 3-metilfentanil, um dois mais potentes analogos do fentanil ja
criado, foi responsavel por 16 mortes por overdose?.

No inicio dos anos 90, dez NPFs ja haviam sido identificados no mercado ilicito®2.
Entretanto, foi entre 2005 e 2007 que houve o maior surto de overdose causada pelos
NPFs antes do inicio da epidemia em 2013. Esse surto teve fim ap0s o rastreamento dessas

drogas, que levaram a um Unico laboratoério clandestino em Toluca no México. Esse fato
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teve como consequéncia a regulacéo dos principais precursores utilizados na sintese do
fentanil, o N-fenetil-4-piperidinona (NPP) em 2007, e o 1-fenetil-N-fenilpiperidin-4-
amina (ANPP) em 2010°.

Além das mortes provenientes do trafico, desde 1972 ha o registro de diversas
overdoses causadas pelo uso acidental ou indevido do fentanil®. Essas overdoses estdo
relacionadas a exposicao diaria e ao facil acesso a droga por parte dos anestesiologistas e
cirurgides, e a popularizacdo do uso farmacéutico do fentanil por meio da liberacéo de
adesivos transdérmicos. Essas overdoses foram tantas que o fentanil passou a ser prescrito
apenas nos casos em gque um opioide menos potente ndo seria suficiente para o alivio da

dor, ou quando o paciente ja havia desenvolvido tolerancia a outros opioides®.

A epidemia dos opioides

A epidemia causada pelos opioides teve inicio em 2013 nos EUA, quando o
nimero de mortes provocadas por opioides sintéticos, no geral, subiu 79%?*4. Em 2014, o
nimero de mortes relacionadas a qualquer tipo de opioide atingiu 28.647 casos®,
representando 61% de todas as mortes por overdose no pais*®. Esse aumento foi seguido
pelo nimero de apreensdes contendo fentanil, que subiu 426%, representando 3,87% do
total de apreensdes de drogas daquele ano'’. Além do fentanil, o acetilfentanil, o
butirfentanil, e o beta-hidroxitiofentanil surgiram para o mercado ilicito de drogas em
2013, 2014 e 2015, respectivamente, sendo responsaveis por centenas de overdoses por
todo o pais'®. No ano de 2015, o nimero de apreensdes do fentanil ja havia triplicado,
atingindo 14.051 deteccdes, se tornando a nona droga mais identificada de todos EUAY’,

Jaem 2016, o nimero de NPF proliferou, passando de apenas uma nova droga por
ano para dezenas delas!’, contribuindo para que o nimero de apreensdes chegasse ao
dobro em relagdo ao ano anterior'*. Nesse periodo deve-se destacar o surgimento do
carfentanil para o mercado ilicito, um opioide sintético utilizado como anestésico de
animais de grande porte, como o elefante, e cerca de cem vezes mais potente que o proprio
fentanil*®. Além dele, o furanilfentanil, o acrilfentanil, o p-fluoroisobutirfentanil, o 3-
metilfentanil, o tetrahidrofuranilfentanil e o valerilfentanil também surgiram como os
principais responsaveis pelo aumento de overdoses naquele ano*®. Em 2017, dentre os
NPFs que surgiram, o metoxiacetilfentanil e o ciclopropilfentanil foram os que mais
contribuiram para a epidemia!®, sendo que aproximadamente 33% das mortes por

overdose naquele ano tiveram algum opioide envolvido®. Além disso, o nimero de
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overdose aumentou dez vezes de 2013 a 2017 nos EUA*. O acetilfentanil foi o principal
analogo do fentanil que surgiu em 2018%, e comparando as mortes por fentanil entre 2016
e 2018, observou-se um aumento de 25%2°.

N&o € s6 os EUA que sofrem com a epidemia, os NPFs também sdo encontrados
com frequéncia no Canada e na Europa®?!. Das 1.019 mortes relacionadas ao fentanil
entre 2009 e 2014 no Canada, mais da metade ocorreu em 2013 e 2014, justamente no
periodo em que a epidemia se iniciou®. Na Europa, estima-se que 3,5% das mortes de
pessoas entre 19 e 39 anos estdo relacionadas ao uso de algum opioide?. Diversos paises
europeus ja tiveram ao menos um surto de overdose relacionado aos NPFs, estando entre
eles a Estonia, Finlandia, Alemanha, Grécia, Italia, Suécia, Reino Unido e Republica
Tcheca’??. Na Estonia, por exemplo, o fentanil é o opioide mais utilizado entre os
usuarios de drogas, ultrapassando até mesmo a heroina??. Essa relagio também se repete
na Finlandia e na Republica Tcheca, onde os opioides sintéticos sdo 0s maiores
responsaveis pelas internacdes de usuarios em clinicas de reabilitacio?!.

No inicio da epidemia, os NPFs geralmente eram encontrados misturados com
heroina ou comprimidos prescritos falsificados, por também serem opioides e atingirem
0 mesmo publicol. Entretanto, com o passar do tempo, além de serem encontrados
isolados, também foram identificados em misturas com cocaina, maconha®, MDMA?® e
benzodiazepinicos’. Isso agravou ainda mais a epidemia, ja que a ingestdo de alguns
miligramas de um NPF pode ser fatal para uma pessoa sem tolerancia ao opioide, como
é 0 caso dos usuarios de outras drogas®. Além disso, os NPFs podem ser encontrados em

forma de pd, spray nasal, liquidos e em comprimidos®.

Producao e trafico dos NPFs

Até o final da década de 80, o método utilizado para a producdo dos NPFs era o
mesmo desenvolvido por Paul Janssen quando sintetizou o fentanil pela primeira vez.
Entretanto, esse método era complexo e sofisticado tecnicamente por ndo utilizar um
precursor de facil obtencéo, possibilitando apenas a producéo de uma quantidade limitada
de NPF. Com a publicacdo de uma rota alternativa de produgéo, no inicio dos anos 80, a
sintese de NPF foi facilitada. O método Siegfried utilizava apenas um precursor (NPP ou
ANPP), ndo necessitava de equipamentos sofisticados e nem elevado conhecimento
técnico em quimica. Assim, a produgdo em larga escala passou a ser vidvel, gerando lucro

para os produtores ilegais®.
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Com o passar do tempo, o controle do NPP e ANPP foi intensificado pela ONU
(Organizacdo das NagOes Unidas) e pela China. Essa agdo forgcou o desenvolvimento de
novas rotas sintéticas utilizando outros precursores como o benzilfentanil e o 4-
anilidopiperidina®.

Estima-se que uma pilula contendo fentanil é vendida por 10 a 20 délares nas ruas,
sendo que um quilo de um NPF puro pode ser comprado por 2.000 a 4.000 ddlares pelos
traficantes. Devido & quantidade da droga em cada pilula ser muito pequena, um quilo de
NPF pode gerar de 5 a 20 milhdes de dolares em vendas, se tornando um negdcio muito
rentavel*14,

A regulacdo e o monitoramento das inddstrias quimicas e farmacéuticas da China
sdo dificeis de fiscalizar. Por esse fato, esse pais € o principal responsavel pelo
fornecimento dos opioides sintéticos e seus precursores para os Estados Unidos e a
Europa!®. Quando o destino ¢ o mercado norteamericano, a droga é majoritariamente
enviada ao México, onde é sintetizada, misturada com a heroina, transformada em pilulas
ou apenas distribuida através da fronteira sudoeste dos Estados Unidos. Esse transporte é
feito pelos cartéis e distribuidores mexicanos ou até mesmo pelos correios. Em menor
quantidade, a droga também é enviada ao Canada, onde entra no mercado ilegal local,
chegando até os Estados Unidos pela fronteira nordeste?.

O tréafico para a Europa, além do fornecimento chinés, conta com a producéo ilegal
em paises vizinhos da Unido Europeia como a Russia, Belarus e a Ucrania, onde a droga
é posteriormente transportada para todo o continente?!. Além disso, uma segunda fonte
de obtencéo desses opioides é o desvio de farmacos contendo o fentanil de fornecedores
regularizados??. Outros paises como Alemanha, Japdo®®, Bulgaria, Grécia, Portugal e
Eslovaquia também j& foram reportados como produtores e distribuidores de NPF?2,

Outro fator que contribui para o rapido aparecimento dos NPFs é a internet, que
com o seu mecanismo global de vendas, dificulta a regulagdo das novas drogas,
propagando-as para todo o mundo*. A internet proporciona uma facilidade na
disponibilidade e no acesso as drogas de abuso, além de possibilitar pequenos e grandes
distribuidores a aumentarem seus lucros com as vendas online. Tanto a internet normal
(surface web), quanto a deep web podem ser utilizadas para as compras de drogas e de
precursores em quantidade para uso pessoal ou para o trafico. Além disso, ela possibilita
0S meios mais variados de pagamento, abrangendo desde o uso de cartdo de crédito e

transferéncias bancarias, até o Western Union, PayPal e criptomoedas®.
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Contencéao das Novas Substancias Psicoativas no Brasil

O Brasil, assim como o0 mundo todo, também foi afetado pelas Novas Substancias
Psicoativas. Nos ultimos anos, centenas de NPS foram identificadas pela Policia
Federal?*. Entretanto, diferente do que se vé nos Estados Unidos e na Europa, as
substancias mais identificadas no Brasil sdo pertencentes as classes das catinonas
sintéticas, das feniletilaminas e dos canabinoides sintéticos, nessa ordem. Os NPFs,
apesar de representarem menos de 1% das novas substéancias identificadas, tiveram dois
anélogos, o fentanil e o furanilfentanil, encontrados em 5 estados brasileiros, sendo eles,
Acre, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo?* e Sao Paulo®.

A Lei n®11.343/2006, também conhecida como Lei de Drogas, € a lei que institui
o Sistema Nacional de Politicas Publicas sobre Drogas (SISNAD) e, entre outras medidas,
estabelece normas para repressdo a producdo ilegal e ao trafico ilicito de drogas, além de
definir os crimes envolvendo o uso irregular de alguma substancia no Brasil. Para que
uma substancia possa ser enquadrada em algum crime estabelecido por essa lei, é
necessario que ela conste na lista da Portaria SVS/MS n° 344/98 ou em suas atualizagdes,
funcdo essa, que é desenvolvida pela Anvisa, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria,
por meio da Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC)?.

De acordo com essa Lei, as drogas ilicitas sdo entendidas como substancias
entorpecentes, psicotrdpicas, precursoras e outras sob controle especial dessa Portaria.
Assim, as novas substancias psicoativas e seus precursores estdo sujeitos as mesmas
sancdes previstas para as drogas ja tradicionais, como a maconha e a cocaina?,

Os opioides sintéticos sdo controlados nominalmente, estando, o fentanil, seus
analogos e precursores, presentes em trés listas da Portaria SVS/MS n° 344/98. Na Lista
Al, referente as substincias entorpecentes sujeitas a notificagdo de receita “A”, estdo
presentes o alfentanil, fentanil, remifentanil e o sufentanil. Na Lista D1, contendo as
substancias precursoras de entorpecentes e/ou psicotropicos sujeitas a receita médica sem
retencdo, estdo presentes o ANPP e o NPP. J& na Lista F1, representando as substancias
entorpecentes de uso proscrito no Brasil, estdo presentes o 3-metilfentanil, 3-
metiltiofentanil,  4-fluoroisobutirfentanil,  acetil-afa-metilfentanil,  acetilfentanil,
acriloilfentanil, alfa-metilfentanil, alfa-metiltiofentanil, beta-hidroxi-3-metilfentanil,
beta-hidroxifentanil, butirfentanil, carfentanil, cicloproprilfentanil, furanilfentanil,
metoxiacetilfentanil, ocfentanil, orto-fluorofentanil, para-fluorobutirfentanil, para-

fluorofentanil, tetrahidrofuranilfentanil e o tiofentanil?®.
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Também cabe a Anvisa, representando o Ministério da Saude, por meio do
Decreto n® 5.912/2006, editar normas sobre limitacdo, fiscalizagdo e controle da
producdo, e do comércio de drogas, assim como a avaliacdo do risco relacionado a essas
substancias, seus possiveis usos médicos, cientificos e industriais®*. Com isso, a
comunidade cientifica acaba esbarrando na legislacdo quando se trata de pesquisas
utilizando alguma substéncia proscrita. Sendo assim, seria necessaria uma autorizacdo
junto & Anvisa para que a universidade pudesse realizar estudos com essas substancias,
podendo consumir muito tempo, além de poder sofrer restricbes de uso e quantidade

disponivel para pesquisa, dificultando o trabalho.

Utilizacdo de métodos computacionais para o estudo dos NPS

Uma maneira de contornar os problemas burocraticos e legais para o estudo dessas
substancias é a utilizacdo de métodos computacionais, também conhecidos como métodos
in silico. Métodos in silico se baseiam em simulacdes e aproximacdes computacionais
por meio de softwares, e podem ser empregados em um vasto campo cientifico, inclusive
no estudo de substancias proscritas que a universidade ndo tem autorizacdo para trabalhar,
sintetizar ou cultivar. Por meio desses métodos, podemos predizer com certa confianca
diversos parametros fisico-quimicos, toxicoldgicos e espectrais de um grande grupo de
compostos em um curto periodo. Além disso, compostos que ainda ndo foram sintetizados
podem ser estudados por esses métodos?”%2,

Os métodos in silico foram desenvolvidos na década de 70, e hoje, com 0 avanco
da tecnologia, puderam ser aprimorados e agilizados, mostrando-se, mais do que nunca,
uma importante ferramenta alternativa de estudo. Além de ser um método de baixo custo,
também ndo necessita a utilizacao de animais em ensaios, a compra de reagentes e padrdes
analiticos, e 0 emprego de equipamentos e técnicas sofisticadas?”28.

Entre as possibilidades de utilizacdo desses métodos, convém destacar a obtencao
da relagéo estrutura-atividade (SAR) de um novo composto, a afinidade de uma droga
pelo seu receptor no sistema nervoso central, a obtengdo de informag@es toxicologicas,
como o LD50%, ED50 e LogP, e metabdlicas®®3!, além de simulaces de espectros
Infravermelho, Raman e RMN, e a determinagdo de energias eletrbnicas e

termodinamicas por meio de calculos quanticos®?32,
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Il — Definicdo do problema

A epidemia dos opioides segue um certo padrédo tanto nos EUA como na
Europa?®2t, Apesar de diversos NPFs entrarem para o mercado ilicito, dentro de alguns
meses eles ja ndo sdo mais encontrados. Isso acontece pois, quando o NPF ¢ sintetizado,
ele ndo se encontra sob regulamentacéo e controle de nenhum 6rgdo federal, tendo sua
producdo, comércio e até mesmo a entrada em outros paises legalizados. Assim, ele
permanece no mercado até ser apreendido, identificado e colocado sob regulamentacéo.
Entretanto, quando isso acontece, ja existe outro NPF disponivel no mercado ainda sem
regulamentac&o que o substituira, e assim sucessivamente?®2!, Com isso, pode-se dizer
que o mecanismo de combate aos NPFs ¢é reativo?,

Uma das atitudes para iniciar um combate mais proativo dessas drogas foi a
mudanca no método de regulacdo e controle de substancias por parte dos 6rgaos
federais®4. A listagem das substancias proscritas geralmente é feita nominalmente, com a
introducdo do nome de cada substéncia a ser controlada individualmente. Entretanto, na
tentativa de acompanhar a rapida apari¢do das NPS, comecou a ser utilizado um sistema
de classificacao de substancias juntamente com a listagem nominal. Esse sistema traz uma
abordagem genérica, com a insercao de classes estruturais e substancias analogas. Com
isso, as medidas de controle das drogas listadas nominalmente sdo estendidas a um grupo
maior de substancias?*.

Em diversos paises essa abordagem genérica de controle de substancias para pelo
menos uma classe de drogas pode ser encontrada. Entretanto, nem todos os paises que
utilizam dessa abordagem englobam os opioides sintéticos®*. Dentre os paises que
controlam os analogos do fentanil dessa maneira destaca-se os EUA, Canada, Reino
Unido e Nova Zelandial*. No Brasil, esse novo sistema comegou a ser utilizado em 2016,
controlando dez classes estruturais dos canabinoides sintéticos, e em 2017, controlando
uma classe estrutural das catinonas sintéticas, duas das principais classes de NPS
identificadas durante este periodo?®. Os opioides, por sua vez, ainda sdo listados
nominalmente no Brasil, sendo necessaria a atualiza¢ao da lista de substancias proscritas
pela ANVISA para se tornarem ilegais?*.

Para compensar a rapida aparicdo dos NPFs no mercado ilicito e possibilitar sua
apreensdo € necessario que haja métodos analiticos de deteccdo e identificacdo, assim
como protocolos de analises sejam desenvolvidos e atualizados na mesma velocidade*.

Essas técnicas sdo indispensaveis tanto para o estudo e caracterizagdo de uma nova droga
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para a atualizacdo da lista de substancias proscritas, como para a confirmacao de que uma
droga pertence a uma classe de substancias especificas. Porém, o que se verifica é a falta
de um monitoramento de rotina que seja eficaz em todo o mundo**. Alguns kits de
imunoensaios sdo disponiveis para a deteccdo de alguns analogos e metabdlitos do
fentanil em amostras biologicas, mas o resultado falso-positivo para algumas moléculas
de estruturas parecidas ¢ bastante comum®=3®. O ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) também é disponivel para
alguns analogos, entretanto algumas de suas necessidades operacionais, COmo 0 processo
em bateladas e longo tempo de anélise, ndo viabilizam sua larga utilizacdo¢. Além disso,
para uma detecgdo definitiva, segundo diretrizes do SWGDRUG, ainda é necessario a
utilizacdo de métodos mais robustos e complexos como cromatografias gasosa e liquida
acopladas ao espectrometro de massa (GC-MS , LC-MS/MS e HPLC-MS), cromatografia
liquida de alta resolucdo acoplado ao espectrometro de massas de alta resolucdo (LC-
HRMS)!?®, espectroscopia Raman, espectroscopia de Infravermelho®” e ressonancia
magnética nuclear*,

Com excecdo da LC-HRMS, todos os outros métodos rotineiros de analise
necessitam de um padrao analitico de referéncia ou de uma biblioteca de espectros para a
identificagdo de uma droga desconhecidal®. Com essa vantagem, a LC-HRMS emergiu
como o principal método de analise dos NPF e seus metabdlitos, e foi a principal técnica
utilizada para a descoberta dessas novas drogas. Entretanto, devido a seu alto custo, ela
n&o esta disponivel para a maioria dos laboratorios clinicos e forenses de rotinal4. Assim,
a disponibilidade de padrdes de referéncia é essencial para a investigacdo dessas drogas,
sendo que novos métodos de obtencdo de espectros para as técnicas mais acessiveis sao
de suma importancia para auxiliar na resolucdo de problemas como a contencdo das
NPS%8. Além disso, o estudo e divulgacdo de informagdes toxicoldgicas e procedimentos
de identificacdo também sdo estratégias de resposta e de contencdo da rapida aparicao
dessas novas drogas, uma vez que possibilitam um procedimento de sistema de aviso
prévio e de avaliagdo de risco, e direcionam as tomadas de decisbes em relacdo as

politicas plblicas?®3,

11 — Objetivos
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Este trabalho tem como objetivo geral estudar e avaliar a aplicacdo de métodos
computacionais, também conhecidos como métodos in silico, para a obtencdo de
informagdes sobre o fentanil e seus analogos sintéticos. Tais informacdes séo obtidas com
a intencdo de auxiliar no processo de contencédo da rapida apari¢ao dessas substancias no
mercado ilegal de drogas e possibilitar a tomada de decisdes em questdes de politica e
salde publica. De maneira especifica, este trabalho busca trazer uma abordagem de
quimica molecular e quantica para simular espectros de infravermelho dessas substancias
e observar as tendéncias existentes entre eles por meio de quimiometria, mostrando as
semelhancas e diferencas entre os espectros estudados. Dessa maneira, dados de
referéncia podem ser criados e utilizados para auxiliar em um processo de identificacdo
quimica. Também como objetivo especifico, este trabalho avalia trés métodos de docking
molecular para a predicdo de atividades bioldgicas dessas drogas com o receptor cerebral,
além da utilizacdo de métodos computacionais e pesquisas bibliograficas para a obtencédo

dos metabolitos provenientes dessas drogas.

IV - Fundamentacéo Tedrica

Quimica Computacional

A quimica pode ser descrita por meio de métodos matematicos, e a aplicacdo
desses métodos pode ser definida pelo termo “quimica tedrica”®. Quando esses métodos
matematicos sdo desenvolvidos bem o suficiente a ponto de serem automatizados e
implementados em um computador, na forma de um software por exemplo, capaz de
representar comportamentos experimentais, passamos a utilizar o termo “quimica
computacional” ou “modelagem molecular”®*%°, Em outras palavras, esse termo pode ser
definido por um conjunto de técnicas utilizadas na investigacdo de um problema quimico
em um ambiente computacional, por meio da simulacdo de comportamentos
experimentais*®,

As principais questdes investigadas pela quimica computacional sdo relacionadas
a energia e estado de transicdo, reatividade quimica, propriedade fisica, interagdo com
enzimas, geometria molecular e simulagio de espectros de uma ou mais moléculas®.
Nesse contexto, as tltimas trés questdes serdo discutidas de forma mais aprofundada neste
trabalho.
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Poucos aspectos quimicos podem ser exatamente calculados pelos meétodos
computacionais, mas muitos aspectos podem ser descritos de forma aproximada de
maneira qualitativa e/ou quantitativa. Além disso, sdo métodos que podem ter um custo
mais adequado por envolverem apenas computadores e softwares, e em muitos casos
podem ser mais rapidos quando comparados aos métodos experimentais*®*°, Os
resultados gerados por meio de computador podem ser obtidos em um tempo que varia
de alguns segundos a alguns dias. O tempo vai depender da complexidade da molécula,
do problema investigado, do método utilizado e da capacidade de processamento do
computador3%40,

Mesmo que aumentem o consumo de energia elétrica e que gerem algum tipo de
lixo eletrdnico, os métodos computacionais sdo considerados ambientalmente seguros por
ndo gerarem residuos quimicos e ajudarem na diminuicdo da quantidade de testes em
animais®°. Ainda que cada vez mais confiavel, a quimica computacional n&o substitui os
métodos experimentais, uma vez que eles sdo os responsaveis pelas reais descobertas da
natureza e da criacio dos parametros utilizados nos préprios calculos computacionais®*,
Entretanto, eles sdo muito empregados antes do inicio de experimentos como um
norteador ou como um método de triagem, fazendo com que os resultados obtidos em

laboratdrios sejam agilizados e tenham seu custo diminuido®%40,

Superficie de Energia Potencial

Na quimica computacional muitos conceitos que parecem matematicamente
desafiadores, podem ser compreendidos por meio da ideia da Superficie de Energia
Potencial (SEP). A SEP nada mais € que uma relacdo grafica (ou matematica) entre a
energia de uma molécula com a sua geometria. A ideia € entender como a energia
potencial de uma molécula se comporta em relacdo a todos seus possiveis arranjos
atbmicos. Para que o0s métodos computacionais se aproximem ainda mais dos
experimentais, € necessario utilizar da SEP para considerar ndo s6 uma estrutura
geométrica, mas sim todas as possiveis geometrias relacionadas ao célculo de uma
determinada molécula“®.

Assim como a Mecanica Molecular, uma molécula na SEP pode ser interpretada
por esferas representando os atomos, e molas representando as ligagdes quimicas. Com
1sso, a compressdao ou estiramento da “mola” envolve um deslocamento de energia.

Moléculas reais se comportam de maneira similar a este modelo, mas diferem em dois
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principais aspectos: 1) As moléculas vibram incessantemente, e com isso, elas nunca
estardo em seu ponto estacionario com a energia cinética nula. Por isso, pode haver uma
representacdo composta por linhas na parte inferior da curva representando o0s niveis
vibracionais que essa molécula pode ocupar; 2) Perto do comprimento de ligagcdo 6timo,
uma molécula real pode ser descrita muito bem por uma equacdo quadratica (oscilador
harménico simples). Entretanto, longe deste ponto a curva quadréatica sofre um desvio em
relagdo curva real da energia potencial da molécula®®*!, Esses dois aspectos podem ser

visualizados na Figura 1 a seguir.

Figura 1 - Niveis vibracionais e curva real de energia potencial
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Fonte: Modificado de Lewars et al (2011)

Para ilustrar a construcdo de uma SEP, imagine um grafico no qual a coordenada
interna seria 0 comprimento de ligacdo entre dois 4&tomos. Assim, quando adicionamos
um atomo, por ndo haver nenhum grau de liberdade geométrica, ele definird a origem da
superficie. Ao adicionar um segundo atomo, sua posicéo se dard exclusivamente pela
distancia do primeiro atomo. Com isso, o sistema diatdmico passa a apresentar um unico
grau de liberdade, o comprimento de ligacdo, satisfazendo a equagdo 3N — 5 graus de
liberdade (N = 2 4tomos). Se um terceiro 4&tomo for adicionado, sua posi¢do se daré ou
pelas distancias em relacdo a cada atomo anterior, ou pela distancia em relacdo a um

atomo e um angulo entre as duas ligacdes ja definidas para um atomo em comum. Assim,
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para um sistema com trés atomos, trés graus de liberdade estardo presentes, satisfazendo
aequacdo 3N — 6 (N = 3 &tomos), ndo considerando a colinearidade. A partir desse ponto,
cada a4tomo adicional necessita de mais trés coordenadas para definir sua posi¢do em
relagdo aos outros atomos presentes, satisfazendo a equagdo 3N — 6 (N > 3 4tomos)*.
Devido a diversos numeros de coordenadas, é possivel compreender que uma SEP
completa para sistemas poliatdmicos é de dificil visualizagdo. Por isso, geralmente sdo
analisados trechos da SEP envolvendo uma ou duas coordenadas, mas que mostrem
curvas (2D) ou superficies (3D) de energia potencial relevantes. Dessa maneira é possivel
identificar os pontos na SEP mais importantes para os calculos computacionais. So eles
0 ponto de energia minima local, que corresponde a estrutura geométrica 6tima para uma
determinada molécula, e o ponto de sela, que permite visualizar o caminho de menor
energia que conecta os pontos entre dois minimos, possibilitando a identificacdo do

estado de transicio de uma molécula*®*!, Essa relagio pode ser visualizada na Figura 2.

Figura 2 - Superficie de Energia Potencial: Pontos de minimos global e local conectados

pelo ponto de sela

Ponto de sela

Ponto de
energia minima

minima global Bags, local

Fonte: Modificado de Lewars et al (2011)
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Otimizacgao Estrutural

A otimizacdo estrutural pode ser definida pela busca do ponto estacionario de uma
molécula em uma SEP, obtendo-se sua energia potencial e suas coordenadas geométricas
nesse ponto. Essa otimizacdo é feita por meio de uma estrutura de input inicial, que é
submetida a um algoritmo computacional que promove mudancas nessa estrutura até que
0 ponto estacionario seja atingido. Quanto mais semelhante ao ponto estacionario a
estrutura de input for, melhor e mais répido serd o resultado. Isso porque o ponto de
minimo encontrado geralmente representa 0 minimo local mais proximo da estrutura de
input e ndo o minimo global.

Como a SEP ndo tem uma curvatura exatamente quadratica, varios ciclos sdo
necessarios para a otimizagdo da maioria das moléculas, uma vez que elas apresentam
varias coordenadas. Assim, o primeiro ciclo da otimizacéo resulta em um novo ponto
geralmente mais proximo do minimo de energia do que a estrutura de input inicial. Esse
ponto gerado, por sua vez, serve como input para o inicio do segundo ciclo, que gera um
ponto mais proximo do minimo de energia. Esse processo se repete até que a energia

potencial chegue a um ponto estacionario®®, como pode ser visto na Figura 3.

Figura 3 - Otimizacdo geométrica para o ponto minimo de energia (A e B) mais proximo

da estrutura de input (A’ ¢ B”)
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Fonte: Modificado de Lewars et al (2011)
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A curvatura da SEP no ponto estacionario € a responsavel por determinar se aquela
estrutura € um ponto de energia potencial minima ou um ponto de sela. Em outras
palavras, a segunda derivada da energia potencial em relacdo aos parametros geométricos
é a responsavel por essa determinacdo, uma vez que a primeira derivada € igual a zero
para os dois casos. Para o ponto de energia minima, a segunda derivada € positiva para
todas as coordenadas, enquanto para o ponto de sela, a segunda derivada € negativa para
a coordenada da reacdo e positiva para todas as outras coordenadas. Além do célculo da
primeira e segunda derivadas, também é possivel diferenciar o ponto de minimo do ponto
de sela por meio do calculo do espectro vibracional da molécula. Para uma molécula no
ponto de energia potencial minima, todas as vibracdes sdo reais, ou seja, Sa0 positivas. J&
para uma molécula no ponto de sela, havera uma vibragdo imaginaria (negativa), que

representa a movimentagao dessa molécula ao longo da coordenada da reagao*®4?,

Mecanica Molecular

A Mecanica Molecular (MM) se baseia no modelo matematico no qual as
moléculas sdo representadas por esferas e molas. As esferas representam os atomos, que
estdo ligados uns aos outros por meio de molas, que representam as ligacbes quimicas.
Nesse modelo, a energia da molécula se altera a medida que sua geometria sofre
alteracdes, uma vez que as molas oferecem resisténcia quando esticadas ou comprimidas
para longe de seu comprimento (e/ou angulo) étimo, e as esferas oferecem resisténcia
quando colocadas muito proximas umas as outras’®. A essa altura, fica evidente que a
mecénica molecular ignora todos os efeitos eletronicos existentes. Esses efeitos serdo
considerados posteriormente pela Mecanica Quantica.

O modelo de MM busca expressar a energia de uma molécula constituindo um
campo de forga. O campo de forca utiliza a resisténcia relacionada ao estiramento de uma
ligacdo, ao dobramento de uma ligacdo, a tor¢do de um angulo diedro e a interacéo entre
atomos ndo ligados como parametros para o calculo de energia. Com isso, essa energia
guantizada é utilizada para encontrar o ponto 6timo de cada um desses parametros,
representando a estrutura geomeétrica responsavel pela energia minima da molécula. Além
da energia minima, pode-se também determinar a SEP, possibilitando a realizacdo de uma

analise conformacional completa da molécula em quest&o®®4L,
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A energia potencial de uma molécula pode ser escrita pela seguinte equacéo (EqQ.)

de campo de forcga:
E = ZLigagﬁo Eest +2Angulos Edob +2Diedros Etor +ZNéoLigados Eint (Eq 1);

onde o0s termos representam respectivamente a somatdria da energia de cada um
dos quatro pardmetros mencionados anteriormente. Essa equacdo ainda pode ser

decomposta em relagdo a energia de cada termo individualmente®42:

Eestiramento = kestiramento (l - leq)z (Eq 2)!

na qual Kestiramento € @ constante proporcional de forca da ligacdo quimica, [ é o

comprimento de ligagdo apos o estiramento e I, € 0 comprimento de ligagdo otimo.

Edobramento = kdobramento (a - aeq)2 (Eq- 3),

onde, kdobramento @ constante proporcional de forca, a é o angulo da ligacéo apos

o0 dobramento e a., € 0 angulo de ligagéo otimo.
Etorv;éo = ko + Z?:l kr [1 + COS(I’H)] (Eq 4)!

na qual k, é a constante de planaridade necessaria para alguns grupos especificos,
k. é a constante de forca rotacional e de torcdo, r é o termo de periodicidade do diedro

dentro de 360° e 8 é o angulo diedro entre as ligacdes A-B e C-D.
Einterac,‘éo = knb [(%)12 - (%)6] (Eq 5)-

A Equacéo 5 também é conhecida como Potencial de Lennard-Jones. Nela, 0 k,,,
é 0 poco de potencial que relaciona a atragé@o entre os atomos nao ligados em questao, r
é a distancia entre esses atomos e o € a distancia na qual o potencial entre esses atomos €
zero*,

Cada uma dessas equacOes descreve uma curva que representa a variacdo da

energia potencial de uma molécula dentro de cada parametro geometrico especifico. Por
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isso, a somatoria dessas equacOes realizada pela Equacéo 1 possibilita a criagdo de uma
Superficie de Energia Potencial.

A parametrizacdo do campo de forca geralmente ndo é feita pelo pesquisador, uma
vez que muitos campos de forca ja foram desenvolvidos e podem ser utilizados em
diversos softwares. Quando esses campos de forca sdo utilizados para moléculas de
mesma classe de sua parametrizago, os resultados encontrados sdo satisfatorios*!. Neste
trabalho, o campo de forca utilizado foi o Universal Force Field (UFF), um dos campos
de forca mais utilizados e que inclui parametros para 126 elementos quimicos. Além
disso, o UFF inclui quatro termos de valéncia e também pode ser utilizado para compostos
contendo elementos inorganicos*43,

A Mecanica Molecular possui diversas aplicacbes em modelagem molecular,
sendo que a criacdo de estruturas de input é a principal aplicacao neste trabalho. Por meio
dela, é possivel obter essas estruturas de maneira rapida e sem muito esforco
computacional. Além disso, 0 método é de facil operacdo e tem parametros disponiveis
para quase todos os elementos quimicos e para diversas classes de compostos
quimicos®04L,

A principal desvantagem da MM, como ja dito anteriormente, é a negligéncia por
parte dos elétrons. Dessa maneira, efeitos como distribuicdo de cargas e comportamentos
nucleofilicos e eletrofilicos sdo menosprezados. Além disso, os parametros utilizados

devem ser correspondentes com a classe dos compostos em questdo*®4?.

Mecéanica Quantica

A base para os célculos quanticos computacionais provém da equacdo de

Schrodinger:
AY = Ey (Eq. 6);

onde A é o operador Hamiltoniano, ¥ é a fungio de onda e E €é a energia
eletrobnica. Nessa equacdo, matematicamente falando, ¥ é uma autofuncdo e E € um
autovalor. A funcdo de onda ¥, como 0 nome sugere, descreve 0 comportamento

eletrénico como sendo uma onda. Assim, por meio da funcéo de onda ao quadrado (¥2),
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pode-se descrever a densidade de probabilidade de os elétrons estarem em uma
determinada posi¢&o, mas ndo sua posicdo exata®®4!.
Os termos de energia cinética nuclear e eletrénica, assim como o0s termos de

interacdo eletrostatica, estdo contidos no operador Hamiltoniano:

H= Ty +T,+Vye + Vyy + Voo (Eq. 7);

onde N representa 0s nlcleos e 0 e representa os elétrons. Dessa forma, Ty
corresponde a energia cinética nuclear, T, a energia cinética eletronica, Vy, a energia
potencial de atracdo elétron-nucleo, Vyy a energia potencial de repulsao entre os nucleos,
e V.. a energia potencial de repulsdo entre os elétrons. Esses termos podem ser

especificamente representados pelas expressoes a seguir:

Ty = ~Zaz VA (Eq. 8).

T = —Ya3 V2 (Eq. 9).
Vwe = ~ZaZam (Eq. 10).
Vin = SaZpsaiit (Eq. 11).
Vee = ZaZbsarr (Eq. 12).

Nas EquacOes de 8 a 12, A e B representam os nucleos, a e b os elétrons, M a
massa da particula, Za carga da particula, Ra distancia entre as particulas e ;2 o operador
Laplaciano que age sobre a particula em questao.

O operador Hamiltoniano descrito acima quase nunca é utilizado na forma em que
foi mencionado. Ele é simplificado considerando a aproximacao de Born-Oppenheimer.
Nessa aproximagéo, 0 movimento nuclear é separado do movimento eletrénico, uma vez
que os nucleos apresentam massa muito maior que os elétrons. Devido a essa diferenca,

o0s elétrons se adaptam quase que instantaneamente ao movimento nuclear. Com isso, 0
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termo da energia cinética nuclear (T ) pode ser desprezado, e o termo de energia potencial
de repulséo entre os niicleos (Vyy) pode ser considerado constante.

Dessa maneira, a equacao de Schrddinger ndo é resolvida para todas as particulas
simultaneamente. Primeiro a parte eletrbnica é calculada para cada posi¢do fixa dos
nacleos, e depois a repulsdo nuclear é adicionada. Isso é possivel pois, a adi¢cdo de uma
constante a um operador ndo influencia na autofuncédo (%), apenas é somado ao autovalor
(E)*4!, Resolvendo a questdo nuclear, o proximo passo é buscar solugdes para o operador
Hamiltoniano eletronico (H,) a sequir:

A

He = Tp + Ve *+ Vee (Eq 13)-

Método Hartree-Fock

Ap0s a derivagdo da equacdo de Schrodinger, no final da década de 1920, Hartree
introduziu o método do campo auto consistente (SCF, do inglés Self-Consistent Field).
Com esse método, o célculo aproximado das fungbes de onda e de energia para sistemas
multieletronicos foi descrito. Esse metodo, posteriormente denominado de método
Hartree-Fock (HF) é a aproximagdo mais utilizada na maioria dos tipos de calculo ab
initio®,

A inovacdo do HF € a separacdo da equacdo de Schrodinger para um sistema com
N elétrons em N equacdes mais simples, onde cada equacdo descreve o comportamento
de um elétron do sistema. Para isso, é considerado que o elétron interaja apenas com 0s
ndcleos e a nuvem eletrénica dos demais elétrons, e ndo com cada elétron explicitamente.
Essa nuvem eletrénica é representada por uma distribuicdo de carga média produzida
pelos outros elétrons®®4%. Dessa maneira, cada elétron é tratado independentemente e suas
funcdes de onda podem ser separadas por meio da seguinte equacao, também denominada
como produto de Hartree:

Y(R) = W1 (R) + ¥, (Ry) + W5(R) ... = [INW;R;  (Eq. 14).
Entretanto, esse produto ndo satisfaz a propriedade de anti-simetria e,

consequentemente, o principio de exclusdo de Pauli. O principio de exclusdo de Pauli

impede que um atomo possua mais de um elétron com 0 mesmo conjunto de nimeros
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quanticos (estado). E necessario que cada orbital possua no maximo dois elétrons com
spin anti-simétricos (um spin positivo e um spin negativo). Portanto, essa forma de
escrever as funcdes de onda ndo pode ser utilizada, pois possibilita que dois elétrons
ocupem o0 mesmo estado. Para satisfazer o principio de exclusdo de Pauli, a funcédo de
onda passou a ser descrita na forma de determinantes, sendo que o determinante de Slater

(®) é o mais utilizado***:

Y (1) Y1) %)
Yi(n) ¥,(n) - ¥(n)
sendo,
Y(x) = x(x) (Eq. 16),

onde as fungGes de onda s&o ortonormais e representam os spin-orbitais, por meio
de uma funcdo orbital (y) e uma funcdo de spin (x). Assim, quando dois elétrons
ocuparem o mesmo spin-orbital, duas colunas do determinante de Slater serdo idénticas,
fazendo com que o determinante seja zero. Dessa maneira, ndo sera considerada a
ocupacdo de um mesmo orbital por mais de um elétron. Qualquer quantidade de
determinante pode ser utilizada para descrever uma funcdo de onda, entretanto, é mais
simples utilizar um Unico determinante de Slater para descrever uma Unica funcdo de

onda**#, Assim, cada estado eletronico € representado por uma Unica configurago:

Y~ @ (Eq. 17).

A determinacdo das fungbes orbitais y do determinante de Slater sdo realizadas
utilizando o principio variacional®!. Com isso, é possivel obter a fungdo de onda para cada
estado eletrénico e sua energia correspondente por meio da equagdo de autovalor de

Hartree-Fock:

f@x () = €x(x) (Eq. 1),
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f@) = =3V = St 4+ v () (Eq. 19)

nas quais f é o operador de Fock de um elétron e v#F é o potencial de campo
médio que atua sobre o elétron i.

As equagdes de Hartree-Fock posteriormente foram reformuladas por Roothaan,
que sugeriu que as fungOes utilizadas para representar os orbitais moleculares fossem
substituidas por funcBes que representassem o0s orbitais atdbmicos. Essa reformulagéo
ficou conhecida como método de combinacgdo linear de orbitais atbmicos (LCAO, do
inglés linear combination of atomic orbitals), e contornou o problema de assimetria dos
orbitais moleculares*'. A parte espacial dos orbitais eram expandidas por conjuntos de
funcdes, e por meio de diagonalizacdo matricial, solugdes numéricas eram obtidas por

meio da equacio Secular3®L:
FC=SCe (Eg. 20),

onde F é a matriz de Fock, C a matriz de coeficientes, S a matriz de recobrimento
e € a energia dos orbitais. Com isso, a matriz de Fock passa a depender dos orbitais
moleculares, que dependem dos coeficientes dos orbitais. Para resolver essa situacao, e 0
método Hartree-Fock ser aplicado, € necessario a utilizagdo de um método iterativo®.

O método HF tem inicio a partir de uma suposicédo inicial dos coeficientes dos
orbitais. Esses coeficientes sdo utilizados tanto para calcular a energia dos orbitais
iniciais, como para gerar outra disposicao eletrénica. A partir dessa nova disposicao, sua
energia é calculada e outros coeficientes sdo gerados. Esse processo continua até que duas
repeticdes seguidas mostrem a mesma energia e 0s mesmos coeficientes dos orbitais,
atingindo assim, um campo auto consistente (SCF). Quando isso acontece, é dito que 0
calculo convergiu®®-41,

Importante dizer que essa convergéncia esta dentro de um intervalo de confianca,
e ndo de maneira exata, além de nem sempre ser obrigatoria. VVarios parametros do calculo
podem influenciar nessa questdo, sendo que o nivel do SCF ¢ um deles*. Neste trabalho,
dois niveis de SCF foram testados, sendo que o TightSCF garante a convergéncia do
calculo com diferenca minima de 10°® ua de energia, e 0 LooseSCF com diferenca minima

de 10 ua de energia entre duas repeticdes seguidas*.
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Métodos ab initio

O termo ab initio vem do latim “desde o principio”, significando que ele utiliza as
teorias iniciais de descricdo eletrénica para a realizacdo dos calculos. Dessa maneira,
esses metodos se baseiam apenas na resolucdo da equacgdo de Schrodinger por meio do
operador Hamiltoniano e do método Hartree-Fock. Como mostrado anteriormente, o
método HF assume que cada elétron é influenciado pelo campo médio gerado pelos outros
elétrons do sistema, e ndo de maneira independente entre si. Essa hipotese possibilitou
diversas descobertas e um enorme progresso no desenvolvimento de calculos eletrénicos.
Entretanto, ela negligencia a correlacdo entre esses elétrons, um fator importante que
influencia nas propriedades quimicas das moléculas3®4°4°,

Utilizando o método HF podemos chegar apenas a um valor minimo de energia,
denominado limite de Hartree-Fock. Esse valor limite, justamente por ndo considerar a
correlagdo eletrdnica, ¢ sempre menor que o valor de energia real do sistema*. A
diferenca entre essas duas energias é chamada de energia de correlacdo. Essa relacao pode

ser facilmente identificada pela seguinte equacao:

Ecor = E — Eyr (Eq 21)!

onde E,,, é a energia de correlacdo eletronica, E € a energia real do sistema e
Eyp € 0 limite de HF.

Para tentar contornar essa questdo, tanto métodos com alteragdes no método HF,
como métodos pds-HF foram desenvolvidos. Entre os métodos HF podemos citar o
Hartree-Fock de Camada Aberta Restrita (ROHF) e Hartree-Fock Irrestrito (UHF), e entre
0s métodos p6s-HF podemos citar o Coupled Cluster (CC) e a Teoria de Perturbacao de
Moller-Plesset (MPn). De maneira geral, calculos com esses métodos dispendem de um
alto custo computacional, sendo sua utilizacdo mais viavel em sistemas moleculares

simples e pequenos®.

Métodos Semiempiricos

Os métodos semiempiricos também sdo resolvidos baseados na equacdo de
Schrddinger, e consequentemente, no operador Hamiltoniano e na equacdo de Hartree-

Fock. Entretanto, eles contam com aproximacgdes e omissOes de algumas integrais,
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geralmente referente aos elétrons do caroco. Elétrons esses, que estdo localizados nas
camadas internas dos atomos, ndo participando das liga¢cdes quimicas. Para contornar
essa reducdo no numero de integrais, esses métodos utilizam pardmetros obtidos
experimentalmente para substitui-las**“°.

A parametrizacdo tem como sua principal vantagem a aceleracdo dos célculos
eletrénicos quando comparados aos metodos ab initio. Assim, os métodos semiempiricos
viabilizam o estudo de moléculas maiores e mais complexas. Como desvantagem, 0s
calculos por métodos semiempiricos apenas serdao confiaveis quando uma parametrizagdo
feita por moléculas similares & molécula em questéo for utilizada*'4°,

Diferentes métodos semiempiricos foram desenvolvidos para aumentar sua
confiabilidade. Dentre eles, podemos citar 0s mais importantes como sendo os: PPP
(desenvolvido por Pariser-Parr-Pople), negligéncia completa da sobreposicéo diferencial
(CNDQO, do inglés complete neglect of differential overlap), negligéncia intermediaria da
sobreposicao diferencial (INDO, do inglés intermediate neglect of differential overlap),
negligéncia da sobreposigdo diatdmica diferencial (NDDO, do inglés neglect of diatomic
differential overlap), Austin Model 1 (AM1) e Parameterization Method 3 (PM3). Os dois
ultimos métodos citados sdo os mais utilizados até hoje, sendo que cada um tem suas

vantagens e desvantagens, dependendo da molécula estudada em questio?®.

Teoria do Funcional da Densidade

A Teoria do Funcional da Densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory)
parte do principio de que a energia de uma molécula pode ser determinada por sua
densidade eletronica, e ndo por meio de sua funcdo de onda, como eram baseados 0s
métodos ab initio e semiempirico. Essa nova abordagem eletr6nica traz duas principais
vantagens em relacdo aos métodos anteriores. A primeira é que, diferentemente da funcéo
de onda, a densidade eletrénica € uma grandeza mensuravel (por difracdo de Raio-X, por
exemplo), e ndo apenas observavel, possibilitando uma maior compreensdo e
parametrizacdo do método. A segunda vantagem é a diminuicéo do custo computacional,
uma vez que, por ser uma funcdo de posicdo, a densidade eletrbnica tem apenas trés
variaveis (X, Y, z). Ja a funcdo de onda possui 4n varidveis, uma vez que cada elétron (n)
possui trés coordenadas espaciais e uma coordenada de spin. Dessa maneira,
independentemente do tamanho da molécula em questdo, um célculo DFT sera menos

exigido computacionalmente do que um calculo ab initio3®1,
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Essa teoria foi primeiramente proposta por Thomas e Fermi em 1927, porém, sO
em 1964, Hohenberg e Kohn mostraram que as propriedades de uma molécula no estado
fundamental poderiam ser determinadas somente pela sua densidade eletronica, além de
incluirem os termos de energia de troca e correlacdo eletrbnica, ndo utilizados
anteriormente*®. Pouco tempo depois, Kohn e Sham desenvolveram uma aplicacio pratica
para essa teoria que relacionava a energia eletronica do sistema com a densidade

eletronica (p)*®4L:

E(p) =T(p) + Vye(p) + Vi(p) + Etro(p) + Ecor(p) (Eq. 22),

onde T se refere a energia cinética, Vy, a energia potencial de atracdo entre o
nucleo e o elétron, V; a energia de repulsdo entre os elétrons, Ey,., a energia de troca
eletrbnica, que separa os elétrons de mesmo spin, e E.,, a energia de correlacdo
eletrdnica, que representa a interacdo independente entre os elétrons. Essa aplica¢do pode
ser resolvida de maneira similar ao método Hartree-Fock, ou seja, por meio de um método
iterativo com o determinante formado por uma combinacio linear de fungdes bases3¥4°,

Um funcional é uma funcdo de uma funcdo, que nesse caso é a densidade
eletronica. Analisando os cinco termos descritos anteriormente, temos que os funcionais
dos trés primeiros termos apresentam uma solucéo analitica. Entretanto, os funcionais dos
termos de troca e correlacio eletrbnica ndo sdo inteiramente conhecidas®. As
aproximagcoes realizadas para resolver esses funcionais classificam os diferentes tipos de
métodos DFT.

A Aproximacdo da Densidade Local (LDA, do inglés Local Density
Approximation) € a aproximacdo mais simples. Ela considera a densidade eletrénica local
em um dado ponto da molécula, uma vez que assume que essa densidade seja uniforme.
A Aproximacdo da Densidade Local de Spin (LSDA, do inglés Local Spin Density
Approximation) adiciona um termo para alocar spins opostos em diferentes orbitais. A
Aproximacdo do Gradiente Generalizado (GGA, do inglés Generalized Gradient
Approximation) adiciona um termo do gradiente da densidade eletrénica (primeira
derivada), passando a considerar também a nédo uniformidade eletrénica da molécula. A
Aproximacdo meta-GGA (MGGA), alem das aproximacgOes vistas anteriormente,
adiciona um termo da segunda derivada da densidade eletronica (operador Laplaciano).

Por ultimo, temos os métodos hibridos, no qual, adicionam a energia de troca pela
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aproximacdo do método Hartree-Fock, junto com funcionais para a energia de troca e
correlacéo eletrénica®.

Neste trabalho foram utilizados dois métodos DFT, sendo que 0 método PBE*’
(parametros de Perdew, Burke e Ernzerhof) é classificado como GGA, e o método
B3LYP*4° (3 parametros de Becke, e termo de correlagdo de Lee-Yang-Parr) é
classificado como um método hibrido-GGA. O método B3LYP pode ser definido pela

seguinte equacgéo:

EB3WP = (1 — a)ELSPA + aEHF + bAEE + (1 — ©)ELSPA + cEF'P (Eq. 23),

estando presentes trés termos para energia de troca eletronica (ELSPA, EHF e AEE)
e dois termos de energia de correlagdo eletronica (ELSP4 e ELYP). Onde os trés parametros

a,bec,sdo0,20,0,72 e 0,81, respectivamente*!4849,

Conjunto de Bases

Conjunto de bases é 0 nome dado a um conjunto de fun¢des matematicas utilizado
para representar os orbitais moleculares de uma molécula. Na maioria das vezes, esses
orbitais moleculares sdo representados por uma combinacdo linear de funcdes
matematicas dos orbitais atbmicos, passando a ser comumente chamado de LCAO (do
inglés Linear Combination of Atomic Orbitals). Uma vez que essas funcGes descrevem a
distribuicdo eletrbnica em volta do atomo, a combinacdo dessas funcdes descreve a
distribuicao eletronica por toda molécula®¥4°,

Dentre todas as representacdes possiveis, as funcdes de Slater e as funcbes
Gaussianas, por serem as mais simples matematicamente, foram utilizadas para descrever
a distribuicéo eletronica. As fungdes de Slater foram utilizadas para construir 0s primeiros
tipos de conjunto de bases, os quais recebiam o nome de STO (do inglés Slater Type
Orbitals). Apesar dessas func¢des proporcionarem uma boa descri¢cdo dos orbitais, sua
utilizacdo foi comprometida devido ao excessivo esfor¢o computacional necessario para
arealizagdo dos calculos. Uma fungédo Gaussiana, por sua vez, ndo consegue proporcionar
uma descricdo tdo boa quanto uma fungdo de Slater, porém exige menos esforco
computacional. Para contornar esse problema, uma funcdo Gaussiana deu lugar a uma

combinacéo linear de func¢des Gaussianas para descrever o orbital, como mostra a Figura
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4. Esse tipo de conjunto de base recebeu 0 nome de GTO (do inglés, Gaussian Type
Orbitals)***°.

Figura 4 - Aproximacéo da funcdo de Slater por meio de diversas funcdes Gaussianas

Funcado STO S
__ Fungdes GTO

Fonte: Modificado de Young et al (2001)

O namero de funcBes base que representam os orbitais de carogo e de valéncia
também tipificam o conjunto de base. Para um conjunto de base minima, os dois orbitais
séo representados por apenas uma funcdo Gaussiana, recebendo o nome de single-zeta.
Para os conjuntos de base dupla, também chamado de double-zeta, os orbitais de caroco
continuam sendo representados por apenas uma fungéo cada, mas cada orbital de valéncia
passa a ser representado por duas fungdes bases. O mesmo principio é aplicado as bases
triplas, que também sdo conhecidas por triplo-zeta. Com relacdo aos orbitais de valéncia,
eles ainda podem ser separados de acordo com suas camadas, das mais internas para as
mais externas, dando origem aos conjuntos de base de valéncia separada (Split Valence
Basis Set)*04°,

Além dessas fungdes, também pode ser necessario a utilizacdo de outros tipos de
funcoes, as de polarizacdo e as difusas. As fungdes de polarizagdo, como o nome diz,
descreve a polarizacdo, ou seja, a deformacdo sofrida pelos orbitais que participam de
uma ligacdo quimica. Ela pode ser representada por um asterisco (*) quando considerar
apenas os orbitais “p”, ou por dois asteriscos (**) quando considerar os orbitais “s” e “p”.
Ja as funcdes difusas descrevem melhor sistemas que tenham a densidade eletrbnica

distante do nucleo, ou seja, sistemas com uma regido maior dos orbitais ocupados. Elas
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sao representadas pelo sinal + ou ++ quando considerar os orbitais “p” ou “s” e “p”,
respectivamente?®4°,

Neste trabalho, dois conjuntos de bases foram utilizados, ambos sendo
classificados como base tripla de valéncia separada com funcdo de polarizagdo. O
conjunto de base TZVP* (do inglés, Triple-Zeta Valence Polarization) foi desenvolvido
por Ahlrichs, e 0 6-311G**°12 foi desenvolvido por Pople. Neste ultimo, ha a
especificacdo de que os orbitais de carogo séo representados por uma fungdo composta
por seis funcbes Gaussianas, e 0s orbitais de valéncia da primeira, segunda e terceira
camada sao representados por uma funcdo cada, composta por trés, uma e uma funcdes

Gaussianas, respectivamente, além das funcGes de polarizagdo para os orbitais “s” e “p”
51,52

Planejamento Experimental

As ferramentas estatisticas sao amplamente utilizadas como um meio de investigar
resultados de um experimento complexo. Dessa forma, é possivel predizer erros
sistematicos e aleatorios, e com isso, tracar planos para contorna-los. 1sso, sem davidas,
€ uma aplicacdo crucial dessas ferramentas. Entretanto, esses conceitos estatisticos
também podem ser utilizados para planejar o experimento. Essa acdo € chamada de
planejamento ou design experimental, e por meio dela, é possivel encontrar fontes de
erros antes mesmo do experimento comegar®,

Em analises nas quais mais de uma resposta é desejavel, o nimero e a influéncia
das variaveis experimentais estardo diretamente relacionados com os resultados. Em um
planejamento experimental, essas variaveis recebem o nome de “fatores”, cada pardmetro
(ou valor) dessas variaveis recebem o nome de “nivel”, e as combinacdes possiveis entre
0s niveis e fatores recebem o nome de “tratamento”. Entdo, cabe ao planejamento
experimental analisar e identificar quais niveis desses fatores sdo 0s mais importantes
para cada resposta estudada, e usd-los na melhor combinagdo possivel (melhor
tratamento) para obter os melhores resultados para as respostas em questdo. Por meio
desse planejamento, o0 método em questdo sera otimizado para que os resultados sejam
obtidos da maneira mais confidvel possivel e com reducdo de recursos, para s6 depois ser
utilizado como um método de rotina. Esses recursos podem ser vistos como repeti¢des de

analises, amostras, reagentes, equipamentos, custo, tempo, entre outros>2.
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Dentre os diversos tipos de planejamento experimental, como o Delineamento em
Blocos, Quadrado Latino e Plackett-Burman, destacam-se também os Planejamentos
Fatoriais. Os planejamentos fatoriais permitem o estudo de todos os tratamentos entre k
fatores com j niveis cada, além de analisar também as interacGes entre esses fatores.
Quando todas as combinacbes sdo analisadas, esse processo é denominado de
Planejamento Fatorial Completo j*. Entretanto, é facil visualizar que a medida que os
fatores e niveis aumentam, o nimero total de experimentos também aumenta, podendo
chegar a uma quantidade inviavel de analises. Para isso, foi desenvolvido o Planejamento
Fatorial Fracionado j*P, onde o p representa a fracdo do planejamento fatorial completo
usado. Ou seja, nesse planejamento algumas interacdes entre os fatores sao
negligenciadas®* .

Neste trabalho foi utilizado um Planejamento Fatorial Completo 2* para obter as
melhores energias eletrdnicas, desvio médio quadratico (RMSD, do inglés Root Mean
Square Deviation)®® e tempo de calculo da estrutura do fentanil, de modo a economizar
tempo e esforco computacional na simulacdo dos espectros infravermelho do fentanil e

seus analogos.

Planejamento Fatorial Completo 2*

Como dito anteriormente, o Planejamento Fatorial Completo 2* é um
planejamento conveniente para um experimento com poucos tratamentos. Assim, sua
escolha foi viavel, uma vez que quatro fatores foram estudados em dois niveis cada,
totalizando 16 tratamentos, uma quantidade executavel de analises. Uma tabela
representando os niveis dos fatores e uma matriz representando o planejamento completo

podem ser vistas a seguir.

Tabela 1 - Niveis dos fatores

Fatores Niveis
A +1 -1
B +1 -1
C +1 -1
D +1 -1
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Tabela 2 - Matriz do planejamento fatorial completo 24

Trat. | Esp. |A|B|C | D|A|A|A|B|B|C|AB|BC|AC | AB | AB
cC | bD|D C D D D | CD

1 1) 101111111 ]1]|1 -1 -1 -1 -1 1
2 a 1/-1-1|-1}|-1|-1|-1(1]|1]1 -1 1 1 -1
3 b 111 }-1|-1j1}1]|-1]-1]|1 -1 1 -1
4 ab 1/1 1|11 |-1}-1|-1]-1]1 -1 1 1 -1 1
5 c 1(-1|j1 11|11 ]|-1]-1]|-1 1 1 1 -1 -1
6 ac 1/-1,1}|-1}-1|1|-1(-1]-1}-1]| -1 1 -1
7 bc 111 }-1-1}-12(1)1]1|-1] -1 -1 1 1 1
8 abc i1/1(1}-1j1|1 |11 |1}-1 1 -1 -1 -1 -1
9 d 10111 1]-1 1) -1 1 1 1 -1
10 ad 1 /1111|111 -1 1 -1 -1
11 bd 1111 |11 -1]-1]-1]|-1 1 -1 1 -1 1
12 abd i1/1-1j1}1|-1}1|-1]-1}-1]| -1 -1 -1 1 -1
13 cd 111011 101111 1 -1 -1 1
14 acd 1/-1,1)1}|-1|1}|1|-1]-1]1 -1 -1 1 -1 -1
15 bcd |-1(2 21|21 |-1(-1]|-1]1]1]|1 -1 1 -1 -1 -1
16 abcd | 2 |1 (11|11 |1 |1|1]1 1 1 1 1 1

A segunda coluna da tabela sdo especifica¢fes que abreviam os niveis dos fatores.
As letras a, b, ¢, e d indicam que os seus respectivos fatores (A, B, C e D) estdo no nivel
+1, enquanto a auséncia dessas letras indicam que os fatores estdo no nivel -1. J4 o nimero
(1) indica que todos os fatores estio no nivel -1%.

Interessante notar que as interacdes entre os fatores também séo consideradas na
analise. Tanto as interacGes entre dois fatores, quanto as interacfes entre trés e quatro
fatores. Entretanto, é comum que apenas os fatores independentes e a interacao entre dois
fatores sejam suficientes para descrever a variabilidade das respostas®.

Dessa maneira, dois efeitos poderdo estar presentes: o efeito principal e o efeito
de interacdo. O efeito principal ocorre quando um fator atua independente dos outros
fatores em uma resposta, e o efeito de interacdo consiste na situacdo em que um fator
sofre influéncia de outro fator dependendo de seu nivel. Esses efeitos podem ser positivos
ou negativos, e sdo analisados independentemente para cada resposta estudada. Quando
positivos, eles contribuem para 0 aumento da resposta em questdo, e quando negativos,
contribuem para a diminuig&o®:.

O modelo de regressao linear para um Planejamento Fatorial Completo 2* permite
predizer os resultados por meio dos coeficientes de regressédo, podendo ser representado

pela equacéo geral®**:
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9= Bo+ XiBixi + X85 Bijxixj + X Bijixixix + Xfim BijimXixjxi1xm (EQ.
24),

onde ¥ representa a resposta predita, 5 representa os coeficientes de regresséo dos
fatores, x representa o0s fatores independentes codificados e suas interagdes
(representadas por i,j,lem) e k representa a quantidade de fatores. Assim, pode-se
relacionar esse modelo de regressdo com a matriz do planejamento (Tabela 2), na qual os
fatores independentes (A, B, C e D) sdo representados pelo segundo termo da regressao,
as interacOes entre dois fatores (AB, AC, AD, BC, BD e CD) pelo terceiro termo, as
interacdes entre trés fatores (ABC, BCD, ACD e ABD) pelo quarto termo, e a interacéo
entre os quatro fatores (ABCD) pelo quinto termo da regressdao. O primeiro termo
representa o coeficiente de regressdao médio®* .

Os coeficientes de regressao sdo obtidos pela divisao do efeito de cada fator por
dois. Os efeitos, por sua vez, podem ser calculados pela diferenca média das respostas.
Para isso, ao calcular o efeito do fator A, por exemplo, deve-se fixar os niveis dos outros

fatores e variar os niveis do fator A entre -1 e +1, como na tabela a seguir®3:

Tabela 3 - Célculo da diferenca média entre as respostas

Niveis dos Fatores Niveis do Fator A
= c 5 - " Diferenga
-1 -1 -1 yl y2 y2-yl
1 -1 -1 y3 v4 y4-y3
-1 1 -1 y5 y6 y6-y5
1 1 -1 y7 y8 y8-y7
-1 -1 1 y9 y10 y10-y9
1 -1 1 y11 y12 y12-y11
-1 1 1 y13 y14 y14-y13
1 1 1 y15 y16 y16-y15
Soma das diferencas T
Diferenga média g

Dividindo o valor da diferenca média por dois, temos o coeficiente de regresséo
do fator A (B). Dessa maneira, podem-se calcular os coeficientes de regressao para todos

os fatores e suas interacdes. O coeficiente de regressao medio (f,), como o préprio nome
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diz, é a média entre todos esses coeficientes. Definidos todos os coeficientes, pode-se

utilizar da tabela ANOVA para analisar a significancia de cada fator para cada resposta®3.

ANOVA

A ANOVA, do inglés Analysis of Variance, é usada para determinar a
significancia estatistica das variaveis (fatores) em experimentos onde ha mais de duas
combinagBes de varidveis (tratamentos). Ela se baseia na comparagdo da variabilidade
dos resultados dos tratamentos com a variabilidade do erro residual®*®’. Com isso, é
possivel avaliar a significancia do modelo de regresséo utilizando o teste F, que pode ser

calculado pela equagio®:

SStr
_ MSTy _ —
Fo= "It = gl (Eq. 25),
E a(n—-1)

onde F, € o F calculado, MS;, é o Quadrado Médio (Mean Square) de cada
tratamento, MSy € o Quadrado Médio do erro, SS;,- € a Soma dos Quadrados (Sum of
Squares) de cada tratamento, SS; € a Soma dos Quadrados do erro,ea—1ea(n—1)
sdo os graus de liberdade do tratamento e do erro, respectivamente. a € o numero de
tratamentos e n € o nimero de observaveis®. Ainda temos que a Soma dos Quadrados

Total (SS;) é dada pela Soma dos Quadrados mencionadas anteriormente, ou seja>*>°:

S§857 = S8+ SSg = Z?=1(}A’i - }_’)2 + Z?=1(J’i - }A’i)z (EQ- 26),

onde y; € o valor predito para o respectivo tratamento, y é a média da resposta
observada e y; € o valor observado da respectiva resposta.

Com o calculo do F, para cada tratamento, o valor de F tabelado pode ser
comparado para os graus de liberdade e intervalo de confianca em questdo. Assim, para
os fatores e/ou suas interagdes onde F, > F, temos seus valores de probabilidade p dentro
do intervalo de confianga, sendo considerados como estatisticamente significativos.
Tomando como exemplo o intervalo de confianga de 95%, os fatores e/ou suas interagoes
gue mostrarem o valor de p menores que 0,05 serdo considerados significativos. Apos
essa constatacgdo, é possivel verificar quais fatores mais influenciaram em cada resultado,

permitindo a otimizagao do experimento™,
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Diagrama de Pareto

O Diagrama de Pareto é outra forma de analisar os resultados obtidos pela
regressio linear e pela ANOVA>**8, Por meio do efeito de cada fator e de suas interacdes,
mostrados anteriormente, podem-se obter seus respectivos efeitos padronizados, também

chamados de tcalculado. ESSe Valor pode ser calculado pela seguinte equagao®:
teale = _p (Eq. 27),

onde O representa o efeito do fator, e ep representa o erro padréo, que pode ser
calculado pela divisdo do Desvio Padréo (dp) pela raiz quadrada do tamanho amostral®*.

As equacOes estdo mostradas a seguir:

Ni/v -
dp = [HE2E (Eg. 28),

d
ep = J—% (Eqg. 29),

nas quais N representa o tamanho amostral e i o tratamento.

Interessante notar que em experimentos sem réplicas nao se pode estimar o erro
padrdo dessa maneira. Entretanto, para contornar essa situacdo, pode-se utilizar as
interacdes entre trés e quatro fatores, uma vez que elas ndo serdo significativas para as
respostas, na maioria das vezes. Assim, 0 erro padrdo pode ser obtido utilizando as

interaces de ordem mais alta por meio da seguinte equacéo®®:

ep = J(Z interacdes de ordem maior)®
B N

(Eq. 30)

Dessa maneira, quando 0 tcaiculado fOr obtido (Eq. 27), ele pode ser comparado com
0 trabelado para o grau de liberdade e intervalo de confianca do experimento. Quando o
tcalculado > ttabelado, t€MOS esse fator como estatisticamente significante. Isso significa
também, que em um intervalo de confianca de 95%, esses fatores apresentardo o valor de

probabilidade p maior que 5%°*%°.
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Quimiometria

A quimiometria pode ser entendida como a area da quimioinformatica que utiliza
métodos estatisticos e matematicos para se extrair informacdes relevantes de dados
quimicos. Hoje em dia, sua maior aplicagdo esta na analise de dados multivariados, uma
vez que os métodos analiticos mais modernos sdo capazes de analisar diversas variaveis
em um unico analito, gerando uma grande quantidade de dados digitalizados®,

Utilizando a quimiometria, por exemplo, é possivel comparar todas as respostas
das variaveis de um analito de maneira simultanea, de modo a discriminar e/ou classificar
esse analito dentro de um ou varios grupos. A discriminacdo pode ser vista como a
participacdo ou ndo desse analito em um grupo especifico, e a classificacdo pode ser vista
como a divisio de diversos analitos em grupos com propriedades semelhantes®3.

Para analitos em que apenas duas variaveis sdo analisadas, um gréfico pode ser
utilizado para representar essas informacGes, sendo que as coordenadas do grafico sdo
caracterizadas pelos valores medidos por cada variavel. Quando trés variaveis sdo
analisadas, uma representacdo grafica em trés dimensdes ainda pode ser utilizada para
visualizar as informac@es. Entretanto, com quatro ou mais variaveis, uma representacao
grafica ndo é mais possivel, sendo necessario a utilizacdo de algebra matricial e
ferramentas quimiométricas para a determinacdo de padrdes e relacbes entre os dados
gerados®.

As ferramentas quimiométricas podem ser divididas em ndo-supervisionadas
(exploratdrias) e supervisionadas (classificatorias). Os métodos ndo-supervisionados tém
como objetivo revelar as relagdes entre os dados sem nenhuma informacdo prévia, de
modo a determinar quais amostras pertencem a quais grupos. J& 0s métodos
supervisionados tém como objetivo melhorar a classificagdo dos grupos por meio do
fornecimento de alguma informacdo prévia. Neste trabalho, dois métodos nédo-

supervisionado (HCA e PCA) e um supervisionado (SIMCA) foram utilizados®.

HCA

A HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis, € um método de separacdo em
grupos por hierarquia. Ele consiste na divisdo de um grupo de amostras em classes
(clusters), onde as amostras similares pertencerdo a0 mesmo agrupamento. Por ser um

método hierarquico, uma vez que uma amostra é designada a uma cluster, o processo nao
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pode ser revertido. Além disso, suas amostras sdo organizadas na forma de um
dendograma, possibilitando observar a relagdo entre as amostras de acordo com suas
distancias euclidianas. Quanto mais proximas as distancias, maior a similaridade entre as
amostras®,

As distancias euclidianas (d) podem ser definidas pela seguinte equagéo:

d= (g — y1)%+ (2 — ¥2)2+ -+ (tn — yn)? (Eq. 31),

onde x,, e y, representam as respostas das amostras x e y para a variavel n.

O processo utilizado para a determinacdo dos grupamentos por hierarquia é
denominado de método aglomerativo. Esse método assume que cada amostra inicial
forma o seu préprio cluster, e assim, a distancia entre esses clusters é calculada e
comparada. Dessa forma, os agrupamentos que estdo mais proximos sdo unidos. A
medida que os clusters vdo se formando, suas distancias vdo sendo calculadas e
comparadas para novas combinagdes. Esse processo se repete até que todos os
agrupamentos componham um grupo principal, terminando a analise e gerando um

dendograma®3,

PCA

A PCA, do inglés Principal Component Analysis, é 0 método quimiométrico mais
utilizado para relacionar dados multivariados. O principio da PCA é reduzir as dimensdes
do sistema formando assim, um novo sistema de coordenadas por meio de varidveis
latentes. Essas variaveis sdao chamadas de Componentes Principais (PC, do inglés
Principal Components) e preservam a correlacdo entre os dados. As componentes
principais sdo dispostas de maneira ortogonal entre si, como pode ser visto na Figura 5,
eliminando assim, as informagdes redundantes. Essa reducéo de dimenséo permite que 0s
dados multivariados sejam visualizados na forma de um grafico de dispersé@o de duas ou

trés dimensdes, separados pelas informagdes mais relevantes contidas nos dados®*®°,
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Figura 5 - Ortogonalidade entre duas Componentes Principais para duas variaveis

X> PC1

Fonte: Modificado de Miller et al (2010)

As componentes principais podem ser definidas como combinacdes lineares das
variaveis originais que descrevem cada amostra. A primeira componente principal (PC1)
descreve a maior variagéo entre os dados, a segunda componente principal (PC2) descreve
a segunda maior variagdo entre os dados, e assim por diante. Dessa maneira, uma
correlacdo significativa entre os dados é possivel utilizando um nimero muito menor de
componentes principais do que o nimero de variaveis originais>*°.

Dois vetores podem ser utilizados para descrever as componentes principais: i. 0
vetor loading, representado por p, é uma normalizacdo das varidveis que indica a
influéncia de cada variavel para a correlacdo dos dados; ii. 0 vetor score, representado
por t, € uma combinacdo linear dos loadings e dos valores das varidveis, podendo ser

definido pela equagao®°°:
tin = Xi1 p1t -+ Xim Pm (Eq. 32),
onde i representa cada amostra e m representa 0 numero de variaveis. Assim, de
maneira geral, os scores da primeira componente principal (PC1) podem ser obtidos pela

seguinte equagao®>°0:

ti = Xp1 (Eq. 33),
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onde X representa a matriz contendo os valores das m variaveis das i amostras®>°.

SIMCA

O método de classificagdo SIMCA, do inglés Soft Independent Modeling of Class
Analogy, € um método de modelagem flexivel capaz de predizer se uma amostra pertence
a uma ou mais classes, ou se ndo pertence a nenhuma das classes definidas anteriormente.
A ideia do SIMCA é descrever a estrutura dos dados multivariados para cada classe por
meio de uma hipersuperficie utilizando PCA. Entretanto, nesse caso, a PCA ¢ aplicada
separadamente para cada classe e ndo de maneira geral. Além disso, as componentes
principais (PCs) sdo selecionadas individualmente para um melhor agrupamento em
classes. Por ser um método supervisionado, as classes ja foram definidas antes da

analise®.

Docking

O Docking molecular, também conhecido como Ancoragem molecular, € um
método computacional utilizado para predizer a interacdo entre duas moléculas. Esse
método permite modelar interacGes entre um ligante e uma proteina em nivel atdmico,
possibilitando a caracterizacdo do comportamento do ligante em questdo com o sitio ativo
da proteina alvo. Com isso, 0 processo bioquimico envolvido nessa interacdo pode ser
elucidado®:-62,

Os primeiros métodos de ancoragem se baseavam no modelo “chave-fechadura”.
Nesse modelo, o ligante se encaixava em seu receptor como uma chave se encaixava em
sua fechadura, ou seja, sem sofrer alteraces em suas estruturas. Assim, tanto os ligantes
como as proteinas eram tratados como corpos rigidos. Esse processo ficou conhecido
como docking rigido. Em seguida, foi desenvolvido o modelo de ajuste induzido, no qual
0 sitio ativo da proteina sofre continuas remodelagens devido a suas interagdes com o
ligante. Nesse caso, tanto o ligante como a proteina sdo considerados flexiveis, recebendo
o nome de docking flexivel®*.

A essa altura fica evidente que o docking flexivel traz interacfes mais precisas que
o docking rigido. Entretanto, devido ao alto grau de flexibilidade dos receptores, e 0
grande esfor¢co computacional relacionado a isso, 0 método mais popular utilizado na

ancoragem molecular € tratando o ligante como flexivel e o receptor como rigido®®.



55

De maneira geral, podem-se destacar quatro principais passos envolvidos na
ancoragem molecular®?®3: i, Preparacdo da proteina: a estrutura tridimensional
digitalizada da proteina é obtida por métodos cristalograficos, e sdo disponibilizadas para
download em banco de dados especificos, como o Protein Data Bank (PDB)%. Essa
proteina ainda deve ser preparada por meio da remoc¢édo de moléculas de agua, remocao
das moléculas dos ligantes e da estabilizacdo das cargas; ii. Predicdo do sitio ativo:
geralmente as proteinas possuem mais de um sitio ativo. Por isso, deve-se saber qual o
sitio ativo especifico responsavel pela interacdo com o ligante em questdo; iii. Preparacéo
do ligante: o ligante pode ser encontrado em diversos banco de dados de estruturas
cristalogréficas. Quando nédo disponivel, ele pode ser obtido por otimizacdo estrutural
utilizando ferramentas de mecénica molecular e mecénica quantica. Entretanto, deve-se
considerar o estado de ionizagdo no qual se encontrara no organismo antes do inicio da
ancoragem. Isso pode ser obtido por meio do pKa do ligante e do pH fisioldgico; iv.
Ancoragem propriamente dita: o ligante é ancorado com a proteina e suas intera¢des sdo
analisadas. Dois processos estdo presentes nesta etapa. O primeiro € a predicdo da
conformacao do ligante, assim como sua posicao e orientacdo dentro do sitio ativo. Ou
seja, encontrar as melhores poses para os ligantes dentro do sitio ativo da proteina. Esse
processo € realizado por meio de algoritmos de busca (ou de amostragem), sendo que
diferentes softwares utilizam diferentes tipos de algoritmos. O segundo processo é o
ranqueamento dessas poses de acordo com a afinidade da ligacdo proteina-ligante. Dessa
maneira, determina-se qual pose representa a melhor interacdo do ligante com a proteina.
Esse ranqueamento é realizado por meio de funcbes de pontuacdo, que assim como 0s
algoritmos de busca, variam entre os softwares®®. A Figura 6 mostra 0s passos gerais
envolvidos na ancoragem molecular, assim como o0s resultados possiveis de serem

analisados: Residuos de interacdo; Tipos de interagdes; e Energia de ligacio®,
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Figura 6 - Procedimentos gerais da ancoragem molecular
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Fonte: Modificado de Tu et al (2018)
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Devido aos altos graus de liberdade conformacional, translacional e rotacional
tanto do ligante quanto da proteina, uma quantidade enorme de poses de ligacdo entre as
duas moléculas é possivel. Gerar todas essas conformagcfes em uma Unica ancoragem
molecular seria invidvel uma vez que o gasto computacional seria excessivo. Para
contornar esse problema, diversos algoritmos foram desenvolvidos para gerar as melhores
conformac@es exigindo um esfor¢o computacional aceitavel. Esses algoritmos recebem o
nome de algoritmos de busca ou de amostragem®*°,

Além dos algoritmos de busca, também sdo utilizadas funcdes de pontuacao. Essas
funcbes tém o objetivo de determinar quais poses geradas estdo corretas ou incorretas,
e/ou aptas ou inaptas de seguirem com suas modificagdes conformacionais. Além disso,
essas fungdes tém o papel de estimar a afinidade da ligacdo entre o ligante e a proteina
dentro de um tempo computacional aceitavel®®,

Um dos algoritmos de busca mais utilizados € o Algoritmo Genético (GA, do
inglés Genetic Algorithm), que é um método estocastico baseado na teoria da evolucao
de Darwin®®. Nele, os graus de liberdade de um ligante estdo codificados na forma de uma
cadeia binaria chamada de gene. Como em um organismo Vvivo, esses genes formam os

Cromossomos, que por sua vez, representam as poses do ligante. Essas poses séo geradas
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por dois operadores genéticos: mutacdo e crossover. As mutacfes realizam trocas
aleatdrias nos genes e o crossover realiza trocas dos genes entre dois cromossomos.
Assim, quando essas modificacdes sdo realizadas, novas conformacgdes de ligantes séo
geradas. Essas conformacdes sdo avaliadas, e as que forem selecionadas sao utilizadas
para geracdo de novas estruturas®®. Os softwares utilizados neste trabalho, iGemdock®®,
GOLD®" (do inglés Genetic Optimization for Ligand Docking) e PyRx® empregam o
Algoritmo Genético.

Como funcio de pontuacio, o software iGemdock®® utiliza um método empirico
denominado de funcéo de pontuagdo farmacoldgica®®. Essa funcio envolve a utilizagio
de valores experimentais de um conjunto de estruturas teste por meio de uma regressao
linear. Para isso, essa func¢do inclui as interacdes eletrostaticas, hidrofdbicas e ligacdes de
hidrogénio entre o ligante e a proteina®. Em relacio ao software GOLD®’, dentre as
diferentes funcdes de pontuacéo disponibilizadas, foi utilizada a ChemPLP®°. Essa funcio
empirica considera a complementaridade estérica entre a proteina e o ligante, além das
distancias e angulos das interacdes mostradas anteriormente somadas a interagdo metélica
e flexibilidade do ligante®®. Essa funcéo foi escolhida por ser mais rapida e efetiva na
predicao das poses dos ligantes.

O software PyRx%8, por sua vez, utiliza o AutodockVina’® como ferramenta de
busca conformacional®®-"°. Para o desenvolvimento dessa ferramenta, uma otimizagéo de
diversos métodos estocasticos, incluindo o Algoritmo Genético, otimizacdo por enxame
de particulas, recozimento simulado e otimizacéo local foram utilizados’®. Dentre esses
métodos, destaca-se o algoritmo de busca local iterada (ILS, do inglés Iterated Local
Search). Esse algoritmo consiste em uma sucessao de etapas onde ocorrem modificagdes
aleatdrias seguidas de otimizacg6es locais, sendo que cada etapa deve ser aprovada por um
critério para sua continuacdo. Essa aprovacao é realizada por meio de uma funcdo de
pontuacdo derivada de métodos de potencial conhecido e de métodos empiricos. Assim,
ela consegue extrair informacbes experimentais da conformacéo entre o receptor e 0
ligante, além da afinidade experimental entre eles’.

A funcdo de pontuacdo ainda é avaliada pelo método de Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno (BFGS)"®t. Nele, ndo é utilizado apenas um valor da funcdo de
pontuacdo, mas sim o gradiente dessa funcdo. Em outras palavras, a derivada da fungéo
de pontuacdo em relacdo a orientagédo, posicdo e tor¢do do ligante é calculada. Dessa
maneira, tomando a pontuacdo como a energia de ligacéo, o valor obtido sera a forga total

atuando sobre o ligante. Mesmo que a obtengéo desse gradiente seja mais demorada do
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que a obtencdo do valor da funcéo, o processo de ancoragem molecular € agilizado uma

vez que a utilizagdo do gradiente acelera significativamente a otimizacao do ligante™.

Interagoes

As interacdes que possibilitam a ligacdo de um ligante com uma proteina séo
chamadas de interagOes ndo-covalentes. Elas diferem das ligagdes covalentes por nédo
compartilharem elétrons entre &tomos ou moléculas. Além disso, muitas vezes elas sdo
chamadas de interacéo e ndo de ligacdo, uma vez que a energia liberada em uma interacédo
ndo-covalente € muito baixa em comparacdo a uma ligacdo covalente. Embora essas
interacbes sejam fracas, mdultiplas interagdes ndo-covalentes podem proporcionar
associacOes estaveis entre moléculas, sendo responsaveis pela dindmica de diversos
processos bioldgicos. Em um processo de ancoragem molecular, essas interacfes estao
presentes em quatro classificacdes, sendo elas as interacoes eletrostaticas, efeito x, forcas
de Van der Waals e interaces hidrofobicas’ .

As interacOes eletrostaticas estdo presentes na forma de interacGes idnicas e
ligacbes de hidrogénio. As interacBes idnicas sdo formadas entre moléculas que
contenham atomos com cargas opostas, cuja diferenca de carga resulta na atracdo do ion
positivo (cation) pelo ion negativo (anion). Ja as ligacGes de hidrogénio envolvem a
atracao dipolo-dipolo entre o0 &tomo de hidrogénio parcialmente positivo com outro &tomo
de eletronegatividade elevada, como fldor, oxigénio e nitrogénio’.

O efeito 7 esta associado com as interagdes de moléculas que apresentam ligacdes
T entre seus atomos, como 0s aromaticos € os alcenos, por exemplo. Essas regides com o
sistema 7 possibilitam que as moléculas se envolvam em diversos fendmenos moleculares
como as interagdes m-cation, m- e m-polar. A interacdo zm-cation consiste na atracdo de
um cation pelos elétrons de um sistema m de uma molécula. A interagdo m-m esta associada
ao empilhamento entre dois orbitais m por meio de interagdes dispersivas entre eles. A
interacdo m-polar envolve a atracdo de moléculas polares (dipolos permanentes) por
moléculas com momento quadrupolo provocados por elétrons "3,

As forcas de Van der Waals sdo interacdes eletrostaticas entre moléculas que
envolvem dipolos permanentes e dipolos induzidos. Elas sdo divididas em trés interacGes,
sendo dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e dipolo induzido-dipolo induzido. A
interacdo dipolo-dipolo, também conhecida por forga de Keesom, é caracterizada pela

atracdo entre dipolos permanentes de alta e baixa densidade eletrénica. A interacdo
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dipolo-dipolo induzido, também conhecida por forca de Debye, consiste na aproximacéo
de uma molécula polar de dipolo permanente com uma molécula apolar, sendo que essa
aproximacdo resulta na polarizacdo dos elétrons da molécula apolar, induzindo-a a um
momento de dipolo. A interacdo dipolo induzido-dipolo induzido, também conhecida por
forca de dispersdo de London, estdo presentes em todas as moléculas, polares ou néo.
Elas ocorrem devido a repulsao eletrénica temporaria entre moléculas vizinhas, uma vez
que a densidade eletrdnica nessas moléculas pode estar momentaneamente distribuida
assimetricamente, gerando dipolos parcialmente positivos e negativos entre elas’>"3.

As interacdes hidrofébicas ocorrem em moléculas apolares quando se encontram
em solugdes aquosas. Nessa situacao, as regides apolares das moléculas se agregam para

minimizar a area de superficie exposta as moléculas polares da agua’>"2,

Farmacologia

O fentanil comecou a ser utilizado como anestésico substituindo a morfina, um
opiaceo (extraido diretamente da papoula, Papaver somniferum)®°. As principais
vantagens que levaram a essa substituicao foi o fato do fentanil ter uma acéo mais rapida
e menos duradoura quando comparado a morfina, além de ser mais potente e mais barato
de se adquirir®. O fentanil é aproximadamente 100 vezes mais potente que a morfina®.
Entretanto, esse fato ndo é explicado pela afinidade das moléculas com o receptor opioide,
uma vez que ambos apresentam afinidade de ligacao similares, mas sim pela diferenca de
lipofilicidade entre eles’. O fato do fentanil ser mais lipofilico contribui para que ele
ultrapasse a barreira hematoencefalica com maior facilidade, aumentando sua poténcia e
acelerando o inicio da acdo, e acelera sua distribuicdo para o sangue e tecidos, diminuindo
0 tempo de duracdo da acdo>"’*. Além disso, essa propriedade possibilitou o
desenvolvimento de novas rotas de administracdo por meio de formulagGes ndo
injetaveis’,

O uso farmacéutico do fentanil e de seus analogos varia de acordo com o
tratamento e com o medicamento administrado’. Para o tratamento de dores agudas, o
fentanil propriamente dito ndo é administrado por rota entérica, mas sim por rota
transmucosa por meio da via sublingual, bucal ou nasal, na forma de pastilha ou spray’*".
Para o tratamento de dores cronicas, o fentanil ¢ administrado por meio de adesivo
transdérmico. Para 0 uso anestésico em cirurgias, o fentanil, alfentanil, remifentanil e

sufentanil, os Unicos analogos aprovados para uso farmacéutico humano, sdo
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administrados pelas vias intramuscular, intratecal ou intravenosa’®. O carfentanil, analogo
aprovado como anestésico para uso veterinario em animais de grande porte, também é
administrado pelas vias intramuscular, intratecal ou intravenosa!® ™.

As mortes por overdose de opioides sdo causadas principalmente pela depressédo
respiratoriat>>’. A agdo do fentanil e seus analogos nos receptores opioides reduzem a
resposta para a concentracdo elevada de CO e para a concentragdo reduzida de Oo,
diminuindo, assim, a capacidade respiratoria e causando periodos de apneia’. Pode
ocorrer também o enrijecimento de mdusculos, como o intercostal e o diafragma,
dificultando ainda mais a respiragdo’. Além disso, diversas complica¢des como o edema
pulmonar e cerebral, hipotermia e insuficiéncia renal podem contribuir para a overdose
fatal®®,

A dose letal suficiente para matar 50% da populacéo testada (LDso) do fentanil
ndo é conhecida para humanos, mas em testes com ratos e com macacos essa dose &,
respectivamente, 3,1 mg kg e 0,03 mg kg* 7. A dose efetiva para tratar 50% da
populacéo testada (EDso) do fentanil é 0,062 mg kg, enquanto que a dose da morfina é
13,9 mg kg 7. Cabe citar que alguns analogos do fentanil apresentam EDso maiores,
como o remifentanil (0,73 mg kg™?) e acriloilfentanil (0,082 mg kg), e alguns analogos
apresentam EDso menores, como o carfentanil (0,00032 mg kg™) e o alfa-metilfentanil
(0,0058 mg kg™)". Esses valores sdo baseados em testes com animais, sendo apenas para
mostrar a poténcia dos analogos do fentanil em relacdo a morfina, e que ha diferencas
significativas entre os préprios analogos, uma vez que eles diferenciam em lipofilicidade
e nas interages com o receptor.

Observando os casos de overdoses fatais envolvendo essas drogas, fica dificil
estipular uma concentracdo média responsavel pela overdose para cada analogo. Diversos
fatores influenciam nesses casos como, por exemplo, a mistura com outras drogas, vias
de administracdo, faixa etaria e sexo dos usuarios. Em overdoses fatais envolvendo o
fentanil propriamente dito, as concentraces variam entre 3 e 28 ng mL™ na corrente
sanguinea. Outros analogos responsaveis por overdoses fatais mostram as seguintes
concentragdes: alfa-metilfentanil (2 — 11 ng mL™); cis-3-metilfentanil (0,06 — 2,59 ng
mL7); trans-3-metilfentanil (0,19 — 1,91 ng mL™); acetilfentanil (310 — 600 ng mL™);
butirfentanil (3,7 — 99 ng mL™); carfentanil (0,010 — 2 ng mL™), entre outros®"°.

Uma maneira efetiva de reverter um quadro de overdose é pela administragéo de
compostos antagonistas do receptor opioide. Os antagonistas mais indicados sdo a

naloxona e naltrexona para o uso humano, e a diprenorfina para o uso veterinario>"#8,



61

Esses compostos devem ser administrados em casos de suspeita de overdose causada por
opioides mesmo que n&o se saiba a rota de ingestdo da droga®®. Depois da administragio,
as respostas sdo perceptiveis aproximadamente em dois minutos, quando por via

intravenosa, € em dez minutos por outras vias®.

Mecanismo de acéo

O fentanil e seus analogos seletivamente se ligam e ativam os receptores opioides
do sistema nervoso central, mimetizando os efeitos dos opioides enddgenos, como a
endorfina por exemplo™’’. Os receptores opidoides sdo pertencentes a classe de
receptores acoplados a proteina G (GPCR, do inglés G Protein Coupled Receptor)?, que
sdo responsaveis pela mediacdo das respostas do corpo humano para a maioria dos
hormonios, neurotransmissores, drogas, além de estarem envolvidos na percepgdo
sensorial da viso, paladar e olfato’®. Dos cinco tipos de receptores opioides, os trés mais
conhecidos e estudados sdo os receptores mu(p)-opioides (MOR), delta(6)-opioides
(DOR) e kappa(k)-opioides (KOR)®, sendo que o fentanil apresenta maior afinidade pelo
MOR™.

Esses receptores sdo compostos por uma Unica cadeia polipeptidica que formam
sete transmembranas helicoidais, chamadas de TM1, TM2, TM3, TM4, TM5, TM6 e
TMY7. Todas as hélices se agrupam, como mostrado na Figura 7, formando uma cavidade
interior hidrofilica propicia para a ligacdo das moléculas, e uma regido externa
hidrofbica’. Dentre as transmembranas do receptor p-opioide, podem-se citar TM3,
TM5, TM6 e TM7 como as que mais participam das interacOes receptor-ligante, uma vez
que sdao compostas por aminoacidos cruciais responsaveis pela estabilizacdo do
complexo. Sdo eles: Aspl47, Tyrl48, Vall43, lle1l44 e Met151 (TM3); Val236 (TM5);
His297, Val300, Trp293 e 116296 (TM6); Trp318, 11322 e Tyr326 (TM7)7-8L,
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Figura 7 - Receptor opioide: TM1 — TM7

Fonte: Modificado de Huang et al (2015)

A ativacdo do receptor opiode pelo fentanil ou seu analogo, estimula a converséao
da guanosina trifosfato (GTP) em guanosina difosfato (GDP) no complexo da proteina G.
Essa conversdo inibe a enzima adenilato ciclase (AC) e impede a catalisagdo da producéo
do monofosfato ciclico de adenosina (CAMP)*8, Todo esse processo inibe o fluxo de
Ca?*, blogqueando a secrecdo dos neurotransmissores, € aumenta o fluxo de K,
hiperpolarizando o neurbnio. Dessa maneira, o fentanil atua tanto na inibicdo como na
excitagdo da juncio pré-sinaptica e pds-sinaptica do neurdnio, respectivamente’®.

Os receptores mu-opioides sdo responsaveis pelas propriedades analgésicas e
pelos efeitos de euforia, dependéncia, constricdo das pupilas, constipacdo, miose e
depressdo respiratoria™’®. Os receptores delta-opioides além de contribuirem para a
analgesia, também sdo responsaveis pela sedacdo, depressdo, constipacdo e falta de
coordenacdo motora™ 8. Os receptores kappa-opioides, por sua vez, também provocam
analgesia, além de diurese, disforia, deficiéncia cognitiva, alteracdo no humor e no
controle da temperatura do corpo’ 8. Ainda em relagio aos receptores kappa-opioides,
eles podem causar efeitos alucinatorios ou dissociativos quando ativados

significativamente por um opioide”.
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Metabolismo

A maioria dos analogos do fentanil ndo tem seus metabolitos identificados,
entretanto, muitos analogos tém seus metabolitos postulados na literatura cientifica.
Mesmo que esses metabolitos sejam preditos, e ndo confirmados em um estudo de caso
auténtico, quando utilizando rotas metabdlicas ja conhecidas € possivel obter informaces
que poderao ser Uteis em estudos toxicoldgicos’™.

O fentanil € metabolizado no figado pelo citocromo P450, mais precisamente pela
sua isoforma CYP3A4. Seu principal metabolito € o norfentanil, uma molécula inativa ao
organismo humano, por meio de uma N-desalquilagdo. Em menor concentracdo é
formado o despropionilfentanil por hidrdlise do grupo amida, e o hidroxifentanil por
hidroxilagdo principalmente do grupo alquila®">®. Além disso, o préprio norfentanil
pode sofrer hidroxilagdo e o hidroxifentanil pode sofrer N-desalquilagio®. A rota

metabolica esta ilustrada na Figura 8.

Figura 8 - Rota de metabolizacdo do fentanil
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De maneira geral, pode-se dizer que os analogos do fentanil também séo
metabolizados na fase | por essas reacfes de hidrdlise, hidroxilagcdo dos grupos alquila e
arila e N-desalquilacéo, além da O-desalquilacdo, metilacdo e oxidacdo, dependendo das
modificagBes sofridas pela estrutura béasica do fentanil”>®. As reacbes metabdlicas da

fase 11 consistem na formagc&o conjugada de sulfato ou de glicuronideo®.

V — Sistema de estudo

A Figura 9 mostra a estrutura bésica dos analogos do fentanil®2, A molécula do
fentanil tem no total seis regides de substituicdo que do origem aos seus analogos®127%8!,
As regides de substituicdo R1 e R2 estdo localizadas nos grupos carbonila e fenil da
porcdo N-fenilpropanamida, respectivamente. A regido de substituicdo R3 esta localizada
no anel piperidina, enquanto as regides R4, R5 e R6 estédo localizadas nos carbonos alfa,
beta e no grupo fenil da porcdo N-feniletil, respectivamente.

Os NPFs sdo sintetizados principalmente por meio de uma modificacdo ou
substituicdo na cadeia propionil (R1) ou pela substituicdo da porcdo N-feniletil (R4, R5 e
R6) da molécula do fentanil®!2, A cadeia propionil geralmente ¢ alongada por uma cadeia
carbonica alifatica ou aromatica, ou ainda por meio da ligagdo de um grupo metdxi,
furano ou tiofeno. Ja na porcdo N-feniletil, podem ser adicionados grupos metilas e
hidroxidos, assim como o atomo de enxofre. Além dessas modificacGes, podem ser
adicionados halogénios, fltor e cloro principalmente, e grupos metoxi ou metila no anel
N-fenil (R2)8. O anel piperidina (R3) também pode ser modificado com a adicio dos

grupos metila e éster'?.

Figura 9 - Regides de substituicdo dos andlogos do fentanil
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A Tabela 4 mostra todos os substituintes de cada regido de substituicdo para cada

anélogo do fentanil e seus nimeros de identificacdo. A estrutura completa de todos os

compostos se encontra no Material Suplementar.

Tabela 4 - Substituintes de cada regido de substitui¢éo

Estrutura
Fentanil
Heptanoilfentanil
Ocfentanil
Alfentanil
Hexanoilfentanil
m-Fluoroisobutirfentanil
o-Fluoroisobutirfentanil
p-Cloroisobutirfentanil
p-Fluoroacetilfentanil
Valerilfentanil
Carfentanil
Acriloilfentanil
Furanilfentanil
Acetilfentanil
Butirfentanil
p-Fluoroisobutirfentanil
p-Fluorobutirfentanil
2-Tiofenoilfentanil
3-Furanilfentanil
Benzoilbenzilfentanil
4-Metoxibutirfentanil
Metoxiacetilfentanil
o-Fluorofentanil
m-Fluorobutirfentanil
Crotonilfentanil
Ciclopentanoilfentanil
Benzoilfentanil
Isobutirfentanil
Ciclopropilfentanil
o-Fluorobutirfentanil
4’-Metilacetilfentanil
Tetrahidrofuranilfentanil
p-Metilacetilfentanil
Benzilfentanil
2-Furanilbenzilfentanil
2R-4S-2-Metilfentanil
Acetil-alfa-R-Metilfentanil
Cis-3R-4S-3-Metilfentanil
Beta-R-Hidroxitiofentanil
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V1 — Procedimentos computacionais

Parte 1. Condicdes de céalculo

O principal objetivo deste procedimento é a escolha das melhores condicdes de
calculo para as estruturas mostradas na Tabela 4.

NGs usamos a molécula do fentanil>®!2 como precursor de todos os outros
analogos. A estrutura mais recente depositada do fentanil®® foi retirada do The
Cambridge Structural Database (CSD)®. O campo de forca UFF (Universal Force
Field)® implementado no software Avogadro v. 1.2.0% foi utilizado para a primeira
otimizacgdo da molécula, gerando o input para os célculos quéanticos.

Um planejamento fatorial completo 2* foi realizado utilizando o software
Statistica®’ para determinar o melhor método de simulacio do espectro infravermelho do
fentanil e seus analogos®®®. Os quatro fatores e seus dois respectivos niveis sdo: a)
Método DFT®: B3LYP*49 e PBE*'; b) Conjunto de base: 6-311G**°12 ¢ TZVP%; ¢)
Nivel do Campo Auto consistente (SCF): TightSCF e LooseSCF*; e d) Nivel de
Otimizagéo: TightOpt e NormalOpt*,

Além desses parametros, quatro palavras chaves RIJCOSX®, D3BJ%, Grid5* e
NoFinalGrid** foram utilizadas como pardmetros constantes em todos os calculos. O
RIJCOSX é uma aproximacao das integrais de troca do método Hartree-Fock utilizado
para acelerar os calculos HF e DFT hibridos*®'; D3BJ é uma correcio na energia de
dispersdo de atomos emparelhados*?; Grid5 é o nivel de aproximacio das integrais,
sendo que, quanto maior o nivel (Grid7) maior a acuracia, e NoFinalGrid desativa a
mudanca do nivel do Grid no dltimo ciclo, permanecendo o Grid inicial até o final do
calculo*,

Energia eletronica, RMSD®® e tempo de calculo foram as respostas analisadas. O
planejamento avalia os efeitos de cada variavel de acordo com cada resposta. Os valores
codificados e seus respectivos parametros computacionais, também chamados de valores
reais, estdo presentes na Tabela 5. A estrutura de input foi determinada por Mecénica
Molecular e submetida a Mecéanica Quantica para atingir o ponto estacionario. Todos 0s

calculos e simulagdes foram realizados utilizando o software Orca v.4.0.1%,

@ A estrutura selecionada possui o0 codigo de referéncia do CSD como UGIYEP e
nimero de deposigdo de 716913%,
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Tabela 5 - Valores codificados e reais dos fatores

Fatores Niveis
+1 -1
Método DFT PBE B3LYP
Conjunto de base TZVP 6-311G**
SCF TightSCF LooseSCF
Opt TightOpt NormalOpt

A energia eletrénica e o tempo de calculo foram obtidos por meio do output gerado
ao final do calculo. O valor do RMSD (Desvio Médio Quadratico)®® foi obtido por meio
da sobreposicdo de cada estrutura otimizado com a estrutura de referéncia retirada do
CSD, utilizando o software Visual Molecular Dynamics (VMD v. 1.9.3)%*. Esse software
providencia as estruturas ja com os hidrogénios adicionados. A significancia e a
importancia das variaveis para cada resposta também foram obtidas pelo software
Statistica®” por meio da analise da tabela ANOVA (Andlise de variancia)®’ e do diagrama
de Pareto®®,

Depois da avaliacdo dos efeitos para cada resposta, n6s aplicamos 0 método mais
conveniente para a otimizagdo e simulacéo dos espetros de infravermelho dos 45 analogos
do fentanil. Os analogos foram construidos a partir de modificagbes estruturais na
molécula do fentanil de referéncia utilizando o software Avogadro v. 1.2.0%. Todos os
calculos foram realizados pelo software Orca v.4.0.1%. Os anélogos estudados foram
reportados em apreensdes de drogas, e seus espectros experimentais de infravermelho
foram obtidos por meio dos sites SWGDRUG (Scientific Working Group for the Analysis

of Seized Drugs)®® e SpectraBase®°.

Parte 2. Avaliacao do espectro Infravermelho

Nessa parte, nds focamos na avaliagdo dos dados tedricos obtidos. Para valida-los,
nos fizemos uma comparacao qualitativa entre os espectros simulados e 0s experimentais
correspondentes, para observar se eles compartilham os mesmos picos e frequéncias.
Assim, uma tabela binaria foi feita onde os picos que recebem o nimero 1 estdo presentes
no espectro avaliado enquanto os picos que recebem o nimero 0 estdo ausentes. Esses

picos estdo de acordo com as frequéncias vibracionais®®® mostradas na Tabela 6.
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Tabela 6 - VValores de referéncia das frequéncias vibracionais

Pico Frequéncia (cm™) Ligacdo
1 3700-3200 Estiramento (O-H)
2 3100-3000 Estiramento (C-H) alceno sp?
3 3000-2850 Estiramento (C-H) alcano sp®
4 2830-2695 Estiramento (N(C-H)3)
5 2500-2400 Estiramento (C-H) cloridrato
6 ~1745 Estiramento (-N(C=0)N-) tetrazolil
7 ~1715 Estiramento (C=0) éster
8 ~1680 Estiramento (C=0) amida terciaria
9 ~1620 Estiramento (C=C) alceno
10 ~1600 Estiramento (C=C) aromatico
11 ~1550 Estiramento (C=C) aromatico adicional
12 1470-1350 Dobramento (C-H) alcano
13 ~1200/1050/650 Estiramento (Tiofeno)
14 1340-1020 Estiramento (C-N) amina
15 1400-1000 Estiramento (C-F)
16 1225-1050 Estiramento (C-O)
17 750-690 Dobramento (C-H) sp? fora do plano

Uma avaliacdo dos espectros tedricos de infravermelho foi realizada utilizando o
software Pirouette®. A ideia é observar as similaridades entre as moléculas do grupo de
estudos. A Andlise de Grupos por Hierarquia, HCA (Hierarchical Cluster Analysis)®3, foi
primeiramente utilizada com abordagem aglomerativa e com agrupamento incremental.
Ela foi utilizada para explorar a organizacéo das estruturas, tanto dentro dos grupos como
entre eles de uma maneira rapida. A Analise de Componentes Principais, PCA (Principal
Component Analysis)®®, foi utilizada para reduzir as dimensbes do sistema em
Componentes Principais (PC, do inglés Principal Components), o que possibilita a analise
de padrbes e da relacdo entre as modificacdes estruturais com 0s espectros de
infravermelho. Os resultados encontrados pela HCA e PCA foram submetidos a uma
técnica de classificacdo supervisionada para verificar a confiabilidade dos agrupamentos
feitos por técnicas ndo supervisionadas. Para isso uma técnica de modelagem flexivel, a
SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy) foi utilizada. Todas as analises
guimiométricas foram realizadas utilizando uma matriz 46x676 feita no Microsoft Excel
(2016) com dados extraidos dos outputs dos calculos tedricos. As linhas representam as
intensidades respectivas de um numero de onda para cada analogo e as colunas

representam os numeros de onda. Ainda, sobreposicdes entre os espectros de mesmo
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grupo com o espectro do fentanil foram realizadas pelo software Microsoft Excel (2016),

e as alteracOes das frequéncias vibracionais e de suas intensidades foram analisadas.

Parte 3. Docking molecular

Os arquivos de input para os analogos do fentanil foram criados a partir dos
parametros determinados na etapa de selecdo de método, e a otimizagdo das estruturas
também foi realizada pelo software Orca v.4.0.1%%. O receptor p-opioide cristalografado
(de codigo 5C1M ancorado com o opioide sintético BU72)%" foi retirado do site Protein
Data Bank®. Nos realizamos o docking em triplicata em trés diferentes softwares:
iGemdock®, PyRx% e GOLD®. Os softwares PyMOL® e Discovery Studio® permitiram
a visualizacdo e a analise conformacional entre as estruturas e o receptor obtidos pelos
softwares PyRx e GOLD. Uma tabela binéaria foi criada comparando os resultados das
ancoragens entre os dois softwares, sendo que o numero 1 indica a presenca e 0 numero
0 indica a auséncia do respectivo aminoacido na ancoragem de cada anélogo do fentanil.

O fentanil € um composto com pKa de 8.41%, e o pH intracelular de um cérebro
saudavel é de 7.2, Assim, o equilibrio quimico indica que o estado catiénico da
molécula é favorecido. Por esse motivo, o software Avogadro v. 1.2.0%¢ foi utilizado para
protonar as estruturas no &tomo de nitrogénio do anel piperidina, antes da otimizacdo das
estruturas e da realizagéo do docking.

Parte 4. Estudo da rota metabdlica

A estrutura SMILES (do inglés, simplified molecular input line entry
specification) de todos os 46 compostos foi obtida por meio do software Open Babel
2.3.2192 ¢ submetidos & simulacdo de seus metabdlitos utilizando o software Altox!%,
Uma pesquisa bibliografica foi realizada em busca dos metabdlitos gerados pelos
analogos do fentanil. As rotas metabdlicas do fentanil e seus analogos obtidos pelo
software Altox foram comparadas com os dados encontrados na literatura cientifica
obtidos de forma experimental, seja por métodos in vitro, com células do figado humano
ou de rato, ou in vivo por meio da urina e sangue humano ou de ratos. Uma tabela foi

montada comparando as duas respostas e as semelhangas e diferengas foram avaliadas.
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Parte 1. Condicdes de céalculo

podem ser vistos na Tabela 7.
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O planejamento fatorial completo 2* com seus 16 tratamentos e suas 3 respostas

Tabela 7 - Planejamento fatorial completo 24 e suas respostas

Calculo DFT Conj. Base SCF Opt EE(Eh) RMSD(A) Tempo
1 PBE TZVP TightSCF TightOpt -1039.00 0.689 7hOm
2 B3LYP TZVP TightSCF TightOpt -1039.73 0.355 10h31m
3 PBE 6-311G** TightSCF TightOpt -1038.92 0.673 7h48m
4 B3LYP 6-311G** TightSCF TightOpt -1039.65 0.231 12h30m
5 PBE TZVP LooseSCF TightOpt -1039.00 0.685 6h43m
6 B3LYP TZVP LooseSCF TightOpt -1039.72 0.352 10h58m
7 PBE 6-311G** LooseSCF TightOpt -1038.92 0.674 4h50m
8 B3LYP 6-311G** LooseSCF TightOpt -1039.65 0.228 8h19m
9 PBE TZVP TightSCF NormalOpt -1039.00 0.688 6h53m

10 B3LYP TZVP TightSCF NormalOpt -1039.73 0.352 10hOm
11 PBE 6-311G** TightSCF NormalOpt -1038.92 0.674 7h37m
12 B3LYP 6-311G** TightSCF NormalOpt -1039.65 0.225 11h57m
13 PBE TZVP LooseSCF NormalOpt -1039.00 0.688 6h52m
14 B3LYP TZVP LooseSCF NormalOpt -1039.73 0.353 11h37m
15 PBE 6-311G** LooseSCF NormalOpt -1038.92 0.670 4h26m
16 B3LYP 6-311G** LooseSCF NormalOpt -1039.65 0.222 7h45m

A significancia dos fatores e suas combinacdes foram avaliadas pela ANOVA®’
com nivel de confianca de 95% (Tabelas 8-10). Os efeitos sdo estatisticamente
significantes quando o valor de p (valor da probabilidade) for menor que 0.05%. Para a
energia eletronica, o método DFT (1) foi o fator mais significante, seguido pelo conjunto
de bases (2). Os outros fatores e as intera¢cdes entre eles foram insignificantes. Em relacéo
ao RMSD, o método DFT (1) foi o fator mais relevante, seguido pelo conjunto de bases
(2) e a interacao entre esses dois fatores (1 pelo 2), respectivamente. Para o tempo de
calculo, o método DFT (1) foi o fator mais relevante, seguido pela interacdo do conjunto
de bases com o nivel do SCF (2 pelo 3) e pelo nivel do SCF (3), respectivamente.

O diagrama de Pareto®® possibilita a analise da importancia relativa de cada efeito
principal e suas interagbes (Figuras 10-12). A energia eletrénica é diretamente

proporcional ao método DFT, e indiretamente proporcional ao conjunto de bases. Em
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outras palavras, a energia eletronica cresce substancialmente quando o método DFT
utilizado € representado pelo fator +1 (PBE) e decresce quando o conjunto de bases
utilizado é representado pelo fator +1 (TZVP). O valor do RMSD ¢é diretamente
proporcional ao método DFT e ao conjunto de bases utilizados, enquanto é indiretamente
proporcional a interacdo entre eles. O tempo de calculo sofreu um grande efeito negativo
do método DFT e da interagcdo entre o conjunto de bases e o nivel do SCF, enquanto
sofreu um pequeno efeito positivo do nivel do SCF.

Para prosseguir com a simulacdo dos espectros de infravermelho, o tratamento
com a melhor combinacdo de respostas foi utilizado. Uma vez que as frequéncias
vibracionais estdo diretamente ligadas com a estrutura geométrica da molécula, o método
com o menor RMSD e tempo de célculo, e uma energia eletronica consideravelmente

baixa foi escolhido.

Tabela 8 - Resultado ANOVA para

Energia Eletronica

Energia Eletronica oFr
Fator SQ Gl QM F p —
(1)DFT | 2.124306 | 1 | 2.124306 | 339889.0 | 0.000000 20y
(2)Base | 0.024806 | 1 | 0.024806 | 3969.0 | 0.000000 w3
(3)SCF | 0.000006 | 1 | 0.000006 1.0 0.363217 1oy4
(4)Opt | 0.000006 | 1 | 0.000006 1.0 0.363217 L
1by2 | 0.000006 | 1 | 0.000006 1.0 0.363217 e
1by3 | 0.000006 | 1 | 0000006 | 10 | 0.363217 | .
1by4 | 0.000006 | 1 | 0.000006 1.0 0.363217 ot
2by3 | 0.000006 | 1 | 0.000006 1.0 0.363217 -
2by4 | 0.000006 | 1 | 0.000006 1.0 0.363217 Standardized Eflect Esimate (Absolte Value)
3by4 | 0.000006 | 1 | 0.000006 1.0 0.363217 Figura 10 - Diagrama de Pareto para
Erro | 0.000031 | 1 | 0.000006
Tsogl 2149194 | 15 Energia Eletronica

*SQ: Soma dos quadrados; Gl: Grau de liberdade; QM:

Quadrado médio; F: F estatistico; p: probabilidade.
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Tabela 9 - Resultado ANOVA para

RMSD
RMSD
Fator SQ Gl QM F p
()DFT [ 0.609571 | 1 | 0.609571 | 181284.9 | 0.000000
(2)Base | 0.019952 | 1 [ 0.019952 | 5933.6 | 0.000000
(3)SCF | 0.000014 | 1 | 0.000014 | 4.2 | 0.096250
(4)Opt | 0.000014 | 1 [0.000014 | 4.2 | 0.096250
lby2 [ 0012488 | 1 |0.012488 | 3713.9 | 0.000000
1by3 |0.000000 [ 1 [0.000000 | 0.0 [ 0.896875
1by4 |0.000011 [ 1 [ 0.000011 31 [ 0.136532
2by3 [ 0.000001 [ 1 [0.000001 | 0.2 [ 0.699465
2by4 |0.000014 | 1 [0.000014 | 42 | 0.096250
3by4 |0.000001 | 1 [0.000001 | 0.2 | 0.699465
Erro 0000017 5 0000003 Standardized Effect Estimate (Absolle Valus)
ng ' | 0642081 | 15 Figura 11 - Diagrama de Pareto para

*SQ: Soma dos quadrados; Gl: Grau de liberdade; QM: RMSD

Quadrado médio; F: F estatistico; p: probabilidade.

Tabela 10 - Resultado ANOVA para

Tempo de Célculo

Tempo de Calculo

Fator SQ Gl QM F p

(1)DFT | 223965.6 | 1 | 223965.6 | 186.9866 | 0.000038
(2)Base | 6440.1 1 6440.1 5.3767 | 0.068157

(3)SCF | 36768.1 | 1 | 36768.1 | 30.6973 | 0.002629

(4)Opt | 5176 1 517.6 0.4321 | 0.540007

lhy?2 10.6 1 10.6 0.0088 | 0.928830

lby3 3.1 1 3.1 0.0026 | 0.961630

lby4 39.1 1 39.1 0.0326 | 0.863781

2by3 60393.1 | 1 | 60393.1 | 50.4216 | 0.000858

2by4 715.6 1 715.6 0.5974 | 0.474500 =05

3 by 4 2806 l 2806 02342 0648852 Smndardized Effect Estimate (Absolute Value)
Sre | SWBE 5 978 Figura 12 - Diagrama de Pareto para o0

3351219 | 15
59 T de Caélculo

*SQ: Soma dos quadrados; Gl: Grau de liberdade; QM: empo de La

Quadrado médio; F: F estatistico; p: probabilidade.

O espectro de infravermelho do fentanil e de seus 45 analogos foram simulados
empregando o método DFT B3LYP*“® junto com o conjunto de bases 6-311G**°152,
nivel do SCF como Loose e nivel de otimizagdo como Normal. Todos os célculos foram
realizados pelo software Orca v4.0.1%%. As moléculas foram otimizadas e suas frequéncias
foram calculadas para verificar se as estruturas se encontravam em um estado minimo de
energia. As otimizagfes foram confirmadas quando nenhuma frequéncia imaginaria

(frequéncias negativas) foi notificada. Alem disso, as frequéncias vibracionais foram
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multiplicadas por um fator de escala para se aproximar ainda mais dos espectros
experimentais. Essa corre¢cdo compensa dois problemas: a aproximacao do célculo da
estrutura eletrdnica e o fato de que a superficie de energia potencial ndo é harmonica.
Para 0 método empregado nos célculos das frequéncias vibracionais, o fator de correcao
é de 0.967%0%4,

Parte 2. Avaliacao dos espectros Infravermelho

O espectro de infravermelho experimental (ATR-IR)!% e o calculado (B3LYP/6-
311G**/LooseSCF/NormalOpt) do fentanil sdo mostrados na Figura 13. Podemos
observar que eles possuem um formato semelhante. Entretanto, ha alguns desvios nas
frequéncias devido as aproximagdes dos calculos. Os picos vibracionais de estiramento
da ligagdo C-H dos aromaticos e dos alcanos se encontram em 3052 e 2948 cm™ no
espectro experimental'®1%, No espectro calculado, eles s&o observados em 3067 e 2940
cm?. O pico de estiramento da carbonila C=0 é localizado préximo ao pico do
estiramento da ligacdo C=C dos aromaéticos. Contudo, enquanto o primeiro € de alta
intensidade, o segundo € de baixal®1%, Esses picos sio observados em 1650 e 1600 cm"
! no espectro experimental*®®, e 1670 e 1589 cm™ no espectro calculado, respectivamente.
Os picos referentes ao dobramento da ligagdo C-H nos alcanos comegam em 1500 cm
no espectro experimental enquanto que no espectro calculado eles comegcam em 1478 cm’
1, O pico do estiramento C-N da amina aparece em 1250 e 1236 cm™ no espectro
experimental e no calculado, respectivamente'®1%, Os dois principais picos que
representam o dobramento C-H fora do plano dos aromaticos sdo observados em 750 e
700 cm™ no espectro experimental'® enquanto que no espectro calculado eles sdo

observados em 728 e 695 cm™.
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Figura 13 - Espectro de infravermelho do fentanil: Bio-Rad® experimental (a) e

calculado (b)
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Todos o0s espectros tedricos e experimentais de infravermelho se encontram no
Material Suplementar. A correlacdo entre os espetros experimentais e seus respectivos
espectros calculados mostraram uma boa concordancia. Todas as vibragdes observadas
nos espectros experimentais puderam ser vistas nos espectros calculados, mesmo que as
vezes elas estavam ligeiramente deslocadas ou com diferentes intensidades. Os resultados

podem ser vistos na Tabela 11.
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Tabela 11 - Comparacéo entre os picos dos espectros Tedricos (T) e Experimentais (E).

O numero “1” especifica quando o pico esta presente enquanto que o numero”0”

especifica quando ausente
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Observando a Tabela 11 e os respectivos espectros tedricos e experimentais,

algumas diferencas podem ser notadas. O pico 4 representa o estiramento da ligacdo C-H

dos trés carbonos ligados ao nitrogénio do anel piperidina da molécula do fentanil base,

enquanto o pico 5 representa essas mesmas vibragdes da molécula do fentanil em sua

forma de cloridrato. Como alguns espectros experimentais sé foram encontrados na forma

de cloridrato, a principal diferenca entre o0s espectros experimentais e teéricos foi em

dos picos 4 e 5, uma vez que 0 espectro apresenta apenas

A

80 a presenca e auséncia

relaca

um desses dois picos.

Em relacdo a presenca de picos deslocados, pode-se citar o pico 1 referente ao

estiramento do grupo hidroxila (ligagdo O-H) como o mais deslocado. Apesar de eles
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aparecerem nos espectros teoricos do beta-R-hidroxitiofentanil e nos dois isémeros
Opticos do beta-hidroxifentanil, eles estdo deslocados em maiores nimeros de onda
quando comparados com seus respectivos espectros experimentais. NOs espectros
experimentais esse pico aparece aproximadamente em 3300 cm™ e 3220 cm™, enquanto
nos espectros tedricos eles aparecem em 3980 cm?, 3516 cm™ (beta-R) e 3690 cm™ (beta-
S), respectivamente. Além disso, os isdmeros dpticos R apresentam maior intensidade
nesses picos.

Analisando as intensidades dos picos, tem-se que o pico 17 referente ao
dobramento fora do plano da ligacdo C-H de carbonos sp? é o que apresenta maior
divergéncia entre os espectros tedricos e experimentais. Na maioria dos espectros
experimentais, esse pico é o0 mais intenso ou um dos mais intensos, ficando atras apenas
dos picos 8 e/ou 14 (estiramento C=0 e C-N, respectivamente), enquanto nos espectros
tedricos esse pico apresenta intensidade média ou baixa na maioria das vezes. Esse
comportamento pode ser visto observando os espectros do furanilfentanil, butirfentanil,
ciclopropilfentanil e acetilfentanil por exemplo.

Entre as principais semelhancas, podem-se citar os picos 6, 7, 8, 9, 10 e 11, todos
referentes ao estiramento de ligacGes duplas na faixa entre 1500 cm™ e 1800 cm™. Muitas
vezes 0s picos encontrados nessa regido sdo 0s principais responsaveis por caracterizar a
estrutura em questdo. Como exemplo, pode-se observar o surgimento desses picos
caracteristicos nos espectros tedrico e experimental do alfentanil (pico 6: estiramento
C=0 presente no anel tetrazolil); carfentanil (pico 7: estiramento C=0 presente no grupo
éster); acriloilfentanil e crotonilfentanil (pico 9: estiramento C=C alifatico);
furanilfentanil (pico 11: estiramento C=C do anel aromatico adicional), entre outros.
Esses picos também possibilitam a identificacdo de isbmeros de posi¢do orto, meta e para
tanto nos espectros tedricos como nos experimentais. Nos isbmeros orto, meta e para
fluoroisobutirfentanil, por exemplo, o pico 10 esta presente em baixa, média e baixa
intensidade, e o pico 11 em intensidade baixa, media e ausente, respectivamente, como

mostra a Figura 14.
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Figura 14 - Espectro de infravermelho tedrico do o-fluoroisobutirfentanil (vermelho),

m-fluoroisobutirfentanil (azul) e p-fluoroisobutirfentanil (preto)
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Além desses picos, 0s picos 15 e 16 referentes aos estiramentos da ligacdo C-F e
do grupo metoxi (ligagdo C-O), respectivamente, estiveram presentes nos espectros
tedricos e experimentais. Esses picos, mesmo tendo uma sobreposicdo na regido de
incidéncia no espectro, puderam ser utilizados para identificar algumas estruturas. Nos
compostos contendo fltor, o pico 15 pode ser observado na regido de 1200 cm, enquanto
nos compostos contendo o grupo metoxi o pico 16 pode ser observado na regido de 1050
cm™,

Os dados espectrais foram analisados por HCA e PCA. A HCA, Figura 15,
mostrou a presenca de dois principais grupos contendo 34 estruturas (Grupo 1) e 12
estruturas (Grupo 2). Cada grupo principal ainda pdde ser dividido em dois Subgrupos
contendo 24 estruturas (Subgrupo 1), 10 estruturas (Subgrupo 1), 6 estruturas (Subgrupo

I11) e 6 estruturas (Subgrupo V).
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Figura 15 - HCA dos espectros de infravermelho das estruturas
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Apesar da boa separacdo das estruturas em grupos, quatro estruturas mostraram
um comportamento atipico. Embora o Ocfentanil (#3) e o Alfentanil (#4) pertencam ao
Subgrupo I, eles foram agrupados separadamente do restante das estruturas de mesmo
Subgrupo. Dentro do Subgrupo I, o crotonilfentanil (#25) mostrou esse mesmo
comportamento e ndo agrupou com nenhuma outra estrutura de seu Subgrupo. No
Subgrupo 1V, o 2-tiofenoilfentanil (#18) se agrupou com apenas duas estruturas de seu
Subgrupo.

A mesma classificacdo em grupos foi obtida pelos scores da PCA. O resultado em
3D é mostrado na Figura 16. Podemos observar que os Subgrupos | e Il tiveram uma
separacdo bem distinta entre eles. Entretanto, o 4-fluoroisobutirfentanil (#16), que pela
HCA pertence ao Subgrupo Il, foi classificado pela PCA como pertencente ao Subgrupo
I. Comparando a estrutura desse composto com as estruturas de ambos os Subgrupos,
podemos observar que ela possui mais semelhanca com as estruturas do Subgrupo I.
Assim, nesse caso, a PCA se mostrou mais confiavel que a HCA, e essa estrutura foi
considerada como pertencente ao Subgrupo I.

Estruturas com comportamentos incomuns na HCA, como o alfentanil (#3),
ocfentnail (#4), crotonilfentanil (#25) e 2-tiofenoilfentanil (#18) foram alocadas mais
distantes do centro do Subgrupo quando comparados as outras estruturas. Esse

comportamento também acontece com as estruturas 4-metoxibutirfentanil (#21),
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ciclopropilfentnail (#29), beta-R-hidroxitiofentnail (#39) e p-metoxifentanil (#40),
indicando que esses analogos possuem considerdveis modificacdes estruturais em relagcdo
aos outros anéalogos de seus respectivos Subgrupos. Os Subgrupos Il e IV foram bem
definidos e tiveram uma consideravel separacao entre eles. O Subgrupo 111 possui todas
suas estruturas alocadas proximas umas as outras, enquanto o Subgrupo 1V possui suas

estruturas mais distantes.

Figura 16 - Resultado dos scores da PCA em 3D. Verde (Subgrupo I, S-1); Vermelho
(Subgrupo 11, S-11); Preto (Subgrupo 111, S-111); Azul (Subgrupo IV, S-1V)

Os loadings da PCA também foram analisados, e o resultado em 3D é mostrado
na Figura 17. Quando comparado com os scores do PCA em uma sobreposi¢ao, 0s
loadings mostram as principais variaveis que foram responsaveis pelo agrupamento das
estruturas. Nesse caso, as variaveis sdo os nimeros de onda (cm™) dos espectros de

infravermelho.
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Figura 17 - PCA 3D das variaveis
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Analisando os resultados das PCAs das Figuras 16 e 17, podemos observar que 0s
Subgrupos | e Il foram influenciados pela frequéncia de estiramento do grupo carbonila
quando préximo de 1670 cm™. Entretanto, o Subgrupo | mostrou o estiramento C-N da
amina com frequéncia maior que 1230 cm™ enquanto o Subgrupo 1l mostrou esse
estiramento com frequéncia menor. O Subgrupo Il mostrou um aumento no pico de
estiramento da carbonila e da ligagdo C-N, com frequéncias maiores que 1680 cm™ e
1270 cm?, respectivamente. O Subgrupo IV mostrou um aumento maior ainda no pico de
estiramento da ligagdo C-N para valores maiores que 1290 cm™, mas um decréscimo no
pico de estiramento da carbonila para valores menores que 1650 cm™. Esses desvios nas
frequéncias ocorrem devido as similaridades das estruturas entre cada Subgrupo e as
diferencas das estruturas entre diferentes Subgrupos. No geral, os estiramentos dos grupos
carbonila e amina foram os principais responsaveis pelas classificagdes em grupos. A
sobreposicao entre as PCAs que possibilita uma melhor visualizacdo dessa anélise e a

comparagdo de um espectro de cada Subgrupo s&o mostrados nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18 - Sobreposi¢édo 2D dos resultados das PCAs
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Figura 19 - Espectro de infravermelho tedrico do fentanil (preto), heptanoilfentnail

(vermelho), acetilfentanil (amarelo) e 2-tiofenoilfentanil (azul)
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Comparando esses resultados com 0s espectros experimentais, algumas
similaridades podem ser observadas. Os andlogos dos Subgrupos | e Il mostraram seus
picos de estiramento dos grupos carbonila e amina entre 1640-1660 cm™ e 1240-1270 cm
! respectivamente. Isso faz deles os Subgrupos mais dificeis de agrupar. No Subgrupo

I11, alguns analogos sofreram um aumento nos picos de estiramento da carbonila e amina
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atingindo 1670 cm™ e 1307 cm™, respectivamente. Todos os compostos do Subgrupo IV
tiveram uma diminuicdo no pico de estiramento da carbonila entre 1609-1645 cm™ e
aumento no pico de estiramento da amina entre 1290-1330 cm™,

Depois da analise de todos os espectros de infravermelho, foi possivel identificar
que a regido de substituicdo R1 foi a regido mais importante de substituicdo,
determinando os agrupamentos na HCA e na PCA. Apesar das estruturas do Subgrupo |
conterem diferentes substituintes na regido R1, os outros Subgrupos mostraram um
padrdo nessa regido de substituicdo. A maioria das estruturas do Subgrupo Il tém uma
elongacdo de cadeia aciclica alifatica ndo ramificada na regido R1; todas as estruturas do
Subgrupo 111 tém um grupo acetila ligado ao grupo carbonila (também em R1); e todas as
estruturas do Subgrupo IV tém um anel aromético ligado ao grupo carbonila (também em
R1). A regido de substituicdo R1 mostrou ser a regido mais sensivel em relacdo as
modificacdes estruturais, uma vez que essas modificacBes podem provocar alteracoes
mais significativas nas frequéncias e intensidades dos picos no espectro de infravermelho,
principalmente nos picos de estiramento dos grupos carbonila e amina, como a Figura 19
mostrou.

Uma analise dos outliers retirada da PCA pode ser vista na Figura 20. Embora
nenhum outlier tenha sido encontrado (nenhum composto na regido superior direita do
grafico), sete estruturas ficaram mais distantes das outras (regido inferior direita). Como
esperado, cinco compostos com comportamento incomum na analise de PCA (ocfentanil
#3, alfentanil #4, 2-tiofenoilfentanil #18, crotonilfentnail #25 e beta-R-hidroxitiofentanil
#39) foram encontrados nessa area. Carfentanil #11 e beta-R-hidroxifentanil #43 foram
0s outros dois compostos encontrados nessa area.

Todos esses comportamentos incomuns podem ser explicados por meio das
diferencas estruturais entre esses sete compostos com 0s outros compostos de seus
respectivos Subgrupos. Duas consideracdes podem ser citadas: 1) Se esses sete analogos
tivessem suas estruturas mais parecidas com as estruturas de seus subgrupos, esse
comportamento ndo seria observado; 2) Se tivesse novos analogos gque fossem similares
o suficiente a cada uma dessas sete estruturas para serem adicionados a PCA,
provavelmente novos Subgrupos teriam sido criados e esse comportamento ndo seria

observado.
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Figura 20 - Andlise dos outliers
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NoOs realizamos uma anélise SIMCA a partir dos dados da PCA e a Tabela 12
mostra os resultados. Apenas uma componente principal foi suficiente para modelar cada
classe e nenhuma classificacdo errada foi observada. Os residuos entre as classes, que
podem ser vistos na Tabela 13, mostra que os valores dentro da mesma classe (diagonal)
sdo 0s menores. Além disso, a distancias de uma classe para ela mesma € zero, como pode
ser visto na Tabela 14. Todos os resultados confirmam que os agrupamentos obtidos pelas

técnicas ndo-supervisionadas HCA e PCA foram confiaveis.

Tabela 12 - Resultados da SIMCA

P Classl | P_Class2 P_Clas3 P_Class4 | Misclassification
O Class 1 9 0 0 0 0
O_Class 2 0 25 0 0 0
O_Class 3 0 0 6 0 0
O _Class 4 0 0 0 6 0

*Q_Class=Classe Original, P_Class=Classe Predita.



Tabela 13 - Residuos interclasses

P _Classl | P_Class2 P_Clas3 P_Class4
O_Class 1 5.6125 10.3961 15.300 12.0370
O_Class 2 10.7516 7.5144 16.7631 14.5864
O_Class 3 15.1572 17.6402 7.3620 16.1572
O_Class 4 8.9636 11.4438 11.4097 2.1559

Tabela 14 - Distancias interclasses

P Classl | P_Class2 P _Clas3 P_Class4
O _Class 1 0 0.5946 1.3264 1.4962
O_Class 2 0.5946 0 1.3132 1.3716
O _Class 3 1.3264 1.3132 0 15784
O_Class 4 1.4962 1.3716 1.5784 0
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Todos os espectros de infravermelho foram analisados e comparados com o
espectro do fentanil para avaliar a contribuicdo de cada modificacao estrutural (Tabela 2
do Material Suplementar). Assim, tentamos avaliar as regifes de substituicdo e os grupos
substituintes de acordo com sua capacidade de gerar picos na regido do infravermelho. O
proposito dessa analise foi avaliar a capacidade da simulacdo de espectro de

infravermelho em ajudar na identificacdo dessas drogas.

Subgrupo |

O Subgrupo | é composto pelo fentanil e 24 andlogos com modificacBes presentes
em todas as regides de substituicdo. Existem cinco estruturas com uma elongacdo na
regido R1 por uma cadeia alifatica aciclica e ramificada. Essas estruturas sdo o
isobutirfentanil, orto, meta e para fluoroisobutirfentanil e p-cloroisobutirfentanil. O
isobutirfentanil (#28) possui um grupo isobutila (-CCHCH3CH3) ligado ao grupo
carbonila. Essa modificacdo também é vista no orto (#7), meta (#6) e para (#16)
fluoroisobutirfentanil e p-cloroisobutifentanil (#8), mas essas estruturas contam com a
presenca do a&tomo de fluor e de cloro nos respectivos carbonos o, m e p de cada grupo

benzila.
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Duas estruturas possuem a ligacdo de uma cadeia alifatica ciclica na regido de
substituicdo R1. Ciclopropilfentanil (#29) e ciclopentanoilfentanil (#26) apresentam a
adicdo dos grupos ciclopropila (-C3H7) e ciclopentila (-CsHo), respectivamente.

Um grupo metila foi introduzido na regido de substituicdo R3 de cinco analogos.
Em todas as estruturas do metilfentanil, o 2-metilfentnail (1 analogo, #36) e o 3-
metilfentanil (4 analogos, #38, #42, #44. #46) possuem o grupo metila ligado ao seu
respectivo carbono 2 e 3 do anel piperidina.

Trés estruturas sofreram a adicdo de um grupo hidroxila na regido de substituicdo
R5. O Beta-R-hidroxifentanil (#43) e o beta-S-hidroxifentanil (#45) tiveram o grupo
hidroxila ligado ao carbono beta da porcéo etilfenil. Essa modificacdo também é vista no
beta-R-hidroxitiofentanil (#39) junto com a substituicdo do benzeno por um anel tiofeno
na regido de substituicdo R6.

Duas estruturas contém a ligacdo de um grupo metoxi no carbono para da regido
de substituicdo R2. Essa € a Unica modificacdo do p-metoxifentanil (#40) enquanto no p-
metoxibutirfentanil (#21) também ha uma elonga¢do na regido de substituicdo R1 por
uma cadeia alifatica aciclica e ndo ramificada de trés carbonos.

O acriloilfentanil (#12) sofre a adi¢do de uma ligacédo dupla entre os carbonos alfa
e beta da regido de substituicdo R1. O tetrahidrofuranilfentanil (#32) possui um grupo
tetrahidrofurano, um anel heterociclico alifatico, ligado ao grupo carbonila da regido de
substiruicdo R1. O benzilfentanil (#34) apresenta uma substituicdo do grupo etilfenil por
um grupo benzila ligado ao nitrogénio do anel piperidina. O carfentanil (#11) sofre a
ligacdo de um grupo metil éster na regido de substituicdo R3. O alfentanil (#4) sofre a
adicdo de um grupo carbometdxi na regido de substituicdo R3 junto com a substitui¢do
do anel benzeno da porcéo etilfenil por um anel tetrazolil. O ocfentanil (#3) possui a
ligacdo de um grupo metoxi na regido de substituicdo R1 junto com a adi¢do de um atomo
de fldor no carbono orto do grupo benzila.

Oito dos 24 analogos do Subgrupo | mostraram algum comportamento incomum
nas analises de HCA e PCA devido a suas diferencas estruturais. O ocfentanil é o Unico
anélogo a ter um grupo metoxi ligado a regido de substituicdo R1; o alfentanil é o Unico
composto a ter um grupo carbometoxi ligado a regido de substituicdo R3 e um anel
tetrazolil; e o carfentanil € o Gnico composto a ter um grupo éster em sua estrutura. O
Beta-R-hidroxifentanil e o beta-R-hidroxitiofentanil sdo os Unicos analogos a apresentar

0 grupo hidroxila em uma posicdo R. O 4-metoxibutirfentanil e o p-metoxifentanil s&o os
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unicos analogos com a adi¢do de um grupo metdxi, e ciclopropilfentanil é o Unico

composto com a adi¢cdo do grupo ciclopropila.

Subgrupo Il

Sete estruturas do Subgrupo Il possuem uma elongacdo por cadeia alifatica
aciclica e ndo ramificada na regido de substituicdo R1. Quatro estruturas apresentam
apenas essa modificacdo. O butirfentanil (#15), o valerilfentanil (#10), o hexanoilfentanil
(#5) e o heptanoilfentanil (#2) sofreram a elongagédo por cadeias contendo trés, quatro,
cinco e seis carbonos, respectivamente.

O orto (#30), meta (#24) e para (#17) fluorobutirfentanil possuem adicdo de um
atomo de flor em seus respectivos carbonos o, m e p do grupo benzila (regido de
substituicdo R2) junto com a elongacgéo por cadeia contendo trés carbonos na regido R1.

O beta’-fenilfentanil (#41) sofreu a ligacdo de um grupo fenil no carbono beta do
grupo carbonila da regido de substituicdo R1, enquanto o crotonilfentanil (#25) possui a
adicdo do grupo crotonila (-CH=CHCHz) na mesma regido de substituicdo. Esses dois
analogos sao 0s Unicos com suas respectivas modificagdes estruturais. Entretanto, apenas
o crotonilfentanil mostrou um comportamento incomum na HCA e na PCA devido a

capacidade do grupo crotonila de gerar pico no espectro de infravermelho.

Subgrupo |1

Todas as seis estruturas desse subgrupo possuem um atomo de carbono excluido
da regido de substituicdo R1. Assim, essas estruturas passaram a ser chamadas de
acetilfentanil e seus analogos. Entretanto, outras modificacGes ocorrem em outras regides
de substituicdo de algumas dessas moléculas. O acetil-alfa-R-metilfentanil (#37) e 0 4’-
metilacetilfentanil (#31) possuem adi¢fes de um grupo metila (-CHs) nos carbonos alfa
e da posigdo 4’ da porgao etilfenila, respectivamente. O p-metilacetilfentanil (#33) possui
em grupo metila ligado ao carbono para do grupo benzila enquanto o p-
fluoroacetilfentanil (#9) possui um atomo de fluor ligado no mesmo carbono. O
metoxiacetilfentanil (#22) possui um grupo metoxi (O-CHs) substituindo o carbono
excluido na regido de substituicdo R1. Devido a essas semelhancas estruturais, nenhum

composto desse subgrupo mostrou comportamento incomum nas analises de HCA e PCA.
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Subgrupo IV

Todos os analogos pertencentes ao Subgrupo IV possuem um anel aromético
ligado ao grupo carbonila da regido de substituicdo R1. Os anélogos furanilfentanil (#13),
2-furanilbenzilfentanil (#35) e 3-furanilfentanil (#19) sofreram adicdo do grupo furano,
um anel aromatico heterociclico representado pela formula quimica C4sHsO. O grupo
tiofeno (C4H4S) pode ser visto na estrutura do 2-tiofenoilfentanil (#18), e o grupo benzila
estd presente no benzoilfentanil (#27) e benzoilbenzilfentanil (#20). Assim, o 2-
tiofenoilfentanil, Unico analogo a apresentar o grupo tiofeno, foi o Unico composto do

Subgrupo IV a mostram um comportamento incomum na HCA e PCA.

Parte 3. Docking molecular

NOs utilizamos trés softwares para predizer a energia de ligacdo do fentanil e seus
analogos com o receptor p-opioide. Os softwares iGemdock® e GOLD®’ fazem a
predicdo baseados no algoritmo de busca genético enquanto que o PyRx®® se baseia no
algoritmo de otimizacdo AutoDock Vina®. Os softwares também mostram a
conformacao dos ligantes dentro da cavidade do receptor, além de suas interacbes com 0s
aminoacidos presentes. Entretanto, devido a ma visualizacdo gerada pelo software
iGemdock®, ele foi utilizado apenas para predizer as energias de ligaco. A visualizagéo
conformacional dos resultados gerado pelo PyRx® e GOLD®’ foram obtidas por meio dos
softwares PyMOL® e Discovery Studio®. As predicdes foram realizadas em triplicata

para cada software e as energias de ligacdo obtidas sdo mostradas na Figura 21.
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Figura 21 - Energias de ligacao preditas pelos softwares a) iGemdock, b) PyRx e c)
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Pode-se observar que os resultados mostraram um certo padrdo entre as trés
predicdes de cada software independentemente. Entretanto, o PyRx foi o mais
reprodutivel, sendo que 27 dos 44 analogos obtiveram a mesma energia de ligacdo em
todas as predi¢des. Ja 0 GOLD e o iGemdock, ndo mostraram a mesma energia de ligacao
para muitos compostos, embora mostraram energias proximas para a maioria dos
compostos em pelo menos duas predigdes.

Comparando os resultados com os encontrados por Jaronczyk et al. (2017)%,
obtivemos a melhor correlacdo utilizando o software iGemdock. Temos que as
substituicdes no anel piperidina (regido de substituicdo R3) aumentam a afinidade do
ligante com o receptor, o que pode ser confirmado pela diminuicdo da energia de ligacéo
do carfentanil (#11), 2-metilfentanil (#36) e 3-metilfentanil (#38 e #42) em relagdo ao
fentanil. Ou seja, elas sdo mais estaveis dentro do receptor do que o fentanil. Por outro
lado, a ligacdo de um atomo de flGor no grupo fenil da por¢do N-fenilpropanamida (regido
de substituicdo R2) diminui a atividade dos compostos no receptor. Esse comportamento
pode ser visto pelo aumento da energia de ligacdo dos compostos ocfentanil (#3) e dos
analogos do fluorofentanil (#6, #7, #9, #16, #17, #23, #24 e #30). As predi¢cdes do
iGemdock também mostram que a ligagdo de um anel aromaético na regido de substituicdo
R1 aumenta a afinidade do ligante pelo receptor como é o caso do furanilfentanil (#13) e
do 2-tiofenoilfentanil (#18).

Este Gltimo comportamento também foi predito pelo PyRx, e ambos os softwares

mostraram o benzoilbenzilfentanil (#20) e o benzoilfentanil (#27) com um aumento de
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afinidade pelo receptor. Assim como o iGemdock, 0 PyRx mostra um aumento de
afinidade para o tetrahidrofuranilfentanil (#32) e o 2-metilfentanil (#36). Entretanto,
diferentemente do iGemdock o PyRx mostrou que os analogos do fluorofentanil (#6, #9,
#16 e #17) tiveram um aumento na afinidade. Outra predicdo do PyRx € que os analogos
do 3-metilfentanil (#38, #42, #44 e #46) tiveram suas afinidades aumentadas, e que 0s
analogos com o grupo hidroxila (#39, #43 e #45) tiveram suas estabilidades diminuidas.

O software GOLD convergiu com os resultados do PyRx em rela¢do aos analogos
do fluorofentanil, uma vez que as estruturas #16, #17, #24 e #30 tiveram suas atividades
aumentadas. Entretanto, em relacdo aos compostos que sofreram elongacdo por cadeia
alifatica aciclica e ndo ramificada (na regido de substituicdo R1), o comportamento entre
os dois softwares divergiu. Enquanto o GOLD mostrou aumento de estabilidade para os
compostos heptanoilfentanil (#2), hexanoilfentanil (#5), valerilfentanil (#10) e
butirfentanil (#15) (o que também foi predito pelo iGemdock), 0 PyRx mostrou uma
diminuicédo da estabilidade dessas moléculas com o receptor.

Importante notar que trés compostos tiveram o mesmo comportamento em todos
os softwares. O metoxiacetilfentanil (#22) se mostrou menos estavel que o fentanil,
enquanto o 2-furanilbenzilfentanil (#35) e o0 beta’-fenilfentanil (#41) tiveram a
estabilidade aumentada, sendo que este Gltimo composto foi um dos mais estaveis em
todas as predicOes. Além disso, fica evidente que estudos de energia de interagdo receptor-
ligante devem ser realizados de maneira consensual utilizando mais de um software.

Estudos publicados anteriormente utilizando docking molecular, Dosen-Micovic
etal. (2006)2° e Jaronczyk et al. (2017)!, mostraram que o fentanil e seus analogos podem
adquirir duas possiveis poses quando interagirem com o receptor p-opioide. E chamada
de pose | quando a por¢do N-fenilpropanamida esta direcionada aos aminoacidos GIn124,
Asnl127 e llel44. Ja a pose Il se caracteriza quando a porcdo N-fenilpropanamida esta
direcionada aos aminoécidos Val236, Trp293 e 11e296. Um esquema completo com as
duas poses modificado da publicacéo de Jaronczyk et al. (2017)8 pode ser visto na Figura
22. Esse mesmo estudo mostra que a configuragcdo do ligante na pose Il traz mais
estabilidade dentro da cavidade do receptor quando comparado com a pose I, para a
maioria dos analogos. Essa mesma conclusdo pode ser tirada analisando as conformacdes
obtidas pelos softwares PyRx e GOLD, sendo que, respectivamente, 35 e 37 dos 44

analogos estudados mostraram a pose Il como a melhor conformacédo de ancoragem.
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Figura 22 - Possibilidade de interacdo do fentanil com o receptor p-opioide: a) Pose | e
b) Pose Il
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Comparando os resultados das configuracGes de ambos os softwares, temos que
apenas sete estruturas mostraram divergéncias entre as melhores poses de ancoragem. Os
analogos p-fluoroacetilfentanil (#9), 4’-metilacetilfentanil (#31) e p-metilacetilfentanil
(#33, ilustrado na Figura 23) tomaram a pose Il no software PyRx e pose | no software
GOLD, enquanto que os compostos furanilfentanil (#13), 2-tiofenoilfentanil (#18),
metoxiacetilfentanil (#22) e ciclopentanoilfentanil (#26) tomaram a pose | no software
PyRx e pose Il no software GOLD. Isso mostra que 4 dos 6 analogos do acetilfentanil
(75%) tiveram problemas para convergirem seus resultados de interacdo, sendo o grupo

de estruturas com o maior indice de divergéncia.
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Figura 23 - Interacdes do p-metilacetilfentanil com o receptor p-opioide (5C1M) pelo a)
PyRx e b) GOLD
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Enquanto 33 das 44 estruturas tomaram a pose Il para ambos os softwares, como
esperado para a maioria dos andlogos, 4 estruturas tomaram a pose I: Butirfentanil (#15),
p-fluorobutirfentanil (#17), tetrahidrofuranilfentanil (#32) e acetil-alfa-R-metilfentanil
(#37). Como ambos os softwares convergiram para esse resultado, podemos interpretar
que para esses quatro andlogos a pose mais estavel dentro do receptor seria a pose |.

Das 37 ancoragens que convergiram para as mesmas poses nos dois softwares,
pode-se observar, por meio da Tabela 12 e pelas interacdes mostradas no Material
Suplementar, que 27 analogos interagiram, na maioria das vezes, com 0S mMesmMos
aminoacidos nas mesmas regides da estrutura dos analogos. Sabe-se também que hd uma
interacdo idnica entre o grupo carbonila do aminoacido Asp147 e o nitrogénio protonado
do anel piperidina®8. Essa interacdo é considerada o ponto de ancoragem do
acoplamento receptor p-opioide com os anélogos do fentanil. Esse fato explica a presenca
dessa interacdo em 41 e 39 dos 44 analogos nos softwares PyRx e GOLD,

respectivamente. Essas observagdes também podem ser vistas nas Figuras 24 e 25.
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Figura 24 - Interacdes do acriloilfentanil com o receptor p-opioide (5C1M) pelo a)
PyRx e b) GOLD
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Figura 25 - Interacdes do butirfentanil com o receptor p-opioide (5C1M) pelo a) PyRx e
b) GOLD
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A Tabela 15 mostra todos os 30 aminoacidos possiveis de estarem presentes nas

ancoragens, representados por numeros. A Tabela 16 mostra 0s aminoacidos, presentes
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(1) ou ausentes (0), nas ancoragens dos 44 analogos realizadas por cada software, onde o
P representa 0 PyRx e 0 G representa 0 GOLD. A primeira coluna indica a molécula
analisada e a segunda o software utilizado. As coluans seguintes se referem aos
aminoéacidos descritos na Tabela 15. Analisando os resultados, vemos que 0s principais
aminoéacidos que desenvolvem um papel chave na estabilizacdo das estruturas dentro do
receptor sdo: 1) Aspl47; 2) His54; 3) His297; 4) Val300; 5) 11e296; 7) Tyr326; 8) Met151;
9) llel44; 10) Val143; 11) Cys217; e 13) Val236, uma vez que eles interagem com a
maioria dos analogos pelos dois softwares. Alem disso, a maioria dos analogos mostram

interacdes semelhantes entre os dois softwares utilizados.

Tabela 15 - Correlacdo entre 0s nimeros e 0s aminoacidos

Ne Amino&cidos N°  Amino&cidos Ne° Aminoacidos
1 Aspl47 11 Cys217 21 Ser55

2 His54 12 GIn124 22 His319

3 His297 13 Val236 23 Ycm57

4 Val300 14 Lys233 24 Tyr75

5 11296 15 Trp293 25 Asnl27

6 11e322 16 Leu232 26 Phe237

7 Tyr326 17 Tyrl48 27 11e301

8 Met151 18 Gly325 28 Phe221

9 lle144 19 Trp318 29 Cys140

10 Vall43 20 Trp133 30 Alall7
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Tabela 16 - Presenca (1) ou auséncia (0) dos aminoacidos nas ancoragens

1 122 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

10
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Soft 1

Mol

10

11

12
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13

14

15

16

17

18

20

21

22

23

24

25

26

27
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42
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43

44

45

46
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A ancoragem molecular da estrutura do fentanil por ambos os softwares é
mostrada na Figura 26. Como os estudos anteriores sugeriram, o fentanil tomou a pose |1
dentro do receptor, e a interagdo idnica entre a Aspl47 e o nitrogénio protonado esta
presente nos dois softwares. Além disso, o grupo fenil da porcdo etilfenil interage com a
llel44, Val143 e Cys217 (este ultimo apenas no PyRx) por interac6es Pi. O grupo fenil
da porcao N-fenilpropanamida esta proximo da Trp293 e 1le322 enquanto interage com a
11e296 e Met151 por interacOes Pi e com a Tyr326 por forgas de van der waals (PyRx) e
interacdes Pi (GOLD). Os aminoacidos His297, Val300 e 11296 interagem com o grupo
metila da propanamida por interacdes Pi, e a His54 interage com o anel piperidina por
forgas de van der waals. Assim, temos que os resultados entre os dois softwares estdo em

concordéncia e convergiram mesmo que algumas interacdes fossem de diferentes tipos.

Figura 26 - Interacdo do fentanil com o receptor p-opioide (5C1M) pelo a) PyRx e b)
GOLD
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A estrutura do alfentanil ndo apresenta o ponto de ancoragem entre a Aspl47 e o
nitrogénio protonado uma vez que seu pKa é menor do que o do fentnail*®. O alfentanil
é uma base fraca de pKa 6,5, o que significa que no pH intracelular sua presenca sera
predominantemente em sua forma néo ionizada'®. Apesar dessa diferenca, assim como o
fentanil, o alfentanil também assume a pose Il na cavidade do receptor, o que pode ser

visto na Figura 27. Em ambos os softwares, o anel tetrazolil é direcionado para os
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aminoacidos Ser55, Asn127 e GIn124, assim como Jaronczyk et al. (2017)% sugere,
entretanto, as interacGes presentes séo diferentes. No PyRxX, o grupo carbometoxi interage
com a Tyrl48 e o anel tetrazolil com a 1le322, His319 e Ycm57 por interagdes Pi. No
GOLD, o mesmo grupo carbometoxi ndo interage com nenhum aminoacido e o anel
tetrazolil interage com a lle144, Val143 e Trp133 por interacdes Pi. As similaridades nas
interacOes entre os dois softwares sdao em relagdo a por¢do N-fenilpropanamida, uma vez
que ela interage com a His297, Val300 e 11296 por interacdes Pi, e com a Tyr326 por
forcas de van der waals. O estudo publicado por Jaronczyk et al. (2017)8! mostra que o
grupo carbometoxi interage com a 11e296, Val300 e Ile322, o que seria possivel no
presente estudo apenas se a por¢do N-fenilpropanamida sofresse uma tor¢do em diregéo

a esses aminoacidos.

Figura 27 - Interacdes do alfentanil com o receptor p-opioide (5C1M) pelo a) PyRx e b)
GOLD
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O carfentanil é um dos analogos mais potentes e possui uma alta estabilidade
quando ancorado no receptor. Esse comportamento pode ser explicado pelo contato
adicional entre o grupo carbometoxi com a His54 por interagdo Pi identificado pelo PyRx,
GOLD e Jaronczyk et al. (2017)8. A interacio da His297 com o oxigénio do grupo metoxi
relatado por Dosen-Micovic et al. (2006)%, n&o foi identificada nessas anélises, apesar de
no software GOLD, a His297 estar proxima do oxigénio em questéo. Entretanto, no PyRX,

essa interacdo so seria possivel se a por¢do N-fenilpropanamida sofresse uma torcao para
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viabilizar essa aproximacao. Em ambos os softwares, a interacéo i6nica entre a Aspl47 e
0 nitrogénio protonado esta presente, e diversas interacdes Pi podem ser observadas no
grupo fenil das porcoes etilfenil (lle144, Val143 e Cys217) e N-propanamida (11e296 e
Val300). A principal diferenca entre os dois softwares é em relacdo a interacdo da Tyr326
com a porcdo N-fenilpropanamida. No PyRX, esse aminoacido interage com o0 oxigénio
por meio de uma ligagdo de hidrogénio, enquanto no GOLD, ele interage com o0 grupo
fenil por interagdo Pi. Como esperado, o carfentanil assumiu a pose 11 dentro do receptor

em ambos os softwares. As configuracfes podem ser vistas na Figura 28.

Figura 28 - Interagdes do carfentanil com o receptor p-opioide (5C1M) pelo a) PyRx e
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Os quatro isdmeros do 3-metilfentanil diferem substancialmente em relacdo a suas
poténcias. O cis-3R-4S-3-metilfentanil é aproximadamente vinte vezes mais potente que
o fentanil, enquanto o isbmero trans-3S-4S é apenas trés vezes mais potente. Além deles,
ambos 0s isdmeros cis-3S-4R e trans-3R-4R 3-metilfentanil s&o menos potentes que o
fentanil’®. O estudo de docking realizado aqui e mostrado nas Figuras 29 e 30, encontrou
algumas diferencas nas interacfes entre esses isbmeros com 0 receptor p-opioide que
podem ajudar a explicar o comportamento citado.

Os aminoéacidos Aspl147, Trp318 e 1le322 tém um papel chave na estabilidade

dessas estruturas. Esses aminoacidos apresentam interacdes estericas hidrofébicas e ndo
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favoraveis quando localizados proximos ao grupo metila®. No isdmero mais potente, o
cis-3R-4S-3-metilfentanil, o grupo metila é localizado distantemente desses amino&cidos,
e proximo ao Tyr148, onde eles interagem. Em relacdo ao segundo isdmero mais potente,
0 trans-3S-4S-3-metilfentanil, o grupo metila esta localizado mais perto da Asp147 e mais
distante da Tyr148, sugerindo uma perda de estabilidade dentro do receptor, quando
comparado ao isdbmero mais potente. Os dois isOmeros menos potentes que o fentanil
estdo localizados mais proximos dos aminoacidos Trp318 e 11e322, onde as interacdes
hidrofobicas os desestabilizam. De maneira geral, os dois isbmeros mais potentes que o
fentanil tém o grupo metila interagindo com o Tyr148, enquanto os dois isdbmeros menos
potentes tém o grupo metila interagindo com o Trp318 e 11e322.

As interagdes entre esses quatro andlogos com o receptor convergiram em ambos
os softwares. Em todos os casos, a interacdo ibnica da Aspl47 com o0 nitrogénio
protonado esta presente (com exce¢do do cis-3S-4R-3-metilfentanil em uma corrida no
GOLD) e todas as estruturas assumiram a pose Il dentro da cavidade do receptor. As
principais interagdes da porc¢do N-fenilpropanamida s&o com a His297, Val300, 11e296 e
Tyr326, enquanto da porcao etilfenil sdo com a Val143 e lle144.

O estudo toxicodinamico, ou seja, o estudo sobre o mecanismo de acdo das
substancias quimicas em relacdo as moléculas alvo no nosso organismo, pode fornecer
informac0des sobre a toxicidade desses compostos. Essas informacdes sdo importantes na
determinacéo de suas poténcias, por meio da dose letal (LD50) e dose eficaz (ED50) por
exemplo, uma vez que seu mecanismo de acdo pode causar alteracdes bioldgicas e
bioquimicas, desencadeando efeitos tdxicos no nosso organismo. No entanto, é
importante notar que o estudo toxicodindmico ndo é o Unico responsavel por caracterizar
a poténcia de uma substancia. A toxicocinética estuda a acdo que o organismo realiza
sobre a substancia quimica, atuando nas etapas de absor¢do, distribui¢do, metabolizacdo
e excrecdo desses compostos. Portanto, a toxicocinética e a toxicodindmica sao

complementares.
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Figura 29 - Interacdes da a) cis-3R-4S-3-metilfentanil; b) cis-3S-4R-3-metilfentanil; c)
trans-3S-4S-3-metilfentanil; d) trans-3R-4R-3-metilfentanl pelo software PyRx
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Figura 30 - Interacdes da a) cis-3R-4S-3-metilfentanil; b) cis-3S-4R-3-metilfentanil; c)
trans-3S-4S-3-metilfentanil; d) trans-3R-4R-3-metilfentanl pelo software GOLD
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Parte 4. Rota Metabdlica

As rotas metabolicas obtidas pelo software Altox foram comparadas com dados
encontrados na literatura cientifica. Dos 46 opioides estudados neste trabalho, 18 tiveram

algum metabdlito determinado experimentalmente e publicado por Pichini et al (2019)%.
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A comparacao entre esses resultados pode ser vista na Tabela 17, onde as principais rotas

metabolicas estdo em ordem decrescente nas colunas.

Tabela 17 - Comparacéo das rotas metabolicas obtidas de maneira experimental e

computacional. As cores representam os Subgrupos que as estruturas pertencem de

acordo com os dados quimiométricos: Subgrupo | (verde), Subgrupo 11 (vermelho),

Subgrupo 11 (preto) e S

Rota Rota
Composto Formula Estrutural Metabdlica Metabdlica
Experimental Predita
HaC 0 -N- -Hidroxilagéo
\—Kj _/—Q Desalquilagéo (fenil)
(1) Fentanil '—O -Hidroxilacao -N-
(alquila) Desalquilacao
@ -Hidrolise -Hidrdlise
(amida) (amida)
H,C—0 0 'O_'
O\ J_Q -O- Desmetilacéo
(3) Ocfentanil N—O Desmetilagdo | -Hidroxilagao
_ -Hidroxilacao (fenil)
@ (anel feniletil) N-
Desalquilacdo
. 0 -O-
s N)ij/\ o Desmetilagio
. /N N- | _Hidroxilagio
(4) Alfentanil »f««\)J\N Desalquilacdo 113
(fenil)
&
Desalquilacdo
-N-
4G O Desalquilacao -Hidrolise
\—[ﬁ‘ f@ -Hidroxilacéo (éster)
(11) Carfentanil ;@)“ (piperidina) | -Hidroxilagdo
@@ . -Hidrélise (fenil)
o (ester) -N-
. -Hidroxilacdo + | Desalquilacédo
oxidacao
-N-

(12)

Acriloilfentanil

Desalquilagéo

(Di)hidroxilaca
0 (piperidina
e/ou grupo etila)
-Hidrolise
(amida)

-Oxidagéo
(vinil)
-Hidroxilagédo
(fenil)
-N-
Desalquilacao
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-N-
Desalquilacéo -N-
Aae 9 D Desalquilagio
(16) p- -Hidroxilagéo . -
p . S -Hidroxilagéo
) _ HaC (piperidina ou
Fluoroisobutirfe grupo etila) ~ (grupo
_ A isobutila ou
ntanil -N-Oxidacéo etila)
-Dihidroxilacédo S
o -Hidrolise
+ Metilagdo (amida)
(anel feniletil)
HaC (o]
-Hidroxilagédo
23) o- —'/< f@ -N- :
) O Desalquilagéo (fenil)
Fluorofentanil -N-
Desalquilagéo
-Hidroxilagéo
O -
(26) % f@ -Hidroxilaco (f_elml)
Ciclopentanoilfe @O (C|CI<2pNe_nt|Ia) Desalquilacio
ntanil A -Hidroxilagéo
Desalquilagdo (ciclopentila)
0
(29) [>_<1 _/—© -N- -Hidroxilag&o
Ciclopropilfenta O Desalquilagao (fenil)
. -Hidroxilagéo -N-
nil (piperidina) Desalquilacao
-Hidroxilagéo
-N- (fenil)
Desalquilagao -N-
(32) N _/_@ -Hidroxilagdo | Desalquilagéo
_ _ MO (grupos alquila | -Hidrélise
Tetrahidrofurani e arila) (amida)
Ifentanil -Abertura do -Abertura do
anel anel
-Hidrolise -Hidroxilagéo
(amida) (grupos
alquila)
HiG  OQ -N- -Hidroxilacéo
(38) Cis-3R-4S- — @J@ Desalquilagio + | (fenil)
. . Hidroxilagéo -N-
3-Metilfentanil @ (grupos alquila | Desalquilacédo
e arila) -Hidrolise
S -Hidroxilagéo + (amida)
(42) Trans-3R- | ’ f@ Oxidagdo
o (grupo alquila) *Q software
4R-3- -Hidroxilagéo + nao fez
Metilfentanil Metilacdo distincdo entre
(fenil) 0S iIsOmeros
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(44) Cis-3S-4R-

*Qs trabalhos

O
"Q ndo fazem
3-Metilfentanil @ distingdo entre
0S isomeros
H4C H4C
(46) Trans-3S- \_./<V g f@
Metilfentanil @
-N-
Desalquilagao i I
—Hidrgxilagéo -Hidroxilagao
HaC o (grupo butila) (f_elml)
f@ _Dihidroxilagéo .
(15) HO (anel feniletil) I_D:_sglqu_lllagzjlo
Butirfentanil -Carboxilacéo aroxilacao
(grupo butila) (grupo t/)u_tﬂa)
-Carboxilacéo -?;r?]ric(;lgie
(grupo butila) +
Hidroxilagao
(anel feniletil)
-N-
o Desalquilagao -N-
H-C -Hidroxilacdo | Desacetilacdo
(14) .
_O (anel feniletil ou | -Hidroxilacéo
Acetilfentanil grupo etila) (fenil)
-Hidroxilagdo + -N-
Metoxilacao Desalquilagéo
(anel feniletil)
-0O- -0O-
Desmetilagéo Desmetilacéo
29 HC=0 0O -Hidrolise -Hidroxilagéo
@ — f@ (amida) (fenil)
Metoxiacetilfent O -N- -N-
anil @ De_salqu_ilagéo Desa_lquilggéo
-Hidroxilacéo -Hidrolise
(grupos alquila (amida)
e arila)
-Hidrdlise
amida : o
W f@ -Dih(idroxil)a(;éo 'H"i;‘e);(i'l';‘@ao
(13) 5 _Q (grupo furano, i
Furanilfentanil E(;LTdi%%OiodS Desalquilacao
“N- -Hidrolise
(amida)

Desalquilacdo
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Analisando a Tabela 17 de maneira geral, pode-se observar que as principais rotas
metabdlicas estiveram presentes nos resultados experimentais e computacionais. Essas
rotas sdo a N-desalquilacédo, hidroxilac&o, hidrélise, e O-desmetilagdo. As Unicas reagdes
que foram observadas em apenas um dos metodos foram a oxidagédo do grupo vinil (no
acriloilfentanil por método computacional), a N-desacetilacdo (no acetilfentanil por
método computacional) e a dihidroxila¢&o do grupo furano (no furanilfentanil por método
experimental). Outras rea¢Ges que sdo mostradas apenas por um metodo na tabela também
foram observadas pelo outro método, porém, em baixa intensidade.

Observando a principal rota metabdlica de cada composto pelos dois métodos,
apenas trés convergiram para a mesma reagdo. S&o eles o ocfentanil (O-desmetilacéo), o
p-fluoroisobutirfentanil (N-desalquilacdo) e o metoxiacetilfentanil (O-desmetilacao).
Além disso, fica evidente que o método computacional utilizado prioriza a hidroxilacéo
aromatica no grupo fenil da por¢do propanamida, o que ndo acontece na metabolizacédo
experimental, que prioriza a hidroxilacéo alifatica nos grupos alquila (cadeia alifatica da
por¢do propanamida), piperidina e etila (cadeia alifatica da porcdo feniletil) ou
hidroxilacdo aromatica no anel feniletil.

Algumas reacdes caracteristicas em relacdo ao grupo do substituinte adicionado
foram observadas pelos dois métodos. A O-desmetilacdo foi observada no ocfentanil e
metoxiacetilfentanil devido a adicdo do grupo metoxi. A hidrolise do grupo éster foi
observada apenas no carfentanil, justamente por ser o Unico analogo a ter esse grupo como
substituinte. A hidroxilacdo do grupo ciclopentila e butila foi observada respectivamente
no ciclopentanoilfentanil e butirfentanil, e a abertura do anel do tetrahidrofuranilfentanil
por O-desalquilacdo também foi observada pelos dois métodos.

Para melhor visualizacdo das reacbes de metabolizacgdo mencionadas, um

esquema contendo algumas reacdes esté ilustrado na Figura 31.
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Figura 31 - Principais rotas metabdlicas dos analogos do fentanil
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Seguindo a tendéncia dos resultados encontrados experimentalmente e
computacionalmente, assim como a semelhanca dos grupos substituintes adicionados,
alguns dos principais metabolitos dos 46 anéalogos do fentanil foram desenhados. Os
analogos que sofreram adicdo de um grupo metoxi, por exemplo, como o 4-
metoxibutirfentanil e o p-metoxifentanil, assim como os j& mencionados ocfentanil
(Figura 32) e metoxiacetilfentanil, ttm como um de seus metabdlitos principais o produto
da O-desmetilacdo. Outro exemplo sdo os analogos que sofreram adi¢do de uma cadeia
alifatica saturada na regido de substituicdo R1 da porcdo propanamida, como o
butirfentanil (Figura 33), j& mencionado, e o valerilfentanil, hexanoilfentanil e

heptanoilfentanil. Um dos principais metabdlitos desses analogos sdo provenientes da
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hidroxilacdo alifatica da cadeia carb6nica adicionada, além dos metabdlitos provenientes
de sua posterior carboxilacdo. Essa observacdo também pode ser estendida aos isdmeros
o, m e p fluorobutirfentanil, além da dihidroxilacdo do anel feniletil seguido de uma
metilacdo. Entretanto, para os isémeros o, m e p fluoroisobutirfentanil (Figura 34), a
reacao metabolica de hidroxilacdo acontece principalmente no anel piperidina e no grupo
etila da porcéo feniletil. Por tltimo, pode-se estender a dihidroxilacdo do grupo furano do
furanilfentanil (Figura 35) para os analogos contendo grupos furano (2-
furanilbenzilfentanil e 3-furanilfentanil) e tiofeno (2-tiofenoilfentanil).

Alguns exemplos podem ser vistos nas Figuras 32-35, além de todos estarem

ilustrados no Material Suplementar.

Figura 32 - Principais metabolitos do ocfentanil
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Figura 33 - Principais metabolitos do butirfentanil
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Figura 34 - Principais metabdlitos do p-fluoroisobutirfentanil
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Figura 35 - Principais metabélitos do furanilfentanil
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VIl - Conclusao

Neste trabalho, foram utilizados métodos in silico para estudar opioides sintéticos
a partir do fentanil. Com a auséncia de dados sobre substancias sintéticas, essa
metodologia pode apresentar vantagens no que diz respeito a previsibilidade de
propriedades e comportamentos de moléculas desconhecidas. Na primeira parte do
trabalho, usamos um planejamento fatorial 2* para encontrar as melhores condicdes de
calculo. O tratamento escolhido por meio do planejamento fatorial foi o B3LYP, 6-
311G**, LooseSCF e NormalOpt. Esse tratamento foi utilizado para otimizar todas as
moléculas e obter seus respectivos espectros de infravermelho. Os resultados encontrados
foram compativeis com os resultados experimentais retirados da literatura. Para avaliar a
resposta a variacdo da estrutura, usamos as técnicas quimiomeétricas de aprendizado nédo
supervisionado, mais especificamente HCA e PCA. Ambas mostraram tendéncia de
agrupamento para variacdo estrutural principalmente relacionada ao grupo de substituigéo
em R1. O SIMCA confirmou corretamente os agrupamentos encontrados pelo HCA e

PCA. Dessa forma, temos que os métodos in silico foram habeis em discriminar os
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opioides sintéticos estudados de acordo com a variacdo estrutural, o que pode fornecer
importante referéncia para a identificagdo dessas substancias.

As interagdes dessas drogas com o alvo biolégico também foram investigadas.
Realizamos um procedimento de docking com trés softwares diferentes, mais
precisamente iGemdock, PyRx e GOLD. Os resultados de energia de ligacdo obtidos no
programa PyRx foram considerados mais reprodutiveis, enquanto os resultados do
iIGemdock mostraram a melhor concordancia com os dados encontrados em uma
publicacéo recente. Fica claro que mais de um software deve ser utilizado para esse tipo
de estudo, visto que houve consideraveis divergéncias entre as energias de ligacdes das
moléculas estudadas pelos trés softwares. Entretanto, os resultados das poses e interacdes
entre as moléculas e os aminoacidos do receptor opioide foram satisfatérios, uma vez que
muitas convergéncias foram encontradas entre os softwares PyRx e GOLD.

A previsdo qualitativa dos metabdlitos do fentanil e seus analogos pelo software
Altox foi satisfatoria. Entretanto, é necessario um conhecimento prévio do grupo
estrutural das moléculas em estudo, assim como as principais rotas metabdlicas que este
grupo estara sujeito. Dessa maneira, é possivel filtrar e interpretar os dados previstos com
maior eficécia.

Podemos dizer que os métodos in silico foram capazes de fornecer informacgoes
sobre 0 comportamento dessas drogas quanto a deteccdo e mecanismos de acdo bioldgica
relacionados ao receptor e aos metabolitos. Esses tipos de avaliagbes podem auxiliar no
conhecimento de propriedades de substancias sintéticas, levando a uma maior seguranca
no que diz respeito a interpretacdo das principais caracteristicas desses compostos. Essa
seguranca pode auxiliar tanto em mecanismos de investigacdo quanto orientar tomadas
de decisdo em procedimentos de reducéo de danos e de salde publica relacionados a essas

substancias.
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Figura 57. Espectro Infravermelho do benzoilbenzilfentanil: (a) SWGDRUG experimental®® e (b) tedrico
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Figura 60. Espectro Infravermelho do 4-metoxibutirfentanil: (a) SWGDRUG experimental® e (b) tedrico
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Figura 63. Espectro Infravermelho do metoxiacetilfentanil: (a) SWGDRUG experimental® e (b) tedrico
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Figura 66. Espectro Infravermelho do o-fluorofentanil: (a) SWGDRUG experimental®® e (b) tedrico
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Figura 69. Espectro Infravermelho do m-fluorobutirfentanil: (a) SWGDRUG experimental® e (b) tedrico
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Figura 72. Espectro Infravermelho do crotonilfentanil: (a) SWGDRUG experimental® e (b) tedrico

4:133

ILE
Aild4d

WAL
4:143

Interactions
[ vancer nsks

I Atractvs Chare
[] cortonittcregen sond

- P-Sgma

TRP {

SER
M55

3 ors
5
RP &10 LE

THI
A0

Top
A3

Interactions
[ vancer nsks

[l Covvervtons Hycregen Band
[] cotonthcregen sond

- PR Stache

VAL
FELE

Figura 73. InteracGes do crotonilfentanil com o receptor p-opioide (5C1M) pelo a) PyRx e b) GOLD



172

o

.

oy A
O

CrotonilfentaniI/

!

N-Desalquilacio
ch—\\_(
Hidrolise (amida)

0

Reducéo de ligacdo dupla

— %—\_{) CNI@

Hidroxilag&o alifatica

~L 0

0

Hidroxilag&o alifatica

e
O

Figura 74. Principais metabolitos do crotonilfentanil

CICLOPENTANOILFENTANIL

yciopmmrey Fonimyl HO Lo #0457

e

CABANCE




100

A U OO N X O
o O O o o o

Absorbancia

w
o

20
10

0
4000

3600 3200

2800

Numero de onda (cm™)

2400

2000

1600

1200

800

173

400

Figura 75. Espectro Infravermelho do ciclopentanoilfentanil: (a) SWGDRUG experimental® e (b) tedrico
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Figura 78. Espectro Infravermelho do benzoilfentanil: (a) SWGDRUG experimental® e (b) tedrico
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Analise dos espectros de Infravermelho por modificacao

estrutural

Tabela 1. Anélise dos espectros de Infravermelho por modificag&o estrutural

Nome do Composto

Férmula Estrutural

Classe

Observacdes sobre as

Frequéncias Vibracionais

(1) Fentanil

-Espectro IV ja comentado e
usado como padréo para as
analises dos espectros dos

outros analogos

(3) Ocfentanil

-Deslocamento do pico de
estiramento C=0
-Aparecimento dos picos de
estiramento C-O e C-F
-Reducdo de intensidade do
pico de estiramento C-N
-Diviséao do pico de
estiramento C=C em dois picos
menores

(4) Alfentanil

-Aparecimento dos picos de
estiramento C-O e C=0 do
anel tetrazol
-Reducéo da intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Reducdo da intensidade dos
picos de estiramento C=0 e C-
N
-Aumento de intensidade do
pico de dobramento C-H

(6) m-

Fluoroisobutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento (alcano) C-H
-Reducdo de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento do pico de
estiramento C-F e outro C=C

(7) o-

Fluoroisobutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento (alcano) C-H
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-Reducéo de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento do pico de
estiramento C-F e outro C=C

(8) p-
Cloroisobutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento (alcano) C-H
-Reducéo de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento do pico de
estiramento C-Cl e outro C=C

(11) Carfentanil

-Aparecimento de picos de
estiramento C=0 éster e C-O
-Aumento de intensidade dos

picos de estiramento C-C e

dobramento C-H

(12) Acriloilfentanil

-Reducdo de intensidade do
pico de estiramento C=0
-Aparecimento do pico de

estiramento alceno C=C
-Aumento de intensidade dos
picos de dobramento alcano e
alceno C-H

(16) p-
Fluoroisobutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento (alcano) C-H
-Reducéo de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento do pico de
estiramento C-F e outro C=C

(21) 4-Metoxibutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento alcano C-H
-Reducdo de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento do pico de
estiramento C-O

(23) o-Fluorofentanil

-Aparecimento do pico de
estiramento C-F e outro C=C
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(26)

Ciclopentanoilfentanil

-Aumento de intensidade do
pico de estiramento alcano C-
H
-Deslocamento do pico de
estiramento C-N

(28) Isobutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento (alcano) C-H
-Reducdo de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H

(29) Ciclopropilfentanil

-Reducéo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C=0
-Deslocamento dos picos de
dobramento C-H

(32)
Tetrahidrofuranilfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de dobramento (alcano e
alceno) C-H
-Aparecimento do pico de
estiramento C-O

(34) Benzilfentanil

-Similar ao fentanil
-Reducéo de intensidade do
pico de estiramento alcano C-
H
-Aumento de intensidade do
pico de estiramento C-H dos
carbonos ligados ao nitrogénio

(36) 2R-4S-2-
Metilfentanil

-Similar ao fentanil
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(38) Cis-3R-4S-3-
Metilfentanil

-Similar ao fentanil
-Reducéo de intensidade do
pico de estiramento C=0

(39) Beta-R-
Hidroxitiofentanil

-Aparecimento do pico de
estiramento e dobramento O-H
e estiramento C-S

(40) p-Metoxifentanil

-Aumento de intensidade do
pico de dobramento alcano C-
H
-Reducdo de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento do pico de
estiramento C-O

(42) Trans-3R-4R-3-

-Similar ao fentanil

Metilfentanil HaC CHAC :
N-nl(. M
(43) Beta-R- -Aparecimento do pico de
. . . estiramento e dobramento O-H
Hidroxifentanil HaC 0

(44) Cis-3S-4R-3-
Metilfentanil

-Similar ao fentanil
-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento alcano C-H
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(45) Beta-S-

Hidroxifentanil

-Aparecimento do pico de
estiramento e dobramento O-H

(46) Trans-3S-4S-3-
Metilfentanil

-Similar ao fentanil

(2) Heptanoilfentanil

Savad,

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento alcano C-H
-Reducéo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N

(5) Hexanoilfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento alcano C-H
-Reducdo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N

(10) Valerilfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento alcano C-H
-Reducdo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N

(15) Butirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento alcano C-H
-Reducdo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N
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(17) p-Fluorobutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento C-H
-Reducéo de intensidade do
pico de estiramento C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C-F e outro C=C

(24) m-
Fluorobutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento C-H
-Reducéo de intensidade do
pico de estiramento C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C-F e outro C=C

(25) Crotonilfentanil

-Aumento de intensidade da
maioria dos picos
-Deslocamento do pico de
estiramento C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C=C de alta
intensidade

(30) o-Fluorobutirfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento e
dobramento C-H
-Reducéo de intensidade do
pico de estiramento C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C-F e outro C=C

(41) Beta’-Fenilfentanil

-Aumento de intensidade dos
picos de estiramento C-H e
dobramento fora do plano C-H
-Reducdo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N

(9) p-Fluoroacetilfentanil

-Deslocamento do pico de
estiramento C=0
-Reducéo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N
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-Aparecimento do pico de
estiramento C-F

(14) Acetilfentanil

-Deslocamento do pico de
estiramento C=0
-Reducéo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N

(22) Metoxiacetilfentanil

-Deslocamento do pico de
estiramento C=0
-Reducéo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C-O

(31) 4’-Metilacetilfentanil

-Deslocamento do pico de
estiramento C=0
-Reducéo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N

(33) p-Metilacetilfentanil

-Deslocamento do pico de
estiramento C=0
-Reducéo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N

(37) Acetil-alfa-R-
Metilfentanil

-Deslocamento do pico de
estiramento C=0
-Reducéo de intensidade e
deslocamento do pico de
estiramento C-N

(13) Furanilfentanil

-Aumento de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
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-Aparecimento de outro pico
de estiramento C=C aromatico
-Deslocamento dos picos de
estiramento C=0 e C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C-O

(18) 2-Tiofenoilfentanil

-Aumento de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento de outro pico
de estiramento C=C aromatico
-Deslocamento dos picos de
estiramento C=0 e C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C-S

(19) 3-Furanilfentanil

-Aumento de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento de outro pico
de estiramento C=C aromatico
-Deslocamento dos picos de
estiramento C=0 e C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C-O

(20) Benzoilbenzilfentanil

-Aumento de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento de outro pico
de estiramento C=C aromatico
-Deslocamento dos picos de
estiramento C=0 e C-N

(27) Benzoilfentanil

-Aumento de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento de outro pico
de estiramento C=C aromatico
-Deslocamento dos picos de
estiramento C=0 e C-N

(35) 2-

Furanilbenzilfentanil

-Aumento de intensidade do
pico de dobramento fora do
plano C-H
-Aparecimento de outro pico
de estiramento C=C aromatico
-Deslocamento dos picos de
estiramento C=0 e C-N
-Aparecimento do pico de
estiramento C-O




