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RESUMO

A tese foi organizada em forma de cinco estudos de caso de QSAR-2D, usando
compostos da literatura. Foram utilizados diterpendides clerodanos e N,N’-
dibenzoil-N-t-butilidrazinas (DBHs) para desenvolver modelos de QSAR, propondo
0 uso de uma metodologia que emprega analise conformacional. Os modelos de
QSAR sao construidos pela escolha do conférmero que melhor reproduz a
bioatividade. O critério de selecao dos conférmeros € orientado pelo residuo entre
valor observado e o predito. O método proposto aumenta a qualidade de predicao
interna, auxilia a analise de outliers, e em casos especificos, pode proporcionar
melhor interpretabilidade do comportamento de descritores em relagao a atividade
bioldgica. ApOs validacdo interna e externa, os modelos de QSAR foram
empregados para simular a proposta de novos compostos. Duas metodologias
independentes de regressdo foram usadas, Regressado Linear Multipla (MLR) e
Maquinas de Vetores de Suporte (SVM), objetivando produzir modelos de QSAR
equivalentes, ambos produzindo resultados préximos de predigcdo no conjunto de
treinamento, auxiliando na analise e selecao de resultados preditos de novos
compostos, aumentando a confiabilidade e robustez dos modelos de QSAR.
Foram propostos novos diterpendides clerodanos derivados de produtos naturais
(n = 118) e outros 53 propostos in silico contra células V79. Novas
dibenzoilidrazinas propostas in silico tiveram sua atividade inseticida e larvicida
predita para novos bioensaios contra Spodoptera exigua (n = 13) e S. frugiperda (n
= 30). Através do estudo de homologia a tese contribui com o dominio ligante do
receptor ecdisona de S. exigua (SeEcR-LBD). Empregando docking, informacdes
foram obtidas sobre as possiveis interacbes das DBHs com os aminoacidos, uma
contribuicdo na literatura pertinente. DBHs halogenadas foram analisadas
identificando a provavel interacdo dos halogénios com os aminoacidos no dominio
ligante do receptor ecdisona de Heliothis virescens (HVECR-LBD), analise
estendida a S. exigua (SeEcR-LBD).
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ABSTRACT

The thesis was organized in the form of five 2D-QSAR case studies using
compounds from literature. Clerodan diterpenoids and N, N’-dibenzoy-N-t-
butylhydrazines (DBHs) were used to develop predictive QSAR models proposing
a methodology that uses conformational analysis. QSAR models are built by
choosing the conformer that best reproduces the experimental bioactivity. The
conformer selection is oriented on a residual criterion between observed and
predicted values. The proposed method increases the quality of internal prediction,
aids the analysis of outliers, and in specific cases, may provide better
interpretability of the descriptor behavior in relation to the bioactivity. After internal
and external validation, the QSAR models were used to simulate the proposition of
new compounds. Two independent regression methodologies, Multiple Linear
Regression (MLR) and Support Vector Machine (SVM) were used to produce
equivalent QSARs, both producing close predicted results of the training set and
aiding in the analysis and selectivity of MLR-SVM QSARs predicted results of new
compounds, increasing the reliability and robustness of the QSAR models. New
clerodan diterpenoids derived from natural products (n = 113) and another 53 in
silico proposed, have their bioactivity predicted against V79 cells. New in silico
dibenzoylhydrazines against Spodoptera exigua (n = 13) and S. frugiperda (n = 30)
have their insecticidal and larvicidal activity predicted and proposed for new
bioassays. Through homology study the thesis contributes with the S. exigua
ecdyson receptor ligand-binding domain (SeEcR-LBD). Using docking, information
was obtained about possible interactions of DBHs with amino acids, a contribution
to the entailed literature. Halogen substituted DBHs were analyzed identifying their
probable interaction with amino acids of Heliothis virescens ecdyson receptor
ligand binding domain (HVECR-LBD), analysis extended to S. exigua (SeEcR-LBD).
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1.Introducao

A fase da “descoberta” de novas drogas leva em média cinco anos', até
chegar aos ensaios pré-clinicos. O desenvolvimento de novos farmacos' e de
pesticidas agricolas® leva em média, dez anos, e os investimentos sdo
consideravelmente altos. O emprego de métodos de quimica tedrica e modelagem
molecular em geral sdo utilizados na fase inicial das pesquisas, na busca de novos
compostos onde QSAR-2D (Quantitative Structure-Activity Relationships — em
duas dimensdes) € uma das metodologias empregadas.

A tese desenvolvida em forma de estudos de caso traz a proposta de
construir modelos de QSAR-2D empregando analise conformacional para alguns
dos compostos que sao selecionados por um critério de residuo (detalhes em
Material e Métodos, secao 4). Pelo critério, sdo selecionados os conférmeros que
melhor representam o valor da bioatividade. O estudo demonstra que o
procedimento aumenta a acuracia da predicdo interna, auxilia na avaliacdo de
outliers, e aumenta a robustez do modelos de QSAR. Através de modelos de
QSAR validados, sugerem-se novos compostos propostos in silico, e compostos
de produtos naturais. QSAR-2D é o enfoque central deste estudo, mas, associado
a ele, decorrem estudos de similaridade molecular e docking.

Este estudo contempla duas classes de substancias. Uma natural, com
diterpendides clerodanos extraidos da planta Casearia sylvestris Swartz
Flacourtiaceae/Salicaceae a qual se atribuem propriedades antitumorais. E outras
sintetizadas, conhecidas como N,N’-dibenzoil-N-t-butilidrazinas (ou
diacilidrazinas), empregadas em estudos como inseticidas agricolas, e
conhecidas por serem ecologicamente apropriadas, ndo causando danos a
humanos ou insetos benignos, assim como a microorganismos aquaticos.

Partindo-se de dados de literatura, e empregando metodologias da quimica
computacional, este estudo faz diferentes contribuicbes de natureza teérico-
computacional, (no melhor de nosso conhecimento de resultados ndo contidos na

literatura), e que estédo relacionadas a seguir: (a) Obtencdo de modelos de QSAR



por duas metodologias independentes, empregando analise conformacional, onde
cada conférmero € escolhido de forma a reproduzir o mais proximo possivel o
valor da conformagéao bioativa. Os modelos de QSAR sao validados e utilizados
como modelos preditivos, respectivamente para  diterpendides e
dibenzoilidrazinas. (b) Testam-se métodos de similaridade molecular para verificar
o0 quanto auxiliam na identificacdo de conférmeros na sua suposta conformacao
bioativa. Os conférmeros sao utilizados em trés estudos de caso de
dibenzoilidrazinas para avaliar a qualidade de predicdo da bioatividade com
pseudo blind sets. (¢) Partindo de dados cristalograficos de uma estrutura ligante-
receptor (resolucdo 3A) relativa ao inseto Heliothis virescens (Lepidoptera), e
resolvida por espectroscopia de raios-X, empregou-se docking para obter o
possivel posicionamento de dibenzoilidrazinas substituidas na proteina, e
identificar através das distancias interatbmicas a interacao dos atomos halogénios
das dibenzoilidrazinas com os atomos dos aminoéacidos integrantes da cavidade
receptora. A literatura cita apenas os pontos de ancoragem do ligante, nao
fazendo nenhuma alusdo as demais provaveis interagdes. (d) Utilizando o
complexo cristalografado relativo ao inseto Heliothis virescens (Lepidoptera),
obteve-se a proteina homoéloga da lagarta Spodoptera exigua (Lepidoptera) e
através de docking, féz-se andlise similar ao item (c). (e) Empregando métodos de
avaliacdo da qualidade de docking independentes e adicionais ao RMSD (erro
médio quadratico — Root Mean Square Deviation) que se utilizam de uma
pontuagao (scoring), extrairam-se informagdes complementares sobre a qualidade
da interacdo ligante-proteina. (f) No estudo de QSAR da lagarta Spodoptera
frugiperda, através de simulagdes da quimica computacional, construiu-se uma
hipétese plausivel sobre o motivo da baixa bioatividade de dibenzoilidrazinas para-
substituidas, tendo por substituinte um fenil (Ph) e um anel benzénico para-
substituido (Ph-X). Este aspecto foi deixado por esclarecer na literatura. (g)
Partindo de estruturas quimicas de diterpendides da literatura de produtos naturais
propor novos compostos diterpendides clerodanos, naturais e modificados in silico

com bioatividade predita pelos modelos de QSAR. (h) Propor dibenzoilidrazinas



com novos substituintes com atividade larvicida predita pelos modelos de QSAR.
Um caso especifico (DBHs contra S. exigua), é assistido por estudo de docking
dos compostos propostos. (i) Decorrente dos estudos de docking com
dibenzoilidrazinas contra Spodoptera exigua feitos na cavidade da proteina obtida
por homologia, sdo dadas algumas perspectivas de novos estudos tedricos e
complementares aos ja realizados.

QSAR-2D, metodologia desenvolvida por Hansch-Fujita®, ja fez varias
contribuicoes efetivas no desenvolvimento de farmacos, herbicidas, fungicidas e
inseticidas, todos ainda presentemente comercializados.* Destacam-se: Flobufen
(antiinflamatorio), Lomerizina (antienxaqueca, antiglaucoma), Norfloxacina
(bactericida, foi substituida e é precursora da Ciprofloxacina®), Metamitron
(herbicida contra o escaravelho da beterraba), Bromobutideo (herbicida para
agricultura pantanosa), Bifentrin (inseticida foliar), Metconazol (fungicida, similar
ao congénere Fluconazol).

Na Europa, para novos produtos quimicos em geral e em particular de
pesticidas, existe a preocupacao de se gerarem modelos de QSAR validados com
qualidades preditivas que possam ser incorporados as normas européias de
avaliacdo de agressdo ao meio ambiente.®

Novos farmacos sdo também desenvolvidos a partir de produtos naturais,
como o Taxol A, diterpeno extraido da Taxus brevifolia NUTT, comercialmente
semi-sintetizado, um agente anti-mitético, usado contra tumor de ovario, pulméao e
mamas.” Na verdade, a sintese total de substancias naturais candidatas &
farmacos, exemplificados pela ref.[7], é a Unica forma de preservacao da espécie
animal ou vegetal em funcdo das grandes quantidades do principio ativo
necessarias para a producao em escala industrial.

Produtos naturais produzidos pelo préprio inseto, sdo também utilizados no
controle de pragas como por exemplo, feromonios® da propria Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera) aqui estudada, conhecida como lagarta-do-cartucho,

causadora de grandes prejuizos na agricultura do milho.®






2. OBJETIVOS

Estudos de QSAR

Os estudos estdo associados as classes das substancias enumeradas a
seguir com os seguintes objetivos:

1. Diterpendides clerodanos: empregando analise conformacional,
desenvolver estudos de QSAR-2D com maior acuracia na predi¢ao interna, validado
para predicdo externa, aplicando-o a diterpendides clerodanos extraidos da literatura
na predicdo de atividade antitumoral em células pulmonares de hamster chinés
(células V79). Estender a proposta de novos compostos para diterpendides
desenvolvidos in silico.

2. Dibenzoilidrazinas: empregando analise conformacional, desenvolver
estudos de QSAR-2D com maior acuracia na predicao interna, validado para
predicdo externa, aplicando-o na proposicdo de novos compostos inseticidas

desenvolvidos in silico.

Estudo de docking

Através de estudos de docking, contribuir com informacdées de possiveis
interag6es de dibenzoilidrazinas halogenadas com os aminoacidos da cavidade da
proteina, respectivamente, de Heliothis virescens e Spodoptera exigua.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 — Diterpenodides e QSAR

A pesquisa de compostos anticancerigenos originarios de plantas remonta a
década de 1950, com a descoberta de mais de 90 alcaléides inddlicos
monoterpendides na planta semi-arbustiva Catharanthus roseus (L.) G. Don
(Apocynaceae). Os mais importantes sdo: o alcaléide inddlico catarantina e a
unidade deidroinddlica vindolina. A maior caracteristica destas drogas é cessar a
divisdo celular na metafase. A vincristina e a vinblastina sdo os representantes
terapéuticos mais conhecidos.*

Estudos sistematicos resultaram no isolamento de muitos produtos naturais
que exibem atividade antitumoral, e alguns foram considerados em estudos clinicos,
entre eles, alguns terpendides.

Os terpendides possuem uma estrutura comum, e sao representados pela
unido de duas, trés, quatro, seis, de oito ou de mais unidades de isopreno (2-metil-
1,3-butadieno, C5). Os diterpendides, um dos alvos deste estudo, compreendem um
grupo de substancias nao volateis Coo, formadas por quatro unidades isoprénicas e
tém como precursor representativo de diterpenos farmacéuticos o difosfato de trans-
geranilgeranil'’, também encontrado na literatura como geranilgeranil pirofosfato.®
Conhecem-se aproximadamente 2700 diterpendides'? entre aciclicos e ciclicos de
origem natural. No presente estudo é de especial interesse o0s biciclofitanos
ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. Biciclofitanos constituidos por quatro unidades isoprénicas e a numeragao

empregada.'’'?

O presente estudo emprega diterpendides do tipo cis-clerodanos com anel

diacetélico (Figura 2), denominados casearinas.



Estudos de QSAR-2D aplicados a 9
Diterpendides Clerodanos e Dibenzoilidrazinas

Figura 2. Diterpendides clerodanos — Estrutura geral das casearinas.

As casearinas foram obtidas do extrato etandlico de folhas da Casearia
sylvestris Swartz familia botanica Flacourtiaceae/Salicaceae. Esta familia tem
aproximadamente 1300 espécies tropicais e subtropicais subordinadas a 86
géneros. Segundo Barroso'®, o Brasil possui 19 géneros e 92 espécies.

A C. sylvestris, sinonimia popular Guacatonga entre muitos outros, é
encontrada em quase toda a América do Sul e em especial na regiao sul do Brasil.
Uma sintese sobre esta espécie e suas caracteristicas farmacognésticas e
farmacoldgicas pode ser encontrada na ref. [14]. Considerando que diterpendides
sao reconhecidamente antitumorais, o arsenal botanico brasileiro do género
Casearia — citando apenas um dos géneros entre muitos outros ricos em
diterpendides — pode conter um numero expressivo destas substancias e contribuir
com novos estudos de natureza experimental e teorica.

Além da atividade citotoxica inibindo a atividade tumoral, outro aspecto esta
relacionado a caracteristica antialimentar causada por diterpendides a insetos,
exemplificado pelo estudo com corimbotinas contidas nas folhas de Casearia
corymbosa Flacourtiaceae. '

Uma fonte bibliografica importante, sdo os artigos de revisdo'® sobre
diterpendides que abrangem o periodo 1983 a 2007. Os artigos reunem algumas

centenas de estruturas destes compostos, incluindo diterpendides clerodanos,
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labdanos, kauranos, abietanos e outros, como referéncia informativa para a
realizacdo de estudos complementares, experimentais ou tedricos.

Muitos produtos naturais foram alvos apenas na identificacdo de novas
substancias e de estudos fisico-quimicos a elas atrelados, e ndao se tem
conhecimento do seu emprego em bioensaios para avaliar seu potencial de acéao
biolégica. Nestes artigos'® o autor teve o cuidado de selecionar, da literatura, apenas
compostos quimicamente certificados através de espectroscopia de raios-X e
ressonancia magnética nuclear.

Nada foi encontrado na literatura sobre hipéteses de mecanismos de acao
biolégica e/ou fisico-quimicos contemplando a acao do ligante no seu receptor em
bioensaios de diterpendides clerodanos com células tumorais de hamster chinés
V79.

Nao foram igualmente encontrados artigos com modelos de QSAR, baseados
em bioensaios com terpendides em células V79. O emprego de um reduzido nimero
de compostos nos bioensaios € uma das causas. Quer por extragdo quer atraves de
sintese, é sempre dificil obter-se substancias puras de produtos naturais. No
processo extrativo muitas vezes as quantidades obtidas sdo apenas suficientes para
elucidacdo da estrutura quimica. Por outro lado, em um artigo de revisao
especificamente voltado a diterpenos’’, discorre-se sobre a dificuldade de sintese
desta classe de substéancia.

As dificuldades citadas corroboram o conceito de que um modelo de QSAR
validado com qualidades preditivas pode ser de grande utilidade na selecdo de
prioridades entre os muitos compostos, quando aplicado as substancias congéneres,
otimizando recursos de sintese e de certificacao fisico-quimica.

A primeira contribuicdo de modelos de QSAR com diterpendides clerodanos
esta sendo feita com o presente estudo, publicado'® e integrado a este trabalho

como Apéndice 1.
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3.2 — Dibenzoilidrazinas e QSAR

A primeira bisacilidrazina que mostrou atividade como agonista ecdisterdide
(ecdysteroid) foi descoberta casualmente pelos cientistas da empresa Haas & Rohm
em 1983'. Wing et al?® estudaram um composto andlogo ligeiramente mais
potente, denominado RH-5849 e ilustrado na Figura 3,com a denominacao
N,N’-dibenzoil-N-t-butilidrazina (ou 1,2-dibenzoil-1-fert-butilidrazina) ensaiado com
larvas da lagarta-do-tabaco Manduca sexta, Lepidoptera.

Figura 3. Estrutura quimica da dibenzoilidrazina RH-5849

As dibenzoilidrazinas, substancias sintetizadas, sdo agonistas nao-esteroidais
do horménio de crescimento conhecido por 20-hidroxiecdisona (20E) (Figura 4),
também chamado de horménio da muda ou ecdisona, que regula o crescimento das
larvas e a metamorfose dos insetos. As dibenzoilidrazinas mimetizam o hormdnio
20E porém, causando anomalias no desenvolvimento, mais especificamente mudas

prematuras, provocando a letalidade.
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Figura 4. Horménio de crescimento 20-hidroxiecdisona (20E)
Estrutura quimica (Nr. CAS 3604-87-3)

Os horménios juvenis (Juvenile hormones - JHS), sdo sesquiterpenos
igualmente ligados a regulagem do desenvolvimento das larvas. Este horménio
assegura que cada muda chegue ao préximo estagio de modo imaturo. JHs atuam
também de maneira tal que o inseto possa manter sua forma atual além de promover
o desenvolvimento de ovas. A Figura 5 exemplifica um tipo de JH encontrado em

Lepidoptera.?!

Figura.5.Methyl(2E,6E)-10R,11S-(oxiranyl)-3,7-diethyl-11-methyl-2,6tridecadienoate,
nominado também como JO1. Exemplo de horménio juvenil de Lepidoptera.

122 sintetizaram a dibenzoilidrazina RH 5849 e o composto analogo

Chan et a
ilustrado pela estrutura da Figura 6, testando-os em larvas de Choristoneura

fumiferana (Clemens) Lepidoptera. Segundo os autores, comparativamente aos
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valores dos resultados larvicidas alcancados com o composto RH 5849, o composto
da Figura 6 ndo apresentou atividade larvicida significativa.

Figura 6. Dibenzoilidrazina ensaiada contra Choristoneura fumiferana

Se compararmos as estruturas das figuras 3 e 6 com a 4, constataremos que,
nao ha nenhuma similaridade, assim como as respostas larvicidas dos compostos 3

e 6 sAo marcadamente distintas. Chan et al.?

empregaram espectroscopia de raios-
X para estudar os cristais por eles obtidos da RH 5849 e da estrutura da figura 6,
mostrando que existem similaridades e pequenas diferencas, respectivamente em
alguns comprimentos e angulos de ligacao. A hipétese levantada pelos autores é de
que o grupo tert-butil presente apenas em RH 5849, podera ter sido o responsavel
pela marcante diferenca nas atividades larvicidas.

A literatura reune mais de duas décadas de estudos de natureza tedrica e
experimental das N,N’-dibenzoil-N-t-butilidrazinas. Na pesquisa do modo de acéo
destas substancias encontram-se agonistas da ecdisona e um numero expressivo de
contribui¢cdes continuam sendo feitas por um grupo de estudos no Japao.

Os principais trabalhos feitos entre 1990 e 2009 estao reunidos no Apéndice
2, proporcionando uma visdo global. Nesta sintese € possivel visualizar a maioria
dos estudos no citado periodo, de natureza experimental (bioensaios) e teéricos com
QSAR 2D, QSAR 3D, e docking envolvendo dibenzoilidrazinas.

Um estudo de revisdo elaborado por Fujita e Nakagawa® retne alguns
aspectos importantes de estudos SAR (Structure-Activity Relationships) e de QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationships) com dibenzoilidrazinas contra Chilo
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suppressalis Lepidoptera popularmente chamada de broca-do-colmo, conhecida
praga do arroz.

As dibenzoilidrazinas sao inseticidas seguros para os chamados insetos
benéficos e tém caracteristicas ecotoxicolégicas positivas: ndo contaminam a agua,
o solo, e sado fracamente téxicas para mamiferos. Com base a estes aspectos, e
considerando a sua importancia, foram selecionados da literatura quatro trabalhos
para um estudo complementar de QSAR?**2>%627 norém, dentro do escopo deste
estudo. A selecao foi feita em fungdo de produtos agricolas com importancia
econbmica para o pais. Detalhes e citagcdes especificas de tépicos da literatura
correlacionados com este estudo serdo dadas nas secoes 5.2 até 5.5.

O levantamento bibliografico do emprego de dibenzoilidrazinas no Brasil
resultou em algumas referéncias de natureza experimental agricola, assim como

teorica.?®
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4. MATERIAL E METODOS - Tépicos Gerais
4.1 — Fundamentos Tedricos — QSAR e Regressao Multivariada

QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) descreve a relagao entre
a atividade biologica e a estrutura quimica através de modelos matematicos. A
histéria do desenvolvimento e aplicagcdes do QSAR classico ou QSAR 2D, também
conhecido como método ou analise de Hansch-Fuijita, pode ser encontrada nas ref.
[3,29]. A andlise de regressao linear como método estatistico € um dos mais
empregados, correlacionando os dados biolégicos com os parametros fisico-
quimicos e estruturais.

Duas metodologias de regressao foram empregadas neste estudo para obter
os modelos de QSAR. O método MLR (Multiple Linear Regression — Regressao
Linear Multipla) foi usado em todo o estudo envolvendo todas as classes de
substancias, diterpendides e dibenzoilidrazinas.

No caso dos diterpendides e de trés estudos relativos as dibenzoilidrazinas foi
também empregado o método SVM (Support Vector Machine — Maquina de Vetores
de Suporte) com o propésito de utilizar uma metodologia independente para se
chegar a resultados que ficassem proximos aos obtidos por MLR. Esta escolha foi
motivada por dois aspectos. O primeiro esta relacionado a literatura que tem
produzido artigos que indicam que em alguns estudos a metodologia SVM gerou
bons resultados, comparaveis ou superiores aos métodos MLR, PLS e Redes
Neurais (ANN-Artificial Neural Network).3%3'%23% O segundo aspecto esta
relacionado ao conjunto de moléculas, que € pequeno. SVM tem caracteristicas que
tornam seu uso apropriado para este estudo: ndo ha sobreajuste (overfitting) no
conjunto de treinamento e conseqlentemente produz boa predicdo. Além disto é
robusto em relacao as variaveis ruidosas (noisy variables). Para haver uma segunda
certificacdo dos resultados obtidos por MLR, empregaram-se os mesmos descritores
na obtengcdo do modelo de QSAR por SVM. Desta forma, dois métodos,
independentes, gerando resultados préximos, podem ser assumidos como
indicadores da qualidade preditiva interna dos modelos de QSAR-MLR e QSAR-
SVM.
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O método de Regressao Linear Multipla, que doravante serd chamado pela
sigla inglesa MLR, pode ser expresso pela equacao geral:

Y = ax;s + bxo + ¢x3 + dx4 +...+ constante (4.1-1)

onde Y, é a variavel dependente e representa a atividade biol6gica. Pode ser
representado por plCsp (ou log 1/ICsp), onde ICsy € concentracdo molar da droga e
gera 50% de regressao na proliferacdo de células tumorais a exemplo do estudo de
QSAR com diterpendides.

Em estudos de QSAR com dibenzoilidrazinas, 1Csp € um indicador de
bioafinidade dos compostos com as células Sf-9 das ovas de lagarta Spodoptera
exigua correspondendo a uma concentragao inibitéria do desenvolvimento em 50%
das células. Y é também expresso por pLDsg (ou log 1/LDsg), representando 50% de
atividade letal das dibenzoilidrazinas nas ovas das lagartas Chilo suppressalis,
Spodoptera exigua e do besouro Leptinotarsa decemlineata. As variaveis
independentes (também chamadas de explicativas) xi, Xo,... assumem o papel de
descritores fisico-quimicos e estruturais de cada composto, e a, b, c... sédo
coeficientes de ajuste. Detalhes técnicos do método MLR podem ser obtidos nas
ref. [34,35].

O método de Maquina de Vetores de Suporte, que passa a se chamar apenas
de SVM, foi originalmente desenvolvido como um classificador binario por Vapnik.>¢?
Posteriormente teve seu uso estendido a problemas de regressdo. Pode ser
considerada uma metodologia nova em aplicacdo a estudos de QSAR e de modo
geral a tecnologia quimica.*®® Esta metodologia modela os dados onde tanto o erro
do conjunto de treinamento como a complexidade do modelo é incorporada numa
funcéo de perda que é minimizada durante o desenvolvimento do modelo. SVM tem
algumas vantagens®®: pode ser usado tanto para classificacdo (SVC, Support
Vector Classification) como para regressao (SVR, Support Vector Regression); é
aplicavel a dados lineares como nao lineares; adequado para conjuntos com poucas
amostras o que favorece seu uso em QSAR.
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O estudo utiliza o método SVR (Support Vector Regresion — Regressao de
Vetores Suporte) do aplicativo MDM (Molegro Data Modeller).*” Seguem-se alguns
conceitos que compdéem o método para ilustrar o seu mecanismo, sem
aprofundamento no formalismo matematico que pode ser encontrado na ref. [38] e
que corresponde ao que foi implementado no aplicativo MDM. A teoria matematica
descrita a seguir foi adaptada das ref. [32,36]. O problema basico é gerar um
hiperplano - relativo ao espaco (n+1) dimensional descritores-atividade - que
relacione os valores dos descritores as atividades biologicas. Dito de outra forma,
trata-se de encontrar um hiperplano que nas suas margens forme classes
combinando descritores com a atividade. A margem de cada lado do hiperplano é
definida por vetores suporte.

Assim, a atividade bioldgica de qualquer composto pode ser predita através
de seus descritores ao marcar um ponto correspondente a este composto no
hiperplano. Utilizando a mesma notacdo anterior, x; para descritores e y; para
atividade biolégica, pode-se escrever a funcao linear de correlacao entre as variaveis

como:

f(x)=(w,x,)+b (4.1-2)

onde , é o vetor coeficiente da fungéo linear e b € o desvio estatistico (‘bias’). A
minimizagao dos erros entre o valor observado e o valor calculado é definido por &
|yi—(<0)i,xi>+b)|:é:i (41'3)

SVM se utiliza de uma restricdo para resolver o problema de otimizacao

|y —(@p(x ) +b,] =& (4.1-4)
onde os vetores de treinamento x; sdo mapeados em um espaco dimensional maior
por uma fungdo chamada de funcao de kernel . SVM acha uma correlagao linear
entre a atividade calculada e este espaco maior @)

O parametro C (chamado de ‘custo’) que aparece na Eq. (4.1-5) a seguir, € a
penalidade introduzida pelo termo do erro que controla o peso entre os dois termos

no problema de otimizacdo SVM. Pode ocorrer, entretanto, que a funcao de kernel ¢
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nao seja capaz de bem representar os compostos do conjunto de treinamento de
forma simplificada. Para evitar que o algoritmo produza correlacbes complicadas do
conjunto de treinamento que acaba por produzir predicées ndo acuradas no conjunto
de teste, foi introduzida uma variavel de compensacao e.

Esta variavel ¢ esta contida na chamada ‘funcédo de perda’ L introduzida por

Vapnik.%%2

m 0, se &<e
LzminM+CZ | (4.1-5)

0bé —
2 LEe se &E>¢

Para se obter o melhor modelo de melhor correlacédo entre a bioatividade e os
descritores € necessario que se faca uma busca por tentativas, variando os valores
dos parametros C e €, e um novo parametro vy utilizado como um ajuste fino. O
programa MDM tem as funcbes de base radial, polinomial, sigmoide e linear. A
funcdo de kernel utilizada neste estudo (default em SVM do programa MDM?¥) ¢ a
funcéo de base RBF(Radial Basis Function) definida por

2
o(x;,x) = exp{— ‘Xi j J (4.1-6)

20

onde x; e x sao dois pontos do conjunto e o corresponde ao desvio padrdo. A
melhor correlacdo é avaliada utilizando o menor erro médio quadratico (RMSE)
como indicador do melhor modelo. Em geral é feita uma representacéo grafica de
(Q®Loo/RMSE, ¢) e (Q% 0o/RMSE, ) para determinado valor de C, onde o indice LOO
(Leave-One-Out) representa a validagao cruzada Q? | go-cv.-

A Figura 7 ilustra a idéia de vetores suporte de um conjunto de elementos.
Verifica-se que o hiperplano étimo é decidido apenas pelos vetores suporte. As
demais amostras (ou componentes), exceto os vetores suporte, ndo tém influéncia

na posicdo deste hiperplano. Para finalizar, o método SVM tal como € aqui
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empregado deve ser visto como um método complementar ao estudo MLR, sem

conotagdo comparativa.

@, -x,+b, =+1

Figura 7. Hiperplano (linha central) definindo uma superficie linear separando os
elementos de treinamento, e vetores suporte (linhas pontilhadas).

4.2 — Estruturas Quimicas - Geometria — Descritores

As estruturas quimicas, dos compostos utilizados, baseadas nos artigos foram
importadas em 3D, via SciFinder*® empregando o aplicativo DSViewerLite.*°
Estruturas referentes a compostos propostos por este estudo foram desenhadas em
2D e convertidas para 3D através dos aplicativos ChemDraw/Chem3D.*' Em estudo
especifico de docking, os compostos foram construidos a partir de uma estrutura
cristalografada.

Todas as estruturas quimicas deste estudo tiveram a sua geometria pré-
otimizada com o campo de forca da mecanica molecular MM2*, seguindo-se a
otimizacdo com o método semi-empirico AM1 (Austin Model1)*® empregando os
pacotes computacionais Gaussian GO3W** e ORCA.*
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Estudos especificos com dibenzoilidrazinas utilizadas no estudo de
bioafinidade com células Sf-9 de ovas da lagarta Spodoptera frugiperda foram feitos
empregando, além do semi-empirico AM1, a Teoria do Funcional de Densidade
(DFT) com o pacote computacional ADF.* Detalhes sdo dados na sub-secdo 5.5.2
em Métodos.

Os descritores fisico-quimicos e estruturais foram calculados através de
diferentes aplicativos e totalizam aproximadamente 2080. Destes, 1664 foram
gerados pelo programa DRAGON*’, 248 pelo programa RECON* e descritores em
menor nUmero pelos programas CaCheFujitsu*®, Mollinspiration®®, PETRA.®
Constantes hidrofébicas, eletrénicas e estéricas foram extraidas da ref. [52]. O
detalhamento dos descritores ocorre na se¢ao de cada um dos modelos de QSAR.

O procedimento de selecdo dos descritores consiste na montagem de uma
matriz composta de aproximadamente 2000 descritores. Pelo programa MDM*’ faz-
se uma selecdo de descritores com correlagdo de Pearson atividade/descritor
preferivelmente com valor minimo R = + 0,3. A selegéo se diferencia de caso para
caso, aplicando toda a matriz no estudo de caso dos diterpendides, ou
parcialmente, no caso das dibenzoilidrazinas, com matrizes variando entre 50 a 300
descritores onde se procura selecionar descritores dos modelos de QSAR da
literatura®2%?’ buscando um descritor sensivel a variagdo conformacional.

Para a selecdo dos descritores e construgdo de modelos de QSAR foram
adotados trés aplicativos, que operam de forma similar, empregam MLR, mas tém
caracteristicas proprias de selecdo de descritores e proposicdo de modelos de
QSAR. Além disto, cada programa apresenta valores de paradmetros estatisticos de
forma diferente mas que se completam. Descricao dos Aplicativos:

(a) MobyDigs®®: se utiliza de um algoritmo genético (GA-VSS — Genetic Algorithm —
Variables Subset Selection) para a selecdo de variaveis e permite ao usuario pré-
fixar valores para parametros especificos de fungcdes de ajuste RQK implementadas
como QUICK Rule.>* Sao basicamente cinco critérios que precisam ser atendidos

simultaneamente para que o modelo selecionado seja considerado valido:
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Q%00 > Q°, caso contrario rejeitar o modelo. Q° é um valor limitrofe entre 0 e 0,5
associado a capacidade de predicao.

Ky — Kx > 0K, caso contrario ha alta colinearidade. Ky corresponde ao indice de
correlagdo calculado no conjunto de dados de py variaveis, e Ky, o indice de
correlacado obtido no mesmo conjunto acrescido da resposta vy, isto €, da matriz
com n elementos e py+1 varidveis. Kxy < Kx caracteriza um modelo com
multicolinearidade sem poder de predig¢éo.

Q%00 — Q%sym > 8Q, caso contrario a capacidade de predicdo do modelo é
duvidosa. Segundo a referéncia® existe um comportamento assimptético de

Q? Loo relacionado a R? dado por:

n

n—p

2
Qi :1—(1—R2)( j onde n é o nimero de compostos e p’ 0

namero de variaveis do modelo.

RP > t” , caso contrario ha redundancia nas variaveis explanatérias; o valor de t°
€ definido pelo usuario no programa variando de 0,01 a 0,1. Avalia-se o quanto
duas (ou mais) variaveis explicam a mesma coisa. Se nenhum dos valores t°
satisfizer a condicdo, o modelo contém redundancia nas variaveis.

RN > tN | caso contrario ha sobreajuste devido as variaveis com ruido. tV é
modulado pelo usuario por um parametro € do programa que varia de 0 a 0,1 em
intervalos de 0,01. Como no caso anterior, se nenhum valor satisfizer a
desigualdade, o modelo deve ser rejeitado. Os detalhes dos critérios 4 e 5 séo
extensos e podem ser encontrados na ref.[54].

(b) Molegro Data Modeler (MDM)*: faz uma selecdo dos modelos com um até

n-descritores, aos quais estdo associados os coeficientes de R ( correlagdo de

Pearson) e o erro médio quadratico (RMSE) dos modelos.

(c) BuildQSAR®: utiliza-se de selecdo de variaveis através de um algoritmo
genético e busca sistemdtica com até cinco variaveis, apresentando uma
listagem de todos os modelos que pode ser ordenada pela correlacdo de Pearson
R ou Q.

Nesta etapa do estudo, e dependendo do niumero de compostos, faz-se uma

separacdo do conjunto de treinamento e de compostos que serdo utilizados no
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conjunto de validagao externa, denominado na literatura também por pseudo blind
set, térmo usado ao longo deste estudo que caracteriza conjuntos de compostos
com atividade conhecida, ndo participantes do treinamento. Os conjuntos de
treinamento e de validacdo externa sao obtidos por processo randémico do
aplicativo MDM.

A selecao do modelo adota a relagdo de 5 compostos para um descritor.>®

4.3 — Metodologias de Validacao — Dominio de Aplicabilidade
( AD — Applicability Domain)
De certa forma as fungdes RQK descritas anteriormente sdo também critérios

de validagéo e robustez de modelos de QSAR. Além destes sdo utilizados critérios

adicionais cuja definicao segue no texto.

Bootstrap

Uma vez escolhido o modelo, segue-se uma validagdo pelo método
bootstrap® onde o conjunto de dados é dividido randomicamente em conjunto de
treinamento e teste, donde se obtém o valor Q%0 que é entdo comparado ao valor
real Q%.00, esperando-se proximidade entre os dois valores. Esta avaliacdo é feita

com o programa MobyDigs que realiza 5000 ciclos pelo processo randémico.

Y-randomization

Outro teste realizado € chamado de Y-randomization onde a variavel
dependente Y (atividade bioldégica) é randomicamente redistribuida no conjunto
mantendo inalterada a posi¢cdo dos descritores. Este tipo de validacao avalia se o
modelo foi obtido casualmente, ou seja, se existem outros modelos cujos valores dos
coeficientes de determinacdo R? e capacidade preditiva Q% oo estdo proximos aos
valores do modelo original. Se este for o caso, pode-se afirmar que o
modelo original é casual. Para esta avaliagdo o programa MobyDigs® se
utliza dos valores do intercept a(R® e a(Q?), respectivamente das
equacdes de regressao Rzyrand = ar +bgr € szrand = aq + bqor . Segundo a
literatura®, se forem atendidos os valores a(R?) < 0,3 e a(Q?) < 0,05 o modelo QSAR
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pode ser considerado robusto. Este estudo se utiliza de dez ciclos de 300
randomizacoes por ciclo para a validacao, perfazendo 3000 randomizacées.

Outra forma utilizada para medicdo da robustez do modelo pode ser feita
utilizando os parametros Rzyrand e szrand sugeridos nas ref. [58,59] onde se
considera que 25 randomizacdes de Y sdo suficientes e os valores médios de R? e
Q? sdo comparados com os valores do modelo inicial R e Q% Os estudos das ref.
[58,59] frequentemente citados pela literatura, néao sugerem qual deve ser o valor
numeérico limite como critério de validacao do modelo, apenas consideram os valores
médios obtidos como ‘baixos’ (maior valor médio obtido R%nd = 0,510 e o maior
Q%rang = 0,205).

Um critério sugerido por Kiralj e Ferreira® fixa os seguintes valores para
R%rand © Q%yrand:

Q®rand < 0,2 € R%ana < 0,2, sem chances de correlagéo.

Qualquer Q2yrand e0,2< Rzyrand < 0,3, chance de correlacao negligivel.
Qualquer Q?rang € 0,3 < R%ana < 0,4, chance de correlagéo toleravel.
Qualquer Q?rang € R%rand > 0,4, chance de correlagéo iminente.

Os valores R%ang € Q°ang foram obtidos neste trabalho empregando o
aplicativo QSARModeling®'. A aprovacio do teste é feita pelo resultado do intercept
[a(R?) < 0,3 e a(Q® < 0,05] e utilizando o valor médio de R%yag < 0,40 a
Q2Yrand.,qualquer_ Como a literatura em geral sugere que um modelo QSAR deva ter
como valores estatisticos minimos R? > 0,6 e Q? > 0,5, o valor médio de R? < 0,4 no
teste de randomizacado, concede ao estudo uma margem de seguranca razoavel de
que o modelo de QSAR néo tenha sido obtido casualmente.

Leave-one-out (LOO-CV) e Leave-N-out (LNO-CV) - Validagao Cruzada

A validacdo cruzada € um método para se avaliar a acurdcia de um modelo
de regressao ou classificagdo. Todo o conjunto de dados sera utilizado em teste e
treinamento, mas nao ao mesmo tempo. Um conjunto de dados é dividido em uma
série de conjuntos de teste e treinamento. Um modelo é construido com cada um
dos conjuntos de treinamento e validado com o conjunto de teste. O método LOO-

CV elimina uma amostra de um conjunto com M amostras, gerando n conjuntos de
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treinamento com M-1 amostras e realiza a predicao para cada uma das amostras
excluidas. A pratica tem demonstrado que este processo sozinho ndo assegura a
robustez do modelo na validacao interna, o que é obtido pelo método LNO-CV,
onde se eliminam n amostras por vez.®® Num conjunto com poucas amostras,
recomenda-se fixar n entre 20% - 30% do total. A robustez do modelo é atestada se
ocorrer uma diferenca entre Q% — Q% no < 0,1.

Em estudos de QSAR o valor minimo aceitavel de Q? é maior que 0,5 sendo
0,9 considerado excelente. R? em geral deve ser maior que 0,6. A diferenca entre R?
— Q@ maior que 0,2 - 0,3 indica termos irrelevantes no modelo, sobre ajuste
(overfitting) ou presenca de alguns outliers.*®

Dominio de Aplicabilidade — Outliers - Leverage

O dominio de aplicabilidade (Applicability Domain — AD) de um modelo de
QSAR é definido como a informagédo, o conhecimento ou espaco fisico-quimico,
estrutural, ou biolégico, utilizado para desenvolver o conjunto de treinamento, que
deve ser aplicavel em predicées para novos compostos. A forma ideal é utilizar o
modelo de QSAR somente para predi¢des dentro do dominio por interpolacédo e nao
por extrapolacdo.®® Neste estudo obtiveram-se algumas predi¢des por extrapolagdo
0 que € uma consequéncia natural do calculo.

A representacdo grafica conhecida por Williams plot implementada no
programa MobyDigs®’ é utilizada para avaliar outliers e leverage, ambos parametros
associados ao dominio de aplicabilidade. Outliers e leverage sao indicadores de
compostos situados fora do dominio e estdo acima do limite critico dado por trés
vezes 0 desvio padrdo (x 3c). Um composto assim classificado precisa ter sua

manutenc¢ao ou eliminacdo do conjunto de treinamento, justificada.

Validacao Externa

A validagao externa é feita neste estudo pelo método sugerido por Golbraikh e
Tropsha.®* O método se aplica apenas ao conjunto de compostos selecionados para
validacdo externa (conjunto de teste), com a recomendacédo que o conjunto tenha

pelo menos cinco integrantes.
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As equacgdes utilizadas para se fazer esta avaliagdo e os principais
parametros propostos pelo método sdo dados a seguir:

1.) Q200 com validagdo cruzada de todos os compostos.

2 Z(yi_j\}i)z
2 =1t 4.3-1
¢ PNCTED) @.8-1)

onde y, é o valor experimental, y, o valor predito, e y o valor médio experimental.

2.) Célculo dos coeficientes a, b e a’, b’das retas de regressao do conjunto de teste
com n integrantes. A linha de regressao sera bissetriz do angulo formado pelas
direcbes positivas dos eixos ortogonais y e y que sao as atividades preditas e

calculadas, respectivamente, e podem ser descritas pelas respectivas retas

y'=ay+b e ¥ =dy+b’ onde

(¥, =33, = 5) I
azzg(;_%z Y , b=y—-ay (4.3-2a)

a = Z(yi _5},‘)(yi _§)

z(yi_y)z ,

onde Yy, e y, correspondem ao valor predito e observado, respectivamente. ey

b=y-d5y (4.3-2b)

sao os valores médios preditos e observados, respectivamente.

3.) Coeficiente de correlacao do conjunto de teste
2 =G~ )
V20 =¥ (F -5

Em um modelo ideal, a, a’ sédo iguais a 1, o intercept b, b’igual a zero, e 0

R=

(4.3-3a)

coeficiente de correlacao para a regressdao de y versus y éigual a 1. Um modelo

de QSAR é considerado altamente preditivo se tiver valores proximos aos valores
ideais. Isto pode implicar em que o coeficiente de correlacdo R entre o valor
observado y e a atividade predita ¥ devem estar préximos a 1 e as regressdes de

ycontra y ou de y contra y através da origem deveriam ser caracterizadas pelo
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menos por kou k' proximo a 1,isto é, y* =ky e y'° =k’y. As inclinagdes k e k' das

retas sdo dadas por

(=2 (4.3-3b)

25
S 3
Zyl (4.3-3¢)

4.) Coeficiente de correlagéo Ro® e R'o?

2o1- ZZ((y yl) , (4.3-4a)
Yi—Y
R = Zzlf(yy_y) , (4.3-4b)
onde
=ky, e yiro :k/yi

Para que o modelo de QSAR seja qualificado como modelo preditivo é

necessario que sejam atendidas as seguintes condigcdes:

(a) Pelo menos um dos coeficientes de correlagdo R; ou R;* (melhor seria ambos)
devera estar proximo a R*. O coeficiente R; mede a correlagio Yopservado VS.Ypredito.

O coeficiente R mede a correlagdo Ypredgito VS. Yobsevado. Apesar de parecer

redundante, Golbraikh e Tropsha® mostram que os respectivos coeficientes de
inclinacdo das retas k e K e os coeficientes das retas (a,a) e (b,b) podem ser muito
diferentes, como sera visto também no presente estudo.
(b) Pelo menos um dos valores de k ou k’ deve estar préximo a 1. O intervalo de
referéncia para aprovagao segue: 0,85<k<1,150u0,85< k' <1,15.
(c) [(R*—R})/R’]1<0,3 ou [(R*—R})/R*]1<0,3

Estes critérios foram empregados em todos os estudos de caso deste estudo
QSAR e os resultados apresentados graficamente.

No procedimento Golbraikh-Tropsha® é sugerido que o conjunto de teste ndo
participe do conjunto de treinamento. Este aspecto ndo é obedecido no presente
estudo. A experiéncia acumulada com diversos modelos de QSAR mostrou que
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mesmo treinando os compostos do conjunto de teste a validagdo externa pode néao
ser obtida.

4.4 — Analise Conformacional

Em geral os estudos de QSAR classico sao desenvolvidos seguindo as
seguintes premissas: (a) O efeito produzido é causado pelo composto modelado e
nao por seus metabolitos. (b) A atividade biolégica é primariamente explicada por
processos entalpicos. (¢) Os térmos entrépicos sao similares para todos os
compostos. (d) O sistema é considerado em equilibrio, e aspectos cinéticos
geralmente ndo sao considerados. (e) Efeitos farmacocinéticos, como efeito
solvente, difusdo e transporte, nao estao inclusos. (f) O sitio ativo € o mesmo para
todos os compostos modelados. (g) A conformacgédo proposta é também a bioativa.
O presente trabalho segue estas premissas, exceto por este ultimo topico, que esta
sujeito a um critério: cada uma das estruturas dos compostos tem a sua geometria
otimizada, e é considerada a estrutura bioativa se for atendido um valor de residuo
maximo, arbitrado neste estudo em Yopservado — Yeredito = £ 0,10, 0 que confere um
erro maximo de predi¢do para um determinado composto compreendido no intervalo
0,80Y0bs < Ypred < 1,25Y 0ps.

O que se objetiva é encontrar uma conformacgao, caso o composto admita
existéncia de conformacdes, que melhor reproduza o valor da bioatividade
experimental.

Quando o0s compostos possuem variacdo conformacional, existe a
oportunidade de se construir um modelo de QSAR com predigdo interna mais
acurada. Para isto, & necessario que pelo menos um descritor do modelo de QSAR
seja sensivel as variacdes conformacionais e apresente uma variacao significativa
nos seus valores. Em geral este resultado é alcangado na maioria dos compostos
integrantes deste estudo. Para compostos que ndao tenham uma conformagédo que
esteja contida no valor residual arbitrado (Yopservado — Yrredito = £ 0,10), emprega-se a
conformacdo da estrutura com geometria otimizada com o método semiempirico
AM1. Este método ndo se aplica se os compostos ndo apresentarem variacao

conformacional.
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Um estudo se utilizou de 150 estruturas cristalografadas de complexos
ligante-proteina com relevancia farmacéutica constatando que 60% dos ligantes
nao interagem na sua conformacdo de minimo global. Uma andlise do grau de
dobramento dos ligantes confirmou a tendéncia geral de que moléculas pequenas
tendem a se ligar com conformagdo estendida.®®® Verifica-se em pesquisas desta
natureza®® que é recomendavel se utilizar mais de uma campo de forga na
avaliacao de conférmeros. O campo MMFF94 é exemplificado como especialmente
adequado para ser empregado em pesquisas de farmacos.

Na mesma linha de conclusdo do estudo anterior, com o cristal de estruturas
do complexo proteina-ligante, mostra-se que conformagdes bioativas tendem a ter
geometrias mais estendidas (mais volumosas) do que as randémicas e estdo muitas
kcal/mol acima em energia do que os seus respectivos minimos globais.®®®”  As
investigagbes computacionais com conformacgdes, nos estudos citados, foram feitas
com diferentes campos de forca.

O presente estudo empregou o campo Merck MMFF9458¢°

70a,b

e Dreiding
modificado utiizando o default dos aplicativos, gerando de 20 a 100
conformagbes por composto. Ambos geram espacos conformacionais que se
complementam. O emprego de um unico campo, pode, por caracteristicas de
parametrizagcdo, gerar uma populacdo de conférmeros favoravel em um caso e
desfavoravel em outro, onde o termo ‘favoravel’ significa o espago conformacional

gerado conter ou ndo um conférmero que atenda a reproducao da bioatividade.

Construcao do modelo de QSAR - Selecao de Conformeros

Como ja citado anteriormente, apds calcular o valor dos descritores para
todos os conférmeros de um mesmo composto, e utilizando como referéncia o valor
residual Yopservado — Ypredito = = 0,10, faz-se a busca da conformagdo que melhor
reproduza a bioatividade e se substitue o valor do descritor que varia com a
conformacdo no modelo de QSAR. Se o valor calculado (predito) gera o residuo
dentro do intervalo - 0,10 < residuo < + 0,10 passa-se ao composto seguinte. Caso
contrario, procura-se um novo conférmero até que o valor do intervalo residual seja

alcancado. O esquema da Figura 8 a seguir ilustra o procedimento.
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Passo 1. Escolha do composto que tem residuo fora do intervalo proposto, p. ex.: composto D6; Y-
Yoreda = 6,96 — 6,72 = 0,22. (Valor correspondente de Mor25v = 0,600)

Fracao da planilha de QSAR do aplicativo MDM

kallD 'obz LogP zigma b ar 2B MLR-Train [3D], res
1 D1 7.08 259 0.552 7129 0.05
2 D2 7.29 267 0.08 0515 7.358 0.07
3 D3 £.89 251 0.23 0,586 7.021 013
4 D4 7.69 373 0.23 0.51 7.532 016
5 D5 7.3 396 018 0.545 7.43 013
6 DB £.96 3.68 0.54 0.6 g7z | o2z |

Passo 2. Busca na planilha de conférmeros do composto D6,
um conférmero que o aproxime do valor plCsy experimental

Fracao da planilha de
conformeros (n=30)

Valor do descritor Mor25v no QSAR inicial.

Residuo YObs‘YPred = 0,22

| K | L

Mol Mlor2 Sy

DEHE_ 20 0612

DBHE_ 19 0611

DEHE_21 0609

DEHE 22 0.609

DBHE_ 30 0607

DBHE 29 0606
DBEHE-24511 0600 ¢—
DEHE 27 0589

DBHE_ 28 0588

DEHE_31 0547

DBHE 32 0547
DEHE_33 0538

DBHE_ 34 0538

DBH6_3 0528 ¢ |
DBHE 4 0526

Valor do descritor Mor25v (a ser substituido
na planilha de QSAR) que melhor aproxima
o valor calculado do experimental

Residuo YObs - Ypred = 0,02

Figura 8. Construcdo do modelo de QSAR pela sele¢cdo do conférmero através do
descritor Mor25v, que melhor reproduz a bioatividade. LogP e o-Hammett ndo
variam com a conformacao.

O modelo de QSAR final assim obtido é submetido a todo o processo de

validacao citado anteriormente. Na constru¢do dos modelos de QSAR os descritores

tém seus valores autoescalados.
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4.5 — Proposta de Novos Compostos — Similaridade Molecular

Os modelos de QSAR deste estudo tém a finalidade principal de serem
utilizados como meio para propor novos compostos da mesma classe quimica em
que foram desenvolvidos. No caso dos novos compostos, utilizou-se um pseudo
blind set, ou seja, um conjunto do qual se conhecem os resultados experimentais
obtidos com o mesmo protocolo mas que nao integra o conjunto de compostos
utilizados no desenvolvimento dos modelos de QSAR. Aplicando-se analise
conformacional aos compostos do pseudo blind set e através de métodos de
similaridade molecular, identifica-se qual o conférmero que melhor representa o
composto bioativo pelos critérios do método. O método aplicado a um conjunto de
compostos e respectivos conférmeros, deve conseguir identificar o conférmero que
mais se aproxima da bioatividade calculada pelo modelo de QSAR a bioatividade
observada. O critério de acérto arbitrado como aceitavel € de 60%.

Assim, trabalha-se com a hipdtese de que compostos analogos propostos,
possam ter os conférmeros escolhidos como 0s mais provaveis para uma avaliacao
de predicao da bioatividade pelo modelo de QSAR.

A escolha de um método de similaridade molecular pode dar bons resultados
em um caso e falhar em outros. Existem vérias abordagens para se medir
similaridade quimica’’ e este estudo optou por trés métodos a saber: 0 método de
similaridade molecular por distancia euclidiana implementada no aplicativo MDM®" |
o método ShaEP’® e o terceiro método usa o indice de Carbé exclusivamente
aplicado e explicado no trabalho desenvolvido na se¢éo 5.3.

O primeiro método se utiliza da distancia euclidiana entre dois pontos x e y
num espacgo n-dimensional, onde n € o numero de descritores escolhidos para se
fazer a avaliacdo. Os compostos do modelo de QSAR estao dispostos em conjunto
com o grupo de conférmeros do composto proposto em uma planilha do MDM¥. A
selecdo do conférmero se faz pela classificagdo numérica dada entre 0 (alta

similaridade) até 1 (nenhuma similaridade).
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O segundo método se baseia na sobreposicdo molecular utilizando a forma
molecular e o potencial eletrostatico como elementos de avaliacdo por similaridade.
Escolhe-se em geral o composto que tem o maior valor de bioatividade como
referéncia e os conférmeros do primeiro composto a ser analisado. Sao gerados trés
valores de similaridade que variam de 0 (nenhuma similaridade) até 1 (alta
similaridade) a saber: similaridade composta (forma combinada com potencial
eletrostatico), forma e potencial eletrostatico. Escolheu-se para o estudo a
similaridade composta como indicador para a sele¢cao do melhor conférmero.

Por recomendacao dos autores do programa ShaEP, as cargas de Mulliken
devem ser substituidas. O estudo presente utiliza cargas AM1-BCC obtidas
empregando o programa Chimera’ e Antechamber.”**® AM1-BCC (bond charge
corrections ) foi parametrizado para reproduzir cargas comparaveis as produzidas
pelo método Hartree-Fock HF/6-31G*. Seu uso € recomendado para qualquer
molécula organica ou biologica.

O proposito de se utilizar trés métodos € verificar se pelo menos um deles é
capaz de gerar resultados aceitaveis nos estudos de caso das secoes 5.2, 5.3 e 5.5.
N&ao ha finalidade comparativa entre métodos.
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5. ESTUDOS de QSAR

5.1 — Diterpendides Clerodanos contra Células Tumorais V79

5.1.1 — Introducao

A partir do extrato séco de folhas de Casearia sylvestris Sw., ltokawa et a

1.7 e

Morita et al.”®, isolaram e elucidaram 22 diterpenéides oxigenados triciclicos do tipo

cis-clerodano ensaiados contra células tumorais V79. Empregaram 0 mesmo

protocolo nos bioensaios, o0 que possibilitou a aplicacdo do modelo de QSAR

proposto. A Figura 9 ilustra as estruturas dos diterpendides, nominados Casearinas

seguidas da letra A até R. As Casearinas Aa, Ab, Ac e Da foram sintetizadas a partir

das Casearinas A e D, respectivamente.

I(:jjg
Caseam R!' R° R R' R (umolD)
A OMe Ac¢ Ac OH OBv 1
B OMMe Ac¢ Ac 0OAc OBu 8.5
C OH Ac¢ Ac 0QAc¢ ODe 077
, D OH Bu Ac¢ OH OBu 18
R E OH E Ac OH oD 47
F OH E Ac OH OBu 20
G OhMe Ac  Ac H OBu 017
H OH Ac Ac H OBu 037
I OH Ac¢ Bu H OBu 051
I OhMe Bu Ac OH OBun 1.1
E QAc Ac¢ Ac OH OBu 052
L OhMe Bu Ac 0OAc OH 1.6
M OH Bu PBu 0QAc OH L&
N OMhMe Ac PBu 0OAc OBu 5.9
0] OhMe Bu Ac OAc OBun o
P OMMe Ac Ac 0QAc OAc 7.8
Q OH Ac Ac OAc OBu 43
E =0 Ac¢ Ac¢c OH OBu 5.4
Aa OMe Ac¢ Ac =0 OBu 055
Ab OMe Ac¢ Ac OFr OBu 17
Ac OhMe Ac Ac OBu OBun 38
Da =0 PBu Ac¢ =0 0OBu 19

(a) OAc = acetato; (b) Et = etil; (c) OBu = butanoato;
(d) ODc = decanoato

Figura 9. Estrutura das Casearinas e a atividade citotoxica medida pela
concentracdo molar 1Cso contra células pulmonares (fibroblastos) V79 de Hamster

Chinés’®.
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A literatura™"®

nada informa sobre réplicas nos bioensaios,
consequentemente sem informes sobre erro experimental.

O estudo contribui com uma proposta de QSAR validado, que é usado para
predizer a bioatividade de 113 diterpendides clerodanos escolhidos da literatura
(vide ref. 46 até 61 do artigo, Apéndice 1), a grande maioria é proveniente de 6rgaos
de plantas (folhas, frutos, sementes, raizes, caule, flores) do género Casearia, Laetia
e Zuelania, da familia Flacourtiaceae/Salicaceae e diterpendides pertencentes a
familia Chrisobalanaceae. Alguns destes compostos foram ensaiados com diferentes
protocolos e outros, nunca bioensaiados. Todas as estruturas constantes da
literatura citada tiveram suas estruturas elucidadas empregando ressonancia
magnética nuclear (RMN) e espectroscopia de raios-X. Este foi um critério de
certificacdo adotado pelo autor dos artigos de revisdo'®, aspecto este que confere
maior certeza da exatidao da estrutura a ser empregada no estudo de QSAR. As 113
estruturas estao ilustradas no Apéndice 3 e estdo associadas ao nome da planta que
Ihes deu origem. Em alguns casos, para evitar ambigUidade, arbitrou-se 0 nome do
composto associando-o ao nome da planta, em substituicAo a apenas letras ou
nameros atribuidos pelos pesquisadores, ao composto no artigo correspondente.
Exemplificando: compostos de Casearia corymbosa identificados pelos nimeros 1
até 13, receberam os nomes Ccorymbosa 1, Ccorymbosa 2, etc.

Uma contribuicao adicional é dada pela proposta de diterpendides clerodanos
desenvolvidos in silico. A Quimica Medicinal oferece exemplos de produtos naturais
que podem ser sintetizados com a incorporacdo de atomos de cloro e fluor. Neste
sentido, existem produtos farmacéuticos comercializados na categoria de agentes
anti-mitético e anti-tumoral, usados no tratamento de cancer.”” A literatura
exemplifica o uso diversificado de compostos fluorados vinculados as propriedades
biolégicas.”

Analogos sintéticos fluorados de produtos naturais sdo utilizados na
quimioterapia, p.ex., a Camptotecina, um alcaléide extraido da arvore Camptotheca
acuminata Decne., Nyssaceae; a toxina lignana Podofilo extraida de Podophyllum
peltatum L., é um agente citotéxico contra varias linhas de células tumorais, porém,

também apresenta numerosos efeitos colaterais.”
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5.1.2 — Métodos

Os modelos de QSAR para os diterpendides clerodanos foram inicialmente
desenvolvidos com duas metodologias independentes: Regressao Linear Multipla
(MLR-Multiple Linear Regression) e Maquinas de Vetores de Suporte (SVM-
Support Vector Machine), empregando os mesmos descritores. O estudo foi
desenvolvido em duas fases. A primeira fase, descrita em detalhes no artigo
(Apéndice 1) utiliza as estruturas com geometria otimizada pelo método semi-
empirico AM1, e que sdo consideradas as estruturas bioativas, como convencionado
por estudos de QSAR. A segunda fase, complementar ao estudo com diterpendides,
€ feita empregando analise conformacional, tal como descrito em Material e
Métodos, Secao 4.4. Por se tratar de um conjunto pequeno de compostos (n = 18)
procurou-se empregar dois métodos independentes que pudessem fornecer valores
da bioatividade calculada préximos entre si, em outras palavras, os métodos MLR e
SVM foram utilizados para obter um mesmo desempenho preditivo dos modelos de
QSAR.

Em geral o emprego apenas do método SVM gera modelos de QSAR de
dificil interpretabilidade pela prépria natureza do método, pois ao contrario do
método MLR que gera uma equacgao linear, no método SVM sdo geradas varias
equacdes representadas por vetores suporte. Para podermos fazer uma associacao
dos descritores a bioatividade de forma linear, foram construidos modelos de QSAR
com os dois métodos, na tentativa de se buscar resultados préximos ou similares,
por metodologias independentes, ficando a interpretabilidade relegada ao modelo de
QSAR obtido pelo método MLR.

Para a proposta de novos compostos, foram utilizados dois critérios. O
primeiro critério utilizou como base o diterpendide clerodano Casearina G que
apresentou a maior bioatividade (v. fig. 9), e que foi modificado in silico pela
introducdo de atomos de cloro e flior nas posicdes especificas R', R* e R®. O
segundo critério seleciona a Casearborina A, que foi a melhor classificada na
predicdo dos 113 diterpendides e, com procedimento similar ao da Casearina G,

empregando substituintes em R* e R® (fig. 9). A andlise foi estendida também a
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Casearvestrina A, B e C, e a Caseamembrina A. Em todos os casos, atencao
especial é dada na posicdo do carbono-sp3 C-6 mencionado na literatura’® como
sendo um centro sensivel as mudancas na bioatividade. A bioatividade (ICsy) dada

em pumol/L foi convertida em log(1/1Cso) = plCsp.

5.1.3 — Resultados e Discussao
5.1.3.1 — QSAR e Descritores - Estudo sem Analise Conformacional

A equacéao de QSAR obtida com os 18 compostos usados como conjunto de
treinamento contém dois descritores calculados pelo programa DRAGON (RDF060m
e R8p) e um descritor calculado pelo programa RECON (Fuk5), e é representada
pela Eq. :
plCso = 0,083 (£ 0,021) RDF060m - 7,637 (+ 1,486) R8p - 0,043 (+ 0,010) Fuk5 +
13,219 (+ 1,664)
n=18R?=0,931s=0,148 F =64 p<0,0001 Q°=0,889 SPress = 0,189 SDEP =
0,172 (5.1-1)

RDF060m é definidko como uma funcdo de distribuicdo radial (Radial
Distribution Function-6.0/weighted by atomic masses) codificando caracteristicas
geomeétricas e atdmicas da estrutura quimica em 3D de acordo com as propriedades
A e A;, que no presente estudo corresponde as massas atdbmicas. A equacdo (5.1-

2), utiliza um termo gaussiano como fungao da distancia

N-1 N )
RDF(r)=1 Y > AAe™™ (5.1-2)
i=l j=i-1
onde f € uma fator de escalamento, N o nimero de atomos i e j, e rj sdo as
distancias interatbmicas. O parametro de alisamento B define a probabilidade de
distribuicdo de distancias individuais dos atomos que podem ser vistos como sendo

as suas vibracdes na molécula. Segundo Hemmer et al.®

o descritor RDF pode ser
interpretado como a probabilidade de distribuicdo de se achar um atomo num

volume esférico de raio r. Assim, é plausivel se presumir que o descritor RDFO60m
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codifica uma contribuicao parcial da bioatividade das Casearinas em regides onde os
atomos estdo localizados a uma distancia de até 6,0 A do centro geométrico da
molécula. O programa calculou trinta descritores codificados pela massa atbémica,
com passo de r = 0,5 A e apenas o descritor RDFO60m apresentou relevancia no
modelo de QSAR.

O descritor tridimensional R8p pertence a categoria GETAWAY (Geometry,
Topology, and Atom-Weights AssemblY) e codifica informacdes estruturais e estéreo
quimicas.®’ A representacdo estrutural da molécula é definida pela matriz de
influéncia molecular (MIM) denotada por H na equacéo (5.1-3):

H=M.(M".M)".M" (5.1-3)
onde M é a matriz molecular e o sobrescrito T se refere a matriz transposta. O
descritor R8p pertence a classe R-GETAWAY e é calculado segundo a equagéo:

SN Jhoh
Rkw = Ei L w,w;0(k;d;) (5.1-4)

P
k=1, 2,... 8

onde R8p representa uma autocorrelacdo codificado no oitavo intervalo pela
polarizabilidade p = w,w; da molécula (autocorrelation of lag 8/weighted by atomic
polarizabilities). N é o numero de atomos na molécula, dj é a distancia topologica
entre atomos i e j, r; é a distancia geométrica entre atomos i e j, e 8(k; d;) é a
funcdo delta de Dirac. h; e h; séo os elementos diagonais da matriz de influéncia
(MIM), codificando informagbes atomicas e representando a influéncia de cada
atomo na molécula na determinagéo de sua forma geométrica.

O descritor TAE®*® (Transferable Atom Equivalent) Fuk5 esta relacionado

com valores escalares da funcao de Fukui F* dado por

F*(r) = promo(r) (5.1-5)
onde promo € a densidade eletrénica do orbital ocupado mais alto (HOMO) em um

ponto r do espaco ao redor da molécula. Caracteriza ataque nucleofilico e descreve
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atividade radical vinculada a uma area de superficie e o numero 5 se refere a um
valor médio desta funcao conforme calculado pelo programa RECON.

Em resumo, o modelo de QSAR contém informacdes fisico-quimicas dadas
por RDFO60m dos atomos da molécula em posicoes favoraveis a uma interagdo com
o receptor (no presente caso desconhecido) da célula V79. Captura informacdes da
forma geométrica e das polarizabilidades atdmicas (R8p), e caracteriza a reatividade
na superficie da molécula. Contudo, ndo é possivel fazer uma clara interpretacao

576 nzo fornece

dos descritores individualmente com a bioatividade. A literatura
maiores informacdes sobre eventuais mecanismos de acao entre diterpendides e as
células V79, exceto a constatacao da regressao tumoral em base ao grupo controle.
Seguem os coeficientes extraidos da matriz de correlacdo de Pearson entre
descritores: RDF060m/R8p (0,431), RDF060m/Fuk5 (0,096), R8p/Fuk5 (0,230).
Correlagdo entre descritor e bioatividade: RDF060m/plCsy (0,349), R8p/plCso
(0,437), Fuk5/plCsy (0,502). A premissa geral fixada neste estudo é uma correlacao
entre descritores, menor possivel e limitada a 0,500, ao passo que a relagdo para
com a bioatividade é desejavel que seja no minimo igual a R = 0,3. Um aspecto
também a considerar € que um modelo de QSAR de 2 variaveis com o requerimento

R?> 0,60 nio foi encontrado.

Modelos de QSAR

Os valores numéricos dos descritores e o registro CAS dos diterpendides
estao listados na Tabela 1. O conjunto de dados foi dividido em conjunto de
treinamento (n = 13) e conjunto de teste (n = 5), empregando-se para esta selecéo o
método HCA (Hierarchical Cluster Analysis ), do software Pirouette (ref. [34] do

Apéndice 1).
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Tabela 1. Casearinas e Descritores

Descritores °

ltem MollD CAS no. pICso?
RDFO60m  R8p  Fuk5
1 A 134174-73-5 6,00 29874 0,617 119,23
2 Aa'  134955-74-1 6,26 29562 0,607 111,38
3 B 133577-59-0 5,07 28,128 0,702 119,33
4 C 133577-60-3 6,11 35,602 0,576 132,50
5 D 133557-53-6 5,74 28,914 0579 126,07
6 E  133535-78-1 5,33 19,374 0,506 129,19
7 G 134955-62-7 6,77 31,047 0,610 105,67
8 H 134955-63-8 6,41 27,228 0,580 108,22
9 | 134955-64-9 6,29 31,794 0,583 114,28
10 J  134955-65-0 5,96 31,524 0,568 125,30
1K' 134955-66-1 6,28 37,110 0,634 121,87
12 LT 134955-67-2 5,80 27,584 0,596 119,23
13 M’ 134955-68-3 5,75 24939 0573 127,84
14  N'  134955-69-4 5,23 33,333 0,703 125,39
15 O  134955-70-7 5,22 31,519 0,670 12539
16 P 134955-71-8 5,11 29,160 0,717 113,26
17 Q  134955-72-9 5,37 30,480 0,693 121,87
18 R 134955-73-0 5,27 24239 0,569 129,27

(a) plCsp = Log(1/1Csp) € ICso=pumol/L; (b) valores para estruturas
otimizadas com AM1; (T) compostos do conjunto de teste.

A partir do dendograma foram escolhidos dez conjuntos com 5 compostos
avaliados pelos métodos MLR e SVM. O melhor modelo foi escolhido utilizando Q%
como referéncia, e simultaneamente avaliando a robustez e validacdo destes
conjuntos, resultados que serdo apresentados mais adiante.

A equacao (5.1-6) abaixo, representa o melhor modelo de QSAR obtido com o
conjunto de treinamento n = 13.
plCso = 0,086 (+ 0,025) RDFO60m — 7,581 (+ 1,616) R8p — 0,045 (+ 0,012) Fuk5 +
13,363 (= 1,954)
n=13 R®=0,952 s=0,141 F=59,52 p<0,0001 Q°=0,904 Q% = 0,816
SPress = 0,199 SDEP =0,172) (5.1-6)

O modelo de QSAR construido com SVM (n = 18) utilizou o kernel Radial
Basis Function (RBF) (detalhes em Material e Métodos). Atravées de um
procedimento de ajuste fino, obteve-se o menor valor RMSE (Root Mean Square
Error) relacionado aos melhores parametros de regressao empregando LOO-CV
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(Leave-One-Out Cross-Validation (Q%.0o-cv)). O melhor valor obtido foi com o ajuste
dos seguintes parametros: custo (ou capacidade) C = 100; extensao da funcao radial
RBF, y= 0,1 e a funcdo de perda € = 0,2. O grafico da Figura 10 mostra a variagao

do RMSE quando se varia um dos parametros e se mantém os outros dois fixos.

rm-_ SVM - Parametros RBF, C =10, v= 0.1 f e SVM - Pardmetros RBE. C =10, == 0.2
] 0.9
7 828 1 0.824
08 e —
07 — R E"—k-q_‘.—_h.q_;___.__.
g U.B—-
= o5 T
& 1 : /./
- 04 :
g 03 4 . S . = /./
L2 e : —
& 021 M 5
0t - (nQ LOO-CV)
00 —+»— (7, RMSE)
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00 01 02 03 04 05 06 07 08 08 10 00 01 02 03 04 05 0B 07 08 08 1.0
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Figura 10. (a) Q% 0o.cv em funcgdo da variagdo do parametro € mantendo constantes
C e v; (b) Q%oo.cv em funcdo da variagdo do parametro y mantendo constantes C e
e. Para o menor RMSE seleciona-se o valor Q% oo.cv correspondente (QZLOO-CV =
0,824).

O método SVM se utiliza de vetores suporte ao passo que o método MLR
expressa os resultados por uma equacao de regressao linear. Assim, para fins
comparativos entre métodos, foram utilizados dois parametros estatisticos, o
coeficiente de determinacdo (R? e o erro médio quadratico (MSE-Mean Square
Error) (Tabela 2). Os residuos dao uma idéia na diferenca de desempenho dos
respectivos métodos. O parametro do erro médio quadratico é recomendado para
ser utilizado no comparativo entre resultados produzidos por equacdes diferentes.
No caso MSE-MLR = 0,0171 e MSE-SVM = 0,0181, o que indica uma relativa

equivaléncia entre as metodologias utilizando n = 18 compostos.
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Tabela 2. Comparativo de predicao de modelos de
QSAR-MLR e QSAR-SVM.

Casearina  plCsg Obs

Y=plCsq-calculado

b

Y-ur ° Y-svm res °

A 6,00 5,86 5,88 -0,02
Aa 6,26 6,25 6,29 -0,04
B 5,07 5,07 5,11 -0,04
C 6,11 6,08 5,98 0,11
D 5,74 5,78 5,78 0,00
E 5,33 5,41 5,50 -0,08
G 6,77 6,60 6,60 0,00
H 6,41 6,40 6,47 -0,07
I 6,29 6,50 6,46 0,03

J 5,96 6,11 6,04 0,07
K 6,28 6,22 6,11 0,11
L 5,80 5,84 5,88 -0,04

M 5,75 5,42 5,50 -0,08
N 5,23 5,23 5,27 -0,04
O 5,22 5,33 5,37 -0,04
P 5,11 5,30 5,28 0,02
Q 5,37 5,22 5,24 -0,02
R 5,27 5,33 5,44 -0,10

(a) R®= 0,932; MSE = 0,0171; (b) R?= 0,931, MSE = 0,0181; (€) Yair -Ysum.

5.1.3.2 — QSAR - Outliers e Dominio de Aplicabilidade

Partindo-se dos resultados obtidos por MLR aplicando a Eq.

(5.1-6),

construiu-se o diagrama de Williams através do programa MobyDigs® para avaliar o

dominio de aplicabilidade do conjunto de treinamento e de teste.
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Figura 11. Diagrama de Williams — Dominio de aplicabilidade das Casearinas.
Hat critico 3h = 0,923. No conjunto de predicao externa obtida pela Eq. (5.1-6)
a Casearina M foi classificada como outlier.

No diagrama de Williams (Figura 11) estdo representadas as predi¢cdes do
conjunto de treinamento e do conjunto de teste (Casearinas Aa, K, L, M, N) onde a
Casearina M foi classificada como outlier (maior que trés desvios padrdes, > 30)
empregando o método MLR, o que pode ter sido causado pelo grande residuo que
apresenta, razao pela qual o composto nao foi eliminado do conjunto. Como sera
visto mais adiante, esta anomalia desaparecera no estudo que emprega andlise
conformacional (v. sub-secdo 5.1.3.6, Figura 17). Empregando SVM a Casearina M
esta contida no diagrama de Williams dentro do intervalo +3c (ndo mostrado). O
grafico da Figura 12, e Tabela 3 (v. em Anexos, pg. 219) mostra os resultados de
predicao interna (n = 13) e externa (n = 5) obtidos pelos modelos de QSAR com os
métodos MLR e SVM. Os valores de predicao interna serdo bastante melhorados
por ambos o0s modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM apés a analise
conformacional, como esta demonstrado pela proposta deste estudo na Tabela 9 na
sub-secéo 5.1.3.5.
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7.04  Casearinas (n=18) Conj. de teste (Aa, K,.L,M,N)
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Figura 12. Valores plCsy observados e preditos pelos modelos de QSAR-MLR e de
QSAR-SVM contra células tumorais V79.

5.1.3.3 - QSAR - Testes de Robustez e Validacao

O conjunto de compostos (n = 18) foi avaliado na sua robustez empregando

os métodos Y-randomization®*® .51

e Leave-N-out” O teste de Y-randomization foi
realizado com 300 itera¢des (default do programa MobyDigs) e 10 ciclos, resultando
em 3000 iteragdes. Os seguintes valores do intercept sdo usados como referéncia
para aprovacdo [a(R?) < 0,3 e a(Q% < 0,05]. Os valores médios obtidos nos dez
ciclos estdo abaixo destes limites e aprovam o modelo. Segue o valor final do ultimo
ciclo: a(R? = 0,095 e a(Q?) = -0,554.

Utilizando o critério de Eriksson e Wold®®, que consideram até 25 iteracdes
como suficientes para a determinacdo dos R? e Q2 e empregando o programa da

ref. [61], obtém-se o grafico da Figura 13.
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Figura 13. Gréfico dos valores R? e Q% em fungéo das randomizacgdes da
bioatividade experimental (Y- randomization)

A randomizagdo produziu valor médio R? < 0,4. Considerando o critério anterior
adicionado ao resultado presentemente obtido, pode-se considerar a Eq. (5.1-1)
consistente, gerando assim um modelo de QSAR aceitavel neste critério.

A validacao interna do conjunto é representada pelos resultados do método
bootstrap, em que foram realizadas 5000 iteragdes, resultando um valor final de
Q%001 = 0,876, que pode ser considerado préximo ao valor Q.00 = 0,889 (Q%.00 —
Q%o0t = 0,013 < 0,1).

O conjunto de compostos (n = 13) foi igualmente avaliado seguindo os
mesmos critérios anteriores e os valores que foram obtidos estao abaixo dos limites
fixados, o que aprova o modelo do QSAR Eq.(4.1-2): a(R?) = 0,161 e a(Q?) = -0,900.

O critério Leave-N-Out foi empregado eliminando até 4 constituintes (30% das
amostras) do conjunto obtendo um resultado Q*Q%no< 0,1 para 10 repeticdes.

Para a validacdo externa foi adotado o critério proposto por Golbraikh e
Tropsha.®* Respectivamente aos métodos MLR e SVM, os parametros de validagdo

estao relacionados na Tabela 4.
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Tabela 4. Validacdo do conjunto de teste n = 5 (Casearinas Aa, K, L, M, N)

Metodo R%t Ro° R'%° d®<0,3 0,85k <0,15 0,85<k'<0,15 MSE

MLR 0,882 0,957 0,943 0,014 1,015 0,984 0,030
SVM 0,879 0,954 0,951 0,003 1,014 0,985 0,026

(@d=[R*-R;]/R* oud=[R*-R"]/R’

Ambos os modelos passaram nos testes, cujos parametros utilizados para
aprovacao foram apresentados em Material e Métodos, Secéo 4. No caso destaca-
se o0 erro médio quadratico (MSE), que em ambos os métodos tem valores proximos
(0,03), o que atende ao objetivo de se ter modelos de QSAR que produzam valores
de predicao aproximadamente equivalentes, ainda que o modelo de QSAR obtido
por SVM tenha paradmetros numéricos ligeiramente melhores que o QSAR obtido por
MLR.

A seguir encontram-se os graficos com os resultados obtidos pelo método de
validacdo Golbraikh-Tropsha®* para os compostos do conjunto de teste (Aa, K, L, M,
N) cuja predicao se deu pelo método MLR (Figura 14) e SVM (Figura 15).

Pelas regras usadas nas avaliages descritas em Material e Métodos, ambos
os modelos de QSAR estdo aprovados. Seguem-se 0s resultados numéricos ou

graficos e comentarios correspondentes.
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Como visto na secao 4 (Validagcdo externa) ndo ocorre a proximidade
recomendada dos valores R?, R# e R’/ e k, k. Ainda assim, os modelos QSAR-
MLR e SVM atendem aos critérios, 0,85 < kK < 1,15 ou 0,85 < K < 1,15, e
[(R*—R;)/R*]1<0,3 ou [(R*—R;*)/R*]1<0,3.

Os coeficientes a e b (Figuras 14a, 15a), a’ e b’ (Figuras 14b, 15b),
respectivamente nas equacbes y =ax+be y=ax+b’, tém os melhores valores
no QSAR-SVM. Na Figuras 14a e 15a, ‘X assume o valor de plCsy predito e nas
Figuras 14b e 15b o valor de plCsy observado.

Como sera visto mais adiante (sub-secdo 5.1.3.5), quando se aplica selecéao
conformacional na construgcdo dos modelos de QSAR, ver-se-a que 0s parametros
de validagdo assumirdo valores bem mais favoraveis no QSAR-MLR, ou seja, R?
préximo a Ry? ou a R’)* e proximos a 1, assim como o coeficiente a mais préximo a 1
e b mais proximo a zero.

A validacdo dos modelos de QSAR-MLR das Equacotes (5.1-1) e (5.1-6) é
expressa, respectivamente, através das funcdées RQK de ajuste (RQK Fitness
functions) do programa MobyDigs %*°* (Tabela 5 e 6).

Tabela 5. Validacao do modelo de QSAR-MLR (n = 18) pelos parametros RQK

Critérios de aprovacao (*)

1.Colinearidade entre variaveis Kyy Ky Kyy-Kx DK

Ky - K« > DK 0,375 0,266 0,109 0,000

2.Capacidade de predigao

Q%00 > Q°(Referéncia Q° > 0,5) 0,889 >0,5

3.Capacidade de predi¢cdo do modelo

QZLOO _QZASYM > DQ C)ZLOO C)ZASYM C)ZLOO'CDZASYM DQ
0,889 0,811 0,078 -0,010

4 .Redundancia nas variaveis RP tP

R” > t° 0,566 0,1

5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN

RY > " 0 -0,323

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente
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Tabela 6. Validagdo do modelo de QSAR-MLR (n = 13) pelos parametros RQK

Critérios de aprovacéao (*)

1.Colinearidade entre variaveis Kyy Ky Kyy-Kx DK

Ky - K« > DK 0,369 0,266 0,103 0,000

2.Capacidade de predicao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,904 >0,5

3.Capacidade de predi¢gdo do modelo

Q%00 —Q%svm > DQ Q% oo Q%swm  Q%oo-QPasym DQ
0,904 0,842 0,062 -0,010

4.Redundancia nas variaveis RP t

R” > 0,558 0,1

5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN

RN > " 0 -0,323

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente

Uma vez que as etapas de robustez e validacao dos modelos de QSAR foram
atendidas produzindo resultados satisfatérios, o préximo tdpico esta relacionado a
aplicacdo dos modelos de QSAR obtidos pelas metodologias MLR e SVM na

predicdo de novos compostos.

5.1.3.4 — Proposta de Diterpendides Clerodanos (conforme Eq. 5.1-1)

Os modelos de QSAR obtidos por MLR e SVM foram aplicados a 113
diterpendides clerodanos extraidos da literatura referenciada no artigo cujos valores
calculados Y = plCsg e ICsp estdo relacionados na Tabela 7 (v. em Anexos, pg. 220).
Foram escolhidos como referéncia principal os resultados obtidos pelo QSAR-SVM,
que apresentou resultados globais ligeiramente superiores em relacdo ao QSAR-
MLR. Os resultados estao dispostos em ordem decrescente de plCsy (coluna tarjada
de cinza).

As Casearborinas A e B sdo as melhores classificadas, com plCsg = 7,07
(referéncia experimental: Casearina G, plCsp = 6,77). Além destas, é interessante
citar os grupos das Casearborinas A-E e a Casearina S. Estas substancias sao
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encontradas, respectivamente, na Casearia arborea (L.C.Rich.) Urban
Flacourtiaceae/Salicaceae, e Casearia sylvestris Swartz Flacourtiaceae/Salicaceae,
arvores encontradas em diversas regides do Brasil.

Esta condigdo proporciona a possibilidade de continuidade de estudos de
natureza experimental no Brasil, o0 que j& ndo ocorre com alguns dos demais
diterpendides classificados entre os 20 mais bioativos, que até o presente, s6 foram
encontrados em plantas da espécie Casearia no continente asiatico (Casearia
grewiifolia Vent. Flacourtiaceae/Salicaceae), Australia (Casearia grayi L. W. Jessup
Flacourtiaceae/Salicaceae), Suriname e Madagascar (Casearia lucida Hils. & Bojer
ex Tul. Flacourtiaceae/Salicaceae),

Como mencionado anteriormente a Casearina G foi modificada in silico
introduzindo flior e cloro como substituintes nas posicdes R' (carbono C2), R*
(carbono C6 experimentalmente identificado como uma posicdo sensivel as
alteracdes na bioatividade) e R® (carbono C7) (v. Figura 9). A Tabela 4 do Apéndice
1 reporta os valores obtidos preditos pelos modelos de QSAR MLR e SVM. Os
resultados do modelo de QSAR-SVM estdo tarjados em cinza em ordem
decrescente dos valores plCsy.

Verifica-se que existem oito compostos derivados da Casearina G,
especificamente Gv5, Gvi1, Gv13, Gvi2, Gv9, Gv3, Gv7 e Gv1, com predicao de
valores iguais ou maiores a ela, causados pelos substituintes nas posicoes
comentadas. Da-se especial destaque as substituicées de flior em R’ e R®, e cloro
em R' que geraram os maiores valores. Flior em R* (carbono C6) igualmente
causou um aumento da bioatividade predita, porém, o atomo de cloro nesta posicao
provocou uma reducao da bioatividade. Este topico sera revisto e reavaliado com
modelos de QSAR obtidos com analise conformacional na sub-secao 5.1.3.5, onde,
devido a maior acuracia dos modelos de QSAR-MLR e SVM, o &tomo de cloro
passa a ter maior importancia entre os substituintes.

Nao foram encontrados na literatura diterpendides sintetizados com a
incorporacao de atomos de flior ou cloro e que tenham sido ensaiados testando a
sua citotoxicidade. A Tabela 4 do Apéndice 1 redne assim alguns exemplos que

ficam como primeira proposta, em analogia a produtos naturais como a
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Camptotecina fluorada citada anteriormente e em linha com 0s objetivos deste
estudo, na proposta de novos agentes anticancerigenos.

5.1.3.5 — QSAR e Descritores — Estudo com Analise Conformacional

Nesta etapa do estudo, evidencia-se que compostos possuidores de residuos
altos mostram tendéncia de serem classificados como outliers (Casearina M no caso
anterior). Com a aplicacdo da analise conformacional um problema desta natureza
tem grande chance de ser superado. O segundo aspecto da analise conformacional
esta fortemente ligado a um aumento na acuracia da preditividade interna do modelo
de QSAR, aproximando o valor predito do valor observado no bioensaio.

O estudo se utilizou dos mesmos descritores. Os detalhes de como o novo
modelo QSAR é obtido ja foram mencionados em Material e Métodos.

A nova equacdao QSAR-MLR obtida para n = 18 esta representada a seguir:

pICso = + 0,088 (+ 0,007) RDF060m - 7,202 (+ 0,520) R8p - 0,047 (+ 0,004) Fuk5 +
13,335 (+ 0,613)

n=18 R2=0,991 s=0,054 F =502 p <0,0001 Q?=0,985 SPress = 0,070 SDEP
= 0,064 MSE=0,0023 (5.1-7)

O modelo de QSAR construido com SVM (n = 18) manteve a utilizagdo do
kernel Radial Basis Function (RBF). Um novo ajuste fino € requerido para se obter o
menor valor RMSE (Root Mean Square Error), relacionado aos melhores parametros
de regressdo empregando LOO (Leave-One-Out (Q%.00)). O melhor valor obtido foi
com o ajuste dos seguintes parametros: custo (ou capacidade) C = 10; extensao da
funcao radial RBF, y= 0,1 e a funcéo de perda ¢ = 0,0.

O gréfico da Figura 16 mostra a variagdo do RMSE em fungdo dos demais

parametros ¢ e v, e que define o melhor Q% po.cv = 0,969.
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Figura 16. (a) Q°.co.cv em fungédo da variagdo do parametro € mantendo constantes
C e v; (b) QLoo-cv em funcdo da variagdo do parametro Y mantendo constantes C e
e. Para o menor RMSE seleciona-se o valor Q?_oo.cv correspondente a 0,969.

Comparativamente ao valor Q% .0o.cv = 0,824 obtido para o0 modelo de QSAR-

SVM anterior (vide Figura 10), nota-se uma forte influéncia causada pela analise

conformacional no novo valor Q% oo.cv = 0,969 e menor RMSE.

Obtidas as equacdes de QSAR-MLR e QSAR-SVM, foram gerados os valores
de predicao interna listados na Tabela 9. Usando como referéncia a diferenca de
predicado entre modelos de QSAR do modelo anterior a andlise conformacional,
verifica-se que houve manutencdo na equivaléncia (dada pela proximidade dos
valores MSE) e aumento na acuracia de predicdao entre ambos os modelos de
QSAR, com MSE igual a 0,0023 (QSAR-MLR) e 0,0021 (QSAR-SVM).
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Tabela 9. Comparativo de predicao dos métodos MLR e
SVM aplicando analise conformacional

plCsp Y=pICso- . od

Casearina Observado calculado o8 e
Y-wr?  Y-svm®

A 6,00 6,04 6,04 0,01 -0,02
Aa 6,26 6,31 6,30 0,02 -0,04
B 5,07 5,13 512 0,00 -0,04
C 6,11 6,07 6,11 -0,04 0,11
D 5,74 5,77 5,74 0,03 0
E 5,33 5,31 533 -0,02 -0,08
G 6,77 6,69 6,68 0,01 0
H 6,41 6,45 6,41 0,04 -0,07
I 6,29 6,23 6,21 0,02 0,03
J 5,96 6,00 599 0,01 0,07
K 6,28 6,29 6,28 0,01 0,11
L 5,80 5,85 580 0,05 -0,04
M 5,75 5,72 571 0,01 -0,08
N 5,23 5,29 535 -0,06 -0,04
O 5,22 5,18 522 -0,04 -0,04
P 5,11 5,09 511 -0,02 0,02
Q 5,37 5,28 529 -0,01 -0,02
R 5,27 5,28 530 -0,02 -0,10

(a) R“= 0,991; MSE = 0,0023; (b) R”= 0,993, MSE = 0,0021; (¢) Ywr -Ysvm;
(d) residuo antes da analise conformacional.
A equacéo correspondente ao conjunto de treinamento n = 13 utilizada para a

predicao do conjunto de teste é dada a seguir:
plCso = + 0,089 (+ 0,009) RDF060m - 7,156 (+ 0,628) R8p - 0,047 (+ 0,005) Fuk5 +
13,337 (£ 0,790)
n=13 R>=0,992 s =0,057 F =376 p<0,0001 Q*=0,983 SPress = 0,084
SDEP =0,073 (5.1-8)
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Verifica-se nesta equagao uma sensivel melhoria dos parametros estatisticos
em relacdo a Eq.(5.1-6) obtida sem analise conformacional.

Os testes de robustez e validagdo dos modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM
sobre o conjunto externo serao discutidos na sub-se¢ao 5.1.3.7.

5.1.3.6 — QSAR - Outliers e Dominio de Aplicabilidade

O diagrama de Williams relativo aos resultados obtidos pelo modelo de
QSAR-MLR da Eq. (5.1-7) estéo reproduzidos na Figura 17. Estdo representados os
residuos padronizados no intervalo +3c das predicoes das 18 Casearinas do
conjunto de treinamento e de teste. Como pode ser verificado em relagdo a Figura
11 (pg.39), a Casearina M que era classificada como outlier, ap6s empregar um
conférmero que melhor representa a bioatividade experimental, passa a estar

contida no intervalo + 3c.
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Figura 17. Diagrama de Williams — Dominio de aplicabilidade das Casearinas
apos analise conformacional. Hat critico 3h = 0,923.

A Figura 18 mostra os resultados obtidos na predicdo interna e externa
aplicando os modelos de QSAR obtidos pelo método MLR e SVM apds analise
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conformacional. Verifica-se que, de forma geral, os modelos de QSAR tornaram-se
mais acurados tanto na predigédo interna como na predicao externa (vide Tabela 4 do
Apéndice 1 e Tabela 8 em Anexos, pg 223). Ambas as metodologias produziram

modelos de QSAR com valores preditos similares.

704 Casearinas (n=18) Conjunto de teste (Aa, K, L, M, Nj
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Figura 18. Valores plCsy observados e preditos pelos modelos de QSAR-MLR e
QSAR- SVMcontra células tumorais V79 ap6s emprego de analise conformacional
para alguns compostos.

5.1.3.7 — QSAR - Testes de Robustez e Validacao

361 o Leave-N-ouf! assim

Repetiram-se os procedimentos Y-randomization
como o critério de Eriksson-Wold®*®', avaliando a robustez do modelo de QSAR. O
teste de Y-randomization foi realizado com 300 iteracées (default do programa
MobyDigs) e 10 ciclos, resultando em 3000 iteragbes. Os seguintes valores do
intercept sdo usados como referéncia para aprovacido [a(R?) < 0,3 e a(Q?) < 0,05].
Os valores médios obtidos nos dez ciclos estdo abaixo destes limites e aprovam o

modelo. Segue-se o valor do Gltimo ciclo: a(R?) = 0,096 e a(Q?) = -0,991. O critério
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de Eriksson-Wold®® aplicado com 25 iteragdes aprova o modelo QSAR, ilustrado na

Figura 19.

Caseatinas n=13 .
R™=0.991

&%= 0935

Q:

Figura 19. Grafico dos valores R%e Q?em funcdo das randomizacdes da
bioatividade experimental ( Y-randomization) do modelo de QSAR-MLR
construido com a selecao de conférmeros.

Pelo critério, se a randomizacgéo produziu valor médio R%yang < 0,4 pode-se
considerar o resultado representado na Figura 19 como aceitavel e 0 modelo de
QSAR representado pela Eq. (5.1-7) suficientemente consistente neste critério.

O conjunto de compostos (n = 13) foi igualmente avaliado seguindo os
mesmos critérios anteriores e os valores que foram obtidos estao abaixo dos limites
fixados, o que aprova o modelo de QSAR Egq. (5.1-8). Seguem-se os valores do
altimo ciclo: a(R?) = 0,096 e a(Q?) = -0,991.

O teste Leave-One-Out (LNO) foi igualmente repetido com exclusdo de 4
amostras (30%) resultando Q?— Q% no< 0,1 com 10 repeticdes.

A validacao interna do conjunto é representada pelos resultados do método
bootstrap, em que foram realizados 5000 ciclos, resultando um valor final de
Q%001 = 0,984, que pode ser considerado préximo ao valor Q200 = 0,985 (Q%Loo —
Q%00t = 0,010 < 0,1).
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Para a validacdo externa repetiu-se a aplicagdo do critério Golbraikh-
Tropsha® ao conjunto de teste (Aa, K, L, M, N) com valores preditos pelos modelos
de QSAR- MLR e QSAR-SVM. Os parametros de validagéo estao relacionados na
Tabela 10.

Tabela 10. Validacdo do conjunto de teste n = 5 (Casearinas Aa, K, L, M, N)

Método RPwst RS R d®< 0,3 0,85< k<0,15 0,85<k'<0,15 MSE

MLR 0,992 0,987 0,988 0,0006 0,993 1,007 0,0023
SVM 0,944 0,999 0,999 0,0001 1,000 0,999 0,0014

(@ d =[R°-R;]/R* oud=[R*-R"]/ R’

Neste caso os valores MSE indicados na Tabela 10 sdo bem menores do que
no caso anterior (Tabela 4, sub-secao 5.1.3.3), e indicam que o modelo SVM gera
resultados melhores (MSE menor) que o modelo MLR. Aqui, entretanto, faz-se
necessaria uma ressalva. Como o objetivo de se aplicar duas metodologias esta
centrado fundamentalmente em se obter modelos de QSAR equivalentes entre si,
por razbes de consisténcia na predicdo interna de valores préximos, sugere-se
adotar os modelos de QSAR que geram predicao utilizando todo o conjunto de
compostos (n =18), com MSE = 0,0023 para modelo de QSAR-MLR e MSE =
0,0021 para modelo de QSAR-SVM. O modelo de QSAR-MLR (n = 18) apresenta o
mesmo valor MSE = 0,0023 para o modelo de QSAR-MLR ( n = 13). Nao foram
encontrados valores de ajuste dos parametros SVM, respectivamente (C, €) e (C, v)
para n = 13 compostos, tornando possivel uma equivaléncia dos modelos de QSAR
em questao.

Encontram-se a seguir os graficos decorrentes da aplicagdo do método de
validacdo Golbraikh-Tropsha®*, validando os compostos do conjunto de teste (Aa, K,
L, M, N) cuja predicao se deu pelo método MLR (Figura 20) e SVM (Figura 21).
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Figura 20. Representacdo grafica dos parametros de validacdo do modelo de
QSAR-MLR das Casearinas pelas equagdes (a) y = ax+b, y = kx, Ro?, (b) e y =
ax+b’ y =kx, R’
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Figura 21. Representacdo grafica dos parametros de validacdo do modelo de
QSAR-SVM das Casearinas pelas equacdes (a) y = ax+b, y = kx, R5, (b) e y =
ax+b’ y =kx, R’

Em relacdo a validacdo obtida anteriormente (Figuras 14 e 15) verifica-se
substancial melhoria mostrada pela maior proximidade de sobreposicao das retas, o
que foi gerado por valores melhores dos parametros R, R, R')>, k e k’ obtidos para
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o conjunto de teste. Os coeficientes das retas, respectivamente, ae b, a8 e b’ no
modelo de QSAR-MLR se aproximam mais dos valores étimos (a= 1, b = 0), porém
sao piores no caso do modelo de QSAR-SVM, compensados, contudo com a
proximidade dos valores dos demais parametros e atendendo aos critérios de
validacao.

Seguem-se os parametros e valores do modelo de QSAR-MLR avaliado pelas
funcées RQK de ajuste (RQK Fitness functions)®* do programa MobyDigs® que

igualmente validam o modelo. Vide Tabelas 12 e 13.

Tabela 12. Validagdo do modelo de QSAR-MLR (n = 18) pelos parametros RQK

Critérios de aprovacéao (*)

1.Colinearidade entre variaveis Kyy Ky Kyy-Kx DK
Ky - Kx > DK 0,346 0,223 0,123 0,005
2.Capacidade de predicao

Q%00 > Q°(Referéncia Q® > 0,5) 0,985 >0,5

3.Capacidade de predigcao do modelo Q%00 QPasym  Q%oo-Q%svww  DQ
Q%00 —Q%svm > DQ 0,985 0,974 0,011 0,000
4.Redundancia nas variaveis RP t

RP > t° 0,574 0,05

5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN

RN > tN 0 -0,233

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente.
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Tabela 13. Validagdo do do modelo de QSAR-MLR (n = 13) pelos
paradmetros RQK

Critérios de aprovacgao (*)

1.Colinearidade entre variaveis Kyy K Kyy-Kx DK
Ky - K« > DK 0,360 0,253 0,107 0,005
2.Capacidade de predicao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,983 >0,5

3.Capacidade de predicdo do modelo Q%00  Q%sym  Q%oo-Qsyw  DQ
QP00 -QPasyn > DQ 0,983 0,973 0,010 -0,001
4. Redundancia nas variaveis RP t

R > t° 0,563 0,05

5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN

RY> tN 0 -0,233

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente.

Atendidas as etapas de robustez e validagdo dos modelos de QSAR
produzindo resultados satisfatorios, pode-se aplicar os modelos de QSAR obtidos
pelas metodologias MLR e SVM a predicdo dos 113 compostos nesta nova
condigéo.

5.1.3.8 — Proposta de Diterpendides Clerodanos (conforme Eq. 5.1-7)

A predicao dos 113 diterpendides foi reavaliada com os modelos de QSAR-
MLR (Eqg. 5.1-7) e QSAR-SVM com 18 compostos, Tabela 11a,b,c, (v. em Anexos,
pg. 224). Como ja mencionado anteriormente, os modelos de QSARMLR (n=18en
= 13) e 0 QSAR-SVM (n = 18) se equivalem nas predicdes internas. A aplicacao dos
modelos de QSAR revela valores proximos em alguns casos, e distantes em outros
quando se comparam os valores ICs preditos pelas duas metodologias. Em geral os
valores ICso preditos pelo modelo de QSAR-MLR sdo menores do que os valores
preditos pelo modelo de QSAR-SVM.
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Varios podem ser os motivos contribuintes para as diferencas: (a) A estrutura
otimizada com o método semi-empirico AM1 nédo representa a melhor conformacéao
bioativa. (b) Um ou mais descritores ndo descrevem bem todas as estruturas.
(c) Diferencas introduzidas pelas peculiaridades dos préprios métodos, causadas por
um dos motivos anteriores ou ambos.

A diferenca de valores na predicao entre o modelo de QSAR-MLR e QSAR-
SVM foi usada para avaliar a correlacdo entre os modelos, representada nos
graficos da Figura 22. Nove compostos que apresentaram uma diferenca grande de
valores preditos entre os métodos, receberam o tratamento de outliers. Quando
eliminados, obtém-se: n = 104, R? = 0,972, F= 3543, p < 0,0001.

Diterpendides n=113 T

? 1 1 Diterpendides n=104
al i
70 :
PRI
g o "é .
] 65 “.5:...-
4 .. L
=74 = . L
% ‘1D a 6.0 :“i',s:
o J _ o s i
o 6 3 =3 | .. b
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i ] ..
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Figura 22. Correlagdo entre os modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM: (a) antes da
eliminagdo dos compostos do item 10, 20, 33 ,53 ,56, 261, 71, 106, 109 da Tabela
11 (v. em Anexos p. 224) e (b) apds eliminagao dos 9 compostos citados.

A discrepancia de valores na predicdo pode estar associada a hipétese da
incapacidade de um dos métodos ou de ambos, em descreverem estes compostos
com os descritores a eles associados classificando-os fora do Dominio de
Aplicabilidade. A inclusdo de um numero maior de conférmeros na andlise
conformacional dos compostos considerados como outliers pode, eventualmente,

mudar o enfoque.
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Como mencionado anteriormente, selecionaram-se alguns compostos para
fazer uma andlise in silico com os substituintes flGior e cloro nas posicdes R* ou R®
(v. fig. 9), de forma analoga ao que foi proposto com a Casearina G (v. Tabela 8 em
Anexos, pg. 223). Os resultados mostram que cloro na posicdo R* (composto Gv8)
gera valores preditos de bioatividade préxima ao valor experimental da Casearina G.
Notar que os resultados da Tabela 8 foram obtidos com modelos de QSAR MLR e
SVM construidos com analise conformacional. Isto gerou um modelo de QSAR mais
acurado, numa faixa de valores sem extrapolacdes, e com predicdes da Casearina
mais préximas ao valor experimental comparativamente ao resultado mostrado na
Tabela 4 contida no apéndice 1.

A correlagao obtida entre modelos de QSAR, para o estudo da Casearina G
substituida (Tabela 8, v. em Anexos, pg. 223) é dada no grafico da Figura 23.

Casearina G substituida em Rﬂ, R'e RS; n=13
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Figura 23. Correlagao entre os modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM
da Casearina G substituida (v. Figura 9). Grafico construido com os valores
numeéricos da Tabela 8 (v. em Anexos, pg. 223).
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Foram também exploradas algumas alternativas de forma similar a Casearina
G. Os compostos selecionados sdo a Casearborina A, Casearvestrinas A, Be C e
Caseamembrina A, que sao diterpendides originarios de oOrgaos de arvores
encontradas no Brasil. Sdo substancias que podem ser encontradas e extraidas,
respectivamente de Casearia arborea (L.C.Rich.) Urban e Casearia sylvestris Sw. A
Caseamembrina-A originalmente obtida das folhas de Casearia membranacea
Hance® (encontrada ao norte de Taiwan) foi também extraida de cascas de raizes
de Casearia sylvestris Sw. var. lingua, coletadas no serrado proximo a Brasilia, que
nos bioensaios mostrou atividade contra Tripanosoma cruzi, agente causador da
doenca de Chagas.®*® Assim, foram desenvolvidos in silico 40 compostos derivados
dos compostos de origem cuja acao antitumoral ou citotéxica em células V79 foi
predita pelos modelos de QSAR propostos, e que serao discutidos a seguir.

Os 12 compostos derivados da Casearborina A, Unico caso em que foram
feitas substituicdes em R* (carbono C-6) ou R® (carbono C-7), apresentaram valores
plCso preditos inferiores a propria Casearborina A, contudo, as substituicoes com
flior fazem com que sejam selecionados os derivados como candidatos a sintese
tanto em R* como em R®. As substituicdes feitas com cloro classificam os compostos
derivados com a menor bioatividade predita (Tabela 14, v. em Anexos, pg. 227).
Correlacao obtida entre modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM: n = 13; R = 0,973; F
=194; p < 0,0001.

Na Tabela 15 (v. em Anexos, pg. 228) encontram-se todos os derivados das
Casearvestrinas A, B e C com substituicdes simuladas apenas em R* (Carbono C-6),
que tiveram valores plCsy preditos melhores que os compostos de origem,
destacando-se novamente o fldor como o substituinte de maior influéncia na
bioatividade no caso das Casearvestrinas A e B. Na Casearvestrina C, o 6xido
acetilico foi o substituinte que influiu no melhor valor. Exceto nos casos em que
comparece cloro como substituinte, que apresentou o pior desempenho, todas as
trés Casearvestrinas tiveram seus valores de bioatividade predita abaixo dos demais
substituintes. Correlacdo obtida entre modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM:
n=24;R =0,995; F = 2425; p < 0,0001.
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No estudo dos derivados da Caseamembrina A, as substituicdes em R*
mostraram que o fllor teve na predicdo um valor semelhante ao plCsy da
Caseamembrina A e o cloro apresentou o pior desempenho (Tabela 16, v. em
Anexos, pg. 229). Correlagdo obtida entre QSAR-MLR e QSAR-SVM: n = 8; R =
0,991; F = 327; p < 0,0001.

Os graficos das figuras a seguir expressam os resultados das simula¢cdes com
os diterpendides anteriormente comentados pela atividade antitumoral, onde aqui se
chama a atencao para a equivaléncia de predicdo. A Figura 24 mostra o efeito do
substituinte na posicdo R* em cada uma das Casearvestrinas A, B e C.
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Figura 24. Efeito substituinte na posicdo R* (Carbono C6) nas Casearvestrinas
A,B, e C e equivaléncia de predi¢cdao entre modelos de QSAR-MLR (Yur) € QSAR-
SVM (Ysvm). (@) Os melhores resultados, considerando a proximidade de valores
preditos plCsp entre métodos, sao obtidos por todos os substituintes da
Casearvestrina A, (b) seguidos pelos da Casearvestrina B, e por fim (¢) os
substituintes OAc, H, e a prépria Casearvestrina C geram os piores resultados na
equivaléncia de predicao.
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A Figura 25 ilustra os resultados da Casearborina A substituida em R* e R®, e

Caseamembrina A substituida apenas em R*.

15_, Substituintes em R*- Casearborina A

piC,, Predita (v, )
@
1

15 oubstituintes em R* Casearharina A

@
k=
1

@
=
1

[
|

a@

pIC,, Predito (v )
z
1

a@
(=1
1

i
=1
|

.l
plC_, Fredito (¥

(a)

BA

] LF!:|

T

]

60 o

pIC,, Predito (Y,

.
H Cazearbaring A

T
G4 T.0 12

plC_ Predito (¥
(b)

BA 6.8

4 I'.1LF!)
_ Substituintes em B - Caseamembrina A

T

H Cazsamembrina &

MLFE

B |

T T E T E T E T E 1
sS4 36 5.8

pIC , Predito (Y

()

] LI’-:J

Figura 25. Efeito substituinte nas posi¢cdes R* (carbono C6) e R® (Carbono C7) na

Casearborina A e equivaléncia de predicao entre modelos de QSAR-MLR (Yur) €
QSAR-SVM (Ysvm). (@) Os melhores resultados, considerando a proximidade de
valores preditos plCso entre métodos, sao obtidos apenas pelos substituintes OAc e
OMe , excluidos os demais e a propria Casearborina A. (b) Verifica-se que ha boa
equivaléncia de predicdo para Cl, =O, OAc, Me, excluindo OMe, F e a prépria

Casearborina A.

equivaléncia de resultados apenas para Cl e a propria Caseamembrina A.

(c) Os substituintes da Caseamembrina A ndo mostram
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5.1.4 — Conclusao

O emprego de duas metodologias independentes, nominalmente, modelos de
QSAR construidos com Regresséo Linear Multipla (QSAR-MLR) e com Maquinas
de Vetores de Suporte (QSAR-SVM), expressam resultados satisfatoriamente
préoximos. Os resultados obtidos podem ser considerados como 0s primeiros
indicadores para realizagdo de novos bioensaios em células tumorais V79.

Mantendo os mesmos descritores, e aplicando andlise conformacional, foi
possivel produzir modelos de QSAR com predi¢édo interna mais acurada, o que se
reflete na predicéo externa. A influéncia maior ao se usar analise conformacional se
deu na reclassificacdo entre alguns dos 113 diterpendides, justificando o emprego
desta metodologia quanto a acuracia que teoricamente produziu nos modelos de
QSAR.

Apesar de nao poder ser dada uma interpretabilidade do modelo de QSAR-
MLR no sentido de propor uma hip6étese de mecanismo de interacao ligante-
receptor, considerando inclusive que o receptor é desconhecido, os descritores
utilizados capturam informagdes fisico-quimicas ligadas a conceitos conhecidos,
como forma molecular e polarizabilidade (R8p), reatividade da molécula na regiao da
superficie (Fuk5) e fornece um indicador dos atomos em posicao favoravel a
interacdo com atomos de um receptor pela fungéo de distribuicdo radial RDFO60m.

Os valores preditos pelos modelos de QSAR que sédo extrapolados ao maior
valor experimental (Casearina G: plCsg = 6,77; ICs0 = 0,17 umol/L), ndo devem ser
descartados, mas, considerados com parcimoénia, ndo tanto pelo valor em si, mas
porque alguns dos 113 compostos foram testados em bioensaios avaliando a sua
atividade com diferentes protocolos, mostrando propriedades antitumorais,
caracteristica intrinseca a muitos diterpendides.

Foi elaborada uma proposta de novos compostos desenvolvidos in silico, a
partir de seis diterpendides, a saber, Casearina-G, Casearborina-A, Casearvestrina
A, B e C, e Caseamembrina A. Foram escolhidos para avaliar a tendéncia na
variacdo dos valores plCsy conforme a substituicdo principalmente em R?
constatando-se que, em nivel tedrico, a posicdo R* mostra ser um centro que pode

influenciar no aumento ou reducdo da bioatividade, confirmando uma tendéncia,
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constatada em ensaios experimentais.”® O presente estudo in silico ndo esgota as
possibilidades, e a analise pode ser estendida a qualquer um dos compostos da
Tabela 11 (v. em Anexos, pg. 224) ou a novos diterpendides clerodanos da
literatura, uma vez que esta contém a identificacdo de aproximadamente 800
compostos extraidos e purificados com estruturas certificadas por analises
espectroscépicas. '®

A finalidade dos modelos de QSAR desenvolvidos estd na predicao de
diterpendides que foram extraidos de produtos naturais (no caso de érgaos de
plantas). A literatura disponibiliza um banco de dados de diterpendides que cobre
um periodo de aproximadamente 20 anos, onde a metodologia proposta pode ser
aplicada, assim como os modelos de QSAR que atenderam a todos os critérios de
validacdo. Os resultados obtidos neste estudo podem ser usados como base de
partida e como indicadores para novas avaliagdes tanto tedricas como

experimentais.
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5.2 — Dibenzoilidrazinas — Inseticida contra Chilo suppressalis
(Walker) Lepidoptera, Noctuidae
5.2.1 — Introducao

A lagarta Chilo suppressalis, pertencente a ordem Lepidoptera, conhecida na
Europa e no Brasil por lagarta do arroz ou broca-do-colmo-do-arroz (rice stem borer),
€ conhecida pelas perdas causadas no cultivo deste produto agricola.

Esta pesquisa se utiliza dos dados experimentais obtidos por Oikawa et al.?*
que mediram a atividade larvicida de 1-fert-butil-1-(2-clorobenzoil)-2(benzoil
substituido) idrazinas na presenca do sinergista butéxido de piperonila, um inibidor
de metabolismo oxidativo. A utilizacdo de sinergistas € um recurso quimico para
determinar os mecanismos envolvidos na resisténcia de insetos pelo mecanismo de
seu metabolismo ou detoxificacdo. O inseto se utiliza do mecanismo para modificar
ou detoxificar o inseticida de forma a prevenir a sua acao no sitio alvo, convertendo-
o através de processos metabdlicos em uma substancia néo téxica.®

O estudo contribui com o desenvolvimento de modelos de QSAR empregando
analise conformacional para obter modelos de QSAR mais acurados na predicao
interna.

Utilizando o método de similaridade molecular por distancia euclidiana,
conseguiu-se identificar compostos de um conjunto de conférmeros de compostos
com valores experimentais conhecidos. Este conjunto é utilizado como pseudo blind
set para avaliar as possibilidades de acérto do método na escolha do conférmero
bioativo, quando aplicado na proposicdo de novos compostos contra C.

suppressalis.

5.2.2 — Métodos

Oikawa et al.?*

sintetizaram 67 dibenzoilidrazinas (DBHs) e elaboraram alguns
estudos de QSAR com o propédsito de avaliar o efeito substituinte  das
dibenzoilidrazinas mono substituidas no anel A (X,=2-Cl) e di-substituidas nos anéis

A e B (Figura 26).
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Figura 26. Dibenzoilidrazina — Estrutura geral. 2*

Em relagdo ao conjunto original de compostos (n = 67) da literatura® foram
eliminados 9 integrantes em funcao dos valores pLDsg serem muito baixos. Assim, 0
estudo de QSAR foi desenvolvido com 58 compostos. Empregou-se analise
conformacional, selecionando os conférmeros que melhor representam o valor
experimental obtido. Os detalhes do procedimento estdo descritos em Material e
Métodos.

Os compostos (n = 30) da Tabela 17 (v. em Anexos, pg. 230) correspondem
ao conjunto de treinamento (n = 22) e o conjunto de teste (n = 8) para validacao
externa. O pseudo blind set de 28 compostos consta da Tabela 22 (v. em Anexos,
pg. 231).

A atividade larvicida das dibenzoilidrazinas no modelo de QSAR é dada por
pLDsp, onde LDsy (mmol/inseto) é a concentragédo do composto causando letalidade

a 50% das larvas. Este estudo ndo explora a aplicacao do método SVM.

5.2.3 — Resultados e Discussao
5.2.3.1 — QSAR e Descritores

O modelo de QSAR obtido com os 30 compostos usados como conjunto de
treinamento contém trés descritores calculados pelo programa DRAGON (PCD,
RNCG e H8u), e é representado pela Eq.:
plCso = - 0,098 (£ 0,006) PCD - 6,659 (+ 0,761) RNCG + 6,516 (+ 0,295) H8u +
7,473 (£ 0,328)
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n=30 R?=0,996s=0,052 F =2413 p < 0,0001 Q®>= 0,995 SPress = 0,059
SDEP = 0,056 MSE = 0,0024 (5.2-1)

O descritor PCD (difference between multiple path count and path count) é
definido como a diferenga entre 0 numero convencional da ordem de ligagao (pilD) e
a contagem total da trajetéria TPC (total path count). TPC é o numero total de
trajetos de qualquer comprimento (de 0 até o maior comprimento de ligagdo) no
grafico da molécula. A ordem de ligacao pilD é o numero total de trajetos aos quais
um peso é atribuido. O pilD é obtido pela soma dos pesos de todos os trajetos de
qualquer comprimento no grafico. O programa Dragon aplica a transformacéao
logaritmica log (1+x) a contagem total das trajetérias TPC e o niumero de ordem de
ligacdo pilD*”. Nos valores numéricos, portanto, estd embutida uma descricdo
grafica da molécula considerando as ordens de ligagdo. Os valores numéricos séao
muito semelhantes e constantes nao variando com a conformacéo.

RNCG (Relative Negative Charge)*’®” é um descritor associado a carga
parcial de superficie, e € dado pela relacdo do atomo de carga mais negativa
dividido pela soma da carga negativa total. Portanto, RNCG representa uma fracao
da carga negativa da molécula. Este valor varia muito pouco entre conférmeros de
um mesmo composto dos compostos aqui empregados e pode ser considerado
constante. RNCG varia apenas de composto para composto.

O descritor H-GETAWAY H8u (GEeometry, Topology and Atom-Weights
AssemblY, H autocorrelation of lag 8/unweighted)®, esta baseado em uma matriz
de leverage chamada MIM (Matriz de Influéncia Molecular) semelhante a definida
em estatistica e usualmente empregada para diagnésticos de regressao.

A matriz MIM denotada por H é calculada a partir da matriz M de coordenadas

cartesianas da molécula como

H=M-M"M)"-M" (5.2-2)

Onde o sobrescrito T representa a matriz transposta de M. Trata-se de uma matriz
simétrica AxA, onde A representa o numero de atomos com as seguintes

propriedades matematicas
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A _ A
O<hj<t > h =D h=D/A D=120u3 >h; =0
i=1 i=1

onde h denota elementos da matriz de influéncia, D é uma classificagdo da matriz M

igual a 1, 2 e 3, respectivamente para moléculas lineares, planares e moléculas-3D,

e h é um valor médio dos termos da diagonal.

Os elementos diagonais h;j sdo chamados de leverage, codificam informacéao
atébmica e representam a “influéncia” de cada atomo na determinagédo da forma de
toda a molécula. Cada elemento da diagonal h; representa o grau de acessibilidade
do j-ésimo atomo interagir com o i-ésimo atomo, ou, a atitude dos dois atomos
considerados, de interagirem entre si. Sinal negativo dos elementos fora da diagonal
representa que os dois atomos ocupam regides moleculares opostas com respeito
ao centro e portanto, o grau de interacdo mutua deve ser baixo.

Os valores de leverage sao bastante sensiveis as mudancgas conformacionais
e a comprimentos de ligacbes dos tipos atbmicos e da multiplicidade de ligacdes.
Estes dois ultimos aspectos, comprimento de ligacdao e multiplicidade de ligacoes
sao contemplados pelo descritor PCD anteriormente descrito, mas na sua forma de
céalculo pelo programa Dragon, mantém-se constante para diferentes conférmeros
como ja comentado.

O descritor H-GETAWAY de auto-correlacdo H8u é resultante da equacao a

seqguir

A-1
Hw) = S 3 by -wow, - 8kidyshy)  k=1,2,...,d (5.2-3)

i=l j>i

onde d; é a distancia topoldgica entre atomos i e j e d € o didmetro topoldgico. A

fungéo o(k; dj; hj) é a funcdo delta de Dirac definida por

6(k, dij; hij) =1se dij =ke hij >0 e 5(k, dij; hij) =0se dij ke hij <0
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e W, e w; sdo 0s pesos (weights) dados por propriedades fisico-quimicas como
massa atdmica, polarizabilidade, eletro-negatividade, volume atémico de van der
Waals, e o0 peso unitario, caso presente na Eq. (5.2-1).

Tomando por base as caracteristicas dos descritores, os compostos estao
descritos considerando: a distribuicdo atbmica dos &tomos na molécula e as ordens
de ligacdo (PCD); a eletro-negatividade da molécula numa determinada regido
baseada no atomo mais eletro-negativo (RNCG), e a geometria 3D da molécula
(H8u) assumida na sua forma bioativa.

Os coeficientes extraidos da matriz de correlacdo de Pearson entre
descritores sdo os seguintes: RNCG/H8u (0,116), RNCG/PCD (0,011), H8u/PCD
(0,189). Correlacao entre bioatividade e descritores: pLDso/H8u (0,901), pLDso/PCD
(-0,729) e pLDsy/RNCG (-0,486).

A Tabela 17 (v. em Anexos, pg. 230) reune os valores preditos pelo modelo
de QSAR da Eq.(5.2-1) antes e apds analise conformacional, onde o residuo gerado
pela diferenga na predicdo do valor experimental e predito de cada composto esta
tarjado em cinza.

Os compostos da Tabela 17 (v. em Anexos, pg. 230) foram divididos em
conjunto de treinamento (n = 22) e conjunto de teste (n = 8) empregando processo
de selecao randdémica do aplicativo MDM. O modelo selecionado esta representado
pela Eq. (5.2-4).

pLDso = - 0,099 (+ 0,009) PCD — 6,586 (+ 0,976) RNCG + 6,543 (+ 0,343) H8u +
7,479 ( 0,412)

n=22 R®=0,994s=0,055 F=1112 p<0,0001 Q?=0,992 SPress = 0,069
SDEP = 0,064 MSE = 0,0025 (5.2-4)

A escolha do melhor modelo foi feita pelo maior resultado de predicéo externa
Q% = 0,995 e com MSE =0,0021 do conjunto de teste.
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5.2.3.2 - QSAR - Outliers e Dominio de Aplicabilidade

Os resultados de predicao obtidos apo6s analise conformacional empregando
a Eq. (5.2-4) foram utilizados na construcao do diagrama ou grafico de Williams para
avaliar o dominio de aplicabilidade do conjunto de treinamento e teste, ilustrado na
Figura 27.

Dibenzoilidrazinas contra Chilo suppressalis
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Figura 27. Diagrama de Williams — Dominio de aplicabilidade das dibenzoilidrazinas

contra Chilo suppressalis. Os compostos D20 e D43 do conjunto de treinamento e
D7 e D10 do conjunto de teste, estdo classificados fora da classe quimica dos
demais compostos, denotados pela linha vertical 3h = 0,545.

O valor leverage (hat) acima de trés vezes o valor critico (3h), pode
representar uma extrapolagdo ao modelo e a predicdo ndo ser confiavel. No
presente caso 0s residuos sdo muito baixos e os valores experimentais estdo muito
préximos aos preditos. Ao eliminar-se todos os quatro compostos em questao,
ocorre uma alteracao desfavoravel nos parametros estatisticos significando a piora
do modelo de QSAR. Portanto, € mais conveniente preservar a diversidade dos
compostos no conjunto. O grafico da Figura 28 mostra o resultado comparativo das
DBHs com estruturas otimizadas obtidas com o método semi-empirico AM1, e a
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melhoria significativa obtida apds uma selecdo de conférmeros que melhor

representam os compostos na reproducao do valor experimental.

804 Dibenzoilidrazinas contra Chilo suppressalis (N=30)
e -
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7.0 D61
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Figura 28. Valores de letalidade pLDsy observados e preditos de DBHs contra Chilo
suppressalis. Em vermelho, estruturas otimizadas pelo método AM1 antes da analise
conformacional. Em azul estdo os compostos de teste (n = 8) na condicdo AM1 e
campo de forca MMFF94 ou Dreiding modificado apds anélise conformacional.

5.2.3.3 - QSAR - Testes de Robustez e Validacao

A robustez do conjunto de compostos n = 30 foi avaliada com os métodos Y-
randomization®*®' e Leave-N-Out®' O teste Y-randomization foi realizado com 300
iteracdes e 10 ciclos, resultando em 3000 iteragdes. Os valores do intercept usados
para a aprovacdo do modelo sempre ocorreram abaixo dos valores limites
a(R% < 0,3 e a(Q% < 0,05. Segue o valor final do Gltimo ciclo: a(R?) = 0,154 e a(Q?) =
-0,270. Empregando o critério Eriksson-Wold®®, foram feitas 25 iteragbes para a
determinacdo de R? e Q? utilizando o programa da ref. [61], obtendo-se o grafico da

Figura 29 que apresenta resultado satisfatorio, dando consisténcia a Eq. (5.2-1).
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Figura 29. Valores R? e Q2 obtidos em fungdo da randomizagao
dos valores pLDsy experimentais.

A randomizagédo produziu valor médio R? yng < 0,4. Considerando o critério
anterior adicionado ao resultado presentemente obtido, pode-se considerar a Eq.
(5.2-1) consistente, gerando assim um modelo de QSAR aceitavel neste critério.

A validagédo interna do conjunto pelo método bootstrap, utilizando 5000
iteragdes, resultando em um valor final de Q%00t = 0,994 que comparado a Q% oo =
0,995 mostra a validacgdo da predicéo interna da Eq.(5.2-1).

Empregando o critério Leave-N-out, foram eliminados 15 compostos (50% do
conjunto n = 30) obtendo-se um resultado Q% — Q%.no < 0,1 para 10 repeticdes.

Aplicando-se os critérios para o conjunto de treinamento n = 13 usado para
validacdo externa do conjunto de teste obtiveram-se no teste de randomizacéo
valores a(R?) < 0,3 e a(Q?) < 0,05 com os seguintes valores no final do Gltimo ciclo:
a(R% = 0,150 e a(Q®) = -0,290.

Para a validagdo externa foi aplicado o critério de Golbraikh-Tropsha® cujo
resultado esta representado nos gréaficos da Figura 30 assim como os parametros

associados ao critério.
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Figura 30. Representacao grafica dos parametros de validagdo do modelo de
QSAR Eq. (5.2-4) das DBHs pelas equacdes (a) y = ax+b, y = kx, (b) y = ax+b’
ey=kx

A sobreposicdo das retas em ambas as figuras é conseqiéncia da
proximidade dos valores entre si de R, R e R’/ e k, k’ ao valor ideal 1, assim
como os coeficientes a e a’ estdo proximos a 1 e b e b’ mais proximos a zero,
respectivamente nas equagdes y = ax+b (Fig. 30a) e y = ax+b’ (Fig. 30b). Esta
condicao mostra que o modelo de QSAR da Eq. (5.2-4) é apropriado para predi¢cdes
externas segundo o critério empregado.

Empregando-se o critério de validacdo das funcdes de ajuste RQK (RQK
Fitness functions) do programa MobyDigs dos modelos de QSAR Eq.(5.2-1 e 5.2-4),

obtiveram resultados que aprovam os modelos (Tabelas 18 e 19).
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Tabela 18. Validagdo do modelo de QSAR-MLR (n = 30) pelos pardmetros RQK
Critérios de aprovacao (*)
1.Colinearidade entre variaveis K K Kyy-Kx DK

Xy X
Ky - K« > DK 0,531 0,303 0,228 0,000
2.Capacidade de predigao
Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,995 >05
3.Capacidade de predi¢cdo do modelo
Q2LOO _QZASYM > DQ c)ZLOO Q2ASYM c)ZLOO'()2ASYM DQ
0,995 0,993 0,002 -0,005
4 Redundancia nas variaveis RP t
R > t° 0,045 0,0
5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN
RN > tM 0 -0,323

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente

Tabela 19. Validacdo do modelo de QSAR-MLR (n = 22) pelos parametros RQK
Critérios de aprovacao (*)

1.Colinearidade entre variaveis Kyy Ky Kyy~-Kx DK

Ky - Ky > DK 0,448 0,185 0,263 0,000

2.Capacidade de predicao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,993 >0,

3.Capacidade de predi¢cdo do modelo

QZLOO _QZASYM > DQ QZLOO QZASYM QZLOO'QZASYM DQ
0,993 0,981 0,012 -0,005

4 Redundancia nas variaveis RP t

R >t" 0,086 0,0

5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN

RM > " 0 -0,3283

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente

Atendidos os requisitos de robustez e validacdo dos modelos de QSAR, o
préximo passo é a sua aplicacdo ao conjunto de compostos N = 28 que sera usado
como um pseudo blind set, tratado no préximo tépico.

5.2.3.4 — Proposta de Novos Compostos

Considerando que os modelos de QSAR expresso pelas Eqg. (5.2-1) e
Eq.(5.2-4) s&o equivalentes utilizando o erro médio quadratico MSE como
parametro, empregou-se a Eq. (5.2-1) para fazer a predicdo dos 28 compostos

cujas geometrias foram inicialmente otimizadas com o método semi-empirico AM1, e
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relembrando que integram o conjunto de 67 compostos que foram testados com o
mesmo protocolo. O resultado da predigdo encontra-se na Tabela 20 (v. em Anexos,
pg. 231), onde pode-se verificar através dos residuos que os valores preditos estéo,
com poucas excec¢des, muito distantes dos valores experimentais. A Figura 31
mostra o resultado graficamente. O composto D40 destacado na figura recebeu a
pior predicao e voltara a ser comentado mais adiante.

9.5 - Q5AR DBH - Blind set n=28

2
9.0 C40

plC_, Predito

pLD_, Ohs
pLD_, Pred (AM1)

T T T T T T T T T T 1
5.0 33 6.0 6.5 10 1.5 §.0

plcm Dhserado

—_—

Figura 31. Representacao grafica dos resultados de predi¢do do
modelo de QSAR para as 28 dibenzoilidrazinas.

Considerando que o modelo de QSAR em questdo é resultado de um
conjunto com poucos compostos, contudo, apresentando consisténcia dada pela
analise de robustez e validagao, a causa deste desempenho ruim pode estar contida
na hipétese de que o conférmero obtido com a otimizacdo da geometria com AM1
nao corresponde a conformacao bioativa. Precisamente neste aspecto este estudo
substitui esta premissa. Pela hipdtese, deve haver uma conformacdo mais
apropriada que os descritores possivelmente descreverdo com valores que melhor a
representam na predicao de sua bioatividade.

Geradas as conformacdes dos compostos e empregando o procedimento de
similaridade molecular por distancia euclidiana descrito em Material e Métodos,
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obtiveram-se os valores preditos listados nas quatro ultimas colunas na Tabela 20 (v.

em Anexos, pg. 231) e graficamente ilustrados na Figura 32.
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Figura 32. Representacao grafica e comparativa dos resultados de predicdo do
modelo de QSAR para as 28 dibenzoilidrazinas em relacédo as conformagdes com
AM1 (quadrados vermelhos) e apds selecdo de conférmeros (circulos pretos e
triangulos).

Os valores de predicao obtidos para os conférmeros representados pelos
circulos pretos, selecionados por analise conformacional, mostram grande
proximidade com os valores experimentais exceto para os compostos D27, D28, D42
e D51. Estes quatro compostos mostram residuos altos, que se pode atribuir a duas
possiveis causas: (a) os descritores ndo conseguem descrever estas estruturas
adequadamente; (b) apesar de cada composto ter 50 conformagdes no conjunto, a
conformacao que melhor representa o valor pLDsy ndo esta contida.

A Figura 33 ilustra a predicao do modelo de QSAR para os conférmeros do
composto D28, tomado como exemplo, onde se verifica uma relagéo linear crescente
de pLDsy com H8u, e o valor aproximado que o descritor H8u assumiria caso esta

conformacéo existisse. Analise similar foi estendida aos compostos D27, D42 e D51.
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Figura 33. Representagéo da variacdo de valores pLDsy em funcdo do descritor H8u
para o composto D28. Valor estimado de H8u (= 0,319) atribuido a conformacao
bioativa (pLDso-exp = 5,32)

Foi feita uma tentativa, para cada um dos quatro compostos de se encontrar
uma conformacdo que fosse proxima da bioativa mas, sem sucesso. Aplicando a
Eq.(5.2-1 e 5.2-4) ao conjunto de 28 compostos antes da busca conformacional,
obtém-se valores estatisticos muito ruins (n = 28, R? = 0,259, MSE = 0,866), e 0s
valores preditos correspondentes estdo na Tabela 20 (v. em Anexos, pg. 231). Ao
executar-se uma analise conformacional, ocorre uma melhoria substancial, como
mostram os indicadores estatisticos: n = 28, R? = 0,786, MSE = 0,0874. Porém,
0s 4 compostos mostram ter grande influéncia no resultado, quando eliminados do
conjunto, a Eq. (5.2-1) ou Eq.(5.2-4) gera os seguintes valores mostrando melhoria
substancial: n =24, R® = 0,973, MSE = 0,0075.

Verifica-se para os 24 compostos uma boa aproximacao dos valores pLDsg
observados e calculados, resultado s6 possivel de ser obtido pela anélise de
conférmeros.

Outro aspecto favoravel decorrente da analise conformacional € a anélise de
outliers. Tomando como exemplo D40 (v. Fig. 32), composto que pode ser
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considerado pelo seu residuo inicial um outlier, e que pode ser integrado ao conjunto
ao se selecionar o conformero que melhor representa a bioatividade.

Como o blind set simboliza a proposta de novos compostos cujo valor
experimental na realidade é desconhecido, este estudo utiliza o método de
similaridade molecular por distancia euclidiana numa tentativa de se identificar o
melhor conférmero que melhor reproduza o valor experimental. O desempenho do
método de similaridade aplicado a estes compostos é medido arbitrando um valor
pLDso de referéncia como segue.

Baseado em um valor experimental médio pLDsy = 6,00 do conjunto de
treinamento, adotou-se pLDsg = 6,50, ou seja, um pouco acima do valor médio,
como valor de referéncia para avaliar os resultados de desempenho de predi¢cdao do
modelo de QSAR para novos compostos simulados pelo pseudo blind set:

a) Compostos que tiveram predicao com residuo acima do objetivo < 0,10: 7.

b) Compostos com residuo no intervalo -0,10 <0 < +0,10: 21.

¢) Conférmeros identificados pelo indice de similaridade molecular por distancia
euclidiana com predicdes contidas no intervalo 6,50 < pLDsy <7,67: 13.

d) Identificacdes de conférmeros falso-positivos (pLDsg incorretamente = 6,50): 3.

e) Identificacdes de conférmeros falso-negativos (pLDsg incorretamente < 6,50): 2.

f) Compostos corretamente excluidos (pLDsg < 6,50): 10.

Taxa de acérto obtido considerando os acertos de incluséo e exclusao: 80%.
Um resultado considerado favoravel neste caso especifico de proposicao de novos
compostos.
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5.2.4 — Conclusao

Mostrou-se que o emprego de um modelo de QSAR construido com analise
conformacional, validado e robusto, € mais favoravel na predi¢do interna. Porém,
alguns problemas podem surgir, influindo individualmente ou, em conjunto:

(a) Os descritores tém uma boa correlagdo com a bioatividade no conjunto
dos compostos, mas ndo descrevem bem todos os integrantes, podendo nédo ser
adequados para a descricdo do espaco conformacional de determinado composto
(vide Fig. 33 como exemplo).

(b) Mesmo havendo um conjunto de conformagdes em numero razoavel, a
populacao de conférmeros podera ser insuficiente, exigindo refinamento da analise,
0 que significa aumentar a quantidade de conférmeros.

(c) O método de similaridade empregado ndo consegue identificar todos os
melhores conférmeros corretamente, ou seja, os mais proximos da conformacgéo
bioativa.

A similaridade molecular por distancia euclidiana neste estudo deu um
resultado de acérto de 80% dentro do critério adotado, possibilitando um bom
aproveitamento dos compostos propostos, caso ndao fosse este um exemplo de

simulagéo.
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5.3 —Dibenzoilidrazinas — contra Leptinotarsa decemlineata (Say)
Coleoptera, Crysomelidae
5.3.1 — Introducao

O escaravelho da batata (Leptinotarsa decemlineata) € uma das pragas que
afetam a cultura da batata. A perda da area foliar reduz a capacidade da planta em
produzir hidratos de carbono para os tubérculos, o que se traduz numa quebra da
producdo final, bem como na reducdo da qualidade da batata produzida.
Considerando a sua enorme capacidade de reproducédo (2 a 3 geracdes anuais),
associada a sua extrema voracidade, dibenzoilidrazinas podem ser fortes candidatas
como agentes larvicidas considerando as caracteristicas ecoldégicas que lhes sao
atribuidas.

A atividade larvicida foi medida por Nakagawa et al.?®> numa série de N,N'-
dibenzoil-N-t-butilidrazinas sintetizadas, tendo varios substituintes no anel A, perto
do grupo fert-butila. O anel B nao foi substituido (Figura 34) e (v. em Anexos Tabela
21, pg. 232).

\
‘ A i-Bu 0
/ / N\
Xn H

Figura 34. Estrutura geral das N,N’-dibenzoil-N-t-butilidrazinas

Os efeitos dos substituintes foram analisados pelos autores, empregando
varios modelos de QSAR classicos®, com o objetivo de explicar a sua influéncia
em funcéo das posi¢des orto, meta ou para na atividade larvicida. A acao de muitos
destes compostos foi testada em ensaio anterior®® contra Chilo suppressalis
Lepidoptera, mostrando que as atividades pesticidas governadas pelas propriedades
fisico-quimicas sao distintas entre 0s compostos que agem sobre larvas da espécie
Lepiddptera e Coledptera.
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5.3.2 — Métodos

Os modelos de QSAR desenvolvidos por Nakagawa et al.?®

empregaram 0s
descritores: (a) Vw (parametro de Bondi para o volume de van der Waals); (b) B, e

Bs que correspondem a dois dos parametros STERIMOL de Veloop); (¢) n™% e

(nmeta)Z (

parametro hidrofébico para substituintes na posicdo meta); (d) LogP
(coeficiente de particdo octanol/agua); (€) lpara (um pardmetro indicador de
substituintes na posicdo para); (f) Inui (pardmetro indicador de compostos
multisubstituidos). Desenvolveram cinco modelos de QSAR diferentes,
especificamente por grupo de substituintes, avaliando as influéncias com a atividade
larvicida.

Foram utilizados alguns dos descritores acima numa tentativa de preservar
parcialmente um dos modelos de QSAR desenvolvidos por Nakagawa et al®®,
porém, introduzindo um novo descritor, cujos valores variam com a conformacao, e
desenvolver um modelo de QSAR dentro do escopo deste estudo. Como no caso do
estudo da secado anterior, através da analise conformacional se busca obter um
modelo de QSAR com predi¢do interna mais acurada, mas também utilizando-o
como modelo para simular a predicdo de novos compostos.

O conjunto de dibenzoilidrazinas é integrado por 46 compostos mono-
substituidos no anel A (Figura 34). Este conjunto foi dividido em conjunto de
treinamento (N = 30), (Tabela 21, v. em Anexos, pg. 232) e conjunto de teste
simulando novos compostos (pseudo blind set, n =16).

Foi utilizado o indice de Carb6® para avaliar a similaridade molecular,
identificando-se conférmeros dos compostos do pseudo blind set (n = 16) com
valores experimentais conhecidos para avaliar a possibilidade de acerto do método.

|90

O método de similaridade molecular de Carb6 et a se baseia no valor

maximo obtido pela sobreposicdo das densidades eletrbnicas das moléculas:

[ pur)py(ryr

R = ] 1
(] pA<r>2dr))A (] p3<r)2dr)4

(5.3-1)
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Onde p,(r) e p,(r) sado as densidades eletrbnicas das moléculas A e B,

respectivamente. A sobreposicdo entre as densidades eletrbnicas das duas
moléculas é estimada pelo numerador, e o0 denominador fornece o fator de
normalizag&o cujo indice varia de 0 a 1, onde 1 representa a maior similaridade. O
célculo foi feito pelo programa APBS®".

No caso, o pseudo blind set simula a proposta de novos compostos. A
atividade larvicida das dibenzoilidrazinas no modelo de QSAR é dada por pLDso,
onde LDsy (mmol/inseto) é a concentragdo molar que provoca a letalidade em 50%
das larvas, e pLDsy = Log(1/LDsg). Os compostos do blind set que estavam fora do
intervalo arbitrado (-0,10 < pLDsp.ops — PLDso-preg < 0,10) foram submetidos a analise
conformacional.

Demais pormenores da metodologia aplicada estdo descritos nos tdpicos da
secao 4. O método de regressdo SVM como segundo método e independente do

método MLR, foi igualmente aplicado.

5.3.3 — Resultados e Discussao
5.3.3.1 — QSAR e Descritores

O modelo de QSAR desenvolvido com Regressédo Linear Multipla (MLR) com

os 30 compostos como conjunto de treinamento esta representado na equacgao:

pLDso = + 0,115 (+ 0,041) V,,°™ + 0,622 (+ 0,105) n™*® — 1,181 (+ 0,065) ABs — 1,039
(£ 0,127) lasss — 3,729 (£ 0,458) Mor23p + 3,475 (+ 0,251)

n=30 R®=0,992 s=0,087 F=607 p<0,0001 Q?=0,990 SPress = 0,101
SDEP = 0,092 MSE = 0,006 (5.3-2)

O descritor Mor23p pertence a familia de descritores 3D-MoRSE (3D-
Molecule Representation of Structures based on Electron diffraction) é calculado pelo
programa DRAGON, e varia significativamente com as conformagdes de cada um
dos compostos. Desenvolvido por Schuur et al.%, deriva da equagéo para difragao
de elétrons. Uma primeira investigacao para se avaliar reconhecimento de padrdes
quimicos em estudos de relacdo estrutura-atividade foi feita por Soltzberg e Wilkins®®
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que partem da equacao de difracdo eletrénica modificando-a para chegar a equacao
a segquir, transcrita como empregada pelo programa DRAGON:

nAT nAT sen(s.r.
Morsw=1(s) = Z ZWin sentsiry) (5.3-3)
i=1 j=i-1 S

onde w representa a propriedade , r, a distancia entre os atomos i e j, e nAT o

namero de atomos da molécula. O parametro s mede o angulo de espalhamento
dado por s = 4msen(d2)/A onde €€ o angulo de espalhamento e A 0 comprimento de
onda do feixe de elétrons. Em Morsw, w é representado pela polarizabilidade p e
s €& calculado no intervalo que vai de 0 a 31 e para s = 0 a razao de espalhamento é
assumida como sendo igual a um. No presente estudo s = 23.

Pelo parametro =, introduzido em estudos QSAR por Hansch-Fujita®®, calcula-
se a lipofilicidade do substituinte dada por

7. =logP, , —logP, , (5.3-4)

onde Py € o coeficiente de particdo octanol/agua, Pr.x € o coeficiente de particao do
composto para o substituinte X, e Prpy corresponde ao coeficiente de particao do
composto sem o substituinte, onde H representa o &tomo de hidrogénio.

Os parametros estéricos STERIMOL de Verloop estao ilustrados na Figura 35.
Seis parametros sao usados para definir a forma do substituinte na molécula: L, B
até Bs, By definindo uma distancia minima a partir de um atomo o do substituinte

gue o conecta ao resto da molécula, e Bs uma distancia maxima e ortogonal a L.
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(a) (b)
Figura 35. Representagéo grafica dos parametros STERIMOL de Verloop, L € By a
Bs. Representam a projecdo de um substituinte (a) ao longo do eixo x=L; (b)
perpendicular ao eixo de substituicdo, eixo x (perpendicular ao plano do papel).
Desenho baseado na pg. 48 da ref. [3].

Todos os parametros de largura B sao ortogonais ao comprimento L de um
substituinte, compreendendo entre eles um angulo de 90°. Nakagawa et al®®
definiram os valores dos parametros STERIMOL B4 e Bs como AB1 e ABs em relagao
ao hidrogénio, descontando 1 do valor tabelado.’® Assim, o valor de Bs do atomo de
Cl na posi¢ao para corresponde a 1,80. Valor usado por Nakagawa et al.?*:

1,80 -1,0 = 0,80.

O parametro lxse € um indicador que representa as substituicbes nas
dibenzoilidrazinas, e esta correlacionado as posicdes orto e meta conjuntas,
atribuindo-se o valor 0 ou 1, conforme a posicao do substituinte.

A matriz de correlagdo R apresenta os seguintes valores entre descritores:
Voo™ (0,208); VWC™/ABs (0,412); Vu"%lasss (0,011); V,.2"°/Mor23p (0,297);
n"%ABs (0,302); n™%/lpsss  (0,257); ABs/lasss (0,139); ABs/Mor23p  (0,107);
l,ss6/Mor23p (0,087). Correlacdo entre descritor e bioatividade: pLDso/V°™ (0,518);
pLDso/n™" (0,267); pLDso/ABs (0,899); pLD50/l2356 (0,074); pLDso/Mor23p (0,183).

Os compostos da Tabela 21 (v. em Anexos, pg. 232) foram divididos
em conjunto de treinamento (n = 24) e conjunto de teste (n = 6) empregando
processo de selecdo randémica do aplicativo MDM. A escolha do modelo foi feita
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com o aplicativo MDM pelo melhor resultado de predicdo externa Q% = 0,99 e com
MSE = 0,005 do conjunto de teste e MSE = 0,006 com igual valor para os conjuntos
de treinamento, respectivamente com n =30 e n = 24.

O modelo selecionado esta representado pela equacao:
pLDso = + 0,116 (+ 0,047) V,,°™ + 0,629 (+ 0,123) 7™ — 1,190 (+ 0,085) AB5 — 1,044
(£ 0,144) 356 — 3,815 (£ 0,588) Mor23p + 3,426 (+ 0,328)
n=24 R®=0,990 s=0,096 F =378 p<0,0001 Q*=0,986 SPress=0,117
SDEP = 0,104 MSE=0,006 (5.3-5)

Utilizando o0 mesmo conjunto de treinamento para MLR (n = 24) foi feita
uma avaliacdo do conjunto de dados pelo método SVM que, produziu resultados
equivalentes ao MLR, como pode ser verificado pela Figura 36 e pelos dados
estatisticos de correlagdo entre modelos de QSAR. O modelo de QSAR construido
com SVM utiliza o kernel Radial Basis Function (RBF). O melhor valor obtido foi
com o ajuste dos seguintes parametros: (a) custo (ou capacidade) C=10; (b )
extensdo da funcéo radial RBF, y= 0,1 e (¢) a funcéo de perda € = 0,0.

O gréfico da Figura 37 mostra a variagdo do RMSE em fungédo dos demais

parametros ¢ e v, e que define o melhor Q% po.cv = 0,987.

T 6_5.:

5.0 o
5.5 4
5.0

4.5

¢ pLD,, Obs
® pLD, QSAR-MLR
® plLD  QSAR-SVM
R =0,999; F=19704; p< 0,0001

4.0 4

Predigdo QSAR-SVM

3.5 4

3.0

L e I Y L A R —
30 35 4.0 45 5.0 5.5 5.0 6.5
Predicdo QSAR-MLR

Figura 36. Resultados de predicdo interna dos modelos de QSAR-MLR e
QSAR-SVM e correlacado dos modelos: R = 0,999; F=19704; p < 0,0001.
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Figura 37. (a) Q% 0o.cv em funcdo da variagdo do parametro € mantendo constantes
C e 7; (b) Q% .oo.cv em funcdo da variagdo do parametro y mantendo constantes C e
e. Para o menor valor RMSE seleciona-se o valor Q% oo.cv correspondente a 0,987.

A Tabela 22 (v. em Anexos, pg. 233) mostra os resultados numéricos entre
modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM. Os valores expressam certa equivaléncia
entre os modelos de QSAR obtidos por metodologias independentes, o0 que pode ser
verificado pelos valores numericamente proximos. Resta saber se esta condicao de
equivaléncia é preservada para predicdo de substancias novas, o que sera
verificado mais adiante com o pseudo blind set.

Foi feita uma anadlise dos descritores e uma tentativa em interpretar a sua
influéncia na bioatividade dividindo os compostos em subconjuntos de substituintes,
orto, meta, e para, e combinagoes, incluindo o composto ndo substituido D1 para

referéncia em todos os subconjuntos.

Substituicoes orto
Obteve-se a equacao de QSAR:
pLDso = + 0,121 (+ 0,033) V,,°" - 3,699 (+ 0,826) Mor23p + 3,481 (+ 0,459)
n=12 R>=0,972 s=0,049 F =154 p<0,0001 Q*=0,935 SPress = 0,074
SDEP = 0,067 (5.3-6a)
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Nakagawa et al.®® se utilizaram dos parametros V,,°™

(parametro de Bondi
para o volume de van der Waals) e STERIMOL AB; de Verloop, que, para
substituintes em orto, mostram o crescimento da poténcia das dibenzoilidrazinas o
que estad relacionado com o aumento de volume das moléculas, expresso pela
equacao de QSAR
pLDso = + 0,173 (* 0,075) V,,°™ + 0,336 (+ 0,257) AB; + 5,334 (+ 0,200)
n=12 R=0,906 s=0,123 F =20,69 p =0,0004 Q*=0,546 SPress =0,196
SDEP =0,177 (5.3-6b)

A Eq. (5.3-6a) indica através do parametro Mor23p que além da influéncia do
volume, hd uma componente relacionada a polarizabilidade da molécula embutida
em Mor23p que influi no aumento ou reducao da poténcia na posi¢ao orto. A matriz
de correlacdo bioatividade/descritor indica esta influéncia: pLDsy/Mor23p (0,867);
pLDso/Vy,°™ (0,805) e pLDso/AB4 (0,525) na Eq.(5.3-6b).

O mérito da Eq.(5.3-6b) esta na clara relacdo da poténcia e sua variagao com
o volume, o que na Eq. (5.3-6a) estd implicito. A Figura 38 mostra um gréfico
construido com valores auto escalados, servindo de auxilio para mostrar os pesos
de cada parametro V,°™ e Mor23p do modelo de QSAR da Eq. (5.3-6a) na
bioatividade de cada composto. Por exemplo, o composto com o substituinte 2-
OBuU®*° tem a maior poténcia entre os orto substituidos, com grande peso de V,,°"™, e
Mor23p com peso menor no valor da bioatividade. No grafico sdo mostrados os
valores numéricos de Mor23p associados ao substituinte e a pLDsp, que sugerem
gue quanto mais crescentes, ainda que de forma ndo continua, ndo permitindo o
reconhecimento de um padrdo, o valor de Mor23p implica no decréscimo da
poténcia do composto.

Excecédo marcante é dada pelo substituinte 2-Cl. Aqui a poténcia do composto
decai e é preponderantemente influenciada por V,°" desfavoravel com uma

pequena contribuicao favoravel da polarizabilidade dada por Mor23p.
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Figura 38. Representacdo grafica da influéncia dos descritores V°™ e Mor23p na
avaliacdo da bioatividade. Regido A: maior bioatividade; regiao B: menor
bioatividade.

Para melhor entendimento da variagcdo de pLDsyp em fungdo de Mor23p
elaborou-se o grafico da Figura 39 selecionando alguns dos compostos orto-
substituidos. A predicao de pLDsy dos confGrmeros é feita através da Eq. (5.3-2).



92

06 4 AN

07 -
08 % 2-CH,CH,(D9)

0.9 2-0CH_(D10)

~1.0 4

0.0 - 2-SCH, (D12)

Tm- —D1
/ —— D10

021 ‘ —D9

w 2-0Bu*™*(D11) — D12

S 03

2 2-CI(D3) D11

£ 044 —D3

©

5 051 H(D1) mpLD, Ob

(3 p 50 s

j= 1

(%]

[}

=]

=

— 71 r 1 - 1 - 1 1 +r 1 1T - 1T 1
35 4.0 4.5 2.0 25 6.0 85 70 75 8.0

pLD,, Predito

Figura 39. Variacao do descritor Mor23p para alguns compostos em fungédo dos
conférmeros correspondentes. Para pLDsy crescente, Mor23p decresce. Os pontos
nas retas sdo os valores experimentais de pLDso.

Selecionaram-se os compostos com valores pLDsg proximos a 5,70 e que
envolvem o grupo CHjz. O composto D8 (composto substituido por CHsz e
representado na Figura 38) é tomado como referéncia na analise das variagcdes que
os atomos associados ao grupo metila possam causar, conforme segue. Entre
parénteses estao os valores experimentais pLDso.

D11 2-CH;CH,CH(CHj3) (6,31) maior atividade (2-OBu®®°);
D8 2-CH;(5,91);

D9 2-CH.CHj; (5,77);

D12 2-SCH; (5,75);

D10 2-OCHj; (5,70).

Pode-se verificar que grupos CH3 associados a outros atomos que nao sejam
C e H podem eventualmente ter influéncia na reducéao de pLDso. O composto D8 2-
CHj3 caracteriza no grafico da fig. 38 uma regido de transicdo onde os valores pLDsg
decrescem. Para o composto D3 2-Cl (5,71) h& influéncia positiva de Mor23p na



93

bioatividade, porém, com um peso muito pequeno, fato que leva V,,°"° a determinar o
valor influente no valor de pLDs.

Pode-se resumir a atuagcado dos descritores na atividade larvicida pela leitura
do gréfico da fig.38 como segue: Mor23p exerce influéncia positiva no crescimento
da atividade até a posicao orto 2-CHgs, vindo entao a diminuir. Notar também que, em
geral, quanto mais decresce o valor de Mor23p, maior a acao larvicida dada por
pLDso.

Substituicoes meta

Seis compostos tém substituicdo meta. Incluindo-se o composto néao
substituido (D1) obtém-se a equacao de QSAR a seguir:
pLDso = + 0,663 (+ 0,125) ™' — 4,057 (+ 0,730) Mor23p + 3,277(+ 0,425)
n=7 R=0,994 s=0,055 F =161 p=0,0002 Q= 0,961 SPress = 0,098 SDEP
= 0,080 (5.3-7a)

A equacio obtida por Nakagawa et al.'” segue abaixo:

pLDsp = + 3,345 (+ 0,811) 1" — 2,358 (+ 0,630) (n"**%)? + 5,266 (+ 0,156)

n=7 R=0,987 s=0,081 F=73,4 p=0,0007 Q°=0,917 SPress = 0,144 SDEP
=0,118 (5.3-7b)

Na Eq.(5.3-7a) o descritor Mor23p foi incluido no modelo de QSAR formando
par com o parametro hidrofébico do substituinte m na posicdo meta (n"*'%). Os
valores da matriz de correlagdo R da bioatividade e descritor seguem: pLDso/Mor23p
(0,569); pLDso/ m™* (0,507) e pLDso/( ™¢'?)2 (0,321) no caso da Eq. (5.3-7b).

A representacao grafica do modelo de QSAR através da Figura 40 mostra que
nos compostos mais potentes 3-F e 3-CH3; 0 peso de Mor23p indica maior influéncia
na poténcia do composto do que o peso do parametro hidrofébico ©™". No
composto com o substituinte 3-Br, n™*"® tem marcante prevaléncia na poténcia, ao
passo que Mor23p tem peso significativamente menor. Nos compostos substituidos

meta

3-CF3 e 3-I prevalece o peso do parametro n- -, e Mor23p com peso maior em 3-I.
No caso de substituicbes meta, tomando 3-CHs a posicao de referéncia no

grafico, verifica-se uma atuacdo positiva de Mor23p na atividade larvicida
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especialmente devido aos haldégenos F e Br, vindo entdo a decrescer até a posicao
3-CN.

I Vor23p
l:l‘J'EmE‘a
] pLD_, Obs

3-CN

¥n o PLD, Mor2ip
3F  g1g -0673

| 3Br 614 -0530
3-CH3igps -0619
3-CFigoz -0491
3-1 571 -038%4

3-1

3-CF3

3-Br

H 534 -0524
3-CN 518 -0459

Substituintes - meta

3F

T L B e o B
S{le) -1.0 -05 0.0 0.5 1.0 1.5

pLD,, = f(="", Mor23p) (valores auto escalados)

meta

Figura 40. Representacao grafica da influéncia dos descritores n
avaliacao da bioatividade.

e Mor23p na

CN é menos hidrofobico do que H (fato experimental) e a poténcia de 3-CN

meta

mostra acdo tanto da componente Mor23p como do parédmetro © °, H mostra
corretamente o peso da componente hidrofébica e Mor23p com peso muito menor

como é de se esperar.

Substituicoes para

Onze compostos com substituicio na posicdo para integram o estudo,
adicionando-se o composto ndo substituido D1 (H). No modelo de QSAR obtido por
Nakagawa et al?® o composto D29 (substituinte 4-O(CH.)3C¢Hs) foi eliminado em
razdo de apresentar uma poténcia muito baixa. Além disto no composto D24
substituinte 4-NO,, substitui o valor de ABs pelo valor de AB4, que caso contrario
comporta-se como outlier. A equacao de QSAR resultante é transcrita abaixo:
pLDso = -0,694 (£0,283) ABs”"® + 4,925 (+0,389)
n=11 s=0,279 R=0,880 F;9=230,86. (5.3-8a)
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Seguindo as indicacdes do artigo, ndo foi possivel reproduzir o modelo de
QSAR da Eq.(5.3-8a) mas obteve-se uma aproximacao:
pLDso = - 0,458 (+ 0,238) ABs + 4,541 (+ 0,334)
n=10 R=0,843 s=0,224 F=19,69 p=0,0022 Q°=0,602 SPress = 0,264
SDEP = 0,248 (5.3-8b)

Empregando todos os compostos n = 12, os dois descritores Mor23p e ABs e
eliminando o composto D23 como outlier (em fungado do residuo comparativamente
grande em relagdo aos demais compostos), obtém-se:
pLDso = - 1,109 (£ 0,160) ABs — 3,632 (+ 0,845) Mor23p + 3,470 (= 0,326)
n=11 R=0,989 s=0,101 F=173 p<0,0001 Q°=0,919 SPress = 0,190 SDEP
=0,170 (5.3-9)

A correlacdo dos descritores com plLDsy segue: pLDsy/ABs (0,830);
pLDso/Mor23p (0,509). A Figura 41 utilizada para a andlise das contribui¢cdes de
cada descritor na atividade larvicida mostra que a poténcia € maior onde o
parametro estérico ABs contribui positivamente com maior peso, invertendo-se a
situacao a partir do substituinte 4-tert-Bu onde a contribuicdo do parametro estérico
decresce aumentando a contribuicdo de Mor23p, exceto para 4-CF3; onde ABs reduz
a agao do composto e Mor23p tem peso positivo. O composto com o substituinte 4-
O(CHa)3CgHs excluido do modelo de QSAR no estudo de Nakagawa et al.?° pela sua
baixa poténcia, tem no gréafico a indicacao de ambos parametros com peso negativo,
o estérico ABs e Mor23p.

Vale notar que nas substituicbes para, os valores de Mor23p nao se
comportam de maneira crescente ou decrescente, indicando menor ou maior
poténcia, respectivamente. Nada pode ser concluido, mas os valores sugerem que
as melhores atividades sédo causadas pelas substituicbes halogenadas e pelo
substituinte NO,,
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Figura 41. Representacao grafica da influéncia dos descritores ABs
e Mor23p na avaliagdo da bioatividade.

Comentarios
O que se pode observar pelo resultado é que o descritor Mor23p tem uma
contribuicdo complementar quando associado aos descritores originalmente

1.2%, Assim usando-se os descritores V,,°™ e ABs°™

empregados por Nakagawa et a
(Eq. 5.3-2), ha uma clara indicagado dos valores numéricos crescentes do volume de
van der Waals (V.,°"™) do substituinte no crescimento favoravel da atividade larvicida.

A polarizabilidade implicita no descritor Mor23p mostra que, além do
parametro geométrico associado ao volume do substituinte, existe uma influéncia no
mecanismo de acdo das dibenzoilidrazinas na poténcia larvicida nao associada
apenas ao aumento ou diminuicdo de volume, mas também a polarizabilidade
elétrica da molécula. A observagédo é analoga para Mor23p associado ao descritor
hidrofébico n™%, Eq.(5.3-7a) e ABs Eq.(5.3-9), onde Mor23p complementa a
informacao em ambos modelos de QSAR.

Nao foi possivel construir um modelo de QSAR combinando o parametro lasse

(ligado as substituicdes conjuntas em orto e meta), e o parametro Mor23p.
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5.3.3.2 - QSAR - Outliers e Dominio de Aplicabilidade
Os resultados de predicao obtidos empregando a Eq. (5.3-2) foram utilizados
na construcao do diagrama de Williams para avaliar o dominio de aplicabilidade do

conjunto de treinamento e teste, ilustrado na Figura 42.

Dibenzoilidrazinas contra L. decemlineata
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Figura 42. Diagrama de Williams — Dominio de aplicabilidade das
dibenzoilidrazinas contra Leptinotarsa decemlineata. O composto D23
comporta-se como outlier por apresentar o maior residuo entre os
compostos.

O campo de forca MMFF e Dreiding Modificado, ndo gerou nenhuma
conformacdo para o composto D23 (substituinte CN na posicdo para) que
aproximasse seu valor calculado do valor experimental, e tem o maior residuo do

conjunto. A eliminacao deste composto produz o modelo de QSAR a seguir:

pLDso = + 0,107 (+ 0,024) V™ + 0,590 (+ 0,061) n™ — 1,183 ( 0,038) ABs —
1,0297 (+ 0,074) lasss — 3,575 (+ 0,270) Mor23p + 3,5851 (+ 0,149)

n=29 R2=0,998 s=0,050 F=1754 p <0,0001 Q%=0,996 SPress = 0,062
SDEP = 0,056 (5.3-10)
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Para verificar a influéncia do composto D23, empregaram-se 0os modelos de
QSAR MLR e SVM, excluindo-o do conjunto. Aplicando-se os modelos de QSAR ao
conjunto que sera utilizado para predicao externa com n = 16, comparando 0s
modelos de QSAR com e sem o composto D23 obtiveram-se os resultados a seguir.

Composto D23 incluso:

(a) QSAR-MLR - Eq.(5.3-2): R? = 0,992 e MSE = 0,006.

(b) QSAR-SVM: R? =0,993 e MSE = 0,0086.

Composto D23 excluido:

(c) QSAR-MLR — Eq.(5.3-10): R? = 0,998 e MSE = 0,002.

(d) QSAR-SVM: R? = 0,993 e MSE = 0,009.
Os resultados dos modelos de QSAR de uma mesma metodologia, isto € MLR ou
SVM, mostram que nao existem grandes diferencas entre os erros MSE na
predicao. Portanto, optou-se por preservar o composto D23 no conjunto.

5.3.3.3 — QSAR - Testes de Robustez e Validacao

A robustez do conjunto de compostos n = 30 foi avaliada com os métodos Y-

361 o Leave-N-Out.®’

randomization O teste Y-randomization foi realizado com 300
iteracdes e 10 ciclos, resultando em 3000 iteragdes. Os valores do intercept usados
para a aprovacdo do modelo sempre ocorreram abaixo dos valores limites a(R?) <
0,3 e a(Q?) < 0,05. Segue o valor final do Ultimo ciclo: a(R? =0,117 e a(Q?) =
-0,448.

O conjunto de treinamento usado para fazer a predicdo externa tem o modelo
de QSAR-MLR seguinte:
pLDso = + 0,116 (£ 0,047) V,°™ + 0,629 (+ 0,123) 7™ — 1,190 (+ 0,085) ABs — 1,043
(£ 0,144) 356 — 3,815 (£ 0,587) Mor23p + 3,426 (+ 0,328)
n=24 R®=0,990 s=0,096 F=2378 p<0,0001 Q°=0,986 SPress = 0,117

SDEP = 0,104 (5.3-11)

Aplicando-se os critérios para o conjunto de treinamento n = 24 usado para

validacdo externa do conjunto de teste (n = 6), obtiveram-se no teste de
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randomizagao, valores a(R?) < 0,3 e a(Q% < 0,05 com os seguintes resultados no
final do ultimo ciclo: a(R?%) = 0,151 e a(Q?) = -0,590.

Empregando o critério Eriksson-Wold®, foram feitas 25 iteracbes para a
determinacdo de R? e Q2 utilizando o programa da ref. [61], obtendo-se os graficos
da Figura 43, que apresentam resultados satisfatérios, dando consisténcia a Eq.
(5.3-2) para predicdes externas.

10 20 R¥=0992 . 12 F- 0580
n= &%= 0.090 =24 S

05 o%= 0,986
a4+
02 - : 004

0o+

—o4

-03

(a) (b)

Figura 43. Valores R? e Q? obtidos em funcdo da randomizagao dos valores pLDsg
experimentais para (a) modelos de QSAR-MLR/SVM com n = 30 e (b) modelos de
QSAR-MLR/SVM com n = 24.

Para a validacao externa do modelo de QSAR-MLR Eq.(5.3-11) usando o
conjunto de teste n = 6, foi aplicado o critério de Golbraikh-Tropsha®* cujo resultado
esta representado nos graficos da Figura 44 assim como os parametros associados
ao critério.

A seguir a Figura 45 mostra os resultados de validagao utilizando as
predicoes sobre o conjunto de teste pelo modelo de QSAR-SVM, mostrando que
ambos os modelos de QSAR se equivalem. Esta condicdo mostra que o modelo de
QSAR da Eq. (5.3-2) é apropriado para predicoes externas segundo o critério
empregado.
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Figura 45. Representacdo grafica dos parametros de validacdo do modelo de
QSAR-SVM das DBHs pelas equacbdes (a) y = ax+b, y = kx, (b) y=ax+b’e y = Kx.

A validacao interna pelo método bootstrap, utilizando 5000 iteragdes, resulta
em um valor final Q%0 = 0,979 que comparado ao Q% oo = 0,986 valida a predicdo
interna da Eq.(5.3-2).
Pelo critério Leave-n-Out, foram eliminados 15 compostos ( 50% do conjunto

n =30 ), obtendo-se o resultado Q® — Q.o < 0,1 para 10 repeticdes.
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Empregando-se o critério de validacdo das fungbes de ajuste RQK (RQK
Fitness functions) do programa MobyDigs dos modelos de QSAR Eq.(5.3-2) e Eq.

(5.3-11), obtiveram resultados que aprovam os modelos (Tabelas 23 e 24).

Tabela 23. Validagdo do modelo de QSAR-MLR (n = 30) pelos pardmetros RQK
Critérios de aprovacao (*)
1.Colinearidade entre variaveis K

K Kyy~Ky DK

Xy X

Ky - K« > DK 0,415 0,299 0,116 0,000

2.Capacidade de predigao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,990 >0,5

3.Capacidade de predi¢cdo do modelo

QZLOO _QZASYM > DQ c)ZLOO Q2ASYM c)ZLOO'CDZASYM DQ
0,990 0,988 0,002 -0,005

4 Redundancia nas variaveis RP tP

R > t° 0,067 0,0

5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN

R" > tN -0,142  -0,323

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente

Tabela 24. Validacdo do modelo de QSAR-MLR (n = 24) pelos parametros RQK
Critérios de aprovacao (*)
1.Colinearidade entre variaveis K

K Koy~Ky DK

Xy X

Ky - Ky > DK 0,410 0,289 0,121 0,000

2.Capacidade de predicao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,986 >0,5

3.Capacidade de predi¢cdo do modelo

Q2Loo _Q2ASYM >DQ Q2Loo QZASYM QZLOO'QZASYM DQ
0,986 0,984 0,002 0,000

4 Redundancia nas variaveis RP t

R > t° 0,079 0,0

5.Sobre-ajuste (overfitting) RN tN

R > " -0,082  -0,190

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente

5.3.3.4 — Proposta de novos compostos

Considerando que os modelos de QSAR sao equivalentes como constatado
na predicao interna e bem correlacionados (n = 30, R = 0,999, s = 0,034; F = 19603),
e utilizando o erro médio quadratico MSE como parametro para a avaliagdo dos
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resultados produzidos entre os métodos, empregaram-se os modelos de QSAR
respectivamente MLR e SVM para simular a atividade larvicida dos novos
compostos. O conjunto (n = 16) foi submetido a andlise conformacional, partindo de
estruturas otimizadas com o método semi-empirico AM1, para obter o conférmero
que melhor reproduza o valor pLDsy experimental. Esta informagéo servira para
saber qual a margem de erro que os modelos de QSAR irdo produzir nos resultados
de predicdo. Obviamente, esta informacdo nao estara disponivel no caso de
compostos realmente novos. Os parametros R de Pearson e MSE de cada modelo
de QSAR sao dados a seguir:

(a) pLDsp Obs vs. pLDsg Pred QSAR-MLR: n = 16, R = 0,935; MSE = 0,091;
(Anterior a andlise conformacional: n = 16; R = 0,752; MSE = 0,271).

(b) pLDsg Obs vs. pLDsg Pred QSAR-SVM: n = 16, R= 0,973; MSE = 0,027;
(Anterior a andlise conformacional: n = 16; R = 0,809; MSE = 0,112).
Verifica-se pelos valores MSE que cada modelo de QSAR faz a predi¢do dos

valores pLDsy com diferencas entre métodos, mostradas nas cinco primeiras colunas
numéricas da Tabela 25 (v. em Anexos, pg. 234). Os valores residuais maiores
afetam os compostos D29, D32, D34, D36, D42, D43 e D46. Realizou-se uma
analise numérica e grafica de todos os 16 compostos. A analise grafica consiste em
avaliar o comportamento das predicoes e do descritor Mor23p associado a cada um
dos conférmeros dos respectivos compostos. Os valores preditos pLDsy pelos
modelos de QSAR e correspondentes Mor23p sao auto escalados, numa tentativa
de extrair alguma informacdo que auxilie no esclarecimento das diferencas de
predicdo. A primeira informacao que se obtém é que em alguns casos o0 modelo de
QSAR-SVM mostra um comportamento nao linear refletido pelo descritor Mor23p.
Outra informacdo que pode ser extraida do grafico € a sua caracteristica
decrescente associada ao aumento da atividade larvicida, como ja foi visto
anteriormente. A Figura 46 reflete estas informacgdes para os compostos D29, D36 e
D26 escolhidos para exemplificar. Os demais compostos apresentam resultados
mais lineares pelo modelo de QSAR-SVM.
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Figura 46. Predicdo da atividade larvicida expressa pelos conférmeros dos
compostos (a) D29, (b) D36 e (c) D26, e a influéncia do descritor Mor23p na
atividade larvicida crescente. Valores auto escalados.

Fazendo a analise dos dados numéricos verifica-se, em geral, boa correlacao

entre os modelos de QSAR-MLR e SVM, porém, isto ndo assegura uma proximidade

na predicdo externa para todos os compostos. O descritor Mor23p dita a

equivaléncia ou ndo entre modelos de QSAR. Por exemplo, a diferenga nas

predicoes pLDsy entre modelos de QSAR, com os conférmeros de D26, estdo

contidas no intervalo -0,05 < 0 < 0,01,

e ha o6tima correlacao entre modelos de

QSAR, (v. Fig. 46¢). O composto D29, apresenta uma variacao conformacional que

quando medida pelo descritor Mor23p, apresenta diferencas na predicdo de

aproximadamente 2 unidades logaritmicas entre modelos de QSAR-MLR e QSAR-

SVM (vide Fig. 46a), indicando um comportamento nao-linear na predicdo. A

corrrelagdo entre ambas as predicoes também é menor do que em relacédo a todos
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0s outros compostos. Para os conférmeros do composto D36 (v. Fig 46b), o intervalo
das diferencas de predicdo é muito variado e grande (-0,77 < n < 0,07) ditado pelo
descritor Mor23p.

Em resumo, é fundamental proceder a uma analise numérica do conjunto de
dados acompanhada por uma analise grafica para novos compostos, pois, na
auséncia de valores experimentais, um intervalo com pequenas diferencas de
predicao entre modelos de QSAR (exemplo dos compostos D26, D31, D35, D37)
pode ser um bom indicador na opcao de escolha do composto a propor para sintese.
Ja um intervalo com grandes variagées, como no caso dos demais compostos, D29,
D32, D34, D36, D38, D39, 40, D41, D42, D43 e D46, indica que os modelos de
QSAR tém diferencas de predicao pois o descritor regente tem diferentes valores
para boas predicoes em ambos modelos de QSAR. Para estes compostos a busca
de um indicador é feita empregando métodos de similaridade molecular.

A similaridade molecular foi feita pelo indice de Carb6®®'

e o0 resultado
consta nas quatro ultimas colunas da Tabela 25 (v. em Anexos, pg. 234). O modelo
de QSAR-SVM aplicado aos conférmeros selecionados pelo indice produziu os
resultados mais favoraveis na predicdo da atividade larvicida.

Utilizando o critério -0,10 < pLDsyObs — pLDsoPred < 0,10 para dar um peso
aos métodos, o modelo de QSAR-SVM obteve o melhor resultado com 9 compostos
(56%), pouco abaixo dos 60% arbitrados pelo estudo. O modelo de QSAR-MLR
aplicado para a predicdo dos mesmos conférmeros gerou apenas 5 compostos

(31%) no intervalo.
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5.3.4 - Conclusao
Foi feita uma contribuicdo em complementacdo aos modelos de QSAR de

125, onde a polarizagdo implicita no descritor Mor23p indica exercer

Nakagawa et a
influéncia adicional no aumento ou decréscimo da atividade larvicida, o que pode ser
verificado, respectivamente pela diminuicdo ou aumento do valor do parametro
Mor23p no estudo conformacional de cada composto. Verifica-se assim, pelos
modelos de QSAR propostos, que o parametro ligado ao volume de van der Waals
(Vw) e a hidrofobicidade m ndo s&o o0s Unicos contribuintes ligados a atividade
larvicida, como sugere a literatura.

Dos 16 compostos, 14 possuem substituicbes mistas nas posi¢cdes orto, meta
e para, e dois na posicdo para. Comparando, o conjunto de treinamento dos 30
compostos possui apenas 3 substituicbes mistas, e os demais compostos ou séao
orto, ou meta ou para substituidos. Apesar desta variabilidade, os parametros
estatisticos indicam que a calibragdo ocorreu satisfatoriamente para ambos os
modelos de QSAR no conjunto de treinamento (n = 30), observando que a
equivaléncia entre modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM é regida pelo descritor
Mor23p. A equivaléncia pOde ser verificada no conjunto de conférmeros dos
compostos onde a diferenca entre predi¢cdes foram préximas para a maioria dos
conférmeros. Valores muito diferentes evidenciaram a falta de equivaléncia para um
determinado composto.

O método de similaridade molecular pelo indice de Carb6™"

gerou uma taxa
de acérto préxima ao aceitavel, porém, usando o intervalo de residuos arbitrado por
este estudo, excluem-se dois compostos de boa acéo larvicida, a saber D31 e D43.
Finalmente, uma boa equivaléncia entre os modelos de QSAR indicada por
diferengas pequenas nas predi¢des entre conférmeros, pode ser considerada como
indicador de inclusdao ou exclusdo de novos compostos substituidos. Nao foram
obtidos bons resultados com os métodos de similaridade molecular por distancia

euclidiana e ShaEP.



106

5.4 —Dibenzoilidrazina — contra Spodoptera exigua (Huebner)
Lepidoptera, Noctuidae
5.4.1 - Introducao

A lagarta da espécie Spodoptera exigua ataca uma diversificada populagcao
de vegetais, algumas de grande importancia econémica, por exemplo, brécolis,
beterraba, algodao, feijao, batata, soja, tomate, etc. No verao, as larvas tém mudas 5
vezes a cada 16 dias e seu combate na agricultura deve iniciar-se nesta fase.**
Existem diversas propostas de combate a esta praga, entre elas a utilizacdo de
baculovirus, uma alternativa a inseticidas, que sao virus de DNA dupla fita que
infectam invertebrados, em especial a ordem Lepidéptera. Baculovirus conferem
total seguranca a salde humana e ao meio ambiente.®® Como inseticidas
considerados ecologicamente aceitaveis, as dibenzoilidrazinas tém sido estudadas
contra este tipo de lagarta.

A atividade larvicida foi avaliada em bioensaios com 0s mesmos 46
compostos de, N,N’-dibenzoil-N-t-butilidrazinas sintetizadas, utilizados contra L.
decemlineata (Segdo 5.3) em novo estudo contra S. exigua por Nakagawa et al.?’,
tendo varios substituintes no anel A, perto do grupo fert-butila e anel B néao
substituido (v. Figura 34, sub-se¢éo 5.3.1).

A maioria dos compostos empregados nos bioensaios de acgado larvicida
contra as espécies Lepidoptera sao halogenados. Pesquisas recentes de natureza
teérica e experimental (citadas na sub-secdo 5.4.2 — Métodos-Compostos
halogenados), tém reportado caracteristicas fisico-quimicas especificas entre os
atomos halogénios dos grupos funcionais de ligantes e sua interacdo com
aminoacidos devido a importancia dos halogénios no desenvolvimento de novas
drogas. Atrelado a este fato, e tomando por referéncia alguns dados de pesquisas
feitos por Billas et al.®®, Kasuya et al.®” e Wurz et al.®®, no presente estudo faz-se
uma avaliacdo das dibenzoilidrazinas halogenadas empregando a técnica de
docking para obtencdo de algumas caracteristicas da interacdo nao-covalente do
ligante receptor em questdo. Partiu-se do complexo heterodimero da proteina
receptora ecdisona (EcR-USP) da espécie Heliothis virescens (Lepidoptera)
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cristalizada com uma dibenzoilidrazina cédigo BYI06830%, muito semelhante ao
cromafenozideo, uma dibenzoilidrazina comercialmente utilizada como pesticida,
identificada pela literatura como ANS-118, e que tem um oxigénio a menos em
relacdo ao anel 1,4-dioxano da BY106830.

Esta investigacdo visa contribuir com informagdes de natureza tedrica, no
melhor de nosso conhecimento ainda ndo contempladas pela literatura. Esta
composta por trés partes: (a) Desenvolvimento de modelos de QSAR-2D. (b)
Utilizacdo do complexo ligante-receptor da lagarta Heliothis virescens (Lepidoptera)
tendo por base as pesquisas de Billas et al.%®, aqui usado para estudar as interacdes
das dibenzoilidrazinas halogenadas e sua interacdo com o0s aminoacidos que
formam a cavidade protéica. (c) Andlise por homologia das sequéncias de Heliothis
virescens (EcR-LBD) e Spodoptera exigua (SeEcR-LBD) (Spodoptera exigua
Ecdyson Receptor Ligand Binding Domain). A investigacao tenta obter as seguintes
informacdes: (a) Com quais aminoacidos de SeEcR-LBD as dibenzoilidrazinas
halogenadas interagem? (b) Qual o provavel posicionamento dos grupos funcionais
na cavidade da proteina dos compostos halogenados utilizados por Nakagawa et
al?” e, especificamente, (c) quais atomos halogénios interagem com os respectivos
aminoacidos? (d) Utilizar os modelos de QSAR propostos para a predicdo da
atividade larvicida, executar o docking destes compostos e avaliar os resultados em
relacdo aos itens (a) e (c). Detalhes adicionais da metodologia empregada estao
descritos em Métodos.

5.4.2 — Métodos

Nakagawa et al?’

utilizaram 41 compostos dos 46 sintetizados e
avaliados contra L. decemlineata, realizando algumas analises através dos modelos
de QSAR. Desenvolveram varios modelos, sendo que de interesse para este estudo
€ a equacao principal reproduzida a seguir.

pLDso = + 0,781 (£ 0,227) logP + 1,271 (+ 0,494) 6°*°-0,281 (+ 0,172) AV,,°"°- 0,375
(£ 0,163) AV,,\"*"® - 0,897 (+ 0,140) AV,,"*™- 2,186 (+ 0,522) I, - 1,004 (x 0,202) I35
+ 4,073 (+ 0,650)
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n=41 R=0,959 s=0,275 F =54,48 p <0,0001 Q?=0,883 SPress = 0,334
SDEP = 0,303 (5.4-1)
onde logP é o coeficiente de particdo octanol/agua, AV , € o parametro de Bondi

para o volume de van der Waals, ¢°™

€ a constante de Hammett na posicao orto,
I35 e lxg foi utilizado para caracterizar substituigbes, respectivamente, orto-meta e
orto.

Foi incorporado um descritor sensivel as variacbes conformacionais em
substituicdo a um dos parametros da Eq. (5.4-1), mas com os descritores
selecionados nao foi possivel validar o modelo de QSAR. Partiu-se entdo para a
construcdo de um modelo de QSAR com novos parametros seguindo o
procedimento descrito na Secao 4.

Montou-se uma matriz com 40 descritores de natureza estérica e eletrénica. A
selecao de descritores foi feita pelo algoritmo genético do programa BuildQSAR. O
presente trabalho se utiliza também dos métodos independentes de regressao MLR
e SVM na tentativa de obter uma equivaléncia na predicao interna e externa.

Os 46 compostos foram divididos em conjunto de treinamento (n = 37) e 9
compostos como pseudo blind set.

O modelo de QSAR proposto € composto pela componente do tensor de
polarizabilidade estatica oy, da molécula, pela componente p, do momento de dipolo
e por um descritor do programa DRAGON, uma fungcdo de distribuicdo radial
balanceada pela polarizabilidade atémica, RDF095p (Radial Distribution Function
weighted on atom polarizability), cujos valores foram calculados para uma regido
distante do centro geométrico com r = 9,5A. As caracteristicas do descritor RDF
foram dadas na secdo 5.1 Eq.(5.1-2). A seguir é feita uma breve abordagem de
aspectos tedricos dos descritores oyy € L.

A polarizabilidade representa a facilidade com que uma nuvem eletrGnica de
uma molécula pode ser deformada por uma carga prdéxima através de seu campo
eletrico. Quanto maior a polarizabilidade da molécula maior é o dipolo induzido e a
magnitude da atracdo eletrbnica. Em geral, a polarizabilidade aumenta com o

aumento da nuvem eletrénica.
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Utilizando o enfoque matematico, a polarizabilidade do dipolo elétrico € uma
medida da resposta linear da densidade eletrbnica na presenga de um campo
elétrico infinitesimal, F, e representa uma variacao de segunda ordem na energia E,

representada pelo tensor de polarizabilidade conforme a equacdo®

d0’E
(94 = — ,b =X, . 54‘2
ab [aFaanj a X,y ,Z ( )

e o valor médio dado por
(a)=N(a, +a, +a,) (5.4-3)

A polarizabilidade tem a dimensao de volume, sendo da ordem de (% /me*)’,

onde n é a constante de Planck racionalizada (h/2r), ¢ a carga do elétron e m a
sua massa. O campo elétrico infinitesimal F pode ser atribuido, por exemplo, a
atomos do receptor, ou produzido pelas cargas parciais e momentos de dipolo
induzidos pelo préprio ligante.

O vetor momento de dipolo elétrico permanente de um sistema de estado nao
perturbado é caracterizado pela auséncia de um campo elétrico, na verdade,
inteiramente independente deste. A aplicagdo de um campo da origem a um
momento de dipolo elétrico induzido adicionalmente ao dipolo permanente. O
momento de dipolo induzido Wi esté relacionado ao campo elétrico & por'®

Mind = 06 (5.4-4)
onde o corresponde a polarizabilidade do atomo ou da molécula definida
anteriormente.

O descritor uy esta relacionado com o momento de dipolo da molécula na

direcdo x . O momento de dipolo elétrico, medido em debye, é caracterizado por
cargas ¢, associadas aos atomos das moléculas e com componentes localizadas
numa posicao ri(x,y,z) dado por

n=Yar (5.4-5)

As forgas atrativas de van der Waals tém trés componentes, cada uma com
diferentes origens na molécula constituinte: sdo as forcas de Keesom, Debye e
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London, responsaveis respectivamente, pelas interagdes dipolo-dipolo, dipolo-dipolo
induzido, e interagdes instantdneas de dipolo induzido. Todas sdo consideradas
forcas interativas fracas. Apesar de cada uma delas poder ser tratada
matematicamente independente uma da outra, fisicamente todas atuam de forma
simultdnea na interagcdo entre atomos ou moléculas idénticas. A energia total
envolvida € chamada de “interagdes de atracdo de van der Waals”, (podendo

ocorrer repulsdo) e pode ser escrita como segue'%'?:

(5.4-6)

onde Exp; energia total com contribuicées das energias, respectivamente de Keesom
(ou de orientacao), Debye (ou de inducao) e London (ou de dispersao); r o raio de
separacdo ou distdncia entre moléculas; k a constante de Boltzmann; T a
temperatura; u dipolo elétrico (v. Eq. (5.4-5); I o potencial de ionizacao da molécula.
As interacbes de Keesom e Debye ocorrem entre moléculas que possuem momento
de dipolo permanente. Geralmente a contribuicdo de cada uma nas interacdes
dadas pela Eq. (5.4-6) sdo muito fracas. Exemplificando, na interacdo iodeto de
hidrogénio, Hl, Ex = 0,38 kcal/mol, E, = 0,35 kcal/mol e E, = 382 kcal/mol."™

A energia das interagdes podera fortalecer ou enfraquecer a unido das
dibenzoilidrazinas com as cargas dos aminoacidos do receptor, dependendo do
valor dos parametros acima. Esta avaliacdo pode ser feita através de simulacdes
quando se conhece a estrutura receptora, procedendo-se a uma analise por docking
e dinamica molecular para obter o posicionamento de equilibrio do ligante em
relacao ao receptor. Desta forma pode-se obter o valor de re conhecer o(s) &tomo(s)
de interacdo do receptor com cada uma das dibenzoilidrazinas, sendo entao
possivel calcular cada uma das energias Ex, Ep, E;, € suas contribuicbes na
atividade larvicida. Em geral, as forcas de dispersao de London prevalecem de longe
sobre as demais (exemplificado acima) quando as moléculas sao facilmente
polarizadas e mais fracas em caso contrario. Quanto maior a polarizabilidade do
atomo ou da molécula, maiores seréo as forcas de dispersao de London.
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Para interacées nao polares, e que envolvem atomos diferentes, pode-se

avaliar a energia de interagdo ligante-receptor pela relacdo aproximada'®'® obtida

por London como
co, I1
E=-2%% LI, (5.4-7)
2 r I +1,
onde a; € ap s&o as polarizabilidades e I; e I, os potenciais de ionizacdo dos dois
atomos envolvidos na interagdo. Para estimativas, r pode ser obtido através de

dados cristalograficos disponiveis ou estimado pelos resultados de simulacdes por

modelacdo molecular.

Os detalhes do formalismo matematico contido na deducdo da Eq. (5.4-7)
pode ser encontrado em Fluege'® e Schiff'®® e aqui resumido para auxiliar na
compreensao dos valores que serdao estimados pelo uso desta equacao apds os

resultados de docking, em especial, para os halogénios. Considere-se a posicao r;
(X1, y1, z1) do elétron 1 relativo ao ndcleo a e r; (xa, y2, z2) a posicdo do elétron 2

relativo ao nucleo b Figura 47.
[VaVaVa¥
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Figura 47. llustracdo da interagdo por atracdo de van der Waals entre um atomo de
uma dibenzoilidrazina (DBH) com o atomo de oxigénio de um amino &acido

representado por uma alanina (Ala).
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A diregdo z deve coincidir com a diregdo do eixo nuclear. Utilizando a

aproximacao de Born-Oppenheimer, tem-se o hamiltoniano

H=H’+H (5.4-8.1)
2 2 2

com HO =T (2 vy _ L 8 (5.4-8.2)
2m ? A S

descrevendo dois atomos independentes, e a interagdo mutua por

e e e e

H=S 4+ ¢ ¢ (5.4-8.3)

R 1, n, n,
H’ serd utilizado como energia de perturbacédo. Se H’ for expandido em séries
de poténcias negativas de R (isto &, parar; = R e r, = R) (v. Schiff'®®), o térmo de
distancia grande advém da interacao entre os dois dipolos al e b2 com momentos de

dipolo p; = -er; e p, = -er;, respectivamente, a saber:

e p}l;zz 3 (le;(szR) (5.4-8.4)

Formulando em termos de coordenadas, obtém-se:

H'= ;—Z(xlxz + vy, —22,2,) (5.4-8.5)
Expressao que sera usada no calculo seguinte.

Seja uy(r) a funcao de onda do estado atdmico fundamental. A funcao de onda
de ordem zero de todo o sistema é entdo o produto:

U(1,2) = uo(r;)uo(r2) (5.4-8.6)
onde a simetrizacdo foi omitida, uma vez que contribuicbes de troca tendem
exponencialmente a zero com distancias R muito grandes e podem, portanto, ser
desprezadas. Em aproximacao de ordem zero a soma das energias dos dois atomos

€ a energia do sistema. Em primeira ordem temos que adicionar
E'=(UIH|U)=0 (5.4-8.7)

Pode ser verificado que este térmo se anula. Tomando por exemplo o primeiro térmo
da Eq. (5.4-8.5), temos:

2 2 2
%<U|xlx2|U> =%<u0 |, )’ =%{ [azuz(a) . (5.4-8.8)
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sendo que estas integrais descrevendo momentos de dipolo de estados atdmicos
com simetria esférica de fato se anulam.

A energia de perturbacao de segunda ordem é dada por:

Z‘ O|H | ‘ , (5.4-8.9)

onde a soma se estende sobre todos os estados excitados, e 0 se refere ao estado

fundamental. Como E, > E,, todos os denominadores da soma s&o negativos de

modo que E"<0 surgindo assim uma atracdo. Os elementos da matriz dependem
apenas de R através do fator constante R® na Eq. (5.4-8.5). Assim, E" deve ser da
forma:

E"= —% (5.4-8.10)

onde C é uma constante positiva, chamada de constante de Hamaker, dada por:

311,

=——12 _qa«a, 0 que nos remete a Eq. (5.4-7
20, + 1) 4% q q. ( )-

O potencial de ionizacdo mede a energia minima de remocao do elétron de
um atomo isolado ou molécula (no seu estado vibracional fundamental) na fase
gasosa, e a polarizabilidade elétrica de dipolo é a resposta de um sistema atémico a
acao de um campo elétrico externo. Moléculas que nao possuem momento de dipolo
permanente, como € caso das apolares, possuem flutuagdes no posicionamento
dos elétrons e com isto variagcbes na densidade eletronica, de forma que séao
gerados momentos de dipolo, mas que se modificam rapidamente no valor e direcéo.
Estes dipolos transientes de uma molécula induzem momentos de dipolo
momentaneos nas moléculas vizinhas, resultando numa atragdo temporaria entre
elas (Figura 48)." As interacdes entre dois dipolos também depende da
polarizabilidade da molécula alvo (um amino &cido por ex.) de modo que ela

determina o quanto um dipolo pode ser prontamente induzido por outra molécula.
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Figura 48. Representacdo da formacao de dipolos transientes entre duas moléculas
nos lapsos de tempo t1 a t4.

Docking

Docking é uma ferramenta importante em biologia molecular estrutural e em
quimica medicinal no desenvolvimento de novas drogas, (ou, no caso presente,
inseticidas) assistido por computador. O objetivo maior do docking ligante-proteina é
predizer formas predominantes de interacdo do ligante (dibenzoilidrazinas) com a
proteina. A rigor, é a formulagdo de uma hip6tese de interacao do ligante com o
alvo, e é neste sentido que este estudo contribui.

A qualidade do resultado, isto é, o sucesso obtido no docking, em geral é
apontado pela literatura com a obtengdo de um desvio médio quadratico (RMSD —
Root Mean Square Deviation) em relagdo a posicao das coordenadas cartesianas
dos grupos atdmicos menor do que 2 A.'® Dito de outro modo, é uma medida
geométrica entre a estrutura experimental e a estrutura inserida por docking
considerada como predita. A resolu¢cao do complexo ligante-proteina recomendado
deve ser inferior a 2,5 A. E comum encontrar na literatura trabalhos que nio
conseguem atender a resolucdo recomendada. Assim é o caso do presente estudo,
que se utiliza de um complexo do ligante BYIO6830 (dibenzoilidrazina) com a

195 com resolucdo de 3,0 A, obtido por Billas et al.*6, e

proteina (cédigo 1R20.pdb)
que tem sido base para varios outros pesquisadores em diferentes tipos de analises
tais como: (i) QSAR-3D por Hormann et al.'®. (ii) Wheelock et al.'%, talvez um dos
estudos mais abrangentes até o presente envolvendo HTS (High-throughput
screening), bioensaios e modelacdo molecular envolvendo por sua vez, sequéncias
do dominio ligante (LBD) de Bombyx mori, Heliothis virescens e Bemisia tabaci; (iii)

Carmichael et al.'®, cristalografaram a estrutura com cédigo 1Z5X.pdb'® com o
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esterdide ecdisona Ponasterona A como ligante, (resolucdo do complexo de 3,0 A)
relacionada a espécie hemiptera Bemisia tabaci e fazem uma analise comparativa
extensiva a outras espécies no dominio ligante de Coledpteras, Lepidopteras e
Dipteras.

Swevers et al.'®

fizeram estudo experimental obtendo o dominio ligante
SeEcR-LBD de S. exigua depositado no GenBank sob codigo de acesso A59205,
informacgao que possibilitou a realizacdo de parte do presente estudo.

Foi utilizado o programa BioMedCAChe'"®

que usa a pontuagao (scoring)
PMF (potentials of mean force) cuja teoria é resumida a seguir.'"'" O objetivo do
scoring € identificar o correto modo de ligacdo com a menor energia, assumindo-se
que a conformacao é também a da observagado experimental, ou seja, a bioativa.

A energia livre de interagdo proteina-ligante (PMF) entre um atomo da

proteina do tipo i e &tomos do ligante do tipo j pode ser dada por:

i
bulk

A;(r)=—k,TIn { fvgl_ﬁ_o,,(r)M} (5.4-9)

onde k, é a constante de Bolzmann, T a temperatura absoluta, e r a distancia
entre o par de atomos ij. f,, . (r) € o fator de corre¢cdo de volume do ligante,
pL.(r) é a densidade do nimero de pares do tipo ij da proteina que ocorre num

certo intervalo de raios indicado por ‘seg’,e p’,  representa a
distribuicédo de i e j quando n&o ocorre nenhuma interagéo entre i e j. A;(r) é

derivado com uma esfera de referéncia de 12 A.

O quociente p?

(1) pl, na Eq.(5.4-9) designa a funcdo de correlagdo de
pares (distribuicdo radial) de uma proteina com atomo de tipo i com um atomo do

ligante tipo j no complexo proteina-ligante.

A fungdo da pontuacdo (scoring function) € definida como a soma sobre

todas as interacdes do complexo ligante-proteina como

PMF _score=) A,(r) e r<r,

cut _off
ij

(5.4-10)
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onde r<r?

. o © O raio de corte para os atomos do parij . A distancia 6tima de cut-
off é dada como 6 A para interagdes carbono-carbono e 9 A para as demais.'""

Os detalhes para a obtencdo da Eq. (5.4.10) podem ser encontrados no
Apéndice A da ref.J111]. Os parametros do programa BioMedCache''® foram
utilizados com os valores de default, exceto os seguintes:

- Numero de geracgdes: 40.000 (valor recomendado para dados com qualidade
de publicaggo).'"112

- Campo de forga de otimizagao proteina-ligante: MM3.

- Tipo de docking: ligante flexivel e proteina com cavidade rigida.

- Distancia de selegdo dos atomos dos aminoacidos vizinhos ao ligante para a
formagao da cavidade: 3 A.

Os aspectos a seguir estdo associados ao conceito geral de docking, e tém
relacdo com as diferencas apresentadas pelo programa BioMedCache com outros

programas do género. A afinidade de ligacdo AG, € ditada pela mudanca de

lig
energia livre, induzida pelo processo de ligacdo, que tem contribuicées entalpicas e
entrépicas. Em geral, os fatores mais importantes sdo os estéricos, eletrostaticos,

ligacdo-hidrogénio, caracteristicas determinantes na grandeza AG A

lig *
dessolvatagcdo favorece entropicamente a ligacdo do ligante ao receptor
indiferentemente da polaridade.'™ O aspecto mais relevante que contrasta com o
que acabou de ser citado é que o BioMedCache executa o docking com o potencial
simplificado pois, como o PMF reflete as energias livres de Helmholz, as
contribuicées de solvatacdo e entrépicas estao implicitamente contidas, incluindo a
entropia de dobra da proteina-ligante na conformacdo do complexo, valores estes,
que sao derivados dos dados cristalograficos. Também nao ha necessidade de se
conhecer as afinidades de ligacdo para derivar os potenciais.'*

O programa se utiliza de um algoritmo genético que codifica uma possivel
solucdo de docking que corresponde aos chamados cromossomas. Os
cromossomas para um ligante flexivel contemplam translacées, rotacées e nimeros
de angulos de diedro que descrevem a posi¢ao, orientagdo e conformacgéao do ligante

no sitio ativo. Iniciando com a criagdo de uma populagdo randémica e através de
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operadores de recombinacéo, o programa preserva as conformacgdes que melhor se
ajustam a cavidade, preservando as melhores solu¢des pelos valores da pontuacao
(score) PMF.

Antes de iniciar o0 docking dos compostos selecionados, foi feita uma
validacdo do complexo da proteina EcR-USP (Ecdysone Receptor — Ultraspiracle)
complexada com a dibenzoilidrazina BY106830, cédigo do complexo 1R20.pdb.'%

As dibenzoilidrazinas foram construidas dentro da cavidade, partindo do
cristal da estrutura BY106830 e modificando-a conforme os grupos funcionais Xn de
cada composto, gerando uma populacdo proteina-ligante (v. Figura 49). Dos
compostos selecionados foram avaliados os quesitos (a) até (c) citados na

Introducéo da secéo 5.4

/x \\'I,‘ HsC \
/x Cavidade A :
0 / K
'.‘ N
(o) \N ¢}
CH, o
RER HsC CHs !
K CHj;
Removido Xn Substituinte

Figura 49 Dibenzoilidrazina BYI06830 alojada na cavidade da proteina 1R20 e as
modificagdes feitas no cristal (em vermelho: grupos eliminados), acrescendo 0s
substituintes halogenados Xn.

Em estudos desta natureza é conveniente utilizar-se de uma metodologia
complementar, uma segunda ferramenta para avaliar a qualidade do resultado
ligante-receptor ou, dito de outra forma, avaliar a predicdo da afinidade de ligacao.

Utilizou-se a metodologia proposta por Wang et al.''®

através do programa X-score
por eles desenvolvido. O programa € utilizado para extrair resultados pos-docking
obtidos com qualquer outro aplicativo. Retira-se a estrutura do ligante do complexo
ligante-proteina, e as seguintes estruturas devem estar contidas no diretério: a

proteina (pdb), o ligante de referéncia (no caso utilizou-se o cristal BYI06830) e a
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estrutura a ser avaliada. O programa foi testado pelos seus autores com 200
complexos ligante-proteina com resolucdo melhor que 3,0A e reproduzindo energias
de ligagdo com desvio de 2,2 kcal/mol a 2,0 kcal/mol. Os algoritmos e detalhes
técnicos podem ser encontrados na ref.[115], porém, resumem-se a seguir as
principais equacoes que geram os dados de saida do programa X-score, que serao
utilizados no estudo. Assume-se neste método que a energia livre global que ocorre
no processo de ligacao ligante-proteina pode ser obtida pelos termos seguintes:

AG,, =AG,,, +AG, ,, +AG,,,., +AG +AG, (5.4-11)

lig deform hidrofobico
onde AG,,, representa a energia de interagdo de van der Waals entre o ligante e a

proteina; AG,_,, refere-se a ligagado de hidrogénio entre ligante e proteina; AG,

eform

é o efeito de deformagéo; AG,,,.... € relativo ao efeito hidrofobico; AG, € uma

constante de regressdo a qual implicitamente inclui a perda de entropia causada
pelo efeitos de rotacdo e translagao.

As interacdes de van der Waals sdo obtidas empregando a equacao de
Lennard-Jones que reflete o balango das repulsdes de curto alcance, e as forcas de
dispersao de longo alcance:

ligante proteina ligante proteina dij,O $ dsz 4
VdW = Z Z Vaw, = Z z - ) - (5.4-12)
; ] ; I , .

ij ij
onde d,, =r, +r, representa a soma dos raios de van der Waals dos atomos i e ;.

A interagédo de ligagédo-hidrogénio entre o ligante e a proteina é calculada
somando todas as ligagdes hidrogénio:

ligante proteina
HB = Z Z HB, (5.4-13)
i J
Durante a ligacdo, tanto o ligante como a proteina serdo compelidos a uma
determinada conformacao diferente dos respectivos estados livres em meio solvente,
0 que provoca mudancas entrépicas, e que traz implicagdes negativas que precisam
ser superadas no processo de ligacdo. Descrito de forma suscinta, a variacdo

entropica esta associada diretamente ao numero de rotacdes livres que gerardo uma
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variacao dos estados conformacionais. Por conveniéncia computacional, as rotacées

sdo contadas assumindo a partilha de cada atomo ligante por:

RT = himRT; (5.4-14)
onde RT; assume valores por exemplo de 0 ou 0,5 ou 1 dependendo se,
respectivamente, nao houver envolvimento rotacional, apenas uma rotacdo, ou mais
de um rotor. Segundo os desenvolventes do X-score, o fator de deformagéo
expresso por RT; faz uma avaliacdo apenas aproximada, porém, o algoritmo auxilia
na qualidade da funcéo de scoring.

A interagdo do ligante e da proteina ocorre sob efeito de um processo de
dessolvatacdo e sob agdo de mudancas na entropia como também na entalpia. Um
dos resultados € que os grupos nao polares tendem a se favorecer entre si, referido
como o ‘efeito hidrofébico’. O programa se utiliza de dois algoritmos a saber: o
algoritmo hidrofébico de superficie (HS) e o hidrofébico de contacto (HC).

O algoritmo hidrofébico de superficie é assumido como sendo proporcional a
supeficie hidrofébica enterrada do ligante, descrito pela superficie acessivel do
solvente (SAS). HS é dado por:

ligante
HS =) SAS, (5.4-15)

i

O efeito hidrofébico por contacto (HC) é calculado somando os pares de

atomos hidrofébicos formados entre ligante e proteina, dado por:

ligante proteina

HC=Y > fd,) (5.4-16)

1

onde
fid)=1,0 d< dy+ 0,54
= (1/1,5)(dp + 2,0 - d)dy + 0,5A < d
=0,0 d>dy+ 2,04
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A funcdo de distancia reflete intuitivamente que a forca das interacbes
hidrofobicas irdo atingir o seu maximo quando dois atomos hidrofobicos formam
contacto por van der Waals, e irdo diminuir gradualmente com o aumento das
distancias interatémicas.

O ultimo algoritmo que integra o X-score é o de ajuste (matching), HM fornece

o ajuste global entre o ligante e a proteina, dado por:

HM = S log B HM, (5.4-17)
HM; é uma variavel de indicacdo. Assume o valor 1 se um &tomo hidrofébico i
estiver num ambiente hidrofébico, e em caso contrario serd 0. LogP; € o coeficiente
de particdo octanol/agua relativo a contribuicdo do atomo i ao coeficiente de
particado LogP da molécula.

Finalizando, a funcdo de scoring para avaliar a afinidade de ligagéao ligante-
proteina é expressa por unidades pK, somando todos os termos dos trés algoritmos
citados anteriormente, resultante de trés fungdes de scoring:

X-score = (pKy 1 + pKy2 + pKy3)/3 (5.4-18)

Homologia — Proteina SeEcR complexada com a DBH BYI06830

Partiu-se da sequéncia dos aminoacidos do complexo ligante-proteina 1R20
de Heliothis virescens e da sequéncia dos amino acidos da Spodoptera exigua
referenciada na literatura.'® Utlizando o servidor UniProt''®® obteve-se a sequéncia
dos amino&cidos para construir a proteina através do servidor I-TASSER.''®P¢
Empregando o programa LovoAlign'"’, foi feita a sobreposicdo do complexo 1R20
com a proteina construida chamada de ‘SeEcR’. Uma vez verificado o bom ajuste
entre proteinas foi feita a transferéncia manual das coordenadas do ligante
BY106830, obtendo-se finalmente a estrutura do complexo SeEcR-LBD + BY106830.
Este complexo foi submetido a otimizacdo de geometria usando o método MM3 do
programa BioMedCache.''® Apés, seguem-se as etapas descritas anteriormente em
Docking (Sub-secédo 5.4.2).

No estudo de docking dos compostos halogenados resultou um scoring PMF

para cada um deles. Sao feitas duas avaliacbes de correlacdo entre a atividade
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larvicida e o PMF-score. A primeira se refere ao resultado obtido pelo docking
apenas das dibenzoilidrazinas halogenadas, empregando o valor pLDsy obtido

experimentalmente por Nakagawa et al®’

e o correspondente valor PMF-score
obtido neste estudo. A segunda avaliacido é feita com o conjunto das
dibenzoilidrazinas propostas, onde se utilizam os valores preditos pelos modelos de
QSAR MLR e SVM .

Segundo a literatura'-1"4

, a correlacdo geralmente obtida se situa entre 0 e
0,37. Casos muito especiais geraram R? acima de 0,9. Alguns detalhes do método
com relagdo a regressao serdo complementados na sub-secdo 5.4.3 ‘Resultados e
Discusséo’.

Compostos Halogenados

Sob aspecto farmacolégico para humanos, a halogenacgéo é utilizada para
aumentar a estabilidade metabdlita e a lipofilicidade, aumentando a afinidade de
ligacdo ao receptor da proteina alvo. Contudo, algumas vezes causa efeitos
indesejaveis por aumentar a toxicidade, aspecto este de interesse para o
desenvolvimento de larvicidas ou, usando o termo geral, inseticidas.

Segundo a literatura, estudos mais especificos sobre os halogénios e sua
respectiva acao intermolecular ndo-covalente somente receberam maior atengéo a
partir do inicio da década de 1990.""®

Como ja citado anteriormente, empregou-se docking neste estudo com a
principal finalidade de avaliar alguns dos compostos halogenados. Nos estudos de

docking com dibenzoilidrazinas citados®”%®

nao havia halogénios presentes, assim
como também nao foram encontradas informagdes especificas sobre a interacédo
intermolecular de substancias halogenadas desta classe de substancias. Neste
aspecto este estudo faz também uma contribuicao.

Para que os resultados gerados por docking possam ser avaliados, foram
obtidos valores de outros estudos, e criada uma base de referéncia usando dados
teéricos e experimentais da literatura''®'"® baseada na area bioldgica. Vale salientar
que o estudo de interagao intermolecular de halogénios é de grande interesse na

area de desenvolvimento de novos materiais para engenharia.'®
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A seguir foram construidas quatro tabelas com os parametros de interagéao

intermolecular nao-covalente,

literatura''® 119

resultados obtidos por este estudo.

Tabela 26. Interacao néo-co1v1alente
intermolecular de halogénios 8

Tabela 27. Distancias
intermoleculares X...Y menores que
a soma dos resPectivos raios de
van der Waals''®

o

C-X..Y PDBs® Contatos® i
CCLO 8 139 3,040
CBr.O 60 90 3.132
C-1..0 50 76 3.269
CCLN 27 37 3.082
CB.N 8 8 3.121
C-I.N 5 7 3.193
cClL.s 11 17 3.363
CBr.S 3 3 3.008
C-I.S 5 5 3.415
c-X...t°
CCL.n 106 124 3854
CBr.n 29 53 3.944
Colom 11 12 4112
C-X..H
CF.H 3 294 2577
CCL.H 20 584 2.803
CBr.H 15 300 2832
C-lH 8 42 3.123

(a) Numero de arquivos PDB; (b) nimero de
contatos; (c¢) distancia média (A); (d) vide
Figura 50; (e) corresponde aos elétrons no
orbital T

X..Y Distancia (A)
Cl...O < 3,27
Br...O <337
I..O < 3,50
Cl...N < 3,30
Br...N < 3,40
I...N < 3,53
Cl...S < 3,55
Br...S < 3,65
I...S < 3,78
Angulo C-X...Y >140°

(a)Vide Figura 50

Tabela 29. Interacao intermolecular11
associada a benzenos halogenados''®

seus valores e/ou caracteristicas extraidas da

e que formardo a base para uma avaliacdo comparativa dos

Sistema Distancia Angulo médio
Tabela 28. Interacdes de halogénios d(X...Y) (A) C-X..Y
com aminoacidos''® PhCI...NH; 3,193 179,8
Numero A PhBr...NH; 3,102 179,7
X..N,O de Distancia Angulo Phl...NH, 3,108 179,9
Interacdes Média (A) Médio(?) Phl...OH, 3,140 179,2
F..N 6862 3,05 96,09 Phl...SH, 3,620 177,2
F...O 7615 2,80 120,55
Cl..N 21394 3,10 92,69 Distancia Anaulo (@
CL.O 18358 290 120,04 Sistema (A) ngulo (%)
Br...N 2827 3,20 101,23 X...Centréide® C-X...Centréide®
Br...O 2289 3,05 118,91 PhCI...Ph 3,233 180,0
I...N 2560 3,30 95,88 PhBr...Ph 3,272 180,0
I..O 2704 3,15 117,96 Phl...Ph 3,423 180,0
(a)Vide Figura 50 (a)Vide Figura 50
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Os dados tabelados foram obtidos pelos autores da pesquisa utilizando
complexos ligante-proteina halogenados, em que o0s cristais resolvidos por
espectroscopia de raios-X tém resolucdo de 3,0 A ou menor.

Ainda fazendo parte da base de referéncias, considera-se o trabalho de

Auffinger et al.'’

em estudos com acidos nucléicos e proteinas, onde se constatou
que ligacdes com halogénios: (a) sdo estabilizantes tanto de intraligagcbes como
interligacbes moleculares, (b) afetam a ligagdo do ligante no dobramento da
proteina. Segundo a citada referéncia, a ligagcdo com halogénios pode ser definida
por interacdes curtas, com distancia dx,.o menor ou igual a soma dos respectivos
raios de van der Waals que variam conforme segue: Riw(F..0) = 2,99A,
Rvaw(Cl...0) = 3,27 A, Ruaw(Br...0) = 3,37 A e Ryw(l...0) = 3,50, informagdes que

L118

ratificam as constatadas por Lu et a e listadas na Tabela 27. A Figura 50 ilustra

simbolicamente os parametros mencionados utilizando uma dibenzoilidrazina
parcialmente representada, mostrando a regido de interacao e que sera avaliada por

este estudo, onde os substituintes Xn sdo os halogénios (F, Cl, Br, 1) e Y o atomo do

L118

aminoacido. Segundo Lu et al." ' os angulos C-X...Y sdo maiores do que 140°.

Como Ultima complementagdo da base de referéncias, Gonnade et al.'?® e

m
um artigo de revisdo, mostram em grafico uma nuvem de distancias do cloro com
relacdo a oxigénios hibridizados sp? , variando, aproximadamente de 2,8 A a 4,0 A.
O levantamento foi feito com algumas centenas de compostos cristalografados do

banco de dados CSD (Cambridge Crystall Structure Database).'??°
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(a) (b)
Figura 50. (a) Representacdo esquematica da regidao de interacao considerando
dibenzoilidrazinas halogenadas substituidas na posigéo orto (representada), meta e
para. dyn.o varia de 2,99 A para F..O a 3,50 A para I...0. O — Y pode ser uma
carbonila, hidroxila ou carboxilato quando Y é um carbono; um fosfato quando Y é

fésforo; ou um sulfato quando Y é enxofre’'. (b) Representacdo da interagdo

molecular e do posicionamento do anel benzénico em base a ilustragao da ref.[118]
e adaptada para dibenzoilidrazinas.

A regido de interacao na figura é representada pela polarizabilidade, momento
de dipolo e potencial de ionizagao (oyy, x, 1), parametros que serdo comentados

novamente mais adiante.

5.4.3 — Resultados e Discussao
5.4.3.1 — QSAR e Descritores

Como ja citado, o modelo de QSAR deste estudo é integrado pelo descritor
RDF095p, o tensor de polarizabilidade ayy, € 0 momento de dipolo na dire¢éo x, p.
Portanto, o modelo de QSAR foi basicamente construido por trés parametros ligados
de alguma forma a polarizabilidade, aspecto importante nas interagcdes quimicas,
tanto intramolecular como intermolecular. A equacao a seguir descreve o0 modelo de

QSAR obtido com o conjunto de treinamento (n = 37):
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pLDso = - 0,053 (+ 0,003) ayy, + 0,242 (+ 0,009) uy, — 0,288 (+ 0,011) RDF095p +
8,461 (£ 0,121)

n=37 R®=0,997 s=0,052 F=3270 p<0,0001 Q*=0,996 SPress = 0,060
SDEP = 0,057 MSE = 0,002 (5.4-19)

A matriz de correlacdo entre descritores tem os valores seguintes:
ux/oyy(0,273);  w/RDF095p(-0,227);  ay,/RDF095p(0,251).  Correlagdo entre
descritores e atividade larvicida: pLDso/0yy(-0,409); pLDso/ux(0,596);
pLDso/RDF095p(-0,822).

Empregando os mesmos descritores e 0 mesmo conjunto de treinamento (n
=37) foi feita uma avaliagdo do conjunto de dados pelo método SVM buscando
resultados equivalentes ao modelo de QSAR-MLR, o que foi possivel como pode ser
verificado pela Tabela 30 (v. em Anexos, pg. 235), e pelos dados estatisticos de
correlagao entre modelos de QSAR. O modelo de QSAR construido com SVM (n
=37) utiliza o kernel Radial Basis Function (RBF). O melhor valor obtido foi com o
ajuste dos seguintes parametros: (a) custo (ou capacidade) C=10; (b ) extenséo da

funcao radial RBF, y= 0,1 e (c) a funcéo de perda € = 0,0 (v. Figura 51).

(a) Pardmetros SBF, C =10, v=0,1 (a) Pardmetros SBF, ©=10,==00
Wy e B} e —— .
1 0s] 0,280 T /’/ —
oz - >\
o] /‘
W oesd /
g ;
i 059 / n
= / -l QC'-'-L'Z"Z']
= . —+— (v, RMSE)
5 o S/
S —r (=0, ) e
(= e
LRI Iy —+— (g, RMSE) an
oo T T 0o LRI SN B S S B B p T T ™

T T T T T T T T
0.0 041 02 03 04 05 06 07 0 09 1.0 00 01 02 03 04 05 05 07 08 09 1.0 1.1
—_— —n

(a) (b)

Figura 51. (a) Q....oo em funcéo da variacdo do parametro € mantendo constantes
C e v; (b) Q%cv.Loo em funcdo da variagdo do parametro y mantendo constantes C e

e. Para o menor RMSE seleciona-se o valor Q%cv.Loo correspondente (Q%cv.Loo =
0,990).
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A representagado grafica da predicao interna dos modelos de QSAR da Eq.
(5.4-1) estéd ilustrada na Figura 52.

Dibenzoiidrasnas n= 37 "

[m)

=

]

L s

o

o

!
* -

= & YObs
‘o * * Y AMT-MLE
' " YPred-MLRE*

¥ YPred-SWwm*

3.5 S

Tt FF Dreiding

3.0 T T T T T T T T T T T T T T g 1

3.0 3.3 L0 L3 3.0 3.3 6.0 B3 7.0
—

pLD , Obz2rvado

Figura 52. Comparativo da predicdo pLDsy: geometria otimizada pelo método semi-
empirico AM1 e ap6s analise conformacional com os campos de forca MMFF94 ou
Dreiding modificado, assim como representacdo das predi¢cdes pelos modelos de
QSAR-MLR e QSAR-SVM. Correlacao entre modelos: R = 0,999; F = 25923; s =
0,032; p < 0,0001.

A analise dos descritores e seu peso desempenhado na atividade larvicida
sdo dados a seguir conforme as posicdes orto, meta, e para ocupadas pelos

substituintes no anel A da estrutura da figura 34.

Substituicoes orto

Na posicdo orto, o peso da polarizabilidade molecular é mostrado pelas
barras associadas aos trés descritores oyy, ux € RDF095p, este ultimo caracterizado
por uma polarizabilidade global implicita em cada composto.

Pelo grafico e pelos valores numéricos da atividade pLDsy, em disposicao
decrescente incluidos na Figura 53, é possivel identificar os substituintes halogénios
(F, CI, I, Br) na posicao orto que apresentaram bons resultados na atividade
larvicida. A grande eletronegatividade do atomo de flUor, a sua fraca polarizabilidade
atémica (0,557 A% — é a menor polarizabilidade entre os atomos halogénios), e as
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ligacdes do carbono sp® (8 fortemente polarizadas na diregdo do fltor (&), sédo
fatores que conferem uma energia de ligacdo do flior ao carbono, superior aos
outros halogénios.” O fltior na posicdo orto apresentou a maior atividade larvicida
entre as dibenzoilidrazinas orto-substituidas. Apesar de ndo haver um padréao
uniforme na distribuicao do efeito da polarizagao envolvendo as trés variaveis, pode-
se distinguir duas regides no grafico: a regidao A, que contempla a atividade larvicida
mais potente destacando a polarizabilidade global RDF095p e 0 momento de dipolo

78 =Zqixi como mais atuantes no efeito larvicida, e regido B, onde a atividade

decai por uma acao desfavoravel destes parametros.

Dibenzoilidrazinas oo substividas :I'Ir;
I OF095p
T
B [ R
xn YObs
2-F 85I
2-Cl 637
1 2-1 624
I-Br 621
E-CF3 6,14
E-DEH36.1D
a I-CH, 585
CH, 581
I-NO, 585
H 482
I-SEH3 326

xh

Substituintes

2.0Bu™ 2,84

-30 25 20 -15 -10 05 00 05 10 15 20 25 30

[

e Mo RDF 2 ] (valores auto escalados)

Figura 53. Influéncia dos descritores RDF095p, oy, e ux na atividade larvicida
dos compostos orto substituidos. O composto D1 (H) ndo tem substituintes e é
utilizado como referéncia.

A seguir sao citados dois trabalhos cujas informacdes sao utilizadas neste
estudo para auxiliar no entendimento do modelo de QSAR desenvolvido.
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Um trabalho desenvolvido por Fricke'=® em um estudo te6rico com atomos da

tabela peridédica, mostra que ha correlagdo do potencial de ionizagdo I com a
polarizabilidade atémica. Além dos valores por ele proprio obtidos, reproduz os
resultados do trabalho por ele citado como T.H.Miller e B. Bederson, Adv. At. Mol.
Phys., 13, 1, 1977, mostrando a perfeita correlagcdo dos pardmetros em questao para
os halogénios assim como para outros grupos da tabela periddica. No presente
estudo esta andlise foi estendida para o nivel molecular, empregando as
dibenzoilidrazinas orto, meta e para substituidas. Os compostos D11 e D12 foram
excluidos do estudo de QSAR devido a baixa poténcia, mas foram preservados para
a analise da influéncia dos parametros em questao.

A andlise envolvendo 8 dos 11 substituintes na posicao orto, gerou a equacgao

5.4-20, obtida com os valores da Tabela 31, onde I corresponde ao potencial de

ionizacdo expresso em funcdo das componentes de polarizabilidade tal como
definido pela equacéo 5.4-3.

Tabela 31. Valores para o estudo 7 = f(0kx, Oyy, 0tz2)

MollD? Xn I@eV) ox(A® ay(A%) an (A% <o> (A% ou® ok°
DI° H 9,788 45,454 31226 47,362 41,347 - -
D2°°  2.F 9,581 45,506 30,074 46,785 40,788 0,52 -0,46
D3°¢  2.Cl 9,565 46,394 32,895 46,362 41,884 0,47 -0,24
D4°°  2.Br 9,563 46,073 40,888 39,776 42245 0,44 -0,22
D5° 21 9,582 49,218 47,282 41,597 46,032 0,39 -0,25

D6° 2-CF,4 9,696 47,555 43,210 33,485 41,417 042 0,10
D7° 2-NO; 9,719 49,496 42,365 34,634 42,165 0,56 0,22
D8 ° 2-CH, 9,520 48,893 33,297 49,175 43,788 0,04 -0,15
D9 ° 2-CoHs 9,454 50,684 36,153 51,564 46,134 0,05 -0,11
D10 2-0CH; 9,274 49,985 42,176 38,882 43,681 0,29 -0,43
D11°  2-0Bu®™® 9,329 55256 47,208 50,097 50,854 - -

D12 2-SCH; 8,260 52,310 40,422 46,794 46,509 0,23 -0,16

(a) Estruturas com geometria otimizada com o método semi-empirico AM1; (b) compostos da
Eq.(5.4-20); (c) compostos da Eq. (5.4-21); (d) valores conforme Hansch et al*e ref. [78]

I=+ 0,017 (+ 0,008) 0 — 0,020 (% 0,005) oy — 0,025 (+ 0,003) 0, + 10,575 (+
0,178)
n=8 R=0,998 s=0,010 F =353 p < 0,0001 (5.4-20)
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Utilizando-se apenas os 4 substituintes halogénios com inclusao do composto
D1 néo substituido pdde-se obter a regressao linear dada a seguir:

I=-0,2720,, + 0,099, + 0,134a,, + 12,756
n=5 R=0,999 s=0,003 F=1827 (5.4.21)
Tomando o flior novamente por base comparativa, quando ligado a um
atomo de carbono insaturado ou a um anel aroméatico, que é o caso presente,
verifica-se um efeito de atracdo eletrénica por efeito indutivo o1, € um efeito doador
por ressonancia or superior aos outros halogénios’® verificavel pelos valores das
constantes de Hammett o1, € or para alguns dos compostos da Tabela 31.
A correlacao de I e oo mostra ser menor quando « é utilizado no lugar de seus

componentes O, Oyy € Oz

[=-0,032 (£0,019) o + 10,969 (= 0,819)

n=8 R=0,866 s=0,068 F=18 (5.4-22)
Na verdade isto nao constitui nenhuma anormalidade, apesar dos

parametros aqui empregados para a analise, terem sido calculados com o método

semi-empirico AM1, o que certamente gera resultados mais imprecisos. Torna-se

oportuno citar uma situacao analoga a esta, ocorrida no estudo de QSAR feito por

l 124a

Fujiwara et a com o parametro LogP (coeficiente de particao octanol/agua) para

alcoois graxos substituidos. Obtiveram o modelo de QSAR:

pIDso = 0,678LogP +1,475
n=11 R=0,639 s=0,570 (5.4-23a)
onde plIDs, representa 50% de poténcia inibitoria de tiopurina metiltransferase.

Empregando calorimetria por titulacdo com os alcoois, partiram da equacao

AG2 =—RTInP , onde R é a constante universal dos gases, T a temperatura, AG

representa a energia de Gibbs, e In P é obtido em funcdo da componente entalpica

(AH) e entrdpica (AS), representado por:

log P =—AH /(2,303RT)+AS" /(2303R) = P, + P, (5.4-23b)
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O novo modelo de QSAR, agora expresso pelas componentes entalpica e
entrépica de log P resultou em:
plDsg = 1,006Py + 0,335Ps n=11 R=0,952 s=0,241 (5.4-23c)
resultado este expressivamente superior ao obtido pela Eq. (5.4-23a), mostrando
que a utilizagdo das partes que compéem uma grandeza fisica podem contribuir com
melhores resultados.

Este € tambem um momento oportuno para chamar a atencdo de que o
parametro LogP pode ser excluido indevidamente por algoritmos de selecdo de
variaveis de programas de QSAR, quando na realidade, tem importante papel na
bioatividade, mas somente constatavel se houver o seu desmembramento nas
componentes entalpica e entropica como foi mostrado anteriormente. Além disso,
recomenda-se no desenvolvimento de novas drogas, que as componentes entalpica
e entrépica de moléculas biolégicas sejam estudadas em beneficio do

desenvolvimento.'24°¢

Substituicoes meta

As dibenzoilidrazinas mono-substituidas na posicao meta Figura 54, tém nos
halogénios os melhores representantes da atividade larvicida, com o bromo
superando a acao do fluor tanto na posicdo meta como na posi¢ao orto do caso

anterior.
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Dikenzoilidrazinas meta substituidas I:I'I-.ﬁ
IFROFOOSp
Y
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¥n Yiohs
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3-CF3

3-CH3

Substituinte

20 -1.5 -0 0.5 oo 035 10

[

auer M ROF, o ] (valores auto escalados)

Figura 54. Dibenzoilidrazinas meta substituidas e influéncia dos parametros oy, pix €
RDF na atividade larvicida. O composto D1 (H) ndo tem substituintes e é utilizado
como referéncia.

Neste caso verifica-se que na regido A o momento de dipolo elétrico e a
polarizabilidade, respectivamente parametros py e o,y contribuem mais na influéncia
da atividade larvicida, e a polarizabilidade global descrita por RDF095p contribui nos
compostos substituidos por F e CFs. Na regidao B encontra-se o substituinte ciano,
com a menor atividade.

Substituicoes para

Os compostos halogenados na substituicAo para, Figura 55, sdo os que
mostram maior atividade larvicida em relacdo aos demais substituintes. De maneira
similar ao caso anterior, a regidao A mostra o0 momento de dipolo elétrico ux e a
polarizabilidade o,y com maior contribui¢do. Acima da linha de referéncia pontilhada,
a influéncia combinada dos trés parametros, ora favoraveis ora desfavoraveis a

atividade, demonstra uma queda de poténcia dos compostos.
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Figura 55. Dibenzoilidrazinas para substituidas e influéncia dos paréametros oy, Lix
e RDF na atividade larvicida. O composto D1 (H) ndo tem substituintes e é utilizado
como referéncia.

Das 12 dibenzoilidrazinas substituidas na posicao para, foi possivel obter uma
equacao relacionando o potencial de ionizacdo I com a polarizabilidade estéatica

o para 7 compostos.

=-0,030 (x0,013) o + 11,014 (£ 0,589)

n=7 R=0,936 s=0,087 F=35 (5.4-24)

Os resultados obtidos ndo possibilitam a formulacdo de uma hipétese unica
ou obtencdo de um padrao uniforme para todos os compostos e seus substituintes
relacionando as propriedades dos descritores a atividade larvicida. Contudo, os
resultados sao indicadores de que para alguns compostos, destacando-se 0s
halogenados, as interacdes ocorrem por efeitos de polarizacdo, eletrostaticos,
transferéncia de carga e contribui¢cdes dispersivas, concorrendo com constatacoes
118,119,121

de alguns autores
oyy € RDF095p no modelo de QSAR obtido.

o que confere plausibilidade de uso dos descritores i,
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5.4.3.2 — QSAR - Outliers e Dominio de Aplicabilidade

Construindo-se o diagrama de Wiliams com os resultados de predicado
obtidos pelo emprego da Eq. (5.4-19) verifica-se que o composto D1 é candidato a
outlier, Figura 56. Dois fatores sao fortemente favoraveis a manté-lo no conjunto: (a)
possue baixo residuo na predicao (0,01); (b) o composto D1 corresponde a
dibenzoilidrazina nao substituida, também utilizada como referéncia em alguns
pontos deste estudo sendo que ambos modelos de QSAR, por MLR e SVM, fazem
uma predicdo dos compostos proximo ao valor experimental como pode ser
verificado pela Tabela 30 (v. em Anexos, pg. 235). Além disto, exclui-lo do conjunto
nao traz nenhuma diferenga expressiva na equagao de QSAR-MLR e nos resultados
preditos, apresentando leverage alto (3h = 0,337), porém, favoravel.

Dienzoilidrazinas cortra 5. exgug

(]
1

PN-I-YDI-::I

e

L=l
1 n
]

(]
1

Reziduos padronizados 0

I S L P : . :

an o 0.2 0.3 o 0.5 g
Hat(h)

Figura 56. Diagrama de Williams — Dominio de aplicabilidade das dibenzoilidrazinas
(n = 37) contra Spodoptera exigua. Composto candidato a outlier. D1. Valor critico:
3*h = 0,324 , valor 3*h (D1) = 0,337 (Vide texto).

5.4.3.3 - QSAR - Testes de Robustez e Validacao
A robustez do conjunto de compostos n = 37 foi avaliada com os métodos Y-
randomization®*®' e Leave-N-Out®' O teste Y-randomization foi realizado com 300

iteracdes e 10 ciclos, resultando em 3000 iteragdes. Os valores do intercept usados
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para a aprovacdo do modelo sempre ocorreram abaixo dos valores limites a(R?) <
0,3 e a(Q?) < 0,05. Segue o valor final do ultimo ciclo:
a(R?) = 0,004 e a(Q® = -0,273.

O método bootstrap para a validacdo interna utilizou 5000 iteracées,
resultando em um valor final Q0o = 0,995 que comparado ao Q%00 = 0,996 valida
a predigéo interna da Eq.(5.4-19).

Pelo critério Leave-n-Out, foram eliminados 18 compostos (50% do conjunto n
= 37), obtendo-se o resultado Q? — Q.no < 0,1 para 10 repeticdes.

Empregando o critério de Ericsson-Wold®®, foram feitas 25 iteragbes para a
determinacdo de R? e Q? utilizando o programa da ref.[61], obtendo-se os graficos

da Figura 57, com resultados satisfatorios.

e Dikenzilidrazinasn = 37 124 Dikenzaoilidrazinas n=30
08 R*= 0297 1o
@%=0995 .
0s R==029496
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@°= 0,995
05
0.4
0.4
&0z [
0z
o0 00
Jl: LY
oz el -02 4 ”
04 4
04
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0.0 o o4 0 0a 1.0 0.0 0z i o 0.8 10
- —_—
R R
(a) (b)

Figura 57. Valores R? e Q? obtidos em funcdo da randomizagao dos valores pLDsg
experimentais para modelos de QSAR (a) MLR com n = 37 e (b) MLR com n = 30.

Para a validagdo externa foi desenvolvido o QSAR-MLR usando o conjunto
detesten=7:
pLDso = - 0,053 (+ 0,003) ayy + 0,244 (+ 0,011) i - 0,286 (+ 0,013) RDF095p + 8,460
(£0,142)
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n=30 R®=0,996 s = 0,057 F = 2218 p < 0,0001 Q°= 0,995 SPress = 0,067 SDEP =
0,063 MSE = 0,003

Aplicando o critério de Golbraikh-Tropsha® obtiveram-se os resultados
representados nos graficos da Figura 58 para o modelo de QSAR-MLR, e Figura 59
para o modelo de QSAR-SVM, assim como o0s parametros associados ao critério.

Em ambos os casos ocorreram as validagdes e pode-se verificar graficamente pelos

(5.4-25)

parametros de avaliacdo que ha étima concordancia entre os resultados de ambos
os modelos de QSAR.

Fredio

o

pLD;

Calculado

—n—y = 1.002¢ 0,027

pLD

]

—n—y =0,995x+0,013

R = 10,9989 1o R =0,3989
v —e—y=0,9873x . —e—y=1,0027x
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Figura 58. Representacdo grafica dos parametros de validacdo do modelo de
QSAR-MLR Eq. (5.4-25) das DBHs pelas equacdes (a) y = ax+b, y = kx, (b) y =
ax+b’ey=Kx.
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Figura 59. Representacdo grafica dos parametros de validacdo do modelo de
QSAR-SVM das DBHs pelas equacdes (a) y = ax+b, y =kx, (b) y=ax+b’e y = Kkx.
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Em qualquer uma das duas metodologias, MLR ou SVM, ao se aplicar os
modelos de QSAR aos nove compostos (pseudo blind set), a correlacdo de Pearson
na predicao & baixa. Como exemplo, empregando os modelos de QSAR (n = 30)
obteve-se pelo método MLR, R = 0,693 e pelo SVM, R = 0,706. Subdividindo-se o
conjunto dos nove compostos em dois conjuntos, com quatro e cinco compostos,
respectivamente, este ultimo concentrando os halogenados, obtém-se coeficientes
de determinagdo mais favoraveis (para n = 5): modelo de QSAR-MLR, R? = 0,929;
modelo de QSAR-SVM, R? = 0,981. Apesar dos valores numéricos mostrarem um
resultado estatistico aparentemente satisfatério, aplicando o método de Golbraikh-
Tropsha® verifica-se o contrario pelos parametros de validagdo, mostrando uma
grande discordancia na predi¢do externa que é ilustrada na Figura 60.

Relembrando o que foi mencionado em Material e Métodos, este estudo
submete todos os compostos ao conjunto de treinamento, contrariando o proposto
pelo método de validagdo Golbraikh-Tropsha. Estes nove compostos entretanto,
obedeceram ao critério e nao participaram do treinamento. Contudo, foram

submetidos a analise conformacional.

—a—y = 16094 266
10 _ R =0,828
P 1 —e—y=1 2487
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(a) (b)

Figura 60. Representacado grafica dos parametros de validacdo do modelo de
QSAR-MLR Eq. (5.4-25) das DBHs pelas equacdes (a) y = ax+b, y = kx. (b) y =
ax+b’e y =kx aplicado a conjunto n = 5.
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Os dados empregados encontram-se na Tabela 32 a seguir.

Tabela 32. Resultados de predi¢do obtidos com os modelos de QSAR
com n = 30 compostos

tom wolD_ X p0a’ P sARAA. GoAn oM
1 D9 2-CiHs 591 gos5 0634 0144 779 6,90
2 D11 2:0Bu™  28% 47780 686 2478 3,73 3,80
3 D12 2-SCH; 326 51609 3,14 1824 4,39 4,44
4 D23 4-CN 496 33081 .945 0964 4,21 4,30
5 D34 23-(CHy), 433 50005 274 0180 5,09 5,20
6 D40* 2,6-F, 471 47156 2041 0184 5,35 5,43
7 D41° 2-F,6Cl 471 4645 4403 0925 4,64 4,71
8 D45° 2345F, 448 30012 2ggg 2380 4,99 4,96
9 D46" 23456F, % 41213 1388 32! 5,00 4,97

(a) Compostos usados no grafico da Figura 60 ; (b) pLDsy, Observado (LDsy = mmol/inseto).

Uma vez que as predigcdes dos modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM estao
razoavelmente proximas entre si, mas distantes dos valores experimentais, o
resultado sugere trés hipoteses que podem conter o motivo do insucesso no teste de
validacéao externa: (a) Os descritores ndo conseguem descrever todas as estruturas
moleculares com a mesma eficacia. (b) O espaco conformacional pode estar
incompleto. (¢) Podem ocorrer as duas situagdes combinadas. Através de
simulacdes, verificou-se que o causador do mau resultado estd com grande
probabilidade de estar contido no item (c). No presente caso, apenas o composto
D41 obteve boa predicao da atividade larvicida.

Empregando-se o critério de validacdo das funcbes de ajuste RQK (RQK
Fitness functions) do programa MobyDigs dos modelos de QSAR Eq.(5.4-19) e Eq.
(5.4-25), obteve-se resultados que aprovam os modelos gerados (v. Tabela 33 e
Tabela 34).
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Tabela 33. Validagdo do modelo de QSAR-MLR (n = 37) pelos pardmetros RQK

Critérios de aprovacao (*)

1.Colinearidade entre variaveis K K Kyy-Kx DK

Xy X

Ky - K« > DK 0,495 0,251 0,244 0,000

2.Capacidade de predicao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,995 >0,5

3.Capacidade de predi¢cdo do modelo

QZLOO _QZASYM > DQ C)2LOO QZASYM CQZLOO'QZASYM DQ
0,995 0,996 -0,001 -0,005

4 Redundancia nas variaveis RP t

RP >t 0,142 0,0

5.Sobre ajuste (overfitting) RN tN

R > " 0,000 -0,233

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente.

Tabela 34. Validacdo do modelo de QSAR-MLR (n = 30) pelos parametros RQK

Critérios de aprovacgao (*)

1.Colinearidade entre variaveis Kyy Kx Kyy-Kx DK

Ky - Ky > DK 0,484 0,240 0,244 0,000

2.Capacidade de predigao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,995 >0,5

3.Capacidade de predi¢cdo do modelo

QZLOO _QZASYM > DQ QZLOO QZASYM QZLOO'QZASYM DQ
0,995 0,994 0,001 -0,005

4 Redundancia nas variaveis RP tP

R >t° 0,169 0,0

5.Sobre ajuste (overfitting) RN tN

RN > tM 0 -0,233

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente.
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5.4.3.4 — Proposta de novos compostos

Foram propostos treze compostos in silico de dibenzoilidrazinas, na maioria
orto substituidas, todos halogenados, e pelos resultados de predicao, identificam-se

candidatos potenciais para novos bioensaios (Tabela 35).

Tabela 35. Proposta de novos compostos - Dibenzoilidrazinas contra S. exigua

Cl
| A\ }-Bu 0
G N
Xn/ \N
0]
Métodos e valores
Descritores preditos
ltem MollD? Xn Olyy Ux RDF095p YMLRb YSVMb Yur-Ysum®

1 P1 2,6-Cl, 50,0458 -1,768 1,187 5,03 5,01 0,02
2 P2 2-CF,,6-OH 47,7173 4,246 3,015 6,08 5,83 0,25
3 P3 2-F,6-CH,4 44,9731 -0,483 1,350 5,56 5,61 -0,04
4 P4 2-Cl,6-CHj 39,6707 1,062 1,199 6,26 6,23 0,03
5 P5 2-Br,6-CH, 459469 1,489 3,733 5,30 518 0,12
6 P6 2-OH,6-SCF; 47,2449 2398 4,938 5,10 4,88 0,22
7 P7 2-CF;,6-CH,3 46,3575 -0,361 2,564 517 517 0,00
8 P8 3,5-F, 39,8195 1,936 2,408 6,12 6,04 0,08
9 P9 2,4-F, 36,0982 0,108 1,839 6,04 6,05 -0,01
10 P10  23-F, 29,8617 -0,836 0,738 6,46 6,51 -0,06
11 P11 3-Cl 36,2183 -0,154 2,181 5,87 5,89 -0,02
12 P12 4F 36,3931 -0,413 2,802 5,62 5,67 -0,05
13 P13 25F, 32,2238 0,454 1,542 6,41 6,52 -0,11

(a) Compostos com geometria AM1; (b) Ywr svm = pLDsg (LDsy = mmol/inseto); (€)Ymur-Ysvm =
residuo entre predicao dos modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM.

Na Tabela 35 foram assinalados quatro compostos em negrito por
apresentarem uma grande diferenca entre os demais na predicdo dos modelos de
QSAR-MLR e QSAR-SVM. Os comentarios feitos para os compostos relacionados
na Tabela 32 valem igualmente para este caso. Pelo estudo de docking foi possivel

agregar um pouco mais de informagéao para a interpretabilidade dos resultados.
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5.4.3.5 — Docking de compostos halogenados

Como descrito em Métodos, os resultados que se seguem foram gerados
através da técnica de docking na seguinte ordem: (I) Validagdo do método
empregado pelo programa BioMedCache em relagdo ao complexo cristalino da
proteina 1R20.pdb com a dibenzoilidrazina BY106830. (ll) Docking dos compostos
halogenados propostos. (lll) Docking dos compostos propostos pelos modelos de
QSAR. (IV) Andlise dos compostos alojados na cavidade em conjunto com a base
de dados constantes nas Tabelas 26, 27, 28 e 29.

(I) Validacao do método pelo composto BYI06830
A Figura 61 ilustra a proteina, codigo PDB 1R20. A estrutura em cor

verde se situa no mondmero indicado correspondente ao ligante BY106830.

(a) (b)

Figura 61. Proteina 1R20, (a) cristalizada em conjunto com o ligante identificado
como BYI06830; (b) ligante BYI06830, dibenzoilidrazina, situado na cavidade da
proteina conforme Billas et al.*® e aqui reproduzido por este estudo.'™®

A Figura 62 ilustra a cavidade com a identificagdo de trés regides que podem
ser exploradas na proposicdo de novos compostos, porém, o presente estudo
explora apenas a regidao 3 a qual esta associado o anel A do composto BY106830.
Pela convengao das cores, a regido azul representa que a proteina necessita de
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ligantes doadores de H (p. ex. grupos C=0-) e a regido vermelha indica que a
proteina necessita de receptores de H; (3) A regidao 3, que é o alvo deste estudo,
indica ser uma regiao predominantemente receptora de H com sitios hidrofébicos
assinalados na cor creme.

Figura 62. Cavidade com indicacao de trés regides favoraveis a proposta de novos
compostos substituidos. Os aminoacidos identificados e os respectivos atomos de
interagdo foram originalmente identificados no trabalho de Billas et al.*®. Regides
indicadas como 1, 2 e 3 vide texto.

A validacao ocorre utilizando uma coépia do ligante que fica desalojada da
cavidade, e que na operacao de docking devera ocupar a posicdo 0 mais proximo
possivel do ligante. Obteve-se o valor RMSD = 0,5283 A. A Figura 63 ilustra a
posicao original do ligante indicada pelo numero 1 e a sua copia sobreposta por
docking.
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RMSE =0,5283

Figura 63. llustracdo da sobreposicdo de estruturas, obtidas por docking entre
ligante BYI06830 e sua cépia, o ligante originalmente alojado na cavidade indicada
pelo numero 1. As estruturas em magenta correspondem aos aminoacidos que
formam a cavidade receptora.

A seguir sdo apresentados os dados obtidos da interacdo dos atomos
halogenados das dibenzoilidrazinas empregadas contra S. exigua e estudadas na
cavidade da proteina 1R20. A Figura 64 ilustra um exemplo grafico da interagéo.
Ap6s docking, cada estrutura proteica complexada com o respectivo ligante
halogenado foi submetida ao programa LigPlot'® para extrair as informagdes
relativas a interagao ligante-proteina. Os dados estao listados na Tabela 36.
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Figura 64. Dibenzoilidrazina D4 e resultado do docking na cavidade da proteina
1R20, e o atomo de Br na posicao orto e sua distancia de interacdo de 3,03 A em
relacdo ao nitrogénio do aminoacido Asn504.

Os aminoacidos Asn504, Thy408 e Thr343 formam uma ancoragem do ligante
na proteina conforme revelado no estudo de Billas et a.®®. Tomando por base os
estudos de interagdo ndo-covalente e buscando apenas distancias inferiores a 4,0 A,
constatou-se no presente trabalho que pode haver influéncia de interacdo dos
atomos halogenados das dibenzoilidrazinas com os atomos ou grupo funcional dos
aminodcidos Trp 526, Met 380, Met 381 e Ser 377, conforme listado na Tabela 36.
Pode-se admitir a hipétese de que as interagcbes com estes aminoacidos sao

também as que podem fazer alguma diferenca na atividade larvicida.
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Tabela 36. Possiveis interacées nao-covalentes dos atomos
halogénios com atomos dos aminoacidos de HvECR-LBD
Angulo

Interagcdo®  Distancia

MollD CoX_Y Ay (A) Aminoacido m(égc)iio
D2 _2-F PhF...7° 2,61 Trp 526 154
D3 2-Cl Cl...0=C- 2,96 Asn 504

PhCl...n 3,05 Trp 526 164
D4 2-Br Br...0=C- 2,86 Asn 504
PhBr...w 3,08 Trp 526 166
Br...N 3,03 Asn 504
D5 2-I I...N 3,07 Asn 504
Phl...n 3,16 Trp 526 166
...0=C- 2,87 Asn504
D6 2-CF; F...S 3,78 Met 380
F...O=C- 3,25 Asn 504
PhF...n 2,89 Trp 526 160
D13 _3-F F..S 3,08 Met 380
F...O=C- 3,31 Ser377
D14 3Br Br...S 3,89 Met 380
Br...0=C- 2,89 Ser377
D15 3-l ...S 3,54 Met 380
[...0=C- 2,74 Ser377
D16 _3-CF; F...S 3,88 Met 380
F..S 3,65 Met381
F...O=C- 2,48 Ser 377
F...O=C- 3,06 Asn 504
D19 4-Cl Cl...S 3,24 Met 381
D20 4-Br Br...S 3,18 Met 381
D21 _4-I I...S 3,12 Met 381
D22 4-CF; F...S 1,92 Met 381
F..S 3,16 Met 380

(a) Y corresponde ao aminoacido, vide Figura 50; (b) corresponde aos
elétrons do orbital .

Utilizando os dados das Tabelas 26, 27 e 28 como referéncia para avaliacao
dos resultados, verifica-se que todos os valores estdo razoavelmente condizentes.
N&o ocorreram casos da Tabela 29. No caso dos compostos com substituinte CF3,
escolheu-se o atomo de flior com a menor distancia ao atomo de interacdo do

aminodcido.
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Analogamente ao dominio ligante HVEcCR-LBD, foi elaborada a Tabela 37 para
o dominio ligante de SeEcR-LBD com algumas dibenzoilidrazinas halogenadas e os
aminodcidos vizinhos dentro de uma distancia menor que 4A. Foram calculadas as
energias de cada interagcao atomo-ligante/atomo-aminoacido pelo uso da equacéao
5.4-7, para se obter uma nocdo aproximada da ordem de grandeza destas
interag6es. Os compostos D5, D6 e D31 aparecem com valores altos dada a curta
distancia de interacao dos respectivos atomos. Qualquer pequena variagao (ou erro)
de r influi enormemente no resultado final em funcdo do fator 1//°. Pela grande
dificuldade de se obter valores da energia de interacdo atomo-a-atomo em estruturas
experimentais, os valores obtidos sdo ilustrativos e devem ser vistos com
ponderacao.

Como se utilizou uma proteina desenvolvida por homologia e docking como
ferramenta para formar o complexo ligante-proteina é necessario que os resultados
sejam vistos sob a luz da fundamentagao e de algumas consisténcias e restricoes ja
citadas ao longo do texto. Sob este enfoque, as informagdes produzidas por este
estudo podem ser Uteis no desenvolvimento de novos compostos. A primeira
informacdo é dada pela identificacdo dos aminoacidos com o0s quais as
dibenzoilidrazinas interagem: Tyr 408 ja foi identificado anteriormente como um dos
aminoacidos de ancoragem da dibenzoilidrazina, mas, adicionalmente, ocorrem
também interagdes dos substituintes halogenados com outros atomos deste
aminoacido. Interagdes novas identificadas sdo dadas por Met 380, Met 381 e Tyr
403. O composto D33 tem a maior atividade larvicida e mostrou ter interacdo com a
Ser 377. Investigou-se, se ha correlacdo da energia E. com a bioatividade, mas
isto ndao ocorre. Qualquer hipétese sobre este aspecto, neste momento, seria
demasiadamente especulativa.

O estudo segue produzindo também informacdes de possiveis interacdes-
ndo anel benzénico substituido com o atomo de enxdfre (S) com o aminoacido
Met380, e dos atomos halogénios da dibenzoilidrazina com o anel benzénico de
Tyr403.



Tabela 37. Possiveis interagdes nao-covalentes dos atomos halogénios com os

aminoacidos de SeEcR-LBD de Spodoptera exigua e estimativas da energia pela forgas
dispersivas de London (E,).
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cl
t-Bu
DO S
- M 2 A L+,
H
! [
Interagdo®  Distancia AA EL parcial E, Tot
MollD . YP )
C-X...Y dXn...Y (A) (eV) kcal/mol (kcal/mol)
D2 2-F F...O=C- 2,24 Tyr408 -0,041 -0,935 -0,935
D3 2-Cl Cl..O-H 2,08 Tyr408 -0,215 -4,961 -4,961
D4 2-Br Br...O-H 2,00 Tyr408 -0,363 -8,363 -8,363
D5 2-| l...O-H 1,08 Tyr408 -23,983  -553,053 -553,053
D6 _2-CF; F...O-H 1,07 Tyr408 -3,413 -78,702 -79,253
F...O-H 2,57 Tyr408 -0,018 -0,410
F...O-H 3,07 Tyr408 -0,006 -0,141
D13 3-F F...O-H 3,67 Tyr408 -0,002 -0,048 -0,048
D14 _3-Br Br...O-H 2,86 Tyr408 -0,042 -0,978 -0,978
D15 3-I I...S 3,73 Met381 -0,045 -1,037 -1,596
...0=C- 3,93 Met380 -0,010 -0,238
l...N-H 3,96 Met380 -0,014 -0,321
D16_3-CF; F...O=C- 3,62 Tyr408 -0,002 -0,052 -0,190
F...H-O 3,84 Tyr408 -0,001 -0,031
F...O-H 3,47 Tyr403 -0,003 -0,068
F...H-O 3,69 Tyr403 -0,002 -0,039
D19 4-CI Cl...0=C- 3,34 Met380 -0,013 -0,289 -1,951
Cl...S 3,91 Met380 -0,015 -0,352
Cl...H-O 3,62 Met380 -0,006 -0,148
Cl...N-H 3,15 Met380 -0,025 -0,582
Cl...S 3,60 Met381 -0,025 -0,579
D20 _4-Br Br...S 3,57 Met381 -0,015 -0,335 -1,160
Br...N-H 3,03 Met381 -0,016 -0,363
Br...0=C- 3,24 Met380 -0,020 -0,463
D21_4-| .S 3,53 Met381  -0,063 1,443 -5,065
...0=C- 3,10 Met380 -0,043 -0,989
l...H-O 3,41 Met380 -0,020 -0,464
l...N 2,88 Met380 -0,094 -2,169
D30 _2,3-Cl, Cl...O-H 2,08 Tyr408 -0,215 -4,961 -6,041
Cl...H-O 2,60 Tyr408 -0,047 -1,080
D31 _2,4-Cl, Cl...0=C- 3,35 Met380 -0,012 -0,284 -61,110
Cl...N-H 3,15 Met380 -0,025 -0,582
Cl...H-N 3,62 Met380 -0,006 -0,148
Cl...O-H 2,08 Tyr408 -0,215 -4,961
Cl...H-O 1,35 Tyr408 -2,391 -55,135
D33 3,5-Cl, Cl...S 3,48 Met380 -0,031 -0,709 -1,598
Cl...0=C- 2,77 Ser377 -0,039 -0,889

(a) Vide Figura 47 e 50; (b) Y representa o aminoacido (AA),vide Figura 50; (+) 1eV = 23,0605 kcal/mol.
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Relativamente as distancias e aos angulos encontrados neste estudo, ha uma

correspondéncia satisfatéria com os dados contidos na literatura.'®

Tabela 38. Possiveis interagdes-n de halogénios da
dibenzoilidrazina com a Tyr 403, e interagdo S-n da
Met380 no dominio ligante SeEcR-LBD.

. A . D =

Interagéo® Distancia™  » inoacido  Angulo

dXn...cent. médio

MollD C-X..Y 2 onb
(A) )
t-Bu <?_’
DB
. —— '}l H 2
HO - C -(l)H
=0
OH

D2 2-F Tyr403 150
D3 2-Cl Tyr403 146
D5 2-| Tyr403 140
D6 2-CF; Tyr403 179
D15 3-I S.m 2,87 Met380 118
D16_3-CF; S.w 3,67 Met380 173
D19 4-ClI S.w 3,67 Met380 173
D20 _4-Br S.w 3,67 Met380 173
D21 _4-I S.w 3,67 Met380 173
D30_2,3-Cl, S..m 3,67 Met380 173
D31 24-Cl, S..n 3,67 Met380 173
D33 3,5-Cl, S..m 3,67 Met380 173

(a) Y representa o amino acido; (b) distancia corresponde a Xn até
ao centroide ilustrado na Figura 50.
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Tauer'® em sua dissertacdo sobre contactos S-m baseou-se em 946
proteinas cristalografadas com 1,5 A de resolugao, encontrou distancia média de 3,6
A. Saraogi et al.'?’ encontraram uma variacdo maior de valores estudando proteinas
com resolugdo de 2,5A ou melhor: C-F...n = 3,21A, C-Cl..n = 3,53A, C-Br..m =
3,56A e C-l..n = 3,75A .

() Docking das Dibenzoilidrazinas Halogenadas Propostas

A Figura 65a mostra o alojamento da dibenzoilidrazina BYI06830 na cavidade

da proteina SeEcR obtida por homologia através da proteina 1R20.

Figura 65a. Alojamento da dibenzoilidrazina BYI06830 na cavidade do dominio
ligante SeEcR-LBD obtido apés a sobreposicdo''’ do complexo ligante-proteina
1R20 com a proteina obtida por homologia a partir dos aminoacidos de Spodoptera
exigua (MW = 26,5 kDa).
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A Figura 65b é o resultado do docking da dibenzoilidrazina BYI06830 na
cavidade da proteina SeEcR da ecdisona Spodoptera exigua, obtida por homologia
com a proteina 1R20.

Figura 65b. Sobreposicdo obtida por docking da coépia do composto BYI06830
(coloragéo por atomos) com o composto BYI06830 (cor magenta, indicado pelo
namero 1). Obteve-se um valor da distancia de sobreposicao RMSD = 0,512 A.

O resultado de sobreposicdo obtido pelo docking (RMSD = 0,512 A) pode ser
comparado por utilizar a mesma metodologia, com o resultado obtido anteriormente
com HvECR-LBD + BY106830 de 0,528 A e este tltimo, comparado com o obtido por
Bordas et al.'® de 0,540 A para o mesmo complexo.

Na impossibilidade de se fazer uma validacdo experimental, o RMSD é o
unico parametro escolhido e utilizado neste estudo para avaliar e validar, em teoria,
0 docking do presente estudo.

Como primeira informagao obtida pelo docking, verifica-se que a ancoragem
do ligante BY106830 ocorre com os mesmos aminoacidos Thr343, Tyr408 e Asn504
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(de forma analoga a proteina 1R20), conforme indicado na figura gerada pelo
programa MMV (Molegro Molecular Viewer)'?® (v. Figura 66).
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Figura 66. Complexo SeEcR-LBD de Spodoptera exigua com o ligante BY106830
alojado na cavidade. Linhas pontilhadas indicam as interacées com os aminoacidos
Asn 504, Thr 343 e Tyr 408.

Este fato ndo causa surpresa e ao mesmo tempo fortalece o resultado obtido
pelo presente estudo. Hormann et al.'®, em pesquisa com 77 dibenzoilidrazinas e
também utilizando CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis) e CoMSIA
(Comparative Molecular Similarity Indices Analysis) com Chilo suppressalis e
Leptinotarsa decemlineata, partiram das sequéncias do dominio de ligacao (LBD) de
Heliothis virescens cristalizado com BY106830 constatando os mesmos aminoacidos
como pontos de contacto.

As diferencas do dominio ligante (LBD) entre proteina SeEcR e HvECR estéao
ilustradas na Figura 67.
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SeEcR-LBD: 11339, ********, Thr343, Ser377, Met380, Met381, Val384, Tyr403, Tyr408, Met413,
HvECR-LBD: 11e339, Thr340, Thr343, Ser377, Met380, Met381, Val384, Tyr403, Tyr408, Met413,
SeEcR-LBD Val416, Leu420, Leu500, GIn503, Asn504, Met507, ********* Trp526.

HvECR-LBD Val416, Leu420, ********* GIn503, Asn504, Met507, Leu511, Trp526.

Figura 67. Segmentos alinhados do dominio de ligagdo (LBD) dos aminoacidos
formadores das cavidades em SeEcR e HvVECR selecionados pela distancia maxima
de 3A de seus atomos, aos atomos do composto D6 através do programa
BioMedCache.'"°

O conjunto destes resultados evidencia que, em nivel teérico, existe boa
consisténcia nas metodologias usadas na proposicdo de novos bioensaios destes
compostos ou de parte deles.

Antes de fazer a avaliagdo dos resultados dos compostos propostos, é
necessario obter algumas informacdes geradas sobre os compostos halogenados
com valores de atividade larvicida experimental.

Os resultados obtidos pelo docking na cavidade receptora SeEcR-LBD da
proteina homéloga a proteina 1R20 sao fornecidos em duas tabelas distintas. A
Tabela 39 apresenta a avaliacdo pelo PMF-score, e a Tabela 40 pelo X-score,
parametros sem propdsitos comparativos, mas para verificar o que cada um deles
pode fornecer de informagdes sobre a afinidade de ligagéo ligante-proteina.

Iniciando a analise pelo PMF-score com os valores da Tabela 39, verifica-se
que a correlacdo R obtida com a atividade larvicida pLDsy no conjunto dos 25
compostos é muito baixa, mas em concordancia com a literatura (0 a 0,37)"'%'"
para valores globais: R = 0,100. Se, entretanto, a avaliagdo for feita por grupos de
compostos (assinalados na tabela por Gl, Gll, etc.), a correlacdo passa a ser
representativa como mostrado a seguir:

Grupol (n=11): R =0,860; Grupoll (n=7): R=0,975; Grupo lll (n =5): R =
0,888. Os compostos D41 e D46 funcionam como outliers nos trés grupos.

A correlagédo obtida pela atividade larvicida pLDsy € os valores X-score de
todos os 25 compostos da Tabela 40 foi de R = 0,572. Procedendo a analise de

correlacéo por grupos como anteriormente feito obtém-se:
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Grupo I (n =12): R =0,963; Grupo Il (n =4): R =0,995; Grupo lll (n =6):
R =0,997. Grupo IV (n = 3): R = 0,869.

Em ambos os casos as afinidades de ligacao ligante-proteina preditas pelo
PMF-score e X-score tém boa correlacdo com a atividade larvicida (pLDso), fator
que sera considerado por este estudo como indicador da aceitabilidade dos
resultados de docking. Utilizando duas metodologias independentes operando por
algoritmos diferentes, para avaliar a qualidade do docking, qualificam-se os
resultados finais com aceitabilidade teérica suficiente para se atribuir consisténcia ao
estudo.

A questao que se pode formular em vista dos bons resultados de correlagao
obtidos por grupos de compostos é saber o quanto eles sdo consistentes, por
indicadores independentes, aspecto que sera abordado a seguir.
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Tabela 39.Valores de RMSD e PMF-score obtidos no docking de
dibenzoilidrazinas halogenadas alojadas no receptor da proteina
homéloga SeEcR-LBD de Spodoptera exigua.

o]
X
| A ]
// N

Xn >N
H
0]

Substituintes RMSD oLDsg’ PMF-score

Bu O

MolID™

T
3

Xn A2
1 D19 H 0,973 4,92 -54,425
2 p2 @ 2-F 0,922 6,51 50,172
3 p3 @l 2-Cl 1,879 6,37 -57,602
4 D4 ¢ 2-Br 1,870 6,21 52,411
5 D5 ¢l 2| 1,442 6,24 -44.876
6 D6 2-CF; 0,924 6,19 -44.662
7 D13 ¢ 3-F 0,891 6,15 -55,085
8 D14 ¢ 3-Br 0,977 6,57 -48,623
9 D15% 3 1,530 6,11 -34,361
10 D16 “ 3-CF; 0,490 5,97 -61,046
11 D19 ¢ 4-Cl 0,461 6,12 -59,557
12 D20 @ 4-Br 1,598 5,62 -58,853
13 D21 ¢ 44 1,168 5,43 -46,169
14 D22 %" 4-CF,4 1,859 5,47 -48,762
15 D30 @ 2.3-Cly 1,585 6,01 63,404
16 D31 °" 2 4-Cl, 0,608 6,54 -60,390
17 D32 ¢ 2.5-Cly 1,738 5,99 61,705
18 D33 %"  35-Cl, 1,957 6,64 61,527
19 D39 %" 2-CH,,3-Cl 1,400 5,31 -49,820
20 D40 %" 26-F, 1,437 4,93 -60,407
21 D41" 2-F-6-Cl 1,793 4,71 56,804
22 D43 ¢ 2.3,4-Cls 1,765 5,67 -66,692
23 D44 © 2 5-Cl»-3-CF3 2.014 4,93 -74.290
24 D45°"  2345F, 1,642 4,48 -71,750
25 D46") 2.3,4,56-Fs 0,973 3,04 61,744

(a) Valor de referéncia com o cristal de BY106830: RMSD = 0,512A; b) valor experimental
(LDsy = mmol/inseto); (+) Gl, Gll e Glll formam grupos para analise de correlagdo da
atividade larvicida pLDs, com o PMF-score; (*) D41 e D46 tém comportamento de outliers
nos trés grupos.
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Tabela 40. Valores X-score extraidos do resultado de docking de
dibenzoilidrazinas halogenadas alojadas no receptor da proteina homdloga
SeEcR-LBD de Spodoptera exigua.

Cl
| A\ }Bu 0
F N
Xn \H
(0]
. Componentes
ltem MollD Substituintes pLD50® X-score” XPscore LBE?
Xn HP® HM°® HSC (kcal/mol)
1 D1¢ H 4,92 7,34 6,94 8,00 7,09 -10,01
2 D2 GV 2.F 6,51 7,47 707 820 7,13 -10,19
3 D3¢ 2.Cl 6,37 7,56 7,18 8,22 7,28 -10,31
4 D4 G 2-Br 6,21 7,45 6,97 8,19 7,18 -10,16
5 D5¢ 2-| 6,24 7,67 7,14 8,45 7,41 -10,46
6 D6 2-CF3 6,19 770 7,33 838 739  -10,50
7 D13¢V  3-F 6,15 7,31 691 795 7,07 -9,97
8 D14¢"  3-Br 6,57 7,57 707 831 7,32 -10,32
9 D15¢ 31| 6,11 7,62 7,08 842 7,35 10,39
10 D16 %  3-CF; 5,97 7,58 725 8,29 7,21 -10,34
11 D19S"  4.Cl 6,12 7,53 705 8,23 7,29 10,26
12 D20¢  4-Br 5,62 7,55 7,04 829 7,31 10,30
13 D21 ¢ 4 5,43 7,54 6,99 8,34 7,29 10,29
14 D22¢  4-CF, 5,47 7,47 714 8,19 7,10 10,20
15 D30 © 2,3-Cl, 6,01 7,58 7,07 8,36 7,32 -10,34
16 D31 & 2 4-Cl, 6,54 7,60 7,07 8,36 7,36 -10,36
17 D32¢  25.Cl, 5,99 7,77 7,30 8,50 7,51 -10,60
18 D33¢  35-Cl, 6,64 7,70 716 8,47 7,49 -10,51
19 D39 %" 2-CH,,3-Cl 5,31 7,62 7,18 8,32 7,35 -10,39
20 D40 Glil 2,6-F2 4,93 7,20 6,85 7,81 7,00 '9,85
21 D41 @ 2-F,6-Cl 4,71 7,35 6,90 8,04 7,11 -10,03
22 D43 6! 2.3,4-Clg 5,67 7,76 7,18 8,59 7,50 -10,58
23 D44V 25-Cl,,3-CFs 4,93 7,84 7,37 8,65 7,49 -10,69
24 D45 Gl 2,3,4,5-F, 4.48 717 6,84 7,73 6,95 -9,79
25 D46 2,3.4.56-F 3,04 7,16 6,82 7,70 6,96 -9,77

(a) Valor experimental (LDsy = mmol/inseto); (b) estrutura de referéncia: cristal de BY106830 (RMSD
=0,512A); (c) HP = contribuicdo hidrofébica e de ajuste dada pelos parametros HS, HC, HM descritos
em Métodos); (d) LBE (Ligand Binding Energy); (+) Gl, Gll, Glll e GIV formam grupos para anélise de
correlacdo da atividade larvicida pLDsq com X-score.
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Podem-se considerar os seguintes indicadores favoraveis: (a) partiu-se da
proteina 1R20 cristalografada com o ligante, complexo bastante utilizado por outros
pesquisadores como referéncia para trabalhos similares, conforme citado na sub-
secao 5.4.2 em Métodos no paragrafo Docking. (b) A homologia obtida pelo
servidor -TASSER que produziu o resultado foi dado pela qualificacdo C-score''®°¢
com um RMSD = 0,75 em relacao a estrutura nativa, e o TM-score = 0,91. Um TM-

score''®°¢

> 0,5 indica um modelo com topologia correta e < 0,17 uma similaridade
randémica. (c¢) Foi possivel obter uma validacdo do docking da estrutura do cristal
da dibenzoilidrazina BY106830 com um RMSD = 0,528 A contra um RMSD = 0,540 A

128 (d) O docking da estrutura do composto BY106830 no receptor da

da literatura
proteina homédloga SeEcR-LBD de S. exigua resultou um RMSD = 0,521 A, o que
sugere que qualitativamente, a nivel teérico, o0 dominio receptor da proteina SeEcR-
LBD é muito similar a de Heliothis virescens HvVECR-LBD. (e) Constatou-se neste
estudo que a ancoragem das dibenzoilidrazinas sempre se dd com os atomos dos
aminoacidos comuns aos dominios ligantes das duas proteinas, respectivamente de
SeEcR-LBD e HvEcR-LBD: Thr323; Asn 504 e Tyr 408. Como ja citado, este
resultado foi também obtido para C. suppressalis (Lepidoptera) e L. decemlineata
(Coleoptera) por Hormann et al.'%. (f) As afinidades de ligagdo dos compostos
dadas pelos valores X-score foram obtidas utilizando o cristal BYI06830 como
referéncia que por sua vez apresentou um bom RMSD de docking (v. item(c)).

Considerando todos estes aspectos positivos, torna-se plausivel estender o
estudo ao conjunto de compostos propostos.

A sequir, estao relacionados na Tabela 41 os resultados obtidos por docking

das treze dibenzoilidrazinas halogenadas propostas.
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Tabela 41. Compostos propostos contra S. exigua. Resultados de modelos
de QSAR-MLR e QSAR-SVM e correlagdo com o PMF-score

Cl
| A\ iBu O
G
Xn/ N\N
H
O
ltem MollD® S“bsg'(t;“”tes R'\fz\SD Qsﬁé?ﬁziR QS/le_{-Dsz;M PMF-score
1 P1E"  26-Cl, 2,020 5,03 5,01 -52,261
2 P2¢"  2.CF;,6-OH 1,656 6,08 5,83 -47,445
3 P3¢  2.F6-CHj; 0,722 5,56 5,61 -48,288
4 P4%"  2.Cl,6-CHj 0,748 6,26 6,23 -49,971
5 P5%  2-Br,6-CHj; 0,608 5,30 5,18 -42,481
6 P6 ¢  2-OH,6-SCF; 0,362 5,10 4,88 -35,349
7 P79  2.-CFs;6-CH; 0,363 517 517 -44,838
8 P8¢  3,5-F, 1,886 6,12 6,04 -62,689
9 P9% 24-F, 1,686 6,04 6,05 -68,109
10 P10 2,3-F, 0,991 6,46 6,51 -50,067
11 P11 9  3-Cl 1,871 5,87 5,89 -59,023
12 P12¢ 4-F 1,440 5,62 5,67 -50,621
13 P13¢ 25-F, 0,709 6,41 6,52 -66,626

(+) Gl e Gll formam grupos para analise de correlagao da atividade larvicida pLDsqcom
PMF-score; (a) valores pLDsq preditos (LDsy = mmol/inseto).

Foi feita uma correlacdo com as atividades larvicidas preditas tanto pelos
modelos de QSAR-MLR como SVM com o indice PMF-score, onde ambas as
correlacdes estdo préoximas (n = 13, Rug = 0,604 e Rsym = 0,663) e satisfatorias se
comparadas aos valores citados pela literatura (R = 0 a 0,37)."""'™ A correlacdo
entre os valores pLDsg preditos pelos modelos de QSAR MLR e SVM resulta
igualmente ser satisfatéria: (n = 13, R = 0,982; s = 0,099; F = 300; p<0,0001). O pior
resultado de docking foi obtido pelo composto P1, com RMSD de 2,020A, portanto,
acima do limite preconizado (< 2,0 A). Para concluir a anlise, e conforme praticado
antes, fez-se uma separacdo em dois grupos com o0s compostos melhor
correlacionados, obtendo-se os resultados seguintes para pLDs = f(PMF-score):

Grupo I (n=9): RuLr = Rsvm = 0,953 s=0,169 F =70 p =0,0001.

Grupo Il (n=4):Rur.svm sem significancia estatistica.
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A mesma andlise € feita com os valores da Tabela 42 correlacionando a
atividade larvicida pLDsy com os valores X-score, pLDsg = f(X-score), como segue:
Grupo I (n=8) : Rmr =0,956 s=0,189 F =63 p=0,0002.
Rsvm= 0,938 s=0,245 F=43 p = 0,0006.
Grupo Il (n=4): Rur=0,998 s=0,024 F=474 p=0,002.
Rsvm = sem significancia estatistica.
O composto P5 tem comportamento de outlier.

Tabela 42. Compostos propostos contra S. exigua. Resultados dos modelos de QSAR-MLR,
QSAR-SVM e correlacao dos valores pLDs, com X-score.

Cl
| A\ }Bu 0
F N
Xn \N
H
! (=

ltem MollD Substituintes oL Do b Copponentes | g
xn QSAR MLR QSAR SVM X599€  ppe v pge (kealmo)

1 P18 26-Cl 5,03 5,01 7,48 700 823 7,22 -10,21
2 P2 2.CF,6-OH 6,08 5,83 7,65 735 828 7,31 -10,43
3 P3¢ 2.F6-CH; 5,56 5,61 7,38 7,00 8,00 7,15 -10,07
4 P4 2.Cl6-CH, 6,26 6,23 7,73 737 840 744 -10,55
5 P57 2-Br6-CHs 5,30 5,18 7,78 737 847 7,49 -10,61
6 P6 ¢  2-OH,6-SCF, 5,10 4,88 7,45 7,16 8,07 7,12 -10,16
7 P7%  2.CF36-CHs 517 517 7,43 7,08 8,11 7,08 -10,13
8 P8¢  35F, 6,12 6,04 7,24 6,88 7,87 6,98 -9,88
9 P9% 24-F, 6,04 6,05 7,30 6,91 7,92 7,06 -9,95
10 P10% 2,3-F, 6,46 6,51 7,26 6,88 7,87 7,04 -9,90
11 P11 3.cl 5,87 5,89 7,52 7,06 823 7,27 -10,26
12 P12¢ 4.F 5,62 5,67 7,33 6,93 7,97 7,08 -9,99
13 P13% 25.F, 6,41 6,52 7,27 6,90 7,88 7,02 -9,91

(a) Valor predito (LDsy = mmol/inseto); (b) estrutura de referéncia: cristal de BYI06830 (RMSD =
0,512A); (c) parametros de afinidade de ligagcao: (HP+HM+HS)/3 = X-score; (d) LBE (Ligand Binding
Energy-Energia de ligagédo); (+) Gl e Gll formam grupos para andlise de correlagdo da atividade
larvicida pLDsy, com X-score;(*) P5 é outlier em ambos 0s grupos.

O parametro LBE no programa X-score representa o valor predito da energia
de ligacao ligante-proteina como descrito pela Eq. (5.4-11) e também pode ser
usado como um indicador na qualidade dos resultados. Utilizando-se o procedimento
por grupos como nos casos anteriores, e empregando o conjunto de compostos

propostos obtém-se para os valores pLDsp = f{LBE) do modelo de QSAR-MLR:
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Grupo I (n=8): Ru.r=0,956 s=0,188 F=63 p =0,0002.
Grupo Il (n=4): Ru.gr = 0,998 s=0,021 F =631 p=0,0016.
Para os valores pLDs = f(LBD) do modelo de QSAR-SVM:

Grupo I (n=8): Rsym = 0,940 s =0,241 F =45 p =0,0005.

Grupo Il (n=4): Rsym = sem significancia estatistica.

O composto P5, como anteriormente citado, tem comportamento de outlier.

Os valores das correlagdes obtidas em cada um dos grupos de pLDsy preditos
com os parametros independentes PMF-score, X-score e LBE, sédo indicadores de
que o docking pode ser considerado qualitativamente satisfatério.

Através da malha tridimensional que forma a cavidade no dominio ligante da
proteina SeEcR-LBD, pode-se verificar também dois espagos livres ao redor do anel
B da dibenzoilidrazina representada na Figura 68 pelas regides | e Il, e que
oferecem oportunidades para o desenvolvimento de novas propostas.

Figura 68 Cavidade formada na proteina SeEcR na regido do ligante
(dibenzoilidrazina D6 usada de exemplo). As regides | e Il oferecem oportunidades
para desenvolvimento de novos compostos.
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Dibenzoilidrazinas substituidas no anel B (Figura 69) foram bioensaiadas por
Smagghe et al."*® com quarenta e duas dibenzoilidrazinas contra S. exigua. Grande
parte dos substituintes sdo os mesmos usados por Nakagawa et al.?’ no qual se

baseou este trabalho.

Cl

Figura 69. Dibenzoilidrazina substituida conforme Smagghe et al.'®.

Nao é propésito deste estudo explorar esta regido, mas apenas indica-la
como uma oportunidade para novas pesquisas em aditamento ao trabalho de
Smagghe et al.'®. Através de docking de um composto proposto in silico, obteve-se
um RMSD = 0,970 A. Com isto foi possivel exemplificar o preenchimento da
cavidade (Figura 70a) assim como possiveis interagdes nao-covalentes dos

halogénios (Figura 70b).
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Figura 70. (a) Ligante PS4 construido in silico. Estrutura de docking (em cor cinza)
sobreposta a sua similar, mostrando bom preenchimento da cavidade relativa a
regido Il da Figura 68. (b) As setas indicam possiveis interagdes dos substituintes
halogénios do composto Yn = 4-(Ph-2Cl) no anel B (Figura 69) com os aminoacidos:
Cl...0 = C-, 3,89 A (Asn 504); CI...S, 3,24 A (Met 381).

5.4.4 — Conclusao

Através do emprego de dois métodos de regressao, MLR e SVM, construiram-
se modelos de QSAR a partir de conférmeros que melhor representaram o composto
na atividade larvicida experimental, e que reproduziram os valores experimentais
com boa proximidade, mostrando equivaléncia.  Verificou-se o péso da
polarizabilidade estatica o,y, do momento de dipolo py e da fun¢do de distribuicao
radial calculada pela polarizabilidade atébmica RDF095p na atividade larvicida para
cada um dos compostos nas posicao orto, meta ou para. Para alguns dos compostos
halogenados, é possivel associar o valor das forgas dispersivas de London e obter
uma idéia aproximada da energia de interacdo nao-covalente do composto com o
respectivo &tomo do aminoacido.
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Os modelos de QSAR mostraram-se consistentes, pois o0s descritores
mencionados representam conceitos fisicos de polarizabilidade que estdo muito
presentes na literatura relativa a interagdes ligante-proteina. Como complemento, foi
possivel mostrar a existéncia de uma correlagéo entre a polarizabilidade estatica e o
potencial de ionizacao entre alguns dos compostos.

O estudo de docking feito com vinte e cinco dibenzoilidrazinas halogenadas,
partindo-se de um cristal de referéncia complexado com a proteina 1R20, obteve
valores de RMSD abaixo de 2,0 A para vinte e quatro compostos. Este resultado
qualitativo permitiu investigar quais as possiveis interacdes néao-covalentes dos
substituintes com os atomos de aminoacidos vizinhos, contribuindo com uma
informacao tedrica cujos resultados sdao compativeis com a literatura. O bom
resultado obtido pelo docking com o dominio ligante HVEcR-LBD motivou a pesquisa
complementar, empregando metodologias conhecidas para obtencdo de uma
proteina construida por homologia, baseada na proteina 1R20 e através de novo
estudo de docking, conhecer as interacbes das dibenzoilidrazinas na proteina
homéloga de Spodoptera exigua. O emprego de PMF-score e X-score, duas
metodologias independentes empregadas para obter a bioafinidade predita ligante-
proteina gerada pelo docking, permitiu correlacionar os valores numéricos com a
atividade larvicida experimental para o complexo HvVECR-LBD e predita pelos
modelos de QSAR MLR e SVM, assim como para o complexo teérico SeEcR-LBD,
com resultados satisfatérios e consistentes sob aspecto metodoldgico.

Foram propostas treze dibenzoilidrazinas halogenadas contra a lagarta S.
exigua, igualmente submetidas a docking e a avaliagcdo da bio-afinidade (estimada)
ligante-proteina. Destas, doze tiveram RMSD < 2.0 A, indicando assim bom ajuste
ligante-proteina. Assumiram-se os valores preditos pelos modelos de QSAR como
adequados para verificacao da correlacao bioafinidade ligante-proteina, novamente
gerando correlagdes que qualificam os resultados para sua utilizagao pratica.

Como ja citado, os resultados de docking das dibenzoilidrazinas partiram da
validacao do docking no complexo cristalizado HVECR-LBD da proteina 1R20. Estes
resultados assim como o docking de DBHs no dominio ligante-proteina SeEcR-LBD,

requerem validacao experimental, ndo contida no escopo desta tese.
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5.5-Dibenzoilidrazinas contra Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
Lepidoptera, Noctuidae
5.5.1 — Introducao

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Lepidoptera) € uma das
maiores predadoras da cultura do milho, classificada como a praga mais importante

desta cultura, ocasionando perdas na produgao '3

que se aproximam dos 40%.
O cartucho da planta é o seu alvo preferencial, mas ataca também o pendao e
espigas em formacao.'®*

Utilizando células Sf-9 dos ovarios de Spodoptera frugiperda Ogura et al.?®
fizeram estudos experimentais de bioafinidade de ligagdo com dezoito
dibenzoilidrazinas para-substituidas. Dibenzoilidrazinas sdo agonistas da ecdisona,
e tém o proposito de inibir a ligagdo da Ponasterona A, horménio esteroidal
empregado no ensaio, regulador da metamorfose do inseto. A afinidade de ligacédo
dos compostos ao receptor da célula é dada por plCso=log (1/ICsp), onde ICso (M)
representa a concentracao para 50% da inibicao da atividade da Ponasterona A.

No modelo de QSAR desenvolvido, o composto D18 por apresentar grande
valor residual, foi classificado como outlier. Tem o menor plCsy, porém, tem o
segundo melhor valor do parametro hidrofébico Log P. Os compostos com Log P
mais elevados foram os que apresentaram a melhor bioafinidade, excluido D18.

Segue o modelo de QSAR obtido por Ogura et al.?® e transcrito conforme publicado:

pICso = + 0,607 (% 0,238) LogP — 0,822 (+ 0.532) — 0,364 (+ 0,441) AB; + 5,502 (+

0,723)
n=17 R?=0,914 s=0,243 F=46 p <0,0001 Q= 0,864 SPress = 0,305 SDEP
= 0,275 MSE = 0,047 (5.5-1)

onde ¢ € a constante substituinte de Hammett, AB; é o descritor estérico
STERIMOL de Verloop, e LogP o coeficiente de particido octanol/agua que quantifica
a hidrofobicidade do composto. O erro (+ 0,441) do coeficiente AB; é justificado® e

corresponde a 90,4% no intervalo de confianca.
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Os dados experimentais contidos na literatura® serviram de base para o
desenvolvimento de um novo modelo de QSAR e uma proposta de novos compostos

por este estudo.
5.5.2 — Métodos

Foram utilizados os métodos descritos em Material e Métodos, Secéao 4,
acrescidos de outros métodos para estudo de problemas especificos conforme
segue mais adiante.

Os parametros LogP e a constante eletrbnica de Hammett o, além de
descritores classicos de QSAR, sao possivelmente os mais adequados para
interpretar o mecanismo de acado em funcdo de diversos modelos de QSAR
desenvolvidos por outros grupos de estudos com lagartas do género Lepidoptera.
Por esta razdo foram preservados. Utilizou-se também neste estudo o descritor
Mor25v, escolhido por algoritmo genético pelo aplicativo BuildQSAR, e que substitui
o descritor STERIMOL AB;. Desta forma, introduziu-se um descritor sensivel as
variagbes conformacionais. Mor25v é um descritor do programa DRAGON
pertencente ao grupo 3D-MoRSE (3D-Molecular Representation of Structures based
on Electron diffraction). Detalhes adicionais sdo dados em Resultados e Discussao

na sub-secédo 5.5.3.
Estudo de Reatividade Quimica das DBHs contra S. frugiperda

O modelo de QSAR de dibenzoilidrazinas contra S. frugiperda da literatura®®
deixou em aberto uma questao de interesse pratico. A hidrofobicidade expressa pelo
descritor de particdo octanol/agua (LogP) teve marcada importancia no estudo de
bioafinidade, o que foi verificado experimentalmente. Recordando, o composto D18
apresentou o pior resultado experimental mas tem o segundo melhor valor para
LogP em relacao aos demais compostos.

Numa tentativa de estudar a possivel causa da baixa bioafinidade de D18, foi
feita uma analise sob o enfoque da reatividade envolvendo aspectos nucleofilicos e
eletrofilicos. A analise se estende a todas as 18 dibenzoilidrazinas. A metodologia
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empregada foi a mesma desenvolvida por Parr et al.'*®

assim como aplicagdes com
complementacdes introduzidas por Roy et al.'*® e Parthasarathi et al.'¥’.
Relacionam-se a seguir as variaveis que sao calculadas e utilizadas na
andlise. Para o completo formalismo matematico acompanhado de todos os
conceitos fisico-quimicos sugere-se a consulta dos artigos citados e de algumas

citacdes adicionais ao longo do texto.

indice de eletrofilicidade

Proposto por Parr et al.'®>13¢

o= u’/2n (5.5-2)

, 0 indice de eletrofilicidade global é dado por

A Eqg. (5.5-2) mede a eletrofilicidade de um ligante representado pela
dibenzoilidrazina ao interagir com o sitio receptor da proteina na célula de ovas Sf-9
da lagarta S. frugiperda, onde:

i =(E/oN),,, (5.5-3)
representa o potencial quimico, que é variagdo da energia em relacdo a
transferéncia de elétrons sob a acdo de um potencial externo

v(r) constante. i = u(N,v) mede a tendéncia dos elétrons de escaparem de um

sistema em equilibrio.’® O parametro m é definido como ‘dureza quimica’

(hardness) '
17=(ul/oN),,, =(©@°E/ON?),,, (5.5-4)
Empregando o método de aproximacao por diferenca finita na Eq. (5.5-3) obtém-se:
I+A

onde I representa o Potencial de lonizagéo vertical e A a afinidade eletrbnica. y

representa a eletronegatividade da molécula. O potencial de ionizacao € definido
como a quantidade de energia requerida para remover um elétron da molécula PHy,
onde P representa um atomo, computada como a diferenca entre a energia do
cation E(PH*) e a energia da molécula neutra E(PH,"):

I = E(PH2") —E(PH,) (5.5-6a)
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A afinidade eletrbnica A é definida como a energia liberada quando um
elétron é adicionado a molécula neutra, calculada como a diferenca de energias
entre a forma neutra e a energia do anion E(PHy):

A = E(PH®) — E(PHy) (5.5-6b)

Empregando novamente o método de aproximacao por diferenca finita na Eq.
(5.5-3), chega-se a equacao:

n=I-A (5.5-7)

Outra grandeza calculada é a maciez (softness) S, que é a variacdo de

transferéncia de elétrons em funcado do potencial quimico, e expressa pelo inverso

da dureza:

indice de Reatividade de Fukui (Funcéo de Fukui)

A funcdo de Fukui ou funcdo de fronteira foi definida por Parr e Yang' e
dado pela Eq. (5.5-9). E utilizada para avaliar a perturbagdo externa e como o
potencial quimico de um sistema é afetado. A avaliacdo € feita pela derivada do
funcional do potencial quimico com relagdo a mudangca no potencial externo, ou,
segundo as relacbes de Maxwell, idéntica a variacdo da densidade eletrdnica em

relacdo ao numero de elétrons:

[ ou _(9p(¥) ]
f(r)—(av(F)JN —[ N jvm (5.5-9)

Os célculos neste estudo se utilizam da forma simplificada, proposta por Yang

e Mortier'' resumida nas equacdes abaixo:

Para ataque nucleofilico f," =¢,(N+1)—q,(N) (5.5-10a)
Para ataque eletrofilico  f, =¢,(N)—¢q,(N —1) (5.5-10b)
Para ataque radical £2=05[q.(N+1)+q,(N-1)] (5.5-10c)

onde ¢, é acarga de cada 4tomo da molécula.
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142,143

Segundo diversos estudos comparativos , esta pesquisa se orientou

pelas recomendacdes da literatura para emprego da analise populacional de
Hirshfeld (HPA).

indice de Eletrofilicidade Local — Maciez Local (Local softness)

Chattaraj et al'*

em sua andlise sugerem a adocao de um indice de
eletrofilicidade local, @ , que supostamente é mais sensivel em medir propensdes
de ataque eletrofilico, nucleofilico e radical, que varia de atomo para atomo em uma
molécula, sendo que o ataque eletrofilico global estd propenso a todos os ataques e
se conserva. @, portanto, estq associado a alguns adtomos de uma regido da
molécula, e pode ser obtido pela equacgao geral :

@ (F)=af “(¥) (5.5-11)

onde o=+, —, e 0significa, ataque nucleofilico, eletrofiico e radical,
respectivamente. A representacdo condensada das variaveis o no sitio atdbmico k
se escreve como:
wl (F) = af,” (5.5-12)
A maciez local S;” € um descritor igualmente utilizado na analise,

diferenciando-se da maciez global pela equacao :
S& =8 (5.5-13)

n

e a maciez global dada por: s =5, (5.5-14)

g
k=

—_

indice de Eletrofilicidade de Grupo (ou filicidade de grupo)
A filicidade condensada somada sobre o grupo de atomos relevantes ao

estudo pode ser expressa pela equagio'®’

o =;a),f’ (5.5-15)
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onde n € o numero de atomos coordenados ao atomo reativo, @ a eletrofilicidade

local do atomo mais proximo ligado, e a=+,—-,e 0 témo mesmo significado
anterior: ataque nucleofilico, eletrofilico e radical, respectivamente.

O calculo de contribuicao eletrofilica e nucleofilica de grupo se utiliza de todos
os atomos de uma regido de interesse, que no caso especifico deste estudo, sdo
todos os atomos do anel benzénico B mais todos os atomos que integram o
substituinte (v. estrutura na Tabela 43, em Anexos, pg. 236).

Para obter os valores numéricos de todos os parametros descritos, utilizou-se
o pacote computacional ADF* utilizando Teoria do Funcional de Densidade (DFT)
para a otimizagdo da geometria com o conjunto de base TZP (Triplo Zeta com
Polarizagdo) e o funcional Becke-Perdew 86. Além disto fez-se o calculo das
frequéncias para assegurar que a estrutura esteja no seu minimo, o que foi avaliado
pela auséncia de frequéncias imaginarias.

A sequéncia de célculo é a seguinte: (a)otimizacao da geometria inicial com o
método semi-empirico AM1. (b) Segue-se o método DFT da otimizacdo da
geometria. (¢) Calculo das frequéncias. (d) Calculo da energia Single Point da
molécula neutra, do cation, e do anion. (e) Disposicao de dados numa planilha, para
calculo dos parametros necessarios juntamente com as cargas de Hirshfeld, que séo
automaticamente geradas na otimizacdo da geometria pelo pacote ADF. Os dados
sao extraidos através de um script em linguagem Perl para este propésito.

5.5.3 — Resultados e Discussao
5.5.3.1 — QSAR-MLR, QSAR-SVM e Descritores

QSAR-MLR e Descritores

Apos analise conformacional, obteve-se o seguinte modelo de QSAR, sem
eliminar D18 do conjunto, cuja predicdo esta proxima ao valor observado,
contrariamente ao valor obtido pelo estudo da ref.[26], onde o valor residual é
grande:
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pICso = + 0,215 (+ 0,041) LogP — 1,061 ( 0,102) & - 7,106 (+ 0,316) Mor25v +
10,476 (+ 0,231)

n=18 R?=0996 s=0,055 F=1384 p<0,0001 Q°=0,994 SPress = 0,070
SDEP = 0,064 MSE=0,0023 (5.5-16)

onde Mor25v (3D-Morse — signal 25/ weighted by atomic van der Waals volumes), é
o descritor sensivel as variacbes conformacionais e € através dele que os
conférmeros sao escolhidos como explicado em Material e Métodos, Secéao 4.

As predicdbes para cada um dos compostos antes e apds andlise
conformacional podem ser verificadas na Tabela 43 (v. em Anexos, pg. 236),
incluindo os resultados da literatura.?® Os valores dos descritores utilizados para
construir o modelo de QSAR estdao contidos na referida tabela e o gréfico
correspondente na Figura 71. A matriz de correlagdo R apresenta os seguintes
valores entre variaveis: LogP/c (-0,594); LogP/Mor25v (-0,048); o/Mor25v (0,109).
Entre descritores e bioafinidade: plCso/LogP (0,509); plCse/c (-0,643); plCso/Mor25v
(-0,810).

A teoria envolvendo descritores do tipo 3D-MoRSE ja foi descrita na secgéo
5.3, porém, serdo dados detalhes de como o descritor se comporta em funcao da

variacao conformacional e sua relacdo com a bioafinidade.
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Figura 71. Resultado comparativo de valores preditos conforme metodologia de
otimizagdo de geometria pelo método AM1 e MMFF94 ou Dreiding modificado. O
método da ref. [26] ndo esta especificado na literatura.

A equacao (5.5-16) esta representada graficamente na Figura 72, onde as
barras representam a contribuicdo de cada um dos parametros na bioafinidade de
ligacdo das dibenzoilidrazinas com as células Sf-9 de S. frugiperda. Verifica-se que
ha grande contribuicdo do ¢ de Hammett que tem sinal negativo na equagdao QSAR
e que pela interpretacdo de Ogura et al?® sugerem um efeito elétron-doador do
substituinte favorecendo uma interacao do grupo CONH com o receptor, este ultimo
até o presente desconhecido na literatura. Independentemente desta interpretacao,
pode-se verificar pela Figura 72 que a constante eletrbnica ¢ tem prevaléncia em
quase todas as atividades maiores (regido A). Na regidao B ha uma influéncia
redutora da atividade, exceto para o composto substituido por um fenil (CgHs) que

sera alvo de uma analise em topico especifico mais adiante, na sub-secédo 5.5.3.5.
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Dibenzaoilidrazinas para substituidas (n=18)
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Figura 72. llustragdo da influéncia de cada um dos parametros na descri¢cdo da
bioafinidade de ligacdo das dibenzoilidrazinas com as células Sf-9.

Mor25v, codificado pelo volume de van der Waals, marca presenga maior na
regiao A, porém, indicando agir de modo desfavoravel a bioafinidade, como é
também o caso do parametro STERIMOL AB;, da equacao (5.5-1) desenvolvida por
Ogura et al.?®.

A Figura 73 mostra que ha resposta linear entre a bioafinidade plCsp e 0 valor
do parametro Mor25v para os conférmeros correspondentes de cada composto. Esta
situacao se repete para todos os compostos além dos trés representados no gréfico.
Verifica-se que na medida em que Mor25v decresce a bioafinidade é crescente. Para
todos os compostos juntos ndo ha uma boa correlacao linear, mas quando se

formam grupos por tipo de substituinte, ela se verifica, como esta caracterizado na
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Figura 74. Notar que os halogénios estao relacionados na mesma reta com o
composto nao substituido H, assim como os grupos CHs, CsH7 e C4Ho.
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Figura 73. Comportamento linear de valores de Mor25v dos conférmeros do
composto ndo substituido D1, do composto D13 de maior valor plCsy experimental, e
D18 composto de menor valor plCsy experimental. Pontos vermelhos correspondem
aos valores experimentais de plCsy associados aos valores Mor25v.

Os compostos substituidos por SO.CH3, COCH3; e CF3 parecem pertencer a
mesma classe descrita linearmente por Mor25v. CN e NO, podem, talvez, formar
uma classe prépria, apesar de formarem uma correlacao ainda aceitavel com os trés
substituintes citados. Esta investigacao, contudo, ndo esta no escopo deste trabalho,
mas nao deixa de apresentar um aspecto cujos resultados poderiam servir de
indicadores para selecao de substituintes na proposta de novos compostos.

As correlacdes obtidas em cada grupo e associadas ao grafico da Figura 74
sao as seguintes: Grupol (n=8 R=0,995 s=0,101 F=613); Grupoll(n=5 R =
0,965 s=0,090 F=41); Grupo lll (n=5 R=0,955 s=0,196 F =31);
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Figura 74. Correlagao do descritor Mor25v com a bioafinidade, com os compostos
separados em trés grupos, verificando-se correlacao linear. Os compostos CN e NO,
podem eventualmente formar um grupo a parte. Os valores plCsy sdo o0s
experimentais.

O grafico sugere que compostos substituidos halogenados, assim como a
série integrada por C4Hy, oferece oportunidades de investigacdo na proposi¢éo de
novos compostos.

Uma avaliacao do parametro hidrofébico revela que existem dois grupos de
compostos fortemente correlacionados com LogP (Figura 75), porém, o composto
D18, que tem o segundo melhor valor como ja foi citado, se comporta como outlier.
Diferentemente do descritor Mor25v que mostrou alguma especificidade de
correlacdo nas classes de substituintes (halogénios, por exemplo), LogP ndo mostra
esta especificidade, e na separacao de grupos as correlagcoes sao as seguintes:
Grupol (n=8 R=0,960 s=0,125 F=71); Grupoll (n=9 R=0,964 s=0,218 F
= 92).
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Assim, pelo grafico verifica-se que, em termos gerais, a bioafinidade é
crescente com compostos mais hidrofobicos, fator a considerar na proposta de
dibenzoilidrazinas na atividade larvicida de S. frugiperda.

5.0 - Dibenzoilidrazinas (n=18)
T 454m——CH
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Figura 75. Correlagdo do descritor LogP com a bioafinidade experimental, com os
compostos separados em trés conjuntos. CgHs representa um conjunto de um Unico
elemento.

Fazendo a mesma analise com o parametro ¢ de Hammett, destacam-se
também trés grupos, como ilustrado na Figura 76. Constata-se uma boa correlagéo
em dois conjuntos de compostos: Grupo I (n = 10 R = 0,982 s = 0,170 F = 220);
Grupoll (n=4 R=0,994 s=0,108 F =168). Usando os halogenados ou série
CxHy novamente como exemplo, ndo ha diferenciagdo de classe de substituintes.
Verifica-se que os compostos com valores ¢ mais baixos (abaixo da linha pontilhada
no grafico) sdo os que apresentam bioafinidade mais favoravel.

Em sintese, e para conclusdo da analise, partindo-se das tendéncias

mostradas nos gréaficos, novas propostas de compostos que tenham baixo valor
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Mor25v, alto valor LogP, ou seja, boa hidrofobicidade, e uma constante eletrénica
c de valores baixos, tém possibilidades de apresentarem boa bioafinidade. O

composto D13 (Y=n-C4Hy) se classifica dentro destes critérios.

Dibenzoilidrazinas (n=18)

NO
TO'B_ SO,CH, l 2 m r=0,982 (Grupo I)

| ® =0,994 (Grupo Il)

0.6

0.4 1

0.2 4

oc-Hammett

004Bm—CH

-0.2

Figura 76. Correlacdo da constante eletrbnica ¢ de Hammett com a bioafinidade
experimental, com os compostos separados em trés conjuntos, dois com elementos
correlacionados, e outro sem correlagcao dos elementos (em vermelho).

QSAR-SVM

Como o conjunto de compostos tem poucos integrantes, é conveniente utilizar
um método independente da regressao MLR, na tentativa de reproduzir a predicao
dos valores experimentais 0 mais proximo possivel dos preditos e verificar a
correlacdo dos resultados de ambos os métodos. Neste sentido foi construido o
modelo de QSAR-SVM cujos resultados de predicdo interna estdo reunidos na
Tabela 44.
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QSAR-SVM
cl
Bu o}
N
0
Descritores QSAR e Método
Substituinte . Yo P . Yo dd
No. MollD Y Y obs LogP c Mor25v I\/TIr_SI% Res S\;eM Res®
1 D1 H 7,08 2,59 0 0,552 7,11 -0,03 7,08 0,00
2 D2 F 7,29 2,87 0,06 0,519 7,34 -0,05 7,29 0,00
3 D3 Cl 6,89 3,51 0,23 0,586 6,82 0,07 6,86 0,03
4 D4 Br 7,69 3,73 0,23 0,476 7,65 0,04 7,69 0,00
5 D5 I 7,30 3,96 0,18 0,546 7,26 0,04 7,30 0,00
6 D6 CF; 6,96 3,68 0,54 0,528 6,94 0,02 6,96 0,00
7 D7 NO, 6,42 2,78 0,78 0,540 6,41 0,01 6,42 0,00
8 D8 CN 5,74 2,44 0,66 0,637 5,77 -0,03 5,74 0,00
9 D9 CH; 7,28 3,15 -0,17 0,581 7,21 0,07 7,26 0,02
10 D10 CoHs 7,89 3,59 -0,15 0,490 7,93 -0,04 7,89 0,00
11 D11 n-CsH; 7,64 4,06 -0,13 0,541 7,64 0,00 7,64 0,00
12 D12 i-CsH; 7,82 4,11 -0,15 0,513 7,87 -0,05 786 -0,04
13 D13 n-C4Hg 8,27 4,60 -0,16 0,480 8,22 0,05 8,19 0,08
14 D14 t-C4Hg 7,66 4,48 -0,20 0,548 7,76 -0,10 7,66 0,00
15 D15 OCH; 7,21 2,82 -0,27 0,594 7,15 0,06 7,21 0,00
16 D16 SO,CH3 5,54 1,46 0,72 0,633 5,53 0,01 5,54 0,00
17 D17 COCHj3 6,37 2,42 0,50 0,568 6,43 -0,06 6,37 0,00
18 D18 CsHs 5,17 4,49 0 0,881 5,18  -0,01 5,17 0,00

(a)Y=pICs, (M); (b) MSE=0,0023; (C)Yops-Yrres (QSAR-MLR); (d) parametros do QSAR-SVM: C=10;
7= 0,10; € = 0,0; MSE=0,0027; (€) Yops-Yrreq (QSAR-SVM).

O grafico correspondente a esta tabela esta representado na Figura 77.

A correlacao obtida entre os valores de predigcdo dos dois modelos de QSAR
€ dada a seguir: (n =18 R=0,999 s =0,044 F=6305 p < 0,0001). Este resultado
mostra ser um bom indicador de que os dois métodos independentes geram

resultados préximos na predicao interna dos modelos de QSAR. Outro detalhe a

notar € que o modelo de QSAR-SVM reproduz o valor experimental do composto

D18.



176

Dibenzoillidrazinasz n =15

plc_ Predito

O plc g, Obs
* plc_ Pred(@EAR-MLR)
5.0 * plC_Pred(Q3AR-SWM)

T T T T T T T
S0 5.5 &0 6.5 70 1.5 g0 8.5
D ——

pICmObaewadu

Figura 77. Grafico dos valores preditos pelos modelos de QSAR MLR e SVM
comparativamente aos valores experimentais.

5.5.3.2 — QSAR - Outliers e Dominio de Aplicabilidade

Empregando o grafico de Williams (Figura 78), D18 é classificado como outlier
mesmo apresentando residuo pequeno. Contudo, D18 foi mantido no conjunto, que
foi dividido em treinamento (n = 13) e teste (n = 5; D8, D13, D14, D16, D17) utilizado

na validacao externa do modelo, gerando o modelo de QSAR a seguir,:

pICso = + 0,206 (+ 0,060) LogP — 1,043 (+ 0,111) o- 7,046 (+ 0,354) Mor25v + 10,484

(+0,2379)
n=13 R®=0,998 s=0,051 F=785 p<0,0001 Q°>=0,971 SPress = 0,140
SDEP = 0,121 MSE =0,0018 (5.5-17)

Um aspecto a notar é a equivaléncia das equacdes (5.5-16) e (5.5-17) pela
similaridade de coeficientes, caracteristica positiva indicando estabilidade e uma
tendéncia a produzir predigdes préximas, conforme indica também o indice MSE.

A eliminacao de D18 produz um resultado préoximo ao da Eqg. (5.5-16), e além

disto, os residuos obtidos encontram-se todos no intervalo -0,10 < res < 0,10.
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D18 pode ser de fato um outlier, no sentido de apresentar caracteristicas

estéricas e fisico-quimicas peculiares, e em decorréncia disto, ter uma interacao

desfavoravel em relacdo aos demais compostos.
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Figura 78. Diagrama de Williams — Dominio de aplicabilidade das dibenzoilidrazinas
(n =18) contra S.frugiperda. O composto D18 comporta-se como outlier.

Verifica-se na Figura 78 que todos os compostos estao contidos dentro do

dominio de aplicabilidade exceto o composto D18.



178

5.5.3.3 — QSAR - Testes de Robustez e Validacao

Modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM

A robustez do conjunto de compostos n = 18 (Eq. (5.5-16)) foi avaliada com
os métodos Y-randomization®®' e Leave-N-Out®' O teste Y-randomization foi
realizado com 300 iteragdes e 10 ciclos, resultando em 3000 iteracdes. Os valores
do intercept usados para a aprovacdo do modelo sempre ocorreram abaixo dos
valores limites a(R%) < 0,3 e a(Q? < 0,05. Segue o valor final do ultimo ciclo:
a(R% = 0,068 e a(Q® =-1,004.

A mesma avaliacéao foi feita para os compostos n = 13 (Eq. (5.5-17)) obtendo-
se os valores a(R?) = 0,081 e a(Q?) = -0,603.

Empregando o critério Eriksson-Wold®, foram feitas 25 iteracbes para a
determinacdo de R? e Q2 utilizando o programa da ref. [61], obtendo-se os graficos
da Figura 79, que apresentam resultados satisfatérios, dando robustez as Eq. (5.5-
16 e 5.5-17) para predi¢cdes externas.

F*=0,995

- R¥=0997 . - - . .
I : e @3= 0971

o’ =0994

o -

(a) (b)

Figura 79. Valores R? e Q? obtidos em funcéo da randomizagéo dos valores pLDsg
experimentais para (a) modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM com n = 18 e (b)
modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM com n = 13.
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Para a validacao externa do modelo de QSAR, Eq.(5.5-17), usando o conjunto
de teste n = 5, foi aplicado o critério de Golbraikh-Tropsha®* cujo resultado esta

representado nos graficos da Figura 80 assim como os parametros associados ao

criterio.
8.5 o
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Figura 80. Representacdo grafica dos parametros de validacdo do modelo de
QSAR-MLR Eq. (5.5-17) das dibenzoilidrazinas pelas equacdes (a) y = ax+b, y = kx
e(b) y=ax+b’e y =k

A validagao interna pelo método bootstrap, utilizando 5000 iteracdes, resulta
em um valor final Q%0 = 0,989 que comparado ao Q% oo = 0,995 valida a predicdo
interna da Eq.(5.5-16).

Pelo critério Leave-n-Out, foram eliminados 6 compostos (30% do conjunto n
= 18), obtendo-se o resultado Q? — Q.no < 0,1 para 10 repeticdes.

Empregando-se o critério de validacdo das fungbes de ajuste RQK (RQK
Fitness functions) do programa MobyDigs dos modelos de QSAR Eq.(5.5-16 e 5.5-

17), obteve-se resultados que aprovam os modelos (Tabelas 45 e 46).
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Tabela 45. Validacdo do modelo de QSAR-MLR (n = 18) pelos parametros RQK
Critérios de aprovacao (*)

1.Colinearidade entre variaveis Kyy Kx Kyy-Kx DK
Ky - Ky > DK 0,531 0.307 0,224 0,010
2.Capacidade de predi¢ao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,994 >0,5

3.Capacidade de predi¢gao do modelo

Q2LOO _QZASYM > DQ Q2LOO Q2ASYM QZLOO'QzASYM DQ

0,994 0,994 0,000 -0,015

4 Redundancia nas variaveis RP tP

RP > t° 0,111 0,010

5.Sobre ajuste (overfitting) RN tN

RN > tM 0,000 -0,323

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente

Tabela 46. Validagdo do modelo de QSAR-MLR (n = 13) pelos pardmetros RQK
Critérios de aprovacao (*)

1.Colinearidade entre variaveis Kyy Ky Kyy-Kx DK

Ky - K« > DK 0,411 0,219 0,192 0,000

2.Capacidade de predicao

Q%00 > Q° (Referéncia Q° > 0,5) 0,971 >0,5

3.Capacidade de predi¢cdo do modelo

Q2LOO _QZASYM > DQ Q2LOO Q2ASYM C)ZLOO'QZASYM DQ
0.,971 0,993 -0,022 -0,025

4 Redundancia nas variaveis RP t

R > t° 0,185 0,0

5.Sobre ajuste (overfitting) RN tN

RM > " -0,221  -0,233

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente

QSAR-SVM

Analogamente ao procedimento do modelo de QSAR-MLR, para a validagao
externa do modelo de QSAR-SVM foi usado o conjunto de teste n = 5, aplicando-se
o critério de Golbraikh-Tropsha® cujo resultado est4 representado nos graficos da

Figura 81 assim como os parametros associados ao critério.
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Figura 81. Representacdo grafica dos pardmetros de validagdo do modelo de
QSAR-SVM (n = 13) das dibenzoilidrazinas pelas equacdes (a) y = ax+b, y = kx; (b)
y=ax+b'ey=Kkx

Estes gréficos ilustram as diferengas entre os valores dos coeficientes de
inclinacao (k,k) e os coeficientes das retas (a,a) e (b,b) comentados em Material e
Métodos (Secao 4). A rigor, se observado apenas por este aspecto, 0 modelo de
QSAR-SVM esta reprovado se comparado aos resultados obtidos para o modelo de
QSAR-MLR (v. Figura 80). Contudo, do critério de validagao participam também os
intervalos de referéncia

0,85<k<1,150u0,85<k <1,15,e [(R*—R;)/R*]1<0,3 ou [(R*-R}’)/R*]1<0,3.

No caso: 085 = k=0989 < 1,15 ou 085 = K=1.008 = 1,15 e
[(R*—R;)/R*]1=-0,015<0,3 ou [(R*-R)/R’]=-0,023<0,3. Assim, o modelo
QSAR-SVM sera considerado validado.

O modelo de QSAR-SVM sera util para auxiliar parcimoniosamente na
avaliacao das predicdes que serdo feitas com os compostos propostos, como sera

visto a sequir.
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5.5.3.4 — Proposta de Novos Compostos.

Testou-se o método de similaridade molecular ShaEP (parte teérica descrita
no capitulo 4) para avaliar seu desempenho na construcao de um modelo de QSAR
utilizando conférmeros por ele selecionados, obtendo-se o seguinte resultado, onde
o composto D18 foi excluido como outlier:

[pICso]shaer = + 0,592 (+ 0,190) LogP — 1,056 (£ 0,405) ¢ + 2,998 (+ 2,370) Mor25v +
3,776 (£ 1,612)

n=17 R?*=0,931 s=0,216 F=59 p<0,0001 Q2=0,872 SPress = 0,296
SDEP = 0,267 MSE = 0,036 (5.5-18)

Os valores MSE das equacgdes (5.5-18 e 5.5-1) estdo muito préximos e
tornam as equacgdes praticamente equivalentes. Neste caso, o método ShaEP
mostrou-se adequado como seletor de conférmeros. Em base a este resultado,
foram avaliados pela equacéao (5.5-16), a predicdo da bioafinidade de 30 compostos
propostos in silico, cujos conférmeros foram selecionados pelo indice global ShaEP.
A Tabela 47 (v. em Anexos, pg. 237) contém, além do conférmero selecionado, o
intervalo dos resultados da predicdo. Tomando por referéncia o valor experimental
médio [plCsolexp = 7,0, tem-se dezessete DBHs selecionadas pelo método ShaEP
como propostas para novos ensaios, porém, com a ressalva, que estdo contidas
cinco extrapolagbes com valores acima do maior valor experimental (plCso = 8,27). A
causa destas extrapolacdes esta no conférmero selecionado pelo método, cujos
valores calculados para os descritores estdo situados dentro da faixa de valores
favoraveis, aspecto este comentado na analise de cada um deles na sub-secao
5.5.3.1: Log P com valor alto, ce Mor25v com valores baixos. Para valores
demasiadamente extrapolados, sugere-se optar pelo lado conservador. Neste
sentido, se utilizarmos o modelo de QSAR-SVM aplicado ao conjunto dos compostos
propostos obtém-se os resultados contidos na Tabela 48 (v. em Anexos, pg. 238).
Pode-se, por exemplo, optar apenas pelos compostos em que as predicoes por
ambos os modelos de QSAR tenham sido proximas, alternativa representada
graficamente na Figura 82 (pontos em azul), que indica os compostos da referida

tabela.



183

9.5 g
1 | : n
9.0 : -
—_ ; .
= 8.5 4 |
= " L
e »
o 50 M o
<I | Y .
G 1 . :
5
= s
% 704 '. e E""—Ftegﬁ-:- de gxtrapolagio —m
@ " at - :
b es . :' . L E o pIC, (S AR MLR)
| | i
Eﬂ _D . e plC_ (RS AR -SYM)
= * . g PIC MLRY =pIC {SWM)
5.5 o * :
T g T g T g T g T '. T g T i T

3.5 a0 6.3 7.0 7.5 g0 83 9.0 9.3
—_—

pIC , Predits (S AR-MLR)

Figura 82. Predicdo da bioafinidade plCsy de compostos propostos (n = 30) e
compostos em que os modelos de QSAR-MLR e QSAR-SVM produzem valores
préximos (critério de diferenca maxima Yy r-Ysvm = £0,10).

Ao se optar apenas pelos compostos cujo valor plCsy seja igual ou menor do
gue o maior valor experimental (plCso = 8,27) contido na constru¢do dos modelos de
QSAR, ainda restariam onze compostos que poderiam ser de interesse para novos
bioensaios.

Como mencionado anteriormente, ndo se encontrou uma explicagdo para a
baixa bioafinidade de D18 e uma tentativa no presente estudo € feita para o
entendimento da causa. A hipétese que foi formulada por Ogura et al.?®, é que a
aromaticidade e rigidez do grupo fenil podem ser os agentes responsaveis pela
baixa bioafinidade. Partindo-se da hipdtese citada, fenilas substituidas devem ter,
pressupostamente, comportamento similar, mantendo baixa bioafinidade. Neste
sentido foram gerados os compostos in silico T_D2 até T _D17 que contém
substituintes Ph-Y, onde Y percorre a série de substituintes na posicao para
utilizados nas dibenzoilidrazinas do modelo de QSAR. Apds otimizacdo da
geometria, como citado no capitulo 4, e obtendo-se as predicées pela Eq. (5.5-16),
foi utilizado o descritor Mor25v, que por ser sensivel as variagdes conformacionais, é
mais adequado para descrever os compostos em funcao da bioafinidade.
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Os resultados obtidos constam da Tabela 49 (v. em Anexos, pg. 239),
ilustrados na Figura 83. Pode-se evidenciar que todos os compostos Ph-Y (série
T_D) apresentam na predigdo, baixa bioafinidade, como D18. Estes compostos
acabam por formar uma classe prépria, 0 que explica 0 comportamento de outlier de
D18.

] Om . by
& : (T_D2.T_D17)
' =y :
u -
7.5 :
] nEm .
. . ] : u pIC_DCIhS
] . : ¢ pIC_Pred
6.5 " :
*
(_‘;.HIJI:I— * L
= : & D18
= +/ "
= *
5.0 .- *
™
13 b
| : *
1o : *
| : *
3.4 T T T T T T T T T T T T
0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 i i
—_—
for2 oy

Figura 83. Bioafinidades comparativas das dibenzoilidrazinas série D (substituidas
no anel B) e série T_D (inclusdo de Ph-Y substituido, anel C). Notar que D18 esta
contido na série T_D definido pela baixa bioafinidade.

Faz-se necessario observar que, para todo substituinte no anel B, seu igual
no anel C tem bioafinidade mais baixa, segundo a predicao.

5.5.3.5 — Estudo de Reatividade

Em funcao dos resultados obtidos na analise dos compostos comparando a

série D e T_D, foi feita uma analise empregando o indice global eletrofilico w (v.
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detalhes em Métodos, sub-secdo 5.5.2), comparando a série D com a série T_D
(valores de o tirados da Tabela 50 e Tabela 51), ilustrado no grafico da Figura 84 a

sequir.

Dibenzoilidrazinas substituidas - Série De T_D

D1 Ph
T_H] Ph-COCH,
‘ 7B T
] : SO,CH,
T_R1 Ph-OCH
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?igsjra 84. Eletrofilicidade (w) comparativa das dibenzoilidrazinas da série D e série

Em térmos de eletrofilicidade global, os compostos da série T_D tém valores
maiores do que a série D de dibenzoilidrazinas, e dentro desta, verifica-se que o
substituinte fenil (D18) ndao é o causador desta diferenca, pois varias
dibenzoilidrazinas (barras cinzas claras) tém valor maior ou menor, dependendo do
substituinte. Assim empregaram-se os valores das Tabelas 50 e 51 para avaliar as
contribuicées nucleofilicas e eletrofilicas de grupo, gerando os resultados das
Tabelas 52 e 53.
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Tabela 50. Valores usados para analise de contribui¢des eletrofilica e nucleofilica de grupo nas
dibenzoilidrazinas contra S. frugiperda.

MollD E(0)*  E(N+1)° E(N-1)°  |pd EA® s' @’ n"
(eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV)

D1 -281,669 -273,244 -281,915 -0,246 -8,425 0,122 1,149 4,090
D2 -282,429 -274,198 -282,467 -0,039 -8,231 0,122 1,043 4,096
D3 -280,428 -272,270 -281,233 -0,805 -8,158 0,136 1,366 3,677
D4 -279,752 -271,642 -280,593 -0,841 -8,110 0,138 1,378 3,634
D5 -279,082 -271,092 -280,002 -0,920 -7,990 0,141 1,403 3,535
D6 -301,761 -293,353 -302,928 -1,167 -8,408 0,138 1,583 3,620
D7 -298,600 -289,910 -300,445 -1,845 -8,690 0,146 2,026 3,423
D8 -295,508 -287,092 -296,940 -1,432 -8,416 0,143 1,736 3,492
D9 -299,233 -291,205 -299,836 -0,603 -8,028 0,135 1,254 3,713
D10 -316,638 -308,599 -316,547 0,091 -8,039 0,123 0,971 4,065
D11 -334,064 -326,059 -334,013 0,050 -8,005 0,124 0,982 4,028
D12 -334,085 -326,073 -334,666 -0,581 -8,012 0,135 1,242 3,715
D13 -351,461 -343,485 -352,060 -0,599 -7,976 0,136 1,246 3,689
D14 -351,544 -343,552 -352,121 -0,577 -7,992 0,135 1,238 3,707
D15 -306,142 -298,346 -306,604 -0,463 -7,796 0,136 1,163 3,667
D16 -317,228 -308,988 -318,496 -1,268 -8,239 0,143 1,621 3,486
D17 -316,012 -306,602 -317,400 -1,389 -9,410 0,125 1,817 4,011
D18 -355,190 -347,446 -356,256 -1,067 -7,744 0,150 1,453 3,338

(a) Molécula neutra; (b) anion; (¢) cation; (d) potencial de lonizagédo: IP=E(N-1)-E(0); (e) afinidade
eletronica EA=E(0)-E(N+1); (f) maciez: S=1/(IP-EA); (g) filicidade global; (h) dureza: n= (IP-EA)/2.

Tabela 51. Valores usados para andlise comparativa de contribuigdes eletrofilica e nucleofilica
de grupo com as dibenzoilidrazinas contra S. frugiperda e analise do composto D18.

MollD E(0)? E(N+1)° E(N-1)° |p° EA® s' o’ n"
(eV) (eV) (eV) (eV) V) (eV) (eV) (eV)

T D3 -353,785  -345792  -355,000 -1,215 -7,993 0,148 1,564 3,389
T D4 353,113 -344,199  -354,370 -1257 -8,914 0,131 1,689 3,828
T D5 352,449  -344,722  -353,730 -1,281 -7,727 0,155 1,573 3,223
T D6 -375,147  -367,148  -376,538 -1,391 -7,999 0,151 1,668 3,304
T D7 372,461  -363,694  -374,506 -2,045 -8,767 0,149 2,174 3,361
T D8 -368,921  -360,419  -370,584 -1,663 -8502 0,146 1,889 3,419
T D9 372,589  -364,536  -373,631 -1,043 -8,052 0,143 1,475 3,505
T D10 389,982  -382,009  -391,014 -1,033 -7,973 0,144 1,461 3,470
T D11 -407,357  -399,801  -408,349 -0,992 -7,556 0,152 1,392 3,282
T D12 -407,417  -397,490  -408,492 -1,075 -9,927 0,113 1,709 4,426
T D13 424,823  -416,945  -425866 -1,043 -7,877 0,146 1,455 3,417
T D14 424,863  -414,996  -425873 -1,010 -9,866 0,113 1,670 4,428
T D15 -379,478  -371,783  -380,449 -0,971 -7,696 0,149 1,396 3,362
T D16 390,774  -382,782  -392285 -1,511 -7,992 0,154 1,742 3,240
T D17 -389,370  -379,722  -390,960 -1,589 -9648 0,124 1,959 4,029

(a) Molécula neutra; (b) anion; (¢) cation; (d) potencial de ionizacao: IP=E(N-1)-E(0); (e) afinidade
eletronica EA=E(0)-E(N+1); (f) maciez: S=1/(IP-EA); (g) filicidade global; (h) dureza: n= (IP-EA)/2.



Tabela 52. Contribuicdo nucleofilica e eletrofilica de grupo

Cl

t-Bu O
| Il
N\N/

C Emgk+ (Nu-)
Y

MollD Substituinte  pICs (M)  Anel B+Y**°(ev)  Grupo CONH (ev)

Y Observado Wgk+ gk~ Ogk+ Ogk-
D1 H 7,08 02691 0,4185 0,1935 0,1232
D2 F 7,29 0,2893 0,1480 0,1048 0,0292
D3 Cl 6,89 0,4475 0,6210 0,1206 0,1815
D4  Br 7,69 04865 06438 0,1171 0,1840
D5 | 7,30 0,5636 0,6844 0,1097 0,1716
D6  CFs 6,96 0,3222 10,7846 0,1706 0,2115
D7  NO, 6,42 0,9232 09022 0,2795 0,0928
D8  CN 5,74 04128 0,690 0,1700 0,2257
D9  CHs 7,28 0,3993 055113 0,1296 0,1548
D10 CoHs 7,89 0,3208 0,0851 0,0930 0,0200
Di1  n-CgHy 7,64 0,3363 0,1253 0,0907 0,0218
D12 i-CsH, 7,82 04246 0,5238 0,1226 0,1565
D13 n-C4Hg 8,27 04425 055315 0,1250 0,1527
D14 t-C4Hs 7,66 04393 05223 0,1232 0,1530
D15  OCHs 7,21 0,4803 04534 0,1010 0,1460
D16 SO,CHs 5,54 04590 0,7874 0,2285 0,1919
D17  COCH;, 6,37 1,4427 1,214 0,0860 0,2046
D18  CeHs 5,17 0,6991 0,183 0,1061 0,1678

(a) Valor experimental; (b) inclui hidrogénios; (c) em negrito o maior valor de ay;

(d) contribuicdo do grupo CONH.
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Na Tabela 52, ressaltados em negrito os maiores valores de g+ (NU-) e mgk-

(El+). O indice nucleofilico(Nu-)/eletrofilico(El+) de grupo corresponde a uma fragao

da energia produzida pela possivel transferéncia de elétrons entre doador e receptor

especificamente na regidao do anel B incluindo o substituinte Y. Esta transferéncia

eletrénica estd também caracterizada pelo ¢ de Hammett no modelo de QSAR.

Apesar deste conceito estar muito associado a reacbes quimicas, no presente

estudo deve ser visto também pelo conceito de densidade eletrénica presente em

uma certa regido do ligante, que favorece ou desfavorece uma provavel interagao

entre moléculas, como no caso de ligante-proteina. A eletrofilicidade global (®) de

uma molécula se conserva, fornecendo um valor que abrange toda a molécula, como
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mostrado na Figura 84, sendo que o interesse da presente analise é associar uma
fracdo de w, dada pelos valores g+ (Nu-) e oy« (El+) aos valores experimentais da
bioafinidade e verificar se existe correlagdo. Caso ela exista, pode se obter uma
tendéncia de influéncia destes indices na bioafinidade de dibenzoilidrazinas contra
S. frugiperda.

Verifica-se que ha alguma tendéncia de correlacao do indice eletrofilico mas,
nenhuma correlacao do indice nucleofilico, 0 que causa estranheza se olharmos os

valores da Tabela 52:

pICso = - 2,025 (+ 1,126) g + 8,222 (£ 0,745)
n=18 R=0,690 s=0,640 F =14 (5.5-19)

Graficamente a reta associada a Eq.(5.5-19) tem apenas cinco pontos
contidos préximos a reta, com os demais pontos longe desta (ndo mostrado). Para
poder analisar as contribuicbes wg+ (Nu-) e wg- (El+) langou-se mdo de um
procedimento utilizado por Verma e Hansch'*®, que empregaram camptotecinas da
literatura, ensaiadas experimentalmente com células de carcinoma pulmonar
humano H460, para construir um modelo de QSAR. Constataram que seria
impossivel construi-lo pois 15 dos 33 compostos eram outliers. Resolveram o
problema, dividindo o conjunto em trés subconjuntos, com 18, 10 e 5 compostos,
respectivamente. Nenhum dos trés subconjuntos continha outliers e todos os
modelos de QSAR tinham consisténcia estatistica. A interpretacdo ou justificativa
para o procedimento da-se em funcdo de mecanismos diferentes associados a
bioatividade.

Assim, seguindo o0 mesmo conceito e procedimento, admite-se no presente
estudo a hip6tese de que as contribuicdes tanto eletrofilicas como nucleofilicas na
regiao do anel B substituido atuam de forma diferente na bioafinidade, ndo havendo
nenhum motivo para se supor que o parametro eletrofilico (ou nucleofilico) deva
contribuir linearmente para todos os 18 compostos simultdneamente, ou seja, que se

possa traduzir as contribuicées em uma Unica equacgao.
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Iniciou-se a andlise apenas com os compostos da coluna wg* em negrito (D2,
D7, D10, D11, D15, D17) e obteve-se a seguinte equagédo, mostrando correlacao de

ogk (Nu-), no caso, satisfatéria:

plCso= - 1,347 (x 0,574)0g" + 7,773 (= 0,357)
n=6R=0956s=0,205F =42 (5.5-20)

Analogamente, apenas a sele¢do dos compostos em negrito da coluna wgx-

nao gera resultado tdo bom, contudo, mostrando certa coeréncia na tendéncia

eletrofilica:
plCso = - 4,473 (+ 2,390) g~ + 9,900 (+ 1,626)
n=12 R=0,797 s=0,617 F=17 (5.5-21)

Segue-se uma analise de correlacdo plCso/og+ (Nu-) e plCso/og- (El+)
dividindo os 18 compostos em grupos cujo resultados seguem:
(a) Compostos D4, D5, D7, D10, D12, D14 mostraram boa correlagdo como (Nu-):
pICso = - 2,585 (+ 0,596) wg* + 8,824 (+ 0,334)
n=6 R=0,986 s=0,101 F=145 (5.5-22)

(b) Compostos D1, D3, D6, D17 mostraram boa correlagdo como (Nu-):
plCso = - 0,561 (£ 0,235) wg* + 7,173 (£ 0,184)
n=4 R=0,991 s=0,052 F =106 (5.5-23)

(c) Compostos D2, D11, D13 mostraram boa correlagcdo como (Nu-):
plCso = + 6,318 (£ 4,502) mg* + 5,484 (+ 1,628)
n=3 R=0,998 s=0,039 F=318 (5.5-24)

(d) Compostos D9, D15, D8, D16, D18 mostraram correlagdo como (El+):
pICso = - 3,894 (+ 2,916) wg- + 9,023 (+ 2,209)
n=5R=0,926 s=0,430 F=18 (5.5-25)
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Neste ultimo grupo estdo os trés compostos com energias maiores e valores
de plCso menores, na ordem: D18 (0,918 eV), D16 (0,787 eV) e D8 (0,969 eV) todos
com uma acentuada contribuicao eletrofilica na regiao em estudo. D9 (0,511 eV) e
D15 (0,453 eV) tém energias menores com respectivos valores plCsy maiores.

O que se pdde observar, quando os grupos de compostos foram montados
para gerar as equagodes (5.5-22 a 5.5-25), como tendéncia, a valores baixos de g
e 0gx-, correspondem valores altos de plCsp e vice-versa. Nada se consegue concluir
em relacdo ao composto D18 utilizando apenas os seus valores eletrofilicos ou
nucleofilicos.

O anel fenilico de D18 se estende por aproximadamente dpn = 3,90 A que
comparado ao composto de maior atividade (D13, Y=n-C4Hg) tem um alcance de
4,70 A, porém, trés angulos de torgdo, um nimero maior de graus de liberdade que
favorecem uma acomodacdo da molécula na cavidade, observando que o sistema
ligante-receptor ndo é estatico, sofrendo variacées entropicas e entalpicas (Figura
85).

——— Ay gy ——»=!

Figura 85. Comparativo de distancia e posicionamento do composto D18 de pior
bioafinidade (den = 3,90 A), substituinte “rigido”, com o composto D13 com a maior
bioafinidade (dn-cang = 4,70 A), substituinte flexivel.
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Como anteriormente comentado, Ogura et al?® argumentam que uma
repulsdo estérica poderia ser um possivel agente da baixa bioafinidade de D18
conjugado com a aromaticidade e rigidez do grupo fenil. Como foi predita uma baixa
bioafinidade em toda a série T_D comparada as demais dibenzoilidrazinas, €
possivel que esta hipotese esteja correta. Outro detalhe ja citado na ref.[26] , é o
efeito elétron-doador do substituinte favorecendo uma interacdo do grupo CONH
com o receptor. Este efeito é representado no modelo de QSAR pela constante
eletrénica o cuja correlacao também foi avaliada em base ao indice nucleofilico

correspondente ao grupo CONH da Tabela 52:

(a) Compostos D2, D3, D4, D5, D6, D10, D11:

c=+8,419 (= 3,221) og" - 0,833 (= 0,380)

n=7 R=0,949 s=0,082 F=45 (5.5-26)
(b) Compostos D1, D9, D12, D13, D14, D15:

G =+2,726 (+ 1,006) ) 0g - 0,519 (+0,136)
n=6 R=0,966 s=0,026 F =56 (5.5-27)

(c) Compostos D7, D8, D16, D17:

o=+ 1,433 (£ 0,663) og" + 0,391 (+ 0,135)
n=4 R=0,989 s=0,022 F =87 (5.5-28)

Exceto pelo composto D18 que tende a preservar sua caracteristica de outlier
também na analise do grupo CONH, as equacbes 5.5-26 a 5.5-28, mostram uma
correlagado coerente, entre ¢ de Hammett e o indice nucleofilico wg*, ambos
parametros caracterizando transferéncia eletrénica, e cada uma das equacdes
caracteriza a peculiaridade relacionada ao grupo de substituintes. Estes dados
indicam que o ¢ de Hammett € um descritor adequado no modelo de QSAR mas
nao explica o comportamento de D18.

A seguir foi feita uma analise dos indices g+ (Nu-) e wg- (El+) para a série

de compostos T_D, construidos para analise em conjunto com o composto D18, uma
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vez que ficou caracterizado que este composto supostamente pertence a uma classe

prépria como ilustrado na Figura 83. Por outro lado, os valores de plCsy ndo sao

valores experimentais e foram preditos pelo modelo de QSAR da Eq. (5.5-16).

A expectativa desta andlise é que os resultados a serem obtidos auxiliem na

melhor compreenséo da baixa bioafinidade destes compostos.

Tabela 53 Contribuicdo nucleofilica e eletrofilica de grupo

Cl
@ }-Bu 0]
N\
a0

Ir=

],

Substituinte plCso(M)  Anel B+C*° (eV)

Grupo CONH° (eV)

MolID Y Predito Wgk+ Mgk~ Mgk + Mgk~
T D2 F 5,38 0,2664 0,8422 0,1586 0,1970
T D3 Cl 5,05 0,9338 0,9036 0,0665 0,1908
T D4 Br 6,14 0,2914 0,9885 0,3008 0,2105
T D5 I 4,62 0,9224 0,9392 0,1416 0,1934
T D6 CF, 5,05 0,7292 1,0879 0,1905 0,2005
T D7 NO, 3,82 1,6977 1,6193 0,1876 0,2130
T D8 CN 4,36 0,2791 1,2830 0,2877 0,2025
T D9 CH; 5,66 0,4121 0,8013 0,2517 0,1851

T D10 CyHs 6,00 1,3366 0,9541 0,0095 10,0780
T D11 n-CzH, 6,22 0,7468 0,7879 0,1365 0,1744
T D12 i-CsH, 5,20 1,2725 0,9537 0,1970 0,2218
T D13 n-C4Hg 4,87 1,0507 0,8438 0,0431 0,0847
T D14  t-C4Hg 5,36 0,1207 0,9000 -0,0927 0,2253
T D15 OCH; 5,64 1,1711 0,7472 0,1085 0,1856
T D16 SO,CHjs 4,03 0,9255 1,1869 0,0857 10,0617
T D17 COCHj, 5,30 1,3700 1,3000 0,1090 0,1940
D18 CeHs 517° 0,6991 0,9183 0,1061 0,1678

(a) Inclui Hidrogénios; (b) em negrito o maior valor de wy; (c) contribui¢céo do
grupo CONH.

Em base a Tabela 53, obtém-se

uma equacao com baixa correlacao

considerando todos os 17 valores, e especificamente para o indice og- (El+) sem

ocorréncia de outliers:



193

pICso = - 2,053 (+ 1,210) gk~ + 7,229 (+ 1,243)

n=17 R=0,683 s=0,516 F=13 (5.5-29)
Selecionando-se o0s compostos T D2, T D3, T D6, T D7, T D8, T_D9,

T 12, TD14, TD15, D18, obtém-se uma correlacao significativamente melhor, sem

outliers, contendo o composto D18, alvo desta analise e com boa predicdo de seu

valor experimental, sugerindo um modelo de QSAR alternativo para esta série de

compostos:

pICso = - 2,117 (+ 0,379) g~ + 7,198 (+ 0,393)

n=10 R®=0,954 s=0,130 F =166 p <0,0001 Q*=0,930 SPress = 0,161

SDEP = 0,152 (5.5-30)

A Tabela 54 mostra os valores preditos plCsg calculados pelo modelo de
QSAR Eq. (5.5-30), empregando os valores preditos de plCsg pelo modelo de QSAR

Eq.(5.5-16), e utilizados como se fossem os experimentais.

Tabela 54. Valores que geram o modelo de QSAR

Eq.(5.5-30) b

MollD S pICs (M) age(eV) P gt
T D2 F 538 0842 542 -0,04
T D3 Cl 505 0904 529 -0,24
T D6 CFa 505 1,088 489 0,16
T D7 NO: 382 1,619 377 0,05
T D8 CN 436 1,283 4,48 -0,12
T D9 CHa 566 0801 550 0,16
T D2  iCH;, 520 0954 518 0,02
T D14  tCHs 536 0900 529 0,07
T DI5  OCHs; 564 0747 562 0,02
D18 CHs  517° 0918 525 -0,08

(a) Valor predito pela Eq. (5.5-16); (b) valor predito pela Eq.(5.5-30);
(c) valor experimental; (d) res = plCsy® — pICsob

Pelos resultados, foram feitas duas avaliagcbes basicas: o teste de
randomizagado (Y-randomization)®' com 25 repeticdes (Figura 86), e a validagdo da

equacao (5.5-30) pelos parametros RQK> constantes da Tabela 55.
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10 4 R*=Dg54
%= 0,930

Q:

Figura 86. Y-randomization dos valores plCso em relagéo a variavel oy .

Tabela 55. Validagdo do modelo de QSAR-MLR (n = 10) pelos pardmetros RQK
Critérios de aprovacao (*)

1.Colinearidade entre variaveis K
Ky - K« > DK
2.Capacidade de predigao

Xy Ky Kyy-Kx DK
0,977 0,00 0,977 0,000

Q%00 > Q° (Referéncia Q° >,0,5) 0,930 >0,5

3.Capacidade de predi¢cdo do modelo

Q2LOO _QZASYM >DQ Q2LOO QZASYM QZLOO'Q2ASYM DQ
0,930 0,943 -0,013 -0,025

4.Redundancia nas variaveis R” tP

R" > t°
5.Sobre ajuste (overfitting)
RN >tV

Nao aplicavel para uma Unica variavel
N

RN t

Nao aplicavel para uma Unica variavel

(*) Caso contrario rejeitar modelo. Critérios devem ser atendidos simultaneamente

Em ambos os testes, ocorre a validacdo interna do modelo. Trés
aspectos importantes podem ser destacados destes resultados: (a) o composto D18
se confirma pertencer a uma classe prépria, isto €, a um dominio de aplicabilidade
especifico, figurando como outlier na série D das dibenzoilidrazinas, ndo tendo este
comportamento quando analisado na série congénere T_D; (b) considerando o valor
(0,08)
relativamente baixos, pode-se considerar isto como um indicador de que a Eq.(5.5-

residual obtido do composto D18 e valores residuais quase todos
16) tem boa consisténcia na predicao externa, ja que os resultados foram

reproduzidos com valores proximos, através de metodologias independentes; (¢) o
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estudo utilizando a filicidade localizada, ou de grupo, consegue identificar D18 com
valor eletrofilico wg- (El+) prevalecendo sobre o nucleofilico wg+ (Nu-) na regido
estudada, mas ndo se consegue identificar a causa precisa da baixa bioafinidade.
Todos os compostos da série T_D possuem um indice favoravel a hidrofobicidade, e
0 baixo valor c de Hammett favorece a bioafinidade nos compostos T D9 até
T_D15. Mor25v é calculado pelo volume de van der Waals da molécula, e tem
valores altos para toda a série T_D. Mostrou-se que valores baixos de Mor25v sé@o
mais favoraveis a bioafinidade (v. Figura 73). Associado ao volume de van der
Waals temos o potencial eletrostatico de superficie (ESP — Eletrostatic Potential
Surface), e a ele, a distribuicdo da densidade eletrbnica, que em caso da ‘rigidez’

molecular suposta por Ogura et al.?®

, pode estar localizada desfavoravelmente em
relacdo ao receptor na regido de interacdo. Como nao foi possivel obter uma
estrutura homologa de S. frugiperda, nao se tem a oportunidade de fazer uma
avaliacao tedrica da qualidade do alojamento destas estruturas na cavidade
receptora através de docking e identificar os receptores (aminoacidos) e os atomos
de provavel interacao.

A Figura 87 mostra o comparativo dos compostos D1 e D18 representados
pelo volume de van der Waals associado ao potencial eletrostatico de superficie,
com algumas distancias em A como referéncia. Regides em vermelho escuro se
referem a regides eletronegativas (em especial relacionadas a ligacdo =0O) e regides

em azul escuro sao regides eletropositivas, relacionadas aos nitrogénios.
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Figura 87. Volume de van der Waals e o potencial eletrostatico de superficie dos
compostos D1 e D18. Distancias em A para informagéo dimensional.

5.5.4 — Conclusao

Por este estudo, péde-se verificar que o método de similaridade molecular
ShaEP produziu resultados favoraveis na selecdo de conférmeros gerados pelos
campos de férca MMFF94 e Dreiding modificado, tornando possivel construir-se um
modelo de QSAR equivalente ao da literatura.?® Aproveitando dois dos descritores
da literatura (LogP e o) e introduzindo um terceiro (Mor25v) sensivel as variagdes
conformacionais, construiu-se um modelo de QSAR utilizando-se conférmeros
gerados pelos citados campos de forca, obtendo maior proximidade dos valores
preditos aos valores experimentais. Pela avaliacdo de cada um dos descritores,
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verificou-se que compostos com valores de LogP mais altos, e ¢ de Hammett e
Mor25v baixos geram a melhor bioafinidade, caracteristica util para a proposicao in
silico de novos compostos.

Construindo compostos in silico com um fenil substituido, mostrou-se que o
composto D18 classificado como outlier pertence a uma classe especifica, ou,
utilizando a terminologia de QSAR, dominio de aplicabilidade distinto da série em
que foi testado.

Empregando o conceito de densidade eletrénica da Teoria Funcional de
Densidade, funcdes de Fukui e o conceito de filicidade de grupo eletrofilico (El+) e
nucleofilico (Nu-), foram calculados valores das dibenzoilidrazinas tanto da série
testada experimentalmente quanto da série construida in silico, obtendo-se através
dos indices wg+ (Nu-) e og- (El+), a prevaléncia de cada indice na regido
substituida em cada uma das séries. O procedimento podera ser Gtil em novos
estudos in silico envolvendo pesquisa de provaveis interacbes na cavidade da
proteina, que atualmente é desconhecida, mas possivelmente podera ser construida
por homologia se os aminoacidos do receptor da ecdisona (EcR) forem conhecidos

O estudo complementa e fortalece a conclusdo obtida por Ogura et al.?® na
hipotese de que o composto D18 tem baixa bioafinidade causada pela sua ‘rigidez’
na regido substituida em funcdo de alguns aspectos mencionados. Para este
composto e seus andlogos ainda ha espago para pesquisas adicionais para a
melhor compreensao da causa.

Outra hipdtese formulada na literatura®® se relaciona ao efeito doador de
elétrons identificado pelo 6 de Hammett na regidao CONH, aspecto confirmado pela
analise dos grupos nucleofilicos wg+ (Nu-) bem correlacionados a ¢ como foi
demonstrado para subgrupos dos 17 compostos, excluindo-se o composto D18.

A analise de correlagdo com a bioafinidade dos 16 compostos construidos in
silico (série T_D), gerou um modelo de QSAR alternativo construido com 10
compostos e tendo wg- (El+) como descritor unico. Através dos resultados de
predicao interna obtidos, foi possivel atestar a qualidade de predicdo externa do
modelo de QSAR principal (Eqg. 5.5-16).
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QSAR-MLR - QSAR-SVM - Conformeros — Similaridade Molecular

Em termos gerais a literatura corrente trata as estruturas dos compostos
submetidos a otimizacdo da geometria, como sendo a bioativa. Demonstrou-se
nos cinco estudos de caso, que se os compostos possibilitarem a geracdo de um
espaco conformacional significativo com seus integrantes na energia minima,
existem boas possibilidades de pelo menos um conférmero melhor reproduzir um
valor proximo a atividade biolégica experimental.

Apesar de se saber que o conféormero escolhido ndo representa
necessariamente a conformacao bioativa assumida na sua interacdo com o
receptor, propde-se a utilizacdo do método como uma alternativa para obter
modelos de QSAR com maior qualidade de predicdo interna. QOutros aspectos
associados ao método: reintegracdo de supostos outliers assim classificados por
apresentarem grande valor residual; maior chance de se obter uma validagcao
interna e de se obter um modelo de QSAR robusto. O aspecto da escolha de
descritores tem um grande péso na aplicagcdo do método. Sugere-se que 0s
descritores selecionados para analise conformacional devam ter, além de alguma
correlacdo aceitavel com a atividade, uma tendéncia de crescimento ou
decaimento com a atividade, sendo para todos os compostos, pelo menos quando
analisados dentro do espaco conformacional do mesmo composto. Isto pode
auxiliar na interpretabilidade fisico-quimica do descritor no modélo e na predigcéo
do mecanismo de agéo.

Conhecer a tendéncia do descritor pode servir de indicador na proposicao
de novos compostos, conforme foi investigado no estudo de dibenzoilidrazinas.

Os métodos de similaridade molecular (distancia euclidiana, ShaEP e indice
de Carbd) foram empregados em conférmeros de compostos com bioatividade
experimental conhecida (pseudo blind sef). Foi verificada a sua empregabilidade
na identificacdo de conférmeros que melhor representam a bioatividade. Os

resultados foram arbitrados como aceitdveis em 60%, ou seja, os conférmeros
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selecionados tiveram sua atividade predita proxima ao valor observado. No
presente estudo foi possivel obter resultados favoraveis com acérto em um caso
especifico de até 80%, mas identificando também falsos positivos. Foram feitas
também avaliagdes, em que nenhum dos trés métodos agregou valor ao estudo
para orientar a continuidade da pesquisa.

A teoria estatistica do aprendizado (SLT — Statistical Theory of Learning)
tem incorporadas metodologias de aprendizado de maquinas, como Maquinas de
Vetores de Suporte (SVM), para resolver problemas com um reduzido niumero de

amostras®62P°

, mostrando emprego favoravel nos estudos de QSAR em que SVM
foi utilizado. No estudo de diterpendides, para exemplificar, os resultados
produzidos pelas duas metodologias podem orientar o pesquisador na escolha de
quais compostos deva sintetizar e testar, em base a equivaléncia dos valores
preditos, como primeiro critério. A escolha dos dois métodos, MLR e SVM,
mostrou também, que podem ocorrer predicdes com valores muito diferentes para
um mesmo composto pelos respectivos modelos de QSAR validados para

predicao externa.
Docking — Dibenzoilidrazinas contra Spodoptera exigua

Este trabalho faz, no melhor de nosso conhecimento, duas contribuicbes a
literatura: (a) partindo de um complexo cristalizado ligante-proteina da Lepidoptera
Heliothis virescens, obtido por Billas et al.®, foi feito um estudo de docking de
treze dibenzoilidrazinas halogenadas construidas dentro da cavidade a partir do
cristal de benzoilidrazina de referéncia BY106830. Obteve-se assim, informacodes
de quais atomos, de quais aminoacidos, possivelmente interagem com os atomos
halogénios de forma nao-covalente. (b) Construiu-se uma proteina por homologia
a de Heliothis virescens, partindo do dominio ligante de S. exigua SeEcR-LBD,
praticando-se docking de 24 dibenzoilidrazinas halogenadas testadas

experimentalmente.?” Verificou-se que a ancoragem das dibenzoilidrazinas se da
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com os mesmos aminoacidos (Met380, Met381, Tyr403) comuns aos dois
dominios ligantes, respectivamente, HVECR-LBD e SeEcR-LBD. Analogamente ao
caso anterior, foram identificados os aminoacidos e respectivos atomos que
provavelmente interagem com os atomos halogénios das dibenzoilidrazinas. As
distancias e os angulos de interacdo foram comparados com biomoléculas
halogenadas, da literatura, mostrando boa concordancia. Como ja mencionado,
apenas uma validacao experimental (fora do escopo deste trabalho) pode
confirmar a estrutura homéloga de S. exigua, assim como as interagdes entre as
dibenzoilidrazinas com os dominios ligantes de Heliothis virescens e Spodoptera

exigua, respectivamente.
Reatividade — Dibenzoilidrazinas contra Spodoptera frugiperda.

As contribuicbes maiores deste estudo sdo: (a) empregando compostos
para-substituidos no anel-C das dibenzoilidrazinas, obteve-se um indicador que
sugere a hipétese do composto D18 ter o comportamento de outlier por pertencer
a uma classe propria de dibenzoilidrazinas. (b) A hipbtese se verifica valida apés
um modelo de QSAR alternativo ter sido construido e validado com um descritor
eletrofilico de grupo wg (El+), utilizando apenas compostos similares ao D18. (c)
O presente estudo confirma a hipétese levantada por Ogura et al.'® do efeito
doador de elétrons associado ao o de Hammett na regiao CONH da molécula, o
que foi identificado através do indice nucleofilico de grupo mg*(Nu-). Além disto,
foi mostrado que ha boa correlagé@o entre o 6 de Hammett com o indice mg* para

0s compostos em questao.
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Estudo de Proposta de novos Compostos

Foram preditos valores de bioatividade de 113 diterpendides clerodanos,
conforme literatura, extraidos de 6gaos de arvores de diversas partes do mundo.
Foram feitas algumas simula¢des com diterpendides propostos in silico com foco
em espeécies de arvores existentes no Brasil: 13 Casearinas derivadas da
Casearina G (Casearia sylvestris Sw.); 12 compostos propostos a partir da
Casearborina A (Casearia arborea (L.C.Rich.) Urban); 21 compostos derivados
das Casearvestrinas A, B e C (Casearia sylvestris Sw.) e 7 compostos da
Caseamembrina A, cujo nome deriva da Casearia membranacea Hance
(encontrada em Taiwan), também encontrada na casca da raiz da Casearia
sylvestris Sw. var. lingua.

Os modelos de QSAR com dibenzoilidrazinas geraram proposta de dois
grupos de novos compostos: 13 compostos contra Spodoptera exigua; 30

compostos contra Spodoptera frugiperda.

Oportunidades

A literatura'® de produtos naturais contém mais de 800 diterpendides
clerodanos identificados nestes Ultimos 24 anos aos quais se poderia aplicar a
metodologia proposta. Aqui um esférco conjunto envolvendo a parte
computacional e bioldgica experimental seria recomendavel.

Dibenzoilidrazinas foram pouco estudadas no Brasil, segundo levantamento
feito pelo Web of Science.'’ Estudos experimentais acompanhados de estudos de
QSAR poderiam possibilitar a criagao de inseticidas locais, ajustados as condigées
ecoldgicas exigidas pela legislacéo brasileira, e com possibilidades de protecao da

aplicacao dos compostos, por patente.
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Tabela 3. Predicéo interna e externa do QSAR — Métodos MLR e SVM

Descritores
No. MollD CAS No. Reg. Yous Yur® Res® Ysym® Res®

RDF060m R8p  Fukb5

134174-73-5 6,00 29,874 0,617 119,230 5,84 0,16 5,86 0,14
133577-59-0 5,07 28,128 0,702 119,330 5,04 0,03 5,10 -0,03
133577-60-3 6,11 35602 0,576 132,500 6,05 0,07 594 0,7
133557-53-6 5,74 28,914 0,579 126,070 5,74 0,01 577 -0,03
133535-78-1 5,33 19,374 0,506 129,190 5,33 0,00 5,50 -0,17
134955-62-7 6,77 31,047 0,610 105670 6,61 0,16 6,60 0,17
134955-63-8 6,41 27,228 0,580 108,220 6,40 0,01 6,48 -0,07
134955-64-9 6,29 31,794 0,583 114280 6,49 -0,20 6,45 -0,16
134955-65-0 5,96 31,524 0,568 125,300 6,08 -0,12 6,03 -0,07
134955-70-7 5,22 31,519 0,670 125390 530 -0,08 532 -0,10
134955-71-8 5,11 29,160 0,717 113,260 530 -0,19 528 -0,17

Zooom~No o s wN o
O U OO —"ITOMmMmOUOUOW>»

12 134955-72-9 5,37 30480 0,693 121,870 520 0,17 521 0,16
13 R 134955-73-0 5,27 24,239 0,569 129,270 527 0,00 5,44 -0,17
1 Aa'  134955-74-1 6,26 29,562 0,607 111,380 6,25 0,01 6,29 -0,03
2 KT 134955-66-1 6,28 37,110 0,634 121,870 6,22 0,07 6,03 0,25
3 LT 134955-67-2 5,80 27,584 0,596 119,230 5,81 -0,01 5,87 -0,08
4 M"T  134955-68-3 5,75 24,939 0,573 127,840 536 0,38 550 0,24
5 NT 134955-69-4 523 33,333 0,703 125390 521 0,02 520 0,03

(T) Compostos do conjunto de teste; (a) pICso experimental (ICso = umol/L); (b) plCsy calculados e
método; (€) Yobs-YmLr; (d)Yob-Ysvm
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Tabela 7a. Valores preditos |Csq de diterpendides clerodanos contra células tumorais V79 com os
modeos de QSAR-MLR Eq. (5.1-6) e QSAR-SVM (n =13)

Métodos e valores

ltem Composto CAS Reg. Nr. Descritores ya ICE(:'“? d'tc:?a ICq
RDF0O60m R8p Fuk5 MLR MLR SVM SVM

1 Casearborin A 272771-14-9 25,294 0,533 91,404 7,35 0,045 7,07 0,085
2 Casearborin B 272771-15-0 26,967 0,510 100,840 7,24 0,058 7,07 0,086
3 Caseargrewiin H 945607-74-9 24,403 0,510 98,199 7,14 0,073 6,97 0,106
4 Casearborin D 272771-17-2 29,539 0,547 104,960 6,99 0,102 6,94 0,114
5 Caseargrewiin E 945607-68-1 24,030 0,544 94,658 7,01 0,098 6,92 0,121
6 Casearin S 220178-32-5 25,802 0,570 97,506 6,84 0,146 6,85 0,143
7 Caseargrewiin G 945607-72-7 27,365 0,560 103,030 6,80 0,160 6,82 0,152
8 Caseargrewiin D 847841-95-6 19,575 0,500 88,496 7,24 0,058 6,81 0,156
9 Cgrayi 1 947672-97-1 21,581 0,498 106,010 6,63 0,233 6,58 0,264
10 Cgrewiifolia 5 1006868-63-8 24,546 0,559 105,420 6,45 0,353 6,55 0,281
11 Casearlucin F 405507-88-2 20,268 0,557 98,141 6,43 0,372 6,53 0,293
12 Casearinol A 196090-44-5 28,084 0,607 103,840 6,46 0,343 6,53 0,294
13 Cgrewiifolia 4 1006868-61-6 23,851 0,572 103,650 6,37 0,423 6,50 0,313
14 Casearborin C 272771-16-1 30,066 0,621 104,960 6,48 0,333 6,49 0,322
15 Ctremula 3 173324-52-2 21,284 0,528 105,300 6,41 0,388 6,48 0,331
16 Zguidonia 8 128486-53-3 13,351 0,499 83,108 6,96 0,111 6,45 0,359
17 Casearborin E 272771-18-3 34,830 0,654 105,060 6,63 0,233 6,44 0,359
18 Corymbolusin B 326473-52-3 30,738 0,539 118,840 6,53 0,297 6,44 0,362
19 Caseargrewiin J 945607-78-3 21,065 0,490 109,290 6,50 0,317 6,44 0,363
20 Ccorymbosa 5 131766-54-6 15,539 0,492 97,670 6,54 0,291 6,43 0,372
21 Casearlucin A 405507-78-0 27,067 0,561 111,700 6,37 0,428 6,43 0,373
22 Cgrayi 6 947672-99-3 15,063 0,515 95,445 6,42 0,379 6,40 0,398
23 Caseargrewiin | 945607-76-1 23,075 0,511 111,930 6,39 0,404 6,40 0,401
24 Casearinone B 196090-47-8 17,969 0,585 93,282 6,24 0,576 6,39 0,404
25 Casearinol B 196090-45-6 30,153 0,596 111,870 6,36 0,435 6,38 0,418
26 Caseargrewiin F 945607-70-5 23,040 0,535 110,160 6,29 0,514 6,37 0,428
27 Cgrayi 7 947673-00-9 12,336 0,517 88,670 6,48 0,332 6,34 0,458
28 Zguidonia 7 128486-52-2 11,797 0,505 76,005 7,10 0,080 6,34 0,460
29 Intrapetacin A 343944-35-4 22,120 0,544 109,430 6,17 0,669 6,29 0,507
30 Zuelanin 13 130827-60-0 15,269 0,591 90,262 6,10 0,797 6,28 0,525
31 Corymbolusin A 326473-51-2 24,464 0,470 120,190 6,45 0,356 6,26 0,550
32 Zuelanin 9 130827-56-4 22,456 0,597 103,820 6,06 0,878 6,26 0,556
33 Zuelanin 3 128572-38-3 23,619 0,571 109,640 6,09 0,814 6,24 0,581
34 Corymbotin F 138950-31-9 24,757 0,589 109,000 6,08 0,832 6,22 0,596
35 Casearlucin G 405507-90-6 14,265 0,540 98,141 6,04 0,910 6,22 0,602
36 Zuelanin 1 128486-31-7 23,010 0,567 109,640 6,07 0,857 6,22 0,603
37 Casearvestrin C 402935-06-2 20,089 0,511 111,760 6,14 0,718 6,20 0,626
38 Caseargrewiin L 945607-81-8 19,130 0,526 108,890 6,08 0,836 6,20 0,629

(a) Y=Log(1/1Cso); (b) umol/L
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Tabela 7b. Valores preditos ICs, de diterpendides clerodanos contra células tumorais V79 com os
modelos de QSAR-MLR Eq. (5.1-6) e QSAR-SVM (n = 13)

Métodos e valores

ltem Composto CAS Reg. Nr. Descritores VR CZ:'S d'to\?a Gy
RDFO60m R8p Fuk5 MLR MLR SVM SVM

39 Laetiaprocerin C 871217-64-0 36,162 0,651 113,470 6,39 0,408 6,19 0,644
40 Ctremula 2 173324-51-1 18,667 0,561 105,240 5,94 1,152 6,16 0,689
41 Ccorymbosa 8 131740-59-5 18,156 0,570 103,650 5,90 1,263 6,15 0,710
42 Cgrewiifolia 2 947681-66-5 16,566 0,608 95,867 5,83 1,490 6,14 0,730
43 Cgrayi 4 947672-96-0 13,951 0,520 102,550 5,97 1,083 6,14 0,732
44 Casearinone A 196090-46-7 14,160 0,584 95,539 5,82 1,526 6,13 0,746
45 Caseargrewiin A 847841-92-3 28,140 0,591 115,910 6,04 0,907 6,10 0,797
46 Intrapetacin B 343944-36-5 22,594 0,564 112,070 5,94 1,138 6,10 0,798
47 Zguidonia 13 128572-39-4 23,501 0,591 109,730 5,92 1,193 6,10 0,799
48 Caseamembrin A 664351-45-5 28,559 0,526 124,870 6,16 0,685 6,10 0,801
49 Cgrewiifolia 1 947672-98-2 19,329 0,600 102,640 5,82 1,521 6,10 0,803
50 Corymbolusin C 326473-53-4 25,499 0,542 118,840 6,05 0,885 6,09 0,805
51 Ccorymbosa 11 131740-55-1 10,353 0,535 95,773 5,85 1,414 6,09 0,821
52 Casearlucin C 405507-82-6 27,452 0,615 111,790 5,99 1,028 6,08 0,840
53 Ccorymbosa 4 131740-57-3 7,484 0],312 87,138 7,69 0,021 6,07 0,851
54 Zguidonia 12 128486-37-3 20,046 0,561 109,730 5,85 1,402 6,06 0,873
55 Ccorymbosa 13 131740-56-2 18,140 0,576 105,420 5,77 1,694 6,05 0,897
56 Cgrewiifolia 3 1006868-59-2 21,095 0,556 112,190 5,87 1,349 6,04 0,909
57 Zuelanin 10 130827-57-5 22,216 0,580 110,920 5,84 1,439 6,03 0,931
58 Caseamembrin B 664351-46-6 23,370 0,552 116,160 5,92 1,214 6,03 0,942
59 Casearnigrescens D 925693-22-7 20,241 0,540 113,280 5,87 1,355 6,02 0,953
60 Zuelanin 4 130858-02-5 29,974 0,615 116,840 5,98 1,057 5,99 1,019
61 Cgrayi 8 947673-01-0 7,541 0,305 64,534 8,77 0,002 5,97 1,071
62 Laetiaprocerin A 871217-62-8 20,205 0,585 109,160 5,71 1,946 5,96 1,101
63 Casearvestrin A 402937-50-2 19,118 0,568 109,930 5,71 1,944 596 1,106
64 Zuelanin 5 40185-32-8 4900 0,358 61,245 8,29 0,005 5,94 1,140
65 Zuelanin 8 130858-01-4 19,344 0,526 115,300 5,81 1,566 5,94 1,141
66 Ccorymbosa 12 131830-93-8 13,135 0,615 95,867 5,48 3,324 5,94 1,144
67 Casearvestrin B 402935-05-1 19,317 0,560 111,700 5,71 1,956 5,93 1,167
68 Caseamembrin E 664351-50-2 24,923 0,518 124,870 591 1,225 591 1,238
69 Caseamembrol A 723302-01-0 24,923 0,518 124,870 591 1,225 591 1,238
70 Ctremula 5 173324-53-3 21,571 0,496 122,400 5,90 1,253 5,90 1,261
71 Zuelanin 2 128486-32-8 16,505 0,524 112,910 5,68 2,068 5,89 1,293
72 Corymbotin D 139015-30-8 15,862 0,608 102,150 5,48 3,304 5,89 1,299
73 Zguidonia 6 128486-33-9 24,789 0,588 116,840 5,73 1,844 586 1,375
74 Caseargrewiin K 945607-80-7 19,826 0,475 122,850 5,89 1,287 5,86 1,396
75 Zguidonia 9 128486-34-0 19,989 0,538 117,130 5,69 2,057 5,85 1,427
76 Laetiaprocerin D 871217-65-1 15,117 0,441 119,200 591 1,234 5,84 1,459

(a)Y=Log(1/1Cs); (b) pmol/L.
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Tabela 7c. Valores preditos ICsq de diterpendides clerodanos contra células tumorais V79 com os
modelos de QSAR-MLR Eq. (5.1-6) e QSAR-SVM (n = 13)

Descritores

Métodos e valores preditos

ltem Composto CAS Reg. Nr. Y2 ICs® Y*  ICg
RDFO60m R8p Fuk5 MLR MLR SVM SVM
77 Caseargrewiin B 847841-93-4 24532 0,511 126,810 5,84 1,435 5,84 1,460
78 Casearlucin D 405507-84-8 28,375 0,614 118,900 5,75 1.769 5,81 1,565
79 Casearlucin E 405507-86-0 23,045 0,585 116,260 5,63 2,328 5,80 1,582
80 Casearlucin | 405507-94-0 29,948 0,547 132,040 5,80 1,589 5,79 1,608
81 Casearlucin H 405507-92-8 30,892 0,560 132,040 5,78 1,653 5,78 1,651
82 Zguidonia 10 128486-35-1 3,889 0,328 112,100 6,12 0,757 5,77 1,714
83 Ctremula 4 173324-54-4 21,545 0,484 127,720 5,75 1,782 5,74 1,829
84 Zuelanin 11 130827-58-6 29,182 0,712 103,820 5,76 1,723 5,73 1,847
85 Zuelanin 6 130827-54-2 16,411 0,642 102,150 5,27 5,365 5,72 1,889
86 Laetiaprocerin B 871217-63-9 29,954 0,678 111,690 5,73 1,860 5,71 1,948
87 Corymbotin A 138967-76-7 18,050 0,680 99,605 5,24 5,767 5,66 2,177
88 Casearlucin B 405507-80-4 17,986 0,634 106,710 5,26 5,500 5,65 2,247
89 Corymbotin G 138950-32-0 15,416 0,600 109,890 5,15 7,052 5,60 2,506
90 Ctremula 6 173324-55-5 27,247 0,538 135,470 5,48 3,320 5,58 2,642
91 Zuelanin 7 130827-55-3 17,567 0,567 116,940 5,27 5,409 5,58 2,643
92 Casearlucin K 405507-98-4 25,316 0,543 132,040 5,43 3,712 5,55 2,843
93 Caseamembrin C 664351-47-7 27,330 0,532 138,430 5,40 4,008 5,54 2,908
94 Corymbotin E 138950-30-8 19,674 0,632 111,570 5,20 6,318 5,52 3,006
95 Ccorymbosa 9 131740-60-8 21,180 0,611 116,430 5,27 5,400 5,52 3,038
96 Ccorymbosa 10 131740-61-9 20,006 0,616 114,660 521 6,180 5,50 3,129
97 Caseamembrin M 870538-04-8 26,275 0,604 124,960 5,37 4,246 5,49 3,218
98 Caseamembrin D 664351-49-9 28,147 0,554 138,520 5,30 5,052 5,48 3,299
99 Caseamembrol B 723302-02-1 25,752 0,529 138,100 5,30 5,025 5,48 3,347
100 Caseamembrin F 664351-51-3 13,285 0,455 128,840 5,21 6,210 5,46 3,466
101 Caseargrewiin C 847841-94-5 20,266 0,554 125,010 5,23 5,869 5,46 3,468
102 Casearnigrescens B 925693-17-0 19,790 0,542 126,840 5,20 6,334 5,43 3,683
103 Caseamembrin O 870538-07-1 26,524 0,587 132,110 5,20 6,343 5,38 4,198
104 Zuelanin 12 130827-59-7 23,424 0,580 128,360 5,15 7,013 5,36 4,347
105 Corymbotin B 138950-28-4 17,570 0,667 109,030 4,87 13,543 5,33 4,698
106 Caseamembrin N 870538-05-9 24,144 0,591 128,970 5,11 7,852 5,32 4,827
107 Casearlucin J 405507-96-2 21,654 0,552 132,040 5,05 8,978 5,32 4,833
108 Casearnigrescens C 925693-19-2 25,321 0,614 126,930 5,12 7,505 5,30 4,984
109 Casearnigrescens A 925693-15-8 20,926 0,587 126,930 4,95 11,198 5,25 5,662
110 Casearin T 220178-33-6 32,143 0,715 119,330 5,29 5,111 5,22 5,957
111 Corymbotin | 138950-33-1 13,696 0,617 116,740 4,56 27,315 520 6,292
112 Corymbotin H 138967-77-8 18,419 0,641 119,320 4,67 21,321 5,10 8,009
113 Corymbotin C 138950-29-5 17,340 0,666 117,850 4,46 35,035 4,98 10,.529

(a)Y=Log(1/ICs); (b) pmol/L.
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Tabela 8. Valores preditos ICso da Casearina G substituida em R', R* e R® contra células
tumorais V79 com QSAR-MLR Egq. (5.1-7) e QSAR-SVM (n=18)

Métodos empregados

| Substituintes Descritores b . b c
tem Composto Y® 1C50°  Y°  IC50
R R R R R RDFO60m R8p Fuk5 MLR MLR SVM SVM
1 OMe Ac Ac H OBu CasearinaG* 31,047 0,610 105,67 669 020 6,68 0,21
20H Ac Ac Cl H Gv8 31,047 0,610 10567 6,69 020 6,68 0,21
30OH Ac Ac H CI  Gvi0 31,794 0583 114,28 6,55 0,28 651 0,31
4 OH Ac Ac F H Gv9 27,228 0580 108,22 6,45 0,35 641 0,39
5 OAc Ac Ac H OMe Gv3 29,562 0,607 111,38 6,31 049 630 0,50
6 F Ac Ac H OBu Gvi2 37,110 0634 121,87 6,29 052 6,28 0,53
7 OMe Ac Ac H F Gv5 35602 0,576 132,50 6,07 085 6,11 0,78
8 OH Ac Ac H F Gv11 31,524 0568 125,30 6,11 0,78 6,07 0,85
9 OMe Ac Ac H ODc Gvi 29,874 0,617 119,23 590 1,26 587 134
10 Cl Ac Ac H OBu Gvi3 27,584 0596 119,23 585 142 580 1,58
11 OH Ac Ac H ODc Gw2 28,914 05579 126,07 577 172 574 1,82
12 OMe Ac Ac Cl H Gv6 24939 0573 127,84 577 172 574 1,82
13 OMe Ac Ac F H Gv7 19,374 0506 129,19 531 495 533 4,68
14 OMe Ac Ac H Cl  Gv4 28,128 0,702 119,33 5,13 744 512 7,552

(a) Referéncia: Casearina G maior 1Csq observado: 0,17 umol/L, [plCso=Log (1/1Cso) = 6,77]; (b) Y=Log(1/ICs0);
(c) umol/L.
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Tabela 11a. Valores preditos ICsy de diterpendides clerodanos contra células tumorais V79 com os
modelos de QSAR-MLR Eq. (5.1-7) e QSAR-SVM (n = 18)

Métodos e valor predito

ltem Composto CAS Descritores Y2 1Cs®  Y?  ICs°
RDF060m R8p Fuk5 MLR MLR SVM SVM

1 Casearborin A 272771-14-9 25,294 0,53 91,40 7,41 0,039 7,03 0,094
2 Casearborin B 272771-15-0 26,967 0,51 100,84 7,28 0,052 7,00 0,099
3 Casearborin D 272771-17-2 29,539 0,55 104,96 7,05 0,090 6,93 0,117
4 Caseargrewiin H 945607-74-9 24,403 0,51 98,20 7,18 0,066 6,87 0,135
5 Casearinol A 196090-44-5 29,888 0,58 103,84 6,89 0,128 6,84 0,144
6 Caseargrewiin E  945607-68-1 24,030 0,54 94,66 7,07 0,085 6,83 0,148
7 Casearia S 220178-32-5 25,802 0,57 97,51 6,90 0,125 6,79 0,164
8 Caseargrewiin G 945607-72-7 27,365 0,56 103,03 6,85 0,141 6,76 0,173
9 Zguidonia 6 128486-33-9 32,410 0,61 107,48 6,75 0,176 6,74 0,182
10 Caseargrewiin D  847841-95-6 19,575 0,50 88,50 7,28 0,052 6,72 0,190
11 Casearborin E 272771-18-3 34,830 0,65 105,06 6,74 0,184 6,71 0,195
12 Caseargrewiin | 945607-76-1 27,052 0,50 111,76 6,85 0,143 6,63 0,235
13 Cgrewiifolia 1 947672-98-2 25,597 0,56 102,64 6,70 0,199 6,61 0,243
14 Casearinol B 196090-45-6 29,070 0,55 111,70 6,68 0,209 6,59 0,256
15 Casearborin C 272771-16-1 30,066 0,62 104,96 6,56 0,276 6,56 0,275
16 Corymbotin F 138950-31-9 22,858 0,58 9544 6,65 0,225 6,56 0,278
17 Corymbotin D 139015-30-8 20,387 0,59 88,59 6,70 0,201 6,53 0,295
18 Zuelanin 4 130858-02-5 20,941 0,59 90,26 6,67 0,216 6,53 0,296
19 Laeciaprocerin C  871217-64-0 34,469 0,63 113,47 6,52 0,304 6,51 0,313
20 Zguidonia 8 128486-52-3 15,131 0,51 83,11 7,10 0,080 6,48 0,328
21 Intrapetacin B 343944-36-5 18,195 0,50 96,28 6,78 0,165 6,46 0,345
22 Corymbotin E 138950-30-8 21,300 0,57 96,37 6,57 0,270 6,46 0,345
23 Corymbolusin_B  326473-52-3 30,738 0,54 118,84 6,55 0,279 6,45 0,353
24 Cgrewiifolia 4 1006868-61-6 24,892 0,57 103,65 6,50 0,313 6,45 0,357
25 Zuelanin 2 128486-32-8 27,456 0,57 109,64 6,51 0,312 6,44 0,360
26 CaseargrewiinJ  945607-78-3 23,116 0,49 109,12 6,70 0,198 6,44 0,361
27 Ctremula 3 173324-52-2 22,574 0,52 105,42 6,62 0,240 6,44 0,367
28 Cgrayi 1 947672-97-1 21,581 0,50 106,01 6,65 0,224 6,41 0,392
29 Zguidonia 13 128572-39-4 29,332 0,60 109,73 6,39 0,405 6,38 0,419
30 Caseargrewiin L  945607-81-8 26,523 0,56 109,93 6,44 0,364 6,37 0,429
31 Corymbotin A 138967-76-7 25,107 0,63 99,61 6,33 0,473 6,34 0,459
32 Corymbotin C 138950-29-5 27,647 0,62 106,46 6,32 0,480 6,32 0,483
338 Zguidonia 7 128486-52-2 11,231 0,52 76,01 7,00 0,101 6,31 0,487
34 Corymbotin B 138950-28-4 26,972 0,60 107,38 6,33 0,466 6,31 0,487
35 Ctremula 2 173324-51-1 23,528 0,56 105,48 6,37 0,426 6,30 0,503
36 Intrapetacin A 343944-35-4 17,400 0,50 100,07 6,54 0,288 6,29 0,510
37 Zuelanin 3 128572-38-3 32,480 0,61 116,84 6,31 0,495 6,29 0,516
38 Zuelanin 5 40185-32-8 26,629 0,57 110,99 6,32 0,480 6,26 0,548

(a) Y=pICso=Log(1/ICx); (b) umol/L
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Tabela 11b. Valores preditos I1Cs, de diterpendides clerodanos contra células tumorais V79 com os
modelos de QSAR-MLR Eq. (5.1-7) e QSAR-SVM (n = 18)

Métodos e valor predito

ltem Composto CAS Descritores Y? 1G> Y. ICs

RDF060m R8p Fuk5 MLR MLR SVM SVM
39 Casearinone B 196090-47-8 17,969 0,59 93,28 6,31 0,495 6,25 0,557
40 Laeciaprocerin B 871217-63-9 34,965 0,68 111,69 6,27 0,538 6,25 0,559
41 Caseargrewiin C 847841-94-5 32,114 0,55 125,01 6,31 0,487 6,25 0,568
42 Zuelanin 12 130827-59-7 27,313 0,59 110,92 6,28 0,523 6,24 0,572
43 Cgrayi 7 947673-00-9 12,336 0,52 88,67 6,52 0,304 6,24 0,580
44 Cgrayi 6 947672-99-3 15,053 0,52 9545 6,45 0,354 6,24 0,581
45 Zguidonia 12 128486-37-3 27,008 0,64 103,92 6,22 0,607 6,23 0,584
46 Zuelanin 1 128486-31-7 21,070 0,50 109,64 6,45 0,356 6,23 0,595
47 Casearlucin F 405507-88-2 18,990 0,56 100,56 6,26 0,548 6,18 0,658
48 Caseargrewiin F 945607-70-5 22,251 0,54 108,22 6,29 0,507 6,18 0,659
49 Caseargrewiin K 945607-80-7 26,944 0,49 122,68 6,38 0,418 6,18 0,665
50 Corymbolusin_A 326473-51-2 24464 0,47 120,19 6,44 0,366 6.17 0,681
51 Zuelanin 11 130827-58-6 23,077 0,60 103,82 6,18 0,663 6,16 0,690
52 Laeciaprocerin A 871217-62-8 23,846 0,57 109,16 6,21 0,616 6,14 0,723
53 Cgrayi 8 947673-01-0 7541 0,31 6453 8,76 0,002 6,13 0,739
54 Caseargrewiin B 847841-93-4 35,399 0,59 130,50 6,07 0,853 6,10 0,794
55 Ctremula 6 173324-55-5 24926 0,47 122,58 6,34 0,454 6,10 0,800
56 Ccorymbosa 4 131740-57-3 3,873 0,31 87,14 7,36 0,043 6,10 0,802
57 Corymbotin | 138950-33-1 24,744 0,59 109,00 6,13 0,739 6,09 0,808
58 Cgrewiifolia 2 947681-66-5 15,902 0,57 95,87 6,12 0,764 6,09 0,809
59 Ctremula 4 173324-53-3 21,409 0,47 116,26 6,37 0,429 6,09 0,809
60 Cgrewiifolia 3 1006868-59-2 12,561 0,52 95,77 6,18 0,660 6,07 0,857
61 Zuelanin 6 130827-54-2 2,792 0,36 61,25 8,13 0,007 6,07 0,859
62 Caseamembrin A 664351-45-5 28,559 0,53 124,87 6,17 0,672 6,06 0,869
63 Corymbotin H 138967-77-8 23,935 0,58 109,93 6,12 0,763 6,06 0,873
64 Ccorymbosa 11 131749-55-1 12,351 0,52 95,77 6,16 0,688 6,06 0,879
65 Corymbotin G 138950-32-0 20,864 0,60 102,15 6,03 0,925 6,04 0,917
66 Ccorymbosa 12 131830-93-8 16,457 0,59 95,87 6,00 1,000 6,03 0,925
67 Zguidonia 9 128486-34-0 26,797 0,56 117,13 6,11 0,778 6,03 0,932
68 Casearvestrin_C 402935-06-2 20,089 0,51 111,76 6,15 0,702 5,99 1,018
69 Cgrewiifolia 5 1006868-63-8 16,770 0,52 105,42 6,07 0,843 5,97 1,078
70 Corymbolusin_C 326473-53-4 25,499 0,54 118,84 6,07 0,846 5,96 1,091
71 Zguidonia 10 128486-35-1 10,111 0,34 112,10 6,48 0,333 5,96 1,105
72 Casearinone A 196090-46-7 14,160 0,58 95,54 5,87 1,345 5,94 1,140
73 Casearlucin G 405507-90-6 26,157 0,60 113,14 5,97 1,061 5,93 1,164
74 Ccorymbosa 8 131740-59-5 18,156 0,57 103,65 5,94 1,145 592 1,194
75 Ccorymbosa 5 131766-54-6 10,736 0,52 97,67 5,92 1,192 5,92 1,209
76 Cgrayi 4 947672-96-0 13,951 0,52 102,55 5,98 1,039 5,92 1,209

(a)Y=pICso=Log(1/1Csp); (b) umol/L.



226

Tabela 11c. Valores preditos ICsq de diterpendides clerodanos contra células tumorais V79 com os
modelos de QSAR-MLR Eq. (5.1-7) e QSAR-SVM (n = 18)

Descritores

Métodos e valor predito

ltem Composto CAS Y? 1G> Y. ICs°
RDF060m R8p Fuk5 MLR MLR SVM SVM
77 Caseamembrin B 664351-46-6 23,370 0,55 116,16 594 1,149 584 1,436
78 Ccorymbosa 13 131740-56-2 18,140 0,58 105,42 581 1,538 5,81 1,546
79 Zuelanin 8 130858-01-4 24,772 0,68 103,82 5,76 1,743 5,81 1,559
80 Caseamembrin E 664351-50-2 24,923 0,52 124,87 591 1229 5,79 1,613
81 Caseamembrol A 723302-01-0 24,923 0,52 124,87 591 1229 5,79 1,613
82 Zuelanin 13 130827-60-0 24,634 0,68 103,82 5,74 1,823 5,79 1,623
83 Zuelanin 10 130827-57-5 17990 0,50 11530 591 1229 576 1,718
84 Caseargrewiin A 847841-92-3 23,890 0,56 117,68 5,83 1,464 5,75 1,773
85 Ctremula 5 173324-54-4 21,429 0,46 127,89 591 1,217 5,74 1,838
86 Zuelanin 9 130827-56-4 16,264 0,48 11530 587 1,359 5,73 1,877
87 Casearlucin B 405507-80-4 17,944 062 102,72 564 2,279 572 1,902
88 Casearvestrin_A 402937-50-2 19,118 0,57 109,93 5,74 1,802 5,71 1,949
89 Casearvestrin_B 402935-05-1 19,317 0,56 111,70 5,74 1,837 5,69 2,064
90 Laeciaprocerin D 871217-65-1 11,670 0,41 119,20 5,80 1,568 5,68 2,073
91 Zuelanin 7 130827-55-3 15,523 0,61 102,15 552 3,012 565 2,248
92 Casearlucin A 405507-78-0 22,483 0,59 11412 566 2,211 561 2,449
93 Caseamembrin C  664351-47-7 27,330 0,53 138,43 5,38 4,147 553 2,949
94 Casearnigrescens A 925693-15-8 28,744 0,60 128,97 548 3,279 5,51 3,083
95 CaseamembrinD  664351-49-9 28,147 0,55 138,52 5,29 5,112 548 3,308
96 Casearnigrescens D  925693-22-7 16,155 0,54 115,32 5,47 3,409 546 3,466
97 Caseamembrol B 723302-02-1 25,752 0,53 138,10 5,28 5240 5.44 3,642
98 Casearlucin C 405507-82-6 25,209 0,59 12543 541 3,869 5,39 4,078
99 Caseamembrin M  870538-04-8 26,275 0,60 124,96 541 3,928 5,39 4,088
100 Casearia T 220178-33-6 32,143 0,72 119,33 5,39 4,096 5,39 4,107
101 Casearnigrescens C  925693-19-2 26,010 0,58 128,97 5,36 4,374 5,38 4,206
102 Casearnigrescens B 925693-17-0 23,128 0,55 128,88 5,35 4,491 535 4,466
103 Caseamembrin F 664351-51-3 13,285 0,46 128,84 5,15 7,015 533 4,638
104 Casearlucin D 405507-84-8 22,073 0,59 120,67 5,35 4,428 5,32 4,806
105 Ccorymbosa 9 131740-60-8 21,180 0,61 116,43 531 4,904 5,29 5,087
106 Casearlucin J 405507-96-2 26,206 0,56 143,71 485 13,978 5,29 5,172
107 Ccorymbosa 10 131740-61-9 20,006 0,62 114,66 525 5576 5,26 5,452
108 Caseamembrin N  870538-05-9 24,144 0,59 128,97 5,12 7,532 5,17 6,779
109 Casearlucin K 405507-98-4 24,384 0,56 143,71 467 21,599 5,16 6,921
110 CaseamembrinO  870538-07-1 26,442 0,61 132,11 5,01 9,739 5,13 7,367
111 Casearlucin H 405507-92-8 23,122 0,57 133,81 4,98 10,520 5,13 7,433
112 Casearlucin E 405507-86-0 23,239 0,60 127,47 5,07 8,492 5,11 7,801
113 Casearlucin | 405507-94-0 20,581 0,56 133,81 4,78 16,742 4,99 10,146

(a)Y= plCs = Log(1/ICsp); (b) umol/L.
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Tabela 14.Predicdo de compostos derivados da Casearborina A substituida em R* e R®

Descritores QSAR-MLR QSAR-SVM

ltem MollD Substituintes em R* e R® e Estrutura
RDF0O60m R8p  Fuk5 pICso * ICs° PpICsy? Cs”°
1 Casearborina-A 25294 0,533 914 741 0039 7,03 0094 R',R°(=H)
2 AR5 23.993 0,539 935 7,16 0070 6,87 0,135 F,H \
3 AR®-2 31.339 0,621 105,1 6,67 00216 6,66 0,217 HOAc
4 AR®-5 21.753 0,551 93,5 6,87 0,134 666 0,221 H,F H
5 AR*-1 22599 0,572 95.6 6,71 0,196 6,59 0,260 Me,H
6 AR*-2 30284 0,62 105,1 6,58 0,262 6,58 0,262 OAcH HO
7 AR*-4 25.982 0,582 102,4 6,60 0251 655 0,279 OMe,H
8 AR®-4 26.061 0,586 102,4 6,58 0,264 654 0,289 H, OMe
9 AR*-3 20.551 0,543 98,18 6,60 0249 6,45 0,358 =O,H
10 AR®-3 20.661 0,549 98,27 6,57 0,271 6,43 0,373 H, =0
11 AR®-1 18.644 0,585 95,36 6,27 0,541 6,23 0,590 H, Me
12 AR*-6 26.477 0,563 113,7 6,25 0562 6,17 0,670 CI, H
13 AR®-6 25.368 0,601 113,7 588 1,322 583 1,462 H,Cl

(*) Composto derivado AR’ ou AR® e nimero sequencial; (a) Log(1/1Csp); (b) umol/L.
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Tabela 15.Predicao de compostos substituidos derivados das Casearvestrinas

A,BeC
0 |
CasearvestrinaA R'=0" 0 ‘
y %
R! z N
CasearvestrinaB R'=0 2 o
0 0 T <°
& o
)W )J\O\\\
Casearvestrina C R'=0
Descritores QSAR-MLR  QSAR-SVM Subs.
ltem MollD’ RDFO60m R8p Fuk5 plCs® ICs” plCse® ICs” R*
1 Casearvestrina_A 19,118 0,568 109,9 5,74 1,802 5,71 1,949 OH
2 CVA-6 29,005 0,620 98,46 6,78 0,166 6,75 0,177 F
3 CVA-1 25,452 0,601 96,37 6,70 0,198 6,65 0,226 H
4 CVA-2 24,971 0,611 100,3 6,40 0,397 6,39 0,403 Me
5 CVA-4 25,589 0,638 103,1 6,13 0,743 6,15 0,707 =
6 CVA-3 35,272 0,709 110,0 6,14 0,717 6,11 0,769 OAc
7 CVA-5 26,540 0,667 107,4 580 1571 582 1519 OMe
8 CVA-7 27,041 0,634 118,7 555 2,792 5,52 3,027 ClI
9 Casearvestrina-B 19,317 0,560 111,7 5,74 1,837 5,69 2,063 OH
10 CVB-6 32,018 0,598 100,2 7,12 0,076 7,05 0,090 F
11 CVB-1 27,919 0,584 98..4 6,96 0,110 6,87 0,134 H
12 CVB-5 33,768 0,626 109,2 6,65 0,223 6,64 0,228 OMe
13 CVB-2 29,505 0,626 102,1 6,61 0,246 6,61 0,246 Me
14 CVB-4 23,309 0,606 104,9 6,08 0,841 6,07 0,854 =0
15 CVB-3 27,374 0,660 111,8 572 1906 5,71 1,960 OAc
16 CVB-7 29,960 0,657 120,4 556 2,744 555 2,849 ClI
17 Casearvestrina-C 20,089 0,511 111,8 6,15 0,702 5,99 1,018 OH
18 CVC-3 42,027 0,674 111,9 6,90 0,125 6,74 0,183 OAc
19 CvC-2 28,651 0,599 102,2 6,73 0,188 6,70 0,200 Me
20 CVC-6 26,516 0,599 100,3 6,63 0,237 6,60 0,254 F
21 CVC-1 22,672 0,567 98,2 6,62 0,242 6,52 0,305 H
22 CVC-5 27,949 0,610 109,2 6,25 0,560 6,24 0,577 OMe
23 CVC-4 22,639 0,579 105,0 6,21 0,619 6,17 0,684 =
24 CVC-7 30,365 0,624 12055 5,83 1,472 5,81 1,545 ClI

(*) Composto derivado e nimero seqiiencial; (a) Log(1/ICs); (b) umol/L
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Tabela 16. Predicao de compostos substituidos derivados da Caseamembrina A

. Descritores QSAR-MLR QSAR-SVM Substituintes
ltem MollD RDFO60m R8p Fuk5 plCse® ICse” plCse® ICs” R*

1 Caseamembrina-A 28,559 0,526 124,9 6,17 0,672 6,06 0,869 OH

2 A-5 29,005 0,620 113,4 6,08 0,841 6,06 0,881 F

4 A-1 24,971 0,611 115,3 5,70 2,007 5,65 2,215 Me

5 A-2 35,272 0,709 125,0 5,44 3,626 5,50 3,183 OAc

6 A-3 25,589 0,638 118,1 5,42 3,763 5,39 4,069 =0

7 A-4 26,540 0,667 122,3 5,10 7,955 5,10 7,979 OMe

8 A-6 27,041 0,634 133,6 4,85 14,128 5,04 9,193 ClI

(*) Composto derivado e numero seqiiéncial: (a) Log(1/ICs); (b) umol/L.
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Tabela 17. QSAR de DBHs contra Chilo suppressalis antes e apés andlise conformacional

| N ’E-Bu O
NN
Xn/ \H | X
0 \z
Yn
No. MollID™ X, e Y obs? Descritores Yored™® Res.C® Yoes® Res.

PCD RNCG H8u

1 D1 2-Cl H 6,83+0,36 31,437 0,160 0,534 6,19 0,64 6,82 0,01
2 D2 2-Cl 2-F 6,12 34,697 0,150 0467 5,87 0,25 6,13  -0,01
3 D3 2-Cl 2-Cl 5,55 34,697 0,159 0,402 5,84 -0,29 5,64 -0,09
4 p4" 2l 2 Br 5,48+007 34,697 0,161 0,363 5,79 -0,31 5,38 0,10
5 D5 2-Cl 2 5,33+0,31 34,697 0,162 0,353 5,71 -0,38 5,32 0,01
6 D6 2-Cl 2-CF, 5,94 37,511 0,127 0466 588 0,06 598 -0,04
7 D7 2-Cl 2-NO; 5,110,008 41,169 0,145 0,402 5,20 -0,09 5,07 0,04
8 D8 2-Cl 2-Me 6,41 34,697 0,158 0511 592 0,49 6,35 0,06
9 D10" 2-Cl 2-OMe  4,04:004 37,841 0,238 0,286 4,12 -0,08 4,04 0,00
10 D12 2-Cl 3-F 6,93 31,092 0,153 0539 6,25 0,68 6,95 -0,02
11 D13 2-Cl 3-Cl 6,44+007 31,092 0,161 0468 6,12 0,32 6,42 0,02
12 D14 2-Cl 3-Br 6,34+025 31,092 0,164 0461 6,06 0,28 6,38 -0,04
13 D15 2-Cl 3- 5,71z0,13 31,092 0,164 0,364 6,04 -0,33 5,74 -0,03
14 D16  2-Cl 3-CF, 6,09 32,964 0,128 0,414 6,07 0,02 6,09 0,00
15 D177 2-CI 3-NO, 5,28 32,642 0,150 0,311 6,01 -0,73 5,31 -0,03
16 D18" 2-CI 3-CN 5,44 37,028 0,151 0,405 5,40 0,04 550 -0,06
17 D19 2-Cl 3-Me 5,78 31,092 0,158 0,369 5,97 -0,19 5,78 0,00
18 D20 2-CI 3-OMe 5,80 33,440 0,244 0495 525 055 584 -0,04
19 D22 2-C 4-F 6,68 31,032 0,154 0494 6,45 0,23 6,66 0,02
20 p23" 2-Cl 4-Cl 6,61x009 31,032 0,162 0,510 6,26 0,35 6,70 -0,09
21 D33 2-Cl 4-Bu-t 6,81+019 29313 0,147 0483 7,11 -0,30 6.76 0,05
22 D38 2-Cl 2,3-Me, 6,61:0,16 34,412 0,156 0,530 6,17 0,44 6,50 0,11
23 D41 2-Cl 2,5-Cl,  5,40:0,10 34,403 0,160 0,362 5,88 -0,48 5,41 -0,01
24 D43  2-Cl 2.Br-5-0Me, 4,24 33,972 0,246 00265 4,69 -0,45 4,22 0,02
25 D48  2-Cl 3,4-Me, 6,09 30,794 0,156 0,418 6,23 -0,14 6,13 -0,04
26 D55 H H 6,27 28,045 0,161 0,384 6,67 -0,40 6,17 0,10
27 D58 3,5Cl, 4-Me 6,96 27,120 0,162 0,493 7,13 -0,17 6,97  -0,01
28 D61" 3,5Br, 4-Et 7,52 27,120 0,167 0,566 7,78 -0,26 7,52 0,00
29 D63" 3,5-Me, 4-Cl 6,96 27,120 0,159 0,498 6,64 0,32 7,01 -0,05
30 D65 3,5-Me, 4-Et 7,32 26,405 0,151 0523 7,38 -0,10 7,30 0,02

(T) Compostos do conjunto de teste; (+) compostos n&o incluidos no estudo com substituintes em Y, e
especificados na literatura® com pLDs < 4,00 ou < 5,00: 2-Ph; 2-SMe; 3-OPh; 4-Ph; 4-OPh; 2,6-Cl,; 3,5-
(OMe),; 3-OMe-5-OBu; 3,5-(OBu™),; (a) Y=pLDs, (LDsy = mmol/inseto); (b) antes da andlise conformacional;
(c) residuo = Yous — Ypreq; (d) apds analise conformacional.



Tabela 20. Valores observados pLDs, preditos pelo QSAR e selecionados pelo indice de similaridade euclidiano

No. MollD Substituintes Yobs” Descritores Yored 7€ res®  Yped®® res®  Ygm °' res?
Xn & PCD RNCG H8u'
1 D24 2-Cl 4-Br 6,88+0,29 31,032 0,164 0,542 6,42 0,46 6,88 0,00 6,61 0,27
2 D25 2-Cl 4-| 6,88+0,11 31,032 0,164 0,539 643 045 6,86 0,02 6,68 0,20
3 D26 2-Cl 4-CF; 6,79+0,04 29,313 0,128 0466 7,17 -0,38 6,79 0,00 6,81 -0,02
4 D27 2-Cl 4-NO, 5,62 32,018 0,154 0,431 6,59 -0,97 6,13 -0,51 6,83 -1,21
5 D28 2-Cl 4-CN 5,32+0,08 32,784 0,152 0,497 6,50 -1,18 580 -048 5,80 -0,48
6 D29 2-Cl 4-Me 6,70 31,032 0,158 0,509 6,81 -0,11 6,71 -0,01 6,71 -0,01
7 D30 2-Cl 4-Et 6,64+0,34 30,266 0,153 0,478 7,28 -0,64 6,61 0,03 554 1,10
8 D31 2-Cl 4-pPr" 5,85 32,322 0,149 0419 7,37 -152 6,05 -0,20 6,05 -0,20
9 D32 2-Cl 4-Pr’ 6,25 29,730 0,150 0,426 7,85 -1,60 6,35 -0,10 6,73 -0,48
10 D35 2-Cl 4-OMe 6,15+0,02 30,266 0,245 0,503 6,01 0,14 6,17 -0,02 6,03 0,12
11 D37 2-Cl 2,3-Cl, 6,71+0,02 34,412 0,157 0,569 6,05 0,66 6,77 -0,06 6,49 0,22
12 D39 2-Cl 2,4-Cl, 6,59 34,388 0,160 0,542 6,12 047 6,58 0,01 6,50 0,09
13 D40 2-Cl 2,4-Me; 6,54 34,404 0,156 0,538 9,23 -269 6,58 -0,04 6,49 0,05
14 D42 2-Cl 2,5-Me, 5,20 34,403 0,156 0,409 5,73 -0,53 5,73 -0,58 6,52 -1,32
15 D44 2-Cl 2,6-F» 5,78+0,02 34,825 0,140 0,403 5,99 -0,21 5,76 0,02 5,54 0,24
16 D45 2-Cl 2-F-6-Cl 5,69 34,825 0,148 0,386 6,05 -0,36 559 0,10 5,50 0,19
17 D47 2-Cl 3,4-Cl, 6,47 30,805 0,160 0,469 6,91 -044 6,45 0,02 6,27 0,20
18 D49 2-Cl 3-Me-4-Pr" 6,21 32,298 0,147 0,443 6,95 -0,74 6,22 -0,01 6,08 0,13
19 D50 2-Cl 3,5-Cl, 5,95+0,10 30,843 0,163 0,399 6,18 -0,23 5,97 -0,02 6,08 -0,13
20 D51 2-Cl 3,5-Me; 5,98 30,843 0,156 0,307 5,42 0,56 5,42 0,56 6,16 -0,18
21 D56 3,5-Cl, H 7,07 27,470 0,164 05516 695 0,12 7,07 0,00 6,94 0,13
22 D57 3,5-Cl, 4-Cl 6,80 27,120 0,166 0,479 7,34 -0,54 6,84 -0,04 6,92 -0,12
23 D59 3,5-Cl,  4-Et 7,67 26,405 0,157 0,586 7,84 -0,17 7,67 0,00 7,24 0,43
24 D60 3,5-Br,  4-Me 6,89 27,120 0,167 0,491 8,09 -1,20 6,92 -0,03 7,01 -0,12
25 D62 3,5-Me, H 6,43 27,470 0,157 0,412 6,69 -0,26 6,43 0,00 6,25 0,18
26 D64 3,5-Me, 4-Me 7,54 27,120 0,155 0,533 7,27 0,27 7,27 0,27 7,01 0,53
27 D66 3,5-Me;  4-Pr™" 6,94 28,753 0,146 0,498 7,78 -0,84 6,94 0,00 6,35 0,59
28 D67 3,5-Me, 4-Pr’ 7,32 25,931 0,153 0,546 7,70 -0,38 7,49 -0,17 7,52 -0,20

(a)Vide fig. Tabela 17 em Anexos; (b) pLDs, (LDs; = mmol/inseto); (c) antes da busca conformacional; (d) Ygps— Ypred;
(e) ap6s busca conformacional; (f) conférmero selecionado por similaridade molecular; (g) residuo =Yops — Ygim -
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Tabela 21. Compostos DBHs usados para desenvolvimento do modelo de QSAR
de Dibenzoilidrazinas contra Leptinotarsa decemlineata

\ t-Bu 0
| A |
Xn/ / N\N
H
(6]
ltem MollD X, Yooss  Voro® T™@° AB® lgss® Mor23p Yeesd Res® Res®
1 D1 H 5,34£0,07 0,00 0 0 o0 -0524 543 -0,09 -0,14
2 D2 2-F 5,52+0,04 0,33 0 0 0 -0527 548 0,04 -0,01
3 D3 2-Cl 5,71:0,41 0,95 0 0 0 -0582 575 -0,04 -0,06
4 D4 2-Br 5,94+0,11 1,26 0 0 0o 0616 592 0,02 0,07
5 D5 2-1 6,06+0,08 1,71 0 0 0o -0642 607 -0,01 0,14
6 D6 2-CF, 6,08:0,11 1,94 0 0 0 -0632 606 0,02 0,09
7 D7"  2-NO;, 5,68:0,04 1,43 0 o o0 -0565 575 -0,07 -0,13
8 D8 2-CH, 5910,13 1,12 0 0 0 0612 589 0,02 0,26
9 D9"  2-C.Hs 5,77+0,14 2,14 0 0 0 -0546 576 0,01 -0,03
10 D10 2-OCHs 5,70:0,11 1,44 0 0 0 0545 567 0,03 -0,12
11 D11 2-OBu®** 6,31£0,09 4,50 0 0 0 -0628 634 -0,03 0,05
12 D12  2-SCHs 5,750,11 2,20 0 0 0 0528 570 0,05 -0,16
13 D13  3-F 6,19+0,16 0,00 0,33 0 o -0673 6,19 0,00 0,65
14 D14  3-Br 6,14:008 0,00 1,04 0 0 -0530 610 0,04 0,21
15 D15 3 5,71:007 0,00 1,27 0 0 -0394 573 -0,02 -0,26
16 D16  3-CFs 6,02:008 0,00 1,16 0 0 -0491 603 -001 -0,07
17 D17  3-CN 5,18+0,05 0,00 0 0 0 -0459 519 -0,01 -0,17
18 D18  3-CHs 6,08:021 0,00 0,34 0 0 0619 599 0,09 0,50
19 D19" 4-Cl 4,49+0,09 0,00 0 0,80 0 -0522 448 0,01 -0,08
20 D20 4-Br 4,04+0,04 0,00 0 095 0 -0427 395 0,09 -0,39
21 D21 4 4,320,08 0,00 0 1,15 0 -0585 430 0,02 0,19
22 D22 4-CF, 3,44+0,09 0,00 0 1,61 0 -0508 347 -0,03 -0,25
23 D23 4-CN 4,22+0,00 0,00 0 0,60 0 -0480 456 -0,34 -054
24 D24  4-NO, 4,46+0,04 0,00 0 0,70 0 -0455 435 0,11 -0,12
25 D25 4-CHj 3,88:0,18 0,00 0 104 o0 -0411 378 0,10 -045
26 D27" 4-Ph 3,59:0,04 0,00 0 211 0o 069 359 000 0,35
27 D28  4-OCH; 3,53+0,03 0,00 0 207 o0 -0681 357 -0,04 032
28 D30 2,3-Cl, 5121004 0,95 0,83 0 1 -0556 514 -0,02 -0,04
29 D44  25Cl,3-CF; 5,13x004 0,95 1,16 0 1 -0,508 516 -0,03 -0,20
30 D45 234,5F, 477:003 033 033 035 1 -0,659 472 0,05 0,39

(T) Compostos do conjunto de teste; (a)Yops = PLDsg-opservado (LDso = mmol/inseto);(b) valores da ref.
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[25]; (€) Ypred = PLDsg-predito: (d) ReS = Yops-Yrreq @ap0s andlise conformacional; (e) ) Res = Yops-Ypreq antes
da analise conformacional.



Tabela 22. Comparativo de resultados obtidos entre modelos de QSAR-MLR e
QSAR-SVM Dibenzoilidrazinas contra Leptinotarsa decemlineata

\ t-Bu 0
| |
Xn/ / N\N
H
6}
ltem MollD X, PLDso®  Vomno® 7™%°  ABs®  lagse® Mor23p° Y-wir® Y-sw® A
1 D1 H 5,34+0,07 0 0 0 o -0,524 543 5,41 0,02
2 D2 2.F 5,520,04 0,33 0 0 o -0,527 5,48 5,47 0,01
3 D3 2.Cl 5,7120,41 0,95 0 0 o -0,582 575 5,76 -0,01
4 D4 2_Br 5,94+0,11 1,26 0 0 o -0,616 5,92 5,93 -0,01
5 D5 2| 6,06£0,08 1,71 0 0 o -0,642 6,07 6,08 -0,01
6 D6 2-CF, 6,08+0,11 1,94 0 0 o -0,632 6,06 6,08 -0,02
7 D7 2-NO, 5,6840,04 1,43 0 0 o -0,565 5,75 5,77 -0,03
8 D8 2-CH, 5,91+0,13 1,12 0 0 o -0,612 5,89 5,89 -0,01
9 D9 2-CoHs 5,77+014 214 0 0 o -0,546 5,76 5,81 -0,05
10 D10 2-OCH;  5,70:0,11 1,44 0 0 o0 -0545 567 570 -0,03
11 D11 2-OBu®® 6311009 450 0 0 o0 -0628 634 631 0,03
12 D12 2-SCH;  5,75:0,11 220 0 0 o0 -0528 570 574 0,05
13 D13 3-F 6,19+0,16 0 0,33 0 o -0,673 6,19 6,19 0,00
14 D14 3-Br 6,14+0,08 0 1,04 0 o -0,530 6,10 6,14 -0,04
15 D15 3-| 5,71+0,07 0 1,27 0 o -0,394 573 5,71 0,02
16 D16 3-CF,4 6,02+0,08 0 1,16 0 o -0,491 6,03 6,02 0,00
17 D17 3-CN 5,18+0,05 0 0 0 o -0,459 519 5,18 0,01
18 D18 3-CH,4 6,08+0,21 0 0,34 0 o -0,619 599 6,07 -0,07
19 D19 4-Cl 4,49+0,09 0 0 0,80 0 -0522 448 4,49 -0,01
20 D20 4-Br 4,04+0,04 0 0 0,9 o -0427 3,95 4,02 -0,07
21 D21 4-| 4,32+0,08 0 0 1,15 0o -0,585 430 4,27 0,03
22 D22 4-CF,4 3,44+0,09 0 0 1,61 o -0508 347 344 0,03
23 D23 4-CN 4,22+0,00 0 0 0,60 0 -0,480 456 4,59 -0,04
24 D24  4-NO, 4,4610,04 0 0 070 0 -0455 435 439 0,05
25 D25  4-CH, 3,88+0,18 0 0 1,04 o -0411 378 388 -0,10
26 D27  4-PH 3,59:0,04 0 0 211 o0 -0698 359 359 0,00
27 D28  4-OCH;  3,53:0,03 0 0 207 o -0681 357 35 0,01
28 D30 2,3-Cl, 5,12+004 0,95 0,83 0 1 -0,556 5,14 5,12 0,01
29 D44  250C,3-CF 9,13:004 095 1,16 o 1 -0508 516 513 0,03
30 D45 2345F, 477003 033 0,33 0,35 1 -0659 472 477 005

(a)Yobs = PLDsg-opservado (LDso = mmol/inseto); (b) descritores constantes; (¢) descritor variavel com a
conformagao; (d) Yuir = PLDso-predito; (€) Ysvm = PLDso-predito; (f) A = Ymir-Ysvm
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Tabela 25. Conjunto de compostos (pseudo blind set) simulando a proposta de novos compostos contra
Leptinotarsa decemlineata

X
‘ A i-Bu 0]
Xn/ / N\N
H
B0
. Yerea .- s o b - QSAR-SVM® h
ltem MollD Xn Yobs MLR res”  Ypeg-SVM res QSAB-MfLR res ~ Sim | res
Sim

1 D26 4-By-*" 3,71£0,04 3,73 -0,02 3,77 -0,06 3,61 0,10 3,64 0,07
2 D29 4-O(CHy)sCeHs  3,35+0,05 2,18 1,17 3,33 0,02 2,18 1,17 3.32 0,03
3 D3t 2,4-Cly 5,22+0,06 5,22 0,00 5,26 -0,04 4,81 0,41 4,86 0,36
4 D32 2,5-Cl 4,55+0,05 4,70 -0,15 4,93 -0,38 4,84 -0,29 4,99 -0,44
5 D33 3,5-Clz 4,87+0,08 4,95 -0,08 5,02 -0,15 4,95 -0,08 5,02 -0,15
6 D34 2,3-(CHs)2 4,46+0,06 4,47 -0,01 4,73 -0,27 4,47 -0,01 4,73 -0,27
7 D35 2,4-(CHs)z 4,45+0,06 4,43 0,02 4,46 -0,01 4,49 -0,04 4,53 -0,08
8 D36 2,5-(CHs)2 4,54+0,05 4,52 0,02 4,75 -0,21 3,29 1,25 4,54 0,00
9 D37 3,4-(CHs)2 4,65+0,06 4,61 0,04 4,72 -0,07 4,46 0,19 4,58 0,07
10 D3 3,5-(CHj3)2 4,67+0,02 4,66 0,01 4,77 -0,10 4,66 0,01 4,77 -0,10
11 D39 2-CHy,3-Cl 4,96+0,12 4,95 0,01 5,04 -0,08 4,83 0,13 4,99 -0,03
12 D40 2,6-F> 4,61+0,02 4,51 0,10 4,62 -0,01 4.91 -0,30 4,82 -0,21
13 D41 2-F,6-Cl 4,92+0,01 4,93 -0,01 4,87 0,05 5,18 -0,26 4,99 -0,07
14 D42 2-OCHjs,5Pr™ 4,72+0,03 4,70 0,02 4,93 -0,21 4,83 -0,11 4,97 -0,25
15 D43 2,3,4-Cl3 5,79+0,12 5,57 0,22 5,74 0,05 4,86 0,93 5,13 0,66
16 D46 2,3,4,5,6-Fs 434+0,07 4,37 -0,03 4,60 -0,26 3,43 0,91 4,32 0,02

[a] Valor experimental de pLDsg (LDsp=mmol/inseto); [b] predicdo pLDsy com QSAR-MLR apés busca conformacional;[c] res = Yops-Yrred, MLR; [d] Predicdo pLDs
com QSAR-SVM apo6s busca conformacional; [e] res = Yobs-Yrrea-SVM; [f] predicéo pLDsy empregando conférmeros indicados pelo indice de Carbd; [g] res =
Yobs-Yprea-MLR; [h] res = Yoos-Yprea-SVM;



235

Tabela 30. Compostos usados para desenvolvimento dos modelos de QSAR pelos métodos

MLR e SVM de dibenzoilidrazinas contra Spodoptera exigua

X

| A i—Bu

Xn/ / N\N

N

(e}
T a Descritores ° Métodos e valores preditos
ltem MollD" Xn Y obs . 4 . .

olyy Wx RDF095p  Ywmir res Yswm res res?
1 D1 H 492 34442 -6,795 0,189 493 -0,01 492 0,00 0,01
2 D2 2-F 6,51 30,160 -1,103 0,000 6,59 -0,08 6,51 0,00 0,08
3 D3 2-Cl 6,37 40,876 0,404 0,148 6,34 0,03 6,34 0,03 -0,01
4 D4 2-Br 6,21 47,994 1,481 0,190 6,21 0,00 6,21 0,00 0,00
5 D5 2-1 6,24 48,840 1,726 0,347 6,18 0,06 6,18 0,06 0,00
6 D6 2-CF3 6,19 40,120 0,278 0,636 6,21 -0,02 6,23 -0,04 -0,02
7 D7 2-NO, 5,95 33,966 -2,240 0,549 5,95 0,00 5,95 0,00 0,00
8 D8 2-CH3 585 41,766 -1,104 0,147 593 -0,08 596 -0,11 -0,03
9 D10 2-OCHj 6,10 40,050 -0,855 0,150 6,08 0,02 6,10 0,00 -0,02
10 D13 3-F 6,15 46,863 1,620 0,372 6,25 -0,10 6,25 -0,10 0,00
11 D14 3-Br 6,57 38,944 0,868 0,191 6,54 0,03 6,52 0,05 0,02
12 D15 3-1 6,11 38,082 0,151 1,233 6,11 0,00 6,14  -0,03 -0,03
13 D16' 3-CFs 597 43,650 0,617 1,150 5,95 0,02 598 -0,001 -0,02
14 D17" 3-CN 4,87 49,152 -1,134 2,335 4,90 -0,03 4,87 0,00 0,08
15 D18 3-CHj3 6,06 32,408 0,196 2,831 5,97 0,09 5,99 0,07 -0,02
16 D19 4-Cl 6,12 41,343 -0,290 0,238 6,12 0,00 6,14 -0,02 -0,02
17 D20 4-Br 5,62 42,440 -0,135 2,022 5,59 0,03 5,60 0,02 -0,01
18 D21 4-1 543 35,265 0,123 4,082 544  -0,01 544 -0,01 0,00
19 D22 4-CF3 5,47 43,077 -1,915 0,948 5,43 0,04 5,45 0,02 -0,02
20 D24 4-NO2 3,93 34,847 -6,537 3,588 399 -006 394 -0,01 0,05
21 D25 4-CHj 5565 34,235 -1,953 1,853 563 -0,08 5,64 -0,09 -0,01
22 D26  4-Bu™" 356 52,912 -1,636 5564 3,65 -0,09 3,63 -0,07 0,02
23 D27 4-Ph 3,38 43,787 -4,375 6,147 3,30 0,08 3,38 0,00 -0,08
24 D28 4-OCH; 5,31 33,218 -1,513 3,529 5,31 0,00 5,31 0,00 0,00
25 D29"  4-O(CH,)3CgHs 3,78 54,259 -0,857 5,435 3,80 -0,02 3,78 0,00 0,02
26 D30 2,3-Cl, 6,01 44,054 1,679 1,778 6,01 0,00 6,01 0,00 0,00
27 D317 24-Cl, 6,54 42,009 1,689 0,205 6,57 -0,03 6,54 0,00 0,03
28 D32 2,5-Cl, 5,99 50,049 0,916 0,235 5,95 0,04 5,98 0,01 -0,03
29 D33 3,5-Cl, 6,64 28,965 -0,532 0,612 6,61 0,03 6,55 0,09 0,06
30 D35 2,4-(CHs), 4,57 53,145 1,899 5,189 460 -0,03 4,57 0,00 0,03
31 D36 2,5-(CHa)» 5,01 51,354 -1,691 0,943 5,05 -0,04 5,09 -0,08 -0,04
32 D37 3,4-(CHs), 5,06 44916 -2,924 1,293 4,99 0,06 4,99 0,06 0,00
33 D38"  3,5-(CHa)z 6,08 42521 2,021 1,933 6,13 -0,05 6,12 -0,04 0,01
34 D39" 2-CHy,s-Cl 531 47,556 -1,336 1,078 5,29 0,02 532 -0,01 -0,02
35 D42 2-OCH,,5™" 4,64 52655 -1,260 2,541 4,62 0,02 4,60 0,04 0,02
36 D43 2,3,4-Cl3 5,67 45418 -0,641 0,988 5,60 0,07 5,63 0,04 -0,03

(T) Compostos do conjunto de teste; (a)Y = pLDsg-observado( LDso=mmol/inseto);Desvios néo citados na ref.[27];
(b) valores pés analise conformacional; (€)Y wr=pLDso-Predito; (d) res = Yops-Ymir; (€) Ysvm = PLDso-pregito; (F)
res = Yops~Ysvm; (9) res = Yuir -Ysvu-
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Tabela 43. Valores utilizados no modelo de QSAR de Ogura et al.*° , e no modelo de QSAR desenvolvido por este

estudo de dibenzoilidrazinas contra Spodoptera frugiperda

Cl
O i-Bu (0]
T
B g .
C R : g
No. MollD Y(R/?; Y(Fl’\r/‘?;‘ Y(F;\r/T;‘ Y(";\r/le;‘ Res*® Res"® Res"® Logl%escn;oresA& Mor25v® Mor25v®
1 D1 H 7,08+0,13 7,08 7,13 7,11 0,00 -0,05 -0,03 2,59 0 0,00 0,552 0,552
2 D2 F 7,29+0,08 7,07 7,36 7,34 0,22 -0,07 -0,05 2,87 0,06 0,35 0,519 0,519
3 D3 Cl 6,89+0,01 7,15 7,02 6,82 -0,26 -0,13 0,07 3,51 0,23 0,80 0,586 0,586
4 D4  Br 769+0,16 723 753 765 046 016 004 373 023 095 0510 0476
5 D5 | 7,30+0,09 7,34 7,43 7,26 -0,04 -0,13 0,04 3,96 0,18 1,15 0,546 0,546
6 D6 CF; 6,96+0,06 6,93 6,74 6,94 0,03 0,22 0,02 3,68 0,54 0,99 0,600 0,528
7 D7 NO, 6,42+0,01 6,29 5,88 6,41 0,13 0,54 0,01 2,78 0,78 0,70 0,668 0,540
8 D8' CN 5,74+0,09 6,22 6,06 5,77 -0,48 -0,32 -0,03 2,44 0,66 0,60 0,637 0,637
9 D9 CHs 7,28+0,06 7,36 7,26 7,21 -0,08 0,02 0,07 3,15 -0,17 0,52 0,581 0,581
10 D10 CsHs 7,89+0,04 7,62 7,50 7,93 0,27 0,39 -0,04 3,59 -0,15 0,52 0,561 0,490
11 D11 n-CsH, 7,64+0,03 7,88 7,34 7,64 -0,24 0,30 0,00 4,06 -0,13 0,52 0,608 0,541
12 D12 i-C3H- 7,82+0,02 7,79 7,93 7,87 0,03 -0,11 -0,05 4,11 -0,15 0,90 0,513 0,513
13 D13 n-C4Hg 8,27+0,07 8,24 8,12 8,22 0,03 0,15 0,05 4,60 -0,16 0,52 0,507 0,480
14 D14 t-C4Hg 7,66+0,13 7,8 7,57 7,76 -0,14 0,09 -0,10 4,48 -0,20 1,60 0,600 0,548
15 D15 OCH; 7,2110,04 7,31 7,17 7,15 -0,10 0,04 0,06 2,82 -0,27 0,35 0,594 0,594
16 D16' SO,CH, 554:007 542 519 553 012 035 001 146 072 103 0727 0633
17 D17' COCH;4 6,37+0,01 6,34 7,21 6,43 0,03 -0,84 -0,06 242 0,50 0,60 0,462 0,568
18 D18* CgHs 5,17+0,03 7,98 5,77 5,18 -2,81 -0,60 -0,01 4,49 0 0,71 0,881 0,881

(a) Outlier ref.[26]; (') compostos do conjunto de teste; (b) pICs, experimental da ref. [26]; (c) pICso, conforme QSAR da ref.[26], (d) dalculado
usando estruturas com geometria otimizada pelo método AM1; (e) calculado com estruturas selecionadas pela analise conformacional; (f) Yops-
Yered; () conforme ref.[26]. LogP e ¢ foram utilizados com Mor25v no calculo dos valores das colunas Ypredd’e.
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Tabela 47. Proposta in silico de DBHs contra Spodoptera frugiperda. Compostos selecionados pelo indice de

similaridade molecular ShaEP e respectivo intervalo de predicdo em que o composto esta contido.

Cl
t-Bu
!
~

0

N
H

o]

i Y

Descritores

b,c

cf

No. MollD Y logP? o Mor2ss® Yorea 2% Mor25v®  Yped ®° Yorea
1 T1 NHCOCH, 2,243 -0,05 0,363 5,76 0,587 6,86 7,34-6,02
2 T2 OCOCH, 2,399 -027 0,287 5,70 0510 7,66 8,18-6,36
3 T3 OC;Hs 3,498 -028 0,731 7,38 0,299 6,34 7,92-6,22
4 T4 CH,CN 1,950 -0,07 -0,049 482 0515 7,33 7,67-6,74
5 T5 OC,H, 4556 -0,30 0,380 8,14 0,625 7,33 8,79-5,83
6 T6 NH, 2,037 -0,55 0,296 6,94 0,503 7,93 8,20-6,96
7 T7 CH.CI 3,326 -0,04 0,130 7,30 0,563 7 8,37-6,46
8 T8 CH.F 2,886 0,07 0,376 7,51 0,495 7,52 8,17-6,37
9 T9 CHOCH,NH(CHz), 2,039 0,25 -0,016 486 0,483 7,24 8,96-5,87
10 T10 (CH,);COOH 2,904 0,27 0,266 582 0,398 7,99 9,33-7,18
11 T11 SOsH 2,253 0,74 0,042 565 0,488 6,74 7,23-5,76
12 T12 CF, 3,832 0,43 0,209 7,09 0,583 6,72 7,78-6,46
13 T13 SCHs 3423 0,13 0,196 7,47 0,279 9,09 9,09-6,83
14 T14 n-CsHy 5379 -0,18 0,375 8,84 0,672 7,04 9,74-7,04
15  T15 i-CsHy 5249 -0,25 0,199 6,94 0,496 8,33 8,92-7,10
16 T16 n-CgHis 5908 -0,18 0,359 8,30 0512 8,28 9,22-7,30
17 T17 i-CgHs 5,778 -0,16 0,334 7,42 0,768 6,43 9,08-6,43
18  T18 n-C;His 6,437 -0,18 0,433 8,37 0,501 8,46 9,56-6,81
19  T19 CHOCHCH;NH, 0,897 -0,18 0,216 6,04 0,435 7,79 9,50-6,95
20  T20 CHONHC(CHs), 2,735 -0,18 0,021 528 0,276 9,29  10,40-8,01
21 T21 n-CgHie 7,495 -0,18 0,537 8,74 0,440 9,11 10,54-7,63
22  T22 COHCH,NH, 0,897 -0,28 0,336 6,26 0,479 7,58 8,15-6,69
23 T23 COCH,CI 2,648 061 0,071 6,30 0514 6,77 7,88-6,04
24  T24 COCH.F 2,208 052 0,204 6,31 0,536 6,62 7,99-5,65
25  T25 COCH.Br 2,788 0,61 -0,045 6,16 0,489 6,98 8,22-6,26
26  T26 COCH.I 3,178 0,45 -0,448 5,65 0,561 6,71 7,98-5,70
27  T27 COCH,CH, 3,064 0,39 0,396 7,09 0,547 6,85 7,96-5,87
28  T28 COCH,OCH, 2,195 0,38 0,265 6,30 0,626 6,13 7,60-5,65
29  T29 COCH,NHCH(CHs), 2,669 0,76 0,341 581 0617 5,89 7,39-5,10
30 T30 CHOCH,NHCH(CHs), 2,039 027 0271 537 0437 754 8,32-5,76

(a) Calculado pelo ClogP de Chem3D ; (b) geometria otimizada com AM1; (¢) plCso (M) uso da Eq.(5.5-16); (d)
valor do conférmero selecionado por ShaEP; (e) melhor conférmero selecionado pelo indice de similaridade
ShakEP; (f) intervalo de predi¢éo entre conférmeros (maior plCso-menor plCsg).
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Tabela 48. Compostos propostos contra Spodoptera frugiperda e predicao

dos valores plCs, pelos modelos de QSAR MLR e SVM

cl
@ i—Bu 0
N
N
H
o)
v

QSAR e Método

No. MollD Substituintes LogP o6 Mor25v Yeedd Yeed Vo o Yen D
Y MLR SVM MLR™ T'SVM
1 T1 NHCOCH, 2243 -0,05 0,587 6,84 6,86 -0.02
2 T2 OCOCH, 2,399 -0,27 0,510 7,65 7,40 0.25
3 T3 OC,Hs 3,498 -0,28 0,731 6,33 653 -0.20
4 T4 CH,CN 1,950 -0,07 0,515 7,31 7,01 0.30
5 T5 OC4Hs 4556 -0,30 0,625 7,33 7,09 0.25
6 T6 NH, 2,037 -0,55 0,503 7,92 7,38 0.54
7 T7 CH,CI 3,326 -0,04 0,563 7,23 7,29 -0.05
8 T8 CH,F 2,886 0,07 0,495 7,50 7,41 0.09
9 T9 CHOCH,NH(CHj), 2039 0,25 0,483 7,22 6,91 0.31
10 T10  (CH,);COOH 2904 0,27 0,398 7,99 7,73 0.25
11 T11 SO;H 2253 0,74 0,488 6,71 6,66 0.05
12 T12  CF, 3,832 0,43 0,583 6,70 6,69 0.01
13 T13  SCH, 3,423 0,13 0,279 9,09 8,61 0.48
14 T14  n-CgHy 5379 -0,18 0,672 7,05 6,48 0.57
15 T15 i-CsH 14 5249 -0,25 0,496 835 8,12 0.23
16 T16 n-CgHi3 5908 -0,18 0,512 830 7,90 0.40
17 T17  i-CgHys 5778 -0,16 0,768 6,43 5,60 0.83
18 T18 n-C,His 6,437 -0,18 0,501 8,49 7,93 0.56
19 T19  CHOCHCH;NH, 0,897 -0,18 0435 7,77 6,68 1.09
20 T20  CHONHC(CHz)s 2,735 -0,18 0276 929 826 1.04
21 T21 n-CoH1g 7,495 -0,18 0,440 9,15 8,28 0.87
22 T22  COHCH,NH, 0,897 -0,28 0,479 756 6,68 0.88
23 T23 COCH,CI 2648 0,61 0,514 6,75 6,69 0.05
24 T24  COCH,F 2208 0,52 0,536 6,59 6,48 0.1
25 T25  COCH,Br 2,788 0,61 0,489 6,95 6,91 0.05
26 T26  COCH.,! 3,178 0,45 0,561 6,70 6,69 0.00
27 T27  COCH,CHs 3,064 0,39 0,547 6,83 6,83 0.01
28 T28  COCH,OCHs 2195 0,38 0,626 6,10 6,10 0.00
29 T29  COCH,NHCH(CHj)s 2,669 0,76 0,617 586 5,83 0.03
30 T30 CHOCH,NHCH(CHz), 2,039 0,27 0,437 7,52 7,09 0.43

(a) Ypreq = pICsxo; (b) diferenca de predicao entre modelos de QSAR MLR e SVM.



Tabela 49. Dibenzoilidrazinas com introducdo de um fenil substituido
contra Spodoptera frugiperda. Compostos produzidos in silico.

Cl
}-Bu 0]
T
0
L,

MollD SubstYituinte Descritores Yored® Yoreg® res’

LogP® &° Mor25v°
T D2 F 4,81 0,06 0,856 5,36 5,38 -0,02
T D3 ClI 5,38 0,23 0,894 5,03 5,05 -0,02
T D4 Br 5,53 0,23 0,744 6,13 6,14 -0,01
T D5 | 5,79 0,18 0,974 461 4,62 -0,01
T D6 CF; 5,56 0,54 0,853 5,04 5,05 -0,01
T D7 NO, 2,89 0,78 0,915 3,77 3,81 -0,04
T:D8 CN 4,11 0,66 0,892 432 4,36 -0,04
T D9 CHs 5,15 0,17 0,860 565 5,66 -0,01
T D10 C,Hs 568 .0,15 0,824 6,00 6,00 0
T D11 n-CsH- 6,21 -0,13 0,806 6,22 6,22 0
T D12 i-CsHy 6,08 0,15 0,950 519 5,20 -0,01
T D13 n-C4Hs 6,74 0,16 1,017 487 4,87 0
T D14 t-C4Hqg 6,48 -0,20 0,946 536 5,36 0
T D15 OCHs 463 0,27 0,862 563 5,64 -001
T D16 SO,CHs 4,94 0,72 0,954 3,99 4,03 -0,04
T_D17 COCH;3 414 o050 0,783 527 530 -0,03

(a) Calculado pelo ClogP do programa Chem3D*' ; (b) valores da ref.[26,52];

(c) estruturas com geometria otimizada AM1; (d) QSAR Eq. (5.5-16); (e) QSAR Eq. (5.5-17);

Yerea = PICso; (f) res = YPredd - Ypred -
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Abstract

This work deals with diterpenoids of the clerodane type, compounds isolated from the
extracts of different plant organs from trees mainly of the Flacourtiaceae family. The aim
of the present work is to study Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) on
Casearins isolated from the crude plant extract of the leaves of the shrub tree Casearia
sylvestris Swartz, Flacourtiaceae, that show cytotoxic activities against V-79 Chinese
Hamster lung cells. In total, ca. 2080 descriptors and indices were calculated for the
QSAR study using various softwares. The obtained QSARs with three descriptors were
developed using two independent methods, Multiple Linear Regression (MLR) and
Support Vector Machine (SVM), using a small set of molecules. For external validation of
the MLR QSAR we employed a training/test set that was evaluated through criteria ruled
by ROK fitness functions. Both MLR and SVM QSARs were validated using the same
test set, where the SVM QSAR achieved the best results. Both QSARs were applied to a
data set with 113 clerodane diterpenoids never tested before against the Chinese Hamster
lung fibroblast V-79 cells, and also applied to thirteen new compounds which were build
in silico, adding fluorine and chlorine atoms as substituents at specific positions of the
clerodane diterpenoids. Encouraging results were obtained in both cases which serve as
an indicator for further studies in silico and/or bioassay of these compounds as anticancer

agents.

1 Introduction

The botanical family Flacourtiaceae is a good source of di-
terpenoids, compounds known by their cytotoxic and anti-
tumoral properties. The Flacourtiaceae family has ca. 1300
tropical and subtropical species subordinated to 86 genus
[1, 2]. More than eight hundred isolated diterpenoids and
nor-diterpenoids with the clerodane skeleton have been
reported [3, 4], also involving other botanical families than
Flacourtiaceae. Structures of several compounds were ana-
lyzed and elucidated by NMR and X-ray spectroscopy.
Many of these compounds had their bioassay done with
different protocols and many have never been biologically
tested.

Whether by extraction process or through synthesis,
both ways are troublous to obtain pure substances from
natural products. The challenges of the synthetic chemist
in the synthesis of pharmaceutical relevant diterpenes has

1176 © 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

been emphasized in a recent review article [5] and corrob-
orates with the concept that a validated QSAR predictive
model can be of valuable aid in the choice of which com-
pounds of a data source may receive priority attention for
biological tests. To our knowledge, this is the first QSAR
study that makes available a compound set with predicted
ICy, values of clerodane diterpenoids. The study uses cler-
odane diterpenoids named Casearins, tested in vitro by
Itokawa et al. [6] and Morita et al. [7], exhibiting cytotoxic
activity against Chinese Hamster V-79 lung cells and anti-
tumoral activity against Sarcoma 180 ascites in mice. DNA
damage and repair, mutagenicity and toxicity are, to a
great extend, studied with the V-79 cell line [8]. Engi-
neered V-79 cell lines are also used as an alternative to an-
imal experimentation in drug development. Another com-
ponent in this QSAR study is based on the assumption
that natural products can be synthetically fluorinated and
chlorinated. These compounds are present in marketed

S GwILeY
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pharmaceuticals that are used as antimitotic and antitu-
moral agents, used in cancer treatment [9]. A diversified
use of fluorinated compounds and entailed biological
properties can be found in the literature [10]. Synthetic
fluorinated analogues of natural products are used in che-
motherapy, e.g. Camptothecin, an alkaloid extracted from
a tree in the South of China Camptotheca acuminata
Decne., Nyssaceae; Podophyllo lignane toxin, isolated
from Podophyllum peltatum L. as other plants of the Podo-
phyllum species, is a cytotoxic agent against various cell
lines, but with numerous side effects [11]. We used the cler-
odane diterpenoid Casearin G (Fig. 1) modifying it in sili-
co by introducing fluorine or chlorine atoms at specific po-
sitions. Special attention was given to the carbon C6 men-
tioned in literature [7] as a sensible center to bioactivity
changes.

The aim of the present work is establish Quantitative
Structure-Activity Relationship (QSAR) on Casearins iso-

1
R ity i,

18

rio™ ¢ °
ICso
Casearin | R! | R? | R® | R* | RS | (umoll)

A OMe | Ac* | Ac | OH |OBu 1
B OMe| Ac | Ac | OAc | OBu,6 85
[ OH | Ac | Ac | OAc |ODc 0.77
D OH | Bu | Ac  OH |OBu| 138
E OH | Ef* | Ac | OH | ODct¢| 47
F OH | Et  Ac | OH OBu 29
G OMe | Ac | Ac H |OBu| 0.17
H OH | Ac | Ac H |OBu| 0.37
[ OH | Ac | Bu H |OBu| 0.51
J OMe| Bu | Ac | OH |OBu| 1.1
K OAc| Ac | Ac | OH [ OBu| 0.52
L OMe Bu | Ac | OAc| OH 1.6
M OH | Bu | Bu | OAc | OH 1.8
N OMe| Ac | Bu | OAc | OBu 5.9
0 OMe| Bu | Ac | OAc | OBu 6
P OMe| Ac | Ac | OAc | OAc | 7.8
Q OH | Ac | Ac | OAc | OBu| 43
R =0 | Ac | Ac | OH [OBu| 54
Aa OMe| Ac | Ac =0 | OBu 0.55
Ab  |OMe| Ac | Ac | OPr | OBu| 17
Ac OMe | Ac | Ac | OBu| OBu 38
Da =0 | Bu  Ac | =0 [OBu| 19

(a) OAc=acetate; (b) Et=ethyl, (c) OBu=butanoate;
(d)ODc=decanoate

Figure 1. Structure of Casearins and derivatives, and cytotoxic
activities against V-79 Chinese Hamster lung cells according to

7).
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lated from the crude plant extract of the leaves of the
shrub tree Casearia sylvestris Swartz, Flacourtiaceae, that
show cytotoxic activities against V-79 Chinese Hamster
lung cells [6, 7]. The obtained QSAR model will be used
to predict inhibitory activity of one hundred and thirteen
diterpenoids of the clerodane type isolated from crude
plant extracts and from different plant organs (leaves,
flowers, fruits, seeds, stems, barks and roots) of the genus
Casearia, Laetia and Zuelania, Flacourtiaceae family, and
diterpenoids from one species belongs to the Chrysobala-
naceae family. The obtained QSARs were also applied to
generate the predicted ICs, values of Casearin G com-
pound fluorine and chlorine substituted.

2 Materials and Methods

QSAR studies have to follow some rules and recommen-
dations mentioned in literature [12, 13] and two topics
were chosen and are mentioned here considering their im-
pact on final QSAR results: (a) the biological ICy, data
must be generated by the same bioassay protocol. Our
IC4, data meet this rule as can be verified in the references
[6, 7]. (b) The structures must be correct. Chirality centers
(R/S) were considered based on the source literature [7]
combined with informations based on SciFinder Scholar
[14]. All structures were then build in 2D [15] and convert-
ed to 3D [16]. Chirality requires attention as the calculated
descriptor’s value, depending on descriptor category, may
significantly change. Also structure correctness is manda-
tory in case of QSAR results reproduction or its use to
predict ICs, values for new compounds imported from
data banks. Translation problems may occur during this
process as mentioned in [13].

SciFinder Scholar [14] was also used to get the CAS reg-
istry numbers of the compounds used in the QSAR. Fur-
thermore, the study used chemical structures of clerodane
diterpenoids from literature that were supported by struc-
tural assignments established by NMR and/or X-Ray elu-
cidation techniques.

Figure 1 lists the structures of twenty two oxygenated
tricyclic clerodane diterpenoids, Casearins, with cis config-
uration and their cytotoxic activities against V-79 Chinese
Hamster lung cell taken from literature [7]. The Casearins
are identified by the capital letters A—R. The compounds
Aa, Ab, Ac and Da correspond to synthesized clerodane
diterpenoids from Casearin-A and D. Casearins F, Ab, Ac
and Da were jackknifed from the set due to their low bio-
activity (high /Cs, value) reducing the set to eighteen com-
pounds. We limit our QSAR study to the eighteen com-
pounds. The ICs, values were converted to Log (1/ICs).
All structures had the geometry optimized, using the Mo-
lecular Mechanics method MM2 as a first optimization
step with Chem3D [15]. This was followed by the semi-em-
pirical AM1 quantum chemical method with the Gaus-
sian03W package [17], providing also the electronic de-

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 1177
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scriptors exomo and & ymo, respectively energy of the high-
est occupied and lowest unoccupied molecular frontier or-
bital, and the energy gaps epomo-omo €Lumo.rumo and
enomo.Lumor MOPAC 7 [18] was used to calculate Wang-
Ford charges that were obtained from molecular electro-
static surface of non-hydrogen and common C and O
atoms of the clerodane skeleton [19]; CaChe WorkSystem-
Pro [20] was used to calculate, e.g. LogP, molar refractivity,
dielectric energy; DRAGON [21] was used to calculate all
20 classes, containing 1664 descriptors, for example, radial
distribution function (RDF), topological, 3D WHIM and
GETAWAY (Geometry, Topology, and Atom-Weights As-
sembly) descriptors. MarvinView [22] was employed to
produce 21 descriptors (e.g., isoelectric point, polarizabili-
ty); Mollnspiration [23] for miLogP, polar surface area
(PSA), Lipinski’s Rule of 5 parameters. The RECON soft-
ware [24] was used to compute 248 Transferable Atom
Equivalent (TAE) descriptors [25, 26]. A few selected de-
scriptors associated to molecular properties were calculat-
ed using the PETRA program [27]. In total, ca. 2080 de-
scriptors and indices were calculated for the QSAR study.
DRAGON calculated 1664 and through its constant and
near constant selection/elimination criteria, ca. 450 were
jackknifed. Descriptors calculated by other means present-
ing constant, near constant and null values were eliminat-
ed through visual screening. 1570 descriptors were avail-
able for the QSAR development.

Two independent methods were used: MLR (Multiple
Linear Regression) and SVM (Support Vector Machine,
specifically SVR-Support Vector Regression). The QSAR
models using MLR were constructed using software Mo-
byDigs [28] and BuildQSAR [29] as main software, both
using genetic algorithms (GA) in the variable selection.
Then MobyDigs ‘Tabu List’ reduces the amount of varia-
bles according to specific statistical properties provided by
specific parameter settings which may be selected by the
user. We used default values of the Tabu List. Details can
be found in literature [30].

The regression models were chosen according to the fol-
lowing rules of the ROK fitness functions: (a) The QUIK
rule that evaluates the collinearity between descriptors:
(K,,—K,)>0K; (b) The asymptotic Q” rule that evaluates
the difference between fitting and predictive ability of the
model: Q%sym — Q*Loo < 0Q; (c) evaluation of redundancy
in explanatory variables: R® >¢* and (d) overfitting caused
by noisy variables: RN >t~ (¢). If the results of any of these
tests are not met, the model is rejected. Details can be
found elsewhere [31]. The sample/variable ratio was chos-
en as 5:1 [12, 32] which constraints the GA to select three
variables to build the regression models. Genetic Algo-
rithms can not necessarily find all the best combinations
when large variable sets are used. Based on this assump-
tion 1570 descriptors were split into specific classes form-
ing smaller sets (300 or less). Different splitting criteria
were used. One criterion employed classes of variables
based on specific characteristics mentioned in the litera-

1178 © 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ture of the compounds with relation to their bioactivity,
e.g. Casearins membrane affinity to V79 cells based on hy-
drophobicity evaluation and influence of bulkiness of sub-
stituents in the /Cs, value. Another criterion adopted was
the exclusion of variables with low correlation to the bio-
activity, removing variables with values below to 0.100 us-
ing the correlation matrix of the Molegro Data Modeller
(MDM) software [33], reducing the set to ca. 580 descrip-
tors. In the first step, an internally validated QSAR model
was obtained using the whole set of the 18 compounds, in-
cluding outlier and leverage evaluation. QSAR internal
validation was done using the MobyDig’s cross-validation
leave-one-out (CV-LOO) and bootstrap. To verify pres-
ence or absence of chance-correlation, the Y-scrambling
method was used along the whole QSAR study, in which
the Y (=Log (1/ICy)) values are shuffled leaving the vari-
ables set unchanged. We used the MobyDigs intercept val-
ues criteria a(R?) <0.3 and a(Q?) <0.05 running 10 loops
of the scrambling test using the default value of x 300, to-
talizing 3000 times. In the second step, we aim at external
validation of a QSAR model. The compounds were split
into training and test set. The training set consists of 13
compounds, whereas the test set consists of 5 compounds.
The judicious choice of the five compounds was based on
the use of a dendogram produced by Hierarchical Cluster
Analysis (HCA) using the software Pirouette [34]. A
QSAR model with 13 compounds as training set was con-
structed using exactly the same set of descriptors as those
selected in the first step. Activity of the 5 compounds of
the test set was predicted using the QSAR model. The val-
ue of Q. externally validated CV-LOO, was obtained to
estimate predictive power. The sample/variable ratio in
this case reduces to 4:1, which is acceptable if no abnor-
mality is detected through parameters evaluation, e.g.
overfitting. A complementary study was done using Sup-
port Vector Machine (SVM), employing the software
MDM [33]. The choice of these two independent methods,
respectively MLR and SVM were to provide a robust as-
sessment level of the proposed QSAR. In both methods,
the variables were previously auto scaled.

3 Results and Discussion

3.1 Internal and External Validation

Eq. (1) is the best QSAR model obtained for the set of the
whole Casearins compound (n=18) using two DRAGON
[21] calculated descriptors (RDF060m, R8p) and one RE-
CON [24] descriptor (Fuk5). It is intended to assess inter-
nal validation of the model.

Log (1/IC5,) =0.083 (+0.021) RDF060m
—7.636 (41.486) R8p—0.043 (+0.010) Fuk5
+13219 (41.664)

M
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(n=18; R*=0.931; s=0.148; F=64.10; p <0.0001;
0*=0.889; Rzadj=0.918; SPress=0.189; SDEP=0.172)

RDF060m is a Radial Distribution Function-6.0/weighted
by atomic mass. Radial distribution function (RDF) of
DRAGON [21] encodes geometrical and atomic features
of chemical structures in 3D space according to atomic
pair properties A; and A;, which in this work corresponds
to the atomic mass. Equation 2 uses a Gaussian term as
distance function

RDF(r

CET0 30 SV TS

i=1 j=i—1

where fis a scaling factor, N the number of atoms i and j
and r; the interatomic distances. A smoothing parameter,
B, defines the probability distribution of individual distan-
ces of the atoms which may be regarded as their vibrations
in the molecule. According to [35, 36] RDF can be inter-
preted as the probability distribution to find an atom in a
spherical volume of radius r. Based on this definition it is
plausible to presume that RDF060m encodes a partial con-
tribution of the Casearin‘s bioactivity at regions where
atoms are distanced r=6.0 A from the geometrical center
of each molecule. The program calculated thirty atomic
mass-weighted descriptors with a step size of r=0.5 A and
only RDF060m presented relevance in the QSAR. The
GETAWAY (Geometry, Topology, and Atom-Weights As-
semblY) are proposed as three-dimensional chemical
structure descriptors, encoding structural and stereochemi-
cal information [36, 37]. The molecular structural repre-
sentation is defined as Molecular Influence Matrix (MIM)
denoted by H in Equation 3:

H=M-(M"-M)"'-M" 3)

where M is the molecular matrix and the superscript T re-
fers to the transposed matrix.

R8p belongs to R-GETAWAY descriptors class calculat-
ed according to Equation 4:

Rkw—NXfXN:V i, o(k: d;)

i=1 j>i (4)

k=1,2,-8

where Rkw in the present work corresponds to R8p: R au-
tocorrelation of lag 8/weighted by atomic polarizabilities
p(=ww;). N is the number of molecule atoms, d; is the
topological distance between atoms i and j, d is the topo-
logical diameter, r; is the atoms geometrical distance and
0(k;d;) is the delta Dirac function. &; and A are the diago-
nal elements of the molecular influence matrix (MIM), en-
coding atomic information and represent the influence of
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each molecule atom in determining the whole shape of the
molecule.

The TAE descriptor FukS5 relates to the Fukui F* func-
tion scalar value [25, 26]

F*(r)=0nomo(r) %)

where gpomo 18 the electron density of the highest occu-
pied molecular orbital (HOMO) at a point r in the space
around the molecule. It characterizes nucleophilic attack
and describes radical reactivity entailed to a surface area
and the 5" bin is an average value of this function. Resum-
ing, the QSAR contains physicochemical information of
the molecule atoms at positions favorably to reaction
(RDF060m). It captures information about the molecular
shape and atoms polarizabilities (R8p), and molecular re-
activity at the molecular surface (Fuk5).

The descriptor values are listed in Table 1. The correla-
tion coefficient between two descriptors out of the three is
as follows: RDF060m/R8p (0.431), RDF060m/FukS
(0.096) and R8p/FukS (0.230).

However these descriptors do not permit any clear inter-
pretation of physico-chemical behavior of the molecule in
relation to its biological activity. Also literature is missing
experimental studies concerned to the mechanism of inter-
action amongst diterpenoids and the V79 cell line. A re-
gression analysis of descriptor vs. bioactivity resulted that
the Fukui function FukS has the highest influence in the
1Cy, result followed by R-GETAWAY descriptor R8p, and
RDF060m presented the lowest R* and Fisher statistical F
value. This result indicates that a partitioned contribution
of the descriptors is responsible in the formation of the
good result when they are combined (as in Eq. 1). Another
aspect to be considered is that a two variable QSAR does
not capture molecular information to meet the require-
ment of R*> 0.60.

A Williams plot (not shown) as provided by MobyDigs
of the QSAR model of Eq. (1) indicates that all com-
pounds are contained in the Applicability Domain (AD).
An outlier evaluation was done employing MDM which
uses an interquartile range (IQR), defined as the distance
(in IQR units) between the first and third quartile [33].
Values above the score 3.0 are ranked as outlier com-
pounds. No outlier was observed. The QSAR model tested
on randomized response by Y-scrambling presented low
intercept a(R?), respectively a(Q?) values when compared
to the threshold value a(R?)<0.3 and a(Q?) <0.05. This
demonstrates that the QSAR model (Eq.1) is not ob-
tained by chance correlation. After 5000 iterations, 0% in
bootstrap resulted in a high average value Q% =0.876,
which demonstrates the model robustness and internal
predictability. As the main goal of the present QSAR
study is to obtain a model with external predictive ability,
an attempt has been done to search for such a model using
the same variables selected by the GA which resulted in
Equation 1.

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 1179



Full Papers

B. Cramer and Y. Takahata

Table 1. Log (1/ICsy) and descriptor values used in the QSAR.

Casearin CAS Reg. Nr. Log (1/1C) RDF060m [a] R8p [b] Fuks5 [c]
A 134174-73-5 6.000 29.874 0.617 119.23
Aa 134955-74-1 6.259 29.562 0.607 111.38
B 133577-59-0 5.070 28.128 0.702 119.33
C 133577-60-3 6.113 35.602 0.576 132.5
D 133557-53-6 5.744 28.914 0.579 126.07
E 133535-78-1 5.328 19.374 0.506 129.19
G 134955-62-7 6.769 31.047 0.61 105.67
H 134955-63-8 6.409 27.228 0.58 108.22
1 134955-64-9 6.292 31.794 0.583 114.28
J 134955-65-0 5.959 31.524 0.568 125.3
K 134955-66-1 6.284 37.11 0.634 121.87
L 134955-67-2 5.796 27.584 0.596 119.23
M 134955-68-3 5.745 24.939 0.573 127.84
N 134955-69-4 5.229 33.333 0.703 125.39
O 134955-70-7 5.222 31.519 0.67 125.39
P 134955-71-8 5.108 29.16 0.717 113.26
Q 134955-72-9 5.366 30.48 0.693 121.87
R 134955-73-0 5.268 24.239 0.569 129.27

QSAR Descriptors: [a] Radial Distribution Function; [b] R-GETAWAY; [c] Fukui Function

The data set was divided into training set (n=13) and
test set (n=>5) based on the Hierarchical Cluster Analysis
(HCA) dendogram (not shown). The compounds of the
test set were chosen from alternative classes of the dendo-
gram avoiding the choice of the extreme max/min of the
bioactivity values (Casearin G and B, respectively). The
best model was selected after ten trials using Q.. as refer-
ence but also making use of bootstrap, QUIK rule and Y-
scrambling. Equation 2 is the best QSAR model obtained
with the training set (n=13).

Log (1/IC5,)=0.086 (+ 0.025) RDF060m
—7.581 (£1.616) R8p—0.045 (+0.012) Fuk$S
+13363 (£1.954) (6)

(n=13; R*=0.952; s=0.141; F=59.52; p <0.0001;
0*=0.904; R,;;=0.936; Q*.,,=0.816; SPress=0.199;
SDEP=0.172)

It is worth to point out that the coefficients of Equations 1
and 6 are very similar, making the equations almost equiv-
alent. The training set was also submitted to the leave-N-
out test (using N=3, 20 to 25% is recommended for small
sets) running three iterations, with the QsarModeling soft-
ware which is a module of a recently in-house developed
QSAR package. The difference between Q® and the calcu-
lated Q%cavenou Values of Equation 6 was always less than
0.1, which assures the model robustness until this stage.
An additional external validation according to [38] is ap-
plied solely to the test set. According to the recommended
criteria, a predictive QSAR model, must attend the follow-
ing conditions: (a) High Q7 cross-validated value > 0.5; (b)
Correlation coefficient R*>0.6; (c) Correlation coeffi-
cients R%, or R, for regressions through the origin (pre-

1180 © 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

dicted vs. observed and observed vs. predicted activities)
should be close to R? i.e. [(R*—R%)/R*<0.1 or [(R*—
R/»)/R*<0.1 and (d) 0.85<k<1.15 or 0.85<k'<1.15,
where k and k' are the slopes of the regression lines.

Using the test set n=>5 (Casearins Aa, K, L, M, N) the
QSAR meets all the mentioned conditions.

3.2 Complementary Study to the MLR Method: Support
Vector Machine (SVM)

The above mentioned results were obtained by following
the rules and principles for the development of a robust
QSAR predictive model, using MLR method. But as we
are working with a small set of compounds, a complemen-
tary analysis was performed to verify further an alternative
of the obtained QSAR model with the independent meth-
od Support Vector Machine (SVM). It is a modeling tool
used for classification and regression employing support
vector methods. The theory was originally developed by
Vapnik [39]. Details of the theory can also be found in
[40-42]. SVM has been adopted in structure-activity rela-
tionship (SAR) [43] and in comparative quantitative struc-
ture property/activity relationship (QSPR/QSAR) studies.
It has been presenting better performance than the MLR
and Partial Least Squares (PLS) method [44, 45].

In our work the SVM model used the kernel Radial Ba-
sis Function (RBF). Through a fine-tuning procedure, we
tried to obtain the lowest Root Mean Square Error
(RMSE) related to the best regression parameter using
the leave-one-out (LOO) and cross-validation (CV). The
optimal value obtained for each of the SVM parameters is
as follows: cost (or capacity) parameter, C=10; width of
the radial basis function, y =0.100 and e-insensitive loss
function, ¢ =0.200. The external predictive model
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Figure 2. QSAR result using MLR and SVM - Predicted and
observed values of Log (1/IC;) using the training and test set of
the 18 compounds.
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Figure 3. MLR and SVM predicted and observed results of
Log (1/ICs;) using only the test set (Casearins Aa, K, L, M, N).

(Pyaining = 13) consists of five support vectors. When apply-
ing the recommended validation of [38] using the test set,
SVM (n,« =35, Casearins Aa, K, L, M, N) predicted slight-
ly better results as it can be seen in Table 2. The R? linear

Table 2. Comparative results of MLR and SVM.

QSAR & Combinatorial Science Qc s

regression value is the same for both methods, with the dif-
ference that R,* and R, are slightly closer in SVM, and
the Mean Square Error (MSE) of the training/test set are
closer in SVM than in MLR. Q°,, is also slightly better in
SVM. Based on the fulfillment of all the validation crite-
ria, we consider the SVM QSAR model validated to be
used for external prediction. The observed and predicted
values of the training and test set of all the 18 compounds
obtained through MLR and SVM are plotted in Figure 2.
In Figure 3 only the test set comparative results are plot-
ted.

3.3 Prediction of Activity

Since the QSAR obtained with MLR and SVM were both
validated we used them to predict the cytotoxic and antitu-
moral activity of 113 clerodane diterpenoids on a compa-
rative purpose. The best QSAR was provided by SVM and
the ICy, predicted values are labeled in gray in descending
order in Table 3. Some of the compounds were named in
the literature only with the ITUPAC nomenclature. We re-
placed it by (arbitrary) correlated names to the plant spe-
cies name (e.g. Ccorymbosa 4; Zguidonia 6). All com-
pounds are identified by their CAS registry number.

Applying the SVM QSAR, one hundred and four com-
pounds (ca. 90%) are contained in the ICs, experimental
range (0.17-8.5 ymol/L). Only 8 compounds (ca. 10%)
have extrapolated values below the best experimental val-
ue (0.17 umol/L), and 1 compound is above 8.5 umol/L.

By applying the QSAR obtained with MLR, ninety five
compounds had their bioactivity predicted with the ICj,
value laying within the observed range of the 18 com-
pounds used for the QSAR development. Eighteen are ex-
trapolated, where 13 are bellow 0.17 umol/L and 5 are
above 8.5 umol/L, respectively, to the lowest (best) and
highest (worst) experimental /Cs, value.

Four diterpenoids have lower descriptor values mainly
RDF060m and Rp8 compared to the average: Ccorymbosa
4, Cgrayi 8, Zuelanin 5 and Zguidonia 10. This is probably
caused by the missing of the diacetal ring affecting the mo-
lecular geometry (less bulkiness). QSAR Applicability
Domain (AD) is characterized by physicochemical, struc-
tural and/or biological informations of the corresponding
intrinsic properties contained in the training set used to
develop the QSAR model. Based on this concept, only in-
terpolations are to be considered. In the present QSAR
study, it is advisable not to discard the extrapolated values

Method  Training set n=13 Validation [a] set n=35 (Casearins Aa, K, L, M, N)

Rin 07 0Q*%. MSE R RS RR,> |RZ—R0O*|<03 085<k<0.15 085<k'<0.15 MSE
MLR 0.952 0904 0.82 00137 0879 0957 0942 0.014 1.015 0.948 0.0304
SVM 0941 0.830 0.84 00182 0879 0954 0.951 0.003 1.014 0.985 0.0260
[a] Method used as in [38]
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Table 3. Predicted /Cs, values of clerodane diterpenoids against V-79 cell line with MLR and SVM QSAR.

Item Compound CAS Reg. Nr. Descriptors [a] Method and predicted values
RDF060m R8p Fuk5 MLR SVM
Y [b] 1Cs [c] Y [b] 1Cy [c]

1 Casearborin A 272771-14-9 25.294 0.533 91.404 7.35 0.045 7.07 0.085

2 Casearborin B 272771-15-0 26.967 0.510 100.840 7.24 0.058 7.07 0.086

3 Caseargrewiin H 945607-74-9 24.403 0.510 98.199 7.14 0.073 6.97 0.106

4 Casearborin D 272771-17-2 29.539 0.547 104.960 6.99 0.102 6.94 0.114

5 Caseargrewiin E 945607-68-1 24.030 0.544 94.658 7.01 0.098 6.92 0.121

6 Casearin S 220178-32-5 25.802 0.570 97.506 6.84 0.146 6.85 0.143

7 Caseargrewiin G 945607-72-7 27.365 0.560 103.030 6.80 0.160 6.82 0.152

8 Caseargrewiin D 847841-95-6 19.575 0.500 88.496 7.24 0.058 6.81 0.156

9 Cgrayi 1 947672-97-1 21.581 0.498 106.010 6.63 0.233 6.58 0.264
10 Cgrewiifolia 5 1006868-63-8 24.546 0.559 105.420 6.45 0.353 6.55 0.281
11 Casearlucin F 405507-88-2 20.268 0.557 98.141 6.43 0.372 6.53 0.293
12 Casearinol A 196090-44-5 28.084 0.607 103.840 6.46 0.343 6.53 0.294
13 Cgrewiifolia 4 1006868-61-6 23.851 0.572 103.650 6.37 0.423 6.50 0.313
14 Casearborin C 272771-16-1 30.066 0.621 104.960 6.48 0.333 6.49 0.322
15 Ctremula 3 173324-52-2 21.284 0.528 105.300 6.41 0.388 6.48 0.331
16 Zguidonia 8 128486-53-3 13.351 0.499 83.108 6.96 0.111 6.45 0.359
17 Casearborin E 272771-18-3 34.830 0.654 105.060 6.63 0.233 6.44 0.359
18 Corymbolusin B 326473-52-3 30.738 0.539 118.840 6.53 0.297 6.44 0.362
19 Caseargrewiin J 945607-78-3 21.065 0.490 109.290 6.50 0.317 6.44 0.363
20 Ccorymbosa 5 131766-54-6 15.539 0.492 97.670 6.54 0.291 6.43 0.372
21 Casearlucin A 405507-78-0 27.067 0.561 111.700 6.37 0.428 6.43 0.373
22 Cgrayi 6 947672-99-3 15.053 0.515 95.445 6.42 0.379 6.40 0.398
23 Caseargrewiin I 945607-76-1 23.075 0.511 111.930 6.39 0.404 6.40 0.401
24 Casearinone B 196090-47-8 17.969 0.585 93.282 6.24 0.576 6.39 0.404
25 Casearinol B 196090-45-6 30.153 0.596 111.870 6.36 0.435 6.38 0.418
26 Caseargrewiin F 945607-70-5 23.040 0.535 110.160 6.29 0.514 6.37 0.428
27 Cgrayi 7 947673-00-9 12.336 0.517 88.670 6.48 0.332 6.34 0.458
28 Zguidonia 7 128486-52-2 11.797 0.505 76.005 7.10 0.080 6.34 0.460
29 Intrapetacin A 343944-35-4 22.120 0.544 109.430 6.17 0.669 6.29 0.507
30 Zuelanin 13 130827-60-0 15.269 0.591 90.262 6.10 0.797 6.28 0.525
31 Corymbolusin A 326473-51-2 24.464 0.470 120.190 6.45 0.356 6.26 0.550
32 Zuelanin 9 130827-56-4 22.456 0.597 103.820 6.06 0.878 6.26 0.556
33 Zuelanin 3 128572-38-3 23.619 0.571 109.640 6.09 0.814 6.24 0.581
34 Corymbotin F 138950-31-9 24.757 0.589 109.000 6.08 0.8326 6.22 0.596
35 Casearlucin G 405507-90-6 14.265 0.540 98.141 6.04 0.910 6.22 0.602
36 Zuelanin 1 128486-31-7 23.010 0.567 109.640 6.07 0.857 6.22 0.603
37 Casearvestrin C 402935-06-2 20.089 0.511 111.760 6.14 0.718 6.20 0.626
38 Caseargrewiin L 945607-81-8 19.130 0.526 108.890 6.08 0.836 6.20 0.629
39 Laetiaprocerin C 871217-64-0 36.162 0.651 113.470 6.39 0.408 6.19 0.644
40 Ctremula 2 173324-51-1 18.667 0.561 105.240 5.94 1.152 6.16 0.689
41 Ccorymbosa 8 131740-59-5 18.156 0.570 103.650 5.90 1.263 6.15 0.710
42 Cgrewiifolia 2 947681-66-5 16.566 0.608 95.867 5.83 1.490 6.14 0.730
43 Cgrayi 4 947672-96-0 13.951 0.520 102.550 5.97 1.083 6.14 0.732
44 Casearinone A 196090-46-7 14.160 0.584 95.539 5.82 1.526 6.13 0.746
45 Caseargrewiin A 847841-92-3 28.140 0.591 115.910 6.04 0.907 6.10 0.797
46 Intrapetacin B 343944-36-5 22.594 0.564 112.070 5.94 1.138 6.10 0.798
47 Zguidonia 13 128572-39-4 23.501 0.591 109.730 5.92 1.193 6.10 0.799
48 Caseamembrin A 664351-45-5 28.559 0.526 124.870 6.16 0.685 6.10 0.801
49 Cgrewiifolia 1 947672-98-2 19.329 0.600 102.640 5.82 1.521 6.10 0.803
50 Corymbolusin C 326473-53-4 25.499 0.542 118.840 6.05 0.885 6.09 0.805
51 Ccorymbosa 11 131740-55-1 10.353 0.535 95.773 5.85 1.414 6.09 0.821
52 Casearlucin C 405507-82-6 27.452 0.615 111.790 5.99 1.028 6.08 0.840
53 Ccorymbosa 4 131740-57-3 7.484 0.312 87.138 7.69 0.021 6.07 0.851
54 Zguidonia 12 128486-37-3 20.046 0.561 109.730 5.85 1.402 6.06 0.873
55 Ccorymbosa 13 131740-56-2 18.140 0.576 105.420 5.77 1.694 6.05 0.897
56 Cgrewiifolia 3 1006868-59-2 21.095 0.556 112.190 5.87 1.349 6.04 0.909
57 Zuelanin 10 130827-57-5 22.216 0.580 110.920 5.84 1.439 6.03 0.931
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Table 3. (cont.)

Item Compound CAS Reg. Nr. Descriptors [a] Method and predicted values
RDF060m R8p Fuk5 MLR SVM
Y [b] 1Cy [c] Y [b] 1Cy [c]
58 Caseamembrin B 664351-46-6 23.370 0.552 116.160 5.92 1.214 6.03 0.942
59 Casearnigrescens D 925693-22-7 20.241 0.540 113.280 5.87 1.355 6.02 0.953
60 Zuelanin 4 130858-02-5 29.974 0.615 116.840 5.98 1.057 5.99 1.019
61 Cgrayi 8 947673-01-0 7.541 0.305 64.534 8.77 0.002 5.97 1.071
62 Laetiaprocerin A 871217-62-8 20.205 0.585 109.160 571 1.946 5.96 1.101
63 Casearvestrin A 402937-50-2 19.118 0.568 109.930 5.71 1.944 5.96 1.106
64 Zuelanin 5 40185-32-8 4.900 0.358 61.245 8.29 0.005 5.94 1.140
65 Zuelanin 8 130858-01-4 19.344 0.526 115.300 5.81 1.566 5.94 1.141
66 Ccorymbosa 12 131830-93-8 13.135 0.615 95.867 5.48 3.324 5.94 1.144
67 Casearvestrin B 402935-05-1 19.317 0.560 111.700 5.71 1.956 5.93 1.167
68 Caseamembrin E 664351-50-2 24.923 0.518 124.870 591 1.225 591 1.238
69 Caseamembrol A 723302-01-0 24.923 0.518 124.870 591 1.225 591 1.238
70 Ctremula 5 173324-53-3 21.571 0.496 122.400 5.90 1.253 5.90 1.261
71 Zuelanin 2 128486-32-8 16.505 0.524 112.910 5.68 2.068 5.89 1.293
72 Corymbotin D 139015-30-8 15.862 0.608 102.150 5.48 3.304 5.89 1.299
73 Zguidonia 6 128486-33-9 24.789 0.588 116.840 5.73 1.844 5.86 1.375
74 Caseargrewiin K 945607-80-7 19.826 0.475 122.850 5.89 1.287 5.86 1.396
75 Zguidonia 9 128486-34-0 19.989 0.538 117.130 5.69 2.057 5.85 1.427
76 Laetiaprocerin D 871217-65-1 15.117 0.441 119.200 591 1.234 5.84 1.459
77 Caseargrewiin B 847841-93-4 24.532 0.511 126.810 5.84 1.435 5.84 1.460
78 Casearlucin D 405507-84-8 28.375 0.614 118.900 5.75 1.769 5.81 1.565
79 Casearlucin E 405507-86-0 23.045 0.585 116.260 5.63 2.328 5.80 1.582
80 Casearlucin 1 405507-94-0 29.948 0.547 132.040 5.80 1.589 5.79 1.608
81 Casearlucin H 405507-92-8 30.892 0.560 132.040 5.78 1.653 5.78 1.651
82 Zguidonia 10 128486-35-1 3.889 0.328 112.100 6.12 0.757 5.77 1.714
83 Ctremula 4 173324-54-4 21.545 0.484 127.720 5.75 1.782 5.74 1.829
84 Zuelanin 11 130827-58-6 29.182 0.712 103.820 5.76 1.723 5.73 1.847
85 Zuelanin 6 130827-54-2 16.411 0.642 102.150 5.27 5.365 5.72 1.889
86 Laetiaprocerin B 871217-63-9 29.954 0.678 111.690 5.73 1.860 5.71 1.948
87 Corymbotin A 138967-76-7 18.050 0.680 99.605 5.24 5.767 5.66 2177
88 Casearlucin B 405507-80-4 17.986 0.634 106.710 5.26 5.500 5.65 2.247
89 Corymbotin G 138950-32-0 15.416 0.600 109.890 5.15 7.052 5.60 2.506
90 Ctremula 6 173324-55-5 27.247 0.538 135.470 5.48 3.320 5.58 2.642
91 Zuelanin 7 130827-55-3 17.567 0.567 116.940 5.27 5.409 5.58 2.643
92 Casearlucin K 405507-98-4 25.316 0.543 132.040 5.43 3.712 5.55 2.843
93 Caseamembrin C 664351-47-7 27.330 0.532 138.430 5.40 4.008 5.54 2.908
94 Corymbotin E 138950-30-8 19.674 0.632 111.570 5.20 6.318 5.52 3.006
95 Ccorymbosa 9 131740-60-8 21.180 0.611 116.430 5.27 5.400 5.52 3.038
96 Ccorymbosa 10 131740-61-9 20.006 0.616 114.660 521 6.180 5.50 3.129
97 Caseamembrin M 870538-04-8 26.275 0.604 124.960 5.37 4.246 5.49 3.218
98 Caseamembrin D 664351-49-9 28.147 0.554 138.520 5.30 5.052 5.48 3.299
99 Caseamembrol B 723302-02-1 25.752 0.529 138.100 5.30 5.025 5.48 3.347
100 Caseamembrin F 664351-51-3 13.285 0.455 128.840 5.21 6.210 5.46 3.466
101 Caseargrewiin C 847841-94-5 20.266 0.554 125.010 5.23 5.869 5.46 3.468
102 Casearnigrescens B 925693-17-0 19.790 0.542 126.840 5.20 6.334 5.43 3.683
103 Caseamembrin O 870538-07-1 26.524 0.587 132.110 5.20 6.343 5.38 4.198
104 Zuelanin 12 130827-59-7 23.424 0.580 128.360 5.15 7.013 5.36 4.347
105 Corymbotin B 138950-28-4 17.570 0.667 109.030 4.87 13.543 5.33 4.698
106 Caseamembrin N 870538-05-9 24.144 0.591 128.970 511 7.852 5.32 4.827
107 Casearlucin J 405507-96-2 21.654 0.552 132.040 5.05 8.978 5.32 4.833
108 Casearnigrescens C 925693-19-2 25.321 0.614 126.930 512 7.505 5.30 4.984
109 Casearnigrescens A 925693-15-8 20.926 0.587 126.930 4.95 11.198 5.25 5.662
110 Casearin T 220178-33-6 32.143 0.715 119.330 5.29 5.111 522 5.957
111 Corymbotin I 138950-33-1 13.696 0.617 116.740 4.56 27.315 5.20 6.292
112 Corymbotin H 138967-77-8 18.419 0.641 119.320 4.67 21.321 5.10 8.009
113 Corymbotin C 138950-29-5 17.340 0.666 117.850 4.46 35.035 4.98 10.529

[a] Radial Distribution Function, R-GETAWAY and Fukui Function; [b] Y=Log(1//Cs); [c] umol/L.
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predicted by SVM QSAR. They should be considered as
candidate compounds for further studies with the V-79 cell
line. It must be taken into account that all of them have
evidenced cytotoxicity in bioassay with other protocols.
The challenge resides on the production of experimental
cytotoxicity values and seeing how they would relate to
the QSAR predicted ICs, results. For example, Casearbor-
ins A-E were tested in a routine cytotoxicity in vitro assay
with SF539 human glioblastoma tumor cell line and human
melanoma LOX IMVI cell line showing no differential cy-
totoxicity [46]; Caseargrewiin A-D and Caseargrewiin E-L
exhibited cytotoxic activity against three cancer cell lines,
namely KB (human oval epidermoid carcinoma), BC1
(human breast cancer) and NCI-H187 (human lung cancer
cells) [47, 48]. Least but not last, Casearin S belongs to the
C. sylvstris Sw. species which produced the Casearins used
in the cytotoxic bioassay [6, 7], never tested against V-79
cells, but assayed in DNA-repair [49]. For compounds
whose prediction is contained in the experimental range
we have also some examples as follows. Casearinol A-B
showed immunomodulatory activity inhibiting the binding
of T-cell leukocyte function antigen 1 (LFA-1) to intercel-
lular adhesion molecule 1 (ICAM-1) [50]. Caseamembrin
A-F exhibited cytotoxicity against human prostate (PC-3)
cancer cells and Hepatoma (Hep3B) cell line [51, 52];
Caseamembrin M-O exhibited bioactivity against KB, me-
dulla (Med) and colon (DLD-1) cancer cell line [53]; Case-
arlucin A-K [54] as well as clerodane diterpenoids from
Casearia nigrescens Tul. [55] exhibited cytotoxicity against
the A2780 ovarian cancer cell line. Intrapetacin A-B are
clerodane diterpenoids from Licania intrapetiolaris Spruce
ex Hook (Chrysobalanaceae), displaying moderate cyto-
toxicity against the KB assay [56]. As compounds that
have never been tested, to our knowledge, with any bioas-
say, we may mention clerodane diterpenoids from Casea-

ria grayi L. W. Jessup [57], Casearia corymbosa H.B. K.
[58, 59], Zuelania guidonia (Sw.) Britton et Millsp. [60]
and Casearia tremula Griesebach. [61].

3.4 Evaluation of New Compounds

The new compounds were named G1v to G13v and are in
silico modifications of Casearin G substituents at position
R! (carbon C2), R* (carbon C6) and R’ (carbon C7),
(Fig. 1). Table 4 contains the modifications and the respec-
tive results of predicted /Cs, values with the MLR and
SVM QSARs.

The MLR QSAR extrapolates the value of six com-
pounds with higher /Cs, value than the experimental value
of Casearin G (IC5,=0.170 pmol/L). The SVM QSAR ex-
trapolates the value of seven compounds. Except for com-
pound Gv3, all others were not in the AD, namely, Gv5,
Gv7, Gv9, Gvll, Gvl12 and Gv13. The compounds substi-
tuted at R* and R’ with fluorine, and at R1 with fluorine
or chlorine, are all out of the AD. All other chlorine sub-
stituted compounds in R* and R® are contained in the AD
(Gv4, Gvo, Gv8, and Gv10), with predicted ICs, values
less bioactive than Casearin G. The compounds Gvl and
Gv2 were substituted with a bulkier substituent at R®
(Dc=Decanoate) resulting less bioactive than Casearin G.
Gv3 substituent at R* with a MeO resulted to be slightly
close to the experimental ICs, value of Casearin G. Con-
trary to the preceding case, we have no known cytotoxic
bioassay examples from literature employing fluorinated
or chlorinated diterpenoids, it is reasonable to adopt the
interpolated compounds for further bioassays. This in sili-
co exercise was intended to evaluate a few possibilities in
line with the objective of this work, exemplifying the use
of the proposed QSAR model with new clerodane diterpe-
noids as anticancer agents.

Tabled. Predicted ICs, values of modified Casearin G at R!, R* and R’ (see Fig. 1).

Item  Substituents Compound Descriptors [d] Method and predicted values
R! R* R' R' R’ RDF060m  R8p Fuk5 MLR SVM
Y [b] 1Cy [c] Y [b] 1Cy [c]
1 OMe Ac Ac H F Gv5 24.474 0.550 88.046  7.30 0.050 7.00 0.101
2 OH Ac Ac H F Gvll 22.054 0.493 90.590 741 0.039 6.96 0.109
3 Cl Ac Ac H OBu Gvli3 27.603 0.613 87.188  7.13 0.074 6.88 0.132
4 F Ac Ac H OBu Gvi2 28.341 0.573 70.954 824 0.006 6.85 0.141
5 OH Ac Ac F H Gv9 19.609 0.494 90.590  7.19 0.064 6.80 0.157
6 OAc Ac Ac H OMe Gv3 28.427 0.597 99.605  6.76 0.173 6.78 0.168
7 OMe Ac Ac F H Gv7 20.685 0.551 88.046  6.97 0.107 6.77 0.170
8 OMe Ac Ac H ODc Gvl 31.074 0.529 116.300 6.75 0.179 6.63 0.235
9 OMe Ac Ac H OBu Casearin G [a] 31.047 0.610 105.670  6.60 0.251 6.61 0.245
10 OH Ac Ac CI H Gv8 25.053 0.519 110.780  6.56 0.278 6.55 0.282
11 OH Ac Ac H Gv10 26.320 0.541  110.780  6.50 0.318 6.53 0.293
12 OH Ac Ac H ODc Gv2 28.791 0.500 118.840  6.66 0.221 6.50 0.318
13 OMe Ac Ac H Gv4 28.360 0.601 108240 6.33 0.464 6.40 0.396
14 OMe Ac Ac Cl H Gv6 26.169 0.588 108.240 6.24 0.571 6.36 0.439

[a] Casearin G highest observed ICs, value: 0.17 pmol/L, [Log (1/ICs)) =6.77]; [b] Y =Log(1/ICs); [c] umol/L; [d] Radial Distribution Function, R-GET-

AWAY and Fukui Function.

1184 © 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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4 Conclusions

Two independent methods, MLR and SVM were used for
the development of externally validated QSARs. Three
variables using a small data set of eighteen compounds
have been shown to be feasible, meeting all test require-
ments recommended by literature. In our evaluation, the
best QSAR was obtained with SVM method. It was ap-
plied to predict the bioactivity of 113 clerodane diterpe-
noids and 13 new compounds not tested in cytotoxic activi-
ty against Chinese Hamster V-79 lung cells and/or antitu-
moral activity against Sarcoma 180 ascites in mice. The
predicted results of compounds with extrapolated /Cs, val-
ues should be considered with care. It should not be dis-
carded for further studies, in silico and/or experimental, as
clerodane diterpenoids are known for their cytotoxic and
antitumoral activity. The majority of the compounds that
have been predicted by their ICs, values are contained in
the range of the experimental /Cj, values of the data set
used to develop the QSAR, providing opportunities for
experimental research of anticancer chemical agents with
the V-79 cell line. The QSAR was applied to clerodane di-
terpenoids chosen from selected literature covering the
last 20 years, concentrated mainly on plant species of the
Flacourtiaceae. Considering that more than 800 clerodane
diterpenoids are reported in literature, opportunities are
open for additional in silico research, proposing new com-
pounds in the aid of the development of new pharmaceuti-
cals for cancer treatment.
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Casearia arborea (L.C.Rich.) Urban Flacourtiaceae/Salicaceae
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Casearia lucida Hils. & Bojer ex Tul. Flacourtiaceae/Salicaceae
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Casearia lucida Hils. & Bojer ex Tul. Flacourtiaceae/Salicaceae
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Casearia grewiifolia Vent. Flacourtiaceae/Salicacea 15
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Nome R!
Caseargrewiina H Ac
Caseargrewiinal  Ac
Caseargrewiina] Me
Caseargrewiina K Me

Nome R
Caseargrewiina . H

AcO
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Casearia sylvestris Swartz IFlacourtiaceae/Salicaceae

Casearina S

Casearina T

Casearvestrina A

H

~IOH O

/ 'll////O
)L \\\‘ O
O\\‘
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Licania intrapeciolaris Spruce ex Hook Chrysobalanaceae

Nome R
Intrapetacina A Me N
Intrapetacina B Ac

16

14

Zuelania guidonia (Sw.) Briton et Millsp. Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome R! R? R?
Zuelaninal OH H 0-Cin
Zuelanina2 O-Cin H OH
Zuelanina3 H OH 0-Cin
Zuelanina6  OAc H OH
Zuelanina7 O-Oct H OH
Zuelanina8 H 0-Oct OH
Zuelanina9 H 0-Bz OH
Zuelaninall OH H 0O-Bz

Zuelaninal2 OH H
Zuelaninal3 H 0-Bz
Cin=Cinnamoyl

Bz=Benzoyl

Oct=0Octahoic acid

O-(3-hydroxy)Oct

H

RO

AcO
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Zuelania guidonia (Sw.) Briton et Millsp. Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome R1 R2 R3
Zuelanina4 H Oac O-Cin
ZuelaninalO H O-Bz OH

Zuelanina5

Nome R1 R2
Zguidonia3 H Cin
Zguidonia4 Cin H
Zguidoniall Ac  Cin
Zguidonial2 Cin Ac

Cin=Cinnamoy]l
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Zuelania guidonia (Sw.) Briton et Millsp. Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome R
Zguidonia5 H
Zguidonial3 Ac

Zguidonia6

Zguidonia7




Zuelania guidonia (Sw.) Briton et Millsp. Flacourtiaceae/Salicaceae

Zguidoniag

Zguidonia9

ZguidonialO

CHO OH



Casearia guianensis J. R. Johnston Flacourtiaceae/Salicaceae

Casearinol A

Casearinol B

Casearinona A




Casearia guianensis J. R. Johnston Flacourtiaceae/Salicaceae

Casearinona B

Casearia membranacea Hance Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome R! R? R}
CaseamembrinaA H H  CO(CH,),CH;
Caseamembrina B H H Me
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Casearia membranacea Hance Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome R! R? R’
CaseamembrinaC H OH CO(CH,),CH;
CaseamembrinaD H OAc CO(CH,),CH;

4

Caseamembrin E

Caseamembrin F

CHO OH
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Casearia membranacea Hance Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome R
CaseamembrinaM  CO(CH,),CHj;

Nome R
Caseamembrina N CO(CH,),CH;
Caseamembrina O COCH,CH(CHj;),




Casearia membranacea Hance Flacourtiaceae/Salicaceae

Caseamembrol A

Caseamembrol B
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Casearia corymbosa H.B.K. Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome

Corimbotina A
Corimbotina B
Corimbotina C
Corimbotina D
Corimbotina E
Corimbotina F

Nome
Corimbotina G
Corimbotina H
Corimbotina |

R! R?
Ac Me
(Me),CHCO Me
H,C=C(Me)CO Me
Ac H
(Me),CHCO H
H,C=C(Me)CO H

Rl

Ac

(Me),CHCO
H,C=C(Me)CO

1
R O//, ",

AcO
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Casearia corymbosa H.B.K Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome R! R?
Ccorymbosa4 OH H
Ccorymbosa5 OAc OAc

Nome R! R?
Ccorymbosa8 COCH(Me), H

Ccorymbosa9 COCH(Me)Et Me
Ccorymbosa 10 COCH(Me), Me

7
//,,’

AcO

Nome R
Ccorymbosa 11 H
Ccorymbosa 12 Ac
Ccorymbosa 13 COCH(Me)Et
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Casearia tremula Grisebach Flacourtiaceae/Salicaceae

Nome R! R?

Ctremula 1 2(B)-methylbutanoyloxy methoxy 16 y
Ctremula 2 2(B)-methylbutanoyloxy H

Ctremula 4 n-octanoyloxy e n-undecanoyloxy hydroxy

Ctremula 5 2(B)-methylbutanoyloxy hydroxy

Ctremula 6 3(B)-hydroxyoctanoyloxy hydroxy 11

R1

AcO

Ctremula 3




Pag. 19 de 23

Casearia nigrescens Tul. Flacourtiaceae/Salicaceae s

Nome R!
Casearnigrescens A OAc
Casearnigrescens B OH
Casearnigrescens C  OH
Casearnigrescens D H

Laetia conrymbulosa Spruce ex Benth. Flacourtiaceae AcO

Corymbolusina A

HO

Corymbolusina B

AcO

HO----- Corymbolusina C

HO

AcO
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Laetia procera (Poepp.) Eichler Flacourtiaceae/Salicaceae

1
Nome R! R? ‘
Laeciaprocerina A H CH,4 16
Laeciaprocerina B CH; CH;j
Laeciaprocerina C COPh H
Laeciaprocerina D COPh CHj;4

AcO

Casearia grayi Jessup Flacourtiaceae/Salicaceae

HO
Aco,

Cgrayi 1




Casearia grayi Jessup Flacourtiaceae/Salicaceae

Cgrayi-2

HaC

Cgrayi 3

OAc
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Casearia grayi Jessup Flacourtiaceae/Salicaceae

Cgrayi 4

Cgrayi 5

OAc

OAc
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Casearia grayi Jessup Flacourtiaceae/Salicaceae

Cgrayi 6
AcO
Me "OH
Me
Me
HaC E
X7
Cgrayi7
OAc
™ om
Cgrayi 8

HO 2C
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