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Resumo

Os canabindides sintéticos constituem um grupo de Novas Substancias Psicoativas (NSP) que mimetizam os efeitos da Cannabis
sativa, pois atuam nos mesmos receptores canabinoides. Atualmente representam o terceiro maior grupo de NSP. A constatacdo
preliminar dessas drogas tém sido um verdadeiro desafio para os Laboratorios Forenses. Nesse contexto, o presente trabalho utiliza a
técnica de Triagem Virtual baseada em ligantes para direcionar a selecdo de moléculas com potencial atividade colorimétrica,
aprimorando o processo de busca de um teste de cor eficiente e que contemplem a identificagdo da maioria de canabinoides
sintéticos, além de tratar-se de uma alternativa que requer menores esforgos financeiros, infraestrutura e tempo envolvido na
descoberta. Para isso, foram selecionados o 4-dimetilaminobenzaldeido e o 2,4-dinitrofenilhidrazina, como compostos quimicos de
referéncia para filtragem molecular em banco de dados quimicos, obtendo, respectivamente, 13 e 20 estruturas distintas entre si.
Essas substancias foram submetidas a metodologias de comparagdo por similaridade molecular: a Principal Component Analysis
(PCA) e a Cluster Analysis, que utilizam caracteristicas moleculares especificas dos compostos de referéncia, comparando-os com 0s
correspondentes descritores das moléculas da base de dados, servindo-se de uma medida de similaridade quimica. Assim, foi possivel
apontar compostos com maior grau de similaridade aos compostos de referéncia, indicando candidatos promissores a identificagdo
preliminar de canabinoides sintéticos.

Palavras-Chave: Canabinoides Sintéticos; Teste Colorimétrico; Triagem Virtual.

Abstract

Synthetic cannabinoids constitute a group of New Psychoactive Substances (NSP) that mimic the effects of Cannabis sativa, as they
act on the same cannabinoid receptors. They currently represent the third largest group of NSPs. The preliminary detection of these
drugs has been a real challenge for Forensic Laboratories. In this context, the present work uses the Virtual Screening technique
based on ligands to direct the selection of molecules with potential colorimetric activity, improving the process of searching for an
efficient color test that includes the identification of the majority of synthetic cannabinoids, in addition to This is an alternative that
requires less financial effort, infrastructure and time involved in discovery. For this, 4-dimethylaminobenzaldehyde and 2,4-
dinitrophenylhydrazine were selected as reference chemical compounds for molecular filtering in chemical databases, obtaining,
respectively, 13 and 20 distinct structures. These substances were subjected to molecular similarity comparison methodologies:
Principal Component Analysis (PCA) and Cluster Analysis, which use specific molecular characteristics of the reference compounds,
comparing them with the corresponding descriptors of the base molecules. data, using chemical similarity measures. Thus, it was
possible to identify compounds with a greater degree of similarity to the reference compounds, indicating promising candidates for
the preliminary identification of synthetic cannabinoids.

Keywords: Synthetic Cannabinoides; Colorimetric test; Virtual Screening.
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1. INTRODUCAO

Em uma situacao de possivel prisdo em flagrante por
posse ou trafico de drogas, a Autoridade Policial devera
constatar a natureza e a quantidade da droga apreendida,
conforme o Art. 50 e seu paragrafo 1°, da Lei n® 11.343 de
2006 (“Lei de drogas™). Portanto, a prisdo em flagrante
somente se sustenta com laudo de constatacdo da natureza
e guantidade de droga apreendida, a ser elaborado em até
24 horas do flagrante. Nesse cendrio, o teste preliminar se
mostra valido até que efetivamente se possa proceder um
exame definitivo, cientificamente inequivoco, que ateste a
real natureza do material apreendido [1]. Percebe-se
entdo, que apesar dos modernos laboratérios forenses
empregarem a Gas chromatography—-mass spectrometry
(GC-MS) como a principal técnica analitica para
identificacdo e confirmacéo de substancias desconhecidas,
ainda hd um papel relevante para as técnicas de indicagao
presuntiva e constatagdo preliminar, como testes
colorimétricos, sendo, no tocante as leis de carater
criminal, até 0 momento, o Unico tipo de laudo preliminar
previsto para efeito de prisdo em flagrante [2-3].

Os testes de cor fornecem indicacdo presuntiva da
presenca ou auséncia de drogas especificas, ou mais
precisamente determinadas classes estruturais de drogas
ou grupos funcionais. Desta forma, facilitam a triagem
rapida e econbmica, funcionando como base para
liberagdo de laudos de constatacdo provisoria. Ao passo
que testes analiticos mais caros e demorados (como o GC-
MS, por exemplo) possam ser priorizados em andlises
definitivas de drogas de abuso, que segundo o artigo 159
do Codigo de Processo Penal (CPP), devera ser realizado
em até dez dias e prorrogado em casos especiais. Sendo
assim, os testes de cores devem constituir-se em parte
integrantes do processamento de rotina de substancias
suspeitas de tratar-se de uma droga ilicita [1].

A multiplicidade de Novas Substancias Psicoativas
(NSP) desafia a eficicia do atual aparato técnico para
identificacdo preliminar dessas drogas. 0]
desenvolvimento de novos métodos analiticos para
deteccdo e identificagdo de NSP é fundamental para
anélise de quimica forense [4]. Nesse contexto, 0s
canabinoides sintéticos representam um dos grupos de
drogas sintéticas mais numerosas e incidentes da
atualidade [5]. E ao contrario da maconha classica e
tradicional, a “maconha sintética” ndo é presumivelmente
identificada utilizando o teste colorimétrico Duquenois-
Levine e Fast Blue B. Além disso, o teste de cor de van
Urk, utilizado para identificacdo presuntiva de indol, é
negativo para as principais classes de canabinoides
sintéticos [2]. No que tange a realidade atual do
Laboratério Forense da Policia Cientifica do Estado do
Pard, especificamente a coordenadoria regional Il em
Maraba, ndo se dispde de reagentes colorimétricos para
identificacdo preliminar de canabinoides sintéticos.

Diante de situacbes que demandam a realizacdo de exame
de constatagdo provisoria dessas drogas, deve valer-se de
metodologias e equipamentos de constatacdo definitiva,
mais onerosos e que requerem maior complexidade
técnica, por isso, tendem a ser mais demorados [6].

Sendo assim, é de extrema relevancia encontrar
substancias com potencial de serem utilizadas no
desenvolvimento de um protocolo de teste simples,
rapido, barato e seletivo para triagem colorimétrica das
principais classes de canabinoides sintéticos.

Diante disso, os métodos de Triagem Virtual inovam
na descoberta de novos compostos com atividade
especifica, avaliando in silico grandes bibliotecas
estruturais contra um alvo quimico especifico,
favorecendo assim a reducdo de esforcos financeiros,
infraestrutura e tempo envolvidos no processo de
descoberta de novas quimioestruturas [7]. Esses métodos
aplicam etapas sequenciais e hierarquicas que visam
filtrar e selecionar compostos com propriedades fisico-
quimicas de interesse, descartando aqueles que ndo se
encaixam nas caracteristicas desejaveis [8].

Desse modo, o presente estudo prople aplicar a
Triagem Virtual baseada em ligantes na selecdo de
compostos quimicos que possam apresentar potencial
atividade colorimétrica para identificagdo de canabinoides
sintéticos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Caracterizagdo metodologica

Foi realizado um estudo tedrico de quimica
computacional, objetivando encontrar compostos com
similaridade molecular as substancias de referéncia e que
possuam potencial aplicacdo para indicacdo colorimétrica
da maioria de canabinoides sintéticos.

A Triagem Virtual é a ferramenta computacional
utilizada para selecdo de compostos de interesse em
biblioteca de compostos quimicos, sendo a Triagem
Virtual baseada em ligantes, a abordagem aplicada para o
estudo.

2.2 Etapal

Preliminarmente  realizou-se uma pesquisa da
literatura cientifica e académica para selecdo de artigos
cientificos que apresentassem compostos quimicos com
atividade colorimétrica para canabindides sintéticos
validada experimentalmente, permitindo, dessa forma,
serem utilizados como referéncia ou molde para a
Triagem Virtual baseada em ligantes. Para isso foram
exploradas as plataformas Google académico,
ResearchGate, Scielo e PubMed, usando filtros que
consideravam apenas publicacdes nos idiomas Portugués,
Inglés e Espanhol, dentro do intervalo de 2009 a 2023. A
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pesquisa foi estabelecida a partir de 2009, pois foi 0 ano
em que foi publicado na literatura internacional, a
primeira identificacdo de canabinoides sintéticos em ervas
[9].

Partindo desse principio, foram selecionadas as
substancias  4-(dimetilamino)benzaldeido  (p-DMAB,
reacdo de Ehrlich) e 2,4-dinitrofenil-hidrazina (2,4-
DNPH, reagente de Brady) [2,10].

2.3 Etapa?2

Desenvolveu-se o processo de filtragem molecular
dentro da base de dados de compostos quimicos da
PubChem [11], utilizando descritores bidimensionais (2D)
ou caracteristicas moleculares especificas (fingerprint
molecular) e empregando o Coeficiente de Tanimoto,
como medida de similaridade. Além disso, foram
utilizados parametros fisico-quimicos de comparacao
como massa molecular, clogP, contagem de doadores de
hidrogénio, contagem de receptores de hidrogénio,
contagem de ligacBes rotacionaveis, area polarizada,
dentre outros (Tabela 1).

« Selecdo de
compostos de
referéncia

2.4 Etapa3

A relagdo de substéncias triadas e selecionadas, na
etapa anterior, foram salvas em formato de arquivo SDF,
e transferidas para software Osires DataWarrior [12].
Esta ferramenta computacional possibilitou a realizacdo
de processo de filtragem complementar, com base em
duas metodologias de comparacdo por similaridade
molecular: a Principal Component Analysis (PCA) e a
Cluster Analysis, empregando o algoritimo Self
Organizing Maps (SOM) com o fingerprint molecular
FragFP.

Ademais, realizou-se a comparacdo de substancias
analisando subestruturas, derivadas computacionalmente
na forma de andaimes moleculares, por remocdo de
atomos de cadeias laterais. Dar-se 0 nome de Andlise de
Scaffolds, que, para o presente estudo, baseou-se no
sistema de anel fechado e heterodtomo [13].

= Filtragem molecular
na base de dados

PubChernt

+ Filtragem molecular no
software DataWarvior
(PCA e Cluster Analysis)

Figura 1. Fluxograma da metodologia utilizada

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Selegéo de moléculas de referéncia

Uma maneira de identificar testes de cor adequados
para novas classes de compostos é considerar como e por
que os testes de cor estabelecidos funcionam ou ndo do
seu ponto de vista estrutural, partindo-se da premissa de
que moléculas com estruturas semelhantes apresentam
propriedades  fisico-quimicas e  comportamentos
semelhantes [14].

Nesse contexto, para o0 presente estudo, duas
substancias foram utilizadas como referéncia ou molde
para Triagem Virtual baseada em ligantes. A primeira
substancia foi o 4(dimetilamino)benzaldeido (p-DMAB,
reacdo de Ehrlich). Na referéncia [10] foi objeto de estudo
para o desenvolvimento de ensaio colorimétrico simples

para identificacdo do grupo aminoalquilindol, um dos
maiores grupos de canabimiméticos sintéticos. A Figura
2, caracteriza a reagdo de Ehrlich, uma reacdo de
substituicdo eletrofilica de ind6is com compostos
carbonilicos, catalisada por silica e acido sulfirico, que
resulta na formac&o de bis(indolil)alcanos, implicando em
mudanca de cor de amarelo para roxo/azul, quando
positivo [15].

O método proposto demonstra tratar-se de um
procedimento colorimétrico relativamente seletivo e
sensivel para a determinacdo de canabiméticos sintéticos
contendo aminoalquilindol em anélise de amostra Unica
[10].

O 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH, reagente de
Brady) é a segunda substancia de referéncia. Na
referéncia [2] foi investigado seu uso como um reagente
de cor alternativo para identificacdo presuntiva de
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canabinoides sintéticos, tendo como alvo da reacdo, o
grupo quimico carbonila, ao invés do grupo indol.
Consiste em um mecanismo de condensacéo (Figura 3),
caracterizado por uma reacdo nucleofilica de adicéo-
eliminacdo em que o 2,4-DNPH, em um primeiro
momento, adiciona-se a ligacdo dupla da carbonila
(presente no canabinoide sintético) para dar origem a um
composto intermediario que perde uma molécula de agua
(H20). O precipitado da reagdo varia entre uma cor
amarela, laranja ou vermelho [16].

Os autores da referéncia [17] conduziram um estudo
que confirma a tese de que o grupo carbonila, presente em
aldeidos e cetonas, seria uma caracteristica estrutural que
oferecia um potencial reativo para deteccdo especifica
deste grupo funcional, utilizando o DNPH como agente
da reagdo. Os canabimiméticos sintéticos do grupo dos
naftoilindol, benzoilindole, fenilacetilindole e
cicloalcoilindole conttm um grupo funcional cetona
diretamente ligado a um anel aromaético, tonando-se

potenciais substancias passiveis de identificagdo com
reagente de cor que sinaliza a presenca de carbonilas.

A imensa maioria das reagGes colorimétricas de
interesse forense ocorrem entre compostos eletrofilicos e
nucleofilicos. A mistura dos dois pode permitir que o
componente de droga, que em geral ¢ “rico em elétrons”
doe densidade eletrdnica ao componente de teste “pobre
em elétrons”. Se a energia associada ao processo de
transferéncia de elétrons corresponder a regido visivel do
espectro eletromagnético, a transferéncia pode se
manifestar visualmente como uma mudanca de cor
(resultado positivo para o teste) [18].

= )
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3.2. Biblioteca virtual de compostos quimicos

A utilizagdo de uma biblioteca virtual de compostos
quimicos é uma etapa crucial para execucdo de
procedimentos de Triagem Virtual, pois fornece
compostos com o maior grau possivel de diversidade
molecular, sejam eles ja conhecidos e consagrados por
suas atividades biol6gicas e terapéuticas, sejam
compostos ja sintetizados e disponiveis para ensaios
biologicos, moléculas hipotéticas (desenhadas em
computador antes da sintese) ou até produtos de origem
natural. A qualidade da base de dados utilizada é de vital
importancia, pois é a fonte de onde serdo selecionados o0s
compostos ~ promissores  para  futuros  ensaios
experimentais [19].

Para este estudo foi utilizado o PubChem [11], como o
banco de dados quimico para obtengdo de compostos com
similaridade molecular as estruturas utilizadas como
referéncia. Segundo a referéncia [20], o Pubchem contém
um dos maiores acervos de informagdes quimicas

disponiveis publicamente, organizado em trés bases de
dados interligadas: Substance, Compound e BioAssay. Em
Li et al. [21] reitera-se que o PubChem reduz as barreiras
para que pesquisadores avancem no desenvolvimento de
ferramentas quimicas que possam modelar processos
biol6gicos, apresentar potenciais candidatos a farmacos
para tratamentos de doencas e indicar novas ferramentas
quimicas com as mais diversas aplicabilidades.

Medir a similaridade quimica entre duas substancias
significa comparar com um padrédo de caracteristicas pré-
definidas [19]. Neste sentido, foi realizado uma pesquisa
de estruturas com similaridade quimica aos compostos de
referéncia, considerando uma similaridade bidimensional
(2D), baseada em coeficiente de Tanimoto. Importa
salientar que para filtragem molecular nessa base de
dados foram empregadas propriedades quimicas
especificas das substancias de referéncias (Tabela 1),
funcionando como filtros moleculares quimioinformaticos
[11].

Tabela 1. Principais propriedade fisico-quimicas das substancias utilizadas como referéncia para filtragem molecular no PubChem.

SUBSTANCIAS REFERENCIA
PROPRIEDADES FISICO-
QUIMICAS
4-DMAB 2,4-DNPH

FORMULA MOLECULAR CoHuNO CeHsN4O4
MASSA MOLECULAR g/mol 149,19 198,14
CLOGP 1,8 15
CONTAGEM DE DOADORES 0 2
DE H*
CONTAGEM DE RECEPTOR 2 6
DE H*
CONTAGEM DE LIGACOES 2 1
ROTACIONAVEIS
MASSA EXATA 149 198
MASSA MONOISOTOPICA 149 198
AREA DE  SUPERFICIE 20,03 130
POLAR TOPOLOGICA
CONTAGEM DE ATOMOS 11 14
PESADOS
CONTAGEM DE ATOMOS 0 0
ISOTOPICOS

102



R. da M. Macédo et al., Rev. Bras. Crimin. 13(3), 98-113, 2024

Tabela 2. Substancias com similaridade quimica ao 4-DMAB.

COMPOSTOS NOME (IUPAC) MM | NHBD | NHBA | Nrotb | NAN | clogP
g/mol
Composto 1 2-(dimethylamino)benzaldehyde 149 0 2 2 1 1,5
Composto 2 4-(dimethylamino)(14C)benzaldehyde 151 0 2 2 1 2
Composto 3 3-(dimethylamino)benzaldehyde 149 0 2 2 1 1,5
Composto 4 [4-(dimethylamino)phenyl]methanone 148 0 3 4 1 3,9
Composto 5 4-(aziriden-1-yl) benzaldehyde 147 0 2 2 1 1,3
Composto 6 deutério-[4- 150 0 2 2 1 1,8
(dimethylamino)pheny]methanone
Composto 7 2-deutério-4- 150 0 2 2 1 18
(dimethylamino)benzaldehyde
Composto 8 4-[bis(trideuterio mahyl)amino]-2,3,5,6- 159 0 2 2 1 18
tetradeuterio-benzaldehyde
Composto 9 (4-formylphenyl)-melhyl- 218 1 2 2 1 1,2
azanide;rubidium(1+)
Composto 10 deuterio-[4- 151 0 2 2 1 1,8
(dimethylamino)phenyl](113c)methanone
Composto 11 4-(dimethylamino)(180)benzaldehyde 151 0 2 2 1 18
Composto 12 3,5-dideuterio-4- 151 0 2 2 1 1,8
(dimethylamino)benzaldehyde
Composto 13 4-(dimethylamino)(13C)benzaldehyde 150 0 2 2 1 1,8

Apbs o processo de filtragem molecular dentro da
biblioteca virtual procedente do PubChem, foi possivel
obter dois conjuntos de compostos com estruturas
similares as substancias referéncias 4-DMAB e 24-
DNPH, respectivamente (Tabelas 2 e 3).

3.3. Filtragem molecular no Osires DataWarrior

De acordo com a referéncia [22], para explorar
visualmente os dois conjuntos de compostos (Tabelas 2 e
3), o software Osires DataWarrior utiliza uma abordagem

direta, em que as moléculas sdo representadas
individualmente,  incorporadas em um  plano
bidimensional e  tridimensional (2D e 3D,

respectivamente), com base em propriedades selecionadas
e empregando técnicas de redugdo de dimensionalidade
ou escalonamento multidimensional. Nessa abordagem de
visualizaglo direta, as moléculas sdo desenhadas como
entidades individuais, ndo existindo um modo universal
de mapear moléculas em coordenadas num espaco
euclidiano. Assim, comecando com um conjunto de
moléculas a serem visualizadas, o processo de calculo de
suas coordenadas é geralmente bifasico, sendo primeiro
criado um espaco de propriedades que serdo projetadas
para um espaco euclidiano bidimensional ou
tridimensional.
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Tabela 3. Substancias com similaridade quimica ao 2,4-DNPH.

COMPOSTOS NOME (IUPAC) MM | NHBD | NHBA | Nrotb | NAN | clogP
Composto 1 (2,4-dinitro(1,2,3,4,5,6-13C6)cyclohexa- gggfl 2 6 1 4 1,5
1,3,5-trien-1-yl)hydrazine
Composto 2 4-diazenyl-6-nitro-bezene-1,3-diamine 181 3 7 1 5 1,5
Composto 3 (3,5-dinitrophenyl)hydrazine 198 2 6 1 4 0,8
Composto 4 (2,3-dinitrophenyl)hydrazine 396 4 12 2 8 1,4
Composto 5 (3,4-dinitrophenyl)hydrazine 198 2 6 1 4 0,8
Composto 6 (2,6-dinitrophenyl)hydrazine 198 2 6 1 4 1,0
Composto 7 (2,5-dinitrophenyl)hydrazine 198 2 6 1 4 15
Composto 8 (2,4-dinitrophenyl)diazene 356 0 6 2 4 5,2
Composto 9 [2,4- 204 2 8 3 4 15

bis[oxidanylidene(oxido)(15N)(15N)
ammonio]phenyl] hydrazine

Composto 10 [2,4- 202 2 8 3 4 15
bis[oxidanylidene(oxido)ammonio]pheny]
hydrazine
Composto 11 (2,4-dinitrophenyl)(15N)hydrazine 200 2 6 1 4 15
Composto 12 [2,4- 200 2 8 3 4 15
bis[oxido(ox0)(15N)ammonio]phenyl]
hydrazine
Composto 13 (2,4-dinitroanilino)ammonium; 199 2 8 3 4 15
Composto 14 (2,4- 234 3 6 1 4 1,5
dinitrophenyl)hydrazine;hydrochloride
Composto 15 (2,3- 234 3 6 1 4 1,5
dinitrophenyl)hydrazine;hydrochloride
Composto 16 (2,4-dinitroanilino)ammonium;chloride 234 2 8 3 4 1,5
Composo 17 amino-(2,4-dinitrophenyl)ammonium; 235 2 8 3 4 1,5
hydrohloide
Composto 18 N-hydroxy-2,4-dinitro-benzeniamine 215 2 9 3 3 1,2
oxide
Composto 19 1,1-dideuterio-2-(2,4- 200 2 8 3 4 1,5

dinitrophenyl)hydrazine

Composto 20 (2,3,5-trideuterio-4,6- 201 2 8 3 4 1,5
dinitrophenyl)hydrazine

O espago de propriedades é obtido escolhendo um
conjunto de propriedades moleculares que supostamente
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guiara a visualizagdo. A partir dessas propriedades,
obtemos coordenadas em um espago euclidiano de alta
dimensdo (por exemplo, escolhendo propriedades
numéricas e usando os valores das propriedades como
coordenadas) ou definimos uma métrica baseada na
similaridade das moléculas, produzindo um espaco
métrico. Uma vez definido um espaco de propriedades,
um método de projecdo adequado é usado para calcular as
coordenadas desejadas. Os dados como massa molecular
(MM), nimero de doadores de hidrogénio (NHBD),
nimero de aceptores de hidrogénio (NHBA), nimero de
ligagbes rotacionaveis (Nrotb), ndmero de &tomos de
nitrogénio (NAN) e clogP (coeficiente de parti¢do), séo
amplamente utilizadas na maioria dos métodos de
avaliacdo in silico (Tabelas 2 e 3) [23-25].

Para Russel [26], a massa molecular (MM) é um
importante descritor fisico-quimico que indica o tamanho
da cadeia e a massa total de uma molécula, constituindo-
se da soma de massas atdbmicas de todos os atomos
presentes na férmula molecular da substancia.
Relacionando essa propriedade com o0s compostos
similares ao 4-DMAB, tem-se uma massa molecular
média de 156 g/mol, apenas 5% superior ao MM da
molécula referéncia (149 g/mol), demonstrando tratar-se
de compostos que apresentam valores de massas
moleculares préximos entre si. Em contrapartida, o
composto 9 foi 0 que apresentou variagdo dissonante de
MM em relagdo a média e a substancia referéncia,
aproximadamente, 28% e 31% superior, respectivamente.
J& com relacdo aos compostos similares ao 2,4-DNPH, a
massa molecular média é de 225 g/mol, sendo superior
em 12% ao MM da molécula referéncia (198 g/mol). Os
compostos 4 e 8 foram os que demonstraram maior
variagdo com relacdo a massa molecular da média e da
molécula referéncia, respectivamente, 44%, 50% e 29%,
45%.

O nlmero de doadores de hidrogénio (NHBD),
também conhecida como ndmero de ligagdes de
hidrogénio, ¢ uma medida que descreve a capacidade de
uma molécula doar atomos de hidrogénio para formar
ligagBes de hidrogénio com outras moléculas. 1sso ocorre
quando um atomo de hidrogénio, ligado a um atomo
eletronegativo como o oxigénio, nitrogénio ou flaor, é
atraido por forcas intermoleculares, formando uma
interacdo intermolecular de alta polaridade entre as
moléculas [27]. Considerando a aplicacdo que se deseja, a
caracteristica é de extrema relevancia pois o NHBD pode
influenciar a capacidade de uma substancia, com suposta
acdo colorimétrica, interagir com um grupo especifico de
droga de abuso através de ligagdes de hidrogénio. No que
se refere ao grupo de compostos similares ao 4-DMAB,
apenas o composto 9 possui, na sua estrutura, grupo de
atomos doadores de hidrogénio, ao passo que do grupo de
compostos similares ao 2,4-DNPH, apenas o composto 8
nédo possui doadores de hidrogénio.

O numero de aceptores de hidrogénio (NHBA) é uma
medida da capacidade de uma molécula de aceitar &tomos
de hidrogénio em ligacBes de hidrogénio com outras
moléculas. Os aceptores de hidrogénio sdo atomos
eletronegativos, como oxigénio ou nitrogénio, que
possuem pares de elétrons livres capazes de formar
ligacbes de hidrogénio com atomos de hidrogénio de
outras moléculas [27-28]. Vale acrescentar que todos 0s
compostos similares ao 4-DMAB possuem 2 ou mais
aceptores de hidrogénio, ao passo que para aqueles com
similaridade ao 2,4-DNPH, apresentam 6 ou mais
aceptores de hidrogénio, destaque para 0 composto 4, com
12.

O numero de ligagdes rotacionaveis (Nrotb), é uma
caracteristica que representa bem a flexibilidade
molecular, e estd intimamente relacionado a afinidade do
alvo e a forca da interacdo intermolecular, ao passo que a
diminuicdo de Nroth torna a molécula mais rigida e,
portanto, restringe sua liberdade conformacional,
enquanto um grande aumento de Nrotb pode aumentar a
complexidade molecular e, assim, influenciar sua
atividade bioldgica, podendo ligar-se a distintos alvos
moleculares [29-30]. Todos 0s compostos similares ao 4-
DMAB possuem 2 ou mais ligacOes rotacionaveis,
enguanto os compostos com similaridades ao 2,4-DNPH,
1 ou mais ligacdes.

O ndmero de atomos de nitrogénio (NAN) em uma
reacdo quimica € uma variavel critica que pode
influenciar a estequiometria, a reatividade, 0 mecanismo
de reacdo e as propriedades finais dos produtos, tornando-
se caracteristica essencial para a compreensdo completa e
a execucdo precisa de reacBes quimicas, pois pode servir
como constituinte de protecdo ou direcionador em sintese
organica. O comportamento dos 4&tomos de nitrogénio em
reagdes quimicas é multifacetado e depende do ambiente
quimico e do tipo de reacdo, podendo atuar como
nucledfilos, bases, agentes redox, e desempenhar papéis
cruciais em vdrias transformacgdes quimicas. Além disso,
nitrogénios adicionais podem introduzir diferentes grupos
funcionais (como aminas, amidas, nitrilos) que afetam a
reatividade,  solubilidade, polaridade, e outras
caracteristicas [31]. No tocante aos compostos similares
ao 4-DMAB e ao 2,4-DNPH, todos apresentam 4tomos de
nitrogénio.

O clogP ¢é uma abreviacgdo para "logP calculado”, em
que "P" representa "particdo”. E uma medida que
descreve a lipofilicidade ou hidrofobicidade de uma
molécula, representando a razdo entre a concentragdo de
uma molécula em uma fase organica e a concentragdo na
fase aquosa, em condicdes especificas. Quanto maior o
valor de logP, mais lipofilica é a molécula, indicando uma
maior afinidade pela fase orgénica em relagcdo a fase
aquosa. Muitas vezes é determinado por meio de métodos
computacionais, como modelos de previsdo baseados em
estrutura molecular, que estimam o logP de uma molécula
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com base em sua estrutura quimica. Esses modelos podem
considerar varios parametros, como a distribuicdo de
grupos funcionais na molécula e a polaridade relativa de
diferentes regides da molécula [27]. Para os compostos
com similaridade ao 4-DMAB, os valores de logP
variaram de 1,2 a 3,9, sendo assim, considerados, em sua
maioria, moderadamente lipofilicos (logP entre 1 e 3). Ao
passo que, os compostos com similaridade ao 2,4-DNPH
obedecem ao intervalo entre 0,8 a 5,2, indicando a
variacdo da propriedade com relacdo a este grupo de
compostos, pois apresentam composto mais lipofilicos do
que hidrofilicos (logP > 0), moderadamente lipofilicos
(logP entre 1 e 3) e altamente lipofilicos (logP > 3).

Para Velkoborsky e Hoksza [32], a analise de
Scaffolds compreende a investigacdo e a avaliacdo dos
componentes estruturais fundamentais compartilhados
entre diferentes compostos quimicos em uma série de
moléculas relacionadas. Assim, um Scaffold, ou esqueleto
ou andaime molecular, é a estrutura central de uma
molécula que serve como base para compreensdo das
relagbes entre estrutura quimica e atividades. Nesse
contexto, a referéncia [33] complementa que além da
utilizacdo dessa abordagem ser importante para entender
as relacdes estrutura-atividade (SAR, do inglés Structure-
Activity Relationship), ela orienta no processo de
descoberta de novas estruturas quimicas, com atividades
diversas, por envolver a identificagdo de grupos
funcionais, anéis e outras caracteristicas estruturais
comuns entre as moléculas de uma série, bem como a
determinacdo de como essas caracteristicas contribuem
para suas atividades.

A andlise de Scaffolds dos compostos relacionados nas
Tabelas 2 e 3, permitem inferir que apresentam
similaridade acentuada no seu esqueleto molecular pois
possuem a mesma estrutura central ou 0 mesmo padréo
basico de ligagBes entre os atomos que compdem a
molécula. Posto isto, quando os compostos compartilham
do mesmo esqueleto molecular, propende a apresentar
propriedades quimicas e biologicas semelhantes. No
entanto, pequenas modificacbes na estrutura molecular,
como a adi¢do de grupos funcionais ou a alteracdo da
conectividade dos atomos, podem resultar em diferencas
significativas nas propriedades fisico-quimicas e na
atividade bioldgica dos compostos.

Dentre as funcionalidades do DataWarrior, a
Principal Component Analysis (PCA) e a Cluster
Analysis, que utiliza Self Organizing Maps, foram
selecionadas e aplicadas como base de comparacio de
similaridade molecular para o0 presente estudo,
corroborando com a referéncia [34], que enfatiza a
importdncia dessas técnicas como métricas de
similaridade e distancia, aplicadas para comparar
impressdes digitais de compostos quimicos.

Para definir a comparacdo entre duas moléculas foi
necessario empregar (tanto para analise de PCA como

para a Cluster Analysis) um padrdo de medida ou
coeficiente de similaridade, o qual quantificard o grau de
semelhanga entre as entidades quimicas avaliadas. O
coeficiente ou indice escolhido para este estudo foi o de
Tanimoto (Stan) que fornece valores de comparagdo na
faixa de 0 (zero) a 1 (um). O valor de O (zero) significa
que ndo ha similaridade entre as moléculas comparadas,
ja o valor de 1 (um) consiste em 100% de similaridade. O
valor de Cutoff (ou ponto de corte) utilizado foi de 0,7 ou
superior, como um limiar para indicar que duas estruturas
sdo consideradas suficientemente semelhantes. A
referéncia [35] ratifica que para muitas andlises de
similaridade, especialmente na analise de dados de
expressdo génica, bioinformatica e quimiometria, um
Cutoff de 0,7 é convenientemente utilizado como uma
medida adequada para determinar uma forte similaridade
entre amostras ou varidveis em analise. Em outras
palavras, isso significa dizer que estruturas com um
coeficiente de Tanimoto de 0,7 ou superior sao
consideradas como tendo uma sobreposicdo significativa
em suas caracteristicas e, portanto, possuindo uma
similaridade relevante [36-37]. Através do coeficiente de
Tanimoto, calcula-se a raz8o dos numeros de
caracteristicas comuns entre as moléculas, pelo nimero
total de caracteristicas presentes em ambas, subtraido pelo
namero de caracteristicas comuns [19].

Segundo a referéncia [38], o coeficiente de Tanimoto
tem sido o mais utilizado para esse fim, pois demonstra
ser um padrdo de confianca, considerando os resultados
da sua utilizacdo nos mais diversos experimentos. As
referéncias [34,39] ratificam o coeficiente de Tanimoto,
como o mais amplamente aplicado em similaridade
baseada em impressbes digitais, com resultados
equivalentes a outras métricas de similaridade aplicadas
para comparar duas moléculas, como Soergel, Dice e
Cosine, enquanto as medidas de similaridade derivadas
das distdncias euclidiana e de Manhattan sdo descritas
como insatisfatorias.

A PCA ¢é uma técnica estatistica multivariada utilizada
para simplificar a complexidade de conjuntos de
variaveis, identificar padrBes e estruturas subjacentes, e
reduzir a dimensionalidade dos dados. Dessa forma, é
capaz de identificar semelhancas e diferencas entre
compostos quimicos submetidos a andlise, além de definir
0 comportamento destas em relacdo a um pardmetro de
medida. Nesse sentido, o calculo de PCA permite
condensar as informagBes contidas em varias variaveis
originais correlacionadas em um conjunto menor de
variaveis estatisticas linearmente ndo correlacionadas,
chamadas componentes principais [40-41].

No estudo foi utilizado trés componentes principais
(PC1, PC2 e PC3) para oferecer uma visdo clara e
simplificada da estrutura multidimensional dos dados de
ligantes. O PC1 é a direcdo que captura a maior parte da
variacdo total presentes no conjunto de dados originais,
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representando as caracteristicas mais dominantes que
diferenciam os ligantes e sendo o eixo em que os dados
projetados tém a maior dispersdo. Ja o PC2 é a diregdo
que captura a segunda maior parte da variagdo total, sob a
restricdo de ser ortogonal ao PC1 e com cargas diferentes.
E o PC3 captura a terceira maior parte de variagdo total,
sendo ortogonal tanto para PC1 quanto a PC2 e com
cargas especificas [42].

Outro conceito importante é a matriz de cargas (ou
loadings), que demonstra a correlagdo entre as variaveis
originais e os componentes principais PC1, PC2 e PC3.
Cada elemento da matriz representa a contribuicdo de
uma variavel original para um componente principal,
apresentando valores de carga que variam de -1 a 1. Os
valores proximos de 1 ou -1 indicam uma forte correlagédo
positiva ou negativa, respectivamente, entre a variavel
original e o componente principal, enquanto valores
préximos de 0 indicam pouca ou nenhuma correlagdo
[40,42].

Na andlise de PCA, a dimensdo de representacdo
grafica dos dados ocorreu na forma 2D e 3D. Os
descritores 2D consideram tanto as propriedades dos
atomos quanto as suas conectividades. Ja os descritores
3D possuem uma maior complexidade, pois também
consideram as conformacfes das moléculas, sendo
aplicados para representar distancias inter-atbmicas,
farmacoféricos 3D, superficies moleculares, campos
eletrostaticos e outros [43]. Estudos demonstraram que o
coeficiente de similaridade 2D negligencia algumas
caracteristicas  estruturais/funcionais importantes na
identificacéo do composto alvo [44].

Os Graficos 1 e 2 caracterizam uma representacdo em
grafico de dispersdo desenvolvida a partir de descritores
2D ou caracteristicas  moleculares  especificas
(“fingerprints”) derivadas das estruturas de compostos de
referéncia e comparados com 0s correspondentes

descritores das moléculas similares provenientes da base
de dados.

Os Gréficos 3 e 4 sdo representages 3D em grafico de
dispersdo. Como dito, 0s métodos baseados em
descritores 3D sdo mais elaborados, sendo a maioria
dependentes do alinhamento de conformacGes
moleculares. Talvez o método mais amplamente
empregado exigindo representacBes 3D, é aquele que
explora o conceito de similaridade aos grupos da
molécula essenciais a atividade (farmacdéforo) [45].

E relevante salientar, que o programa utilizado
visualiza o conjunto de compostos na forma de descritores
moleculares que podem ser codificados em vetores ou
fingerprints, na grande maioria binérios. Para o presente
estudo foi selecionado um descritor baseado em
fingerprints molecular, o descritor FragFP, que se baseia
na fragmentacdo da molécula em fragmentos menores e
na geracdo de fingerprints a partir desses fragmentos.
Trata-se de representacdes bindrias (bits) de uma estrutura
quimica em que 1 (presente) denota a existéncia de uma
determinada caracteristica molecular e 0 (ausente) denota
a inexisténcia. A combinacdo dessas informacdes forma o
fingerprint molecular, o que ofereceu uma representacdo
compacta e informativa das moléculas, permitindo uma
analise rapida e eficiente de grandes conjuntos de dados
moleculares [46-47].

Gréfico 1. Andlise de PCA, utilizando descritores 2D e considerando 0 4-DMAB como substancia de referéncia.
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Graéfico 2. Andlise de PCA, utilizando descritores 2D e considerando o 2,4-DNPH como substancia de referéncia.
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Gréfico 3. Analise de PCA, utilizando descritores 3D e considerando o0 4-DMAB como substancia de referéncia.
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Graéfico 4. Andlise de PCA, utilizando descritores 3D e considerando o 2,4-DNPH como substancia de referéncia.
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Os Gréficos 5 e 6 representam a Cluster Analysis, uma
outra abordagem utilizada pelo DataWarrior para
comparacdo de similaridade molecular com os compostos
de referéncia, baseado em um método hierarquico
divisivo, utilizando a similaridade baseada em impressdes
digitais moleculares, para o agrupamento de compostos.
Dessa forma, foi criada uma hierarquia baseada em
caracteristicas estruturais das moléculas, ou seja, as
moléculas que partilham caracteristicas estruturais
comuns num determinado nivel sdo agrupadas [48]. A
anélise de agrupamento é, portanto, uma técnica de

0.75

classificacdo multivariada que pode ser utilizada quando
se deseja explorar as similaridades entre casos,
individuos, objetos ou entre varidveis, definindo-os em
grupos. Assim, o objetivo principal da aplicacdo da
Cluster Analysis para esse estudo € dividir as estruturas
em grupos ou clusters, de modo que 0s compostos
quimicos dentro de cada grupo sejam mais semelhantes
entre si do que com aqueles em outros grupos [49].

Gréfico 5. Cluster Analysis por SOM, considerando 0 4-DMAB como substéncia de referéncia.
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Graéfico 6. Cluster Analysis por SOM, considerando o 2,4-DNPH como substéncia de referéncia.
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Considerando o valor de Cutoff de 0,7 (Stan), como
limiar de similaridade predefinido para comparagdo com
as substancias de referéncia ou molde, apresentamos nas
Tabelas 4 e 5, a relagdo de compostos que possuem
potencial atividade colorimétrica para identificacdo
preliminar de canabinoides sintéticos, partindo-se da
premissa de que moléculas com estruturas semelhantes
apresentam propriedades fisico-quimicas e
comportamento semelhantes. Apds o uso de ferramenta
computacional, com aplica¢do de métodos de comparagao
por similaridade (PCA e Cluster Analysis), foi possivel
determinar que dos compostos apresentados nos Quadros
1 e 2, apenas os compostos 1, 7, 8 e 12, ndo possuem
similaridade aceitdvel com o 4-DMAB, e 0s compostos 3
e 19 ndo possuem similaridade aceitdvel com o 2,4-
DNPH.

Tabela 4. Valores do Coeficiente de Tanimoto para os compostos com
similaridade molecular ao 4-DMAB.

0.5

0.75 a

Tabela 5. Valores do Coeficiente de Tanimoto para os compostos com
similaridade molecular ao 2,4-DNPH.

COMPOSTOS PubChem STAN
CID

Composto 1 11701241 1
Composto 2 57654171 0,81
Composto 3 11671139 0,56
Composto 4 14574745 0,83
Composto 5 5375528 1
Composto 6 13016529 0,83
Composto 7 15167264 1
Composto 8 12075518 0,81
Composto 9 153704416 1
Composto 10 153704415 1
Composto 11 102372082 1
Composto 12 153704414 1
Composto 13 4367260 1
Composto 14 5463312 0,98
Composto 15 87253260 0,81
Composto 16 11287766 0,98
Composto 17 20513050 0,98
Composto 18 87241372 0,79
Composto 19 102372083 0,64
Composto 20 53888304 0,96

COMPOSTOS PubChem
CID Stan

Composto 1 34289 0,62
Composto 2 101720972 1
Composto 3 34288 0,70
Composto 4 85602031 0,97
Composto 5 45083593 0,74
Composto 6 101946788 0,80
Composto 7 53680852 0,69
Composto 8 53680853 0,30
Composto 9 57673085 0,74
Composto 10 101946789 0,80
Composto 11 101946791 1
Composto 12 101946792 0,67
Composto 13 101946790 1

4. CONCLUSOES

No atual cenario mundial que envolvem drogas ilicitas
e, especificamente, os Canabinoides Sintéticos, a busca
rapida e otimizada por novas substancias com atividade
colorimétrica para indicacdo presuntiva dessas drogas,
torna-se extremamente relevante no combate ao trafico e
na garantia da lei e da ordem. Apesar do espaco quimico
ser considerado infinito, o espaco colorimétrico dos
compostos é limitado, e sua exploragdo constitui em uma
tarefa muito dificil, utilizando apenas métodos
convencionais. Posto isso, a Triagem Virtual surge como
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ferramenta inovadora na descoberta de novos compostos
com atividade colorimétrica, avaliando in silico grandes
bibliotecas estruturais contra um alvo quimico especifico,
favorecendo assim a reducdo de esforgos financeiros,
infraestrutura e tempo envolvidos no processo de
descoberta de novas quimioestruturas.

A filtragem molecular preliminar em uma biblioteca
virtual permitiu identificar 13 (treze) compostos com
similaridade ao composto de referéncia 4-DMAB, e 20
(vinte) compostos com similaridade a substincia de
referéncia 2,4-DNPH. Ao passo que a aplicagdo de
metodologias de comparagdo por similaridade, reduziu
ainda mais o nimero de compostos, o que resultou em 09
(nove) compostos com similaridade ao 4-DMAB e 18
(dezoito) compostos com similaridade ao 2,4-DNPH.

Assim, as moléculas de maior pontua¢do podem ser
validadas em testes experimentais, reduzindo a
quantidade de experimentacdo desnecesséaria realizada em
laborat6rio, concentrando-se apenas nos candidatos mais
promissores e reduzindo a relagdo custo/beneficio nos
programas de desenvolvimento de novos agentes
colorimétricos. Além disso, o processo de Triagem
Virtual baseada em ligantes fornece enriquecimento
significativo sobre a selegdo de moléculas em bases de
dados, além de explorar uma ampla variedade de
estruturas moleculares e caracteristicas quimicas em um
curto periodo de tempo, permitindo a identificacdo de
compostos com atividade colorimétrica em areas do
espaco quimico que ndo podem ser consideradas em
outros métodos.
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