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GAUDIO, A.C. RelagBes entre Estrutura Quimica e Atividade Biologica de Inibidores da
* Timidina-Cinase do Virus Herpes Simples. Campinas, 1998. pp. 286 Tese (Doutorado em

Quimica) - Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas.
RESUMO

Investigou-se a atividade inibitoria dos derivados da N’-fenilguanina (PHG),
substituidos nas posi¢Ses meta e para do anel fenila, sobre a enzima timidina-cinase do
virus herpes simples dos tipos 1 ¢ 2 (HSV1 TK e HSV2 TK, respectivamente). A
investigacdo foi precedida por anélise conformacional das PHG, que revelou a existéncia
de quatro conformagdes estaveis, C1, C2, C3 e C4, que sdo definidas pelos valores dos
dngulos torsionais entre os anéis guanina e fenila. Utilizaram-se a estrutura tridimensional
de HSV1 TK em complexo com 2’-deoxitimidina e ganciclovir, determinada
experimentalmente por cristalografia de raios-X, e o modelo tridimensional de HSV2 TK,
construido a partir de HSV1 TK, para determinar o modo de ligagio das PHG no sitio
ativo de HSV TK. O estudo indicou ser C3 a conformagiio bioativa. O estudo das relagdes
entre estrutura quimica e atividade biolégica indicou a influéncia de efeito estérico sobre a
derivados meta sobre HSV1 TK nfo ¢ influenciada por fatores estéricos. O modo de
ligagio proposto indicou que o residuo de aminoacido Leu 97 de HSV?2 .TK é o
responsavel pela queda de atividade dos derivados meta-substituidos sobre HSV2 TK. A

presenga do residuo lle 97 em HSV1 TK faz com que o efeito estérico ndo seja observado.

Palavras-chave: modelagem molecular; modo de ligagio; analise conformacional; QSAR.



GAUDIO, A.C. Structure-activity relationships of inhibitors of herpes simplex virus
thymidine kinase. Campinas, 1998. pp. 286 7ese (Doutorado em Quimica) — Instituto de

Quimica, Universidade Estadual de Campinas.
ABSTRACT

The inhibitory activity of the N>-phenylguanine (PHG) derivatives, substituted on
meta and para positions of phenyl ring, against herpes simplex virus of type 1 and 2
thymidine kinases (HSV1 TK and HSV2 TK, respectively) has been investigated. The
investigation was preceded by a conformational analysis of PHG derivatives, that revealed
the existence of four stable conformations, C1, C2, C3 and C4, defined by specific torsion
angle values between the guanine and phenyl rings. The three-dimensional structure of
HSV1 TK, in complex with 2’-deoxythymidine and ganciclovir, determined by X-ray
arystallography, and a three-dimensional model of HSV?2 TK, built from HSV1 TK as
template, have been used to determine the binding mode of the PHG derivatives in the
HSV1 TK active site. The results indicated C3 as the bioactive conformation. The
quantitative structure-activity relationship study indicated that the inhibitory activity of
meta derivatives on HSV2 TK is influenced by a steric effect. The activity of the meta
PHG derivatives on HSV1 TK seems not to be influenced by such effect. The proposed
binding mode indicated that the aminoacid residue Leu 97 of HSV2 TK is the cause of the
decrease in the inhibitory activity of the meta derivatives on HSV2 TK. T_he presence of

Ile 97 in the same position of HSV1 TK makes the steric effect not to be observable.

Keywords: molecular modelling; binding mode; conformational analysis; QSAR.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Os virus sdo importantes agentes infecciosos, sfo parasitas intracelulares
obrigatorios e estdo largamente distribuidos entre as espécies vivas. Os virus ja foram
descritos como agentes filtraveis, devido ao fato de atravessarem filtros projetados para
reter bactérias. Os maiores virus conhecidos, poxvirus e paramyxovirus, ambos com cerca
de 300 nm de didmetro, tém cerca de 20% do tamanho do bacilo Escherichia coli. Os
menores exemplares, parvovirus e picornavirus, medem cerca de 25 nm de difimetro
(Murray et al, 1992). Os virus podem ser classificados de acordo com sua morfologia, tipo
de genoma e forma de multiplicagiio. De acordo com o tipo de genoma, a classificagio
mais comum, os virus podem ser divididos em dois grupos: os que apresentam cerne
constituido de RNA e os que apresentam cerne de DNA (ver Quadro 1).

Os nomes dos virus muitas vezes estio associados as suas caracteristicas, as
doencas que provocam, ao tecido afetado, ao local geogrifico onde foram inicialmente
identificados, etc. Dessa forma, picornavirus (pico = pequeno; rma = RNA; virus) e
togavirus (foga = manto, referindo-se 4 membrana que circunda o virus) descrevem a
estrutura do virus; papovavirus descreve os membros de sua familia (papiloma, polioma e
virus vacuolantes); retrovirus (retro = reverso) refere-se a sintese de DNA a partir do RNA
viral; adenovirus (adendides) e reovirus (respiratorio, entérico, drfio) referem-se ao local
do corpo onde foram isolados pela primeira vez. O reovirus foi designado de virus orfio
devido ao fato de ter sido descoberto antes de ser associado a alguma doenga especifica.

Coxsackievirus recebeu seu nome em homenagem a N.Y. Coxsackie (Murray et al, 1992).



Quadro 1 - Classificagdo dos virus quanto & natureza do genoma (Musray et al, 1992)

Genoma Familia Virus humanos importantes
RNA Paramixoviridae | Sarampo, caxumba, sincicial respiratério, parainfluenza, Sendai
Orthomixoviridae |Influenza A, B8eC
Coronaviridae Coronavirus
Arenaviridae Coriomeningite linfocitica, virus da febre de Lassa, complexo viral
Tacaribe
Rhabdoviridae Raiva
Filoviridae Virus de Marburg e Ebola
Bunyaviridae Encefalite da Califémia, febre do flebétomo, febre hemorrégica da
Criméia, Congo, etc.
Retroviridae Leucemia de células T humanas | e Hl, imunodeficiéncia humana
Reoviridae Rotavirus, reovirus, febre do carrapato da Califémia
Picomaviridae Rhinovirus, poliovirus, ECHO virus, Coxsackievirus
Togaviridae Rubéola; encefalites eqiiinas ocidental, oriental e da Venezuela,
Sindbis, Semliki, Forest, etc.
Flaviviridae Febre amarela, dengue, encefalite de St. Louis
Calcivirdae Agente de Norwalk
DNA Parvoviridae Parvovirus B19
Papovaviridae Papovavirus (JC, BK, SV40), papilomavirus
Hepadnaviridae Virus hepatite B
Adenoviridae Adenovirus
Herpesviridae Herpes simples tipos 1e 2, virus varicela-zoster, virus Epstein-
Barr, citomegalovirus, virus herpes 6 e 7
Poxviridae Virus da variola, virus da vacinia, virus do molusco contagioso
1.1 HERPESVIRUS

Os herpesvirus formam grande e importante grupo de agentes infectantes e afetam
diversas espécies, tanto homeotermas quanto pecilotermas. Cerca de 100 espécies de
herpesvirus ja foram pelo menos parcialmente caracterizadas, sendo que sete dessas
espécies afetam o homem: virus herpes simples tipo 1, virus herpes simples tipo 2, virus
varicela-zoster, citomegalovirus, virus herpes tipos 6 e 7 e virus Epstein-Barr (Roizman,
1991; Levy et al, 1994). Essas espécies de virus sio de grande importincia em clinica

médica. Em seres humanos os virus herpes causam diversas doengas, variando desde
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simples lesdes mucocutineas até infecgdes fatais, além de estarem relacionados a alguns

tipos de cinceres.
1.1.1 Classificacdio

A familia Herpesviridae ¢ dividida em trés subfamilias: Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae ¢ Gammaherpesvirinae. A divisio da familia Herpesviridae em trés
subfamilias ¢ o resultado do trabatho do Grupo de Estudo de Virus Herpes do Comité
Internacional de Taxonomia de Viroses (Roizman et al, 1981). A classificagiio em termos
de subfamilias tem o objetivo de estabelecer relagdes evolucionarias entre as espécies de
virus herpes conhecidas e também de facilitar a previsio de propriedades e a identificacdio
de novas espécies (Roizman, 1991). A subfamilia Alphakerpesvirinae caracteriza-se pela
variedade de hospedeiros capazes de abriga-la, pelo ciclo reprodutivo relativamente curto,
pelo rapido crescimento em cultura, pela eficiente destrui¢io das células infectadas e pela
capacidade de estabelecer infecgSes latentes em géinglios sensoriais. Os membros da
subfamilia Betaherpesvirinae possuem a caracteristica nfio exclusiva do restrito nimero de
hospedeiros naturais. O ciclo reprodutivo é longo e a infecgfio progride lentamente em
cultura. As células infectadas tornam-se freqiientemente inchadas (citomegalia). O virus
pode ser mantido na forma latente em gléndulas secretorias, células linforeticulares, rins e
outros tecidos. As infecgBes causadas por virus da familia Gammaherpesvirinae sio
especificas de linfocitos T ou B. Virus na forma latente sdo freqilentemente demonstraveis
em tecidos linfoides (Roizman, 1991). O Quadro 2 mostra os sete tipos de virus herpes que
afetam o homem e as principais doengas associadas. Diversas imagens de virus herpes
podem ser obtidas no enderego http://www.tulane.edu/~dmsander/Big_Virology/

BVDNAherpes.html.



36

Quadro 2 - Virus herpes que utilizam o homem como hospedeiro e suas principais consegiiéncias
clinicas (Collier & Oxford, 1993).

Familia: Herpesviridae

Subfamilia Virus Simbolo Doencas associadas
Alpha- Visus herpes HSV1® | Vesiculas ulcerativas nos labios (herpes
herpesvirinae | simples Tipo 1 iabial reincidente), lingua e gengiva
(gengivostomatite); infecgdo nos othos
(ceratoconjuntivite) e cérebro {(meningite e
encefalite).
Virus herpes HSV2 Vesiculas uicerativas na regifo genital e
simples Tipo 2 perianal (herpes genital reincidente) e
infecgéio generalizada em recém-nascidos
(herpes neonatal).
Virus varicela- vZv Vesiculas ulcerativas no tronco e membros
zoster (varicela ou catapora) e infecgéio no cérebro.
Beta- Virus citornegalico | CMV Mononucleose infecciosa e infecgio nos
herpesvirinae olhos, rins ¢ cérebro.
Virus herpes HHV-8 | Erupgbes cutdneas.
humano Tipo 6
Virus herpes HHV-7 | Nenhuma até o momento.
humano Tipo 7
Gamma- Virus Epstein-Bar | EBV Mononucleose infecciosa, linfoma de Burkitt
herpesvirinae e carcinoma nasofaringeal.

® HSV1 = herpes simplex virus type 1. Utilizou-se a abreviagio em lingua inglesa para facilitar a
comparacdo de sequéncias de aminoacidos adiante. As sequéncias que serfio comparadas no
Capitulo 5 séio denominadas KITH_HSV11, KITH_HSV23, etc. Essas denominagbes devem ser
rmantidas pois correspondem ao cédigo identificador de cada sequéncia, utilizado para localiza-las
no banco de dados de sequéncias (SwissProt). Dessa forma, utilizando-se a abreviaglio de
timidina-cinase do virus herpes simples tipo 1 como HSV1 TK e néo como TC VHS1, pretende-se
evitar alguma confuséo ao longo deste trabatho.

1.1.2 Morfologia

A unidade viral completa ¢ denominada virion (ver Figura 1). Estes sdo
constituidos por nucleocapsideo envolvido em membrana lipoprotéica, também chamada
de envelope, cuja origem ¢ a membrana nuclear da célula hospedeira. O nucleocapsideo,
por sua vez, ¢ formado pelo capsideo e pelo nucleo contendo a molécula de DNA. O
capsideo ¢ icosaédrico e constituido de 162 capsdmeros tubulares envolvendo o niicleo de
DNA (ver Figura 2). O didmetro do nucleocapsideo € cerca de 100 nm, enquanto que o

virion mede entre 120 € 200 nm (Collier e Oxford, 1993). O espago localizado entre o
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envelope e o nucleocapsideo chama-se tegumento. O tegumento € o local onde ficam
armazenadas diversas enzimas virais que serfio liberadas quando da entrada do virion na

célula hospedeira.
1.1.3 Estrutura do genoma

Todas as viroses herpéticas possuem DNA como material genético. O DNA ¢ linear
e em dupla hélice. Seu peso molecular varia de 85 x 10°, para o caso do virus varicela-

zoster, a 160 x 10°, para o virus citomegalico.
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Glicoproteina (antigeno de superficie)

Envelope (lipoprotéico)

Tegumento "
Virion

Enzima tegumentar

Capsideo

Nucleocapsideo

Nucleo de DNA

(b)

(d)

Figura 1 - (a) Representagcdo esquematica da estrutura do virus herpes simples; (b) Micrografia
eletrénica do virus herpes simples. Os herpesvirus possuem envelope envolvendo o capsideo
icosaédrico de aproximadamente 100 nm de didmetro, que contém a molécula de DNA. (c)
Micrografia eletrénica do virus herpes simples. Glicoproteinas codificadas pelo HSV s&o
incorporadas no envelope viral e sao visiveis como picos localizados na superficie do virion. Nesta
micrografia, a glicoproteina B (gB) € vista como picos agrupados na superficie externa do
envelope, tendo aproximadamente 10 nm de comprimento; (d) Micrografia eletronica do capsideo
do HSV. As micrografias eletrénicas foram obtidas no enderego http://www.tulane.edu/~dmsander/
Big_Virology/BVDNAherpes.html.
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Figura 2 - Imagens computacionais do capsidec do HSV construidas a partir de informagdes
obtidas através de expefimentos de criomicroscopia eletrbnica. (a) A unidade estrutural do
capsideo é o capsdmero, que possui estrutura protéica. No HSV, o capsideo é formado por 162
capsémeros, que no conjunto apresentam o formato icosaédrico (imagem obtida no enderego
http://www.bocklabs.wisc.edu/images/herpescapsid.GIF); (b) Capsideo do HSV1; (¢c) Corte do
capsideo de HSV1 (imagens (b) e (c) obtidas em hitp://www.med.virginia.edu/ed-programs/
biophysics/attrib.ntml. A animag&o da construgio do capsideo pode ser vista em http://rsb.info.nih.
gov/NIH-Image/Java/Rotator/hsv.html).
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1.1.4 Polipeptidios

O genoma do virus herpes ¢ capaz de produzir cerca de 100 polipeptidios, sendo
que muitos desses sio enzimas, incluindo a DNA-polimerase que ¢ essencial & replicagio
viral. HSV1, HSV2 e o virus varicela-zéster séo capazes de produzir a enzima fosforilativa
timidina-cinase, que € essencial para a ativagiio de certas drogas antivirais (Collier e
Oxford, 1993). Pelo menos 33 proteinas ja foram detectadas em virions de herpesvirus. O
peso molecular dessas proteinas varia desde 15 a 275 kDa. Oito dessas proteinas
encontram-se na superficie do virion e séo glicosiladas (ver Figura 1). Essas glicoproteinas
superficiais sfio importantes durante a fase de penetragio na célula hospedeira. Muitas

outras proteinas sdo sulfatadas e pelo menos seis siio fosforiladas (Levy et al, 1994).
1.1.5 Propriedades biolégicas

As viroses herpéticas conhecidas parecem compartilhar quatro significantes
propriedades biolgicas (Roizman,1991): (a) todas as viroses herpéticas produzem grande
conjunto de enzimas envolvidas no metabolismo dos acidos nucléicos (timidina-cinase,
timidilato-sintetase, ribonucleotidio-redutase, etc.), sintese de DNA (DNA-polimerase,
helicase, etc.), e, possivelmente, processamento de proteinas (proteina-cinase), embora o
numero exato de enzimas possa variar de uma espécie de herpesvirus para outra; (b) tanto
a sintese de DNA quanto a montagem dos capsideos ocorrem no niicleo. O envelopamento
dos capsideos ocorre quando estes atravessam a membrana nuclear, em seu caminho para
fora da célula hospedeira; (c) a produgfio de prole infecciosa € acompanhada de destruigo
irreversivel da célula infectada; (d) as viroses herpéticas estudadas até o momento sio

capazes de permanecer em estado latente em seus hospedeiros naturais.
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1.2 VIRUS HERPES SIMPLES

O virus herpes simples tipo 1 afeta principalmente as partes superiores do corpo,
especialmente a boca (herpes labial reincidente ¢ gengivites), os olhos (ceratites e
conjuntivites) e o cérebro (meningite e encefalite). A infecglio primaria por HSV1 ocorre
ainda na infincia através do beijo ou carinho de aduitos infectados. O virus herpes simples
tipo 2 ¢ freqientemente transmitido através do ato sexual e € a causa das ulceragdes
genitais e perianais (herpes genital primério e reincidente) ¢ da infecglio generalizada de
recém nascidos, transmitida ao bebé pela mée infectada durante o trabalho de parto (ver
Figura 3). Na verdade, a divisdo das regides do corpo humano onde HSV1 e HSV2
costumam infectar (HSV1 nas partes superiores do corpo e HSV2 na regidio genital e
perianal) néo deve ser seguida com rigor. Um individuo com herpes labial por HSV1 pode
provocar infec¢io genital por HSV1 no parceiro, apds pratica de sexo oral. Da mesma
forma, um individuo infectado na regidio genital por HSV2 pode provocar lesio bucal por
HSV2 no parceiro, pela transmissio através de sexo oral. Importante propriedade de todas
as viroses herpéticas ¢ a sua habilidade de causar infecgdes latentes que podem
subseqiientemente tornarem-se reativadas (Juel-Jensen & MacCallum, 1972; Collier ¢

Oxford, 1993).
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(a (b)

() (d)

Figura 3 - Algumas das manifestagdes clinicas do herpes simples. (a) herpes na regido entre a
boca e o nariz (http:lfwww.medic.mie-u.ac.iplden‘nafbiIddbfbilder!odZﬁmgcozo.htm); (b) herpes
genital (http:ﬂmed-www.bu.edua'peoplelsycamorefstd!herpes.htm); (c) herpes nasal (http://www.
medic.mie-u.ac.ip/derma/bilddb/bilder/cd18/img0053.htm); (d) conjuntivite herpética (http:/www.
derma.med.uni-erlangen.delbilddbfdiagnosefenglisch!i054900.htrn); (e) herpes labial (http://www.
medic.mie-u.ac.ip/derma/bilddb/bilder/cd18/img0045.htm); () herpes neonatal (hitp:/tray.
dermatology.uiowa.edu/HSVCon01.htm).
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1.2.1 Propriedades biolégicas

O ciclo replicativo do virus herpes simples, de forma similar as outras
herpesviroses, comega com a invasdo celular (ver Figura 4). O mecanismo de entrada na
célula hospedeira ¢ a fusfio do envelope viral com a membrana celular, embora a
endocitose também seja possivel. As glicoproteinas que revestem o virion e afloram em
sua superficie agem como antigenos de reconhecimento. Admite-se que o sulfato de
heparina, um proteoglicano encontrado no exterior de virias células aderentes, seja um dos
receptores celulares do virus herpes simples (Murray et af, 1992). O mecanismo de fusio
libera o nucleocapsideo ¢ as enzimas presentes no tegumento viral diretamente no
citoplasma da célula hospedeira. Durante a fus@o, duas importantes proteinas presentes no
tegumento também sdo liberadas no citoplasma: uma cinase protéica, VHS (virion host
shut-cff), que interrompe a sintese das proteinas celulares, € uma proteina reguladora
transcricional, o-TIF (a-trans-inducing factor), que segue para o nucleo, onde coordenara
a utilizagdo das enzimas do hospedeiro na transcrigdo do genoma viral (Boehmer &
Lehman, 1997).

Ao chegar a membrana nuclear, o nucleocapsideo procura um poro e, através deste,
libera a molécula de DNA no interior do nicleo celular. Apés a penetragéio no micleo, o
DNA viral imediatamente toma-se circular. A proteina o-TIF induz a transcri¢do dos
genes a e, dessa forma, cinco a-mRNAs séo produzidos e transportados para o citoplasma.
As a-proteinas virais sintetizadas no citoplasma retornam ao niicleo ¢ auxiliam na segunda
etapa de transcrigio que resulta na sintese das B-proteinas. Nesse ponto, a cromatina
celular € degradada e seus subprodutos sdo armazenados junto 4 membrana nuclear. Essa
etapa representa uma espécie de limpeza intra-nuclear para que haja espago para a

produgio da prole viral.
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A seguir ocorre a replicagio do DNA viral e a subseqiiente sintese das y-proteinas,
que sdo as proteinas estruturais das novas particulas virais. Diversas glicoproteinas
produzidas nessa etapa aderem & membrana nuclear. As proteinas do capsideo sdo
transportadas para o niicleo e, apos agrupadas, formam os primeiros capsideos vazios. As
unidades de DNA recém sintetizadas sfio aspiradas para dentro dos capsideos e, dessa
forma, os nucleocapsideos-filhos s&o rapidamente armazenados no niicleo. Finalmente, os
nucleocapsideos atravessam a membrana nuclear em direcdo ao citoplasma. Nesse
processo, partes da membrana nuclear passam a envolver os nucleocapsideos que recebem
assim sua Gltima estrutura, o envelope. A prole de virions chega ao meio extracelular

através do reticulo endoplasmatico. A saida dos virions é acompanhada de lise celular.
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1.2.2 Patogenia

Cada ciclo infeccioso do virus herpes simples dura cerca de duas semanas (ver
Figura 5). A infecgdo primdria ocorre devido ao contato direto entre o individuo sadio e o
infectado. O virus penetra através de solugdes de continuidade no epitélio e lesdes nas
mucosas bucal e genital. A replicagiio viral ocome nas células localizadas na base da lesdo.
Ocorre formagZio de vesiculas e o liquido vesicular contém virions infecciosos. Poucos dias
depois, hi formagdo de tilcera que acaba sarando sem qualquer necessidade de tratamento.
Na quase totalidade das vezes a lesdo herpética é localizada e desaparece sem deixar
vestigios. No entanto, muito cuidado deve ser tomado durante cada recorréncia da
infecgdio. Nio se deve furar as vesiculas devido ao risco de contaminagiio de outras partes
do corpo, especialmente os olhos. As ceratites causadas por herpesvirus em geral tém
conseqiiéncias desastrosas, podendo ocasionar dlcera de comea e, conseqiientemente,
perda da visdo.

Poucos dias antes do desaparecimento da lesio herpética, os virions disseminam-se
pelos tecidos adjacentes e atingem os neurdnios que inervam o tecido afetado. A seguir,
migram através de seus axonios até o ginglio mais proximo. No caso de HSV1, o ginglio
atingido ¢ o trigémeo, enquanto que no de HSV2 o génglio atingido é o lumbosacral. Uma
vez no génglio, estabelece-se uma situagfio de infec¢dio latente que eventualmente pode ser
reativada. Diversos fatores podem ocasionar a reativagdio da atividade viral. As mais
importantes sdo estresse emocional, trauma, frio, luz solar, irritagfio géstrica, febre, ciclo
menstrual e imunossupressio. Nio € conhecido o mecanismo adotado pelo herpesvirus
para permanecer em estado de laténcia. A explicagdo mais simples é a que considera a
possibilidade de o DNA viral tornar-se incorporado ao DNA neuronal (lisogenia).
Entretanto, ndo se sabe explicar como isso poderia ocorrer em células nfo replicantes

como as nervosas. Uma vez reativados, os virions migram de volta para o tecido
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" onginalmente infectado e o ciclo recomega. As reativacdes podem ocorrer em intervalos
de semanas ou meses. Esses intervalos véo tomando-se cada vez maiores a medida que o
individuo envelhece e eventualmente podem cessar as recorréncias (Roizman, 1991;

Murray et al, 1992; Collier & Orford, 1993).

Contato inicial com o virus

Virions migram
para o tecido

Invaséo tecidual

Reativacéo

Penetraco celular

Replicacéo viral

Estimuo Mot ceuar

Liberagdo dos virions

Vesiculas I—t Ulceras

Cura ap6s cerca
de duas semanas

Figura § - Esquema do ciclo evolutivo do virus herpes, ilustrado para o caso de infecgdes
cutineas.

Virions tomam-se
latentes

Virions migram para o
ganglio através dos
Nervos sensoriais

1.2.3 Combate a0 virus herpes simples

Até o presente momento nio ha cura para os individuos infectados com HSV. Uma
vez que o virus migra para o géinglio, através dos neurdnios que enervam a regio

infectada primariamente, iniciando a fase latente do virus, o individuo sofrera ataques
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reincidentes pelo resto da vida. A periodicidade desses ataques, no entanto, pode ser
controlada através do uso continuo de medicamentos apropriados.

A tatica usualmente empregada para combater as infecgdes por HSV baseia-se na
interferéncia e obstrugio de seu ciclo replicativo. HSV1 e HSV2 séio capazes de produzir
duas enzimas que lhes sdo essenciais: DNA-polimerase e timidina-cinase (TK). As
tentativas mais bem sucedidas no combate ao HSV envolvem o uso de substancias capazes
de inibir simultaneamente TK e DNA-polimerase. Embora o hospedeiro humano também
seja capaz de sintetizar essas enzimas, a grande diferenga de escala evolutiva entre virus e
homem resultou em grandes diferencas estruturais e cataliticas entre as enzimas
codificadas pelo HSV e pelo homem (ver Segéio 5.2.8, “Comparagéio das sequéncias de
timidina-cinase de HSV1 e humana”, pag.178). Dessa forma, torna-se possivel o
desenvolvimento de substancias capazes de inibir a agfio das enzimas virais sem que haja

consideravel inibicdo das correspondentes enzimas do hospedeiro.

2'-Deoxitimidina

A timidina-cinase ¢ uma enzima chave na rota bioquimica de aproveitamento das
bases pirimidinicas (Sanderson et al, 1988). A enzima catalisa a transferéncia do y-fosfato
do trifosfato de adenosina (ATP) para o grupo 5°-OH da 2’-deoxitimidina (dT), resultando

em 5°-monofosfato de timidina (5’-TMP), de acordo com a seguinte equagio:
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2'-Deoxitimidina Monofosfato de timidina

5°-TMP sera subseqiientemente fosforilado a 5°-trifosfato de timidina (5’-TTP) por

cinases e fosforilases pertencentes ao hospedeiro, de acordo com a equagio:

9] 0
Cinases
CH,y
HN celulares HN CH;
)\ | + 2AaTP —» 2ADP + 2H0+ )\ l

- Q N _ _ N

? TS T
HO—I;;-——O HO—-rl—o—F;-——O—Iﬁ—
0 | O
0 O s (o]
OH OH
Monofosfato de timidina Trifosfato de timidina

5°-TTP ¢ substrato da DNA-polimerase, e sera utilizado como matéria-prima

durante a replicagéio do material genético viral (ver Figura 6).
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Figura 6 - Replicagdo da molécula de DNA do HSV. Neste esquema, 0 crescimento da cadeia da-
se no sentido 5'» 3. A DNA-polimerase catalisa o processo de incorporagio das bases
nitrogenadas (G, C, T, A) na nova cadeia.

O farmaco de escolha no combate as infecgdes por HSV € o aciclovir, desenvolvido

nos laboratérios da Wellcome e comercializado sob o nome de Zovirax®.

HO—I/
Aciclovir
O aciclovir ¢ inibidor seletivo das enzimas TK e DNA-polimerase, apresentando
baixa toxicidade para o homem (Murray et al, 1992). Aciclovir ¢ inibidor competitivo da
TK e da DNA-polimerase, sendo fosforilado de forma semelhante & 2’-deoxitimidina,

durante o processo de inibigdo, como pode ser visto nas equagdes que se seguem:
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O trifosfato de aciclovir ¢ substrato da DNA-polimerase viral e, portanto, também
sera utilizado como matéria-prima durante a replicagio do material genético viral. No
entanto, devido ao fato de o aciclovir ndo possuir hidroxila equivalente 4 3°-OH da 2’-
deoxitimidina, o crescimento da cadeia do DNA replicante sera interrompido (Coen, 1996)

(ver Figura 7). Por esse motivo, o aciclovir pertence & categoria de agentes inibidores da

sintese de DNA.
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Figura 7 - Replicagfio da molécuta de DNA do HSV. Neste esquema, o crescimento da cadeia dé-

se no sentido 5’ 3'. A inclusdo da molécula de aciclovir na cadeia de DNA provoca a intermupgéo

do crescimento da cadeia devido 3 auséncia do grupo 3-OH.

Quadro 3 - Principais agentes anti-herpes (Hayden, 1996, Murray et al, 1992)

Nome genérico Nome comercial Mecanismo de agéo Aplicagéo®
Aciclovir Zovirax Inibidor de TK e DNA-polimerase. (IV, O, T, Oft
Famciclovir Farmvir Inibidor de TK e DNA-polimerase, |O
Foscamet Foscavir Inibidor de DNA-polimerase. v, 0
Ganciclovir Cytovene Inibidor de TK e DNA-polimerase. [V, O
Idoxwridina Herpes, Stoxil, Dendrid | Inibidor de DNA-polimerase. Oft
Penciclovir - Inibidor de TK e DNA-polimerase. |-
Sorivudina - Inibidor de TK e DNA-polimerase. |-
Trifluridina Viroptic Inibidor de DNA-polimerase. Oft
Valaciclovir Valtrex Inibidor de TK e DNA-polimerase. | O
Vidarabina Vira-A Inibidor de DNA-polimerase. IV, Oft

® IV, intra venoso; O, oral; T, topico; Oft, oft&lmico.

Além do aciclovir, outras substincias tém sido desenvolvidas como alternativas no

combate a0 HSV. O Quadro 3 mostra os principais compostos utilizados atualmente no

combate ao herpes simples.



53

0] O
N N N
I )i /I\>
" k\l
OAcC
Ganciclovir Penciclovir Fameiclovir

NH,

o)
N | CH==CHBr
N/ \> HN HN

Vidarabina Idoxuridina Sorivudina

FsC
NH

I N/KO

HO

OH

Trifluridina



54

1.2.4 Derivados da ﬂz-feuil-(substituido)-guanina

Wright e colaboradores investigaram nova série de inibidores de HSV TK
derivados da N’-fenilguanosina (Focher et al, 1988). Varios derivados da N2-
fenilguanosina, substituidos nas posigdes meta e para do anel fenilico, foram sintetizados e

testados em relagdo a sua capacidade de inibir a fosforilagiio da 2’-deoxitimidina.
O
N
Hﬁ 3
C\ HJ*‘
N
: iH iH

uz-FeniIguanosina

As N’-fenilguanosinas exercem inibigio do tipo competitiva com a 2’-
deoxitimidina pelo sitio ativo de TK, sendo, porém, resistentes a fosforilagiio (Focher et al,
1988). Isso significa dizer que as N*-fenilguanosinas nio podem atuar como inibidores da
DNA-polimerase. Essa observacio reduz a potencialidade das Ijz-fenilguanosinas como
possivets agentes anti-herpes para utilizagfio em clinica médica. No entanto, o objetivo do
trabatho de Wright e colaboradores nio foi propriamente o desenvolvimento de
substiincias a serem adotadas em clinica médica, mas sim a execugio de estudo que
permitisse a ampliagio do conhecimento do mecanismo de inibigio de TK, no plano
molecular. Embora as Ijz-fenilguanosinas tenham se mostrado mais ativas, os autores
optaram por executar os estudos de relagdes estrutura-atividade com derivados da N°-

fenilguanina, devido as dificuldades de sintese daquelas.
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N_Z-Fenilguanina

Wright e colaboradores realizaram dois trabalhos de relagdes estrutura-atividade,
sendo que um em nivel qualitativo (SAR - Structure-Activity Relationships) (Hildebrand et
al, 1990) e outro em nivel quantitativo (QSAR - Quantitative Structure-Activity
Relationships) (Gambino et al, 1992). Este envolveu 36 derivados da NZ-fenilguanina,
substituidos nas posigdes meta e para do anel fenila (ver Tabela 1). O objetivo desses
trabalhos foi verificar a influéncia dos fatores lipofilico, eletronico e estérico dos
substituintes do anel fenila sobre a atividade inibitéria dos derivados da N*-fenilguanina. O
conhecimento da influéncia desses fatores podem auxiliar a elaboragfio de hipoOteses sobre
o mecanismo de interagdo dos derivados da N?-fenilguanina com o sitio ativo de TK, bem
como sobre a propria configurac¢iio do sitio ativo. Resumidamente pode-se dizer que ndo
foram obtidos coeficientes de correlagio acima de 0,9, nas equagdes que correlacionam
estrutura quimica e atividade biolégica, € que o fator eletrénico ndio foi satisfatoriamente
parametrizado. Foram também verificadas diferengas acentuadas na influéncia dos fatores
lipofilico e eletronico sobre a atividade das N*-fenilguaninas sobre HSV1 TK e HSV2 TK.
Essas observagdes abrem espago para investigacdo subseqilente, em que podem ser
utilizadas técnicas diferenciadas para tentar esclarecer pouco mais 0 mecanismo de agéo
desses compostos no plano molecular,

Recentemente o grupo do Dr. G.E. Wright realizou os primeiros testes in vivo de
alguns derivados da Ij"—fenilguanina (Xu et al, 1995, Gebhardt et al, 1996; Kaufman et al,
1996), sendo que dois dos derivados testados (composto 1, 3°-CF3, 4°-H, e composto 15,

3’-H, 4’-H) estdo presentes na Tabela 1.
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Tabela 1 - Estrutura quimica e atividade inibitéria dos derivados da N>fenilguanina, contra HSV1
TK e HSV2 TK. ICsy é a concentragdo molar necessaria para provocar 50% de inibigio da
atividade enziméatica (Gambino et af, 1992).

X o
Y
HN" | N\>
“_,J\'-N NH
Log 1/1Cso Log 1/1Ceo

No X Y HSW1 HSV2 No X Y HSV1 HSV2
1 CFs H 682 700 19 CF,  Cl 470 630
2 CHN, H 610 582 20 CHOH H 460 470
3 H Br 800 622 21 CHNH, H 452 470
4 CHBr H 600 592 22 H CFs 452 440
5 H 596 506 23 H n-Pr 452 433
6 CHCl H 585 587 24 -CH=CHCH=CH- 440 500
7 ¢ H 582 646 25 Me n-Bu 440  °
8 Br H 582 622 26 H | 440 505
s & H 560 540 27 H Me 430 522
10 B Br 552 589 28 F F 430 568
1 nbr H 548 552 20 H n-Bu 430 430
12 N H 530 640 30 CI ci 400 452
13 Et Me 5,16 5,10 31 H Cl 4,00 4,30
14 cl F 510 560 32 H OH 385 470
15 H H 510 580 33 H Pr 370 4,00
16 ¢l Me 492 560 34 CHOH Me 357 370
17 -CH,CH-CH,- 482 500 35 H F 352 359
18 H Et 470 460 36 H nCsHiy 330 3,80

2 valor ndo medido.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS E METODOS

2.1 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho ¢ investigar o0 mecanismo da atividade inibitoria
das N*-fenilguaninas, no plano molecular. Pretende-se ampliar o estudo das relagdes
estrutura-atividade realizado por Gambino e colaboradores (1992), de forma que
parimetros calculados possam ser incluidos. Espera-se que a inclusdo de novos pardmetros
fisico-quimicos possa revelar detalhes ainda ndo conhecidos do mecanismo de interagéo
TK-inibidor. Para levar a cabo essa tarefa, utilizou-se como ponto de partida a pesquisa
realizada pelo grupo de Wright e colaboradores (Focher et al, 1988; Hildebrand et al,
1990; Gambino et al, 1992).

Pretende-se também elaborar hipotese sobre o modo de ligagdo das N-
fenilguaninas no sitio ativo de TK. Planeja-se utilizar como referéncia, o conhecimento
dos modos de ligagdo do substrato natural de HSV1 TK, 2’-deoxitimidina, e do inibidor
competitivo ganciclovir. O modo de ligagiio desses compostos foi elucidado recentemente
(Wild et al, 1995; Brown et al, 1995).

Finalmente, pretende-se utilizar 0 modo de ligagdo das N?-fenilguaninas para
verificar a validade dos resultados do estudo das relagdes estrutura-atividade.

Especificamente, os objetivos deste trabalho consistem em:

(a) Estudar as caracteristicas conformacionais e fisico-quimicas dos derivados da N’-

fenilguanina,
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(b) Estabelecer relagdes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade biologica
desses compostos, utilizando-se indices de reatividade e pardmetros moleculares
calculados, além de constantes de substituintes classicas;

(c) Estudar os detalhes estruturais do sitio ativo de HSV1 TK e os diversos residuos que
participam do processo de interagiio;

(d) Desenvolver modelo estrutural para HSV2 TK utilizando-se técnicas de modelagem
molecular;

(e) Propor modelo de interagéio entre as N’-fenilguaninas e o sitio de HSV TK;

(f) Interpretar os resultados do estudo das relagbes estrutura-atividade em termos de

interagdo dos derivados da N*-fenilguanina e residuos do sitio ativo de HSV TK.

A seguir s3o anunciados os métodos gerais utilizados nas principais etapas do
presente trabalho. Os detalhes de alguns procedimentos podem ser consuitados ao longo

dos proximos capitulos.
2.2 SELECAO DOS COMPOSTOS

Tendo em vista a natureza computacional do presente trabaiho, fez-se a selegio do
grupo de compostos derivados da N-fenilguanina a partir de pesquisa bibliografica.
Alguns critérios foram utilizados nessa sele¢éio: (a) os compostos devem ser derivados de
estrutura quimica comum, em que a diferenga entre cada um deles resida apenas no tipo de
substituinte quimico presente em posi¢Oes definidas da molécula; (b) os substituintes
quimicos devem apresentar boa variabilidade de propriedades lipofilica, eletrénica e
estérica, para que seja possivel detectar a influéncia dessas propriedades sobre a atividade
biologica; (c) o grupo de compostos deve ser suficientemente numeroso para que modelos

guantitativos mais complexos possam ser testados; (d) os compostos devem ter atividade
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biologica definida e agirem pelo mesmo mecanismo de ac¢iio; (¢) a atividade biologica deve
ser determinada quantitativamente, seus valores devem ter variabilidade adequada, serem
uniformemente distribuidos ao longo da série de compostos e, finalmente; (f) devem ser de
fonte confiavel.

O presente trabatho utiliza as medidas das atividades biologicas da série de 36
derivados da N’-fenilguanina, publicadas em trés artigos pelo grupo de pesquisa do Dr.
George Wright, do Department of Pharmacology — University of Massachusetts Medical
School (Focher et al, 1988; Hildebrand et al, 1990; Gambino et al, 1992). Até onde pdde-se
saber, os requisitos acima foram satisfeitos quando da escolha desses artigos como fontes

de dados.
2.3 ANALISE CONFORMACIONAL

A analise conformacional realizada no presente trabalho compreende o estudo dos
mapas de energia conformacional obtidos pela rotagiio das ligages sigma que unem os
anéis fenila e guanina, dos derivados da N*-fenilguanina. Como séio duas as ligagBes sigma
gue unem esses anéis, os mapas conformacionais serfio superficies de potencial em que a
energia potencial conformacional sera func@io dos dngulos torsionais 8, e 02, que
correspondem aquelas ligagdes sigma (ver Figura 16, pag.109).

Fez-se a estimativa da energia potencial conformacional dos derivados da N%-
fenilguanina através do calculo de seus calores de formacgio. Na execucdo do calculo do
calor de formagdo, utilizou-se o método semiempirico de calculo de orbital molecular
AM] (Dewar et al, 1985), disponivel no programa MOPAC 6.0 (Stewart, 1990a). O calor
de formacgio nio mede exclusivamente a energia conformacional, mas o inclui como parte
do total. Considerando-se dada molécula capaz de adotar duas conformagdes diferentes, a

diferenca entre os calores de formagfio dessas conformagdes, calculados pelo método
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AM1, corresponde a diferenca de energia conformacional que uma possui em relagéo a

outra.
2.3.1 Fundamentos do método AM1

O método AM1 € baseado na aproximagio NDDO (neglect of diatomic differential
overlap), ¢ ¢ considerado o estagio final da série de métodos baseados nessa aproximagio
(MINDO/3, MNDQO, AM1 e PM3). PM3 ndio é método novo (Stewart, 1989a e 1989b),
mas apenas a reparametrizacio de AMI1. A aproximagio NDDO despreza apenas o
recobrimento (differential overlap) dos orbitais atomicos centrados em atomos diferentes.
Assim, todas as integrais de dois elétrons e dois centros do tipo (uv|AG), em que p e v
estio centradas no mesmo atomo e A ¢ ¢ também estdo centradas no mesmo atomo (mas
ndo no mesmo atomo onde estdo | e v) sdo mantidas. O método AM1, e os demais
métodos com aproximagio NDDO, dividem o 4tomo em duas partes: elétrons de valéncia
e cerne (nucleo e elétrons das camadas internas).

A equagdo de Roothaan-Hall para sistemas de camada fechada é

FC = SCE , (1
- em que F ¢ a matriz de Fock, C ¢ a matriz dos autovetores {(coeficientes dos orbitais
moleculares), S € a rﬁatriz de recobrimento (overiap) e E ¢ a matriz dos autovalores
(energias dos orbitais moleculares) (Szabo & Ostlund, 1996). Todos os métodos
semiempiricos possuem em comum a aproximacgio de S ser substituida por uma matriz
identidade, I, em que os elementos da diagonal sdo iguais a 1 ¢ os elementos fora da
diagonal sdo iguais a zero. Portanto, nos métodos semiempiricos a equagdo de Rhoothaan-
Hall fica reduzida a

FC=CE , (2)

que € a forma matricial padrio.
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E importante ressaltar que embora a matriz de recobrimento seja uma matriz
identidade, nfio significa que todas as integrais de recobrimento sejam iguais a zero,
durante o calculo da matriz de Fock. Em verdade, muitas dessas integrais sdo diferentes de
zero (ver Equacfo (10), adiante).

Os elementos da diagonal da matriz de Fock, F, siio definidos por (Leach, 1996)

B =HZ™ + T [P (it )= 2 o (v )]

, 3)
+2 2 2B.(umidro)

BxA hemB oemB

em que H™ representa a contribuicdo da energia resultante do movimento dos elétrons de

valéncia movendo-se no campe do ceme, Py, sfo elementos da matriz densidade e a

notacic (Lv|AG) representa a integral
(v Aoy = drldrz¢;(1)¢\,(1)r—1¢1(2)¢,,(2) , @

em que $,(1) € a fungio de base representada por ., sobre o atomo 1, e d); (1) € o seu

conjugado complexo. O termo H'™ € definido por

HE™ =U, -V, , (5)

B=A
em que Uy, € a energia do orbital ¢, no campo do cerne de seu proprio atomo (A), que por

sua vez € definido por

Uw[d»,.—%V’— % ] - ©

In-R, ™"

O operador —1/2V? fornece a energia cinética do elétron no orbital ¢, e o segundo
termo no interior da integral fornece a energia potencial da atragio elétron-cerne, sendo
que Z, ¢ a carga do cerne do atomo A, r; é o vetor posi¢iio do elétron 1 € Ra € o vetor

posigio do nucleo do atomo A.
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Os demais elementos da matriz de Fock sfo definidos por

3 1
F;.w = H;w + _2_P|.w (I-W | I-W) - ‘E(Ppu (!J-Pl ' W)

, M
+3 ) 2P, (uv|Ao) , pevemA
BzA iemB ocemB
em que
H™ =_ZVWB ; @®
BzA
e por
E, =H3™® —%z D P (uo|vA) , pemAevemA 9)
AemBogemA
em que
come |
Hz =ESW(B.4+B\,) . (10)

O termo S, € a integral de recobrimento entre os orbitais ¢y € §v, ($/¢), € B e By
siio pardmetros ajustaveis. Os termos Vg € Vg 380 fungBes de atragio cerne-elétron, de
um elétron e dois centros. Esses termos representam a atragiio existente entre a distribuigio
eletrénica ¢udy ou ¢udy, localizada no atomo A, e o cerne do atomo B.

Vi = ~Zp(Ual4 [SpSp) (11
Ve =—Zg(av, [8p83) (12)
em que sg é um orbital do tipo s localizado no 4tomo B.

A diferenga fundamental entre os métodos MNDO ¢ AMI1 estd na fungio de

repulsio do cerne (core repulsion function), E ag, de acordo com a Equagdio (13).

Z.Z
E.s =Enpo + l: 2 KAi {Zexp[— LA; Rz _MAi)Z]
AB i
(13)

+ E_Knj exp[— LBj (R~ MBj )2 ]}
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em que Expnpo € a fungdio de repulsio do cerne do método MNDO e os termos que
excedem Eynpo so fungdes Gaussianas esféricas, cujas dimensdes sdio definidas pelo
parimetro L. Os simbolos K e M representam parfimetros ajustaveis. O termo Eynpo €

definido por
Eyapo =Z,Z5(5,8, |spsp)il +exp(-a R ;) +exp(—a R ;)] . (14)

Se o par atémico AB for NH ou OH (par do tipo XH), Emnno ¢ calculado através
de

Epnpo = ZxZy (3x8x | SuSu )l +Ryy exp(—0 xRy )
(15)
+ Ry exp(—ct g Ry )]

2.3.2 Critérios de convergéncia do cdlculo SCF em MOPAC

As iteragdes do célculo SCF (self-consistent field), em MOPAC, sfo interrompidas
quando dois testes s#o satisfeitos: (a) quando a diferenca na energia eletrbnica entre duas
iteragdes consecutivas for menor que um valor de corte ajustavel (107 kcal/mol, ou 107
kcal/mol se a palavra-chave PRECISE for utilizada, como foi o caso deste trabalho), e a
diferenca entre trés iteragdes consecutivas for menor do que dez vezes aquele valor de
corte e (b} quando a diferenga entre os elementos da matriz de Fock de duas iteragdes
consecutivas for menor do que um valor pré-estabelecido (Stewart, 1990b).

Os métodos semiempiricos presentes em MOPAC (MIND{(/3, MNDO, AM1 ¢
PM3) utilizam seis metodologias para obter a convergéncia do calculo SCF: (a)
convergéncia normal (a matriz de Fock inicial gera & matriz densidade inicial, que por sua
vez gera nova ¢ melhor matriz de Fock, que gera nova e melhor matriz densidade,...). Em
geral esse processo leva a convergéncia do célculo SCF. No entanto, as duas principais
situagdes que dificultam a convergéncia sdo (i) matriz densidade inicial de ma qualidade e

(i1) equagbes que convergem lentamente devido a processo lento de transferéncia de carga
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ou a oscilagdes persistentes (long-lived oscilation). Nesses casos outros métodos de
convergéncia podem ser utilizados: (b) amortecimento de oscilagdes (oscilation damping);
(¢) interpolagdo de trés pontos da matriz densidade (three-point interpolation of the density
matrix); (d) deslocamento do nivel de energia dos orbitais virtuais (energy-level shift
technique), (¢) método de Pulay; e (f) o convergente de Camp-King (para detalhes desses

métodos, ver Stewart, 1990b).
2.3.3 Critérios de otimizaciio de geometria molecular

Em termos ideais, a geometria molecular é considerada otimizada se ngo for
possivel baixar o calor de formag#io através de qualquer distorgio da geometria. Embora
esta condi¢dio raramente seja atingida, MOPAC considera a geometria molecular como
otimizada se uma ou mais das seguintes quantidades for suficientemente pequena (Stewart,
1990b): (a) a variagiio prevista da geometria; (b) a variagdo prevista do calor de formagéo
ou; (¢) a atual norma do gradiente, ou seja, 0 modulo do vetor das derivadas da energia em
relaglio is coordenadas (Stewart, 1990a).

O valor da norma do gradiente pode ser especificada pelo usudrio, através da
palavra-chave GNORM. O valor padrio de GNORM & 1,0. No presente trabalho, adotou-
se 0 valor d¢ GNORM = 0,1 para & analise conformacional ¢ GNORM = 0,01 para o

cilculo das propriedades utilizadas no Capitulo 6.
2.3.4 Célculo do calor de formaciio

No método AMI, a energia eletronica, Eaar, € a energia de repulsdo nuclear, Epq,

siio calculados através de

1
Eelet =EZZPI-W(HP\' +F;,w) (16)
[TREERY
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Epi =22 B . an

Nas Equagdes (16) € (17), P, e F,, séio os elementos da matriz densidade (P) e da
matriz de Fock (F), obtidas durante o processo de SCF, e Hy, corresponde aos elementos
da matriz de integrais de um elétron (H). O termo Eap ¢é fungfo de repulsfio nuclear de
cada par de atomos A e B (Dewar et al, 1985). A soma de Eaar ¢ Enua representa a energia
liberada quando os 4tomos ionizados e seus elétrons de valéncia combinam-se para formar
a molécula. O calor de formacdo molecular no estado padrio, AH;, é obtido
acrescentando-se a essa soma a energia necessaria para ionizar os elétrons de valéncia dos
atomos da molécula, Eq(A), calculada através de pardmetros semiempiricos, e a entalpia

padrdo de atomizagio, AH; (A) (Stewart, 1990a).

AH; =E, +E_, +Y E (A)+ Y AH:(A) (18)

E importante ressaltar que o calor de formagdo liberado nos resultados do método
AM1 corresponde ao calor de formagdo experimental, ou seja, referente & temperatura de

25°C, e ndio ao calor de formacéo da geometria de equilibrioa 0K !
2.4 CALCULO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QU IMICAS

O estudo de relagBes quantitativas entre estrutura quimica e atividade biologica
requer a utilizagio de propriedades fisico-quimicas para a construgio de modelos
quantitativos que possam explicar a atividade biologica de dada série de compostos.
Muitas das propriedades utilizadas nesse tipo de estudo sdo constantes de substituintes, ou
seja, propriedades fisico-quimicas que se referem aos substituintes da série de compostos,
¢ nio propriamente aos compostos. No presente estudo, utilizaram-se nfo somente
constantes de substituintes, tais como a constante lipofilica de Hansch-Fujita (Fujita et al,

1964) ¢ a constante eletronica de Hammett (Hammett, 1937), mas também propriedades



moleculares. Neste trabalho, utilizaram-se as seguintes propriedades moleculares: energia
do orbital molecular ocupado de mais alta energia (Enomo), energia do orbital molecular
desocupado de mais baixa energia (sLumo), dureza molecular (1), volume molecular de
van der Waals (Vygw), momento dipolar (i) e polarizabilidade molecular (). Além disso,
utilizaram-se propriedades que estdo relacionadas a atomos especificos da molécula: carga
atdmica liquida do n-ésimo atomo (Q,) e indices de reatividade atdmicos relacionados aos
~ orbitais de fronteira. Os indices de reatividade utilizados foram a densidade eletrofilica de
fronteira do n-ésimo atomo (F.’) e a densidade nucleofilica de fronteira (F,*™) (Chin e

Song, 1981).
2.4.1 Energias do HOMO (guomo) ¢ LUMO (ELymo)

O calculo de gnomo € eLumo € feito durante o processo SCF do método AM1. Os

valores de egomo € ELumo aparecem na matriz de autovalores, E, e, naturalmente, referem-

se & geometria molecular otimizada.
2.4,2 Dureza molecular (n)

A dureza molecular é uma medida da intensidade da atragio entre os nucleos
atémicos e a nuvem eletrénica molecular. A definigio qualitativa da dureza molecular est4
intimamente relacionada a da polarizabilidade, uma vez que a diminui¢iio da diferenca
entre as energias do HOMO e LUMO geralmente resulta no aumento da polarizabilidade
da molécula. A dureza molecular € calculada segundo a Equaciio (19) (Parr & Pearson,

1983).

M= (Eromo — Enomo )/ 2 (19)
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2.4.3 Volume de van der Waals (VvdW)

O volume molecular de van der Waals foi calculado pelo algoritmo de Higo e G5
(1989), implementado computacionalmente (programa SURF) pelo autor (Gaudio e
Takahata, 1992). O método baseia-se na construgdo de um paralelogramo capaz de conter
a molécula, cujos atomos s#o representados por esferas interpenetrantes, centradas nas
coordenadas atémicas e possuidoras de raio de van der Waals. O paralelogramo é dividido
em cubos de 2 A de aresta, que sio denominados cubos do nivel 1. A seguir os cubos do
nivel 1 s3o subdivididos sucessivamente em cubos de nivel 2 (1 A de aresta), 3 (0,5 A de
aresta), 4 (0,25 A de aresta) e 5 (0,125 A de aresta). Se o operador desejar, a subdivisdo
pode chegar até o nivel 8 (0,015625 A de aresta). Quanto mais elevado o nivel, melhor a
qualidade do calculo. Quando se atinge o nivel desejado, comega-se a contar o volume dos
cubos que estdo localizados no interior da molécuia e a desprezar aqueles que se localizam
no exterior. Os cubos localizados na superficie das esferas atGmicas tém apenas 0,482 de
seu volume (e ndio 0,5, devido a curvatura da superficie da esfera) computado para compor
o volume molecular O Vyw dos derivados da Ez-fenilguanina foram calculados
utilizando-se o nivel 7.

Alguns métodos alternativos de calculo do volume molecular estdo disponiveis
(Hermann, 1972; Richmond, 1984; Karfunkel & Eyraud, 1989; Pascual-Ahuir & Silla,

1990) e seus resultados apresentam, em geral, boa concordancia.
2.4.4 Cargas atémicas eletrostiiticas (Qn)

As cargas atOmicas derivadas do potencial eletrostitico molecular, também
chamadas de cargas atémicas eletrostaticas, sdo o conjunto de cargas atdmicas capazes de
reproduzir o potencial eletrostatico molecular, obtido a partir da fungio de onda molecular

(Scrocco & Tomasi, 1973; Williams & Yan, 1987).
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O potencial eletrostitico molecular no ponto r, V(r), é definido como o trabatho
necessério para mover uma carga positiva (+1) do infinito até o ponto r, através do campo
eletrostatico molecular. A energia de interagio eletrostatica entre a molécula e uma carga
g, colocada no ponto r, é qV(r). O potencial eletrostatico molecular é resultante da
contribui¢io nuclear, Vuuu(r), € eletronica, Vyadr).

V)=V (@) +V,, () | (20)

No caso da molécula que possui M nicleos, a contribui¢éo nuclear é dada por

z
—Ir—;t l ) (21)

Mz

Vi (1) =

ES
I,

enquanto que a contribui¢io eletrénica é dada por
dr'p(r'
Vo (1) = —IL(,) : 22)
|r—r|
em que r' € o vetor posicdo do elemento de carga eletrdnica responsivel pelo potencial

eletrostatico na posi¢do r e p(r') € a fun¢@o que define a densidade eletronica na posigio r'.

A representagio discretizada Vgq(r) é dada por

Vau ©=-Z T8, 2R g 23)

[r—r'|

O potencial eletrostatico molecular é uma fing#o continua (contribuigéo eletrdnica)
¢ de forma analitica dificil de representar. A implementa¢io computacional do célculo do
potencial eletrostatico molecular implica na discretizagfio de sua representagdo. O objetivo
¢ calcular o valor de um conjunto de cargas, localizadas nas coordenadas atémicas,
capazes de reproduzir o potencial eletrostatico mecdnico-quéntico numa série de pontos
(grid) ao redor da molécula (Leach, 1996). Cox e Williams (1981) propuseram solugio
para este problema.

De acordo com Cox e Williams, o potencial eletrostatico molecular deve ser

calculado sobre cada um de uma série de pontos da grade ao redor da molécula, a partir da
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fungdo de onda molecular. Utiliza-se procedimento de ajuste de minimos quadrados (least-
squares fif) para determinar o melhor conjunto de cargas que reproduzem o potencial
eletrostatico naqueles pontos, sujeito & condigdo de que a soma total dessas cargas seja
igual a carga liquida da molécula. O processo de ajuste tem como objetivo minimizar a

soma dos quadrados das diferengas no potencial eletrostitico. Dessa forma, se o potencial

eletrostatico, calculado a partir da fungdo de onda, num ponto é V; e o valor do potencial

eletrostatico, calculado a partir das cargas atémicas, nesse ponto é V™" | entdo o objetivo &

minimizar a fungfio (Leach, 1996)
Nl)m
R= Zwi(vio - Vi) > (24)
i=1
em que Npomwos ¢ 0 numero de pontos na grade e w; é um fator-péso que atribui a
importéncia relativa dos pontos da grade.

A N-ésima carga atomica depende do valor das demais, porque a soma deve ser

igual a Z, a carga molecular. O valor da N-ésima carga é dada por
N-1
qQy =Z- Z q; . (25)
F=

O potencial eletrostitico devido as cargas gj no ponto i & dado pela lei de Coulomb

N-1
N . Z- zl q;

vicllc = ] F
;‘ 4ne,r,  4ng,ny

, (26)

em que r; € a distincia entre a carga j e o ponto i. A minimizagdo da fungdo R implica em

fazer

OR | Tomm 0 xyony OV
_— =2 AV, =V, — =0 . 27
MR @

Esta equagio pode ser escrita da seguinte forma:
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o ZY1 1) Bl (1 1Y 11|49
Eo(v-Z) 2L S E (22l e

A Equagdo (28) e pode ser rearranjada na forma matricial AQ = a. A matriz das

cargas é determinada através de Q = A™'a (Cox & Williams, 1981; Williams & Yan, 1987,
Leach, 1996).

As cargas atomicas utilizadas neste trabalho foram derivadas a partir do potencial
eletrostatico molecular gerado pela funcio de onda AMI. A superioridade das cargas
geradas a partir do potencial eletrostatico molecular sobre as cargas de Mulliken e de
Loéwdin tém sido freqiientemente citada na literatura (Ferenkzy et al, 1990; Besler et al,

1990; Orozco e Luque, 1990).
2.4.5 Momento dipolar (i)

O momento dipolar molecular corresponde a soma das contribui¢gdes dos momentos

de dipolo nuclear e eletrénico.
B =Haa t e (29)
A contribuicio dos nucleos atdmicos para o momento dipolar total pode ser
calculada de forma semelhante ao calculo do momento dipolar de um conjunto de cargas

discretas. Considerando-se dada molécula que possui M atomos, sendoe que o A-ésimo

atomo possui carga Z, e posigdo R,, tem-se

M
=YZ,R, . (30)
A=l

A contribuigfo eletrGnica para o momento dipolar total deve ser calculada levando-
se em consideracdo a distribuicdo continua da nuvem eletrGnica molecular. Neste caso,

deve-se aplicar o operador momento dipolar, r , na fungéo de onda molecular e integrar
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sobre todo o espago (dt = dxdydz). No sistema molecular com N elétrons e cuja fungdo de

onda total é ¥y, tem-se

P = J-dtlpo[i_ri}Po (1)

i=1
Na Equagic (31), o operador momento dipolar, r, foi substituido pela soma das
contribui¢des de cada elétron para o momento dipolar eletrénico. Pode-se rescrever a

Equacio (31) em termos da matriz densidade, P, obtida no calculo SCF do método AM1.

P = 2. 0P, dth, (-1)b, (32)

Pt vt

Devido ao fato de o operador momento dipolar possuir componentes nas diregdes
X, y e z, a Equagiio (32) € a resultante das contribuigdes nessas trés diregbes. A
componente na dire¢do x da contribuigéio eletronica do momento dipolar pode ser escrita

como

M = 22 P, fdud, (-x)0, . (33)

p=1 v=1

2.4.6 Polarizabilidade molecular (x)

Em MOPAC, dois métodos sdo utilizados no célcuto da polarizabilidade molecular:
expansio em série do momento dipolar e expansfio em série da energia total do sistema

molecular (Kurtz et al, 1990).
Se dada molécula encontra-se sob a influéncia de um campo elétrico externo, F, seu

momento dipolar, p;, pode ser expandido em série, de acordo com a Equagio (34).

B, =u +o.F, +(1/2)B,FF, +(Q1/6)y,FRF +... , (39)



72

em que | ¢ o momento dipolar permanente e ay;, By € Yiu sdo elementos dos tensores da

polarizabilidade lincar e das hiperpolarizabilidades de primeira e segunda ordens da
molécula, respectivamente.
De forma semelhante ao momento dipolar, a energia da molécula sujeita ao campo

elétrico externo também pode ser expandida em série.

Eg =Eg) - WF -1/ 2D ;FF;, - (1/3)P,FEF, - (1/ 4!)waiFijFt —~uey (35)
em que Eg) € a energia do sistema na auséncia do campo elétrico e F;, F;, etc. sio os
componentes do campo aplicado.

Alinhando-se o campo elétrico externo a um dos eixos cartesianos, eixo x por
exemplo (F, 0, 0), os valores do momento dipolar perturbado (u1x) e das polarizabilidades
a0 longo desse €ixo (Qx, P, Yxxxx) podem ser obtidos. Nesse caso, as egs. (34) e (35)
tornam-se, respectivamente,

e =By +gF + (U 2B F +(1/6)y, F +..., (36)

Em =Eq — 1, F, (/2o F2 —(1/30B F - (V/4)y o Fl —-.., (37
Truncando-se a Equagdo (36) apés F. e estimando-se |1, para quatro intensidades
de campo elétrico diferentes (1F; e +2F,), produz-se quatro equagdes a quatro incognitas.
Resolvendo-se o sistema para oiy, obtém-se
0B = 2/3) ey = Meery 1= (/12 [Msr ~ oo, )] (38)
Truncando-se a Equagdio (37) apos F! e procedendo-se de maneira idéntica a
'_ Equagio (36), obtém-se

a_F’= (5/2)Eq, —(4/3)[E, +E ¢,]1+ (M12)[Egyg , +E g5 ], (39)
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Alinhando-se o campo elétrico externo aos demais eixos cartesianos (0, Fy, 0) e (0,

0, F;), obtém-se os valores de ayy € oz A polarizabilidade média ¢ calculada através da
média aritmética das componentes da polarizabilidades nos eixos x, ye z.

a=1/3a, +a,+a,) . (40)

Meétodos alternativos de célculo da polarizabilidade molecular estdo disponiveis na

literatura (Dewar, et al, 1974; Abdul-Ahad et al, 1980; Dewar & Stewart, 1984; Lewis,

1989)
247 indices de fronteira

A teona dos orbitais de fronteira foi elaborada por Fukui e colaboradores (Fukui et
- al, 1952, 1954 e 1957) para explicar a reatividade preferencial de alguns 4tomos sobre
outros, numa molécula orginica particular, especialmente compostos aromaticos. De

acordo com a teoria dos orbitais de fronteira, a reatividade preferencial de um atomo sobre

outro frente a uma reagfo quimica, como por exemplo substitui¢do eletrofilica, nucleofilica
ou radicalar, estd relacionada a densidade dos orbitais de fronteira, HOMO, LUMOQ ou
ambos, respectivamente, sobre os atomos considerados. Assim, desprezando-se possiveis
impedimentos estéricos, 0 dtomo com maior densidade eletrbnica relativa a0 HOMO tem
. preferéncia na substituigdo eletrofilica.

Muitos indices de reatividade surgiram em fungio da teoria dos orbitais de
fronteira, Alguns exemplos s3c as superdeslocalizabilidades eletrofilica, nucleofilica e
radicalar, as densidades eletrofilica, nucleofilica e radicalar de fronteira, densidade de
elétrons =, polarizabilidade atomo-atomo, etc. (Ching & Song, 1981). No presente
trabalho, utilizou-se apenas as densidades eletrofilica e nucleofilica de fronteira.

A densidade eletrofilica de fronteira do n-ésimo atomo, F,” e a densidade

- mucleofilica de fronteira, F™, so calculadas de acordo com as seguintes equagdes:
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= , (41)
€ pomo
2 LEMO 2
o - 220 : @)
& Lumo

em que & V0 e ¢,""™© s3o os coeficientes do HOMO e LUMO do n-ésimo atomo,
respectivamente. Os indices de fronteira utilizados neste trabalho, F.> e F,®), foram
calculados a partir dos coeficientes da fung¢do de onda AM1.

Um ponto discutivel € a utilizag@io de pardmetros calculados a partir da energia dos
orbitais virtuais (LUMO) provenientes de calculos semiempiricos. S3o bem conhecidas as
deficiéncias dos métodos semiempiricos em relagio ao calculo dos coeficientes e energias
dos orbitais virtuais. A utilizagio de pardmetros calculados a partir de propriedades de
orbitais virtuais € bastante questionavel caso nio sejam tomadas as devidas precaugdes.
Em primeiro lugar, nfo é particularmente necessario que o valor absoluto de dada
propriedade seja conhecida para que ela possa ser utilizada no método de Hansch-Fujita.
Na verdade, € suficiente o conhecimento do valor relativo daquela propriedade para os
diversos compostos. Em geral, as moléculas utilizadas nas analises de QSAR siio bastantes
semelhantes, pois as diferengas entre cada molécula é resumida a presenga de substituintes
variados em posi¢des definidas da molécula-mée. Nesta circunstancia, torna-se aceitavel a
utilizacfo de propriedades derivadas de orbitais virtuais, visto que o que se deseja é a
tendéncia geral dos valores das propriedades do grupo de moléculas, em termos

quantitativos.
2.5 RELACOES ENTRE ESTRUTURA QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA

Utilizou-se o método de Hansch-Fujita (Hansch e Fujita, 1964; Kubinyi, 1993) no
estudo de relagles quantitativas entre estrutura quimica e atividade biolégica. Esse método

utiliza regresséo linear miltipla como instrumento matemdtico. As equagdes de regressio
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apresentadas neste trabalho foram geradas através do programa nio publicado denominado

- MRA (Multiple Regression Analysis), desenvolvido pelo autor. As varidveis apresentadas

em cada equacéio de regressdio foram selecionadas por busca sistemética, em que todas as
combinagdes envolvendo dado nimero de varidveis foram analisadas. A escolha das
melhores equagOes foi baseada nos valores do coeficiente de correlagiio e do desvio-
padrio. Entretanto, o limite de confiabilidade de 95% do coeficiente de cada variavel e a

distribui¢iio dos residuos também foram observados.
2.5.1 Regressiio linear miltipla

Dado um conjunto de varidveis independentes (ortogonais) Xi, Xz, ..., X;, ..., Xy, €
uma variavel dependente (de Xi) Y, promover a regressio linear de Y em funcdo das
variaveis X; significa criar um modelo do tipo

Y=b,+bX, +b,X, +...+b, X, , (43)
em que by, by, etc., séo constantes de ajuste.

Aplicar modelo de dependéncia linear sobre um conjunto de dados ndo
necessariamente significa que a dependéncia linear exista. Significa apenas que se acredita
que tal dependéncia exista. Ou seja, assume-se que a variavel Y depende da combinagéo
linear das varidveis X; e constréi-se o modelo. Faz-se, posteriormente, testes de validagiio
que possam caracterizar a significéncia estatistica do modelo linear.

O processo de regresséio linear multipla envolve os seguintes vetores e matriz:

Y, 1 X, X, ... Xy B, g 1
y= Y, X< 1 X, Xy, o X5 b= B, oo €, 1= 1

Yn 1 Xl,l Xn,z Xl,k Bk €
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em que n € o numero de objetos ou observacdes (compostos, no presente trabalho) e k € o
nmimero de variaveis independentes (ponstantes de substituintes e pardmetros fisico-
quimicos, no presente trabalho).
Y — vetor da variavel dependente (n x 1);
X - matriz das variaveis independentes (n x k+1);
B — vetor dos pardmetros a serem estimados (k+1 x 1),
€ —> vetor dos erros (n x 1);
1> vetordel (nx1)
Em termos exatos, executar a regresséo linear multipla significa determinar o vetor
de pardmetros B e o vetor dos erros £, tal que
Y=Xp+e . (44)
Em geral, a determinagio de B e £ nfio é possivel. Para isso seria necessério
examinar todos os valores possiveis de X e Y. Na pratica, utilizam-se os valores
disponiveis de X e Y, ou seja, X e Y, para obter a estimativa de B. O vetor b é o valor
estimado de B.
b=E(p) (43)
O calculo de b é feito através da minimizac#o da soma dos quadrados dos desvios
dos valores previstos de Y, Y , € 08 valores observados de Y, Y (Draper & Smith, 1981).
Sem entrar nos detalhes da diferenciagio da soma de €, o célculo de b é obtido através da
operacio
b=(X'X)"'X'Y , (46)
em que o apostrofo indica transposi¢do matricial e “~1” indica a inversio matricial. O
vetor b também ¢ conhecido como vetor dos coeficientes da regressiio linear.

O valor estimado de Y;, ‘}', , € dado por
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¥, =b, +b, X, +b,X,, +...+b,X,, . 47

A precisdo da regressio estimada € feita através da analise da varifincia da

- regressdo. A construgdo da tabela da analise de varidncia (Draper & Smith, 1981) permite

o calculo de trés propriedades capazes de medir o grau de ajuste do modelo linear ao

conjunto de dados em questdo: o coeficiente de correlagfio (r), o desvio-padriio (5) e o teste

de Fischer, razdo das varidncias ou teste-F (F). O célculo destas propriedades € baseado na

identidade
PXC AR NHCAERIED N A4S . (48)
que, pode ser lida como

88 dos valores observados em relagdo média = SS dos valores previstos em relagéo &

~ média + SS dos residuos ,

em que SS significa soma dos quadrados (sum of squares) ¢ Y é a média dos valores de

Yi.. Quanto menor for S§ dos residuos, ou seja, quanto mais proéximo SS dos valores

previstos em relacdo a média for de SS dos valores observados em rela¢do média, melhor

. 0 ajuste do modelo linear ao conjunto de dados. Baseado nesse argumento, define-se o

quadrado do coeficiente de correlagéo pela relagéo

(2 _ S8 dos valores previstos em relagio 2 média _ ;(\A’i -Y) <1, @9)
SS dos valores observadosem relagioa média > (Y, -Y)* ~

A definigdo acima implica em que modelos lineares bem ajustados possuem r

proximos a unidade.

O quadrado do desvio-padriio da regressdo ¢ definido por

§? = SS dos residuos _ z (Y, - §Yi )’ (50)
n - k-1 graus de liberdade n-k-1 ’

que implica em quanto menor o valor de s, melhor a regressdo.

O teste de Fischer € definido por
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SS dos valores previstos em relagéo a média Z ({ri ~Y)

Fe (k - 1) graus de liberdade _ k-1 (1)
- SS dos residuos Y=Yy
{n -k -1) graus deliberdade n—-k—1
que implica em
-V
P e G2

Como otermo 3 (Y, — Y)? deve ser maior possivel e s*, menor possivel, um valor

de F grande (ordem de dezenas ou centenas, até milhares) revela a boa qualidade de ajuste
da regressdo. O valor de F, mostrado nas equagdes de regressdo como Fg ny-1), deve ser
comparado com o valor minimo aceitivel para o teste, disponivel em tabelas que podem
ser encontradas na maioria dos livros de estatistica (Draper & Smith, 1981). Muitas tabelas
desse tipo podem ser encontradas, cada uma apresentando valores de referéncia para o
teste-F que correspondem a dado nivel de confiabilidade (p) que se espera que a regressio
possua. O valor geralmente tomado como referéncia corresponde ao nivel de
confiabilidade superior a 95% (p < 1 — 0,95 = 0,05). Em geral aconselha-se que uma
regressdo de qualidade razoavel deva apresentar teste-F no minimo cinco vezes maior do
que o valor minimo aceitavel. Como ndo € costume apresentar esse valor minimo nos
resultados da regressdo, deve-se apresentar o nivel de confiabilidade atual da regressfio,
que corresponde ao valor obtido para o teste-F (p < 0,0001 ¢ considerado 6timo resultado).

A andlise de varidncia indica a capacidade do modelo de fazer previsdes em relagéio
aos objetos incluidos na analise. Para medir a capacidade do modelo de fazer previstes em
relagdo a objetos nio incluidos na analise, deve-se langar mio da validagio cruzada (cross
validation). A forma mais popular de validagio cruzada ¢ a do tipo LOO (leave one out),
em que se exclui um dos objetos, faz-se a regressdo com n-1 objetos e utiliza-se a

regressdo obtida para prever o objeto deixado de fora do modelo. Repetindo-se o processo
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para todos os objetos, pode-se derivar o pardmetro PRESS (predictive residual sum of
squares).
PRESS =Y (Y, -Y;) (53)
Nota-se que PRESS é a soma dos residuos entre o valor observado e o valor
previsto do objeto deixado de fora no processo de validagio cruzada. Por isso, PRESS
devera ter menor valor possivel para que a regressdo possa ser considerada como tendo
boa capacidade preditiva. O pardmetro PRESS pode ser utilizado para obter os principais
indices que medem a capacidade de previsio da regressio linear: o quadrado do

coeficiente de correlagio das previsdes (Q%), o desvio-padrdo das previsdes (spress) € O

erro padréo das previsdes (SDEP).
PRESS
Qo (54)
i Z(Yi -Y)

'5 Viu-se anteriormente que o termo Y (Y, —Y)? corresponde & SS dos valores
f
| previstos em relacdo a média, e que deveria ter maior valor possivel, tendendo ao valor da

8§ dos valores observados em relacdo média, Z(Yi -Y)*. Portanto, a relagio

PRESS/ Z (?i ~Y)? deve ter menor valor possivel. Consequentemente, Q° devera ser

proximo da unidade para que a regress3o tenha boa capacidade preditiva.
O desvio-padrio das previsdes (spress) € 0 erro padrdo das previsdes (SDEP) sdo

calculados séo calculados de acordo com as seguintes equacdes:

PRESS
s = 55
PRESS n—k _1 ( )
SDEP — | PRESS (56)
n

Da mesma forma que PRESS, os parimetros spress € SDEP deverdio apresentar

menores valores possiveis para que a regressio tenha boa capacidade preditiva.
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2.5.2 Seleciio de varidveis por busca sistematica

Fez-se a selegiio de variaveis por busca sistematica. Para cada grupo de compostos
incluidos na analise (meta-substituidos, para-substituidos, etc.) foram analisadas todas as
regressies de log(1/ICso) em fungio de uma varidvel independente, todas as regressio de
log(1/ICs0) em fungdo de duas varidveis independentes, e assim por diante, até o maximo
de cinco variaveis independentes. A enorme quantidade de modelos a serem testados faz
com que s¢ja necessario optar-se por alguma propriedade da regressdo que indique sua
capacidade de ajuste e utiliza-la como pardmetro de selegio. Além do mais, é necessério
utilizar metodologia eficiente de calculo dessa propriedade para viabilizar a verificacdo de
todos os modelos no menor espago de tempo possivel. A propriedade escolhida foi o
coeficiente de correlagdo. A metodologia de calculo rapido que viabilizou a busca
sistematica € mostrada a seguir {Sachs, 1984; Kubinyi, 1994).

O coeficiente de correlagio da varidvel dependente Y em fungiio da i-ésima

variavel independente X, 1y, é dado por
I, = ——o— 7

em que Sy;, Syy € S;; sfo definidos de acordo com a Equagbes (58)-(60)
$, =2 Y X, -2 Y- X;/n (58)
S, =Y -(3Y)/n (59)
S; =3 x’-(x.)/n (60)

No caso dos modelos com duas variaveis independentes, X; e X;, o coeficiente de
correlagdo de Y em fungio de X; e Xj, ry 4, pode ser rapidamente calculedo por

2 2
L +E. =2, T, I
.y ¥ 1 rz)" ¥ 3 , (61)

i

2
Tyy =
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em que rj;, o coeficiente de correlagdo entre X; e X;, é dado por

= ] 62

- (©2)
O termo S;; € dado por

S; =YX X;,-¥X,-IX,/n . (63)

- O coeficiente de correlagio de Y em fungdo de X, X; e Xy, 1y, pode ser calculado
de acordo com

g =1=-0-15) A -15)-(1-13,) , (64)
em que Iy;; € Iy S8o dados por

r,.— I, T

rn. — ¥ yr 1 (65)
Ja-2)-a-)
e
2 (ryk-l rj l)
66
0o 0orh ©
O termo ry; € dado por
Ty ~ T Ty 67

T e-aen)
De forma semelhante, o coeficiente de correlagio entre Y e X, X;, Xk e X pode ser
calculado pelas seguintes-equagdes

=1—(1—r;fi)v(lﬂ-r;i)-(l—r;i)-(l—r;i) (68)

2 (ryhj Ty rﬂm) ’
i = (- r,hj) (- rkll]) )

5" 2 (70)

J(l _11 1
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Ty ~ Ty Ty
Te = i (71)
3 \/(1 - r;-i) -(1- r;-i)
Mg Ty
g = e 2 72)
J(l_rjk-i)‘(l_rjl-i)
Finalmente, o coeficiente de correlagdo entre Y e X;, X;, Xy, Xi ¢ Xn pode ser

%&alwladopelasequaqﬁes
! P =1-(-12)-0~22)- (-2 ) 0-2)- (-g) ()

= (G ~ T “Fimii)”
(1- r:l-ijk) (1= r:nljk)

- (74)

Lymi — ryk'ﬁ i rhn-ii (75)

i = e 76
T (o (76)

T o : (17)

I, = rhﬁ
migk
JA-1)-(-1hg)

Recentemente, nota-se o interesse pela utilizaglio dos algoritmos genéticos no
processo de selegfio de variaveis (ver as referéncias Kubinyi, 1994a ¢ 1994b, bem como as

referéncias citadas nesses artigos).
2.6 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACiDOS

O alinhamento dos grupos de seqiiéncias de aminoacidos, apresentados no Capitulo

5, foram feitos através do método MDM (Multal Data Matrix) (Dayhoff, 1978; Schwartz e
Dayhoff, 1978), implementado no programa Cameleon (1994). O alinhamento das
seqiiéncias nfo foi feito de forma completamente automatizada. Fez-se manualmente o
 glinhamento prévio dos padries de aminoécidos (motifs) que reconhecidamente sio

conservados em cada seqiiéncia. As partes previamente alinhadas foram mantidas juntas



83

durante o processo de alinhamento executado pelo algoritmo MDM. Esse procedimento
oferece maior seguranga no alinhamento de seqiiéncias longas, tais como aquelas
analisadas neste trabalho.

2.7 MODELAGEM MOLECULAR

Boa parte dos trabalhos executados no Capitulo 5 envolveram a manipulacsio da
estrutura cristalografica de HSV1 TK, que foi gentilmente cedida por Mark R. Sanderson e
John Champness, do Kings College, Londres. Como regra geral, os modelos de estruturas
tridimensionais de macromoléculas (arquivos PDB — protein data bank), que sio gerados a
partir da interpretacdo do padrio de difragiio de raios-X produzido pelo cristal da
macromolécula, ndo se encontram em condigdes de serem submetidos a célculos
moleculares (a discussio pormenorizada sobre esse assunto pode ser vista na Segéio 5.4.1,
“Preparagio da molécula protéica para célculos moleculares”, pag. 183). O futo é que
geralmente 0 modelo macromolecular tridimensional precisa ser preparado (clean up) para
ser devidamente reconhecido por programas de calculo molecular, via de regra mecénica
molecular. Fez-se a preparagiio da estrutura cristalografica de HSV1 TK através do mddulo
Protein Design do programa Quanta-CHARMM. Utilizou-se a versfo 22.3 do campo de
forca CHARMM (Brooks et al, 1983; MacKerell, Jr. et al, 1995). A preparacdo dos
ligantes associados & estrutura cristalogréfica de HSV1 TK, 2°-deoxitimidina e ganciclovir,
foi feita através do médulo Molecu!ar Editor do programa Quanta-CHARMM.

Fez-se constru¢io do modelo tridimensional de HSV2 TK, a partir da estrutura
cristalografica de HSV1 TK, que foi utilizada como molde, também através do médulo
. Protein Design do programa Quanta-CHARMM. A construgiio do modelo de HSV2 TK

envolveu a realizagdo de mutagdes sucessivas na seqiiéncia de aminodcidos do modelo



tridimensional de HSV1 TK, até que esta se transformasse na seqiéncia:de aminoécidos de
HSV2 TK, seguido de minimizacBes de energia. A Segfio 5.4.4 (“Modelagem das

estruturas tercidria e quaternaria de HSV2 TK”, pag. 188) apresenta os detalbes desse
procedimento.

2.7.1 Campo de forga CHARMM

A fungfo energia total do programa CHARMM (versio 22.3) é dada por
(CHARMM, 1994; MacKerell, Jr. et al, 1995)

E=E, +E_ +Eu, +Ey +E,, +E, , (78)
em que Ejg € a energia relativa ao estiramento das ligagdes quimicas, Euxg refere-se is
deformagBes angulares, Egea 4 rotagio doa dngulos diedros, Eyp € a fungio de Urey-
Bradley para interagSes 1-3, Ei,r refere-se 4 deformagfio dos diedros impréprios (diedro
no qual os tomos nfo estdo ligados na ordem 1-2-3—4, como por exemplo no NH;) ¢ Ey
as interagdes entre dtomos nio ligados. A definiglio de cada termo € mostrada a seguir;

E, =Y K,(b-b,) : (79)
em que Ky € a constante de estiramento, b € o comprimento da ligaglio e by € o valor de
referéncia do comprimento da ligagéo.

Eo =2 Ks(0-6,)° (80)
em que Kg ¢ a constante de deformacgfio angular, 0 é o angulo da ligag#io e 8, é o valor de
referéncia do angulo da ligagdo.

Ep =D Ku@-S,) (81)
em que Kyg ¢ a constante de Urey-Bradley, S ¢é a disténcia 1-3 de Urey-Bradley ¢ Sg € o

valor de referéncia da distincia Urey-Bradley.

E s =2 K, (1+cos(ny - 3)) (82)
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emquel(léaconstamededefonnaq&otorsionaLné_ummmm;[éoﬁnglﬂo

diedro e & ¢ a constante de fase do dngulo.
Eie =K (0-0,)’ - (83)
em que Kingr € a constante de deformagiio do diedro impréprio, ¢ € o valor do diedro

improprio e o € o valor de referéncia do diedro improprio.

o (Rami )| o Remi | |, 99,
sl )

em que o termo entre colchetes corresponde as interagBes atrativa de van der Waals e

repulsiva nuclear (potencial de Lennard-Jones) € o Gltimo termo do somatério corresponde

as interagdes eletrostaticas (termo couldmbico).
2.7.2 Simulacdio da dinfimica melecular

Promover a simulagio da dinfimica (classica) de um sistema molecular significa
tratar o sistema como se fora composto por particulas classicas, cujas interagdes sio
governadas pela Equagio (78), e gerar sucessivas configuracdes para o sistema através da
integracio das leis do movimento de Newton. O resultado da simulagio ¢ a trajetéria das
particulas do sistema, que mostra como a posicHo e a velocidade das particulas variam com
o tempo. A trajetéria é obtida resolvendo-se as equagdes diferenciais embutidas na

segunda lei de Newton (F = ma):

i== (85)
que descreve o movimento da particula de massa m;, cuja posigio é x;, ao longo da
coordenada x, sendo F, a forga nessa direglio que atua sobre a particuia.

Utilizou-se o algoritmo de Verlet (1967) para integrar as equagBes de. movimento

do sistema. O algoritmo de Verlet utiliza a posi¢io e a aceleraglio no tempo t, e a posiglo



no passo de tempo anterior, 1{t — 8t), para calcular a nova posiciio no tempe t-+ 8, r(i +
at).

Todos os aigoritmos de integragio das equagdes de movimento utilizedos’ em
dindmica molecular assumem que as relagdes entre posi¢io, velocidade, aceleraclio, etc.

podem ser aproximadas por expansdes em séries de Taylor:

r(t+8t) = r(t)+8tv(t)+%St’a(t)+%8t3b(t)+%6t‘e(t)+... . (86)
v(t+8t) = v(t)+5u(t)+%5t2b(£)+%at3c(t)+... @7
a(t+5t) = a(t)+8tb(t)+%8t’c(t)+... . (88)

O algoritmo de Verlet utiliza as seguintes relagdes para produzir a trajetéria durante

a simulagio:

r(t +5t) =r(t)+8tv(t)+%6t2a(t)+... (89)

r(t—5t) = r(t)—sw(t)~+%5t’a(t)—... . (%0)

A soma dessas duas equacdes resulta em
r(t +8t) = 2r(t) - r(t — 5t) + 5t%a(1) ) 1)
que nfio inclui a velocidade explicitamente. A velocidade € calculada fazendo-se a
diferenca entre as Equagdes (89) e (90) e dividindo-se o resultado por 28t. Isso resuita em

v(t) =[r(t +6t) - r(t — 6t)}/ 25t . (92)
2.7.3 Cargas atomicas

Nas simulagdes de dinimica molecular realizadas neste trabalho, utilizou-se o
método de Gasteiger e Marsili (1980) para calcular as cargas atdmicas do sistema. Esse

método calcula as cargas atOmicas utilizando apenas informacdes sobre os atomos
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presentes no sistema ¢ 0 modo como eles estio conectados, que o toma bastente répido. O
método utiliza o principio da equiparagiio parcial da eletronegatividade do orbital.

Gasteiger ¢ Marsili assumiram dependéncia polinomial entre a eletronegatividade
%ua do orbital $, no &tomo A e a carga Q4 do itomo A: |

X =8, +b,,Q, +¢, Q3 R .(93)

em que os valores dos coefictentes a, b e ¢ foram derivados para os elementos quimicos
mais comuns em seus estados de valéncia usuais. Segundo o método, elétrons fluem dos
elementos menos eletronegativos para os mais eletronegativos. Este fluxo resulta em carga
positiva sobre o elemento menos eletronegativo ¢ carga negativa no mais eletronegativo,
tendendo a equiparar as eletronegatividades, uma vez que a eletronegatividade do orbital
depende de sua ocupagio. A equiparacfio total, no entanto, nio conduz a resultados
quimicamente razoaveis (Leach, 1996). Gasteiger e Marsili adotaram processo iterativo de
equiparagio das eletronegatividades, em que menos e menos carga ¢é transferida entre dois
atomos em cada iteragfio. A carga transferida do atomo A para o &tomo B (supondo B mais
eletronegativo que A) na k-ésima iteragfio € dada por:

ot 2=

ot
+
Xa

. (%4)

em que Q™ ¢ a carga transferida, x* e % s#o as eletronegatividades dos 4tomos A e
B, 1. ¢ a eletronegatividade do cation do elemento menos eletronegativo e o é um fator
de amortecimento, elevado & poténcia k. No inicio do processo, cargas-padrio séo
atribuidas a cada 4tomo. A cada iterago as eletronegatividades so calculadas pela
Equaciio (93) e a carga a ser transferida, pela Equag#o (94). A carga total de dado &tomo,
ao final de cada iteragfio, é obtida somando-se a carga transferida de todas as ligaghes para

0 &tomo ao valor da carga obtida na iteragio anterior. O fator de amortecimento, a, reduz a



influéncia dos atomos mais eletronegativos. Utilizando-se o = 1/2, a conviergéncia € obtida

rapidamente, geralmente em quatro ou cinco passos (Leach, 1996).



CAPITULO 3

ANALISE CONFORMACIONAL

3.1 INTRODUCAO

A presente anilise conformacional tem como objetivos principais o estudo da
estrutura geométrica ¢ o estudo dos fatores que influem na estrutura geométrica dos
desivados da N’-fenilguanina. Decidiu-se por realizar este estudo em trés etapas. A
primeira etapa refere-se ao estudo do fendmeno da tautomeria existente na molécula da
guanina e seéu impacto sobre as aproximac¢des adotadas nos cilculos moleculares. A
segunda etapa consiste na padronizagdo do método de calculo molecular a ser utilizado na
construgio dos mapas conformacionais. A terceira e Gltima etapa consiste no estudo -dos
maﬁas de energia conformacional obtidos através da rotagio das ligagSes sigma que unem
o8 anéis fenila e guanina, nos derivados da N’-fenilguanina. O estudo desses mapas de
energia conformacional ¢ especialmente importante nos casos em que © receptor

farmacoldgico e/ou 0 modo de ligagio dos firmacos em estudo nfio sio conhecidos.

3.2 TAUTOMERIA NA GUANINA

3.2.1 Tautomeria

O fendmeno da tautomeria é bem conhecido na quimica. Aos estudantes de quimica
sdio geralmente apresentadas suas duas formas classicas: as tautomerias aldo-endlica e

ceto-endlica (ver Figura 8).
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Figura 8 - (a) Tautomeria aldo-endlica; (b) tautomeria ceto-enélica.

A tautomeria ¢ o equilibrio dinimico entre duas ou mais espécies quimicas que
diferem entre si pela posigiio de proton e/ou de elétrons de ligacip, com subseqiente
rearranjo da mnﬁgumqﬁo molecular. A tautomeria é geralmente classificada em dois tipos:
tautomeria de proton (Figura 9a), em que ocorre migracio de proton, e tautomeria de
valéncia (Figura 9b), que ocorre reorganizagiio das ligactes moleculares, sem que
ocorra migragio atdmica (Orchin, 1980). Cada forma tautomérica, ou tautdmero, possui
enesrgia interna prépria, que define a populaciio relativa dos tautomeros, de acordo coma .
distribui¢fio de Boltzmann. Quanto menor a energia interna de um tautdmero em relagio a

outro, maior ser4 a populacfio relativa daquela forma tautomérica.
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Figura 9 - (a) Tautomeria de préton; (b) tautomeria de valéncia.
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'3.2.2 Tautomeria nos processos bioquimicos

O mecanismo de muitas reagdes quimicas pode ser explicado com base no

b

tautomerismo. Livros-texto bisicos de quimica orgénica citam muitos exemplos dessas
reacdes (Morrison & Boyd, 1992; Streitwieser et al, 1992; Solomons, .1.996). Menos
comuns a0$ quimicos, no entanto, sio as implicagdes do tautomerismo em bioquimica.
' Existem modelos que considmx_n o tautomerismo de ligantes quﬁnicos como sendo
~ importante na ativacio de receptores histaminérgicos H, (Topiol et al, 1984; Weinstein et
- 8l, 1986) e receptores de serotonina (Osman et al, 1985 ¢ 1987). O tautomerismo do
ligante pode influenciar a interagio enzima-ligante em outros sistemas bioguimicos
(Topiol, 1987). De forma semelhante, o tautomerismo do sitio ativo ¢ importante no
mecanismo de aglio de enzimas como proteases da serina (Blow & Steitz, 1970) e DNAse
(Suck & Oefner, 1986). Esses exemplos mostram que a tautomeria pode ser muito
importante em alguns fendmenos bioquimicos. Por conseguinte, deve-se considerar a

tautomeria sempre que estiver presente em moléculas bioquimicas.
3.2.3 Tautomerix na guanina

As bases nitrogenadas dos acidos nucléicos, adenina, citosina, guanina, timina e .
uracila, também apresentam tautomeria. A Figura 10 mostra os tautdmeros mais estiveis
das bases nitrogenadas dos &cidos nucléioos. A tautomeria & muito importante no processo
de replicagio do DNA. Alguns tipos de mutagBes genéticas estdio associadas 20
emparelhamento das bases nitrogenadas da cadeia replicante aos tautdmeros de alta
energia de seus pares correspondentes (Topal & Fresco, 1976; Stryer, 1988). Em seu mais
famoso trabatho, Watson e Crick (1953) reconheceram a importéncia do equilibrio entre as

formas tautoméricas e idnicas no recﬁnhecimento das bases do DNA, que ¢ modulado pela
intrincada rede de interagdes via pontes de hidrogénio.
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Figura 10 - Tautdmeros mais estéveis das bases nitrogenadas dos &cidos nuciéicos.. '
Existe farta literatura sobre os diversos aspectos do tautomerismo das bases dos

acidos nucléicos. Os estudos comparativos mais relevantes da energia dos tautdmeros da
guanina podem ser vistos nas seguintes referéncias: Sigula & Buda, 1983; Sabio et al,
1990; Katritzky & Karelson, 1991; Fabian, 1991; Colominas et al, 1996. Outros estudos
mearativosdaé'ewgiasdosuutﬁmerosdagualﬁnapodemmmnﬁadmms
referéncias: Gould & Hillier, 1989; Leszczyiski, 1990; Kwiatkowski & Leszczyfiski,
1990; Gould et al, 1995. Virios outros estudos sobre os diversos aspectos do tautomerismo
da adenina e guanina também podem ser vistos nas referéncias 5a-b, 6a-j e 7a-p, citadas no
artigo Colominas et al, 1996.

Os tautbmeros da guanina frequentemente citados como sendo s mais esthveis
(Sigula & Buda, 1983; Sabio et al, 1990; Katritzky & Karelson, 1991; Fabian, 1991;
Colominas et al, 1996), séo mostrados na Figura 11,
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Figura 11 - Tautdmeros da guanina mais freqiientemente citados como sendo os mais estliveis.
Sigula e Buda (1983), Katritzky e Karelson (1991) e Fabian (1991) utilizaram os
métodos semiempiricos MNDO, AM1 e PM3 no cilculo da energia de varios tautOmeros
da guanina (ver Tabela 2). Houve boa concordéncia nos resultados apresentados pelos
métodos AM1 e PM3, considerados mais evoluidos. Estes métodos indicaram que os
tautdbmeros A e B sfio 0s mais estiveis e, portanto, mais abundantes. O método SCRF-
AM1 (SCREF, self-consisient reaction field) simula a presenca do tautémero em meio
aquoso, colocando-o num meio dielétrico polarizdvel (U = 80). Da mesma forma que os
- métodos AM1 ¢ PM3 em fase gasosa (u = 1), o método SCRF-AM1 indicou serem os

tautdmeros A ¢ B os de maior estabilidade.
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Tabela 2 - Energias relativas dos tautdbmeros da guanina, apresemados na Figura 11, caiculadas
pelos métodos semiempiricos MNDO, AM1, PM3 e SCRF-AM1 (SCRF, seii-consistent reaction
fleid). A coluna Ordem de energia dos tawGmeros exibe a mmmwu‘!meﬂor
energia; 2; 3; 4; 5, maior energia). B e :

Ordem de energia dos tautdmeros, kcatmol®

Método 1 2 3 4 5 Referéncia
MNDO F G A 8- D Siguia & Buda,
7.2 2,9 0,0 29 76 1983
MNDO F G A B D Fabism, 1991,
7.2 29 00 26 7.6 o
AM1 A B F G E.
0.0 1.5 a3 6,5 7.2
PM3 A B F D E
0.0 0.8 1,0 27 3.1
AMY A B F G E Katritzky &
0,0 1,5 3,2 6,5 70  Karelson, 1891
SCRF-AM1 A B F C 6
(n = 80) 0.0 53 6.3 7.3 8,9

‘Sabio e colaboradores (1990) utilizaram combinagéio de métodos semiempirico €
ab initio no célculo da energia de 36 tautdmeros da guanina. As energias relativas dos
tastdmeros mais estiveis sio mostrados na Tabela 3. Pode-se notar que, 4 exce¢do do
método STO-3G//AM1, os resultados apresentados na Tabela 3 mostram boa concordancia
com os resultados em que foram empregados apenas métodos semiempiricos. Os
resultados mostraram ser os tautémeros A ¢ B os mais estiveis. O método STO-3G//AMI

apresentou resultados que se assemelham aos produzidos pelo método MNDO.



Tabela 3 - Enerpias relativas dos tautdmeros da guanina, apresentados na Figura 11, calculadas
por combina¢do de métodos semiempirico (AM1) e ab initio (Harlree-Fod&-Roothaan) A coluna

mmdeenemmdoswmﬁfnemsembeaomnmaasmmﬂmw 2; 3;
4; 5, maior energia).

Ordem de energia dos tautdmeros, kcal.moi

Método ® 1 2 3 T4 s Referéacia
AM1/TAMY A B F H G  Sabloetal,
0,0 15 = 382 45  ea4 1080
STO-3G//AMA F H G A I !
96 8.4 4.2 0,0 3,1
3-21G/AM1 A B F H E
0,0 27 33" 38 44
3-21G/3-21G A B F H E
0.0 25 49 57 7.0

® A notagio X/Y significa que as geometrias moleculares dos tautdmeros de cada linha foram
otimizadas pelo método Y e suas energias foram calculadas pelo método X.

Finalmente, Colominas e colaboradores (1996) executaram célculos ab inifio de
aito nivel na determinagdo das energias de diversos tautdmeros da guanina (ver Tabela 4).
Foram utilizados trés niveis de calculo ab initio: Hartree-Fock; teoria de perturbagiio de
Maller-Plesset, com corregdes de segunda e terceira ordens para a correlagdo eletrdnica; e
teoria do funcional de densidade, utilizando funcional de Becke3-Lee-Yang-Parr (para
mais detalhes e referéncias especificas de cada metodologia, ver a secio Methods da
referéncia Colominas et al, 1996). Os célculos em nivel Hartree-Fock indicaram ser o
tautdmero A o mais estﬁvel. Os célculos que incluiram a correlagiio eletronica, através da
teoria de perturbaciio; apresentaram resultados conflitantes. O calculo em nivel MP2
indicou ser o tautémero B o mais estavel, enquanto que o célculo MP4 apontou para o
tautdmero A. Os calculos baseados na teoria do funcional de densidade indicarsm o

tautomero B como sendo o mais estavel, seguido de perto por A. Em todos os resultados



apresentados na Tabela 4, a diferenca de energia entre os dois tautdmeros mais estaveis,

caiculada pelos diversos métodos, foi inferior 2 1 keabimol.. = v 0o

Tabela 4 - Energias relativas dos tautdmeros da grihina, ‘aprédéritados ria iguia 11, caiculadas
por método ab initio de alto nivel. A coluna ‘Qrdem- da. enem @mseuibe a ordem

crescente das energias (7,menor energia; 2 3, 45 mdoretm)

Ordmaeanmdustamammmm‘

Método 12 3 4 5 Referéncia
HF/8-31G(dy/ A B F H G Colominas et
HF/8-316(d) 00 o7 18 27 61 @ 1998
' HF/8-3114+G(d,p\/ A F B H 6
HF/6-31G(d) 0,0 0.2 0,4 1,2 4,4
MP2/6-311++G(d,p\/ 8 F A H G
HF/6-31G(d) -0,5 0.1 0,0 0.5 3,2
MP4/6-311++G(d,p)// A B F H G
MP2/6-31G(d) 0,0 0,2 1,1 18 47
BILYP(8-31G(d)/ B A F H G
MP2/8-31G(d) 0,1 0,0 1.9 28 53
BILYP@-311++Gdp)/ B A F H G
MP2/6-31G(d) 05 0,0 1,1 19 40

* A notaglio X//Y significa que as geometrias moleculares dos tautdmeros de cada linha foram
otimizadas pelo método Y e suas energias foram caiculadas pelo método X. HF, Hartree-Fock;
MPn, comegio de n-6ésima ordem da comelaglio eletrdnica de Malier-Plesset; B3LYP, funcional de
densidade de Becke3-Lee-Yang-Parr (para mais detathes, ver a secio Methods da referéncia
Colominas et al, 1998),

Os resultados apresentados na Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4 indicam de forma
consistente que os tautdmeros A e B, apresentados na Figura 11, sfio os de mais baixa
energia e, conseqientemente, aqueles que devem existir em maior abundéncia. A maioria

desses resultados aponta especificamente para o tautdmeroc A.
3.2.4 Forma tautomérica preferencial da guanina

A natureza computacional do presente trabalho faz com que seja necesséria a
escolha de estrutura molegular especifica para a guanina, ou seja, deve-se optar por uma de

suas formas tautoménoqs Isto € necessario para que se possa executar o3 céalculos



| moleculares. Os resultados discutidos na seclio anterior mdm.om,zl .como

sendo ¢ mais estdvel. Isto ndo ¢ surpresa. Ha muito estamos famﬁﬂ%m a estrutura

- da guanina. Os livros-texto de bioquimica sempre indicaram o tmm A m amdo a
formula estrutural da guanina. A molécula do trifosfato de guanosina, queé umpomatln
ao DNA replicante, pressupde o tautdmero A da guanina, pois a ﬁlmnooem-se
preferencialmente ligada ao 4tomo N(9). wla 5"
Portanto, decidiu-se utilizar no presente trabalho a formula estrutural do taltﬁmero
" A da guanina nos célculos moleculares futuros. N3o serfio feitas outras consideragies
sobre a tautomeria da guanina nos resultados que serfio obtidos. Deve-se ter em meate, no

entanto, que a tautomeria estara sempre presente.

3.3 GEOMETRIA EXPERIMENTAL DA GUANIN A

3.3.1 Comprimentes de ligacfio

A geometria molecular de alguns derivados da guanina foi determinada
experimentalmente através de cristalografia de raios-X. O’Brien (1967) determinou a
estrutura da 9-etilguanina em complexo de 1:1 com 1-metilcitosina, e em complexo de 1:1
com 1-metil-5-fluorocitosina, com 0,006 A de resolugiio. Thewalt e colaboradores
determinaram & geometria molecular da guanosina (Thewalt et al, 1970) e da guanina
monochidratada (Thewalt et al, 1971), com 0,004 A de resolugio. Destro e colaboradores
(1974) determinaram a estrutura da 9-etilguanina, com 0,004 A de resoluglo. Os valores
médios dos comprimentos de ligagdo da molécula da guanina, nos compostos citados, sio

mostrados na Figura 12.



8-EG/1-MC

9-EG/H-M-SFC

Figura 12 - Comprimentos de ligacho (em A) dos derivados da guanina, oblidos através de
‘ cristalografia de raios-X. 8-EG/1-MC e 3-EG/1-M-5-FC, 9-etilguanina em compiexo ds 1:1 com 1-
. metilcitosina, e com 1-metil-5-fluorocitosina (O'Brien, 1967); guanosina (Thewalt et al, 1970);
'-: G.H;0, guanina monohidratada (Thewalt et al, 1971); 8-EG, 9-etilguanina (Destro ot al, 1974).

A Figura 13 mostra a média aritmética dos comprimentos de ligagiio apresentados

o Figura 12. Os mimeros que aparecem entre parénteses correspondem aos milésimos de
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unidade do desvio-padrio da média. Dessa forma, o valor 1,374 (8), que corresponde a
média dos comprimentos da ligagio N(1)-C(2), deve ser lido como 1,374 (£ 0,008), em
| que 0,008 é o desvio-padrio da média. Os comprimentos de ligacio da gusnina apresentam
desvio-padrio médio de 0,007 A. o

Figura 13 - Média aritmética dos comprimentos de ligaclio (em A) dos derivados da guanina,
apresentados na Figura 12. Os nimeros entre pardnteses comespondem aos milésimos de
unidade do desvio-padriio da média.

3.3.2 Angulos de ligagio

Os dngulos de ligacéio dos derivados da guanina, determinados experimentalmente,
sdo mostrados na Figura 14.
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11,7

Figura 14 - Angulos de ligagiio, em graus, dos derivados da guanina, obtidos através de
~ cristalografia de raios-X. 9-EG/1-MC e 9-EG/1-M-5-FC, 9-etilguanina em compiexo de 1:1 ‘com 1-
metilcitosina, e com 1-metit5-fluorocitosina (O’Brien, 1987); guanosina (Thewalt et 'al. 1970);
G.H,O, guanina monohidratada {Thewalt et al, 1971); 9-EG, S-etliguanina {(Destro et o, 1974).

A média aritmética dos valores dos ngulos de ligaciio, apresentados na Figura 14,

~ siio mostrados na Figura 15. De forma semelhante aos comprimentos de ligagdo, os
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fingulos de ligaciio apresentam pequena variabilidade. O desvio-padriio-snédiodos fagulos
de ligaclio € 0,5°. |

1105 (4)

® 135
£)]
1239 1282 | 1084,
116,0 .

(3)

Figura 15 - Média aritmética dos dngulos de ligaclo dos derivados da guanina, apresentados na

Figura 14. Os nimeros entre parénteses correspondem aos décimos de unidade do desvio-padrio
da média.

3.4 PADRONIZACAO DA METODOLOGIA DE CALCULO MOLECULAR

Escolher a metodologia de calculo molecular néio ¢ tarefa ficil, embora existam
basicamente apenas dois métodos gerais de célculo molecular (Leach, 1996): métodos
baseados na mecénica molecular e métodos baseados na teoria do orbital molecular. Estes,
por sua vez, podem ser classificados em métodos semiempiricos € em métodos ab initio.
HA vantagens e desvantagens na utilizacio de cada um desses métodos e a escolha
apropriada deve ser baseada na relagfio custo/beneficio do célculo. No presente contexto, o
custo refere-se ao esforgo computacional requerido para a execuciio do cilculo, que em
geral é medido pelo tempo de computagfio. Calculos baseados na mecénica molecular séo
processados mais rapidamente, porém hi necessidade da correta parametrizacio do sistema
molecular, o que nem sempre est disponivel. Além disso, a mecinica molecular n#o inclui

gs. elétrons explicitamente. Isto impede o estudo de fendmenos que dependam da

% densidade e/ou do fluxo de elétrons nas espécies quimicas consideradas. Os métodos

i
I

3
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baseados na teoria do orbital molecular consideram o0s elétrons explicitamente, mas siio
computacionalmente dispendiosos. Para o célculo de espécies quimicas: éstreturalmente
simples, é possivel a utilizaciio de método ab inifio em que a representaciio:dos arbitais
atomicos pode ser feita através de extensos conjuntos de fung3es gaussiangs. No-entanto, a
complexidade do célculo ab initio aumenta exponencialmente com o niinen. dessas
fungdes. Isto torna os métodos ab initio restritos as espécies quimicas mais simples.. As
espécies quimicas de interesse biolégico néio sfio, em geral, estruturalmente simples. A
execucio de calculo molecular ab inifio nessas espécies fica restrita & wtilizagho dos
conjuntos de bases mais simples (STO-3G, 3-21G, 4-31G, etc.), que limita a représestaciio
do sistema molecular e produz resultados distantes dos valores observados
experimentalmente. Restam, pois, os métodos semiempiricos de calculo. de orbital
molecular. Estes utilizam parfimetros experimentais que possibilitam grande economia de
computagio em relagio aos métodos ab initio. Além disso, a correlag#io eletrénica estd
incluida nos métodos semiempiricos, em alguma extensfio. Os métodos semiempiricos
mais populares, AM1 (Dewar et al, 1985) ¢ PM3 (Stewart, 1989a e 198%b), foram
parametrizados para reproduzirem a geometria de equilibric ¢ o calor de formapho. No
entanto, muitas outras propriedades moleculares podem ser a0 menos estimadas por esses
métodos (Stewart, 1990b). A ultima geraglio de método semiempirico, SAM1 — Semsi-Ab-
initio Model 1 — (Dewar et al, 1993), parece que ainda nfo ¢ usado de forma disseminada
(talvez pelo fato de que o programa nio seja distribuido gratuitamente, como foram AMI1 e
PM3 durante algum tempo). No momento da escolha do método a ser utilizado no célculo
molecular, todos esses fatores devem ser considerados.

Para auxiliar na escolha do método a ser utilizado no estudo das caracteristicas
conformacionais das N’-fenilguaninas, decidiu-se fazer um experimento computacional

para tentar reproduzir a geometna molecular da guanina, cujos valores experimentais
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foram estudados na Segdio 3.3 (“Geometria experimental da guanina”, pag.97).
lafelizmente niio foi possivel utilizar nenhum dos derivados da N-fenilguanina - como
referéncia, pelo fato de ndio haver medidas cxperimentais da geometris molecular
disponiveis. Como as moléeulas dos derivados da N’-fenilguanina sho basicamente
formadas pelos anéis guanina ¢ fenila, a reprodugio correta da geometria da guanina ¢
passo importante na reproducio da geometria das N*-fenilguaninas, uma vez que o anel
guanina ¢ a parte mais complexa dessas moléculas. Utilizou-se como sistema de referéncia
os valores médios das medidas experimentais apresentadas na Figura 13 e Figura 15.
Poder-se-ia, por outro lado, optar por algum dos cinco sistemas apresentados na Figura 12
e Figura 14 para ser utilizado como referéncia. Porém, devido a variagio natural de alguns
comprimentos e dngulos de ligagdio nas espécies estudadas e também ao fato de nfio se
dispor da geometria molecular experimental da guanina pura, optou-se por utilizar a média
dos comprimentos e &ngulos de ligag8o como sistema de referéncia.

Foram testados o método de mecénica molecular MM2 (Allinger, 1977), os
métodos semiempiricos AM1 e PM3, implementados no programa MOPAC (Stewart,
1990a e 1990b), e o método de calculo de orbital molecular ab initio em nivel Hartree-
Fock, utilizando-se o conjunto de bases STO-3G, implementado no programa GAMESS
(Schmidt et al, 1993). Fez-se, quando possivel, duas modalidades de célculo para cada um
desses métodos: célculo em fase gasosa, &€ = 1 (g, constante dielétrica), e em fase aquosa, €
= 78,4, utilizando-se o método PCM (polarisable continuum method), de Miertus e
colaboradores (1981).

Nos céalculos apresentados nas segdes seguintes, 0 modelo molecular da guanina foi
construido através do programa HyperChem (1995). O programa HyperChem possui
ambiente de edi¢iio molecular que torna possivel a construgio de moléculas através da

escolha apropriada dos dtomos ¢ a subseqiente formagiio das ligagdes quimicas com o
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auxilio do mouse. Os modelos moleculares graficos construidos dessa maneira s&o planos e
hé necessidade de torné-los tridimensionais. Para isso, aplicou-se o recurso Model Builder,
que utiliza comprimentos e ingulos de ligag#io-padriio e transfere estes valores para o
modelo. Para efeito de refinamento, aplicou-se o campo de forca MM+, intermo ao
programa HyperChem, projetado para moléculas orgénicas e que € similar ao campo de
forca MM2. As coordenadas atdmicas da guanina foram exportadas como arquivo do tipo
ZMT (coordenadas internas), que foi submetido aos métodos AM1 ¢ PM3. O arquivo ZMT
foi submetido a0 programa Babel (Walters & Stahl, 1996), que o converteu para os

formatos de entrada dos programas MM2 ¢ GAMESS.

3.4.1 Comprimentos de ligaciio

A Tabela 5 mostra os comprimentos de ligagio da guanina, calculados pelas
diversas metodologias citadas anteriormente. Estes valores podem ser comparados aos
valores médios dos comprimentos"de hgaqlo da guanina, apresentados na Figura 13. Em
suas duas Gltimas linhas, a Tabela 5 mostra, respectivamente, a média dos desvios
absolﬁtos e 0s comrespondentes desvios relativos. De acordo com os resultados
apresentados, os comprimentos de ligag8o da guanina foram melhor reproduzidos pelo
método MM2. Os demais métodos apresentaram equilibrio na capacidade de reproduzirem

o valor experimental de referéncia, com ligeira vantagem para o0 método HF — STO-3G em

fase aquosa.
342 Angulos de ligacdo

Os valores calculados dos dngulos de ligagio, bem como os valores experimentais
de referéncia, s&o mostrados na Tabela 6. Em suas duas altimas linhas, a Tabela 6 mostra,
respectivamente, a média dos desvios absolutos e os correspondentes desvios relativos.

Observa-se que 0 método HF-STO-3G em fase aquosa apresentou os menores desvios em
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relagio ao valor de referéncia. Os métodos MM2 e PM3 . apresentaram as piores
performances. O provivel motivo de o método MM2 ter apresentado resultado ruim para
os angulos de ligagio ¢ o fato de nem todas as constantes de forga referentes s

deformagdes angulares da guanina estarem disponiveis.

Tabela 5 - Comprimentos de ligagho da guanina. Comparem-se os diversos valores caiculados
com o valor experimental de referdncia.

Comprimento de ligagio/Método de célculo, A

Ligagdo g=1 e=T784 Exp"
MM2 AM1 PM3 STO3G  AM1 PM3 STO3G
N(1)-C(2) 135 141 142 140 142 142 140 1,37
N(1)-C(6) 136 1,42 148 148 140 142 145 140
N(1)-H(12) 1,01 1,00 100 1,02 100 100 1,03 -
C(2)-N(3) 131 1,3 135 132 138 138 133 133
C@-N(11) 1,37 1,39 1,39 1,39 1,37 1,35 139 1,34
N(3)-C(4) 141 1,38 140 1,41 1,37 139 142 1,38
C@)-C(5) 139 144 141 1,37 145 141 137 138
C(4)-C(9) 1,37 140 130 1,38 139 140 1,38 1,37
C(5)-C(6) 147 145 145 148 144 143 147 141
C(5)-N(7) 1,37 140 140 141 140 141 142 1,39
C(8)-0(10) 122 124 12 1,22 126 125 12 123
N(7)-C(8) 1,31 1,35 134 131 1,35 1,35 1,31 1,31
C(8)-N(8) 1,37 142 14 140 141 140 140 137
C(8)-H(13) 1,10 1,10 1,09 1,08 1,10 1,10 1,09 -
N(8)-H(14) 105 090 099 1,02 099 099 1,02 -
N(11)-H(15) 105 099 089 1,01 1,00 099 1,02 -
N(11)-H(16) 105 09 099 1,01 100 090 101 -
Média desvio absoluto® 0,022 0,033 0,033 0,029 0,032 0,029 0,028
Desvio relativo® 000 050 0S50 032 045 032 027

 Média dos comprimentos de ligagao (ver Figura 13) dos derivados da guanina apresentados na
Figura 12; ® Apenas os comprimentos de ligagdo com valores de referdncia experimental foram
incluidos; ° (MDA, = MDA ance vaio /MDA menor vaisrs MDA = média dos desvios absolutos.
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Tabela 6 - Angulos de ligagiio da guanina. Comparem-se os diversos vaiores calculados com o
valor experimental de referéncia.

Angulo de ligagio/Método de céiculo, graus

Angulo e=1 c=784 = Bxp

MM2 AM1 PM3 STO-3G AM1 PM3 STO-3G
C(2)-N(1)-C(8) 128,1 1228 1223 1252 1224 1218 1252 1250
C(2)-N(1)-H(12) 113,8 1203 1187 117.9 1196 1185 1187 -~
C(6)-N(1)-H(12) 1181 1168 1190 1188 1180 1198 1181 -
N(1)-C(2)-N(3) 1208 1245 1242 1281 1236 1234 1256 1239
N(1)-C(2)-N(11) 1159 117,7 1198 1153 1180 1201 1160 116,0
N(3)-C(2)-N(11) 1232 117,7 1161 11886 1185 1165 1185 1201
C(2)-N(3)-C(4) 17,5 1140 1146 1101 1146 1142 1107 1120
N(3)-C(4)-C(5) 122,7 1257 1257 129,8 1251 1253 1288 1282
N(3)-C(4)-N(@) 133,1 1287 1277 1246 1203 1280 1252 1257
C(5)-C(4)-N(9) 1042 1056 1088 1055 1056 106,7 1080 106,1
C(4)-C(5)-C(B) 1188 1191 1204 1201 18,7 1202 1205 1193
C(4)-C(5)-N(T) 111,3 110,3 10868 1114 108,86 1084 1110 1105
C(8)-C(5)-N(7) 1298 1306 1310 1285 1315 1315 1285 1303
N(1)-C(6)-C(5) 1120 1139 1128 1088 1156 1148 1093 1115
N(1)-C(8)-O(10) 121,7 1173 1152 1200 1183 1185 1193 1201
C(5)-C(6)-0(10) 126,3 1288 1320 1313 1261 1286 1314 1284
C(5)-N(7)-C(8) 1049 1049 1080 103,98 1051 107,3 103,8 1041
N(7)-C(8)-N(©) 11,9 1131 1094 1126 1131 1009 1128 1135
N@)-C(8)}-H(13) 128,1 1258 1251 1260 1260 1248 1254 -
N(9)-C(8)-H(13) 1219 121,3 1254 1214 120,9 1252 1217 -
C(4)-N(9)-C(8) 1078 1060 1073 1065 .108,3 1076 1064 1060
C(4)-N(9)-H(14) 1261 1265 1265 126, 1271 1266 1283 -
C(8)-N(8)-H(14) 126,3 1275 1282 1274 1266 1258 1254 -
C(2)-N(11)-H(186) 119, 1192 1201 1186 120,3 1207 1188 -
C(2-N(11)-H(15) 1201 1210 1207 1220 1212 1210 1225 -
H(15)-N(11)-H(18) 1208 1198 1193 1195 1185 1183 1188 -

Média desvio absoluto® 234 132 242 122 169 230 099

Desvio relativo ® 13 033 144 023 071 1,32 0,00

® Média dos &ngulos de ligagBo (ver Figura 15) dos derivados da guanina apresentados na Figura
14; ° Apenas os Anguios de ligagio com valores de referéncia experimental foram incluidos; °
(MDA, — MDA menor vaiord /MDA menor vaior, MDA = média dos desvios absolutos.
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3.4.3 Método de escolha

Antes da escolha do método de calculo, € preciso que se diga que na oonstmc.io
dos mapas conformacionais serd necessaria a execucéio de 1728 cilculos de oummio de
geometria molecular (ver a Segfio 3.5, “Mapas conformacionais das Hz-fqnilg;mkm”,
para os detalhes). Os compostos que serfio submetidos aos cdlculos tem,em méd;a,l9
itomos pesados (C, N e O) e 10 tomos de hidrogénio. R

A ordem decrescente de qualidadé dos resultados apresentados na Tabels. 5 e
Tabela 6 é HF-STOQ-3G (g = 78,4), 0,27 > HF-STO-3G (¢ = 1), 0,55 > AM1 (¢ = 1), 0,83
> AM1 (e = 78,4), 1,16 > MM2, 1,36 > PM3 (z = 78,4), 1,64 > PM3 (s = 1),: i;94f.
Baseando-se apenas nos resultados apresentados na Tabela 5 e Tabela 6, a emolha nﬁtural
serta a utilizagiio do método HF-STO-3G (g = 78,4). Mas, como foi dito anteriormente, a
escolha apropriada da metodologia deve ser baseada na relagiio custo/beneficio do chlculo
e a Tabela 7 mostra a dimens#io do custo de cada metodologia. Analisando-se a Tabela 7
percebe-se que a escolha do método HF-STO-3G (g = 1 ou & = 78,4) fica inviabilizada,
especialmente se o objetivo do cAlculo é conhecer a forma gersl da superficie de potencial
da rotag8o dos anéis fenila e guanina. A préxima opgéio € o método AMI. Este parece ser
adequado & presente necessidade, pois a qualidade de reprodugiio da geometria da guanina
foi apenas ligeiramente inferior ao resultado apresentado pelo método HF-STO-3G (¢ =
1). Utilizando-se o método AMI o tempo de CPU estimado para a execuglo dos chlculos
necessarios a construgdio da superficie de potencial € razoével, ou seja, apenas alguns dias.

Portanto, decidiu-se pela utilizagdo do método AM1.

! Na determinagiio da ordem de qualidade dos métodos de calculo molecular, os desvios relativos de cada
método, que aparecem na uitima linha das Tabelas 3.4 e 3.5, foram somados ¢ o resuitado da soma ¢
mostrado juntamente com a ordem de qualidade. A melhor qualidade foi associada & menor soma,
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Tabela 7 - Tempo de CPU estimado para a execugéo dos caiculos de ofimizagio de geometria
molecular necessarios a construgio das superficiesu de potencial de rotaglio dos anéis fenila e
guanina das N’-fenilguaninas (ver Sechio 3.5,"Mapas conformacionais das N2-feniiguaninas”, para
maiores detathes). Os valores apresentados referem-se ao composto 15 (3-H, 4-H, Tabela 1, pag
58), que € 0 menor da série,

Método
Tempo de CPU ® e=1 e=T78,4
MM2 AM1/PM3 STO-3G AM1I/PM3 STO-3G
Tempo médio de cada passo de 0,34" 45 1.1 1.4 1,3h
otimizagio de geometria®
Tempo total estimado de uma 17 38 542 1.2h 2,6d
otimizacdo de geometria com 50
passos
Tempo estimado de 1728 otimizagdes 8,2h 4,5d 85d 85d 12,3a
de geometria de 50 passos cada

* Medido em microcomputador com processador Pentium Il Intet 233 MHz com 128 Mb de
meméria RAM, performance equivalente a 141 MFLOPS (490 MIPS) e ambiente Windows 95: ° a,
Intervalo de tempo em anas; d, dias; h, horas; ’, minutos e; °, segundos.

3.5 MAPAS CONFORMACIONAIS DAS N-FENIL GUANINAS

3.5.1 Introduciio

Os derivados da N’-fenilguanina possuem dois conjuntos de anéis, fenila e guanina,
que apresentam apreciavel rigidez as forgas de torg#o. No entanto, a existéncia de duas
ligagdes simples do tipo sigma entre esses anéis permite o movimento rotacional dos
mesmos (&ngulos §, e 62, Figura 16), gerando muitas possibilidades conformacionais.
Portanto, pode-se esperar grande variedade de conférmeros rotacionais nas moléculas dos

derivados da N>-fenilguanina.
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X "0
Y
HN N\
LI
NHW SN N
8, 6

N’-Fenil{substituido)-guanina

Figura 16 - Estrutura molecular dos derivados da N°-fenfiguanina. X e Y s&o substituintes diversas
(ver Tabela 1, pag. 56). Os dngulos torsionais 8, e 8, fomecem graus de liberdade rotacionais
capazes de gerar grande nimero de conférmeros.

Devido ao fato de trabalhar-se com grupo numeroso de derivados da N°-
fenilguanina, optou-se por analisar o0 mapa conformacional de apenas alguns desses
derivados. Os critérios para a escolha dos dertvados a serem analisados foram:

(a) derivado com maior barreira rotacional (composto 1 — 3°-CFs, 4°’-H; Tabela 1, pag. 56);
(b) derivado com menor barreira rotacional (composto 15 — 3°-H, 4-H),

(c) derivado com substituintes nas posi¢des meta e para (composto 10 — 3’-Br, 4>-Br) e

(d) derivado com substituinte ramificado (composto 11 — 3’-n-Prop, 4’-H).

A escolha destes critérios foi arbitriria e procurou ser representativa. Optou-se pela
escolha de apenas quatro compostos devido & grande quantidade de calculo necessario a
constru¢do dos mapas conformacionais. Tendo a estrutura dos derivados da N°-
fenilguanina dois graus de liberdade rotacional entre os anéis guanina e fenila, e fazendo-
se otimizaqdes de geometria molecular a cada 30°, isto representa 144 célculos de
otimizagfio por molécula. Esses célculos sfio feitos em triplicata, partindo-se de estruturas
ligeiramente modificadas. Assim, tomando-se quatro derivados como amostra, foram

necessarios 1728 calculos de otimizagio de geometria.
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3.5.2 Detalhes metodolégicos

Fez-se a anélise conformacional dos derivados da N*-fenilguanina com base na
construgio de mapas de energia conformacional. Estes sfo grificos tridimensionais, ou
projecSes bidimensionais, que mostram a dependéncia da energia em fungfio dos &ngulos
de rotagdio interna, neste caso 8, e 8: (Figura 16). Para construirem-se 0s mapas, variou-se
sistematicamente os &ngulos torsionais 8; e 0, e, subseqiientemente, otimizou-se a
_ geometria molecular em fase gasosa. No célculo da energia molecular, utilizou-se o
método semiempirico AM1. Fez-se a construgdo das moléculas através do programa
HyperChem. Fez-se a pré-otimizagio através do campo de forca MM+, A seguir, fez-se
com que 0s dngulos 0, e O, adotassem o valor de 0° e o modelo foi exportado no formato
do arquivo de entrada do programa AM1 (formato ZMT). O arquivo foi editado de forma
que os dngulos 0, ¢ 0; variem sistematicamente em intervalos de 30°. Assim, iniciando-se
o processo com &, = 0°, O; foi sistematicamente variado de 0° a 360°. Fazendo 0, = 30°, 0,
foi novamente variado de 0° a 360°. O processo foi executado até varrer todo o espago
conformacional dos dngulos torsionais 6, ¢ 8;. Em cada etapa de otimizag#io de geometria
molecular, com excegéio da primeira (6, = 0° e 8, = 0°), 0 método AM1 utiliza a geometria
do passo anterior como ponto de partida. Dessa forma, a geometria molecular nfio sofreu
alteragdes maiores do que 30°, em 6; ou 6,, de um passo de otimizagdo para outro. Os
célculos foram executados em fase gasosa (€ = 1). Os angulos 0, e 0, foram mantidos
congelados durante cada passo de otimizagdio da geometria molecular. Os comprimentos e
dngulos de ligagio e os demais dngulos torsionais foram deixados livres para que
pudessem adotar a conformag#io local de energia minima. O processo foi repeﬁdo por mais
duas vezes, como forma de confirmagiio. Na primeira repetigiio, fez-se com que os ingulos

01 e 6, adotassem valores dois graus a menos (-2°, 28°, 58°, ...) e dois graus a mais (2°,
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32°, 62°, ...) do que no primeiro calculo, respectivamente. Na segunda repeticdio, fez-se
com que os dnguios 6, e 82 adotassem valores dois graus a mais (2°, 32°, 62°, ...) e dois
graus a menos (-2°, 28° 58° ..) do que no primeiro célculo, respectivamente. Esse
procedimento foi adotado para evitar que valores incorretos da energia molecular fossem
incorporados aos resultados. Valores incorretos da energia podem decorrer da
impossibilidade de atingir a convergéncia no processo de minimiza¢io da energia do
cilculo molecular (Stewart, 1990b). Apenas os resultados obtidos no primeiro célculo
| foram utilizados na construgio dos mapas conformacionais. Os vslores das energias
obtidas nas duas repeticSes foram usados apenas como referéncia. Nos casos em que
houve diferengas significativas entre os resultados do primeiro célculo e os resultados das
duas repetig3es, fez-se nova repetigdo do célculo discordante, fosse ele o primeiro calculo
ou uma das repeti¢des. Nos casos em que a discordincia persistiu, novo clculo foi feito,
desta vez utilizando-se geometria molecular inicial ligeiramente diferente das trés ja
testadas. O processo foi repetido até que houvesse consisténcia entre pelo menos trés
chlculos.

O pardmetro de energiz; obtido nos célculos AM1 e utilizado como medida da
energia conformacional foi o calor de formagdo-padriio, AHP (T = 298 K, p = 1 atm).
Embora o calor de formagdo nfio meca especificamente a energia conformacional, ele a
contém. A diferenca entre os calores de formagfio das conformagdes A e B de um certo

composto pode ser atribuida a diferenca de energia conformacional de A em relagio 3 B.
3.5.3 Resultados

A Tabela 8 - Tabela 11 mostram os valores relativos do calor de formagio-padriio

para cada conformagéo definida pelos dngulos torsionais 8, e 0, dos quatro derivados do
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grupo de teste. Os graficos de contorno e as superficies de potencial correspondentes aos

valores da Tabela 8 - Tabela 11 sdo mostrados na Figura 17 - Figura 20.

Tabela 8 - Valores relativos dos calores de formag&o dos conférmeros rotacionais do composto 3'-
CFs, 4-H (composto 1,Tabela 1, pag. 56). O valor absoluto do calor de formagéo para 0; = 210 e
0, = 330, que corresponde ao minimo absoluto de energia, € -70.20 kcal/mol

02

04 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
08 1,17 247 237 229 118 154 118 251 254 233 1,18 1,05
30 096 192 252 359 271 1,50 258 226 251 261 263 153 0,9
60 508 204 259 377 329 145 142 234 289 401 301 1,08 5,08
9 4,18 423 504 6,18 6,15 504 434 446 533 632 622 509 4,18
120 080 061 097 083 051 1,03 257 097 1,10 079 017 0,83 0,80
150 2,06 428 955 063 051 130 286 575 11 1 042 0,09 071 2,06
180 159 650 077 1,81 1,08 0,86 302 917 105 164 088 025 1,59
210 236 084 009 043 072 0,56 4,33 1,27 050 062 059 0,00 236
240 210 0,70 0,13 066 1,03 089 258 099 045 081 094 044 210
270 418 509 6,22 6,32 532 446 434 504 6,18 6,17 504 421 418
300 330 313 435 431 373 359 354 3,07 450 427 363 349 330
330 214 153 265 268 252 227 1,09 272 271 279 252 220 214
sl 105 AT 247 237 229 118 154 434 251 254 233 1,18 1,05

Potencial de Rotagfo Interna Potencial de Rotag&o Interna {kcal/mol)

0 50 100 150 200 250 300 350

Teta 2

Figura 17 - Mapas conformacionais bidimensional e tridimensional correspondentes aos valores
relativos dos calores de formagéo apresentados (E) na Tabela 8, referentes ao composto 3'-CFj,
4'-H (composto 1, Tabela 1, pag. 56). O grafico tridimensional sofreu rotacdo de aproximadamente
60° no sentido horéario em relagdo ao grafico bidimensional para que seu relevo fique mais
evidente.
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Tabela 9 - Valores relativos dos calores de formagéo dos conférmeros rotacionais do composto 3'-
Br, 4-Br (composto 10, Tabela 1, pag. 56). O valor absoluto do calor de formag&o para 6, = 150 e

0, = 300, que corresponde ao minimo absoluto de energia, é 96.26 kcal/mol

02

04 0 30 60 80 120 150 180 210 240 270 300 330 380
0 119 372 239 264 266 119 146 119 246 265 2,39 218 1,19
RIS 210 252 277 283..181 280 213 254 270, 2T 160 243
60 324 328 357 433 449 319 356 337 360 4,30 444 320 324
9 408 423 516 6,32 6,26 507 420 416 510 6,24 6,23 512 4,08
120 1,18 096 294 405 296 244 119 125 332 435 349 221 1,48
150 226 005 066 048 016 078 233 528 10,8 045 0,00 049 226
180 146 023 0,77 195 086 051 256 874 086 1 2 QT 0. 245 .48
210 182 049 001 046 069 029 392 0,78 0,17 0,70 0,66 0,00 1,82
240 203 045 007 074 116 080 221 058 0,21 0,78 1,09 061 203
270 4,09 514 623 624 510 417 430 507 626 6,20 493 401 4,09
1,18 0,87 204 405 296 231 119 125 3530 402 303 221 118
390 089 199 277 279 253 212 096 273 282 278 249 209 0,89
360 1,19 372 239 264 266 119 146 1,19 246 265 239 218 149

Potencial de Rotagéo Interna Potencial de Rotagfio Interna (kcal/mol)

0 50 100 150 200 250 300 350

Teta 2

Figura 18 - Mapas conformacionais bidimensional e tridimensional correspondentes aos valores
relativos dos calores de formagéo (E) apresentados na Tabela 9, referentes ao composto 3'-Br, 4-
Br (composto 10, Tabela 1, pag. 56). O gréfico tridimensional sofreu rotagdo de aproximadamente
60° no sentido horario em relagdo ao grafico bidimensional para que seu relevo fique mais
evidente.
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Tabela 10 - Valores relativos dos calores de formagao dos conférmeros rotacionais do composto
3-n-Pr, 4-H (composto 11, Tabela 1, pag. 56). O valor absoluto do calor de formagéo para 64 =
150 e 0, = 30, que corresponde ao minimo absoluto de energia, & 63.78 kcal/mol

0,
04 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

0 218 495 333 349 321 216 257 214 323 350 334 224 218
30 316 334 348 354 348 248 369 333 348 353 350 250 3,16
60 427 455 451 503 506 395 450 455 451 499 507 4,07 4,27
9 507 517 58 68 674 572 508 518 591 684 674 584 507
120 426 401 508 100 058 1,18 267 082 123 114 065 1,31 426
150 244 000 054 038 021 1,08 276 563 11,1 045 027 1,08 244
180 201 042 076 150 066 040 254 891 068 151 076 040 2,01
210 2,58 1,08 027 045 050 005 373 108 022 040 056 001 258
240 491 616 741 120 131 082 266 1,18 059 1,02 127 082 491
270 509 583 6,74 682 590 517 507 572 674 688 588 519 509
300 229 217 408 503 376 305 217 236 438 506 388 516 229
330 213 325 349 361 346 296 215 39 347 364 348 335 213
360 218 495 333 349 321 216 257 214 323 350 334 224 218

Potencial de Rotagio Interna Potencial de Rotagio Interna (kcal/mol)
350 |8

300
250
200|f

150| o

Teta 1

100|3

50

0 50 100 150200 250 300 350

Teta 2

Figura 19 - Mapas conformacionais bidimensional e tridimensional correspondentes aos valores
relativos dos calores de formagéo (E) apresentados na Tabela 10, referentes ao composto 3'-n-
Prop, 4-H (composto 11, Tabela 1, pag. 56). O gréfico tridimensional sofreu rotagdo de
aproximadamente 60° no sentido horario em relagdo ao gréfico bidimensional para que seu relevo
fique mais evidente.
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Tabela 11 - Valores relativos dos calores de formagdo dos conférmeros rotacionais do composto
“H, 4'-H (composto 15, Tabela 1, pag. 56). O valor absoluto do calor de formacdo para9,=210e

0, = 270, que corresponde ao minimo absoluto de energia, é 84.25 kcal/mol

0,

01 0 30 60 80 120 150 180 210 240 270 300 330 360

0 407 304 166 258 317 274 407 275 171 267 319 303 4,07
30 401 255 203 3,00 392 369 400 220 216 310 4,086 385 401
60 429 452 500 426 365 446 429 450 498 4,17 375 450 4,29
%0 159 145 156 200 245 248 149 134 160 200 247 249 159

120 063 1,97 212 063 124 067 069 216 178 066 1,16 068 063
150 235 508 1,16 0,01 065 023 270 500 068 011 0,552 011 2,35
180 633 231 026 140 130 209 631 182 030 142 1,30 210 6,33
210 232 011 052 009 058 491 233 010 054 000 1,16 508 232
240 062 069 115 066 179 215 069 067 120 065 1,79 210 0,62
270 526 495 489 581 667 641 518 486 494 592 669 660 526
300 427 449 375 414 498 452 429 445 365 427 500 452 4,27
330 401 414 234 278 343 325 4,02 369 222 288 343 318 4,01
360 4,07 304 166 258 317 2,74 407 275 171 267 3,19 303 4,07

Potencial de Rotagfio Interna Potencial de Rotag&o Interna (kcal/mol)

eta 2 200

300

0 S50 100 150 200 250 300 350

Teta 2

Figura 20 - Mapas conformacionais bidimensional e tridimensional correspondentes aos valores
relativos dos calores de formagéo (E) apresentados na Tabela 11, referentes ao composto 3'-H,
4-H (composto 15, Tabela 1, pag. 56). O gréafico tridimensional sofreu rotagdo de
aproximadamente 60° no sentido horario em relagéo ao gréafico bidimensional para que seu relevo
fique mais evidente.
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A analise das superficies de potencial mostra que as conformagdes de baixa energia

~ das N?-fenilguaninas estfio localizadas na regidio definida por 100° <9, <250°¢ 90° <@, <

¢ 140° e 250° < 0, < 320°. A sobreposigio dos mapas conformacionais sugere a existéncia de

quatro regides de baixa energia, que foram denominadas A, B, C ¢ D. A Figura 21 mostra

essas regides de maneira esquematica. Devido ao fato de as quatro moléculas tomadas

. como exemplo para a anilise conformacional serem bem variadas do ponto de vista dos

substituintes presentes no anel fenila, acredita-se que os mapas conformacionais dos
demais derivados da N?-fenilguanina nio sejam apreciavelmente diferentes dos mapas

apresentados na Figura 17 - Figura 20.

2 72 130 175 220 265 X3 280

30

300

250 242

200 192
01

0O 50 100 150 200 250 300 30
62

Figura 21 - Mapa conformacional das N°-fenilguaninas. As 4reas destacadas correspondem as
regiGes de baixa energia conformacional.

Os resultados da presente anilise conformacional serio a base da escolha da

geometria molecular a ser adotada no célculo de diversas propriedades fisico-quimicas.

Essas propriedades serdio utilizadas no estudo quantitativo das relagdes entre estrutura
quimica e atividade biolégica, utilizando-se parimetros calculados. No Capitulo 6 serfio
feitas as devidas considerages sobre a escolha da geometria molecular a ser utilizada nos

calculos das propriedades fisico-quimicas.
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3.6 GEOMETRIA MOLECULAR DAS N*-FENILG UANINAS

Nos célculos executados na Segéio 3.5, os ngulos torsionais 8, e 8, foram mantidos
fixos enquanto o restante da molécula procurou adaptar-se aos seus valores. Enquanto isto
€ aceitével na situagdo do célculo das barreiras de potencial, torna-se inadequado caso haja
interesse em conhecer a geometria de equilibrio gerada a partir de dado conjunto de
valores iniciais dos &ngulos 0; e 0. Neste caso, hi necessidade de deixar todos os

parametros geométricos livres durante o processo de otimizagdio.
3.6.1 Principais conformacdes de equilibrio das N*-fenilguaninas

Investigou-se a geometria molecular de equilibrio das N*-fenilguaninas a partir do
conhecimento das superficies de potencial determinadas na Sec#io 3.5. Fez-se a otimizago
da geometria molecular dos quatro derivados da N*-fenilguanina j4 utilizados (compostos
1, 3’-CF3, 4-H; 10, 3°-Br, 4’-Br; 11, 3’-n-Prop, 4"-H ¢; 15, 3°-H, 4’-H), partindo-se de
valores de ©; e 8 localizados nas regides A, B, C e D dos respectivos mapas
conformacionais. Decidiu-se pelos valores de 8, e 8; localizados nos limites e no centro
das quatro regiGes destacadas na Figura 21. Os valores iniciais de 8, e 8, so mostrados na

Figura 22.
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Figura 22 - Valores iniciais de 6, e 6, utiiizados na localizagho das principais conformagdes de
equilibrio das N’-feniiguaninas. Cada ponto significa um conjunto particular de valores de 0, e 6,
que definem a geometria molecular inicial a ser submetida & otimizagéo.

Observando-se a Figura 22, nota-se que para cada regiio de estabilidade
conformacional foram feitas 9 otimiza¢Ges de geometria molecular. Isto significa que, para
cada um dos quatro compostos selecionados, fez-se 36 otimizagdes de geometria
molecular com liberdade conformacional total. Os calculos foram feitos através do método
AMI. A geometria inicial foi preparada através do programa HyperChem e pré-otimizada
pelo campo de forga MM+

A Tabela 12 mostra os valores de 0, ¢ 0;, e também a entalpia de formag#io, dos
quatro derivados da N’-fenilguanina em suas principais conformacdes de equilibrio.
Apesar da quantidade de conjuntos de valores iniciais de 0: e 0,, apemas quatro
conformacgdes de equilibrio (C1, C2, C3 e C4, ver Tabela 12) foram atingidas para cada
composto. Essas conformagdes, embora diferentes entre si, sdo praticamente as mesmas

para cada um dos compostos estudados, como pode ser evidenciado pela semelhanca dos
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valores de 6, ¢ 0; de cada conformagfo. Neste sentido, a conformac¥o C1 dos compostos
-1, 10, 11 ¢ 15 ¢ definida, respectivamente, por 8, = 184 ¢ 6, = 58,0, =190 e 0; =55, 0, =

182 €0, =60;0; = 182 ¢ 8; = 60.

Tabela 12 - Conformagbes de equilibrio geradas a partir dos valores inicials de 6, e 8, mostrados
.na Figura 22.

Conformacgiio de equilibrio
Composto Pardmetro (o3 Cc2 Cc3 C4
1, 3-CF;, 4-H 6, 184° 174° 188° 176°
' 8" 58° 127= 233° 303°
AHP® -89.37 -69.72 -69.72 -89.63
Num.conw. ® 6 10 10 9
10, 3"-Br, 4'-Br 04 190° 170° 190° 170
0, 55 130° 230° 305°
AH# 96.96 96.84 96.84 86.96
Num.conv. 9 8 7 11
11, 3-n-Prop,4'-H 04 182° 178° 181° 178
) 60° 125° 235° 300°
AHP 65.47 65.44 85.45 65.49
Num.conv. 9 9 6 12
18, 3-H, 4-H 04 182° 178° 182° 178°
02 60° 125° 235° 3a01°
AHP 85.95 85.95 85.77 85.93
Num.conv. 8 10 6 12
Numero total de convergéncias 3z 38 29 44

* éngulos torsionais da conformagao de equilibrio; ® Entalpia de formag#io-padrio da conformagao
de equilibrio, em kcalmol'; ° Nimero de vezes que os célculos convergiram para wmna
conformacio em particular.

A Figura 23 mostra a localizagio das conformagdes de baixa energia C1-C4 nos
mapas conformacionais dos quatro derivados da N’-fenilguanina. Mostra também os

valores de 0, e 8; utilizados como pontos de partida para a determinacfio das conformagdes

de baixa energia.
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Comp. 1 Comp. 10
Potencial de Rotagfio Interna

Potencial de Rotagf@io Interna
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Figura 23 - Mapas conformacionais dos compostos 1 (3-CFs, 4-H) , 10 (3"-Br, 4-Br), 11 (3"-n-
Prop, 4'-H) e 15 (3'-H, 4'-H), mostrando a posigdo das principais conformagdes de equilibrio, C1,
C2, C3 e C4 (ver também a Tabela 12). O simbolo “x" indica as coordenadas de partida (0 e 0,
iniciais) das diversas otimizagtes da geometria molecular.

E interessante ressaltar que no mapa conformacional referente ao composto 11 (3°-
n-Prop, 4’-H) a conformagdo C3 aparece numa regido que aparentemente é de maximo de

energia conformacional, o que seria inconsistente. Na verdade, isto é o resultado do fato
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dos_-mapas conformacionais terem sido construidos com intervalos de valores de 6, e 6,
igual a 30°. Utilizando-se intervalos de 30°, muitos detalhes acabam se perdendo e
algumas regifes de baixa (ou de alta) energia conformacional podem nfio ser
adequadamente mapeadas. Em situac8o ideal, esse intetvalq deveria ser bem menor, talvez
5°,paraqueorelcvodomapefossemelhordelixmdo.Noentanto,autiﬁmq&odehnmalo

iguala5°elevmiaonﬁmerodeotimiza¢6esdegeomn'iade1728pm62208,oque

demandaria tempo estimado de 162 dias de célculo, de acordo com a Tabela 7 (pégina
108).

As Figura 24 - Figura 27 mostram as conformagdes C1-C4 do composto 1
(3’-CFs, 4°-H), como exemplo representativo das principais conformagdes de equilibrio
das N*-fenilguaninas.

Figura 24 - Estereograma’ da conformagio C1 do composto 1 (3-CFs, 4'H, Tabela 1, pag. 58). 6,
= 184° ¢ 0, = 56°,

’OmmmmmmmmeMaGMmmMma
wm&mnmmwﬁmwmamm.mmmmmmm
mmmmﬁmmmmammmmmmmmmmm
&ﬁmhadeobsmmwommdaspemqmnmhwhmobmmdoemﬁmdeimagem



122

Figura 26 - Estereograma da conformagio C2 do composto 1 (3'-CF5, 4-H, Tabela 1, pag. 56). 6
= 174° 8 6, = 127°. '

Figura 26 - Estereograma da conformagéio C3 do composto 1 (3'-CFs, 4-H, Tabela 1, pag. 58). 0,
= 186° e 6, = 2337,
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Figura 27 - Estereograma da conformagéio C4 do composto 1 (3-CFs, 4-H, Tabela 1, pag. 56). 0,
= 178° @ 0, = 303°,

3.7 CONSIDERACOES FINAIS

0 objetivo da anslise conformacional dos compostos bioativos quase sempre ¢
descobrirageomeuiaqueocompostoadotaduandoemprocessodeinteracaooomsw
receptor farmacologico, ou seja, a geometria bioativa. Exceto no caso das moléculas com
estrutura rigida, nio é possivel concluir com seguranca o que quer que seja a respeito da
geometria molecular bioativa apenas analisando a molécula do firmaco. E necessério levar
em consideracfo algum conhecimento sobre a estrutura do receptor ou quaisquer outras
informagdes que relacionem a geometria molecular A atividade biolégica. |

Os resultados da presente anélise conformacional s#o o produto apenas da analise
da molécula do inibidor. N&o foi feita qualquer considerag3io a respeito do receptor, ou de
informagBes que possam indicar esta ou aquela conformagio como sendo preferencial
durante a interagfio enzima-inibidor. Portanto, n#io ¢ possivel avangar mais nas conclusdes

a respeito da geometria bioativa. E possivel que a geometria bioativa seja parecida com
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alguma das conformagBes apresentadas na Seg#o 3.6, mas nfio é possivel afirmar com
seguranca.
O problema da determinagfio da geometria bioativa voltara a ser atacado no

Capitulo 5, considerando a geometria do receptor das N>-fenilguaninas na timidina-cinase.
3.8 CONCLUSOES DA ANALISE CONFORMAC‘ONAL

(2) A analise dos mapas conformacionais dos derivados da N*-fenilguanina indicou a
existéncia de quatro regiSes de estabilidade conformacional, A, B, C e D, localizadas
nos seguintes intervalos dos angulos torsionais 0; e §,: 100°< 6, <250°e 90° < @, <
140° e 250° < 8, < 320°%

(b) Apenas quatro conformagdes estéveis das N’-fenilguaninas, C1, C2, C3 e C4, foram
identificadas na andlise conformacional. Os dngulos torsionais 8, e 8; que caracterizam
essas conformagdes sdo: C1,0; =184° ¢ 8, =58°, (2,0, =174° e 0, = 127°, C3, 6; =

186° e 02 = 233° ¢; C4, 0, = 176° ¢ 6, = 303°.
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CAPITULO 4

QSAR COM PARAMETROS CLASSICOS

4.1 INTRODUCAO

O método classico de andlise das relagBes quantitativas entre estrutura quimica e
atividade biologica (QSAR), ou método de Hansch-Fujita (Hansch & Fujita, 1964), baseia-
se na utilizagiio de pardmetros fisico-quimicos linearmente relacionados com a energia

livre para a construgiio de modelos multidimensionais do tipo
AB=a, X1+ 8 X2+ ., +8,X-N+ 8,y , (95)

em que AB ¢ a atividade biologica, medida em escala apropriada (Martin, 1978; Kubinyi,
1993), X-n sdio os parimetros fisico-quimicos que descrevem as propriedades de grupos
substituintes e &, sdo coeficientes obtidos por anilise de regresséo linear maltipla. Modelos
desse tipo correlacionam a atividade biolégica com as propriedades medidas pelos
parfimetros fisico-quimicos. Esses parametros, chamados cléssicos, sfio propriedades
moleculares aditivas e constitutivas (Martin, 1978) e s3o normalmente classificados como
sendo dos tipos lipofilico, eletronico e estérico. Os parimetros mais utilizados em QSAR
classico sdo o logaritmo do coeficiente de particio octanol/dgua (log P), a constante
lipofilica de Hansch-Fujita (Fujita et al, 1964), 1’, a constante eletronica de Hammett
(Hammett, 1937), ¢ e a constante estérica de Taft (Taft, 1952), Es. A validade do método
de Hansch pode ser comprovada a partir das dezenas de milhares de equagdes publicadas
desde que o método foi formulado, em 1964 (Hansch & Leo, 1995). Otimos trabalhos de

% % = log Py - log Py, em que Py é o coeficiente de partigiio octanol/igna da molécula-mie substituida pelo
grupo quimico genérico X ¢ Py € o coeficiente de partigfio da molécula-mée nfo substituida.
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revisdo sobre o0 método de Hansch, também chamado de abordagem extratermodinimica,
podem ser encontrados nas referéncias: Tute, 1971, Redl, 1974; Martin, 1978 ¢ 1981;
Fujita, 1990; Kubinyi, 1993; Hansch, 1995.

Recentemente publicou-se em periédico de circulagio nacional a revisiio dos
métodos classicos de estudo das relagBes entre estrutura quimica e atividade biologica
(Gaudio, 1996). Nessa revisfio, relatou-se o histdrico do desenvolvimento desses métodos
e fez-se a andlise em pormenor dos métodos de Free-Wilson, Fujita-Ban, Hansch-Fujita e
Kubinyi, arrolando exemplos ilustrativos da aplicagéio de cada um deles.

Até o presente momento, tém-se conhecimento de apenas dois trabalhos QSAR
sobre as N°-fenilguaninas como inibidores de HSV TK (Gambino et al, 1992;
Hadjipavlou-Litina, 1995). Mostram-se, a seguir, as principais conclusdes desses
trabalhos.

4,1.1 Estudo QSAR de Gambino ¢ colaberadores

Gambino e colaboradores (1992) sintetizaram e determinaram a atividade de 36
derivados da N*-fenilguanina sobre HSV1 TK e HSV2 TK. O isolamento e purificagdo das
enzimas utilizadas nos testes biologicos sfio descritos por Focher e colaboradores (1988).
A atividade foi medida em termos de ICso, a concentrag@o molar de cada derivado capaz
de proporcionar 50% de inibiglio da atividade enzimética, em presenga de concentracdio
fixa de 2’-deoxitimidina e tendo o ATP como agente doador de grupo fosfato (Hildebrand
et al, 1990). Os valores de ICs, dos derivados da N>-fenilguanina mostraram-se
proporcionais ¢ muito proximos aos valores de Ki, a constante de inibicdo da reacéo.

| Portanto, a atividade representada por ICso pode ser considerada como sendo a propria
medida da afinidade do inibidor pela enzima (Gambino et al, 1992). Nenhum dos

compostos testados provocou inibigdo da timidina-cinase da célula hospedeira, dentro dos
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limites de concentragio dos reagentes utilizados (Hildebrand et al, 1990). Os parmetros
fisico-quimicos testados nessa analise foram: (a) a constante lipofilica de Hansch-Fujita
dos substituintes nas posi¢des meta e para do anel fenila, 7. e 7, (b) a constante eletronica
de Hammett dos substituintes nas posi¢des meta, oy, (efeito indutivo), e para, o, (efeito de
ressondncia); (c) as constantes eletrénicas de Swain-Lupton (Swain & Lupton, 1968) dos
substituintes nas posicdes meta (efeito indutivo), F, € para (ressondncia), R,, e; (d) a
refratividade molar (Martin, 1978) dos substituintes nas posi¢des meta, RMp, € para, RM,,
para detectar efeitos polares e possiveis impedimentos estéricos. Cabe ressaltar que foram
detectadas algumas incorregdes e também conjuntos de parimetros desatualizados na
matriz de parimetros fisico-quimicos utilizados por Gambino e colaboradores (ver
detalhes na Segdo 4.3). Como resultado da anélise, foram elaborados apenas dois modelos
lineares, baseados no método de Hansch. A Equagfio (96) mostra o modelo proposto para

explicar a atividade das N>-fenilguaninas sobre HSV1 TK.

log(1/C) = 0,58 (+ 0,16) n, — 0,45 (£ 0,14) =, + 0,73 (£ 0,49) on + 2,45 (1 0,65) R+
+ 510 (x0,16) (96)
(n=38; r=0,797; s=nf, F=13,48; p=nf)

Na equagéo (96), n é o nimero de compostos analisados, r € o coeficiente de
correlagdio, s é o desvio-padréo, F ¢ o teste de Fischer ou razdio da variéncia, p é o nivel
global de confiabilidade da equagfio, e os mimeros apresentados entre parénteses, apos
cada coeficiente, correspondem ao desvio-padriio’ dos coeficientes da equagiio (ver Seglio

2.3.1, “Regressdo linear maltipla”, pag.75).

* nfio fornecido.

* A apresentagio do desviq-padriio dos coeficientes nas oquaclics de regressio sfo desaconsclhados por
Kubinyi (Kubinyi, 1993). E aconselhével a gpresentacio do limite de confiabilidade de 95% dos coeficientes
da equaciio (Draper & Smith, 1981).
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De acordo com a Equagio (96), a atividade das N’-fenilguaninas sobre HSV1 TK é
basicamente controlada pelo parimetro lipofilico, sendo que substituintes mais lipofilicos
na posicio meta e mais hidrofilicos na posigdo para do anel fenila intensificam a atividade
inibitoria. Substituintes na posi¢do para capazes de extrair elétrons via mecanismo de
ressonancia também parecem ser importantes para a atividade desses compostos. Nota-se
que a significancia estatistica da Equagiio (96) ndo é boa. Seu coeficiente de correlagéo &
baixo (0,797), embora o teste de Fischer seja cerca de cinco vezes maior do que o valor
minimo aceitavel, que ¢ de 2,6 (Draper & Smith, 1981). Além disso, convertendo-se os
nameros entre parénteses para o limite de confiabilidade de 95%, verifica-se que o
coeficiente de o, € nulo, pois seu limite de confiabilidade ¢ maior do que o proprio
coeficiente, incluindo, pois, o valor zero. (0,72 (£ 0,98) o) .

Gambino e colaboradores eliminaram os compostos menos ajustados (também
chamados outliers) a0 modelo representado pela Equagdo (96), compostos 3 (4°-Br) e 30

(3°,4’-Cl), e a exclusdo desses compostos produziu a Equagio (97).

log(1/C) = 0,61 (+ 0,12) n, - 0,44 (*0.11) =, + 1,05 (+ 0,38) o, + 2,53 (x0,49) R, +
+ 5,03 (£0,12) o7
{(n=234; r=0,887; s=nf F=2621, p=nf)
Embora a Equagio (97) apresente meihor ajuste do que a Equagio (96), ndo ha

diferencas estruturais importantes entre essas equagBes. Apenas o coeficiente do parmetro
Om aumentou significativamente. Devido ao fato de os compostos eliminados terem
substituintes constituidos de halogéneos e apenas o, ter variado, Gambino e colaboradores
concluiram que algum efeito eletrénico nio detectado pelas constantes testadas deve ser
importante na interagiio enzima-inibidor.

A atividade inibitoria dos 35 derivados da N’-fenilguanina sobre HSV2 TK foi

modelada pela Equagio (98),
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log(1/C) = 0,40 (+ 0,18) %y - 0,53 (£ 0,15) =, + 1,72 (1 0,49) o, + 1,49 (L 064) R, +
+ 5,27 (£ 0,16) (88)
(n=35; r=0,005; s=nf, F= 13,89, p=nl)

Embora os parimetros que aparecem na Equagio (98) sejam os mesmos da
Equagiio (96), os coeficientes de om € Ry sofreram alteragies significativas. O coeficiente
de om aumentou de 0,73 para 1,72, enquanto que o coeficiente de Ry diminuiu de 2,45 para
1,49. Esses nimeros indicam que fatores cletrbnicos distintos s&o responsiveis pela
atividade inibitéria das N*-fenilguaninas sobre HSV1 TK e HSV2 TK.

A Equacdo (99) foi produzida apds a eliminagio dos compostos 3 e 30, mais uma

vez 0s menos ajustados ao modelo.

i09(1/C) = 0,45 (£ 0,12) = — 0,52 (2 0,11) m, + 2,05 (+ 0,38) o + 1,57 (£ 0,49) R, +
+ 521(1£0,12) (99)
(n=233, r=0883; s=nf;, F=2761,p=nf)

Pode-se notar que o coeficiente de 6, sofreu a alterag@io mais significativa. Esta
observacdo indica que hé diferengas no modo como as N*-fenilguaninas interagem com o
sitio ativo de HSV1 TK e HSV2 TK. Isto provavelmente se deve s possiveis diferencas
nos sitios ativos dessas enzimas € ndo no modo de ligagio das N>-fenilguaninas, uma vez

que hé indicagBes de que esses compostos agem pelo mesmo mecanismo em ambas

enzimas (Focher et al, 1988).
4.1.2 Estudo QSAR de Hadjipaviou-Litina

| Hadjipavlou-Litina (1995) apresentou estudo QSAR classico complementar ao de
Gambino e colaboradores. Nesse trabalho, foram utilizados apenas os valores da atividade
inibitéria das N’-fenilguaninas sobre HSV1 TK, produzidos por Gambino. A melhor (e

(nica) equagdo apresentada por Hadjipavlou-Litina foi a Equacdo (100).
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log(1/iCs0) = 1,73 (£ 0,598) x5 — 2,54 (£ 0,82 log (B - 1034+ 1) + 1,97 (: 0,47) B15 -
-1,72 (0,64) F + 4,07 (+0,80) (100)

(n=30; r=0,907; s=0,401; F=2230; p=nf, n,=0,141; log § = 0,198)

Na Equagio (100), os nimeros apresentados entre parénteses, apdés cada
coeficiente, sdo os limites de conﬁabﬂidade de 95% dos coeficientes da equagsio; 34 € a
soma dos valores da constante lipofilica de Hansch-Fujita (Fujita et al, 1964) dos
substituintes presentes nas posigdes meta e para do anel fenila das N-fenilguaninas; 7, ¢ o
valor Otimo de w34 Bia € a constante estérica de Verloop (Kubinyi, 1993) dos
substituintes na posicdo meta (B3 = B na posi¢do 3°, que corresponde & posigio meta; B;
¢ a largura minima do substituinte, medida a partir do eixo de substituigio e em direglio
ortogonal a este) ; F ¢ a constante eletrdnica de Swain-Lupton para efeito indutivo (Swain
& Lupton, 1968) e; B € o parimetro de ajuste bilinear de Kubinyi (Kubinyi, 1977).
Também foram testados por Hadjipavlou-Litina os seguintes parimetros: RM,, ¢ RM,, o,
e R,. A qualidade dos valores das constantes dos substituintes de sua matriz de parimetros
fisico-quimicos ¢ equivalente & de Gambino (ver Segfio 4.3).

De acordo com a Equagio (100), a atividade inibitoria dos derivados da N°-
femlguamna sobre HSV1 TK obedece a0 modelo bilinear® assimétrico (Kubinyi, 1977), ou
seja, a atividade inibitéria possui dependéncia bilinear (nfo-linear) em relagio a
lipofilicidade. As declividades da curva bilinear so 1,73 e —0;81 (1,73 - 2,54 = —0,8]).
Destaca-se no modelo apresentado por Hadjipavlou-Litina a ocorréncia de efeito estérico

™m posigiio meta. De acordo com o modelo, quanto maior a largura minima do substituinte

¢ O modelo bilinear pode ser representado pela funglio log 1/C=alogP -blog(PP+1)+c,emque Céa
concentracdo molar do firmaco, P ¢ o coeficiente de partichio octanol/dgua ¢ a, b, ¢ ¢ p s30 constantes de
gjuste. A curva bilinear é semelhante 4 pardbola, sendo que as partes ascendente ¢ descendente sio retilineas.
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ligado a posigio meta, maior a atividade inibitéria. Ha que se destacar o fato de a Equaciio
(100) incluir apenas 30 compostos. Seis compostos (2, 3°-CHzN;3; 3, 4’-Br; 10, 3’,.4’-Br;
17, 3°,4’'-CH,CH:CHg; 21, 3’-CH;NH; ¢, 24, 3’ 4’-CH=CHCH=CH) n#o sc ajustaram a0

modelo bilinear.
4.2 ESTRATEGIA DA ANALISE

Fez—seaanﬂiseclﬁssicadasmhcéesma-aﬁvidademndo-seos
mmpostbsemgruposdewordommaposiciodombsﬁwiMemmdfenil&Dmafoma,
analisou-se os compostos meta, para, meta ¢ para em conjunto, di-substituidos, e,
finalmente, todo o conjunto de compostos. Para a seleciio de varidveis, utilizou-se o
método de busca sistemética, em que, para dado grupo de compostos analisados, verificou-
se todas as possiveis regressdes com uma varidvel, todas as possiveis regressdes com duas
varigveis, etc. (ver Sego 2.5.2, “Selegio de varidveis por busca sistemitica”, pag.80). A
selecio das melhores equagdes foi feita com base no coeficiente de correlagiio, desvio-
padréo e teste de Fischer, simultaneamente (Draper & Smith, 1981). Como método
complementar de sele¢iio de modelos, utilizou-se a validag@io cruzada (cross-validation) do
tipo LOO (Jeave-one-out) para identificar os modelos com maior capacidade preditiva.
Foram calculados o quadrado do coeficiente de correlagio das previsdes (Q), o desvio-
padrio das previsdes (spress) € O erro padrio das previsdes (SDEP) (ver Segiio 2.5.1,
“Regressdo linear multipla”, pag.75). Para as melhores equagBes de regressio serfio

| apresentadas tabelas contendo a atividade observada, prevista e os respectivos residuos,

bem como gréficos da atividade observada em fung3o da atividade prevista.

Pode-se utilizar a seguinte formulagio alternativa para o modelo bilinear log 1/C=ax~blog (B 10"+ 1) +
€, em que 7 € o parimetro lipofilico. O valor de P, . x, (P ¢ n &timos) sio dados por a/(p.(b — a)), (b > a).
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No processo de selegio de varidveis e cdlculo das equagdes de regressdo, utilizou-
s¢ o programa MLA (Multiple Linear Regression), construido pelo autor. MLA foi
codificado em linguagem de programac¢io Basic ¢ possui cerca de cinco mil linhas de

codigo fonte.
4.3 PARAMETROS CLASSICOS UTILIZADOS

A matriz de parmetros fisico-quimicos de Gambino e colaboradores foi revista, o
que implicou em diversas correges, e ampliada para a execuglio da presente anélise. As
principais corregdes foram (entre parémteses sio apresentados os valores originais
incorretos): (3) T - composto 2: 1,127 (0,72 - valor incorreto), composto 6: 0,17 (0,64); (b)
Xy - composto 36: 2,67 (2,39); (c) om - pequenas coirepﬁes no composto 6: 0,11 (0,10),
composto 11: -0,06 (-0,07) ¢ composto 21: -0,03 (0,00) e (d) R,. Os valores de R; foram
todos modificados devido 2 reparametrizacio dessa constante feita por Hansch e
colaboradores (1991). Todos esses valores fazem parte da mais recente atualizagio de
pardmetros disponivel e, portanto, mais confiaveis do que os parimetros utilizados por
Gambino e colaboradores (Hansch, 1973). Além disso, incluiram-se na presente analise os
pardmetros estéricos de Verloop, L, B; e Bs, que medem, respectivamente, o comprimento,
a largura minima ¢ a largura méaxima do substituinte, em relacdio ao eixo de substituigio
(Kubinyi, 1993). Finalmente, incluiram-se os quadrados dos pardmetros xm e &, como
tentativa para detectar possivel nfio-linearidade entre a atividade inibitéria das N*-

fenilguaninas e a lipofilicidade.

’0valordez..,= 1,12 para ¢ substituinte CH,N; foi calculade e gentilmente fornecido pelo Dr. Corwin
Hansch, Pomona College, Claremont, California.
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Os valores dos pardmetros classicos utilizados na analise de QSAR, bem como a

matriz de correlagio dos parimetros, sdio mostrados, respectivamente, na Tabela 19
(pag.151) e Tabela 20 (pag. 153).

4.4 ANALISE DOS COMPOSTOS META-SUBSTITUIDOS

Nas equagdes que se seguem, os nimeros apresentados entre parénteses, apos cada
coeficiente, correspondem ao limite de confiabilidade de 95% dos coeficientes da equacdio

(Draper & Smith, 1981).
4.4.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK
Nio houve modelos significativos.

4.4.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK

O unico modelo significativo e com duas variaveis capaz de representar a atividade

dos derivados meta-substituidos sobre HSV2 TK ¢ mostrado na Equagdo (101).

log(1/C) = 0,334 (+ 0,238) ny, + 2,264 (+0,920) oy, + 5,307 (+0,286) {101)
(n=13; r=0,897; 5=0,315; Fyz1p = 20,676; p < 0,00028)

(Q% = 0,690; Spress = 0,398; SDEP = 0,363)

A Equagdo (101) ndo possui equivalente na analise de Gambino e colaboradores.
Essa equaglio indica que a atividade inibitéria dos compostos meta-substituidos contra
HSV2 TK depende da lipofilicidade e da capacidade do substituinte ligado & posig#o meta
de extrair elétrons do anel fenila, sendo que substituintes mais lipofilicos ¢ com maior
capacidade de extrair elétrons do anel fenila por efeito indutivo intensificam a atividade. A
Equacio (101) esta em acordo com o modelo de Gambino, apresentado pela Equagdo (98)
(pag.129).l
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Na constru¢dio da Equagiio (101), o parimetro eletr8nico, G, € 0 mais importante e
¢ capaz de explicar cerca de 62% da varifincia total da atividade inibitéria. Ao acrescentar-
se 0 parimetro lipofilico, my, este contribui com aumento de apenas 18% na explicac3o da
varidncia. Na Equacdio (101), o parfimetro & € pouco significativo, na medida em que seu
coeficiente possui limite de confiabilidade muito estreito. Portanto, a Equagiio (101) indica
que a atividade dos derivados meta das N*-fenilguaninas sobre HSV2 TK é basicamente
controlada pelo parametro eletronico.

A Tabela 13 mostra os valores da atividade inibitoria previstos pela Equacio (101),
bem como os respectivos residuos. O grafico mostrando a atividade observada em fungio
da atividade prevista pela Equagiio (101) é mostrado na Figura 28.

Tabela 13 - Atividades inibitdrias observada e prevista dos derivados meta-substituidos da N>
fenilguanina sobre HSV2 TK, e os respectivos residuos, calculados através da Equacio (101).

Substituinte log 11Cs
Comp. X Y Observado Previsto Residuo
1 CFsy H 7,00 8,57 0.43
2 CHaNs H 5,82 5,68 0,14
4 CHzBr H 5,92 5,64 0,08
5 ! H 5,96 6,47 -0,51
6 CHCI H 587 5,81 0,26
7 cl H 8,46 6,38 0,08
8 Br H 6,22 6,48 -0,26
® Et H 5,40 5,49 -0,00
" n-Pr H 5,52 5,69 0,17
12 CN H 8,40 6,38 0,02
15 H H 5,80 5,31 0,49
20 CHzOH H 4,70 4,96 -0,26
Ly CHaNH; H 4,70 4,89 0,18
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7.2

44 « . -
46 5.0 5.4 5.8 6.2 6.6 7.0

log 1/1C4q Prev.

Figura 28 - Atividade inibit6ria observada dos derivados meta-substituidos da ﬂz-feni&uaninas em
funclio da atividade prevista pela Equagio (101). As linhas pontilhadas sBo hipérboles que
demarcam a regido correspondente a 5% de confianga dos valores previstos.

Pode-se verificar como se comporta a Equagiio (101) ao reconstrui-la excluindo-se
o0s dois compostos menos ajustados. S&o eles os compostos 5 (3°-1, 4’-H), cujo valor
calculado de log(1/ICs) foi superestimado em 1,6 desvios-padrio, e 15 (3’-H, 4’-H), cujo
valor calculado da atividade inibit6ria foi subestimado em 1,6 desvios-padrio. A exclusdo

desses dois compostos deu origem & Equagdo (102):

log(1/C) = 0,409 (+ 0,178) x,, + 2,616 (+ 0,809) o + 5,220 (& 0,208) {102)
(n=11; r=0962; $=0,219; Fpg =49,178; p < 0,00003)
(Q% = 0,873 Spress = 0,284 SDEP = 0,254 )

‘A Equacdio (102) possui ajuste superior & Equag@io (101). Na Equagio (102), o

parémetro eletrdnico isoladamente passa a ser capaz de explicar cerca de 66% da varidncia
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total da atividade biologica. A inclusiio do parimetro lipofilico contribui com aumento de
26% em termos de explicagdio da varidncia. No entanto, a0 observar-se 0 comportamento
dos valores dos limites de confiabilidade de 95% dos coeficientes das varidveis presentes,
vé-se que tanto o coeficiente %, quanto o de Om mam-se mais confidveis,
simultaneamente. Na Equag&o (101), os limites de confiabilidade de R € Op, TEpresentam,
respectivamente, 72% e 41% do valor de seus ooeﬁclentes (quanto menor for o valor
apresentado entre parénteses nas equacdes de regressdo, maior'séiaoonﬁabilidade do
respectivo coeficiente). Na Equagdo (102), esses valores s§o, respectivamente, 42% e 26%,
ou seja, os coeficientes das varidveis presentes na Equagiio (102) s§o mais confidveis do
que os da Equagiio (101). Esse fato € uma indicagio de que tanto ®m quanto o, sio
responsaveis pelo desajuste dos compostos 5 ¢ 15 4 Equagdo (101).

A Tabela 14 mostra os valores da atividade inibit6ria previstos pela Equaggo (102),
bem como os respectivos residuos. O gréfico mostrando a atividade observada em fungiio

da atividade prevista pela Equag3o (102) ¢ mostrado na Figura 29.
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Tabela 14 - Atividades inibitérias observada e previsia dos derivados meta-substituidos da N*-
fenilguanina sobre HSV2 TK, e 0s respectivos residuos, calculados através da Equagdio (102).

Substituinte log 11Cso
Comp. X Y Observado Previsto Residuo
1 CR H 7.00 8.7 0,20
2 CHN, H 582 568 0,14
4  CHpBr H 582 588 0,06
6  CHCI H 5,87 558 0,20
7 ol H 6,48 648 -0,02
8 Br H 6,22 6,50 0,37
s E H 5,40 5,45 -0,05
11 nPr H 5,62 5,70 0,18
12 CN H 6,40 6,45 0,05
20 CH,OH H 4,70 4,80 0,10
21 CHNH, H 470 4,72 0,02
72
6.8
6.4 A ]
gs 6.0 . A
18- 56| ) -
2 A
A".
5.2
agl."
A -
4.4 Al .
44 48 52 56 6.0 6.4 8.8
l0g1/1Csq Prev.

+
I
I

7.2

[ Figura 29 - Atividade inibitoria observada dos derivados meta-substituidos da N°-fenilguaninas em

fungio da atividade prevista pela Equacio (102).



138

Embora o mimero de derivados meta-substituidos seja de apenas treze, o que limita
em dois o niimero de varidveis que podem ser anslisadas com seguranca, ¢ importante
verificar a ocorréncia de modelos com trés varidveis. Sob este aspecto, deve-se considerar

a Equagdio (103).

I0G(1/C) = 0,475 (& 0,232) np + 1,948 (£ 0,805) op — 0,548 (4 0,488) RM,, +
+ 5800 (£0498) (103)
(n=13; r=0,841; s=0254; Fay=23,372; p<0,00014)

(@ = 0,795; Seress = 0,341; SDEP = 0,205)

E interessante a presenca da refratividade molar na Equaggio (103). A refratividade
molar é uma espécie de camaledo entre os parfimetros fisico-quimicos, apesar de ser
amplamente utilizada em estudos QSAR (Martin, 1978; Kubinyi, 1993). Os valores da RM
costumam ter correlagio élevada com a lipofilicidade e o volume molar. Este fato costuma
gerar dificuldades na interpretagio do significado da presenca da RM em modelos de
QSAR. Kubinyi (1993) defende a seguinte tese: se a RM aparece com coeficiente positivo,
isto pode representar a interagdio do substituinte com regiles polares do sitio ativo;
coeﬁciente de RM negativo significa possivel impedimento estérico, especialmente se a
correlago com a lipofilicidade for pequena. Na Equagéo (103), a correlagiio entre m,
RM,,, considerando-se somente 0s treze compostos, € de apenas cerca de 26%. Isto pode
ser indicagiio de impedimento estérico na regiio meta do sitio ativo de HSV2 TK.

Apesar de Equagdo (103) possuir boas caracteristicas gerais, nota-se que O
coeficiente de RM, possui limite de confiabilidade muito estreito. O limite de
confiabilidade de 0,488 representa cerca de 90% do valor do proprio coeficiente de RM,.
No entanto, devido 4s boas caracteristicas dessa equagiio, ela serd mantida para futura
comphragﬁo com os resultados da analise incluindo pardmetros calculados (ver Segdo

6.2.2, “Atividade inibitéria sobre HSV2 TK.”, pag. 235).
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A Tabela 15 mostra a percentagem de explicag®o da varifincia de cada parimetro, a
medida em que foram introduzidos na Equagéio (103).

Tabela 15 - Percentagem de varifiincia da atividade inibitéria dos derivados meta sobre HSV2 TK
explicada por cada pardmetro das Equacbes (101), (102) e(103).

Equagio m . B RMp,
101 | 82% +18% . -
102 86% +26% -
103 82% +18% | +9%

Na Tabela 15, ¢ nas demais tabelas semelhantes s esta que serio mostradas ao
longo do presente trabalho, cada linha mostra os parimetros fisico-quimicos em ordem
decrescente de capacidade de explicagdo da varidncia da atividade inibitéria. Como
exemplo de como deve ser interpretada este tipo de tabela, na linha referente & Equagio
(103), o parimetro 6, € 0 mais importante e capaz de explicar, sozinho, 62% da varidncia
da atividade inibitéria. Nenhum outro parimetro testado € capaz de explicar, sozinho,
maior percentual de varidncia. Ao incluir-se o parﬂmetro' T, €5te, na presenca de Om,
acrescenta 18% a explicagfio da varidncia da atividade da Equacfio (103). Finalmente,
quando se inclui o parfmetro RM,, este, na presenga de On € 7m, acrescenta 9% 4
capacidade de explicaglio da varidncia da atividade da Equaghio (103). Isto significa que
Om, T ¢ RM,, sio capazes de explicar cerca de 89% da varidncia dos valores da atividade
dos compostos meta-substituidos, 0 que eqiiivale ao quadrado do coeficiente de correlagio
da Equag#o (103), multiplicado por 100 (0,941%x100 = 89%).

A Tabela 16 mostra os valores da atividade inibitéria previstos pela Equagiio (103),
bem como os respectivos residuos. O grafico mostrando a atividade observadﬁ em funcio

da atividade prevista pela Equagdo (103) ¢ mostrado na Figura 30.
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Tabela 16 - Atividades inibitérias observada e prevista dos derivados meta-substituidos da N
fenilguanina sobre HSV2 TK, e os respectivos residuos, calculados através da Equacdo (103).

Substituinte log 1ACs

Comp. X Y Observado Prewvisio Residuo
1 CF; H 700 8,79 0.21
2 CHuN; H 5,82 554 0,28
4 ~ CHoBr H 5,92 5,69 0,23
5 ¥ H 596 6,26 0,30
6 CH.CI H 5,87 5,53 0,34
7 Cl H 6,46 8,54 0,08
8 Br H 8,22 849 0,27
9 Et H 5,40 5,80 0,20
1 n-Pr H 5,52 561 0,08
12 CN H 8,40 8.28 0,12
18 H H 5,80 5,75 0,05
20 CH,OH H 4,70 493 -0,23
21 CH,NH, H 4,70 4,76 0,08
7.2

log 11C, Obe.

44— : ‘ .
46 5.0 5.4 5.8 62 66 7.0

log 11Cxg Prev.

Figura 30 - Atividade inibitria observada dos derivados meta-substituidos da N*fenliguaninas em
_ fungdio da atividade prevista peia Equag3o (103).
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4.5 ANALISE DOS COMPOSTOS PARA-SUBSTITU{DOS

4.5.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK
Niio houve modelos significativos.
4.5.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK
Néo houve modelos significativos.

4.6 ANALISE DOS COMPOSTOS META E PARA -SUBSTITUIDOS

4,6.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK
Néo houve modelos significativos.
4.6.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK
N#o houve modelos significativos.

4.7 ANALISE DOS COMPOSTOS DI-SUBSTITUIDOS

4.7.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK
Néo houve modelos significativos.
4.7.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK

Néo houve modelos significativos.
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4.8 ANALISE GLOBAL

4.8.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK

O melhor modelo capaz de representar a atividade de toda a série de N°-
fenilguaninas, com exceglio dos compostos 3 (4°-Br) e 30 (3,4’-Cl,), sobre HSV!1 TK foi o
modelo de Gambino, apresentado na Equaglio (97). A Equagio (104) mostra o modelo de
Gambino recalculado com base na matriz de parimetros fisico-quimicos apresentada na
Tabela 19.

log(1/C) = 0,584 (+ 0,228) ny, ~ 0,414 (+ 0,200) =, + 1,048 (+ 0,746) o +
+2,381 (+ 0,871) Ry + 5,077 (+0,244) (104)
(n=34; r=0,897; s=0,399; F = 29,767; p < 0,00001)
(Q? = 0,741; Spaess = 0,459; SDEP = 0,430)

Na Equagdo (104), a ordem de entrada de cada varidvel em relagio a sua
capacidade de explicar a varifincia total da atividade inibitéria sobre HSV1 TK ¢ a
seguinte: Tm 36%, R, +21%, m, +5% e On +3%. Individualmente, a capacidade de
explicagiio da varidncia dos parfmetros presentes na Equagio (104) € a seguinte: 1, 36%,
Ry 27%, T, 25% € Om 20%. Estes mimeros indicam que a atividade dos derivados das N*-
fenilguaninas sobre HSV1 TK ¢ basicamente controlada pelos parimetros lipofilico e
eletrdnico nas posigdes meta e para. Substituintes mais lipofilicos na posigiio meta e mais
hidrofilicos na posi¢iio para do anel fenila intensificam a atividade inibitoria. Substituintes
na bosi;ao para capazes de extrair elétrons via mecanismo de ressoniincia intensificam a
atividade inibitéria. Substituintes na posigiio meta capazes de extrair elétrons por efeito

indutivo intensificam a atividade inibitoria.
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Na Equagiio (104), os valores dos coeficientes de &, € @, tém significado
importante em termos do ambiente de interagdio enzima-inibidor. A lipofilicidade &
geralmente considerada como sendo o resultado da variagiio da energia livre do processo
de dessolvataglio de um composto em seu movimento da fhee aquosa para a biofase
(Hansch & Leo, 1995). Coeficientes de log P ¢ & proximos da.umidade geralmente sdio
interpretados como sendo conseqiiéncia do processo de dessﬂivatagio completa do
composto. Isto pode significar que a interacio deste com a biofase di-se através da
penetragio completa do firmaco na estrutura onde se localiza o seu receptor. Coeficientes
de log P e m préximos de 0,5, por outro lado, séio interpretados como sendo conseqiiéncia
do processo de dessolvatag#io parcial do composto, que pode ser decorrente do fato de o
sitio ativo estar localizado na superficie do receptor. No entanto, essa interpretacfio nfio &
infalivel. Pode acontecer de o sitio de ligagio do firmaco, bem como o caminho que da
acesso ao sitio, serem espagosos suficientes para impedir que ocorra dessolvatagio
apreciavel.

O sinal dos coeficientes de n, € 7, na Equaglio (104) indica que as regides do sitio
ativo de HSV1 TK proximas as posicdes meta e para do anel fenila sdo, respectivamente,
lipofilicas e hidrofilicas. No entanto, a presenga de om na Equagiio (104) indica que
substituintes polares em meta também intensifica a atividade inibitéria das N*-
fenilguaninas. Isso pode significar que a regido do sitio ativo préxima & posicio meta tenha
carater duplo ou anfifilico (lipofilico por parte de ., e polar por parte de o), sendo que
predomina a natureza lipofilica (ver também & Segfio 5.5.6, “Natureza das regides do sitio
ativo proximas as posigdes meta e para”, pag.218).

A Tabela 17 mostra os valores calculados da atividade inibitéria das NZ2-

fenilguaninas sobre HSV1 TK, bem como os respectivos residuos, produzidos pela
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Equacdio (104). O gréfico da atividade observada em fung#io da atividade calculada pela
Equagio (104) é mostrado na Figura 31.

Tabela 17 - Atividades inibitérias observada e prevista do conjurio global dos derivados da N-
feniiguanina sobre HSV1 TK, e 0s respectivas residuos, calculados através da Equacdo (104).

Substituinte - _log NCxp
Comp. X Y Cbeanvado. Previeth Reslduo
1 CFs H 6,82 Y 077
2 CHaNs H 8,10 574 0,38
4 CH:Br H 6,00 5687 0,33
5 \ H 5,96 8,11 0,15
8 CHCI H 5,85 5,20 0,58
7 c H 5,82 5,89 0,07
8 Br H 5,82 6,00 0,18
9 Et H 5,80 5,61 0,01
10 Br Br 5,52 5,12 0,40
11 n-Pr H 5,48 5,83 0,45
12 C©N H 5,30 5,33 0,03
13 Et Me 5,16 495 0,21
14 C F 5,10 490 0,20
15 H H 5,10 5,08 0,02
16 Ci Me 4,92 523 0,31
17  -CH2CH2CHz - 482 477 0,05
18 H Et 470 4,30 0,40
19 CFa Cl 4,70 5,30 0,60
20 CHOH H 4,60 4,47 0,13
21 CHzNH2 H 452 4,43 0,08
2 H CFs 4,52 5,00 0,57
23 H n-Pr 452 4,10 0,42
24  —CH=CHCH=CH- 4,40 5,17 0,77
25 Me n-Bu 4,40 4,10 0,30
28 H I 4,40 404 0,36
27 H Me 4,30 4,42 0,12
28 F F 4,30 453 0,23
29 H n-Bu 4 30 3,84 0,46
31 H cl 4,00 4,33 -0,33
32 H OH 3,85 3,68 0,18
33 H i-Pr 3,70 3,00 -0,29
34  CHOH Me 3,57 3,81 0,24
33 H F 3,52 4,09 0,57
3 H n-CsHi 3,30 3,64 -0,34
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Figura 31 - Atividade inibitéria observada do conjunto global dos derivados da N’-fenilguanina
sobre HSV1 TK em fungfio da atividade prevista pela Equaclio (104).

4.8.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK

O melhor modelo capaz de explicar a atividade das N’-fenilguaninas sobre HSV2
TK, com excegdio dos compostos 3 (3"-H, 4-Br), 30 (3'-CL 4-Cl) ¢ 35 (3-H, 4"-F) &
representado pela Equagio (105).

log(1/C) = 0,410 (+ 0,211) =, - 0,535 (£ 0,197) =, + 1,928 (+ 0,687) o, +
+1,123 (£ 0,828) R, + 5,269 (+ 0,224) (105)
(n=32; r=0913; 5s=0,382; Fyz = 33,822; p <0,00001)
(Q° = 0,773; Seress = 0,423; SDEP = 0,395 )

.A Equagiio (105) & equivalente a4 Equagio (98), proposta por Gambino e

colaboradores (pag. 129), e bastante semelhante 4 Equago (104), o que reforca a
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indicagio de que a interagio das N’-fenilguaninas com HSV1 TK e HSV2 TK dé-se pelo
mesmo mecanismo de acio.

Na construgio da Equacéio (105), a ordem de entrada de cada varikvel em relaciio 3
explicagéio da varidncia total da atividade inibitoria sobre HSV2 TK ¢ a seguinte: 0., 43%,
np +24%, W +11% e R, +5%. Individualmente, a capacidade de explicaclo ‘da vatifncia
dos parfimetros presentes na Equagdio (105) € a seguinte: G 43%, %, 41%, Tm 28%, R,
6%.,. Estes nimeros indicam que a atividade dos derivados das N°-fenilguaninas sobre
HSV2 ¢ controlada pelos pardmetros eletrdnico e lipofilico, sendo que os substituintes
capazes de extrair elétrons por efeito indutivo na posiciio meta e substituintes higrofilicos
na posi¢éo para e lipofilicos na posi¢iio meta do anel fenila intensificam a atividade.

Podem-se comparar as Equa¢Bes (104) e (105) sob os aspectos qualitativo e
quantitativo. Qualitativamente essas equagdes so muito semelhantes, considerando-se que
os parimetros que nelas aparecem s§o os mesmos e que seus coeficientes tém
aproximadamente a mesma ordem de grandeza. Esta observagio indica que o processo de
interagio das N’-fenilguaninas com HSV1 TK e HSV2 TK é nuito semelhante, ou seja,
acontece em sitios ativos equivalentes e através do mesmo modo de ligagiio. Do ponto de
vista quantitativo, percebem-se pequenas diferencas nas importincias relativas dos
parimetros que explicam a atividade inibitéria sobre HSV1 TK e HSV2 TK. Os
parémetros relativos & posicio meta, %m € Om, apresentam inversio da capacidade de
explicagdo da varidncia nas Equagdes (104) e (105) (36% e 20% em HSV1 TK e 28% e
43% em HSV2 TK, respectivamente). Seguindo 0 mesmo raciocinio que para HSV1 TK
(ver Seglio 4.8.1, “Atividade inibitoria sobre HSV1 TK”, pag.142), o sitio ativo de HSV2
TK, na regifo proxima 4 posiglio meta, deve apresentar natureza anfifilica, sendo que
5 predomina o caréter polar. Isto pode significar a existéncia de pequenas diferengas nas

. estruturas dos sitios ativos das duas enzimas, principalmente na regifio proxima A posigio
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meta. No entanto, a natureza do ambiente de interagéio do anel fenila, ou seja, anfifilica em
meta e hidrofilica em para, parece ser idéntica nas duas enzimas.

A Tabela 18 mostra os valores calculados da atividsde inibitéria das N’-
fenilguaninas sobre HSV1 TK, bem como os respectivos residuos, produzidos pela
Equagdo (105). O grafico da atividade observada em funclio ds atividade calculada pela
Equac#io (105) é mostrado na Figura 32.

Tabela 18 - Atividades inibitrias observada e prevista do conjunto global dos derivados da N°-
feniiguanina sobre HSV2 TK, e os respectivos residuos, calculados através da Equaclio (105).

Substituinte log 1ACx_

Comp. X Y Observado Previsio Residuo
1 CFa H 7,00 6,48 0,54
2 CH2Ns H 5,82 573 0,09
4 CH4Br H 5,92 5,82 0.10
s I H 5,96 5,40 -0,44
6 CHCI H 587 555 0,32
7 cl H 6,46 6,27 0,19
8 Br H 8,22 6,37 0,15
9 Et H 5,40 5,55 -0,15
10 Br Br 5,89 5,67 0,22
11 n-Pr H 8,62 5,79 0,27
42 CN H - 8,40 6,11 0,29
13 Et Me 5,10 5,05 0,05
4 F 5,80 5.76 -0,16
15 H M . 880 . 5,27 0,53
16 cl Me 5,60 577 0,17
17  —CH2CH:CH2 - 5,00 4,62 0,38
18 H Et _ 4,60 4,55 0,05
19 CFs cl ' 5,30 5,87 -0,57
20 CH;OH H \ 470 4,85 -0,15
21 CHoNH, H 470 478 -0,08
22 H CFs 4,40 4,98 -0,58
23 H n-Pr 433 4,28 0,05
24  —CH=CHCH=CH- 5,00 5,23 023
26 H I 5,05 4,40 0,65
27 H Me 522 477 0,45
28 F F 5,66 547 0,19
29 H n-Bu 4,30 3,96 0,34
3 H cl 430 4,68 0,38
32 H OH 4,70 4,84 0,14
33 H i-or 4,00 4,24 0,24
34 CH.0H Me 3,70 4,34 -0,64
36 H n-CsH1 3,60 3,68 -0,08
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Figura 32 - Atividade inibitoria observada do conjunto global dos derivados da N°-fenilguanina
sobre HSV2 TK em func8o da atividade prevista pela Equagio (105).

4.9 CONCLUSOES DO ESTUDO QSAR COM PARAMETROS CLASSICOS

(a) A atividade dos derivados meta-substituidos da E’-fenilglmnina sobre HSV2 TK ¢
governada principalmente pelo pardmetro eletrdnico, sendo que substituintes capazes de
extrair elétrons do anel fenila intensificam a atividade. A lipofilicidade exerce
influéncia menor na atividade desses compostos sobre HSV2, sendo que substituintes
meta mais lipofilicos intensificam a atividade inibitéria;

(b) A atividade inibitoria global das N>-fenilguaninas sobre HSVl TK e HSV2 TK
depende dos par@metros R, %p, Om € Ry;

(¢} Qualitativamente, os parimetros nm, %y, Om € Rp exercem influéncia semelhante sobre a

atividade das N’-fenilguaninas sobre HSVI TK e HSV2 TK (os coeficientes desses



148

pardmetros nas Equagdes (104) ¢ (105) tém os mesmos sinais: +7,— Ry, +0m € +R,).
Isto pode ser interpretado como uma indicagio da semethanga do mecanismo de agiio
das N*-fenilguaninas sobre HSV1 TK e HSV2 TK;

(d) Quantitativamente, ocorrem diferengas na influéncia dos parimetros 7, Ty, Om € Ry
sobre a atividade das Ij’-fenilguaninas sobre HSV1 TK e HSV2 TK: a atividade
inibitéria global sobre HSV1 TK ¢ influenciada pelos pardmetros lipofilico em meta
(7w} e hidrofilico em para (+1,), pelo efeito de ressonéncia em para (+R,) e pelo efeito
indutivo em meta (+0m) de forma aproximadamente equivalente, enquanto que a
atividade inibitéria global sobre HSV2 TK é principalmente influenciada pelo efeito
indutivo em meta (+0n) € pela lipofilicidade em meta (+7m) € para (—%,). Isto pode ser
interpretado como sendo reflexo de pequenas diferencas nos sitios ativos dessas
enzimas;

(e) A regifio do sitio ativo de HSV TK, proxima a posigdo meta do anel fenila das N°-
fenilguaninas, possui natureza anfifilica (carater duplo), predominando o caréter apolar
(+%m € +Om), enquanto que a regifio proxima 4 posigiio para possui natureza hidrofilica
(—7p);

(f) A regidio do sitio ativo de HSV2 TK, préxima & posigio meta do anel fenila das N*-
fenilguaninas, também possui natureza anfifilica, predominando o carater polar (+on €

*+7m), enquanto que a regido proxima & posiglio para possui natureza hidrofilica (-m,),

A Figura 33 mostra, de forma resumida, as conclusdes acerca da natureza do sitio ativo

das N’-fenilguaninas de HSV1 TK e HSV2 TK.
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Figura 33 - Conclusbes gerais do estudo QSAR com parBmetros déssicos. Lipofiico+,
substituintes mais lpofilicos aumentam a atividade; Hidrofilico+, substituites mais hidrofilicos
aumentam a atividade; Ressonéncia+, substituintes capazes de atrair elétrons por mecanismo de
ressoniincia aumentam a atividade; Indutivo+, Substituintes capazes de atrair eiétrons por
mecanismo de indugiio aumentam a atividade.

4.10 LISTAGEM DOS PARAMETROS CLASSICOS

A Tabela 19 mostra os valores das constantes dos substituintes utilizadas no

presente capitulo. A matriz de correlagiio dessas constantes é mostrada na Tabela 20.
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Tabela 19 - Parimetros testados na anélise cléssica de QSAR (Hansch ot al, 1995)

X o
Y N
HN N
|~|-|)\“)r~rk/l[’“"'|>

Log MCsg"
No. X 14 HSV1  HSV2 =" % RMo’ RMy oy o
1 CFs H 6,82 700 0,88 0,00 050 010 043 0,00
2 CHaNs H 6,10 582 °*112 000 147 010 000 000
3 H Br 6.00 6,22 0,00 0,86 010 089 000 023
4 CHZBr H 6,00 592 079 000 134 010 012 000
5 | H 5,96 5,96 1,12 0,00 43 010 035 000
8 CHC H 5,85 5,87 817 000 105 010 041 000
7 C H 58 646 071 000 08 010 037 000
8 Br H 5,82 6,22 088 000 08 010 038 000
9 Et H 5.60 5,40 1,02 0,00 103 010 007 0,00
10 Br Br 5,52 5,80 0,86 086 0,89 08 038 023
11 nPr H 5,48 5,52 1,55 0,00 150 0,10 0,08 0,00
12 CN H 530 640 -057 000 063 010 05 000
13 Et Me 5,16 510 102 056 103 056 007 017
14 <Cl F 5,10 560 071 0,14 080 008 037 0,08
15 H H 5,10 580 000 000 0,10 0,40 0,00 0,00
18 CI Me 4982 560 071 056 080 056 037 0,17
17 —CHCHaCHa- 4,82 500 0680 080 070 070 -028 -026
8 H Et 4,70 460 0,00 1,02 0,10 1,03 000 -0,16
19 CFy Cl 470 530 088 0714 050 060 043 023
20 CHOH H 480 470 -1,03 000 072 010 000 0,00
21 CH:NNH; H 452 470 -104 0,00 0,91 0,90 003 000
22 H CFs 4,52 4.40 000 08 010 050 000 054
23 H n-Pr 4,52 433 000 1,55 0,10 150 000 013
24 —CH=CHCH=CH- 4,40 500 088 068 088 08 004 004
25 Me n-Bu 4,40 ' o058 213 0,56 196 007 0,18
26 H I 4,40 5,05 0,00 1,12 0,10 1,3 000 018
27 H Me 4,30 522 0,00 05 010 056 000 0,17
28 F F 430 566 014 014 coe 009 034 008
22 H n-Bu 4,30 4,30 0,00 2,13 0,10 1,96 000 018
30 Cl ct 400 452 0,71 0,71 0,680 0,80 0,37 0,23
M H cl 400 430 0,00 0,71 010 080 000 0,23
32 H OH 3,85 476 0,00 067 010 028 000 -037
33 H Pr 370 400 0,00 153 010 150 000 0,15
34 CHOH Me 3,57 370 -1,03 0,56 0,72 056 000  -0,17
35 H F 352 3,50 000 014 010 009 000 008
3. H n-CsHi 3,30 360 000 °287 0,10 242 000 015

* ICso: concentrag@o molar capaz de provocar 50% de inibicéio da atividade inibitéria da enzima; °
x. constante lipofilica de Hansch-Fujita (Fujita et al, 1964); ° RM: refratividade molar (Martin, 1978);
9 6: constante eletrnica de Hammett (Hammett, 1837); ® Valor caiculado: ' Valor nio medido; °
Obtido da referéncia (Kubinyi, 1983); Subscritos m e p: posighes meta e para do anel feniia.
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Tabela 19 - Parimetros testados na andiise cléssios de QBAR (Hanach et al, 1995) (continuagiio).

No. X Y F" R  Le Ly Byl B B  Be
1 CFs H 038 000 330 206 199 100 261 1,00
2 CHaoNs H 015 000 9482 208 '1.50 1,00 *480 1,00
3 H Br 000 02 208 382 100 135 100 195
4 CHBr H 014 000 409 208 152 100 375 1,00
§ 1 H 042 000 4273 208 215 100 215 1,00
6 CHCI H 013 ‘000 38 206 152 160 348 1,00
7 G H . 042 © 000 38 208 180 1000 480 1,00
8 Br H 045 000 382 208 195 1,00 1495 1,00
9 Et H 000 000 414 208 152 400 317 100
10 Br Br 045 022 382 38 195 165 195 105
11 nPr H 0,04 000 482 208 152 100 349 100
12 CN H 0,51 000 423 206 160 100 160 1,00
13 Et Me 000 018 411 287 152 152 347 204
14 ¢l F 042 039 352 285 180 135 180 135
15 H H 000 000 2086 206 100 100 100 1,00
16 ¢l Me 042 018 352 287 180 1,52 180 204
17 -CH.CHZCHz - 020 008 "411 "411 M52 "8 "347 347
18 H Et 000 015 206 4,11 1,00 152 100 317
19 CF: c 038 019 330 352 199 1,80 281 1,80
20 CHOH H 003 000 397 208 152 1,00 270 1,00
21 CHNH; H 004 000 402 208 152 100 305 100
2 H CFs 0,00 016 208 330 100 180 1,00 264
23 H n-Pr 000 -014 2,08 492 100 152 100 3,49
24 —CH=CHCH=CH- 007 003 ‘420 420 160 180 300 300
25 Me n-Bu 00t -015 28 617 152 152 204 454
2 H I 000 -024 208 423 100 215 1,00 2,15
27 H Me 000 -018 208 287 100 1452 100 204
28 F F D45 039 265 265 1,35 1,35 1,35 1,35
20 H n-Bu 000 015 208 647 100 152 1,00 454
30 <l c 042 019 352 3852 1,80 1,80 1,80 1,80
3t H cl 000 019 208 352 1,00 18 1,00 180
32 H OH 000 070 206 274 100 1,35 1,00 1,93
33 H i-Pr 000 -019 208 411 1,00 1,90 100 3,47
34 CHOH Me 003 018 397 287 152 152 270 204
s H F 000 -03 208 285 100 135 100 1,35
3% H n-CsHas 000 014 208 687 100 152 1,00 4,94

2F, parfimetro eletrénico de Swain-Lupton para efeito indutivo; ®R: constante eletrénica de Swain-
Luptont para efeito de ressonancna (Swain & Lupton, 1968); ° L, comprimento do substituinte ac
iongo do eixo de substnulgﬁo By, menor largura do substituinte, medida a partirdo eixode L e
ortogonaimente a este; * Bs, maior largura do substituinte, medida a partir do eixo de L e
ortogonaimente a este. As constames L, By e Br’ sfo denominadas STERIMOL e foram propostas
por Verlmp (ver detalhes em Kubinyi, 1893); Va!or estimado; ° Valor referente a0 substituinte
NNN; " valor referente a0 substituinte —CH,CH,; ' Valor referente ao substituinte ~-CH=CH,.
Subscritos m e p: posi¢ies meta e para do anel fenila.
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Tabela 20 - Matﬂzdeconelaqéodosparﬁmeﬂusuﬂzadosmmﬁﬂsndﬁssica Valores em termos
de P, quadrado do coeficiente de comélaglio. ‘As cofrela¢Sés iguais ou superiores a 0,5 sdo

mostradas em negrito.

Fm & Cm Op Rp Fn RM RM, L, Ly Bwm By Bsm By

m

m 1 ,016 05 007 ,013 083 256 020 ,84 013 273 012 152 019
% 1,074 004 0017087 193 931 228 808 ~¥S& 382 150 831
om 1 088 ,000 ,964 ,015 ,108 ,03% ,100 411 022 ,005 ,160
o 1 071 073 001 041 00t 022 042 .08 005 085
Ry 1 000 211 ,023 ,180 ,042 ,081 ,130 .,186 025
Fen 1 040 ,124 ,071 ,113 488 ,033 000 ,173
RMpn 1 200 ,881 231 ,522 295 776 215
RM, 1 250 939 103 360 171 ,380
Lm 1,250 ,600 ,280 ,808 .228
Ly 1 175 377 171 925
Bim 1,142 358 202
Bp 1,230 301
Bsm 1 145
Bso 1
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CAPITULO &

MODELAGEM MOLECULAR E CONFORMACAO BIOATIVA

5.1 INTRODUCAO

Todo o trabalho de modelagem molecular que se segue foi realizado no Physical
and Theoretical Chemistry Laboratory (PTCL), University of Oxford, sob a @pevisao do
Prof. Dr. William Graham Richards. Além disso, sua execucéo somente foi possivel apés a
obtengéio dos arquivos HSV1_TK_dT_2 e tk_ganc_nov8g, em formato PDB (Protein Data
Bank). O primeiro arquivo contém a estrutura cristalogrifica de HSV1 TK, determinada
através de difracio de raios-X com 2,8 A de resolugéio, em complexo com seu substrato
natural, 2’-deoxitimidina, ¢ um grupo sulfato (Brown et al, 1995). O segundo arquivo
contém a estrutura cristalogrifica de HSV1 TK, determinada com 2,2 A de resolugiio, em
complexo com ganciclovir, seu inibidor competitivo, ¢ um grupo sulfato. Esses arquivos
foram gentilmente cedidos pelo Dr. Mark R. Sanderson e Dr. John Champness, do
Division of Biomedical Sciences, The Rmxi_:l! Institute, King’s College, Londres. Até o
momento da cesso, a estrutura cristalogrifica de HSV1 TK nio estava disponivel ao
publico nos bancos de dados cristalograficos conhecidos. A Tabela 21 mostra o conteudo

dos arquivos HSV1_TK_dT_2 e tk_ganc nov8g.

Tabela 21 - Conteido dos arquivos HSV1_TK_dT_2 e tk_ganc_nov8g, fomecidos pelo Dr. MR,
Sanderson, com a estrutura cristalografica da timidina-cinase do virus herpes simpies do tipo 1

HSV1_TK_dT_2 ' tk_ganc_nov8g
Segmento Quantidade No. de stomos Segmento  Quantidade No. de &tomos
HSV1 TK 2 4679 HSWV1 TK 2 5735
2-deoxitimidina 2 34 ganciclovir 2 48
Sulfato 2 10 Sulfato 2 10
Agua 45 45 Agua 173 519

Total - 4768 Total - 6312




156

O arquivo HSV1_TK dT 2 foi obtido no lmc;o do més de setembro/96, enquanto
que o segundo arquivo s¢ foi obtido no final de novembro/96. Devido ao fato de dispor-se
apmasdedozemesespamareehmiodemmdotahdho mmmorparte foi feita a
pmhrdamtmtmcomdamprmmm

Wlldad(lm)mb&ummmaewmmdldeeHSVl TK,
eom30Aderemhghemeomﬂakomm2«dumﬁmhaeﬁ'f? infelmnlofm

posswelobtaaseoordmdascartemmasdessadete:mnagﬁo

8,2 ANALISE ESTRUTURAL DE HSV1 TK

5.2.1 Estrutura primiria de HSV1 TK

A estrutura de HSV1 TK, presente no arquivo HSV1_TK dT_2, apresenta duas
subunidades, mondmeros, que serio chamadas de HSV1_TK_A, que apresenta 304
aminoacidos, ¢ HSV1_TK B, que apresenta 308 aminoicidos. Sabe-se que a estrutura
completa de cada uma dessas subunidades possui 376 aminoécidos, cujo peso molecular ¢
aproximadamente 41000 uma (Irmiere, 1989). A estrutura cristalografica que se dispde
apresenta, portanto, regides que ndo foram adequadamente mapeadas pela difragio de
raios-X. Para definir a composicdo de aminoacidos das seqiiéncias ausentes na estrutura
cristalografica, as seqiiéncias das subunidades A e B serfio comparadas com as seqiiéncias
previstas a partir do gene responsavel pela codificagio de HSV1 TK.

O Diagrama 1 mostra o alinhamento das seqidéncias de aminoécidos de HSV1 TK,
disponiveis no Swiss-Prot Protein Sequence Databank®, com as seqiiéncias de aminoacidos

dos segmentos HSV1_TK_A e HSVI1_TK B, do arquivo HSV1_TK dT 2. Utilizou-se
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nesta e nas demais comparagdes de seqiiéncias de aminodcidos o programa Cameleon
(1994), que oferece muitas facilidades de alinhamento, comparaggo, homologia, previsio

de estrutura secundiria, etc.

Dugmna1-Compamqiodasmme3W TK, disponiveis no Swiss-Prot
Protein Sequence Databank , maeﬁmuantnéﬂa&hminaduapmﬂrdomdrﬁodedﬂmgﬁo
de raios-X da enzima cristalizada (Brown et al, 1995). O alinhamento foi fekto airavés do programa
Cameleon. As abreviagles das seqléncias previstas de HSV1 TK(KI_T]LHSVHICJEMS)
correspondem ao cbdigo Ientificador (ID) utilizado pelo Swiss-Prot. 'Os aminoécidos
apresentados em negrito comespondem aqueles descartados na escoiha da seqiéncia definitiva
de HSV1 TK. Na linha indicada por Consensus, a presenca de letra makiscula Indica que o
mesmo aminoéckio estd presente na mesma posi¢io, emn todas as seqiéncias comparadas; a
presencga de letra miniscula indica que o aminoécido representado por essa letra esid presente,
na mesma posicio, em pelo menos 70% das seqiiéncias analisadas (70% ¢é o valor proposto pelo
programa Cameleon, que pode ser modificado pelo operador). A presenga de caracter especial {~,
L @ # 8. * % ou & - ver legenda abaixo do diagrama) indica que pelo menos 70% dos
aminodcidos presentes naquela posigio apresentam caracteristicas comuns, de acordo com o
caracter. Na linha indicada por /dentify, a presencga de estrela ressalta a coincidéncia total dos
aminodcidos comparados.

1 10 20 30 40 50 &0

B N A I T LT T T T T T T LT
KITH_HSV11 MASYPCHQHASAFDOAARSRGHNNRRTALRPRRCOKATEVRLEQKMPTLLRVY I DGPHGMGKTTT
KITH_HSVLC MASYPCHQHASAFDOAARSRGHINRRTALRPRRQOEATEVRLEQKMPTLLRVY I DGPHGMGKT TT
KITH_HSVI1E& MASYPOHQHASAFDQAARSRGHSNRRTALRPRROOEATEVRPEQKMPTLIRVY I DGPH@MGKTTT
KITH_HSV1K MASYPCHOHASAFDOAARSRGHSNRRTALRPRROOEATEVRLEQKMPTLLRVY I DGEHGMGKTT'T
KITH HSV1S MASY PAHQHASAFDORARSRGHSNRRTALRPRROOEATEVRIEQKMPTLLRVYI DGPHGMGKTTT
HEV1 TK A MPTLLRVY IDGPHGMGKTTT
HSV1 TK B MPTLLRVYIDGPHGMGKTTT
Consgsensus; mz2syp hghasafdgaarsrgh nrrtalrprrgq atevr egkMPTLLRVYIDGPHGMGKTTT
Identity: Hr W el ok e de e e ok e e e ke e e e e ke

-] 75 85 95 105 115 125

R T NS T I S ST U DU T DU ST
KITH HsV1l TQLLVALGSRDDIVYVEEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHRLDOGEI SAGDARVVMT SAQI TMEM
KITH HSV1C TOLLVALGSRDDIVYVPEPMTYWOVLGASETIANIY TTQHRLDQGE I SAGDAAVVMT SAQT TMEM
KITH_HSV1E TOLLVALGSRDDIVYVPEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHRLDOGE I SAGDAAVVMT SAQITIGM
KITH_HSV1K TQLLYALGSRODIVYVPEPMTYWQVLGASETIANI Y TTQHRLDQGE I SAGDAAVVMT SACT TMGM
KITH_H8V1S3 TOLLVALGSRDDIVYVPEPMT YWRVLGASETTANI Y TTOHRLDOGE I SARGDAAVVMT SAQT TMGM
HSV1_TK A TOLLVA= === DIVYVPEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHRLDOGE I SAGDAARVVMT SAQITMGM
HEV1_TK B TOLLVAL==~=~DIVYVPEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHRLDOGEI SAGDAAVVMT SAQTTMGM
Consensus: TQLLVAlgs rdDI VY VPEPMT YW VLGASET IANI Y TTOHRLDOGE I SAGDAAVVMT SAQT TmGM

R W R R W LA A R A A At il AL AsARRddd RSl IR AR R R LR ERLELEEEEE Y

Identity:

8OSWha-PrclPmtelnSaquuuDdahonkpodowaoonadoalravécdoSequt,nougnthuﬂom;odaIriemet

hitp.//salpha2.di ac uk/ars/arsc.



131 140 1580 160 170 180 150
P T T L Y P e E T TS R SUIs D TP R
KITH H5V11 PYAVTDAVLBPHIGGEAGSSHAPPPALTLIFDRHPIAALLCYPAARYLMGSHTPQAVLAFVALIP
KITH_HSV1C PYAVTDAVLAPHVGGEAGS SHAPPPALTLI FDRHPTAALLCY PAARYLMGSNTPQAVLAFVALIP
RITH_HSV1E PYAVTDAVLAPHIGGEAGSSHAPPPALTLI FDRHPIAALLCY PARRY LMGSMTPQAVLAFVALIP
KITH_HSVIK PYAVTDAVLAPHIGGEAGSSHAPPPALTLI FDRHPIAALLCY PARRY LMGSMT POAVLAFVALIE
KITH_HSV1S3 PYAVTBAVLAPHIGGEAGSSHAPPPALT LI FDRHPIAALLCY PARRY LMGSMT EQAVLAFVALIP
HE8VL TK A PYAVTDAVLAPHIGGEAGS—APPPALTLI FDRHPTAALLCYPAARY LMGSMTPOAVLAFVALT P
HSV1I_TK B PYAVTDAVLAPHIGGEAGS—-AFPFALTLI FDRHPIAALLCY PAARY LMGSMTPOAVLAEFVALI P
Consensus: PYAVTDAVLAPHI GGEAGSshAFPPPALTLI FDRHPIAALLCYPARRYIMGSMTPQRVLAFVALIE
Identity: LR EEE RN R R R ALY o e e e e ok ke ok e The ol i o e ol e o ke e e e e e e e e ol ol o o e i i ol e e e e ke ok e
1986 205 215 225 235 245 255
P I T R T LY D Ay S TR S PIPIPIAE S 1
KITH_HSV1l PTLPGTNIVLGALPEDRHI DRLAKRORPGERLDLAMLAAI RRVYGLLANTVRY LQ@GGSHRE DWG
KITH HsV1C PTLPGTNIVLGALPEDRHI DRLAKRQRPGERLDLAMLAAIRRVY CLLANTVRY LOGGGESWNE DG
KITH HSVIE PTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLAKRQRPGERLDLAMLAAT RRVYGLLANTVRY LOGGGIWRE DG
KITH HSV1K PTLPGTNIVLGALPEDREIDRLAKRORPGERLDLAMLARTRRVYGLLANTVRY LOGGGIWREDWS
KITH_HSV1s PTLPGTHNIVLGALPEDRHIDRLAKRQRPGERLDLAMLAATRRVYGLLANTVRY LOGGGSWRE WG
HSVI_TK & PTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLAKRQRPGERLDLAMLAATRRVY GLLANTVRY LOCGGSNRE DWG
H3V1 TK B PTLPGTNIVLGALPEDRHI DRLAKRQORPGERLDLAMLAAIREVY GLLANTVRYLOCGGSWREDWG
Consensus: PTLPGTNIVLGALPEDRHI DRLAKRQORPGERLDLAMLAATRRVYGLLANTVRYLOGGGSWrEDRG
Idantity: Thrddrd bbbk ekt k bt hhhdrh i hdd bbb bR R RN E i dh ol
261 270 280 290 300 3o 320
P N R T YT I, DR SRS TP SR JAPRPR ST R 1
KITH HSV11l QLSGAAVPPOGAEPOSNAGPRPHIGDTLFTLFRAPELLAPNGDLYNVEANAL DVLAKRLRPMHVE
KITH_HSVI1C QLSGTAVPPOGAEPQSNAGPRPHIGDTLFT LFRAPE LLAPNGDLYNVFAWALDVLAKRLRAPMHEVE
KITH_HSVIE QLSGTAVPPQGAEPQSNAGPRPHIGDTLFTLFRAPELLAPNGDLYNVEARALDVLAKRLRPMHVE
KITH_HSV1K QLSGTAVPPOGAEPOSNAGPRPHIGDTLFTLYRAPELLAPNGDLYNVFANALDVLAKRLRIMHVE
KITH_HSV1S QL SGTAVPPQGAEPQSNAGPRPHI GDTLFTLFRAPELLABNGRLY NV FANAL DVLAKRLRPMIVE
HSVY TK A o PRPHIGDTLFTLFRAPELLAPNGOLYNVEAWALDVLAKRLRSMHVE
H3V1 TK B QL= AGPRPHIGDTLEFTLFRAPELLAPNGDLYNVFAWALDVLAKRLRSMHVE
Consensust leg avppqgsepqsnagPRPHIGDTLFTLEFRAPELLAPHNGDLYNY EANALDVLAKRLRLMHVE
Idantj_ty: LA R AA R R AR L EL LAl L Ll LR
3izs 335 345 385 365 375 385
P T S e T T L I T T L NS, Uy DA AT S I SN
KITH HSV11 ILDYDQSPAGCRDALLOLT SGMVQTHVTTPGSIPTICDLART FAREMGEAN
KITH HSV1C ILDYDQSPAGCRDALLOLTSEMVQTHVTTPGSIPTICDLART FAREMGEAN
KITH HSVI1E ILDYDQSPAGCRDALLOLT SGMEQTHVTTPGSIPT ICDLART FAREMGERN
KITH_HSV1K ILDYDQSPAGCRDALLOLTSGMVTHYTT PGS I PTICDLARMFAREMGEAN
KITH_HSV1S ILDYDOSPAGCRDALLOLT SGMIQTHVTT PGS I PTICDLART FAREMGERN
HSY1_TK A ILDYDQSPAGCROALLOLT SGMVQTHVTTPGSI PTICDLART FAREMGE ~~
HSV1I_TK B ILDYDQSPAGCRDALLOLT SGMVQTHVTTPGSI PTICDLART FAREMGE ==
Consensus: ILDYDOSPAGCRDALLQLTSGMvQTHVTTPGSIPTICDLARL FAREMGEan
Idantity: drdrkdk kb kbW rw e w P rrrdrdd Fhdrhhhdhbirb bbb bbb dd ddrddhhr
Lagends :
~ =~ Acido 8 - Amida $ = Basico % - Hidroxila

! = Hidrofébiceo

§ - Aromatico ~ = Prolina & - Enxofre

157

Nota: © caleculo do percentual de hemologla funcional (HF%#) do alinhamento das diversas
seqliéncias  ao longo deste trabalho serf feito considerando-se a classificacgio dos residuos
de acordo com os simbolos acima.

KITH HS8V1l: Virus herpes simples (Tipc 1, Linhagem 17} (McGeoch et al, 1988)
KITH_HSV1C: Virus herpes simples (Tipo 1,,Linhagem CL101) (Wagner et al, 1981}
KITH HSV1E: Virus herpes simples {Tipo 1, Linhagem HFEM) [(Gompels e Minson, 1986)
KITH HSV1K: Virus herpes simples (Tipo 1, Linhagem KOS) {Irmiere, 1989)
.KITH_HSV1S: Virus herpes simples (Tipo 1, Linhagem 8Cl6) (Darby et al, 1986}
H8V1_TK A/B: Virus herpes simples (Tipo 1, Linhagem SY211) (Brown et al, 1995}

A anilise das seqiiéncias de aminoédcidos apresentadas no Diagrama 1 permite-nos

estabelecer a seqiéncia completa de HSV1 TK, que foi arbitrariamente denominada
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KITH HSV1. O Diagrama 2 mostra a seqiéncia completa de aminodcidos selecionada
para HSV1 TK. Primeiramente todos os aminodcidos presentes nos segmentos
HSV]1 TK_A e HSV1_TK B foram selecionados, por tratar-se de determinagio
experimental. Os amino4cidos ausentes na estrutura cristalina foram escothidos a partir de
KITH HSVIK (Irmiere, 1989), que ¢ seqiiéncia mais atualizada dentre as cinco
seqiiéncias utilizadas na comparagiio acima. Estes sdio mostrados em negrito no Diagrama
2

Diagrama 2 - Estrutura priméria completa da timidina-cinase do virus herpes simples do tipo 1. Os
amino4cidos ausentes na estrutura cristalina (Brown et al, 1995) sdo mostrados em negrito. Estes
foram selecionados a partir da seqiiéncia KITH_HSV1K, que é a seqiléncia mais atualizada
disponivel.

1 10 20 30 40 50 60
.................. L - R I TS I e DR T
KITH HB8V1 NYWMMWMPTI&RWI DGPHEMGKTTT
66 75 5] 85 105 115 125
T T Foveelonaa L FovnebaneaTanentnens Fooaeatia, +
KITH_HSV1 TOLLYALGERDDI VY VPEPMTYWRVLGASETIANI Y TTQHRLDQGE I SAGDAAVVMT SAQITMGM
131 140 150 160 170 180 190
......... R R T L LT TS PRI Y SO SR -
KITH HsV1 PYAVTDAVLAPHIGGEAGSSBEAPPPALTLI FDRHPIAALLCY PARRY LMGSMTPQAVLAFVALI P
196 205 215 22% 235 245 255
peaataaatoaos tForenlanan Fooaatasataaaaiaaa, Fownnleraa L S
KITH B3Vl PTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLAKRORPGERLDOLAMLAAIRRVYGLLANTVRY LQCGGESWREING
261 270 280 290 300 310 320
......... LT B T T B R T S I
KITH HSV1 CLSATAVPPQIARPOSMAGPRPHIGDTLET LFRAPELLAPNGDLYNVEFARAL DVLAKRLRSMHVE
326 335 345 355 365 375 385
P I L R L T T T T T, e B, LRI SR R TR +
KITH_HSV1 ILDYDQSPAGCRDALLOLTSGMVQTHVTTPGSIPTICDLART FAREMGEAN

5.2.2 Estrutura secundéria de HSV1 TK

HSV1 TK apresenta estrutura secundaria do tipo o/f (Branden & Tooze, 1991),
compreendendo 15 a-hélices e 7 fitas B (f-strands). Algumas partes de sua estrutura
secundaria niio sdo bem definidas. O Diagrama 3 mostra a localizagiio dos elementos da
estrutura secundaria ao longo da seqiéncia de HSV1 TK. Como o mapeamento

apresentado no Diagrama 3 foi feito visualmente, com o auxilio de terminal grafico,
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algumas pequenas diferencas em relaghio a outros autores podem ocorrer (Brown et al,

1995; Wild et al, 1995).

Dhgmnaa-EstnnumsewndéﬂadaﬁnidMnasedovkushmpessimplesdonpo1
Elementos de estrutura secunddria: o = a-hélice, ﬂ ma,g-m.ﬁmmemﬁodasﬁtasﬁ
penenoentesafomwmiorfotwm,demmmuﬂ (1995). Dessa forma,
nummmmﬂMMaWoima@li}mmwesna

estnitura cristalina disponivet sl apressntados em negrito. - o

1 10 20 30 40 - 50 60

KITH H8V1 .
[ (38 Q1] ai..
&6 15 35 95 108 115 128
N R N LT L R S AR LR TR LE R R TR SRS PP 2%
KITH_HSV1 TQLLVHLEBRDDIVYVPEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHRLDQGEISAGDAAM?MTSAQITNEM .
al..|f22 |..p2 | a2z | Q3| a3 1Q41 od..
131 140 150 160 170 180 190
B e L YL T N S S - S PR
KITH HSV1 PYAVIDAVLAPHIGGEAGSSHAPFEALTLI FDRHPIAALLCYPARARY LMGSMTPQAVLAFVALIP
., 1.} | 25 | B3 | &% | ab 1Q6] a7 |27
196 205 215 225 235 245 255
PR e e L T T T R s O R B, +
KITH_HSV1 PTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLRKRQRPGERLDLAMLAAIRRVYGLLANTVRYLQCGGSWREDWG
.07 B4 [ afb | 8 | ad |P4a|axl0
261 270 280 290 300 310 320
PR R T R L E T S T S DAY SRR R
KITH_HSV1 OLAGTAVPPQGARPOSNAGPRPHIGDTLFTLFRAPELLAPNGDLYNY FANALDVLAKRLRSMHVF
L010.. ] Q9 jall|] a@i2 | Q10 | alld IBS
azs 335 348 355 365 315 ags
R ETTS T LA S S S S S U PRI o G +
KITH_HSV1 ILDYDOSPAGCRDALLOLTSGMVQTHVTTPGSI PTICDLART FAREMGEAN

-.p51811 ] ald | Bs 10124 als }

A Tabela 22 mostra a definigdo mais precisa dos elementos da estrutura secundéria

de HSV1 TK.
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Tabela 22 - Definicho dos elementos da estrutura secundéria de HSV1 TK. Devido ao fato do
mapeamento ter sido feito visuaimente, algumas pequenas diferengas podem ser encontradas em
relagio a outros autores (Brown et al, 1985; Wild et al, 1985). Os residuos 183 e 189 fazem
conexéio simples entre $3/a5 e a5/, respectivamente. O residuo 374 nio estd incorporado a
«15 e ndo faz parte de qualquer elemento de estrutura secundéria.

Elementos Residuos Elemsntos Residuos

ad 61-72 B1 48 - 56
o2 84 - 89 p2 77-83
o3 95 - 109 p3 156 - 1682
ok 113 - 142 pd 200 - 208
a5 184 - 168 p4a 252 - 254
o 170- 179 B5 321-320
o 183 - 193 B6 347 - 352
a8 209- 219
o9 229 - 251 Q1 57-80
10 255 - 262 a2 73-76
alt 283 - 288 03 90 - 84
@12 287 - 293 Q4 110-112
al3 305 - 320 Q5 143 - 155
al4 332- 348 08 180 - 182
a15 356 - 373 Q7 194 - 199
Qs 220 - 228
Q9 278 - 282
Q10 294 - 304
Q11 330 - 331
012 353 - 355

5.2.3 Estruturas tercifiria e quaterniria de HSV1 TK

HSV1 TK possui estrutura quaterniriza dimérica, sendo que cada monGmero,
HSV1_TK_A e HSV1_TK B, possui 376 aminoacidos. A Figura 34 mostra o esquema da
estrutura terciaria do mondmero de HSV1 TK, que foi baseado na Figura 1 do artigo de

Wild e colaboradores (1995). A regifio de interface do dimero é formada por a-hélices e

voltas (loops). As a-hélices a4 e a7 estdo localizadas na regido central da interface.
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Outros elementos que ta;nbém estdo presentes nessa regido s#io as voltas {33 e Q10 e a
parte final de @13 ¢ al5. A Figura 34 também mostra a presenga de fotha B (f-sheet)
formada por cinco fitas §. Enzimas da classe adenil-cinase (ADK) também apresentam
folha [ similar a essa (Schulz et al, 1974). Essa fotha B est4 situada pﬂfnﬁma & superficie

daesuuuuaprméica,mregilodiameuﬂmeMeopoaaaimfmedodimemf '

B
3|
/=

374
i

1376

Figura 34 - Esquema da estrutura tercidria do mondmero de HSV1 TK, presente no arquivo
H8V1_TK_dT_2. Circulos representam a-hélices e quadrados representam fitas p. Linhas
tracejadas indicam seqildncias ausentes. A orientaglio espacial dos elementos presentes &
Indicada pela disposigio das setas. Nota-se que todas as fitas B que formam a folha B malor estéio

projetadas para fora do plano do papel. A posigho de cada elemento ao longo da seqiiéncia de
aminodcidos pode ser observada no Diagrama 3 (pag. 159). Os elementos de estrutura
secundéria pequenos ou incompletos nio foram incluidos neste esquema (Wild et al, 1995).

A Figura 35 mostra a representagio gréifica da estrutura cristalogrifica de HSV1

TK, presente no arquivo HSV1_TK_dT_2, em sua forma original e sem modificacBes.
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Figura 35 - Representacéo grafica da estrutura cristalografica de HSV1 TK, presente no arquivo
HSV1_TK_dT_2. A representa¢gio mosira a estrutura na forma original e sem modificagbes. A
enzima apresenta-se na forma de dimero e com simetria C; (o eixo de simetria passa pelo centro
do dimero, na dire¢éio vertical). Pode-se notar a presenca do substrato 2'-deoxitimidina e do grupo
sulfato nos sitios ativos de cada mondmero. As bolas vermelhas isotadas representam os atomos
de oxigénio das moléculas de agua (45 atomos de oxigénio). As a-hélices sdo mostradas em

vemmelho, as fitas B em azul e as voltas e demais segmentos em cinza.

A Figura 36 mostra a representagiio grafica da estrutura cristalografica de HSV1

TK, presente no arquivo tk_gang nov8g, em sua forma original e sem modificagdes.
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Figura 36 - Representacéio grafica da estrutura cristalogréfica de HSV1 TK, presente no arquivo
tk_gang_nov8g, cedido pelo Dr. M.R. Sanderson. A representa¢cio mostra a estrutura na forma
original e sem modificagbes. As diferengas em relagéo a Figura 35 sfio a presenca de ganciclovir
ne lugar de 2'-deoxitimidina, e a maior quantidade de moléculas de agua (173).

A Figura 37 mostra a estrutura tridimensional do dimero de HSV1 TK.

Figura 37 - Estereograma do dimero de HSV1 TK, construido a partir do arquivo HSV1_TK_dT_2.

A Figura 38 mostra a estrutura tridimensional do monémero de HSV1 TK.
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Figura 38 - Estereograma do mondémero de HSV1 TK, construido a partir do arquivo
HSV1_TK _dT_2.

§.2.4 Sitio de ligacdio da 2’-deoxitimidina

O sitio de ligag¥io da 2°-deoxitimidina est4 localizado entre as o-hélices a3, ad e
a6 ¢ a volta 27, que une a8 e a9. O anel pirimidinico de 2°-deoxitimidina é mantido em
sua posiclio através da formaclio de ponte de hidrogénio dupla com Gin 125 (ver Figura
39). Essa ponte de hidrogénio ¢ similar & encontrada no emparelhamento adenina-timina,
na dupla hélice da molécula de DNA. Lateralmente, o anel pirimidinico ¢ equilibrado pelas
interagBes com Tyr 172 e Met 128. A presenca de Tyr 172 é muito importante na
manutencio da posicio correta do anel pirimidinico. A analise mutacional demonstrou que
Tyr 172 pode ser substituida apenas por Phe (Mumir et al, 1992), o que ¢ consistente com
aquela observagiio. O grupo SCH; de Met 128 aponta diretamente para o centro do anel
pirimidinico, permitindo estabilidade extra para a manuten¢io do mesmo em sua posicio.
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O anel 2’-deoxiribose da 2’-deoxitimidina é mantido em sua posicdio basicamente pela
formacdio de duas pontes de hidrogénio. A hidroxila ligada a C(3”) forma ponte de
hidrogénio com Tyr 101 e a hidroxila ligada a C(5°) forma ponte de hidrogénio com Arg
163. Esta interagio ¢ responsivel pelo posicionamento correto de HO-C(5’) para

fosforilagiio (Winter & Herdewijn, 1996).
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™, Tyr 101

Gln 125

Figura 39 - Representacdo do sitio de ligagio de 2'-deaxitimidina em HSV1 TK. Alguns &tomos e
-ligagbes da molécula de 2'-deoxitimidina foram omitidos para maior clareza. O fragmento Tyr 172
encontra-se atrés do piano do papel, enquanto que Met 128 est4 acima do plano do papel. As
kinhas retas tracejadas, entre 2'-deoxitimidina e os diversos fragmentos, representam interagdes
imermoleculares.

A Figura 40 mostra a representagiio grifica do modo de ligagio de 2’-
deoxitimidina, referente ao esquema apresentado na Figura 39.
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Tyr 101

. Figura 40 - Representagho grafica do modo de ligacdo de 2'-deoxitimidina. Ver detalhes na
" legenda da Figura 39,

A Figura 41 mostra o estereograma correspondente ao modo de ligagdo de 2’-
P
» deoxitimidina.

N\

Z-Dsoxiimidine 2-Decxdimidina

128
Tyr 101 Tyr 101

x. ¥ X

Figura 41 - Estereograma do modo de ligagdo de 2-deoxitimidina no sitio ativo de HSV1 TK.



168

Como foi dito anteriormente (ver Seg#o 5.1, “Introdug#io”, pag. 154), dispde-se da
estrutura cristalogréfica de HSV1 TK em complexo com ganciclovir. Ganciclovir é

inibidor competitivo de 2’-deoxitimidina e, portanto, ocupa 0 mesmo sitio de ligacdo deste.

,L
Ganciclovir
No entanto, ocorre diferenga importante na orientagdo espacial da cadeia lateral de
Gln 125. Ganciclovir obriga essa cadeia lateral a posicionar-se de forma invertida em
relag3o 2 orientagdo adotada quando em presenca de 2’-deoxitimidina (Figura 42). Devido
a0 fato das N”-fenilguaninas guardarem maior similaridade com ganciclovir do que com
2’-deoxitimidina, a configuraglio de ganciclovir no sitio ativo de HSV1 TK sera importante

ponto de partida para a determinagdo da conformagdo bioativa das N’-fenilguaninas (ver

Segdo 5.5, “Modo de ligagio das N2-fenilguaninas™, pag. 196).
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H
\—H

Ag183 ..._.{
v L

. Tyr 101

Gin 12;."; }-I

Figura 42 - RepresentagBo do sitio de ligagdo de ganciclovir em HSV1 TK. Observa-se a
orientagiio espacial invertida do grupo amida de Gin 125, em relagio & Figura 39. Ver explicac#o
dos detalhes na Figura 39.

A Figura 43 mostra a representaclio grafica do modo de ligagio de 2’-

deoxitimidina, referente ao esquema apresentado na Figura 42.
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Figura 43 - Representaclio gréfica do modo de ligaglio de ganciclovir. Ver detalhes na legenda da
Figura 39,

A Figura 42 mostra o estereograma correspondente a0 modo de ligagdo de
ganciclovir.

B

Figura 44 - Estereograma do modo de ligagiio de ganciclovir no sftio ativo de HSV1 TK.

1B
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5.2.5 Sitio do ATP

A principal seqliéncia de aminoacidos onde se localiza o sitlo de hgwlo do ATP
em HSV1 TK, ¢ a seqiiéncia GXXGXGKT, em que X é um residuo de ammoémdo
qualquer (Black & Hruby, 1990). Essa seqiiéncia corresponde 3 regisio fmal de ﬂl, Olea
regifio inicial de al. O padrio GXXGXGKT estd presente em todas as sequéncus de
timidina-cinase de virus herpes simples depositadas no Swiss-Prot (ver nota de rodapé 8,
pag. 156), embora com algumas poucas mutagdes (ver Diagrama 5, pag. 177). Esse padrio,
que também esta presente em adenil-cinase (Dreusicke et al, 1988; Miiller e Schulz, 1992),
forma a cavidade que acomoda o B-fosfato do ATP. Por ser rico em glicina, que nio tém
cadeia lateral, essa volta oferece bastante espago para a entrada do ATP em seu sitio de
ligagio. A interagio do P-fosfato com 1 posiciona o y-fosfato para sua posterior
transferéncia para 2’-deoxitimidina. Qutros elementos da estrutura secundéiria de HSV1
TK que também compdem o sitio do ATP so 28, que forga o B-fosfato contra 01, e 8,
que parece manter alguma interagiio com o anel purinico. Na estrutura cristalografica que

se dispde, ha um grupo sulfato, na posiglio correspondente ao B-fosfato do ATP, em intima

interaciio com residuos de Q1.
NH,
HN "\
A
X N
o Li)' o
0—P—O0—P—O0—P—
I e Ha 0
o} O 0
OH OH

Trifosfato de adenosina (ATP)
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O ATP esta presente no ambiente celular na forma de complexo com ion Mg®*, que
se coloca entre os grupos fosfato § ¢ v. A existéncia do complexo ATP-Mg™" ¢ importante
para atenuar a grande concentragiio de carga resultante do encadeamento de grupos fosfato
na molécula do ATP. Portanto, nio é propriamente 0 ATP que age como doador de grupo

fosfato a 2’-deoxitimidina, mas sim o complexo: ATP-Mg™" (Voet € Voet, 1995).
5.2.6 Sitio do Mg?*

A presenga de Mp®* ¢ essencial para a transferéncia de grupo fosfato do ATP para o
nucleosidio. Em muitas cinases, como por exemplo creatina-cinase e hexocinase, Mg** nio
chega a interagir propriamente com a enzima. Nesses casos, Mg®* ¢ coordenado por dois
atomos de oxigénio, um de B-fosfato e outro de y-fosfato do ATP, e pelos dtomos de
oxigénio de quatro moléculas de agua (York, 1992; Mathews & van Holde, 1996). Os
sitios ativos de creatina-cinase e hexocinase s#io suficientemente espagosos para acomodar
o complexo ATP-Mg**-4.H;0. No caso de timidina-cinase e algumas outras cinases, como
por exemplo adenil-cinase, admite-se que Mg*" é coordenado por residuo Asp ou Glu. De
acordo com Brown e colaboradores (1995), o residuo responsavel pela coordenagdo de
Mg*" em HSV1 TK ¢ Asp-162. Vérios argumentos sio utilizados para sustentar essa
hipétese. (a) a segiiéncia F''-D-R-H, que contém Asp 162, ¢é altamente conservada em
diversas TKs (Folkers et al, 1987 ¢ Balasubramanian et al, 1990); (b) este é o umoo
residuo Asp que é conservado em todas as TKs de virus herpes (Robertson ¢ Whalley,
1988) (ver Diagrama 5, pag. 177). (c) a substitui¢io de Asp 162 por Asn, em HSVI TK,
resulta em perda da atividade catalitica (Fetzer et al, 1993). (d) Asp 162 esté localizado na

- extremidade carboxi de §3, em posigio espacialmente similar ao Asp 93 de adenil-cinase
(Yan e Tsai, 1991; Abele & Schulz, 1995), que também coordena Mg?*. Nio restam

dividas de que esses sfio argumentos bastante fortes em favor de Asp 162 como elemento
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coordenador de Mg** em HSV1 TK. No entanto, apds atenta observagio da configuraglio
uidﬁnensional da regifio em torno de Asp 162, notou-se:a presenca do residuo Glu 83, em
posi¢io vizinha ao residuo Asp 162, e nmito bem localizado em relagio 3 posicgo de
ligagdo de P-fosfato e y-fosfato, que trazem consigo: Mg®! em complexo.

Decidiu-se averiguar a possibilidade de'Ghi 83 partivipar da coerdenactio de Mg®*.
Para isto, fez-se o alinhamento. 4 todas-as sejibacins cenliecidas de timidina-cinase de
virus herpes disponiveis o verificar se Giu Sﬁ'mrmiduo equivalente nessas/segiiéncias. A
conservacdo de um residuo ao longo de seqiiéncias diferentes, é forte indicachp de alguma
propriedade funcional importante. O Diagrama 4 mostra parte do alinhamento das
seqiiéncias de timidina-cinase de virus herpes disponiveis no Swiss-Prot (ver nota de
rodapé 8, pag. 156). Para nossa satisfaggo, verificou-se que Glu 83 (cujo simbolo ¢ E) de
HSV1 TK tem residuo equivalente em todas as seqiiéncias de timidina-cinase de virus

herpes conhecidas.

Diagrama 4 - Alinhamento das seqifncias de timidina-cinase de virus herpes disponiveis no
SeqNet. Informagles sobre as seqlidncias comparadas podem ser obtidas na legenda do
Diagrama 5, pag. 177.

Foerefeiaataa s liaaitiiiat,
KITH HS8V1 80 YVPEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHR
KITH _HSVZ3 81 YVPEPMTYWQVLGASETLTNIYNTQHR
KITH _HSVBO 42 FFPRPMAYWRTMFVTDALSGILAASAR
KITH_HSVB6 42 FFPRPMAYWRTMFGTDALSGILAASAR
KITH_HSVBH 33 YLPERPMSYWSGAGEDDLVARVYTAQHR
KITH HSVEM 267 TIPRPMRFWTEVY~TNVLSQIV--KIN
KITH_HSVBS 41 FFPEPMAYWRTMEPTDALSGILAASAR
KITH HSVEB 5§57 YFPEPMAYWRTLFEADVISGIYDTONR
KITH HSVE4 57 YFPIE%RYNRTLFETDVISGIYDTQNE
KITH_HSVE 53 YFPEPMLYWRSLFETDVVGGIYAVQDR
KITH_HSVSA 240 AFHRPIAYWIDVE-SNSLEEVY=--KLT
KITH_HSVMD 51 KVFRPMKYWRYYF-TDLVTTVN~~-DTC
KITH HSEVMR 43 MLOEPMAYWRSTEASDAITEIYDTQHR
KITH_HSVTF 42 KVYRPMKYWRCQS-TLDLVVAAN-—ETP
KITH_HSVTU 42 KVYERPMKYWRCQS-TLDLVVAAN--ETP

Cansensus: EPm yWr g4 !

Identity: bl *

Legenda:

~ - Acido € - Amida $ - Baslco % - Hidroxila

! = Hidrofébico # -~ Aromatico “ = Prolina & - Enxofre
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De acordo com o Diagrama 4, Glu 83 de HSV1 TK faz parte do padrio
EPMXYWR, em que X ¢ um residuo de amim:acido qualquer, altamente conservado ao
longo das seqiéncias presentes no diagrama.

Também verificou-se a possibilidade do Mg®’, em complexo com ATP, interagir
com 0s residuos Glu 83 e Asp 162 de HSV1 TK. Ou seja, verificou-se se o posicionamento
de B-fosfato na regidio de Q1 (ver Segio 5.2.5, “Sitio do ATP”, pag. 171) permite que
Mg*" possa interagir com Glu 83, de acordo com o esquema apresentado na Figura 45.

Glu 83 Asp 162

=0 Ome
o

8
l% o o o

N N

OH  OH

Figura 45 - Sitio deliaugﬁodowz’ em HSV TK. De amu‘lo ontmwn e colaboradores (Brown
et al, 1995), o residuo responsivel pela coordenaglio do Mg™ em HSV1 TK & Asp 162. No
entanto, hé indicagBes de que Glu 33 também participa na coordenaghio desse jon.

Preparou-se 0 modelo do complexo ATP-Mg** no moédulo Molecular Editor do
programa Quanta-CHARMM (1996). A posigiio do compiexo ATP-Mg™, no sitio de
'HSV1 TK, foi ajustada utilizando-se o grupo sulfato presente na estrutura cristalina como
referéncia. O grupo sulfato estd localizado na posigdio correspondente a P-fosfato. A
conformagdio utilizada para o complexo ATP-Mg** foi baseada na estrutura do ATP no
sitio de ligagdio de HSV1 TK determinada por cristalografia de raios-X, apresentada por
Wild e colaboradores (1995). A conformagdo € a posigio do complexo ATP-Mg?* foram
gjustadas manualmente com o auxilio de 6Gculos 3-D, no terminal grifico. As
conformagGes das cadeias laterais de Glu 83 e Asp 162 também foram manoalmente
ajustadas para serem aproximadas de Mg?".
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A Figura 46 mostra o resultado do posicionamento do complexo ATP-Mg**, em

14

 relagiio a Glu 83, Asp 162 e 2’-deoxitimidina. Pode-se dizer que a posicio de Mg** ¢

' plenamente compativel com sua coordenagio pelos residuos Glu 83 e Asp 162, embora

ufo seja possivel, no momento, especular sobre qual residuo é realmente o responsavel

 pela coordenagio, ou se ocorre coordenacgdo simultinea por ambos residuos .

2-Deoxtimidina

Figura 46 - Complexo ATP-Mg® na posicdo de transferéncia do grupo fosfato para a 2-
deoxitimidina. A posigio espacial de Glu 83 é compativel para que possa participar da
coordenagdo de Mg

A Figura 47 mostra o estereograma do complexo ATP-Mg*".
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Figura 47 - Estereograma complexo ATP-Mg2+ na posi¢éo de transferéncia do grupo fosfato para
a 2'-deoxitimidina.

5.2.7 Comparaciio das seqiiéncias de outras timidinas cinases de virus herpes

E interessante a comparacdo das seqiéncias de timidina-cinase conhecidas para

- conhecer os principais padrdes de aminodcidos (motifs) que aparecem ao longo dessas

seqiiéncias. O SeqNet contém, até o presente momento, quatorze segiiéncias de timidina-

cinase de virus herpes, nio incluindo as cinco sequiéncias do virus herpes simples do tipo 1

- que aparecem no Diagrama 1 (pag. 156). Em geral, as sequéncias de TK dos diferentes

tipos de virus herpes ndio apresentam grande variagdo no comprimento da seqiiéncia. Como
pode ser visto na legenda do Diagrama 5, KITH _HSV23 apresenta 375 aminoécidos (AA),

HSVBQ apresenta 357, HSVEB 352, HSVF 343, HSVMD 352, HSVMR 361 e HSVTU

350. Duas das quatorze seqiiéncias apresentam nimero de aminoacidos muito acima do

valor médioc das seqiéncias mencionadas acima, que é de 356 aminoacidos.
KITH HSVSA apresenta 527 aminoacidos ¢ HSVBM apresenta 686. Qutras duas
seqiiéncias apresentam namero de aminoacidos um pouco abaixo daquele valor médio. A

sequiéncia KITH_HSVTF apresenta 310 aminoacidos e HSVBH 306. As duas seqiiéncias
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maiores dificultaram bastante o alinhamento das quinze seqiiéncias. No entanto, o
resultado do trabatho de alinhamento foi bastante satisfatério, pois os principais padrdes de
aminoacidos funcionalmente imporfantes, discutidos nas se¢des anteriores, mostraram-se
bastante conservados ao longo das diversas seqiiéncias de timidina-cinase dos diversos
tipos de virus herpes. O Diagrama 5 mostra o alinhamento das seqii#ncias de aminodcidos

da timidina-cinase disponiveis no Swiss-Prot (ver nota de rodapé 8, pag. 156).

Diagrama & - Alinhamento das seqiiéncias de amino4cido de timidina-cinase de virus herpes
disponiveis no Swiss-Prot. Sdo apresentados apenas os alinhamentos dos segmenntos que contém
0s principais padries de aminoécidos (motifs), destacados em negrito. O nimero que aparece
antes de cada segmento de seqiiéncia corresponde a posigdo do primeiro aminoécido do

segmento na seqiléncia original de cada enzima. InformacBes sobre cada seqiiéncia s&o
mostradas na legenda.

T L T L R I R SR
KITH_HSV1 52 VYIDGPH@GRT-TTT-QLL ... 80 YVPEPMTYNRVLGASETIANIYTTQH
KITH HSV23 52 VYIDGPHGVEKTTTSA-CIM ... 81 YVPEPMTYWOVLGASETLTNIYNTOHR

KITH_HSVBQ 13 IYLDGAHGLGRT-TTG-RAL .. 42 FEFPEPMAYWRTMFVTDALSGILAASAR
KITH_HSVESE 13 IYIDGAHGLGKT-TTG-RAL ... 47 FFPEPMAYWRTMEGTDALSGILAASAR
KITH HSVBH 7 WYVDGPHGLAKT-TAA-SRL .. 33 YLPEPMSYWSGAGEDDLVARVYTRQHR
KITH_HSVBM 239 VFrBGCMARGEITLIN-FRR ... 267 TIPEPMRIFWTEVY -TNVLSQIV~-KIN
KITH_HSVBS 11 VILDGRHGLAEY-TTG-RAL ... 41 FFPEPMAYWRTMFPTDALSGILAASAR
KITH_HSVEB 28 ITLDGVYGIGKS~TTG-RVM .. 57 YFPEPMAYWRTLFERDVISGIYDTONR
KITH_HSVE4 28 IYLDGVYGIGKE-~TTG-RVM ... 57 YFPEPMAYWRTLFETODVISGIYDTONR
KITH_HSVF 23 IYIDGAYGIGKS-LTA-KYL .. 53 YFPRPMLYWRSLFETDVVGGIYAVQDR
KITH_HSVSA 212 IFLRGSIGVGTTLLK-SMN ... 240 AFHEPIAYWTDVF=-SNSLEEVY--KLT
KITH HSVMD 22 VYLDGSMGIGRTSMLNEIPT ... 51 KVEERPMKYWRYYF-TDLVTTVN--DTC
KITH_HSYMR 13 VYLDGPHGVGKSTTAE-ALY ... 43 MLOEPMAYWRSTFASDAITEIYDTOHR
KITH_HEVTF 13 VYLDOPFGIGRYSILNAMPD ... 47 KVYEPHMKYIWRCQS-TDLVVAAN--ETP
KITH_HSVTU 13 WYLDGPFGI@RTSILNAMPD ... 42 KVYEPMKYWRCQS-TDLVVAAN--ETE
Consensus: 1yldG glIGK: EPm yWr 41t 1
Identity: w bl ** *

e TS TR FII A S e
KITH_HSV1 116 ---DAAVVMTSRQITMGMEYAV ... 156 ==-——ALTLIFDREPIAALLCYPAARYLM
KITH_HSV23 117 ~=<=EAAVVMISAQITMSTPYRA ... 157 --=== ALTLVEDRHPIASLLCYPAARYLM
KITH HSVBQ 90 -—-DAAGLVAYYQARFAAPYLI ... 128 eww--- VTLYFDREFVARCLCYPFARYCL
KITH_HSVB6 92 —-—-GPGCVLP-GQVR-—-GRVLN ... 127 =—-———- VILVFDREBPVAACLCYPFARYCL
KITH_HSVBH 69 ---EARGVVLGAQLTMSTPYVA ... 109 ~==--DLILIFDREPTASLLCYPLARYLT
KITH_HSVEM 300 ~--TTAFELVSC-QLKFATP--L ... 335 VGPLDKWVIV-DRECLSALVVFPLVLMRR
KITH_HSVBS 79 ——-DAAGLVAYYQARFARPYLV ... 128 ————= VVTLVIDREPLAACLCYPFARYCL
KITH_HSVEB 93 ---DAASITAHYQSRFTTPYLI ... 132 ————- DLTVVFDRRPVASAVCFEAARYLT
KITH HSVEA4 93 -—-DAALITAHYQSRFTTRYLI ... 132 ———— DLTLVFDREPVASTVCEPAARYLL
KITH _HSVF 89 —--DAAYITAHYQARFAAPYLL ... 128 ————- DVTLITDRAPLASLVCEFPLARYFV
KITH_HSVSA 273 ---NSAKLLAC-QLKFASP--L ... 305 LLSSDMWYMF-DRHPLSATVVFPYMHEQN
KITH_HSWMD 84 LEQSSMIVTAL-QSKFADR--Y ... 119 TRGNPSLILILDRHPISATVCFPIRRHLT
KITH_HSVMR 79 -——EAGAFMTSLQLHMGTPYAL ... 119 LPQRRDFVLVVDRHAVASMVCYPLARFMM
KITH_HSVTF 75 REQSDMIMASI-QARFADP--Y ... 110 ICDTPAIILMLDMHPVAAILCFPITRYLL
KITH_HSVTU 75 REQSDMIMASI-QARFADR--Y » 110 ICDTPAIILMLDREPVAATILCFPITRYLL
Consensus: 11 ! 1! DRHpla

Identity:

Qs P!

L

1ckPlary
EX 2 *
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I S O S SIS DU U SO
KITH H5V1 1680 GEMTPQAVLAFVALIPPTLPGTNIVLGALPED-RHIDRLAKRORPGER-LDLA
KITH_HSVZ3 181 GSMTPQAVLAFVALMPPTAPGTNLVLGVLPEA-EHADRLARRCRPGRR-LDLA
KITH_HSVBQ 151 REINAEDLIMLAAAMPPEAPGANLVVCTLPPA-EQQRRLAARARPGDR-ADAS
KITH HSVB6 150 REINAEDLLMLAAAMPPEAPGANLVVCTLPPA-EQQRRLAARARPGDR-ADAS
KITH_HSVBH 133 RCLPIESVLSLIALIPPYPPGTNLILGTRPAE-DHLSRLVARGPFGEL-PDAR
KITH HSVEM 362 GMLSFSDFFNLLGMFEAH-PGEVIALMSVNVE-ENFTRLKKRGRVCERHIDRD
KITH HSVES5 142 REINAEDLLALAATAPLEAPGANLVVCTLPPA-EQQRRLAARARPGDR-ADAG
KITH HSVEB 156 GDMSMCALIAMVATLPREPQGGNIVVTTLNYD-EHVRRLRTRARIGEQ-IDMK
KITH HSVE4 156 GOMSMCALMAMVATLPREPQGGNIVVTTLNVE-EHIRRLRTRARIGEQ-IDIT
KITH_HSVF 152 GDMTLGSVLSLMATLPREPPGGNLVVTTLNIE~EHLKRLRGRSRTGEQ-TI DMK
KITH_HSVSA 333 GFLSFSHLIQLWSSFKAS-RGDNIILLNLNSQ-ENLKRVKKRNRKERKSYSIE
KITH_HSVMD 148 GDCSLEMLISMIIRLPQEPPGCNLVIVDLHDEKEHVSRLSSRNRTGEX-TDLL
KITH_HSVMR 148 GCVSLRSVASLISHLPPPLEGTNLVVASLDFR-EHAARLRARARPGER~LDLT
KITH HSVTF 139 GEYSLEMLISSIIRLPLESPGCNLTVTILPDEKEHVNRICSRDRPGET-ADRN
KITH HSVTU 138 GEYSLEMLISSIIRLPLESPGCNLTVTILPDEKEHVNRICSRDRPGRT -ADRN
Consensus: g % "1 op pE ntit 1 e ! RI1 Rrge 'd
Identity: * * *
Legenda :
~ = Acido @ - Amida 5 - Biasico % - Hidroxila
! - Hidrofdbico ¥ - Aromético ~ - Prolina & =~ Enxocfre

KITH HS5V23: Virus herpes simples Tipo 2 (Linhagem 333) (375 AA; PM 40370} (Kit et al, 1983;
Swaln e Galloway, 1983}

KITH_HSVBQ: Virus herpes bovino Tipo 1.2 (Linhagem 3932} (357 AA; PM 36759) (Smith et al,
19490)

KITH_HSVBG: Virus herpes bovino Tipo 1 (Linhagem 6660) (357 AA; PM 36759) (Mittal e Field,
1989)

KITH _HSVBH: Virus herpes bovine Tipo 2 (Linhagem BHM-1) {306 AR; PM 32929) (Sheppard e May,
1989)

KITH HSVBM: Virus herpes bovino Tipo 3 (Linhagem WCll) {686 AA; PM 77073) (Hsu et al, 1990}

KITH_HSVBS: Virus herpes bovino Tipo 5 (Linhagem N569) ({350 AA; PM 36262} (Smith et al,
1991}

KITH _HSVEB: Virus herpes equinc Tipe 1 (Linhagem AB4P) (EHV-1), e virus herpas equinc Tipo

1 {HVS25A isolado} (EHV-1) (352 AA; PM 38750} (Telford et al, 19%92; Rcobertsen e Whalley,
1988

KITH HSVE4: Virus herpes equlino Tipo 4 (Linhagem 1942} (EHV-4) {(Virus herpes equinc Tipo 1
Subtipo 2} (352 AAR; PM 38784) (Nicolscn et al, 1950}

KITH HSVF: Virus herpes felino (343 RA; PM 38922 {Nunberg et al, 1989

KITH_HSVSA: Virus herpes saimiri {Saimiri herpesvirus) (Linhagem 11) {527 AA; PM 59806}
{Honess et al, 1989%; Albrecht et al, 1992}

KITH_HSVMD: Virus herpes de Marek {Marek’s disease herpesvirus} [Linhagem RB-1B} [MDOHV)
(352 AA; PM 40365) {(Scott et al, 1989)

KITH_HSVMR: Virus herpes simlo {Marmoset herpesvirus} (361 AA; PM 39458) (Otsuka e Kit,
1984)

KITH _HSVTF: Virus herpes de peru {Linhagem FC126) (310 AA; PM 35512} (Martin et al, 1989)
KITH HSVTU: Virus herpes de peru (350 AA; PM 39968) (Scott at al, 1989}

5.2.8 Comparaciio das seqiiéncias de timidina-cinase de HSV1 e humana

Também ¢ interessante comparar-se a seqiiéncia de aminoacidos da timidina-cinase
de virus herpes simples com a seqiiéncia da timidina-cinase humana. A especificidade dos
inibidores enzimaticos depende da similaridade existente entre a enzima-alvo e a
correspondente enzima do hospedeiro. Quanto menor a similaridade entre essas enzimas,
maiores as chances de conseguir-se desenvolver inibidor especifico, ou seja, inibidor que
atue eficazmente contra a enzima-alvo sem interferir apreciavelmente na atividade da

enzima do hospedeiro.



A timidina-cinase humana possui seqiiéncia de 234 aminoécidos e peso molecular
25501 uma. O codigo identificador dessa enzima, no Swiss-Prot (ver nota de rodapé 8,
pag. 156), é KITH HUMAN. O alinhamento das seqiiéncias de XITH HSVI1 ¢

KITH_HUMAN é mostrado no Diagrama 6.

Diagrama 6 - Alinhamento das seqiiéncias de aminodcido da timidina-cinase de virus herpes
simples do tipo 1 e da timidina-cinase humana. Os padrbes de aminoécidos apresentados om
negritc no Diagrama 5§ também sfio apresentados em negrito na seqiiéncia KITH_HSV1 para
melhor compara¢io das duas seqiiéncias.

1 10 20 30 10 50 60

R I TS, Ty S, T T - T Uiy Foa..t
KITH HSV1 M}\SYPCHQHASAFDQAARSRGHSNRRTALRPRRQQEATEVRLEQKMPTLLRV!I‘DGPHMTT
KITH_HUMAN MS5-~-CINLPTVI.-PGSPSKTR. GOIQVILGPMESAGR--3
Consensus: M C 8 ! ! 8BS 8 t I GP GK %
Identity: * * * Lk kE £+

66 75 BE a5 105 115 125

PSSR LT R T T A Fowratossa L

KITH H5V1 TQLLVALGSRDDIVYVPIPHT!IRVLGASETIANIYTTQHRLDQGEISAGDAAVVMTSAQITMGM
KITH_HUMAN TELMRRVRRFQIAQYKCLVIKY--—-AKDTRY SSSFCTHDRNTMEALPA---CLLROVAQEALGY
Consensus: TL 1 Ty Y ! #T R I A [ AQ G
Identity:  * * w L3 L] * " *

i3 140 150 160 170 180 190

P N T E T T T I, PO S, SR e LR LT +....

KITH_HSV1 P-YHVTDRVLAPHIGGEAGSSHAPPPALTLIEBﬂlPIARLLCYPAARYLMGSMTPQAVLAFVALI
KITH_HUMAN AVIGIDEGQFFPDI ~-MEFCEAMANAGKTVI ————= VAAL----DETFQRKPEFG--AILNLVPLA
Consensus: o= P I 1 TII 1ARL vo# AL V L!
Identity: * * W L2 &4 Wk L

185 205 215 225 235 245 255

L e e e T T S [ e T S
KITH_HSVl PETLPGTNIVLGALPEDRHI DRLAKRORPGRRLDLAMLAATRRVYGLLANTVRY LOCGGSWREDW
KITH_HUMAN ESVVKLTAVCMECEFREAARY TKRLGTEK—~——--EVEVIGGADK-Y~—---HSVCRL-C—-YFKKAS
Consensus: I IT t E RL! ~1 rrrr sy 8V L C 5
Idantity: - w* L 2.4 - e L 2

260 270 280 290 300 310 320

Faoaaain I I N T T L T T e L e
KITH_HSVI GRLSGTAVPPQGAEPQSNAGPRPHIGDTLFTLFRAPELLAPNGDLYNVFAWALDVLAKRLRSMHY
KITH_HUMRN G—————e- PAGPENKENCPVPGKPGEAY ==~ ~AARKT,FAPQD
Consensus: GQ PG~ N $ G~ 1 A L APe
Identity: * - * " W Ll * ke

325 335 345 355 365 375 385

H R e S L - T S S
KITH_HSV1 FILDYDQSPAGCRDALLOLT SGMVQTHVTTPGSIPTICDLART FAREMGERN
KITH_HUMAN =ILO C SPAN
Consensus: IL o4 &B!
Identity: ok * *
Legenda:
~ - Aeldo R - Amidas $ - Baslco % - Hlidroxila
1 - Hidroféblco # - Arcmético ~ = Prolina & ~ Enxofre

KITH HUMAN: Homo sapiens (humanc} (234 AA; PM 25501) (Bradshaw e Delninger, 1984;
Flemington et al, 1987)
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O alinhamento de KITH HSV1 ¢ KITH HUMAN provavelmente deve conter
algumas incorregdes. Isso é esperado devido & baixa homologia entre as duas seqiiéncias.
De acordo com o alinhamento acima, o percentual de homologia entre as duas seqiiéncias é
21% (49/234), considerando-se coincidéncia total, ¢ 42 % (98/234), considerando-se
homologia funcional, de acordo com os simbolos apresentados na legenda do Diagrama 1
(pag. 156). A baixa homologia entre as timidina-cinases viral e humana representa fator
positivo no processo de desenvolvimento de Inibidores contra HSV1 TK. A baixa
homologia entre as seqiiéncias certamente significa baixa homologia entre as estruturas
tridimensionais. Isto significa que um composto capaz de inibir HSV1 TK muito pouco

provavelmente serd capaz de inibir apreciavelmente a TK humana.

5.3 ANALISE ESTRUTURAL DE HSV2 TK

5.3.1 Estrutura primiria de HSV2 TK

Enquanto dispde-se de cinco previsdes da sequiéncia de aminoacidos de HSV1 TK
e também de sua estrutura tridimensional, determinada experimentalmente, dispde-se
apenas da previsdio da seqiiéncia de HSV2 TK (Kit et al, 1983; Swain e Galloway, 1983).
O Diagrama 7 mostra o alinhamento da seqiiéncia completa de HSV1 TK com & previsio
da seqiiéncia de HSV2 TK, cuja identificagio (ID) no Swiss-Prot (ver nota de rodapé 8,
pag. 156) é KITH_HSV23. E interessante notar que HSV2 TK possui um aminoécido a
menos que HSV1 TK em sua seqiléncia. No entanto, seri adotada a mesma numeragio

para os aminoicidos homologos de HSV1 TK e HSV2 TK, apesar dos espagos (gaps)

existentes no alinhamento apresentado no Diagrama 7.
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Diagrama 7 - Comparagio das seqiléncias completas da timidina-cinase do virus herpes simples
dos tipos 1 e 2. As seqiéncias ausentes na estrutura cristalina de HSV1 TK e as seqgiiéncias
equivalentes e essas em HSV2 TK s&o mostradas em negrito.

L 10 20 30 40 50 60
KITH_HSVY
KITH_HSVZ3
~
Conserigus: MAS CHA RF QRAR G % R A RP $ Q ASE!R!~ PTLLRVYIDGPHG GKTTT
Identityg R LA A L & SN &8 L4 * ok ki ok ok ok ddhdkkhwhkh bk kkkkk
[ 15 a5 895 1305 115 125
PR R O L RN R T LT S I U ST APAUIDAT SRR S S,
KITH_HSV1 TQLLV—ALGGRDDIVYVPEPMTYHRVLGASETIANIYTTQHRLDQGEISAGDAAVVMTS&QITMG
KITH_HSVZ3 SAQLMEALGPRDNIVYVPEPMTYWOVLGASETLTNI YNTOHRLDRGEI SAGEAAVVMT SAQITMS
Consensus: % L ALG-RD IVYVPEPMTYW VLGRSET! NIY TQHRLD GEISAG~AAVVMTSAQITM
Identity: - Whk hk whkEETRRERRAE ko ohw ok d EkE kW ek dkkkeokok ke okl ke ke e
130 140 150 160 170 180 190
LTRSS I SN SRR TR S S SIS DA S S
KITH HsV1 MPYAVTDAVLAPHI GGEAGSSHAPPPALTLI FDRHPIAALICY PAARYLMGSMTEPQAVLAFVALT
KITH Hsv23 TPYAATDAVLAPHIGGEAVGRQAPPPALTLVFDRHPIASLLCY PAARY LMGSMT PORVLAFVALM
Consensus: PYA!TDAVLAPHIGGEA! APPPALTL! FDRHPIA LICYPAARYLMGSMTPCAVLAFVAL
Identity: dkd kkh Wk drde ok dw HHHWH NI A wAHRAh Kk hkkk ke kbbb ok ok
195 205 218 225 235 245 255
) I S SN T TS U S R e T DU T SR
KITH_HSV1 PPTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLEKRQRPGERLDLHMLRAIRRVYGLLANTVRYLQCGGSWREDW
KITH_HsSV23 PPTAPGTNLVLGVLPEAEHADRLARRQRPGERLDLAMLSATRRVY DLLANTVRY LORGGRWRE LW
Consensus: PPTIPGTNIVLGILPE HIDRLASRORPGERLDLAML AIRRVY LLANTVRYLY GG WREDW
Idantity: Wk dkdkdd bkk WhW * dkhkhkhk Wk hhkhkhkkkkkdE khkhkkd hhkhhkkdkddd dbd dkwww
260 270 280 290 300 310 320
R R O T T S N T I S S SR
KITH HSV1 GOLASATAVP QAL POSMAGPRPHIGDTLFTLFRAPE LLAPNGDLYNVFARALDVLAKRLRSMHV
KITH_HSV23 GRLTGVAMA-TRIDPFEDGAGSLPRIEDTLEALFRVPELLAPNGDLYHI FAWVLDVLADRLLPMHL
Consensus: G L%G A! ~P AG PS$I DTLF LFR!PELLAPNGDLY !FAW!LDVLA RL MH!
Identity= Wk W * o % * ok kkkd kkdk kkk kb dkk Wk el dr Wk W
325 335 345 355 365 378 385
Toenatenantoianteneeluane trrreriaens Ftoraaion.. Favrelasiatannniiiant
KITH HsV1 FILDYDQSPAGCRDALLQLTSGMVQTHVTTPGSIPTICDLARTFRREMGE&I
KITH BSvV23 FVLDYDQSPVGCRDALLRLTAGMI PTRVTTAGSIAEIRDLARTFAREVGGY
Consensus: F!LDYDQSP!GCRDALL LT GM! TSVTT GSI I DLARTFARE G t
Identity: * Wk Rww hkddrhkd Wk ok ¥ drdrdk hhd e odedededededehokd W
Lagenda:
~ - Acido & - Amida 5 - Basico % - Hidroxila
! - Hidrofébico # - Aromatico ~ = Prolina & - Enxofre

KITH_HSV23: Virus herpes simples (Tipo 2; Linhagem 333) (375 AA; PM 40370] (Kit et al,
1983; Swain e Galloway, 1983}

HSV1 TK ¢ HSV2 TK apresentam 74% (276/375) de homologia, considerando-se
coincidéncia total da seqiiéncia de aminoécidos. Incluindo-se a coincidéncia funcional, de

acordo com a legenda do Diagrama 1 (pag. 156), a homologia chega a 82% (306/375).
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Duas porgdes das seqiiéncias apresentadas no Diagrama 7 merecem consideragéo
especial. Ao executar o alinhamento das duas seqiiéncias de aminoécidos, o programa
Cameleon ('!994) inseriu um espago (gap) na posicio 67 de HSV1 TK de forma a obter

homologia méxima no alinhamento (Diagrama 8).

Diagrama 8 - Alinhamento feito iniciaimente pelo programa Cameleon. O programa inseriu um
espaco na seqiléncia de HSV1 TK na posiglo 87.

66 75 85 95 105 115 125
ceataaaitiaa. ol teees o etaaas Foreatanneta i tia, LT
KITH HSV1 T —QLLVALGARDDIVYVPEPMTYWRVLGASET IANI Y TTOHRLDQGE I SAGDARVVMT SRAQT TMG
KITH HsV23 SAQIMEATLGPRDNIVYVPEPMTYWOVLGASETLTNIYNTQHRLDRGEI SAGEAAVVMT SAQI TMS

‘Porém, a andlise da seqiiéncia de nucleotidios do gene de HSV2 TK (Swain e
Galloway, 1983) mostrou que a posig¥io correta para a inser¢io daquele espago na
~sequéncia de HSV1 TK ¢é 71, como indicado no Diagrama 7. A Figura 2 do artigo de
Swain e Galloway (1983), que exibe a seqiéncia de nucleotidios do gene responsavel pela
codificagio de HSV1 TK, mostra a posicio do codon GAG (G = guanosina e A =
adenosina), responsével pela codificaclio de Glu 70 da seqiiéncia de HSV2 TK (Kit et al,
1983), e mostra que esse codon n¥o ests presente no gene de HSV1 TK.
A segunda porgfio que merece destague corresponde i posigiio 269 do Diagrama 7.
O programa Cameleon inseriu mais um espago, desta vez na posigdio 271 da seqiiéncia de

HSV2 TK (Diagrama 9).

Diagrama 9 - Alinhamento feito inicialmente pelo programa Cameleon. O programa Inseriu um
espago na seqiiéncia de HSV2 TK na posiclio 271.

260 270 280 290 300 ERY 320

LT [ Y Forrrlanen Fieanlaaas oo alanas oLl terea
KITH_HS5V1 GRLSATAVPPQAAE POSHAGPRPHIGDTLEFTLFRAPELLAPNGDLYNVEAWALDVLAKR LRSMHY
KITH_HSV23 GRLTGVAAATR-PDPEDAAGS].PRIECTLFALFRYVPELLAPNGDLYHI FAWVLDVLADRLLEPMHL

Em principio, isso significaria que, quando da construgiio de HSV2 TK a partir da
estrutura de HSV1 TK (ver Segiio 5.4.4, “Modelagem das estruturas tercidria e quaternéria
de HSV2 TK”, pag. 188), dever-se-ia eliminar a Gly 271 da seqiiéncia de HSV1 TK.
Porém, a comparagio das seqiiéncias de nucleotidios apresentadas em Swain ¢ Galloway

(1983) e Kit et al (1983) revela diferenga importante. Na posicio 1118 do gene de HSV1
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TK (Figura 2 de Swain e Galloway, 1983) aparece o cddon CCC (C = Citosina),
résponsavel bela codificagio da prolina. Esse codon ocorre na posiglio correspondente &
Pro 269 da seqiiéncia de HSV1 TK. O codon 1118-CCC nfio esta presente na seqiiéncia do
gene de HSV1 TK apresentade por Kit et al (1983, Figura 2) e nem na seqgiiéncia
atualizada desse gene que pode ser encontrado no GenBank® (ID = HEHSV1TK). Dessa
forma, modificou-se a posi¢do do espago inserido na seqiiéncia de HSV2 TK pelo
programa Cameleon para a posi¢éo correspondente & Pro 269 de HSV1 TK, como pode ser
conferido no Diagrama 7 (pag. 181).

As intervencdes do operador nos resultados apresentados por programas do tipo
pacote fechado, como é costume falar, sio muito importantes. Nio se deve tomar como
verdade os resultados apresentados por programas desse tipo, principalmente porque o
operador freqiientemente n3o tem conhecimento (embora devesse ter) dos métodos de
calculo e operagBes por eles utilizados. No entanto, programas como Cameleon e muitos

outros séo ferramentas maito Uteis quando usados com a devida cautela.

5.4 MODELAGEM DE HSV1 TK E HSV2 TK

5.4.1 Preparaciio da molécula protéica para célculos moleculares

De forma geral, nfio se consegue fazer calculos de mecénica ¢ dindmica molecular
utilizando-se diretamente as estruturas protéicas ol‘;olidas de bancos de dados
cristalograficos. Antes € preciso preparar a molécula (cleanup) para tal. A preparagio da
molécula ¢ necessaria devido a diversos fatores: a estrutura protéica nfio possui atomos de
hidrogeénio, algumnas regides podem estar mal definidas, voltas podem estar ausentes, pode

haver presenga de aminodcidos que ndio estejam pré-definidos, atomos n3o definidos

* O GenBank pode ser acessado através do SeqNet no endereo da Internet http://salpha2.dl.ac. uk/srs/sesc.
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(especialmente de ligantes), ligagdes ndo definidas, etc. Portanto, hé necessidade de
tratamento completo antes de qualquer procedimento que envolva cilculo molecular. Isso
requer o uso de programas computacionais especificos. Os principais programas capazes
de executar essa tarefa que estdo disponiveis no Physical and Theoretical Chemistry
Laboratory s&o Sybyl (1991) e Quanta-CHARMM (1996). No presente trabalho, preferiu-
se utilizar o programa Quanta na prepara¢iio das moléculas de HSV1 TK e HSV2 TK
devido & maior facilidade de uso e, principaimente, por dispor-se de versdio bastante
atualizada.

Decidiu-se fazer a preparagdo das moléculas de HSV1 TK, presentes nos arquivos
HSV1 TK dT 2 e tk ganc novBg, separadamente. As enzimas, cujas estruturas estfio
definidas nesses dois arquivos, foram cristalizadas com ligantes diferentes ocupando seus
respectivos  sitios ativos, 2’-deoxitimidina em HSV1 TK dT_2 e ganciclovir em
tk_ganc nov8g. A presenca de moléculas muito diferentes como 2’-deoxitimidinag e
ganciclovir no sitio ativo de HSV1 TK ¢ capaz de provocar alteragdes conformacionais
importantes nas cadeias laterais de alguns aminoacidos. Neste caso, a alteragio mais
importante refere-se a cadeia lateral de Gln 125, que faz ponte de hidrogénio dupla com os
anéis pirimidinico de 2’-deoxitimidina {ver Figura 39, pag. 166) e com o anel purinico de
ganciclovir (ver Figura 42, pag. 169). As cadeias laterais de Gin 125, nessas duas
estruturas, apresentam-se espacialmente invertidas. _ |

Para efeito de diferenciagio das moléculas de HSV. TK obtidas a partir dos
arquivos HSV1 TK dT 2 e tk_ganc nov8g, adotou-se a seguinte terminologia: as
moléculas de HSV TK obtidas a partir da manipulacio do arquivo HSV1_TK dT 2, seriio
chamadas HSV1_TK (obtida diretamente por cleanup) e HSV2_TK (obtida através de
mutacgdes na seqiiéncia de aminoacidos de HSV1 TK); e as moléculas de HSV TK obtidas

a partir de tk_ganc_nov8g serfio chamadas hsvl_tk (obtida diretamente por cleamp) e
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hsv2_tk (obtida através de mutagdes na seqiiéncia de aminoacidos de hsvl tk). Acredita-se

que essa diferenciagdo ird poupar alguma dor de cabega no futuro.
5.4.2 Reconstruciio das seqiiéncias ausentes de HSVI_TK dT 2

A reconstrugdo das seqiiéncias ausentes na estrutura de HSV1 TK pode ser
dividida em duas partes: reconstrugdo de voltas e reconstru¢dio de segiiéncias N e C
terminais. A reconstrugio das voltas ¢ tarefa relativamente simples. Em geral as
seqiéncias ausentes pertencentes as voltas nfo s#io muito extensas e podem ser
comparadas com as voltas similares encontradas em outras enzimas. Conhecendo-se a
seqiiéncia de aminoacidos que constitui a volta desejada, executa-se busca sistematica em
banco de dados cristalografico de forma a verificar possiveis similaridades com as diversas
voltas depositadas no banco.

Para executar a reconstrugdo das voltas ausentes, utilizou-se o programa Quanta
(1996). Possuindo banco de dados cristalografico interno, Quanta compara a seqiiéncia de
aminoacidos da volta desejada com as diversas voltas existentes em seu banco de dados.
Terminada a comparagfio, Quanta apresenta as voltas selecionadas, mencionando indices
que refletem o grau de similaridade existente entre a volta procurada € a encontrada, e
também o grau de ajuste das extremidades das voltas encontradas ds extremidades onde
estas deverdio ser encaixadas na molécula protéica. Na tarefa de escolha da conformagio da
volta para determinada seqii€ncia, nfio € boa idéia tomar decisdo em favor desta ou daquela
conformagdo baseado apenas em indices. E preciso observar cuidadosamente na tela do
terminal grafico, se possivel utilizando 6culos 3D, para verificar possiveis conflitos de
cadeias laterais da volta escolhida com o restante da estrutura protéica. Esse tipo de
conflito ndo € considerado nos indices apresentados. No PTCL dispde-se de estacdo

grafica Power Challenge Silicon Graphics acoplada a sistema que permite a observagio de
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imagens tridtmensionais, composto de oculos 3D e sensor infravermelho. A utilizagdo dos
oculos 3D permitiu o exame bastante realista da estrutura protéica e facilitou a tomada de

decisdo na escolha das voltas de HSV1_TK, que sio mostradas na Tabela 23.

Tabela 23 - Voitas procuradas e voltas escothidas para os mondmeros A e B de HSVI_TK
{(presente no arquivo HSV1_TK_dT_2). Na coluna Volfa escolhida, a conformacio da seqiiéncia
dos aminoécidos em negrito foi utilizada para modelar a segiiéncia da volta procurada em
HSV1_TK. A conformacédo dos aminoacidos das exiremidades da volta escolhida foi usada como
referéncia para fixar cada seqiiéncia nas extremidades da volta procurada na molécula de
HEV1_TK. RMS (isq) {root mean square-least square fify corresponde ao desvio quadratico meédio
das distancias entre os atomos de carbono-a (Co) da segiidncia procurada e da seqiiéncia
encontrada, ajustada por método de minimos quadrados. FIT (dist) coresponde a soma das
diferengas das distancias entre os Co. da seqiiéncia procurada e da seqiiéncia encontrada.

Moném.  Volta procurada Volta escolhida RMS (Isq) FIT (dist)
Enzima: Inicio Seqiiéncia
A L eu-72-Asp-76 3CYT: Gly 35 GLFGRKTGQ 2,318 1,085
B Gly-73-Asp-76 20V0: Pro 22 PLCGSDNK 1,564 0,546
A Ser-150-His-151  3CYT: Met 66 MEYL 0,919 0,008
B Ser-150-His-151  3CYT: Asp 63 DTLM 0,828 0,008
A Leu-262-Gly-279 5CHA: GIn 110 QTVSAVCLPSAS 2,920 1,365
DDFAAGTTCVTT
B Ser-263-Asn-277 5CHA: Gly 197  GAWTLVGIVSWG 3,675 1,399
SSTCSTSTP

A reconstrugio das seqiiéncias N ou C terminais sio mais complicadas do que a
reconstru¢do das voltas. No caso destas, além da seqiiéncia de aminoéacidos em geral ser
curta, tém-se dois pontos de referéncia (as duas extremidades onde a volta sera conectada)
para basear a busca pela conformagio adequada. No caso das seqiiéncias terminais, dispde-
se apenas de um ponto (o residuo terminal). No caso especifico de HSV1_TK, a seqiiéncia
C terminal ndo apresenta problema sério por tratar-se de apenas dois aminoacidos (Ala -
Asn). No entanto, a seqiiéncia N terminal apresenta séria dificuldade de ajuste por tratar-se
de sequéncia de aminoacidos muito longa (45 aminoacidos) (ver Diagrama 3, pag.159).

Devido as dificuldades de ajuste das seqiiéncias terminais a estrutura original de HSV1 TK
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e também a sua pouca importancia funcional, decidimos por néo inclui-ias neste trabalho.
Em verdade, experimentos mostram que as primeiras trés ou quatro dezenas de
aminoacidos N-terminais de HSV1 TK ndo tém influéncia detectavel sobre a atividade
catalitica da enzima (Wild et al, 1995).

Apos a inser¢do das voltas e inclusdo dos atomos de hidrogénio, HSV1_TK passou

a ter 10012 atomos, sendo 4994 atomos ndo-hidrogenoides e 5018 atomos de hidrogénio.
5.4.3 Reconstrucfio das seqiiéncias ausentes de tk_ganc_nov8g

Repetimos o procedimento acima para hsvl tk {(arquivo tk ganc nov8g). Da
mesma forma, optou-se por ndo completar as extremidades amino e carboxi.

Enquanto cada mondémero de HSV1 TK apresentou trés voltas ausentes, o0s
monOmeros de hsvl_tk apresentaram apenas duas voltas ausentes cada. As seqiéncias
ausentes nessa estrutura sfo: A: Leu 72 —~ Asp 77, A: Leu 262 — Pro 280, B: Gly 73 — Asp
77 e B: Ser 263 — Asn 277. E importante lembrar que o arquivo tk .~ ganc nov8g foi obtido
cerca de trés meses apds a obtengdio de HSV1 _TK dT 2. Muitas simulagBes com a
estrutura de HSV1 TK ja haviam sido feitas nessa ocasido. Por esse motivo, nio se
utilizaram informagdes sobre a conformagio da volta presente no segundo arquivo para a
construgdo da volta correspondente que estava ausente no primeiro. Porém, a superposi¢io
dos dois segmentos mostrou que a diferenga conformacional entre as voltas selecionadas
para o segmento A/B: Ser 150 — His 151 de HSV1 TK (ver Tabela 23, pag. 186) ¢ os
mesmos segmentos encontrados na estrutura cristalografica de hsvl tk € insignificante. A

Tabela 24 mostra as voltas procuradas e as escolhidas para os segmentos ausentes em

hsvl tk.
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Tabela 24 - Voltas procuradas e voftas escolhidas para os monémeros A e B de hsv1_tk (presente
no arquivo tk_ganc_nov8g). Ver explicacio na Tabela 23, pag. 186.

Mondm. Valta procurada Volta escolhida RMS (Isq) FiT (dist)
Enzima: Inicio Seqiiéncia

A Leu-72-Asp-77 3CYT:Pro72 PKKYIPGTKM 2,136 0,741

B Gly-73-Asp-77 1LYZ: Ala 10 AAMKRHGLD 1,571 0,699

A Leu-262-Pro-28¢ 4DFR: Lys 76 KSVDEAIAACGDV 3,008 1,032

PEIMVIGGGRVY

B Ser-263-Asn-277 5CHA: Gly 13 GEEAVPGSWPW 2,584 0,563

' QVSLQDKTGF

A comparag@io da Tabela 23 com a Tabela 24 mostra que voltas diferentes foram
selecionadas para os mesmos segmentos ausentes em HSV1 _TK e hsvl tk. Na pratica, o
efeito disso € praticamente nenhum, pois mesmo sendo diferentes, o resultado foi
visualmente similar. Além disso, essas voltas nfio apresentam importdncia funcional, pois
nio fazem parte do sitio de ligagdo de 2’-deoxitimidina, ATP ou do ion magnésio. E, mais
importante, essas estruturas serfo submetidas a simulagdes de dindmica molecular a
temperatura de 310 K. Como, em geral, voltas maiores sio mais flexiveis, espera-se
alguma mudanca na conformagdo dessas voltas. Portanto, admite-se que pequenas
diferengas conformacionais nessas voltas nfo representam problema sério. Lembra-se,
finalmente, que, na reconstrugio das voltas, apenas a conformagdo da volta escolhida é
utilizada e ndo a volta propriamente dita. O que o programa Quanta faz é tentar ajustar a

sequéncia de aminoacidos da volta original 4 conformagio da volta escolhida.
5.4.4 Modelagem das estruturas tercidria e quaterniria de HSV2 TK

A modelagem da estrutura tridimensional de HSV2 TK ¢ necesséria devido ao fato
da mesma néo ter sido determinada experimentalmente até o momento. Para isso, partiu-se

da estrutura cristalografica original de HSV1_TK, sem as voltas que foram adicionadas na
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Secio 5.4.2 ("“Reconstrugdo das seqiiéncias ausentes de HSV1 TK_dT 27, pag. 183), ¢
fez-se mutagbes sucessivas em sua seqiiéncia de aminodcidos, ou seja, substituiu-se
diversos aminoacidos da seqiiéncia de HSV1_TK de forma a converté-la na seqiiéncia de
HSV2 TK. Para isso, utilizou-se o programa Quanta (1996) que possui ferramenta de
anélise, manipulagdo e edigio de estruturas poliméricas biologicas, denominada Protein
Design Module. Dessa forma, conseguiu-se converter a seqiéncia de HSV1 TK na
seqiéncia de HSV2_TK, utilizando a estrutura tridimensional de HSV1_TK como base.
Devido a grande homologia existente entre as duas enzimas (74%), espera-se que exista
grande similaridade nas correspondentes estruturas tridimensionais (ver Sec¢dic 5.3.1,
“Estrutura primaria de HSV2 TK”, pag.180). A Tabela 25 mostra os percentuais de
homologia entre os diversos elementos da estrutura secundaria de HSV1 TK e HSV2 TK.
Esta claro que, neste ponto do trabalho, ndo ha condigdes de afirmar se os elementos da
estrutura secundaria de HSV2 TK possuem ou n#o a mesma extensio, em termos de
nimero de aminoacidos, que os correspondentes elementos de HSV1 TK. Em principio

considerou-se que isso € verdadeiro.
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Tabela 25 - Homologia entre os diversos elementos da estrutura secundéaria de HSV1 TK e HSV2
TK. No. Res. = nimero de residuos em cada elemento de estrutura secundéria; HT = homologia
total ¢ HF = homologia funcional, de acordo com a legenda do Diagrama 5.1, dadas em
porcentagem. Nos casos em que HT & igual a HF, utilizou-se hifen na coluna de HF para efeito de
simplificacéo.

Elem. No. Res. HT % HF % Elem.  No. Res. HT % HF %
ol 13 - 62 69 p1 11 91 -
o2 6 a3 - B2 7 86 -
a3 15 73 80 p3 7 86 100
ad 30 87 93 p4 9 78 100
ab 5 80 - pda 3 67 -
B 10 100 - A5 9 89 100
o7 1 100 - p6 -] 50 a3
al 11 64 82
o9 23 87 - o 4 75 -
ald 8 88 - 02 4 75 -
atl 4 50 75 Q3 5 100 -
al2 7 86 - Q4 3 100 -
at3 16 69 81 Qs 13 69 77
ald 15 80 ar (9] 3 100 -
alb 18 78 - Q7 6 67 83
08 9 100 -
09 20 30 45
Q10 11 91 100
Q11 2 100 -
12 3 67 -

Completada a primeira parte da modelagem de HSV2_TK, fez-se a modelagem das
voltas ausentes da estrutura. Houve necessidade de refazer esta parte porque ha pouca
homologia (cerca de 30%) entre HSV1 TK e HSV2 TK, nas seqgiiéncias ausentes da

estrutura cristalina que se dispde. A Tabela 26 mostra as voltas selecionadas para

HSV2 TK.
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Tabela 26 - Voltas procuradas e voltas escolhidas para os monémeros A e B de HSV2_TK, que
foram construidas a partir de HSV1_TK. Ver explicagiio na Tabela 23, pag. 186.

Mondém.  Volta procurada Volta escolhida RMS (Isq)  FIT (dist)
Enzima: inicio Seqiiéncia
A Leu-72-Asp-76 3CYT:Pro 72 PKKYIPGTK 1,641 1,138
B Gly-73-Asp-76 1MCP: Glu 201 EATHKTST 1,674 0418
A Pro-150-Gin-181  1HMQ: Tyr 67 YAGY 0,983 0,038
B Pro-150-GIn-151  3CYT: Asp 83 DTLM 0,828 0,008
A Leu-262-Gly-279 5CHA: GIn 312 QKLKIAKVFKNS 4,941 1,357
_ KYNSLTINNDIG
B Thr-263-Gly-277 5CHA: Gly250 GEEAVPGSWP 3,821 1,333
WQVSLQDKTGL

Apos a inserciio das voltas e inclusio dos atomos de hidrogénio, HSV2_TK passou
a ter 10106 atomos, sendo 5030 atomos ndo-hidrogendides e 5076 atomos de hidrogénio.

Repetiu-se o procedimento acima para construir o dimero de hsv2 tk a partir da
estrutura de hsvl_tk. As voltas utilizadas para construir esse modelo sdo mostradas na

Tabela 27.

Tabela 27 - Voltas procuradas e voltas escolhidas para os mondmeros A e B de hsv2_tk, que
foram construidas a partir de hsv1_tk. Ver explicagéo na Tabela 23, pag. 186.

Mondém.  Volta procurada Volta escolhida RMS (Isq) FIT (dist)
Enzima: Inicio Seqiiéncia
A Leu-72-Asn-77 ACYT: Gly 24 GGKHKVGPNL 27T 0,534
B Giy-73-Asn-77 3CYT: Gly 57 GIVWNNDTL 1,690 0,510
A Leu-262-Ser-280 1MCP: Ala 86 AEDLAVYYCQND 2,808 1.295
HSYPLTFGAGTK
B Thr-263-Gly-277 5CMA: Gly 434 GAWTLVGIVSWG 3,893 1,401
SSTCSTST

5.4.5 Relaxamento da estrutura cristalina de HSV1 TK e do modelo de HSV2 TK

A minimizagdo da energia ¢ necessaria para aliviar o acomulo de energia potencial
de determinadas regides da molécula protéica. Se isso ndo for feito, esse acimulo de

energia potencial pode gerar forgas muito grandes durante a execucio da dindmica



192

molecular, que por conseguinte podem modificar de forma indevida a conformagiio geral
da estrutura enzimética.

Os sistemas cujas energias potenciais serdo minimizadas compreendem:

(a) HSV1_TK + 2 2’-deoxitimidina + 45 H,0O
(b) HSV2_TK + 2 2’-deoxitimidina + 45 H,O
(c) hsvl_tk + 2 ganciclovir + 173 H;0
(d) hsv2_tk + 2 ganciclovir + 173 H,0O

Decidiu-se excluir o ion sulfato do sistema a ser estudado. A origem do jon sulfato
¢ o sulfato de aménio utilizado durante o processo de cristalizagiio (Brown et al, 1995). Na
auséncia de ATP, o ion sulfato ocupou o sitio de ligagio de P-fosfate do ATP. Como ha
interesse apenas no sitio de ligagio de 2’-deoxitimidina, e o sitio de ligagio de B-fosfato
fica relativamente longe daquele (ha cerca de 6 A entre os dois dtomos mais proximos de
2’-deoxitimidina e do ion suifato), nfio h4 motivo razoavel para incluir o ion sulfato nesta
etapa do trabalho.

Existem diversas maneiras de executar a minimizag3o de energia e também muitos
algoritmos podem ser utilizados. Parece ser bastante coerente ndo submeter todo o sistema
enzima-solvente-ligante ao processo de minimizagio num Gnico estagio. Ao invés disso,
optou-se por minimizar a energia potencial em diversas etapas, o que significa manter
fixas algumas partes da estrutura e fazer a minimizagio das partes restantes.
Especificamente, adotou-se a seguinte estratégia para o processo de minimizagio em fase
gasosa;

(a) Aplicagdo de potencial harmdnico forte (constante de forga igual a 200 kcal.mol™ A%
aos atomos localizados na regifio mais externa do sistema, numa faixa de 3 A ao redor

da enzima (para prevenir o colapso da mesma, devido a auséncia de forgas externas
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que contrabalancem as interages atrativas dos itomos da superficie com os atomos
localizados no interior do sistema);

(b) 1000 passos de minimizagio steepest descents somente para as ligagdes X—H, onde X ¢
um atomo n#o-hidrogendide;

(c) 1600 passos de minimizag#io sreepest descents seguido de 1000 passos de minimizagio
conjugate gradient somente para as cadeias laterais dos aminoacidos e o solvente;

(d) 1000 passos de minimizagéio steepest descents seguido de 1000 passos de minimizagéo
conjugate gradient somente para o ligante ¢ o solvente;

(e} 1000 passos de minimizagio steepest descents para toda a enzima e o solvente €

(f) 1000 passos de minimizagio steepest descents seguido de 1000 passos de minimizagio
conjugate gradient para todo o sistema.

Utilizou-se o programa CHARMM (Brooks et al, 1983) versio 22 para executar o
processo de minimizagio de energia. Todo o processo de minimizagdo descrito acima
demandou cerca de 37 horas de tempo de CPU, em estagiio Indigo II Silicon Graphics,
para cada sistema enzima-solvente-ligante.

Optou-se por néo utilizar o sistema sob condigdes periddicas de fronteira, devido a
imensa quantidade de moléculas de solvente que seriam introduzidas no mesmo. Apenas
para ter-se idéia do problema, pode-se considerar a seguinte estimativa. Aproximando-se a
forma irregular de HSV1 TK por um cubo de 80 A de aresta. A caixa de solvente capaz de
acomodar confortavelmente a enzima clbica em seu interior devera possuir algo como 120
A de aresta. Uma estimativa grosseira indica que existem 3,34 x 10? moléculas de
agua/A’. Portanto, o numero de moléculas de dgua necessirias para preencher o espago
vazio no interior da caixa de 120 A, ao redor da caixa de 80 A, é cerca de 40 mil, ou seja,
cerca de dez vezes mais atomos que o contetido do proprio sistema enzima-inibidor.

Preferiu-se, portanto, aplicar potencial harménico forte nos atomos mais externos da
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enzima e executar a minimizagio de energia apenas aos atomos localizados em seu
interior. A aplicagio do potencial harménico previne o colapso da enzima, pela auséncia
de forgas atrativas externas (minimizagdo de energia em fase gasosa).

A situagdo energética dos complexos HSV1_TK/HSV2 TK-2’-deoxitimidina—
agua e hsvl_tk/hsv2_tk—ganciclovir-agua, antes e depois do processo de minimizac3o,

pode ser vista na Tabela 28 ¢ Tabela 29.

Tabeia 28 - Situagdo energética, em kcalimol, dos complexos de HSV1_TK-2 moléculas de 2'-
deoxitimidina—4§ moléculas de agua (10209 4tomos) e hsvi1_tk-2 moléculas de ganciclovir-173

moléculas de 4gua (10593 dtomos) antes e depois do processo de minimizacéio (fase gasosa),
executado pelo programa CHARMM versdo 25a1 (Brooks et al, 1983).

Energia, kcalimol

Contribuigdo HSV1_TK-2'-deoxitimidina-adgua hsv1_tk-ganciclovir-agua
Inicial Final Inicial Final
Estiramento de ligagéo 1809 201 984 221
Deformacéo angular 2693 1659 2790 1751
Deformacgao torsional 1969 1876 1875 1823
Deformagéo fora do plano 187 151 166 140
Lennard-Jones 4766271 -5444 1,2172.10" -5471
Eletrostatica -21645 -31568 -20084 -33791
Qutras 0 0 -396 0

Total 4751284 -33125 1,2172.10"° -35327
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Tabeta 29 - Situag#o energética, em kcalimol, dos complexos de HSV2_TK-2 moléculas de 2'-
deoxitimidina—45 moléculas de agua (10303 atomos) e hsv2_tk—2 moléculas de ganciciovir-173
moléculas de adgua (10687 dtomos) antes e depois do processo de minimizacio (fase gasosa),
executado peic programa CHARMM vers#io 25a1 (Brooks et al, 1983).

Enemgia, kcatfmot
Contribuigao HSV2_TK-2'-deoxitimidina-agua hsv2_tk-ganciclovir-dgua
Inicial Final Inicial Final
Estiramento de ligagéo 1929 202 1119 219
Deformagio angular 2865 1676 2935 1729
Deformaggo torsional 1912 1934 1851 1855
Deformagcéao fora do plano 234 148 285 145
Lennard-Jones 3,0892.10" -5458 5,6782.10" -5503
Eletrostatica -21091 -32365 -20932 -34580
Outras 21091 0 20932 0
Total 3,0892.10" -33861 5,6782.10" -36135

A energia inicial dos complexos envolvendo HSV2_TK e hsv2 tk é muito maior

do que a energia dos correspondentes complexos envolvendo HSV1_TK e hsvl_tk. Isso é

razoavel porque as moléculas de HSV2 TK foram construidas a partir das moléculas de

HSV1 TK. Diversas muta¢des foram feitas ao longo da segiiéncia da molécuta de HSV1

TK, e os aminoacidos introduzidos nessas mutagdes muitas vezes nio encontraram

ambiente adequado para suas cadeias laterais. Isso resultou em grande proximidade de

algumas dessas cadeias laterais e, conseqientemente, no aumento da energia potencial

(interagdo ndo-ligante). No entanto, as energias finais dos complexos sio bastantes

proximas, sendo que os complexos envolvendo HSV2 TK possuem energia potencial

ligeiramente superior aos correspondentes complexos envolvendo HSV1 TK. Isso também

¢ razoavel porque nossos modelos da molécula HSV2 TK possuem 94 atomos a mais do

que os modelos da molécula de HSV1 TK.



186

Vale lembrar que os valores absolutos das energias apresentadas na Tabela 28 e
Tabela 29 néio possuem qualquer significado. Apenas sdo relevantes as diferengas de
energia entre as estruturas.

A verificacdo da variagio das posigdes atbmicas antes ¢ depois do processo de
minimizagdo € procedimento usual para avaliar se a estrutura protéica teve sua geometria
incorretamente alterada durante o processo. Para isso, calculou-se o desvio quadratico
médio das posigdes atdmicas antes e depois da minimizagdo de cada conjunto enzima-

ligante-solvente. Os resultados dessa analise sio mostrados na Tabela 30.

Tabela 30 - Desvio quadratico médio atdmico dos sistemas enzima-ligante-solvente minimizados

pelo programa CHARMM. O asterisco define a enzima que participa dos complexos mostrados na
segunda linha.

Desvio quadratico médio (RMS) , A

Subsistema Enzima*-2'-deoxitimidina—-45 H,O Enzima*-Gangiclovir-173 HO
*HSV1_TK *HSV2_TK * hsvi_tk * hsv2_tk
Carbono « (CA) 0,924 0,977 0,861 0,897
Esqueleto protéico 1,037 1,078 0,955 0,980
Enzima completa 1,408 1,600 1,470 1,554
Ligante 1,260 1.452 1,356 0,737
Solvente 2,622 2,588 2,951 3,155

Os resultados dos desvios quadraticos médios apresentados na Tabela 30 podem ser
considerados satisfatérios. O desvio quadratico de apenas cerca de 1 A para o esqueleto
protéico e de cerca de 1,5 A para toda a estrutura enzimitica é aceitavel. Isso indica que
ndo houve alteragdo brusca da molécula da enzima, mas apenas o ajuste esperado de suas

coordenadas atdémicas.
5.5 MODO DE LIGACAO DAS N>-FENILGUANINAS

No presente trabalho, denominou-se configuragdo bioativa de um ligante no sitio

ativo da molécula-alvo (receptor) a orientacdo espacial da molécula do ligante em relagdo
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aos grupos quimicos do receptor. Ignorou-se a utilizagio desse termo para designar a
conectividade atdmica numa molécula particular, A conformagdo bioativa da molécula
ligante no sitio ativo da molécula-alvo diz respeito aos valores especificos de suas
coordenadas internas, principalmente dngulos torsionais. Ao conjunto configuraciio e
conformac#o bioativas chamou-se modo de ligagdo.

A atividade dos compostos bioativos é geralmente dependente de seu modo de
ligagdio. Isto se deve ao carater complementar da interagio farmaco-receptor. A interacio
farmaco-receptor requer que grupos quimicos da molécula do farmaco interajam com
grupos quimicos complementares do receptor (cadeias laterais de aminoacidos, no caso de
enzimas). Estes possuem distribui¢io espacial definida e, em geral, nio podem sofrer
grandes aiteragbes conformacionais devido a proximidade de outros grupos vizinhos.
Disso resulta que o farmaco deverd adaptar-se mais ao receptor do que o receptor ao
farmaco. No caso de moléculas de farmaco rigidas, como por exemplo anéis aromaticos
condensados, nio hi muito 0 que considerar. Na interagio de compostos de estrutura
molecular rigida com o mesmo receptor, a plasticidade do sitio ativo devera ser o fator
conformacional mais importante a ser considerado. Entenda-se por plasticidade do receptor
a capacidade de seus diversos grupos quimicos poderem sofrer alteragdes conformacionais
de forma a acomodar a molécula do fairmaco. No caso da interagio do receptor com
moléculas flexiveis, a combinagiio de fatores entélpicos e entropicos determinara o modo
de ligagio. O conhecimento do modo de ligagdo do farmaco ¢ fundamental para qualquer
procedimento de calculo molecular, seja ele ab initio, semiempirico, de mecanica ou
dinimica molecular. Mas como descobrir a configurag#o e conformagio bioativas ?

O método mais confidvel que se dispde atualmente para determinar 0 modo de
ligagiio € a determinagio das coordenadas dos atomos do fairmaco através da analise do

padrio de difraciio de raios-X do cristal contendo a enzima em complexo com o farmaco.
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Se a determinagdo for feita com os devidos cuidados, as coordenadas revelam o modo de
ligacdo do farmaco e também mostram as interacdes intermoleculares que ocorrem entre
grupos quimicos do farmaco e do receptor.

Freqilentemente disp8e-se da estrutura cristalografica da molécula que contém o
receptor em complexo com algum substrato, no caso de enzimas, ou em complexo com
composto que guarde alguma similaridade com o firmaco em estudo. Neste caso, deve-se
utilizar o0 modo de ligagiio da molécula complexada ao receptor como ponto de partida
para a deduglio da conformagéo bioativa do farmaco em estudo. No presente trabalho, o
caso € precisamente este. Dispde-se da estrutura cristalina de HSV1 TK em complexo com
2’-deoxitimidina e também em complexo com ganciclovir. Pretende-se utilizar as
informagdes contidas nesses complexos, e também as informagdes reveladas no estudo
QSAR do Capitulo 4, para tentar chegar a conformagio bioativa das N*-feniiguaninas.
Também serdo utilizados calculos de mecinica molecular para verificar a estabilidade dos

provaveis modos de ligacéo.
5.5.1 Possibilidades

A similaridade dos modos de ligagiio de 2°-deoxitimidina e ganciclovir (ver Figura
39, pag. 166 ¢ Figura 42, pag. 169) sugere que as N’-fenilguaninas também devam adotar
modo de ligagdo parecido. Fatores como a formagiio da ponte de hidrogénio dupla com
Gln 125 ¢ as interagdes com Met 128 e Tyr 172 também devem ser importantes para o
modo de ligagio das N*-fenilguaninas. Devido ao fato de as N*-fenilgnaninas guardarem
maior similaridade com ganciclovir do que com 2’-deoxitimidina, deve-se considerar em
primeiro lugar o modo de ligagdio de ganciclovir como molde para as N*-fenilguaninas

(Gaudio et al, 1998).
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A Figura 48a mostra que a configuragéo bioativa do anel purinico de ganciclovir é
basicamente determinada pela formagiio de ponte de hidrogénio dupla com Gln 125 (ver
também Figura 42, pag. 169). E possivel ajustar a posicio do anel purinico das N°-

fenilguaninas de forma equivalente (Figura 48b).
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Figura 48 - Primeira possivel configuragdo bioativa do anel purinico das N’-fenilguaninas. (a) A
configuragdo do anel purinico de gancictovir foi utilizado como molde (Brown et al, 1995). (b) A
ponte de hidrogénio dupla com GIn 125 é usada como referéncia para o estabelecimento da
configuragao hioativa do anel purinico das N*-fenilguaninas.

Considerando-se a configuragio bioativa das N’-fenilguaninas da Figura 48b, ha

duas possiveis conformagBes para o anel fenila: uma na qual o angule torsional 9, é

proximo de 0° (Figura 49a) e outra em que 0, ¢ proximo de 180° (Figura 49b).
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Figura 49 - Possiveis conformagbes do anel fenila de ﬂ2-fenilguanina, considerando-se a
configuracdo apresentada na Figura 48b. Na conformagéo (a) o dngulo torsional 8, é cerca de 0° e
na conformacéo (b) 64 & aproximadamente 180°. Devido as interages intramolecutares, o anel

fenila ndo se encontra no mesmo ptano do anel purinico. (¢) © modo de ligagéio de ganciclovir
também é apresentado para efeito de comparagao.

Nizo ha espago no sitio ativo de HSV1 TK para acomodar as conformagdes das N*-
fenilguaninas em que o éngulo torsional 8; seja apreciavelmente diferente de 0° ou 180°.
Nas conformagdes da Figura 49a e Figura 49b, o anel fenila nio se encontra no mesmo
plano do anel purinico devido as interagSes intramoleculares. Neste ponto da discusséo ndo
ha condi¢des de especificar valores para os dngulos torsionais 8, e 02, que determinam a
orientacio relativa dos anéis fenila e purinico. Mais tarde far-se-io as devidas
consideragdes sobre a possivel orientagdo do anel fenila substituido na posigio meta (ver
Sec#0 5.5.7, “Angulos torsionais 8, e 8, na conformagéio bioativa”, pag. 221).

A segunda possivel configuragiio do anel purinico das N*-fenilguaninas ¢ similar a
adotada pelo anel pirimidinico de 2’-deoxitimidina (Figura 50a). A formagdo de ponte de

hidrogénio dupla ¢com Gln 125 também é a principal dncora da molécula de 2°-
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deoxitimidina. No entanto, 2 ponte de hidrogénio dupla que 2’-deoxitimidina forma com
Gin 125 tem orientagdo invertida em relag8o 4 ponte de hidrogénio dupla de ganciclovir. O
grupo CONH; de Gln 125 sofre rotagdio de 180° para tornar possivel a formagio da ponte
de hidrogénio em cada caso (ver também a Figura 39, pag. 166 e Figura 42, pag.169).
Nesta segunda configuragio (Figura 50b), o anel de purinico das N-fenilguaninas é
ajustado ao sitio ativo de HSV1 TK de forma a reproduzir a ponte de hidrogénio dupla de
2’-deoxitimidina.

Também poder-se-ia considerar duas possiveis conformagdes para o anel fenila de
N-fenilguanina, tendo em vista a configuragdo da Figura 50b, ou seja 8; = 0° e 8; = 180°,
No entanto, a anilise da estrutura cristalografica mostra claramente que niio ha espago no
sitio ativo de HSV1 TK para a conformagio em que 8, é 0°. Nessa conformagio ha sério
impedimento estérico que somente seria evitado as custas das intera¢des com Gln 125, Met
128 e Tyr 172, que se considera a base para o estabelecimento do modo de ligagdo das N°-
fenilguaninas. Portanto essa conformagdo n3o serd considerada viivel. A Figura 5la
mostra a unica conformagfo possivel do anel fenila (6, = 180°) considerando-se 0 modo de

ligagdo de 2’-deoxitimidina como molde (Figura 51b).
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Figura 50 - Segunda possivel configurag3o bioativa do anel purinico das N>fenilguaninas. (a) A
configuragdo do anel pirimidinico de 2'-deoxitimidina foi utilizada como molde (Brown et al, 1995);
(b) a ponte de hidrogénio dupla com Gin 125 é usada como referéncia para o estabelecimento da
configuragdo bioativa do anel purinico das N*-fenilguaninas.

A primeira vista nfio parece tarefa facil optar-se por algum desses modos de
ligagdo, em detrimento dos outros. Mas a determinagdo do modo de ligagio correto é
importante para a sequéncia deste trabalho. Para isso, fez-se a verificagdio da estabilidade
relativa de cada um desses modelos, qualitativa e quantitativamente, e utilizaram-se as

informagdes do estudo QSAR do Capitulo 4 para auxiliar na decisio final.
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Figura 51 - Unica conformagdo possivel do anel fenila das uz-fenilguaninas, considerando-se a
configuragdo apresentada na Figura 50b. (a) Nessa conformacéo, o angulo torsional 6, é cerca de
180°. A conformagéo em que 6, é cerca de 0° n#io é permitida devido ac impedimento estérico
entre o anel fenila e residuos de amino4cidos do receptor. Devido as interagbes intramoleculares,
0 anel fenila ndo se encontra no mesmo plano do anel purinico. (b) O modo de ligagio de 2'-
deoxitimidina & apresentado para efeito de comparagéo.

5.5.2 Experimento computacional

Planejou-se experimento computacional para definir o modo de ligagio das N>-
fenilguaninas. O experimento tem dois objetivos. O primeiro objetivo é checar alguns
parimetros qualitativos, de forma a avaliar o aspecto visual da interagio HSV1 TK-N>-
fenilguaninas. O segundo objetivo € estimar a entalpia de interagio HSV1 TK-N*-
fenilguaninas, para alguns compostos da série, e relacionar esses valores as respectivas
atividades inibitorias (log 1/ICso). Os modos de ligagio a serem testados sio aqueles
discutidos na Segéo 5.5.1 (“Possibilidades™, pag. 198).

Os pardmetros qualitativos a serem checados no experimento computacional sio:

(a) estabilidade da ponte de hidrogénio dupla com Gln 125;
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(b) grau de paralelismo entre anel benzénico de Tyr 172 e o anel purinico nas N*-
fenilguaninas;
(c) diregdo para onde aponta o grupo SCH; de Met 128;
(d) ambiente vizinho as posi¢des meta e para do anel fenilico (hidro ¢ lipofilicidade);
Espera-se que, no modo de ligagio correto, o comportamento dos trés primeiros
parimetros esteja de acordo com a Figura 39 (pag. 166) e Figura 42 (pag. 169). A natureza
do ambiente vizinho s posi¢des meta e para do anel fenilico requer alguma discussédo.
No estudo QSAR classico apresentado no Capitulo 4, apresentou-se a Equagio
(104) (pag. 142) como resultado da anilise de 34 N’-fenilguaninas como inibidores de

HSV1 TK.

log(1/C) = 0,594 (+ 0,229) =, — 0,414 (+ 0,200) m, + 1,048 (£ 0,748) o + 2,381 (+ 0.871) R, +
+ 5,077 (1 0,244) (106)
(n =234, r=0,897; s=0,399; F.x=29,767, p<0,00001)

(Q° = 0,741; spress = 0,459; SDEP = 0,430)

-----

HSV1 TK ¢ intensificada pela presenga de substituinte lipofilico na posi¢iio meta e de
substituinte hidrofilico na posi¢io para do anel fenila. Ao mesmo tempo, a atividade
inibitoria € intensificada pela presenga de substituinte na posicdio meta capaz de retirar
elétrons por efeito indutivo e pela presenga de substituinte na posi¢3o para capaz de retirar
elétrons por efeito de ressondncia. Como, em geral, substituintes que exercem efeito
indutivo positivo sdo polares e substituintes lipofilicos sdo apolares, pode-se suspeitar que
os residuos de aminoacido que constituem a vizinhanga da posi¢io meta geram um
ambiente anfifilico. Isto significa que se pode esperar nessa regifio a presenca de
aminoacidos polares e apolares. A Equagdo 5.1 também sugere que o ambiente vizinho 2

posigdo para do sitio ativo de HSV1 TK seja hidrofilico.
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O objetivo do célculo da energia de interaglio enzima—inibidor é comparar as
entalpias de interagdio de uma série de derivados das N*-fenilguaninas com os respectivos
valores de log 1/ICso. Nessa comparagdo serdio considerados, para cada composto da série,
o0s trés modos de ligagdo discutidos na Segdo 5.5.1 (“Possibilidades™, pag. 198).

O experimento baseia-se no seguinte argumento. Considere o processo de interagio

enzima-inibidor representado pela equaciio

Inibidor —x H,O + Enzima--—-yH;0 —— Inibidor —Enzima---zH,0 + (x+y- z) H,0

L

em que as linhas tracejadas indicam interagSes ndo-ligantes. A variagfio da energia livre de
interagio desse processo (AGiye), como de qualquer outro processo quimico, é

representada pela Equagéo (107)
AGimer = AHiter — T ASimer (167)

em que AHiy. € a variagio da entalpia de interagiio, T é a temperatura absoluta e ASp.s € a
variagdo da entropia de interagdo. Numa série de inibidores em que ASie seja
aproximadamente constante, implicaria em AASy.. = 0, ao longo da série. Como

conseqiiéncia, a Equagfo (108) seria vilida para a série considerada.
AAGier = AAHmer (108)
Pode-se considerar AHime como sendo o resultado da soma representada por
AHier = AHg + AHgr + AHgy . (109}

em que AHg; corresponde a variagfo de entalpia devido as interagdes ndo-ligantes (van der
Waals, ponte de hidrogénio, etc.) entre enzima e inibidor, AHus é a variagio de entalpia
devido as alteragdes conformacionais e AHqy € & varia¢dio de entalpia devido ao processo

de solvatagiio e dessolvatagio de enzima e inibidor. Se na série hipotética de compostos
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AHoonr € AHgor também fossem aproximadamente constantes, ter-se-ia AAHnr = AAH,

= 0, o que implicaria em
AAHimer = AAHg . (110)
Pode-se representar o processo, cujo AH é medido por AHgy, pela equagio
Enzima + [nibidor — Enzima — Inibidor ,

em que ndo estdo computadas as alteragdes conformacionais e nem a influéncia do
solvente, uma vez que se considerou AAHqmr = AAH,y = 0.
Portanto, para uma série de compostos que satisfaa todas as condigdes acima, a

seguinte aproximagdo poderia seria valida:
AAGmer = MHE - (111)

E muito dificil encontrar uma série de compostos na qual todas as aproximagoes
acima sejam validas. Considerando-se a série de 36 derivados da N?-fenil-substituido-
guanina apresentada na Tabela 1 (pag. 56), a subsérie mais proxima de satisfazer essas
exigéncias € o conjunto de derivados para-substituidos: H, F, Cl, Br e L O fato de serem
para-substituidos e monoatdmicos minimiza o problema de alteragdes conformacionais do
anel fenila que certamente ocorreriam no caso dos derivados meta-substituidos ou
poliatémicos. Isso implica na redugiio do valor de AAH.¢. O fato de serem monoatémicos,
¢ portanto ndc muito volumosos, implica na redugdo do valor de AAH,,. Para ter-se idéia
da variac@o de volume nessa série, o derivado p-I ¢ apenas cerca de 16% mais volumoso
(toda a molecula, € ndo apenas o substituinte) do que o derivado ndo substituido (p-H).
Como a maior contribui¢io de ASi € devido ao processo de solvatagdo e dessolvatagio,

espera-se que ASy. também possa ser mantido em niveis aceitiveis para os nossos
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propésitos. Outra vantagem em escolher-se a série 4°-H, 4’-F, 4’-Cl, 4’-Br ¢ 4’-I reside nos
valores de log 1/ICso apresentados por esses derivados (ver Tabela 1, pag. 56). 4’-Br
(6,00), 4°-H (5,10), 4°-1 (4,40), 4-C1 (4,00) e 4’-F (3,52). Pode-se notar que os valores de
log 1/ICso sdo regularmente distribuidos entre 3,5 ¢ 6,0, que deve propiciar boas condi¢des
para a comparagdo com os valores de AAHg;.

Os valores de log 1/ICsy apresentados na Tabela 1 (pag. 56) sdo linearmente
relacionados com a variagio da energia livre de interagiio enzima-inibidor. Valores
elevados de log 1/ICso (compostos muito ativos) correspondem a valores muito negativos
de AGy. Dessa forma, espera-se que os valores de AAHg; obtidos utilizando-se o modo de
ligagdo correto sejam linearmente relacionados com os valores de log 1/ICs, pelo menos
em termos aproximados. Ou seja, espera-se correlagdo linear entre log 1/ICso € AAHE;,

como representado esquematicamente como a seguir.

log (1/1Cs0)1  log (111Cs0)2  log (1/1Cso)s  log (1Cso)s  tog (111Csaie
AAHg AAHEg AAHEg;3 AAHg4 AAHgs

Espera-se que a valores elevados de log 1/ICso correspondam valores baixos de

AAHg; e vice-versa.
5.5.3 Detalhes do experimento

A seguir sdo enunciados os detalhes do experimento computacional utilizado para a
determinagio do modo de ligagio das N>-fenilguaninas, em que o programa Quanta-
CHARMM foi utilizado.

(a) preparagdo dos derivados 4°-Br, 4>-H, 4°-I, 4’-Cl e 4’-F da N*-fenil guanina,
(b) eliminagdo das moléculas de solvente cristalizado de HSV1 TK e hsv1_tk;
(c) ajuste manual da posicio da molécula do inibidor ao sitio ativo da enzima, sendo que

os modos de ligagio representados na Figura 49a-b foram ajustados 4 molécula
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hsvl_tk e o modo de ligagdo representado na Figura Sla foi ajustado & molécula
HSV1 TK;

(d) aplicagdo de potencial harménico fraco (constante de forga igual a 10 kcal.mol™ A?%)
aos residuos de aminodcidos completos, em que ao menos um de seus atomos
estivessem num raio de 15 A da molécula do inibidor;

(e) liberagio total dos residuos de aminoacido completos em que a0 menos um de seus
atomos estivessem num raio de 8 A da molécula do inibidor;

(f) imobilizagfio da molécula do inibidor e dos residuos Gln 125, Met 128 e Tyr 172,

(g) 1000 passos de minimizagdo steepest descents;

(h) liberagdo da molécula do inibidor e dos residuos Gln 125, Met 128 ¢ Tyr 172,

(1) 1000 passos de minimizagdo conjugate gradient,

(i) aquecimento de 0 a 310 K durante 4 ps, com incrementos de 3,875 K a cada 0,05 ps;

() equilibragio em 310 K durante 4 ps, com cotregio de temperatura (velocidades
atdmicas) a cada 0,05 ps;

(k) simulagdo livre em 310 K durante 8 ps;

(1) resfriamento de 310 a 0 K durante 4 ps com decréscimos de 3,875 K a cada 0,05 ps;

(m) 1000 passos de minimizagdo steepest descents,

(n) 1000 passos de minimiza¢do conjugate gradient,

(0) avaliago dos parimetros qualitativos mencionados na se¢do anterior:

(p) célculo da energia potencial do sistema enzima-inibidor, e da energia potencial do
inibidor e da enzima, separadamente, utilizando-se as estruturas finais minimizadas;

(q) calculo de AHgy ¢ AAHE;.

A ordem dessas operagBes ¢ importante. Como exemplo, a imobilizaciio dos

residuos Gin 125, Met 128 e Tyr 172, determinada no item (f), revoga a liberagdio dos
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residuos exigida pelo item (e). Cada sistema demandou cerca de 30 horas de CPU em
esta¢do Silicon Graphics Indigo 2.

A sequéncia de operagdes acima € o resultado da experiéncia obtida apos algumas
tentativas frustradas de executar a simula¢io da dinimica molecular de maneira bem
comportada. Enfrentou-se diversos problemas nessas tentativas, sendo que o principal
problema foi o excessivo deslocamento da molécula do inibidor da posigio inicial de
interagdc com os residuos Gln 125, Met 128 e Tyr 172. Naturalmente que algum
deslocamento € esperado, pois trata-se de processo dinimico. Além disso, submeteu-se a
dindmica molecular modos de ligagéo diferentes para as mesmas moléculas. E sempre
esperado que, no modo de ligagio incorreto, o ligante sinta-se desconfortavel no sitio ativo
e sofra algum tipo de modificagdo no modo de ligagio. Porém, quando a modificagio da
situagdo inicial € muito intensa, é preciso suspeitar da forma como a simulagio esta sendo
conduzida. Nas tentativas anteriores, comegou-se a desconfiar da forma como as condigBes
intciais estavam sendo estabelecidas.

O primeiro fator que pode ter interferido negativamente nos primeiros resultados
foi a maneira como foi feita a selegiio dos atomos incluidos na simuia¢fio. Inicialmente
optou-se por incluir os atomos da enzima localizados num raio de 12 A da molécula do
inibidor, sem a preocupagio de incluir residuos completos. Isso representou a inclusio
parcial de diversos residuos de aminoacidos no sistema. Pareceu ser mais prudente
diminuir o valor da distdncia de corte (8 A, por exemplo) e incluir apenas residuos
completos, ou seja, se dentro do raio de 8 A da molécula do inibidor alguns residuos
tiverem parte de seus itomos selecionados, entdo incluir-se-iam todos os atomos daqueles
residuos. A incluséio na simulaggo de residuos completos parece ser mais coerente do que a
inclusdo de partes de residuos. Também criou-se zona de transi¢#o entre a liberdade total e

a imobilidade total, aplicando constante harménica de baixo valor aos residuos em que ao
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menos um de seus atomos estivessem num raio de 15 A da molécula do inibidor. Os
residuos néo incluidos por esse processo seletivo também estdio presentes no sistema, mas
$0 que mantidos fixos em suas posigbes iniciais.

Em algumas tentativas executou-se o processo inicial de minimizagiio de energia
mantendo todo o sistema livre, qual seja, molécula do inibidor e os residuos de
amino4cidos que compde o sitio ativo. Concluiu-se que melhor seria manter a molécula do
inibidor e os residuos Gln 125, Met 128 e Tyr 172 fixos nos primeiros mil passos de
minimizagdo e s libera-los na segunda parte da minimizagfo inicial. Esse procedimento
manteve a posi¢éo inicial do inibidor por algum tempo, enquanto as cadeias laterais de
aminoacidos proximas irilam se adaptando a presenga da nova molécula.

O ultimo fator importante foi a presenca de solvente cristalizado. A presenca de
determinada molécula no sitio ativo de HSV TK, seja substrato ou inibidor, induz
moléculas de solvente a localizarem-se em diferentes posigdes. Portanto, pode haver erro
importante ao substituir-se determinada molécula ligada ao sitio ativo de HSV TK por
outra, sem fazer corregdes na posicio do solvente cristalizado nas vizinhangas. Na
estrutura cristalografica contida no arquivo HSV1_TK_dT 2 ha uma molécula de agua
bem proxima a ponte de hidrogénio dupla. No entanto ndio € tarefa simples determinar a
posicdo correta de moléculas de solvente ao redor do inibidor em curtos periodos de
simulagio computacional. E preciso ainda considerar que pode haver moléculas de
solvente nas redondezas do sitio ativo que, por terem maior grau de movimento, nio foram
detectadas na difracfio de raios-X. Dessa forma, pareceu ser mais seguro nfio incluir as
moléculas de solvente cristalizado nesse experimento. Além disso, uma das aproximagdes
utilizadas no experimento computacional é de AAH,yy = O (ver Segdo 5.5.2, “Experimento

computacional”, pag. 203)
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5.5.4 Resultados

Os resultados obtidos na parte qualitativa do experimento computacional sio
mostrados no Quadro 4.

Quadro 4 - Situagdo final da regido do sitio ativo dos sistemas HSV1 TK—-uz-feniI-[para-
substituido]-guanina apds curta simulagdio de dindmica molecular seguida de minimizagao,

Caracteres em negrito foram utilizados para destacar a comparagio entre os resultados obtidos e
o resultado esperado.

Modo de ligagdo ~ Sitic® Gin125° Met128° Tyr172° Meta® Para®
Resultado A 212 Sim Sim Anfi Hidro
esperado Anfi

B 2/2 Sim Sim " Anfi Hidro
Anfi

Tipo ganciclovi’© A 112 Sim Nio Anfi Lipo

©.=09 Lipo
B 1/2 Nio Sim Lipo Lipo
Anh

Tipo ganciclovir® A 0/2 Sim Nio Lipo Lipo

(61 = 180°) Lipo
B 02 Nio Sim Lipo Lipo

Lipo
Tipo 2'- A 112 Nao Sim Anh Hidro

deoxitimidina” Anfi

61 = 180°)

B 1/2 Sim Sim Anfi Hidro

Hidro

* A e B indicam em qual mondmero, do dimero de HSV TK, a analise esta sendo feita. © Ponte de
hidrogénio dupla entre GIn 125 e a molécula do inibidor. 2/2 = duas pontes de hidrogénio
ocorreram; 1/2 = embora duas pontes de hidrogénio fossem possiveis, apenas uma ocomeu; 0/2 =
embora duas pontes de hidrogénio fossem possiveis, nenhuma ocorreu. ° DiregSo para a qual
aponta o grupo SCH; de Met 128. Sim = apontando para o anel guanina da molécula do inibidor;
Ndo = apontandoc para outra direcfio. ° Posigio espacial do anel benzénico de Tyr 172. 8im =
paralelo ao anel guanina do inibidor; Nao = néio paralelo ao anel guanina. ® Ambiente do sitio ativo
nas vizinhancas das posigbes meta e para. Na coluna meta, hé duas designagbes para o
ambiente por causa das duas posigbes meta do anel fenila. Hidro = hidrofitico; Lipo = lipofilico;
Anfi = anfifilico. " Ver Figura 49a, pag. 200. ¥ Ver Figura 49b, pag. 200. " Ver Figura 51a, pag. 203.

Esses resultados sdo apresentados em termos de média sobre o comportamento dos
derivados 4’-H, 4’-F, 4’-Cl, 4>-Br e 4’-I-N’-fenilguanina. Como exemplo, na anilise da

formagéo da ponte de hidrogénio dupla entre Gln 125 e a molécula do inibidor ( modo de
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ligagdo do tipo ganciclovir ¢ 0; = 0°) no sitio ativo A de HSV1 TK, o resultado
apresentado € 1/2. Isso significa que apenas metade da ponte de hidrogénio dupla foi
formada ne sitio A na maioria das cinco moléculas analisadas (4°-H, 4°-F, 4’-Cl, 4’-Br e
4-1).

Os resultados apresentados no Quadro 4 apontam para 0 modo de ligaggo de 2’-
deoxitimidina como sendo o modo de ligagio preferencial das N*-fenilguaninas. Nesse
modo de ligagao, houve relativa estabilidade da ponte de hidrogénio dupla com Gin 125 e
satisfatorio grau de paralelismo entre o anel guanina e Tyr 172. Além disso, o modo de
ligagio do tipo 2’-deoxitimidina € o unico que permite ambiente hidrofilico préximo a
regido para do anel fenila, e também permite ambiente anfifilico préximo a uma das
posigdes meta, de acordo com o previsto (ver Segdo 5.5.2, “Experimento computacional”,
pag. 203). Considerando-se a similaridade entre as N°-fenilguaninas e a molécula de
ganciclovir, poder-se-ia esperar que os resultados apontassem para o modo de ligagio
similar ao de ganciclovir.

A Tabela 31 mostra os resultados da parte quantitativa do experimento

computacional.
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Tabela 31 - Variagio da variagio da entalpia de interag8o HSV1 TK-inibidor (AAHg) dos
derivados p-H, p-F, p-Cl e p-Br e p-I. NGmeros em negrito foram utilizados para destacar a relagédo
linear entre log 1/1Css e AAHE).

AAHg, , kcal.mot™
Derivado log 1/1Cs Tipo ganciclovir  Tipo ganciclovir Tipo 2-
(&1 = 0°) (41 = 180°) deoxitimidina
($1 = 180°)
p-Br 6,00 26,0 0.0 0,0
p-H 5,10 47 28,2 9.7
p-l 4,40 0,0 213 21,3
p-Cl 4,00 271 253 24,7
p-F 3,62 12.4 17,9 18,0

A anélise dos resultados apresentados na Tabela 31 mais uma vez aponta na diregdo
do modo de ligagdo de 2’-deoxitimidina como sendo o modo de ligagio preferencial das
Hz-fenilguaninas no sitio ativo de HSV1 TK. O coeficiente de correlagiio entre os valores
de AAHg;, para cada um dos trés modos de ligagio, e log 1/ICso sdo: 0,185 para o modo de
ligagdo do tipo ganciclovir com 8, = 0°, 0,585 para o0 modo de ligagdio do tipo ganciclovir
com 0, = 180° e 0,879 para o modo de ligagio do tipo 2’-deoxitimidina com 8; = 180°.
Este ultimo coeficiente de correlagio tornma-se 0,995 se o derivado 4°-F ndo for
considerado. O desvio da relagio linear do valor de AAHg; do derivado 4°-F pode estar

relacionade ao comportamento andémalo da entropia de solvatagio de muitos derivados

fluorinados (Cuthbertson e Richards, 1986).
Neste ponto do trabalho, ha, portanto, duas previsdes computacionais de que o
modo de ligagdio do tipo 2’-deoxitimidina, em que 8, = 180°, seja 0 modo de ligagdo dos

derivados da N*-fenilguanina. Mas havera alguma indicagdo experimental de que isso seja

verdadeiro ?



214

5.5.5 Indicacfio experimental do ntodo de ligaciio das N>-fenilguaninas

Focher e colaboradores (1988) verificaram que os derivados da N>-fenil-
(substituido)-2’-deoxiguanosina ndo sofrem fosforilagio durante o processo de interagdo
com o sitio ativo de HSV1 TK, ao contririo de aciclovir e ganciclovir, que sdo
fosforilados. O motivo da néio fosforilagio dos derivados da N’-fenilguanosina pode ser

explicado a partir da analise do modo de ligagio das N>-fenilguaninas.

0
HN N
| N\
ONHKN N>

HO

ﬂz-Fenil-Z'-deoxiguanosina

O modo de ligacdo de ganciclovir com HSV1 TK ja foi apresentado na Figura 42
(pag. 169). Esse modo de ligagdo permite que uma das hidroxilas da molécula de
ganciclovir fique em posigio espacialmente favoravel para ser fosforilada (Figura 52a). Se
os derivados da N’-fenilguanosina utilizassem o modo de ligagéio de ganciclovir, nio
haveria raziio para que nio houvesse fosforilagio durante a interaciio com HSV1 TK. A
superposicdo do anel guanina de Nz—fenil—Z’-deoxi—guanosina com o anel guanina de
ganciclovir (Figura 52b), na estrutura cristalografica de hsv1_tk, mostra que os tomos de
oxigénio passiveis de fosforilagio das moléculas desses inibidores ficam separados por
apenas 0,5 A. Esse pequeno deslocamento provavelmente nio seria suficiente para impedir

a fosforilaggo.
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Figura 52 - Comparagio da posi¢do dos atomos passiveis de fosforilagdo de ganciclovir e N°-
fenil-2'-deoxi-guanosina. (a) Modo de ligagdo de ganciclovir no sitio ativo de HSV1 TK e posicéo
espacial do atomo de oxigénio que é fosforitado; (b) Superposigdo das moléculas de ganciclovir e
N’-fenil-2"-deoxi-guanosina. A distancia entre os atomos de oxigénio das hidroxilas passiveis de
fosforilagéo das duas moléculas é cerca de 0,5 A. Se as uz~feniiguanosinas adotassem o modo de
ligag&o de ganciciovir, o atomo OS5’ ficaria em posig#io espacial favoravel para ser fosforilado.

A Figura 53 mostra o modelo gréfico da sobreposigiio da molécula de ganciclovir,
em sua conformagio bioativa, € N>-fenil-2’-deoxiguanosina, que corresponde i

representagio esquematica da Figura 52b.
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Figura 83 - Sobreposicio da molécula de ganciclovir (amarelo), em sua conformag8o bioativa, e
N-fenil-2-deoxiguanosina (azul). A distdncia entre os &tomos de oxigénio das hidroxilas
destacadas é cerca de 0,5 A.

Se, por outro lado, for considerado que o modo de ligagdo dos derivados de N*-
fenilguanosina com o sitio ativo de HSV1 TK ocorre de forma similar a0 modo de
interagdio de 2’-deoxitimidina (Figura 54a), entdo esse modo de ligagiio nfo permitira o
correto posicionamento do atomo O5’ do anel ribose para fosforilagio. A sobreposi¢io do
anel timidina de 2°-deoxitimidina com o anel guanina de N’-fenil-2’-deoxi-guanosina,
mostra que a menor distdncia que os itomos OS5’ das duas moléculas podem ser
posicionados ¢ cerca de 2,8 A (Figura 54b). Ao computar essa distancia, o aspecto
energético da conformagio do anel ribose da N’-fenilguanosina ndio foi considerado, ou
seja, manipulou-se os dngulos torsionais ¢1 e ¢; de forma a obter a maxima aproximacio
entre os atomos Q5 das duas moléculas sem preocupacdo com o fator energia de cada

conformacfio. Isso significa que a distancia entre os dtomos OS5’ pode ser ainda maior. Tal
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disténcia da posigZo ideal de fosforilagdo pode impedir a interagdio entre O35’ e y-fosfato de

ATP com subseqiiente inibi¢sio do processo de fosforilagdo.

(a) ()
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Gln 125 ! Gin 125 ﬁ'
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/ 0 o
(o] “‘ [ OH
OH H :j"'"-.;"‘ HO
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Figura 54 - Comparagioc da posigdo dos atomos Q5 de 2-deoxitimidina e N’-fenil-2-deoxi-
guanosina. (a) Modo de ligagao de 2'-deoxitimidina ao sitio ativo de HSV1 TK e posigéio espacial
do atomo O5'. (b) Superposicio das moléculas de 2'-deoxitimidina e uz-fenil-z’-deoﬂ-guanosina.

A menor distancia entre os dtomos OS5’ das duas moléculas que pode ser obtida por manipulagio
dos &ngulos torsionais ¢, e ¢, é cerca de 2.8 A.

A Figura 55 mostra o modelo grafico da sobreposigio da molécula de 2’-

deoxitimidina, em sua conformagiio bioativa, e Ez-fenil-2’-deoxiguanosina, que

corresponde a representagdo esquematica da Figura 54b.
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Figura 55 - Sobreposicio da molécula de 2'-deoxitimidina (amarelo), em sua conformacao
bipativa, e ﬂz-fenil-Z’-demdguanosina (azul). A distdncia entre os 4dtomos de oxigénio das
hidroxilas destacadas é superior a 2,8 A.

5.5.6 Natureza das regides do sitio ativo préximas as posi¢ies meta e para

Os resultados do estudo QSAR do Capitulo 4 indicaram que as regides dos sitios
ativos de HSV1 TK e HSV2 TK proximas & posigio meta do anel fenila das N°-
fenilguaninas apresentam carater lipofilico/polar diferentes (Segiio 4.9, “Conclusdes do
estudo QSAR com parimetros clissicos”, pag. 148). De acordo com a Segdo 4.9, a regifo
do sitio ativo de HSV1 TK préxima & posicio meta apresenta natureza anfifilica,
predominando o cariter apolar, enquanto que em HSV2 TK a regifo préxima & posi¢ao
meta apresenta natureza anfifilica, predominando o carater polar. Sugeriu-se que essas
observagbes sio reflexo de possiveis diferencas na natureza dos aminoicidos que
constituem a regifio proxima a posigfio meta do anel fenila das N’-fenilguaninas. Pode-se

verificar se essas informagdes s¥io consistentes com o modo de ligacio das N*-
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fenilguaninas através da comparagio dos aminodcidos que estdo presentes naquela regido
em HSV1 TK e HSV2 TK.

A Figura 56 mostra a os amino4cidos que constituem a vizinhanc¢a da posicdo meta
das N*-fenilguaninas em HSV1 TK. S@o mostrados os residuos Tyr 101 (polar e n3o
ionizavel), Met 231 (apolar), Ile 97 (apolar) e Glu 225 (polar e ionizével, embora somente
a parte hidrocarbonica de sua cadeia lateral esteja proxima a posigio meta). Também é

mostrado o residuo Ala 98, pouco mais afastado da posigio meta.

N2-Fenilguanina N2.Fenilguanina

Figura 56 - Regifio do sitio ativo de HSV1 TK nas vizinhangas da posicio meta do anel fenila das
N*-fenilguaninas.

A Figura 57 mostra os aminoacidos que constituem a vizinhanga da posicio meta
das N’-fenilguaninas em HSV2 TK. Nota-se grande semelhanga na constituicdo dos
residuos em relagdo a HSV1 TK, exceto pela presenga de Leu 97 (apolar) no lugar de Ile

97 e, mais afastado, Thr 98 (polar e neutro) no lugar de Ala 98.



N2-Fenilguanina

Figura 87 - Regido do sitio ativo de HSV2 TK nas vizinhangas da posi¢io meta do anel fenlla das
N-fenilguaninas.

Observando-se a Figura 56 e a Figura 57, percebe-se que a substituigio de Ile 97
(apolar) por Leu 97 (apolar) nfio ¢ capaz de justificar a predominéncia do caréter polar do
sitio ativo de HSV1 TK (ver Segdo 4.8.1, “Atividade inibitoria sobre HSV1 TK”, pag. 142)

nem tampouco a predominéncia do carater polar do sitio ativo de HSV2 TK previsto na

Ala 98 (apolar) por Thr 98 (polar e neutro) certamente o seria. Porém, parece que essa
substituigio ocorre muito longe da regidio meta, pelo menos de acordo com os modelos
apresentados na Figura 56 e na Figura 57 (na Figura 56, a distincia entre o &tomo de
carbono-a de Leu 98 e o dtomo de carbono da posigdo meta, mais préximo de Leu 98, é
cerca de 9 A). No caso de alguma alteragio conformacional conseguir aproximar mais o
residuo 98 da posigdo meta, ou no caso de o anel fenila dos derivados da N*-fenilguanina
conseguir aproximar-se mais do residuo 98, ou ambos aproximarem-se simultaneamente,
ter-se-ia boa justificativa para explicar a diferenga na polaridade dos sitios de HSV1 TK e

HSV2 TK. No momento, a diferenga de polaridade permanece sem explicagio razodvel.
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5.5.7 Angulos torsionais 0, ¢ 6, na conformacio bioativa

O Quadro 4 (pag. 211) indicou que apenas o modo de ligagdo do tipo 2’-
deoxitimidina permitiv ambiente hidrofilico proximo a posigio para do anel fenila e
ambiente anfifilico préximo a uma das posi¢des meta. No experimento computacional, o
valor inicial de 8, foi de 180°. Apos as simulagdes, seu valor médio foi de 180° (+ 10°)",
computado em dez observagdes (sitios A e B de HSV1 TK com os cinco derivados para-
substituidos analisados). O valor médio do dngulo torsional §;, que permite a pfoximidade
entre a posicdo meta e a regido anfifilica, é de 218° (+ 11°). Esses valores de 0; ¢ 0, que
definem a conformagdo bioativa das N*-fenilguaninas, sio bastante proximos dos valores
de 0 e 8; da conformagdio C3 (186° e 233°, respectivamente), discutida no Capitulo 3 (ver
3.6.1, “Principais conformagdes de equilibrio das N*-fenilguaninas”, pag.117).

Os residuos de aminoacido encontrados com mais freqiiéncia nas proximidades da
posigéo meta, que formam ambiente anfifilico, foram Tyr 101 (polar e nfio ionizével), Met
231 (apolar), Ile 97 (apolar) e a parte hidrocarbonica da cadeia lateral de Glu 225 (polar e
ionizavel). O substituinte ligado na posigiio para do anel fenila fica proximo a regido
altamente polar, constituida pelos residuos His 58 (polar e ionizavel), Gln 221 (polar e
neutro), Arg 222 (polar e ionizavel) e Glu 225 (polar e ionizavel).

A Figura 58 mostra a conformagio bioativa das N*-fenilguaninas, de acordo com as

conclusdes da presente andlise.

1% Desvio-padrdo da média.



Figura 58 - Estereograma da conformagdio bioativa das uz-fenilguaninas, de acordo com as
conclusbes do presente estudo, exempiificada pelo derivado 3'-CF3 (composto 1, Tabela 1, pag.
56). Esta conformacéio é semelhante & conformagao C3, apresentada na Sec¢éo 3.6.1 {"Principais
conformagdes de equilibrio das N2-fenilguaninas®, pag.117)

5.6 CONCLUSOES DA ANALISE CONFORMACIONAL

(2) Os dérivados da N’-fenilguanina interagem com o sitio ativo de HSV1 TK adotando o
modo de ligagio de 2’-deoxitimidina;

(b) Na conformagio bioativa, os valores dos &ngulos torsionais 6, e 0, valem
aproximadamente 180° ¢ 220°, respectivamente, que corresponde & conformagio C3
prevista pela anédlise conformacional,

(c) o substituinte ligado na posi¢#o meta do anel fenila fica preferencialmente orientado na
direc&o dos residuos Tyr 101 (polar e ndo ionizdvel), Met 231 (apolar), He 97 (apolar)
¢ a parte hidrocarbdnica da cadeia lateral da cadeia lateral de Glu 225 (polar e
ionizavel), que compde o ambiente anfifilico previsto pelo estudo QSAR do Capitulo
4

(d) o substituinte ligado na posicdio para do anel fenila fica proximo & regido altamente

polar, constituida pelos residuos His 58 (polar e ionizavel), Gln 221 (polar e neutro),
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Arg 222 (polar e ionizavel) e Glu 225 (polar e ionizavel), em acordo com a previsdo do
estudo QSAR do Capitulo 4;

() a observagdo experimental acerca da interagdo ndo fosforilativa entre os derivados da
N’-fenilguanosina e HSV1 TK fornece suporte adicional para a hipotese do modo de
ligagdo proposto;,

(f) as conclusdes acima reforgam a hipotese de que o anel guanina das N2-fenilguaninas
interagem com os residuos Gln 125, Met 128 e Tyr 172 de forma semelhante a

interagdo desses residuos com 2’-deoxitimidina.

A representagao grafica do modo de ligagio das N*-fenilguaninas é mostrada na Figura

59.

Figura 59 - Representagéo grafica do modo de ligagdo das ﬂz-fenilguaninas. Os substituintes
ligados a posi¢ao meta do anel fenila orientam-se em diregdo ao residuo Tyr 101.
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A Figura 60 mostra o estereograma do modo de ligagiio das N’-fenilguaninas,

proposto com base nos resultados obtidos neste capitulo.

Figura 60 - Estereograma do modo de ligag8io proposto para as N-fenilguaninas.
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CAPITULO 6

QSAR COM PARAMETROS CLASSICOS E CALCULADOS

6.1 INTRODUCAO

No método classico de Hansch-Fujita, os pardmetros fisico-quimicos utilizados sio
constantes de substituintes linearmente relacionadas com a energia livre (Kubinyi, 1993).
No entanto, tornou-se pratica comum a inclusdo de parimetros ndo linearmente
relacionados com a energia livre, tais como pardmetros que descrevem propriedades
localizadas da molécula, como por exemplo cargas e indices de reatividade atdmicos, e
propriedades da molécula como um todo, como volume molecular e energia de orbitais
moteculares (Karelson et al, 1996). A extensdio do método de Hansch-Fujita no sentido de
acomodar tais variaveis tem resultado nfio raras vezes em ferramenta util para esclarecer
alguns tipos de interagdio fairmaco-receptor, em nivel molecular, que ndo sdo possiveis com
o uso de outros pardmetros classicos (Gaudio et al, 1994; Pires et al, 1997; Karelson et al,
1996)

Na presente analise, construiu-se a matriz de parmetros fisico-quimicos a partir
das constantes de substituintes classicas da Tabela 19 (pag.151) e adicionando-se diversos
parametros calculados. O resultado foi uma matriz de pardmetros fisico-quimicos mistos.
No desenvolvimento das equagdes que serdo apresentadas adiante, fez-se a selegio das

variaveis utilizando-se toda a matriz mista.
6.1.1 Geometria Molecular

No caiculo das propriedades atomicas e moleculares, utilizou-se a geometria

bioativa proposta na Segdio 5.5.7 (“Angulos torsionais 6, e 8, na conformagdo bioativa”,
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pag.221). Como foi discutido na Seglio 5.5.7, a geometria bioativa proposta corresponde a
conformacdo C3 (ver Segfio 3.6.1 “Principais conformagBes de equilibrio das N
fenilguaninas™, pag. 117), em que os ngulos torsionais 8, e 8; valem aproximadamente

180° e 230° (ver Figura 26, pag. 122).
6.1.2 Parametros incluidos na anslise

Os pardmetros incluidos na presente analise foram:

(a) Carga atdmica (Q,) do n-ésimo atomo. Foram calculadas as cargas dos atomos que
estdo presentes em todas as moléculas dos derivados da N*-fenilguanina: N(1)-H(22),
H(25) e H(26) (ver Figura 61). As cargas atdmicas foram calculadas com base no
ajuste (fitting) do potencial eletrostatico molecular, utilizando-se o método AM1;

(b) Energias do HOMO (enomo) € LUMO (erumo). As energias do orbital molecular
ocupado de energia mais alta e do orbital desocupado de energia mais baixa foram
calculadas pelo método AM1;

(¢) Dureza molecular (n)). Definida pela equagiio (1.umo — Eromo)2;

(d) Momento dipolar (). Calculado a partir das cargas eletrostaticas do item (a);

(e} Polarizabilidade molecular (a). Calculada a partir da expansdo do momento dipolar
(Kurtz et al, 1990), através do método AM1;

(f) Indices de fronteira. Foram calculados os seguintes indices de reatividade: densidade
eletrofilica de fronteira (F,'”) e densidade nucleofilica de fronteira (F,*%) do n-ésimo
atomo da molécula (Chin & Song, 1981). Estes indices foram normalizados pelas
energias do HOMO e LUMO (ver Segéio 2.4.7, “Indices de fronteira”, pag. 73) para
maiores detalhes. De forma semelhante as cargas atdmicas, foram calculados os indices

de fronteira dos atomos que estdo presentes em todas as moléculas dos derivados da



227

N?-fenilguanina. Esses indices foram calculados a partir da fungio de onda produzida
através do método AM1;

() Volume molecular de van der Waals (Vvaw). O volume de van der Waals foi calculado
através do programa SURF, criado pelo autor, com cerca de 1000 linhas de codigo
fonte em Fortran 77 (Gaudio & Takahata, 1992).

A numeragio dos atomos da N°-fenilguanina, que serviu de base para definir os
indices de reatividade e as cargas atomicas, é mostrada na Figura 61. Eventualmente
utilizar-se-4 numeragio especial para se referir aos atomos de carbono do ane! fenila, como
por exemplo 3’-F para se referir ao substituinte fluoreto ligado na posigiio meta, ou 4°-Me

para se referir ao grupo metila ligado na posicio para.

010
12H\ 1 6 5 7N:
2 4| } H13
g
15H\ 3 N
\
H26 H14

Figura 61 - Numeragdo dos 4tomos na molécula da N>-feniiguanina.

Os valores das diversas propriedades calculadas no presente trabalho séio mostradas

na Tabela 49 -Tabela 52, no final deste capitulo.

6.1.3 Correlagiio entre os parimetros calculados

Néo sera apresentada a matriz de correlagdo entre todos os parimetros utilizados na

presente analise devido as dimensSes da mesma (118x118). No entanto, 2 medida em que
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as equaches de regressdo forem sendo apresentadas, mostrar-se-#o as matrizes de

correlagio contendo os parimetros incluidos nessas equagdes.

6.2 ANALISE DOS COMPOSTOS META-SUBSTITUIDOS

6.2.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK

Devido ao pequeno nimero de derivados meta-substituidos (treze, incluindo-se o
derivado 3°-H, 4’-H), apenas as combinacdes de dois parimetros podem ser testadas com
seguranga, na construgio de equagdes de regressio linear multipla (Topliss & Costello,
1972; Kubinyi, 1993). Foram muitas as combina¢Ses de dois parimetros que resultaram
em equagdes de regressdo estatisticamente significativas para representar a atividade dos
derivados meta-substituidos sobre HSV1 TK. A Tabela 32 mostra as combinagdes de dois
parametros que resultaram em coeficientes de correlagiio iguais ou superiores a 0,93

(Equagdes (112)- (121)).

Tabela 32 - Combinagdes de duas varidveis, utilizadas para representar a varidncia da atividade
inibitéria dos meta-derivados da uz-fenilguanina sobre HSV1 TK, que resuitaram em coeficientes
de correlagao () iguais ou superiores a 0,9. Os sinais dos coeficientes das varidveis presentes
nas Equagdes (112)-(121) s&o mostrados na coluna Varidveis. Em negrito sic destacadas as
principais combinacdes de pardmetros.

Varidveis r ] F Equacéo
+ Xy + Fy® 0,949 0,215 45,751 112
+ T + F2® 0,953 0,209 49,057 113
+ xpp = Fy® 0,943 0,229 39,859 114
+ T + F4© 0,942 0,229 39,713 115
+ iy + F7® 0,942 0,231 39,174 116
+ 7y = Fo® 0,933 0,247 33,438 17
+ iy + Fi® 0,940 0,235 37,705 118
+ i = Fyy© 0,939 0,236 37,305 119
+ i — Fp'® 0,932 0,248 33,204 120

+ 7 — Fag™ 0,941 0,231 38,914 121
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Todas as combinagbes de varidveis apresentadas na Tabela 32 tém em comum o
pardmetro nm, que se revelou essencial a explicagdo da varidncia dos valores da atividade
inibitoria dos derivados meta-substituidos sobre HSV1 TK. O motivo do surgimento da
grande quantidade de combinagdes de pardmetros estatisticamente significativas (o nimero
de combinagdes de dois parimetros com r 2 0.9 foi de 28) é sem duvida a forte correlacdo
existente entre os indices de fronteira atdmicos. Esta caracteristica é inconveniente ¢ a
interpretacfio dos resultados envolvendo os indices de fronteira deve ser feita com cautela.

As trés melhores equagdes da Tabela 32 sdo apresentadas explicitamente a seguir.

1og(1/1Cx0) = 0,498 (4 0,164) n, + 8,754 (+ 3,335) F,'™ + 1,829 (+ 1,350) (112)
(n=13; r=0,949; s=0,215; Fp 1 = 45,751 p <0,00001)

(Q® = 0,788; Spress = 0,316; SDEP = 0,288)

log(1/1Cs) = 0,486 (+ 0,160) ny + 8,201 (+ 3,000) F, - 8,180 (+ 4,230) (113)
(n=13; r=0,953; s=0,209; Fpo1q =49,057; p<0,00001)

(Q° = 0,805; Spress = 0,303; SDEP = 0,276)

log(1/1Cs0) = 0,515 ( 0,174) 7 — 4,531 (+ 1,872) F2® + 19,205 (+ 5,717) (114)
(n=13; r=0,943; $=0,229; Fp 1 =39,859; p <0,00002)

(Q? = 0,787; Spacss = 0,331; SDEP = 0,302)

Nota-se que as Equagdes (112)4(114) nfio somente apresentam boa qualidade de
ajuste (r ¢ F elevados e s e p baixos), como também boa capacidade preditiva (Q? elevado

¢ spress € SDEP baixos).

As Equagdes (112)-(114) indicam que a atividade inibitoria dos derivados meta-
substituidos da N’-fenilguanina sobre HSV1 TK depende basicamente dos pardmetros

lipofilico e eletrbnico. A influéncia da lipofilicidade sobre a atividade dos compostos

meta-substituidos ndo ¢ surpresa. As Equagbes (101) (pag. 133) e (102) (pag. 135)
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acusaram essa influéncia, pelo menos no caso de HSV2 TK. Mesmo assim, a correlagdo
obtida na Equagio (101) ndio foi boa, provavelmente por causa da parametrizagiio
deficiente do efeito eletrdnico do substituinte. Os parimetros classicos (G, R ¢ F) nfio
foram capazes de detectar a influéncia do efeito eletronico na atividade desses compostos
sobre HSV1 TK (ver Segfio 4.4.1, “Atividade inibitoria sobre HSV1 TK”, pag. 133). E
possivel que a atividade dos derivados meta-substituidos das N?-fenilguaninas dependa de
efeitos eletrdnicos em posigdes especificas da molécula, como indicam as Equagdes (112)-
(121) (Tabela 32, pag. 228). Tais efeitos nfo sdo facilmente detectados por constantes de
substituintes.

A presenga de grupos polares na molécula de inibidores enzimaticos ¢ sempre
importante, por causa da possibilidade da interagio com aminoécidos polares do sitio
ativo, Sob este aspecto, a Equagdo (118) pareée ser a mais interessante, pois indica que a
atividade dos derivados meta depende da densidade eletrofilica de fronteira sobre o dtomo
de oxigénio da carbonila do anel guanina. A densidade eletrofilica de fronteira é calculada
a partir dos coeficientes do HOMO da fungdo de onda molecular. Os valores de F,® para
determinado atomo indicam a possibilidade deste atomo interagir com agente eletréfilo, ou
seja, alguma espécie carregada positivamente. Pelo fato de os valores de F, serem
positivos (ver Tabela 51, pag. 260), o sinal positivo do coeficiente de F,® na Equagdo
(118) indica que a intera¢do do atomo O(10) com alguma espécie carregada positivamente
¢ importante e capaz de intensificar a atividade dos derivados meta sobre HSV1 TK. A
selegio de F1o'® como pardmetro relevante na explicagdo da atividade sobre HSV1 TK era
esperada, pois o experimento computacional realizado na determinagio do modo de
ligagfio das N*-fenilguaninas (ver Segéio 5.5, “Modo de ligagdio das N%-fenilguaninas”, pag.
196) baseou-se na hipotese da formagio de ponte de hidrogénio dupla entre os atomos

O(10) e H(12) do ligante e Gln 125 (ver Figura 39, pag. 166). No entanto, também era
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esperada a selegdo do pardmetro F1,®, ou F1,™, para assinalar a existéncia da ponte de
hidrogénio dupla. Isto ndo aconteceu. Os valores de F;, (ver Tabela 51, pag. 260) e F;,®
(ver Tabela 52, pag. 263) sdo muito pequenos. Isto é o resultado da baixa densidade

eletronica de HOMO e LUMO sobre o atomo H(12) nas N*-fenilguaninas (ver Figura 62).

Figura 62 - Densidade eletronica do HOMO (modelo de cima) e LUMO do composto 15 (3'-H, 4-
H). Esses orbitais ndo apresentam densidade eletrénica sobre o 4tomo H(12) (seta).

O resultado da parte qualitativa do experimento computacional apresentado no
Quadro 4 (pag 211) indicou que apenas a ponte de hidrogénio entre O(10) e Gln 125 foi
conservada apés a simulagdo de dindmica molecular, na maioria dos casos estudados. A
Figura 63 mostra um tipico exemplo de situagdo pos-simula¢do de dindmica molecular, do
composto 15 (3’-H, 4’-H) no sitio ativo B de HSV1 TK, que foi iniciada no modo de

ligag@o do tipo 2’-deoxitimidina.
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Figura 63 - Estereograma da situagao final tipica do modo de ligagdo das N’-fenilguaninas apés a
simulagdo de dindmica molecular executada na Sec¢do 5.5.3 ("Detalhes do experimento®, pag.
207). Neste exemplo, apenas uma ponte de hidrogénio foi mantida entre o composto 1 e Gin 125
(linha tracejada, distncia de 1,8 A). A outra ponte nfio pdde ser formada devido & fonga distancia
entre o segundo par de tomos (3,8 A).

Na Figura 63, apenas a ponte de hidrogénio entre O(10) e GIn 125 foi conservada
apos a simulagdo. A acomodagiio natural da molécula do ligante ao ambiente do sttio ativo
fez com que uma das pontes de hidrogénio ndio fosse mantida. Esta observa¢do est4 em
acordo com o fato de nenhum dos indices atomicos de H(12) ter sido selecionado para
compor as Equagdes (112)-(121).

A ordem de entrada dos parfimetros fisico-quimicos na constru¢iio das EquagBes

(112)-(114) é mostrada na Tabela 33.

Tabela 33 - Percentagem de varidncia da atividade inibitéria dos derivados meta-substituidos
sobre HSV1 TK, explicada por cada parimetro nas Equagbes (112)-(114).

Percentagem de varidncia explicada

Equagao T F,© F,® F,®
112 58% +34% - -
113 56% - +34% _

114 56% - - +33%
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Os resultados da Tabela 33 mostram que a atividade dos derivados meta-
substituidos sobre HSV1 TK ¢ principalmente dominada pelo parimetro lipofilico, que é
capaz de explicar cerca de 56% da varidncia da atividade inibitoria.

A Tabela 34 mostra a matriz de correlagdo dos pardmetros presentes nas Equagdes

(112)-(121).

Tabela 34 - Matriz de cormelagéio dos principais pardmetros apresentados na Tabela 32. Somente

os valores relativos aos treze compostos inciuidos na analise foram considerados. Valores em
termos de r%.

T F, 0] Fz(e) F3(e} F4(e) F?KE) Fg(e) Fm(e) Fy 1(9) Fzs[”

i 1 016 024 008 016 015 012 027 012 018

F,© 1 989 974 981 934 975 969 988 962
F,® 1 943 977 947 950 874 971 951
Fy® 1 922 841 970 905 958 935
Fa® 1 976 961 988 991 956
F® 1 882 954 943 926
Fo'® 1 963 986 935
Frpl® 1 979 935
Fy® 1 ,965
Foe'®

1

.....

bem como os respectivos residuos. O grafico mostrando a atividade observada em fungio

da atividade prevista pela Equag#o (113) é mostrado na Figura 64.
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Tahela 35 - Atividades inibitorias observada e prevista dos derivados meta-substituidos da ﬂ2-
fenilguanina sobre HSV1 TK, e os respectivos residuos, calculados através da Equagéo (113).

Substituinte log 1ACs,

Comp. X Y Observado Previsto Residuo
1 CF; H 6,82 6,48 0,36
2 CH;Na H 6,10 68,22 -0,12
4 CH,Br H 6,00 5,93 0,07
§ | H 5,68 6,11 -0,15
6 CH,C! H 585 5,62 0,23
7 Cl H 5,82 5,84 -0,02
8 Br H 582 594 0,12
9 Et H 5,60 5,41 0,19
1 n-Pr H 548 5,69 -0,21

12 CN H 5,30 5.61 -0,31
15 H H 510 5,08 0,02
20 CH,;CH H 4,60 4,66 -0,08
21 CH:NH; H 4,52 4,41 0,11

log 1/IC 5, Obs.

42 46 5.0 54 5.8 6.2 6.6 7.0
log 1AC 54 Prev,

Figura 64 - Atividade inibitéria observada dos derivados meta-substituidos da N*-feniiguaninas em
fungéo da atividade prevista pela Equac&o (113).
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6.2.2 Atividade inibitoria sobre HSV2 TK.
Considerando-se modelos com apenas uma varidvel, obteve-se a Equagiio (122).

log(1/ICs0) = - 0,168 (+ 0,054) F46™ + 1,611 (¢ 1,373) (122)
(n = 13; r=0,899; 5= 0,293; F(1.11) = 46,535; p< 0,00003)

(@ = 0,737; Spress = 0,349; SDEP = 0,334)

Isoladamente, F1¢™ ¢ capaz de explicar cerca de 81% da varidncia da atividade dos
compostos meta-substituidos sobre HSV2 TK. A interpretagio da presenca dessa varigvel
na Equagdo (122) ndo ¢ trivial (pode ser apenas coincidéncia). E dificil imaginar de que
maneira o atomo C(16), isoladamente, poderia determinar a atividade dos compostos meta-
substituidos sobre HSV2 TK. Por enquanto, o que se pode dizer apenas é que ha indicagio
da influéncia de fator eletrénico na atividade desses compostos sobre HSV2 TK, fato que
esta em acordo com os resultados apresentados na Segio 4.4.2 (“Atividade inibitoria sobre
HSV2 TK”, pag. 133).

A Tabela 36 mostra os valores da atividade inibitoria previstos pela Equagio (122),
bem como os respectivos residuos. O grafico mostrando a atividade observada em fungéo

da atividade prevista pela Equagéo (122) é mostrado na Figura 65.
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Tabela 36 - Atividades inibitérias observada e prevista dos derivados meta-substituidos da N
fenilguanina sobre HSV2 TK, e os respectivos residuos, calculados através da Equacgéo (122).

Substituinte Log 1/1Cs
Comp. X Y Observado Previsto Residuo

CF3 H 7,00 7.05 -0,05
2 CH2N, M 5,82 5,50 0,32
4 CH:Br H 5,92 579 0,13
5 | H 5,96 8,22 0,26
6 CH,CI H 587 5,85 0,02
7 Cl H 6,45 821 0,25
8 Br H 6,22 6,23 -0,01
9 Et H 5,40 5,20 0,11
11 n-Pr H 5,52 5,28 0,24
12 CN H 6,40 6,52 -0,12
15 H H 5,80 5,43 0,37
20 CH.OH H 4,70 5,28 -0,58
21 CHoNH, H 4,70 5,10 -0,40

log 1/1C50 Obs.

44 .
438 5.2 56 6.0 6.4 6.8 72

log 1/1IC50 Prev.

Figura 6§ - Atividade inibitoria ocbservada dos derivados meta-substituidos da ﬂz-fenilguaninas em
fungéo da atividade prevista pela Equagio (122).



237

Verificou-se a wviabilidade de modelos com duas variaveis para representar a
atividade dos compostos meta-substituidos sobre HSV2 TK. Apenas uma combinagio de

duas varidveis resultou em equagiio razoavel. (Equagdo (123)).

log(1/1Cs0) = 0,224 (+0,183) = — 0,157 (£ 0,045) F16™ + 1,805 (+ 1,116) (123)
(n=13; r=0,943; s=0,237; F =40,530; p < 0,00002)

(Q° = 0,824; Spress = 0,300; SDEP = 0,274)

A Tabela 37 mostra os valores da atividade inibitoria previstos pela Equaggo (123),
bem como os respectivos residuos. O grafico mostrando a atividade observada em fungio

da atividade prevista pela Equagéo (123) é mostrado na Figura 66.

Tabela 37 - Atividades inibitérias observada e prevista dos derivados meta-substituidos da N°-
fenilguanina sobre HSV2 TK, e os respectivos residuos, calculados através da Equaciio (123).

Substituinte log 1/1Csg
Ccomp. X Y Observado Previsto Residuo
1 CF; H 7,00 7,07 -0,07
2 CH:N3; H 5,82 5,68 0,14
4 CH;Br H 5,92 588 0,04
5 | H 5,96 6,35 -0,39
] CH.CI H 5,87 579 0,08
7 Cl H 6,46 6,25 0,21
8 Br H 6,22 6,30 -0,08
9 Et H 5,40 548 0,06
11 n-Pr H 5,52 5,57 -0,05
12 CN H 6,40 6,25 0,15
15 H H 5,80 5,36 0,44
20 CH.OH H 470 4,99 -0,29
21 CH>NH, H 470 482 -0,12
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log 111C 55 Obs.

44 - .
48 50 54 58 6.2 6.6 7.0 7.4

iog 1)‘1050 Prev.

Figura 88 - Atividade inibitéria observada dos derivados meta-substituidos da N>-fenilguaninas em
funcéo da atividade prevista pela Equacio (123).

A Equagiio (123), embora com elevado coeficiente de correlag@o e boa capacidade
preditiva, tém um problema sério. O intervalo de confiabilidade de 7, é muito estreito
(representa cerca de 82% do valor do proprio coeficiente de 7.), 0 que torna esta variavel
pouco significativa. Além disso, a observagio do grafico apresentado na Figura 66 mostra
distribuigdo irregular dos valores de log 1/ICsy, com aglomeragdo excessiva de pontos na
regido central do grafico, dois pontos isolados no canto inferior esquerdo e apenas um
ponto no canto superior direito. Considerou-se, portanto, a viabilidade de modelos com
trés variaveis, a despeito do risco de incorrer em correlagéo por coincidéncia.

A Tabela 38 mostra as combinagdes de trés variaveis que produziram equagdes

com coeficientes de correlagdo superiores a 0,97.
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Tabela 38 - Combinagbes de trés varidveis, utilizadas para representar a varidncia da atividade
inibitéria dos meta-derivados da N-fenilguanina sobre HSV2 TK, que resultaram em coeficientes
de correlagdo (r) superiores a 0,97. Os sinais dos coeficientes das variaveis presentes nas
Equagbes (124)-(130) s&o mostrados na coluna Varidveis. Em negrito sfo destacadas as
principais combinagdes.

Varidveis R : s F Equacéo
+ 7, — RMp + F® 0,970 0,183 48,086 124
+ fty ~ RMp — F2© 0,974 0,172 54,737 125
+ Zm = By — F1e™ 0,988 0,117 120,946 126
+ T = Vyaw — F53® 0,980 0,150 72,213 127
+ Tty = Viawy = F1e™ 0,971 0,179 50,041 128
+ = — Fl™ 0,981 0,146 76,802 129
+ iy ~ @ — Frg™ 0,973 0,173 54,055 130

As combinagdes de variaveis apresentadas em negrito na Tabela 38 sdo mostradas

explicitamente a seguir.

10g(1/1Csg) = 0,292 (£ 0,086) iy — 0,822 (+ 0,370) By — 0,205 (- 0,030) Fi™ +
+ 2,067 (+0,570) (126)
(n=13; r=0988; $=0,117; Fg = 120,948; p < 0,000001)

(Q% = 0,952; Spress = 0,1686; SDEP = 0,143)

log(1/1Csc) = 0,400 (£ 0,121} mp, — 0,022 (+ 0,008) Vi — 5,587 (- 1,278) F3® +
+ 27,332 (+ 3,916) (12h
(n=13; r=0,980; s=0,150; Fugq=72,213; p <0,000001)

(Q? = 0,923; Spress = 0,209; SDEP = 0,181)

log(1/Csp) = 0,545 (£ 0,121) 7ty — 0,278 (£ 0,075) o — 663,623 (+ 124,871) F15'™ +
+ 11,209 (+ 1,739) (129)
(n=13; r=0981; s=0,146; F35 = 76,802; p < 0,000001)

(Q* = 0,935; Spress = 0,192; SDEP = 0,187)
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Além do fato das EquagBes (126), (127) e (129) apresentarem elevadas qualidade
estatistica e capacidade preditiva, o intervalo de confiabilidade de @, aumentou
sensivelmente em relagdio as Equagbes (123) (pag. 237), tornando &, mais significativo.
Além disso, houve sensivel diminuigio de s, spress ¢ SDEP e aumento significativo dos
valores de F e Q. Esses fatores séio indicativos da real importancia das Equacdes (126),
(127) e (129).

Da mesma forma que para HSV1 TK, os pardmetros lipofilico e eletrénico sio
importantes para a atividade dos derivados meta-substituidos sobre HSV2 TK. No entanto,
as EquagBes (124)-(130) indicam que a atividade dos derivados meta sobre HSV2 TK
também sofre influéncia de fator estérico. Este ja havia sido detectado anteriormente na
Equagéo (103) (pag. 138), em que aparece o parimetro RMy,. Observa-se que na Equagio
(126) o limite de confiabilidade do pardmetro B,n representa apenas cerca de 40% do valor
de seu coeficiente, que é razoavel. Na Equacdo (103), o limite de confiabilidade do
coeficiente de RM,, representa cerca de 90%. Os coeficientes de Bim, Veaw, @ € RM,, sio
negativos, indicando a influéncia negativa do tamanho dos substituintes ligados na posi¢do
meta na atividade inibitéria sobre HSV2 TK.

A comparagdo das Equagtes (124){(130) com as Equagdes (112)-(121) (pag. 228)
sugere a existéncia de importante diferenga entre os sitios ativos de HSV1 TK e HSV2 TK,
nas proximidades da posicdo meta do anel fenila. De acordo com essas equagdes, a
atividade dos derivados meta-substituidos sobre HSV2 TK ¢ influenciada por fator
estérico, que esta ausente em HSV1 TK (nfo ha modelos de trés varidveis estatisticamente
significativos capazes de explicar a varidncia da atividade dos derivados meta-substituidos
sobre HSV1 TK). O fator estérico pode ser resultante da presenca de aminoacidos
diferentes nos sitios ativos de HSV1 TK e HSV2 TK, em posi¢Bes equivalentes proximas a

posi¢dio meta do anel fenila. Para investigar essa possibilidade, fez-se a comparagio dos
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sitios ativos de HSV1 TK (Figura 67) ¢ HSV2 TK (Figura 68). Utilizou-se, na
compara¢do, o modelo de HSV2 TK, construido a partir de HSV1 TK, de acordo com a
Segéo 5.4.4 (“Modelagem das estruturas terciaria e quaternaria de HSV2 TK”, pag. 188).
Nessa comparagéo foram considerados todos os residuos afastados do ligante por distancia
menor ou igual a 10 A. Residuos localizados além desta distincia nfio podem interagir de

forma significativa com a molécula do ligante.

Figura 67 - Estereograma do sitio ativo de HSV1 TK, destacando os aminoécidos lle 97, Ala 88 e
Ala 188, que n#o ocorrem no sitio ativo de HSV2 TK,
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Thr 98

Figura 68 - Estereograma do sitio ativo de HSV2 TK, destacando os aminoécidos Leu 97, Thr 98
e Ser 188, que n#o ocorrem no sitio ativo de HSV2 TK.

A Figura 67 e a Figura 68 mostram que h4 apenas trés aminoacidos diferentes nas
proximidades do sitio ativo de HSV1 TK e HSV2 TK; Ile 97, Ala 98 e Ala 168 em HSV1
TK, que s#o substituidos por Leu 97, Thr 98 e Ser 168 em HSV2 TK. No entanto, apenas o
residuo 97 parece em condigdes de influenciar de maneira significativa a interagiio com o
ligante meta-substituido. O motivo é que o residuo 98 possui cadeia lateral projetada para
longe do ligante, enquanto que o residuo 168 est4 bastante afastado do anel fenila.

A presenga de Leu no lugar de Ile em HSV2 TK é capaz de explicar a fonte do
efeito estérico observado nas Equagdes (124)- (130) (pag. 239). Pelo fato da cadeia lateral
de He possuir carbono tercidrio proximo ao esqueleto protéico, apenas um grupo metila
fica proximo ao anel fenila (Figura 67). Por outro lado, o arranjo estrutural de Leu
apresenta carbono terciario no final da cadeia lateral. Neste caso, ha dois grupos metila
proximos ao anel fenila, na regio da posigdio meta (Figura 68). A presenga de dois grupos
metila nessa posicdio pode ser capaz de causar algum grau de impedimento estérico no caso
de ligantes volumosos ligados na posi¢io meta. Pode nio haver espago suficiente para

acomodar de maneira confortdvel ligantes com substituintes grandes na posi¢io meta.
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Neste caso, toda a molécula do ligante pode ser afastada da posigiio ideal de interagio,
diminuindo a poténcia inibitoria.
A Tabela 39 mostra a matriz de correlagdo das variaveis presentes nas Equagdes

(124)-(130).

Tabela 39 - Matriz de correlagio dos pardmetros apresentados nas Equagdes (124)-(130).

Somente os valores relativos aos 13 compostos incluidos nessas equagbes foram considerados.
Valores em termos de r.

Tm RM, Bim Viaw o F1(e) Fs(e) F 1301] F1etm F 19‘“1

T 1 269 122 071 136 016 008 ,001 045 009
RMn 1 063 652 862 015 019 020 070 002
Bim 1 027 000 301 355 080 450 125
Viaw 1 S514 040 034 034 115 034
o 1 000 002 038 072 050
F© 1 974 783 824 843
Fy® 1 743 864 780
Fa™ 1 525 954
Frs™ 1 ,673
Fra™

A ordem de entrada dos pardmetros na construgdo das Equagdes (126), (127) e

(129) é mostrada na Tabela 40.

Tabela 40 - Percentagem de variancia da atividade inibitéria dos derivados meta-substituidos
sobre HSV2 TK explicada por cada parametro nas Equagbes (126), (127) e (129).

Percentagem de varidncia explicada

Equagéo Fig" F3® Fia" T Bim Vyvaw o
128 81% - - +8% +9% - -
127 - 64% - +16% - +16% -
129 - - 44% +24% - - +28%

Viu-se anteriormente na Tabela 33 (pag. 232) que a atividade dos compostos meta
substituidos sobre HSV1 TK ¢ mais intensamente influenciada pelo parametro lipofilico.

De acordo com a Tabela 40, a atividade dos compostos meta-substituidos sobre HSV2 TK
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¢ mais influenciada pelo parimetro eletronico. Esta conclusio esta em acordo com as
conclusdes da analise classica.

A Tabela 41 mostra os valores da atividade inibit6ria previstos pela Equagio (126),
bem como os respectivos residuos. O grafico mostrando a atividade observada em fungio

da atividade prevista pela Equagdo (126) ¢ mostrado na Figura 69.

Tabela 41 - Atividades inibitérias observada e prevista dos derivados meta-substituidos da N
fenilguanina sobre HSV2 TK, e os respectivos residuos, caiculados através da Equagdo (126).

Substituinte log 1/1Csy
Comp. X Y Observado Previsto Residuo
1 CF; H 7.00 7.11 -0,11
2 CH:N, H 582 575 0,07
4 CH,Br H 5,92 5,99 -0,07
5 | H 5,96 6,02 -0,06
6 CH,CI H 5,87 5,88 -0,01
7 Cl H 6,46 6,22 0,24
8 Br H 8,22 6,15 0,07
9 Et H 5,40 5,44 -0,04
11 n-Pr H 5,52 5,58 -0,06
12 CN H 6,40 8,40 0,00
15 H H 5,80 5,79 0,01
20 CH,OH H 4,70 4,83 -0,13
21 CH:NH; H 4,70 4.61 0,09
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Figura 69 - Atividade inibitoria observada dos derivados meta-substituidos da N°-fenilguaninas em
fungdo da atividade prevista pela Equagéo (126).

O grifico da Figura 69 mostra a sensivel melhora da linearidade do modelo
representado pela Equagdo (126) quando comparado a Equagdo (123) (pag. 237), cujo

grafico ¢ mostrado na Figura 66 (pag. 238).

6.3 ANALISE DOS COMPOSTOS PARA-SUBSTIT UiDOS

6.3.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK

Néo houve modelos significativos.

6.3.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK.

Nao houve modelos significativos.
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6.4 ANALISE DOS COMPOSTOS DI-SUBSTITUID OS

6.4.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK
Nio houve modelos significativos.

6.4.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK
N&o houve modelos significativos.

6.5 ANALISE DOS COMPOSTOS META E PARA-SUBSTITUIDOS

6.5.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK

Apenas dois modelos de quatro variaveis foram selecionados para representar a
atividade dos derivados meta e para-substituidos sobre HSV1 TK (Equagdes (131) e

(132)).

log{(1/ICs0) = 0,573 (+ 0,325) wp — 0,416 (+0,269) m, + 2,236 (+ 1,211) oy —
— 2,788 (£ 1,316) Qo + 4,672 (+ 0,296) (131)
(n=25; 1=0,802; s =0,469; 0 = 19,535; p < 0,000001)

{Q” = 0,690; Spress = 0,577; SDEP = 0,527)

l0g(1/1Csg) = 0,499 (+0,328) n, — 0,373 (£ 0,271) m, + 2,450 (+ 1,277) Fpy -
- 2,765 (+1,293) Qo + 4,800 {+ 0,310) (132)
(n=25 r=0,896; s=0461; F=20,359; p < 0,000001)

(@* =0,711; Spaess = 0,558; SDEP = 0,510)

De acordo com as Equagdes (131) e (132), a atividade dos compostos meta e para-
substituidos depende da presenca de substituintes lipofilicos em meta e hidrofilicos em

para. Também depende da presenga de substituintes em meta capazes de exercer efeito
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indutivo positivo. Estas conclusdes estio em acordo com os resultados do Capitulo 4.
Parece haver consisténcia na presenca de Q1o nas Equagdes (131) e (132). O dtomo C(19)
corresponde & posi¢éo para do anel fenila. A carga do atomo C(19) é negativa em 92% dos
compostos meta-substituidos e 69% dos para-substituidos (ver Tabela 50, pag. 257). A
variavel Qi possui coeficiente negativo nas Equagdes (131) e (132), o que indica que a
atividade inibitoria € intensificada 4 medida que a carga Qyo for mais negativa. O efeito
indutivo positivo do substituinte em meta pode provocar o aumento da carga negativa em
para, atraves de efeito orto-diretor,

A Tabela 42 mostra a matriz de correlagio dos parimetros das Equacdes (131) e
(132).

Tabela 42 - Matriz de correlagio dos parametros apresentados nas Equagdes (131) e (132).

Somente os valores relativos aos 25 compostos incluidos nessas equagbes foram considerados.
Valores em termos de r°.

Aim I, Om Fm Qqo
T 1 052 ,040 099 ,004
T 1 102 ,160 014
Om 1 941 ,028
Fr, 1 023
Qig 1

A ordem de entrada dos pardmetros na construgio das Equagdes (131) e (132) €

mostrada na Tabela 43.

Tabela 43 - Percentagem de varidncia da atividade inibitéria dos derivados meta e para-
substituidos sobre HSV1 TK explicada por cada pardmetro nas Equagdes (131) e (132).

Percentagem de varidncia explicada

Equacéo T Fr Om Qi T p

131 33% - +19% +17% - +11%
132 - 38% - - +22% +12% +8%
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A Tabela 44 mostra os valores da atividade inibitéria previstos pela Equaggo (132),
bem como os respectivos residuos. O grafico mostrando a atividade observada em fungio

da atividade prevista pela Equagfio (132) é mostrado na Figura 70.

Tabela 44 - Atividades inibitorias observada e prevista dos derivados meta e para-substituidos da
N’-fenilguanina sobre HSV1 TK, e os respectivos residuos, calculados através da Equagéo (132).

Substituinte {og 11Ce
Comp. X Y Observado Previsto Residuo
1 CF; H 6,82 6,09 0,73
2 CH:N; H 6,10 5,77 0,33
3 H Br 6,00 508 0,92
4 CH,Br H 6,00 5,91 0,09
5 | H 5,96 6,05 -0,09
6 CH,CI H 5,85 547 0,38
7 Cl H 5,82 6,09 -0,27
8 Br H 5,82 8,00 -0,18
9 Et H 560 5,60 0,00
11 n-Pr H 548 5,89 -0,41
12 CN H 530 562 -0,32
15 H H 510 5,00 0,10
18 H Et 4,70 4,25 0,45
20 CH;OH H 4,60 4,55 0,05
21 CH;NH, H 4,52 4,33 0,19
22 H CF; 4,52 525 -0,73
23 H n-Pr 4,52 4,06 0,46
26 H | 4,40 478 -0,38
27 H Me 4,30 4,40 -0,10
29 H n-Bu 4,30 3,87 0,43
31 H Cl 4,00 4.80 -0,80
32 H OH 3,85 3,87 -0,02
33 H i-Pr 3,70 397 -0,27
35 H F 3,52 3,81 -0,29
a6 H n-CsHy, 3,30 3,58 -0,28
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Figura 70 - Atividade inibitéria observada dos derivados meta e para-substituidos da N’-
fenilguaninas em fungio da atividade prevista pela Equagio (132).

6.5.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK

A Tabela 45 mostra as combinagbes de quatro pardmetros utilizadas para
representar a varidncia da atividade dos derivados meta e para sobre HSV2 TK e que

resultaram em coeficientes de correlaggo iguais ou superiores a 0.9.
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Tabela 45 - Combinagbes de quatro varidveis, utilizadas para representar a variancia da atividade
inibitéria dos meta e para-derivados da N°fenilguanina sobre HSV2 TK, que resultaram em

coeficientes de comelagdo (r) superiores & 0,9. Em negrito sdo destacadas as principais
combinagdes.

Variaveis r s F Equacgéo
+ Mty = Tp + O + Qo 0,904 0.444 22,211 133
+ Xn=Xp + O — Qos 0,929 0,383 31,611 134
+ Ny =T + Frn + Qg 0,901 0,450 21,553 135
+ X=X+ Frn— Qs 0,928 0,387 31,004 136
+ n — RMp + 61 — Qs 0,921 0,404 27,933 137
+ 7, — RMp + Fry — Qs 0,919 0,408 27,251 138
*+ Ry + Om—Lp - Qs 0,827 0,389 30,536 139
+ T + Oy~ Bip— Qos 0,912 0,426 24 8605 140

As equagdes destacadas em negrito na Tabela 45 s3o apresentadas explicitamente a

Seguir,

10g(1/1Cs0) = 0,465 (+ 0,285) ny, ~ 0,505 (+ 0,222) ny + 3,166 (4 0,997) o —
— 25,753 (x 10,096) Qs + 7,620 (+ 1,017) {134)
{n=25; r=0,929; s=0,383; Fuyy=31611; p<0,000001)

(Q% = 0,792; Spress = 0,473; SDEP = 0,432)

10g{(1/1Cs0) = 0,366 (+0,273) mn, — 0,452 (+ 0,228) n, + 3,407 (+ 1,087) Fpy —
~ 26,535 (+ 10,233) Q5 + 7,603 (+ 1,025) (136)
(n=25 r=0,928; 5=0,387; Fi2 = 31,004; p <0,000001)

(Q° = 0,795; Spress = 0,470; SDEP = 0,429)

A matriz de correlagdo dos pardmetros presentes nas EquagBes (133)-(140) sio

mostrados na Tabela 46.
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Tabela 46 - Matriz de correlagdo dos pardmetros apresentados nas Equagdes (133)-(140).
Somente os valores relativos aos 25 compostos incluidos nessas equagdes foram considerados.

Tm iy RM, G Fr L Bip Q3 Qas
fm 1 ,052 ,060 040 098 067 091 ,019 027
T 1 ,928 102 160 ,912 418 084 051
RM; 1 17 184 ,961 441 045 ,048
Cm 1 D41 131 179 074 068
Fm 1 207 ,282 097 091
L 1 434 039 032
By 1 277 ,189
Qoo 1 ,870
Qps 9

A estrutura das Equagdes (134) e (136) é muito parecida com a das Equagdes (131)
¢ (132) (pag. 246), evidenciando a semelhanga no mecanismo de agio dos derivados meta
e para-substituidos sobre HSV1 e HSV2 TKs. A principal diferenca entre esses dois
grupos de equagdes esta na ordem de explicagiio da variancia da atividade inibitoria, como
mostram a Tabela 43 (pag. 247) e a Tabela 47. O estudo de QSAR do Capitulo 4 revelou
que a atividade sobre HSV1 TK é principalmente governada pelo parimetro lipofilico,
enquanto que a atividade sobre HSV2 TK ¢ principalmente governada pelo parimetro
eletrdnico. Os resultados apresentados na Tabela 43 (pag. 247) e Tabela 47 confirmam

essa tendéncia, exceto pela Equagéo (134), que mostra o inverso.

Tabela 47 - Percentagem de varidncia da atividade inibitéria dos derivados meta e para-
substituidos sobre HSV2 TK explicada por cada pardmetro nas Equacdes (134) e (136).

Porcentagem de varidncia explicada
Equacdo Om Frn Qzs Tp Qas Tm
134 45% - - +15% +17% +9%
136 - 51% +16% +14% - +5%




252

A Tabela 48 mostra os valores da atividade inibitoria previstos pela Equagio (134),
bem como os respectivos residuos. O grafico mostrando a atividade observada em fungio

da atividade prevista pela Equagdo (134) é mostrado na Figura 71.

Tabela 48 - Atividades inibitérias observada e prevista dos derivados meta e para-substituidos da
ﬂz-fenilguanina sobre HSV2 TK, e os respectivos residuos, calculados através da Equagao (134).

Substituinte log 1/Csq
Comp. X Y Observado Previsto Residuo
1 CF; H 7.00 6,78 0,22
2 CH)N3 H 582 5,52 0,30
3 H Br 6,22 581 0,41
4 CH,Br H 592 6,01 -0,09
5 | H 5,96 6,14 0,18
6 CH,CI H 587 5,45 042
7 cl H 6,46 6,36 0,10
8 Br H 6,22 6,13 ' 0,08
9 Et H 540 543 -0,03
11 n-Pr H 5,62 5,79 -0,27
12 CN H 6,40 6,68 -0,28
15 H H 5,80 5,22 0,58
18 H Et 460 445 0,15
20 CH,OH H 4,70 4,60 0,10
4 CHoNH, H 470 4,62 0,08
22 H CF3 4,40 4,54 0,14
23 H n-Pr 433 4,22 0,11
28 H | 5,05 547 -0,42
27 H Me 5,22 4,83 0,39
29 H n-Bu 4.30 3,99 0,31
31 H Cl 4,30 5,32 -1,02
32 H OH 470 481 -0,11
33 H i-Pr 4,00 410 -0,10
35 H F 3,59 4,18 -0,59
36 H n-CsHyy 360 3,63 -0,03




7.5

70
85
6.0
55

5.0 e A

log 1/1C 59 Obs.

45|
a0t PR Yot

3'5 I.“."—‘-" ‘—_,"-‘ A

3.0

3.0 3.5 4.0 45 5.0 5.5
log HIC g4 Prev.

6.0

65

7.0

253

Figura 71 - Atividade inibitéria observada dos derivados meta e para-substituidos da N’

fenilguaninas em func¢io da atividade prevista pela Equagiio (134).

6.6 ANALISE GLOBAL

6.6.1 Atividade inibitéria sobre HSV1 TK

N&o houve modelos significativos.

6.6.2 Atividade inibitéria sobre HSV2 TK

Nio houve modelos significativos.



254

6.7 CONCLUSOQES DO ESTUDO QSAR COM PARAMETROS CLASSICOS E

CALCULADOS

(a) A atividade inibitoria dos derivados meta-substituidos da N*-fenilguanina sobre HSV1
TK depende dos pardmetros lipofilico e eletrdnico, sendo que, isoladamente, o
pardmetro lipofilico € o mais importante;

(b) A atividade dos derivados meta-substituidos da NZ-fenilguanina sobre HSV2 TK
depende dos parimetros lipofilico, eletrénico e estérico, sendo que, isoladamente, o
pardmetro eletrénico € mais importante,

() Ha indicagdes de que o residuo Leu 97 € o responsavel pelo efeito estérico observado
na atividade dos derivados meta-substituidos sobre HSV2 TK. Na posicdo 97, HSV1
TK apresenta o aminoécido Ile;

(d) A densidade eletrofilica de fronteira do atomo O(10) pode ser importante para a
atividade inibitoria sobre HSV1 TK e HSV2 TK. No entanto, apenas no caso dos
derivados meta-substituidos sobre HSV1 TK houve modelo que incluiu explicitamente

essa variavel.

A Figura 72 mostra, de forma resumida, as conclusdes acerca da natureza do sitio

ativo das N”-fenilguaninas de HSV1 TK e HSV2 TK.
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Figura 72 - Conclustes gerais do estudo QSAR. Os resultados indicaram que a interagdo entre o
atomo O¢; e um &tomo camregado positivamente no sitio ativo & importante para a atividade
inibitoria. Também houve indicagéo de que a diferenga mais importante entre os sitios ativos das
enzimas HSV1 TK e HSV2 TK é a ocorméncia de efeito estérico sobre os derivados meta em HSV2
TK. Lipofilico+: substituintes mais lipofilicos aumentam a atividade; Hidrofilico+: substituintes mais
hidrofilicos aumentam a atividade; Ressondncia+: substituintes capazes de atrair elétrons por

mecanismo de ressondncia aumentam a atividade; Indutivo+: Substituintes capazes de atrair
elétrons por mecanismo de indugio aumentam a atividade.

6.8 LISTAGEM DOS PARAMETROS CALCULADOS

Mostram-se na Tabela 49 - Tabela 52 os parfmetros calculados que, juntamente
com os pardmetros classicos apresentados na Tabela 19 (pag. 151), foram testados e/ou

utilizados na construgio das equagdes de regressdo apresentadas ac longo do presente

capitulo.
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Tabela 49 - Energias dos orbitais moleculares ocupado de energia mais alta, syomc, € desocupado

de energia mais baixa, e yuo, dureza motecular, n, volume molecular de van der Waals, V,ay,

momentc dipolar, ., e potarizabilidade molecular, o.

b

No EHOMO LMo n Voaw [The a

1 -8,91 -0,78 407 210,50 4,03 2299

2 -8,79 -0,65 407 221,30 4,98 27,07

3 -8,81 -0,68 4,06 204,60 4,32 23,07

4 -8.75 -0,56 4,09 223,10 5,48 2414

5 -8,79 -0.61 4,09 214,90 4,99 23,43

6 8,74 0,55 4,10 216,80 9,55 23,62

7 -8,78 -0,60 4,09 200,00 4,98 22,44

8 -8,80 -0,62 4.09 206,60 4,95 2289

] -8,65 -0,44 410 217,40 6,29 23,96
10 -8,80 -0,83 4,04 225,50 3,39 2470
1 -8,65 -0,44 410 232,90 6,32 2528
12 -8,89 -0,76 4,07 200,10 4,08 23,60
13 -8,61 -0,42 4,08 231,20 6,64 25,55
14 -8,85 0,77 4,05 20120 3,39 22,90
15 -868 -0,47 410 185,00 68,05 21,21
16 8,74 -0,58 4,08 214,00 541 2408
17 -8,60 0,42 4,09 221,30 6,71 25,34
18 -8,64 -0,45 4,09 216,30 6,38 2417
19 -8,99 -0,98 4,00 226,30 3,01 24 38
20 -8,74 -0,54 4,10 225,50 4,65 2319
21 -8,87 -0,46 4,11 212,50 5,61 23,61
22 -8 02 -0,80 4,08 208,50 2,85 23,06
23 -8.64 -0,45 4,09 231,80 6,42 25,48
24 -8.66 068 3,99 223,40 6,05 2826
25 -8,62 -0,43 4,09 268,40 6,67 2814
26 8,82 -0,68 4,07 214,20 4,39 23,60
27 -8,63 -0,45 4,09 199,00 6,39 22,90
28 -8,90 -0,81 404 189,20 3,07 22,00
29 -8,64 -0,45 4,09 248,20 6,42 26,74
30 -8,87 -0,76 4,05 212,90 3,63 2378
31 -8,77 -0,63 4,07 168,10 4,52 22,58
32 -8.64 -0,46 4,09 180,20 5,66 22,20
33 -8,64 -0,45 4,10 231,60 8,42 25,35
34 -8,70 0,52 4,09 222,00 4,88 24,75
a5 -8,77 -0,63 4,07 186,20 433 21,66
36 8,64 -0,45 4,09 268,50 6,44 27,98

® Em elétron-Volt; ° em A% ° em Debye.
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Tabela 50 - Cargas atomicas (Qy), calculadas a partir do potencial eletrostatico molecular, sobre o
n-ésimo &tomo da molécula da N*-fenilguanina.

No Q Q2 Qs Qu Qs Qs Qr Qs
1 -0,7190 0,8816 -0,6863 00,4163 -0,1597 0,7204 -0,4230 0,2023
2 -0,6862 0,8461 -0,6781 0,4160 -0,1497 0,6993 -0,4256 0,2044
3 -0,7068 0,8613 -0,6651 0,3984 -0,1567 0,7155 -0,4215 0,2068
4 -0,7180 0,8742 -0,6682 0,396 -0,1554 0,7191 -0,4196 0,1893
5 -0,6911 0,8425 -0,6493 0,3797 -0,1448 0,7086 -0,4267 0,2107
6 -0,6961 0,8529 -0,6553 0,3811 -0,1452 0,7013 -0,4306 0,2267
7 -0,6932 0,8508 -0,6564 0,3856 -0,1453 0,7040 -0,4266 0,2080
8 -0,7051 0,8665 -0,6600 0,4052 0,1526 0,7084 0,4257 0,2015
9 -0,6852 0,8397 -0,6505 0,3807 -0,1414 0,6084 -0,4261 0,1982

10 -0,7191 0.8768 -0,6761 0,4100 -0,1557 0,7200 -0,4259 0,2089
11 -0,6861 0,8456 -0,6580 0,3860 -0,1323 0,8855 -0,4234 0,1873
12 -0,7089 0,8680 -0,6713 0,4019 -0,1573 0,7151 -0,4210 0,2019
13 -0,8923 0,8447 -0,6623 0,4003 -0,1520 0,7036 -0,4213 0,1898
14 -0,6858 0,8356 -0,8464 0,3781 -0,1364 0,6976 ~0,4292 0,2189
15 -0,7012 0,8612 -0,6651 0,4001 -0,1576 0,7102 -0,4239 0,1982
16 -0,6966 0,8548 -0,6651 0,4018 -0,1558 0,7059 0,4215 0,2071
17 -0,6822 0,8483 -0,8837 0,3947 -3,1500 0,7044 -0,4244 0,1847
18 -0,6950 0,8525 -0,5688 0,4041 -0,1580 0,7074 -0,4237 0,2075
19 -0,7042 0,8624 -0,6715 0,4004 -0,1456 0,7078 -0,4244 0,2084
20 -0,6045 0,8609 -(1,6688 0,3943 -0,1440 0,6965 -0,4241 0,2003
21 -0,6962 0,8697 -0,6683 0,3857 -0,1321 0,6879 -0,4229 0,1851
22 -0,7185 0,8673 -0,6618 0,3960 -0,1513 0,7208 -0,4270 0,2221
23 -0,5954 0,8538 -0,6668 0,4018 -0,1540 0,7055 -0,4263 0,2108
24 -0,7010 0,8523 -0,6599 0,3571 -0,1551 0,7122 -0,4272 0,2187
25 -0,8897 0,8473 -0,6603 0,3888 -0,1401 0,6957 -0,4263 0,1986
26 -0,7005 0,8538 -0,6580 0,3932 -0,1500 07108 -0,4284 0,2254
27 -0,7017 0,8578 -0,6699 0,4066 -0,1534 0,7079 -0,4223 0,1880
28 -0,7039 0,8395 -0,6504 0,3929 -0,1537 0,7163 -0,4263 0,2234
29 -0,7043 0,8538 -0,6700 0,4000 -0,1523 0,7085 -0,4246 0,1993
30 -0,7040 0,8635 06729 0,4077 -0,1542 0,7098 -0,4282 0,2245
31 -0,6993 0,8600 -0,6684 0,3889 -0,1469 0,7030 -0,4244 0,2022
32 -0,6911 0,8479 -0,6653 0,3959 -0,1487 0,8995 -0,4272 0,2128
33 -0,8956 0,8531 -0,6644 0,3981 -0,1515 0,7048 -0,4269 0,2102
34 -0,7034 0,8578 -0,6629 0,3953 -0,1587 0,7124 -0,4208 0,2021
35 -0,6861 0,8418 -0,6543 0,3884 -0,1458 0,7065 -0,4222 0,1852
36 -0,7120 0,8687 -0,6714 0,4024 -0,1659 0,7224 -0,4186 0,1893




Tabela 50 - Cargas atomicas (continuago).

258

No. Qo Quo Qu Quz Qhs Cha Qus Que
1 -0,3484 -0,4908 -0,8003 0,3576 0,1221 0,3064 0,3718 0,3740
2 -0,3569 -0,4903 -0,7818 0,3502 81211 0,3102 0,3656 0,3767
3 -0,3480 -0,4933 -0,7954 0,3553 0,1180 0,3082 0,3680 0,4729
4 -0,3322 -0,4968 0,7772 0,3559 0,1230 0,3035 0,3625 0,3736
5 -0,3408 -0,4932 -0,7586 0,3487 0,1153 0,3045 0,3648 0.2781
] -0,3580 -0,4926 -0,7772 0,3526 0,1096 0,3114 0,3605 0,3712
7 -0,3434 -0,4913 00,7788 0,3507 01172 0,3064 0,3682 0,3451
8 -0,3470 -0,4907 -0,7747 0,3508 0,1208 0,3086 0,3713 02017
9 -0,3361 -0,4951 -0,7611 0,3480 0,1185 0,3029 0,3578 0,3529

10 -0,3508 -0,4896 -0,8042 0,3570 0,1211 0,3088 0,3781 0,4200
11 -0,3348 -0,4921 -0,7582 0,3459 0,1221 0,3033 0,3557 0,3461
12 -0,3416 -0,4914 -0,7899 0,3552 0,1205 0,3054 0,3702 0,3710
13 -0,3405 -0,4965 -0,7583 0,3494 0,1213 0,3039 0,3550 0,3418
14 -0,3474 -0,4880 -0,7636 0,3493 0,1147 0,3083 0,3677 0,3063
15 -0,3416 -0,4950 -0,7791 0,3502 0,1198 0,303g 0,3645 0,3695
18 -0,3513 -0,4922 -0,7771 0,3519 0, 1170 0,3088 0,3666 0,3410
17 -0,3397 -0,4965 -0,7569 0,3474 0,1199 0,3042 0,3583 0,3415
18 -0,3478 -0,4961 -0,7699 0,3500 0,1142 0,3059 0,3603 0,3604
19 -0,3484 -0,4861 -0,8035 0,3563 0,1213 0,3096 0,3748 0,4151
20 -0,3432 -0,4912 -0,7927 0,3512 0,1183 0,3084 0,36686 0,4148
21 -0,3318 -0,4925 -0,7987 0,3522 0,1224 0,3026 0,3645 0,4164
22 -0,3503 -0,48932 -0,8046 0,3611 0,1162 0,3107 0,3730 0,4803
23 -0,3549 -0,4857 -0,7715 0,3497 0,1148 0,3068 0,3613 0,3567
24 -0,3545 -0,4955 -0,7734 0,3522 0,1122 0,3008 0,3632 0.3801
25 -0,3398 -0,4952 -0,7596 0,3498 0,1172 0,3043 0,3536 0,3751
28 -0,3534 -0,4928 -0,7945 0,3536 0,107 0,3087 0,3596 0,4730
27 -0,3417 -0,4962 -0,7667 0,3509 01231 0,3047 0,3583 0,3521
28 -0,3524 -0,4904 -0,7455 0,3531 0,1130 0,3094 0,3617 0,3503
29 -0,3431 -0,4954 -0,7689 0,3514 0,1179 0,3047 0,3593 0,3591
30 -0,3608 -0,4883 -0,7980 00,3549 0,1147 0,3124 0,3739 0,3916
| -0,3447 -0,4908 -0,7915 0,3535 0,1199 0,3078 0,3645 0,4340
32 -0,3558 -0,4941 -0,7544 0,3492 0,1140 0,3093 0,3553 0,2734
33 -0,3540 -0,4957 -0,7637 0,3499 0,1148 0,3093 0,3588 0,3271
34 -0,3414 -0,4962 -0,7730 0,3530 0,1165 0,3049 0,3587 0,3412
as -0,3370 -0,4930 -0,7504 0,3517 0,1217 0,3045 0,3610 0,3276
36 -0,3354 -0,5002 -0,7691 0,3536 0,1214 0,3024 0,3576 0,3530




Tabela 80 - Cargas atdmicas (continuagao).
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No Q7 Qg Qg Qx Qa1 Qx Qs Qs
1 -0, 1121 -0,2823 -0,0422 -0,0350 -0,2191 0,1250 0,1015 0,1582
2 -0,1452 -0,1612 -0,0865 -0,0348 -0,2344 0,1334 G,1019 0,1627
3 -0,3058 01110 -0,2897 0,2010 -0,3875 0,1408 0,0534 0,1844
4 -0,2298 0,1025 -0,2082 0,0192 -0,2810 0,1343 0,0916 0,1854
5 -0,0385 -0,1710 0,0491 -0,1323 -0,1842 0,0041 0,1208 0,1582
6 -0,2281 0,0790 -0,1880 -0,0201 -0,2608 0,1447 0,1008 0,1638
7 -0,10562 -0,1079 -0,0384 -0,0604 -0,2398 0,1077 0,1073 01622
8 -0,0230 -0,2049 0,0485 -0,1143 -0,1804 0,0858 01213 0,1516
9 -0,1970 -0,0131 0,1767 -0,0073 -0,2705 0,1223 0,0948 0,1617

10 -0,1502 -0,0066 -0,1768 0,1380 -0,3271 0,1072 0,0685 0,1774
R s -0,1964 0,0146 -0,1784 -0,0007 -0,2789 0,1262 0,0016 0,1681
12 -0,0862 -0,3150 -0,0208 -0,0330 -0,2242 0,115 0,00852 0,1582
13 -0,1896 -0,0635 -0,0025 -0,0643 -0,2648 00,1293 0,1112 0,1642
14 -0,0631 -0,2336 0,3495 -0,1701 -0,2224 0,1100 0,1426 0,1749
15 -0,1871 -0,08885 -0,1445 -0,0121 0,271 0,1148 0,0932 0,1634
186 -0,0921 -0,1584 0,0906 -0,0822 -0,2559 0,1067 0,1098 0,1707
17 -0,1854 -0,0380 -0,0580 -0,0259 -0,2787 0,1214 0,0979 0,1670
18 -0,1651 -0,1614 00122 -0,0377 -0,2799 0,1163 0,1031 0,1671
19 -0,1827 -0,1349 -0,1299 0,0854 -0,2817 0,1342 0,077¢6 0,1739
20 0,2413 -0,0455 -0,1400 -0,0156 -0,20825 0.1217 0,0885 01709
21 -0,2105 -0,1915 -0,0542 -0,0202 -0,2972 0,1165 0,0841 0,1705
22 -0,2420 0,0224 -0,3552 0,0803 -0,3087 0,1262 00,1024 0,1641
23 -0,1611 -0,1580 -0,0153 -0,0393 -0,2778 0,1144 0,1018 0,1883
24 -0,2457 0,0290 0,0037 -0,0489 -0,2802 0,1400 0,1080 0,1708
25 -0,2237 0,0076 -0,0961 0,0025 -0,3137 0,1325 0,0980 0,1722
20 -0,30862 00712 0,2170 0,1613 -0,3800 0,1431 0,0616 0,1878
27 -0,1577 -0,1591 -0,0014 -0,0333 -0,2845 0,1125 0,0974 0,1657
28 -0,2807 0,1838 0,1523 -0,1156 -0,2872 0,1670 0,1425 01777
29 -0,1891 -0,1399 -0,0221 -0,0253 -0,2906 0,1146 0,0982 0,1700
30 -0,13680 -0,0428 -0,0885 0,0832 -0,2927 0,1132 0,0846 0,1741
3 -0,2457 0,0094 -0,1680 0,1079 -0,3458 0,1330 0,0753 0,1825
32 -0,0803 -0,2994 0,3541 -0,2075 -0,2039 0,1204 0,1221 0,1710
33 -0,1278 -0,2107 0,0204 -0,0856 -0,2525 01112 0,1065 0,1625
34 01722 -0,1952 0,0761 -0,0938 -0,2351 0,1313 0,1150 0,1619
35 -0,1458 -0,2325 0,2683 -0,1370 -0,2412 0,1251 0,1310 0,1727
s -0,1598 -0,1639 00103 -0,0416 -0,2845 0,1150 0,1027 0,1696




260

Tabeia 51 - Densidade eletrofilica de fronteira, normalizada pela energia do HOMO, do n-ésimo

atomo da N’-fenilguanina (F.®) . Valores muttiplicados por 100.

No Fy ® F 2(G) F 3(3) F 4(0) F 5(0) F B(0) F?{O] F a(l)
1 0,48381 1,48881 2,890545 286435 4,87162 0,14399 1,01891 4,16458
2 0,43057 1,44604 3,03810 2,77689 502192  0,14753 1,00867 4,14917
3 0,30684 1,36389 2,89309 2,50034 4,66692 0,13680 0,84387 3,86388
4 0,419858 1,42827 3,01480 2,69405 4,89808 0,14543 0,98387 4,04112
5 0,42423 1,43174 3,02356 2,73951 4,96368 0,14573 0,89517 4,09825
8 0,41489 1,42884 3,03941 2,70323 4,93687 0,14857 0,98913 4,06648
7 0,41929 1,42404 3,01935 2,71886 4,83504 0,14514 0,98953 4,07322
8 0,42279 1,42741 3,00876 2,72520 4,97638 0,14534 0,98406 408768
9 0,35459 1,36246 3,14708 257177 4,91117 0,14638 0,95488 3,868550

10 0,45176 1,42324 281328 271787 4,71686 0,13702 0,97013 3,94957
1 0,35657 1,35514 3,14058 2,57381 4,90258 0,14815 0,95561 3,98259
12 0,46764 1,47142 2,93013 2,82243 4,95513 0,14399 1,00892 4,132585
13 0,20684 1,25248 3,09428 2,38645 4,66578 0,13804 0,90165 3,75595
14 0,41105 1,38882 2,88793 2,67264 4,74819 0,13834 0,96589 3,84569
15 0,36893 1,37242 3,13847 2,61400 4,94460 0,14696 0,96996 4,02689
16 0,36640 1,33978 2,99130 2,565852 4,73408 0,13938 0,94141 3,88038
17 0,28280 1,22561 3,07502 2,33575 4,59646 0,13720 0,88700 3,60348
18 0,32097 1,29319 3,10882 2,468679 4,75489 0,14146 0,92580 3,84613
19 0,49191 1,47560 2,79265 2,85247 4,83321 0,13890 1,00692 4,08145
20 0,38382 1,38306 3,08685 2,64488 4,82162 0,14529 0,87480 4,02751
21 0,35493 1,353089 3,13855 2,58096 4,81238 0,14626 0,96253 3,99142
22 0,58407 1,56135 2,66957 291313 4,75370 0,13839 1,01303 4,07153
23 0,32020 1,20291 3,10841 2,46662 4,75344 0,14139 0,82570 3,84508
24 0,23102 1,04382 2,55174 1,96967 3,76693 0,11048 0,73655 3,04857
25 0,30598 1,26488 3,08238 2,39969 466618 0,13914 0,90554 3,76430
26 0,41601 1,38868 2,89061 2,63841 4,70136 0,13790 0,95514 3,90283
27 0,31337 1,28051 3,10288 2,44529 4,72921 0,140863 0,01884 3,82085
28 0.42838 1,395624 2,81828 2,66841 4,67397 0,13563 0,95700 3,89047
29 0,31843 1,28085 3,10854 2,46168 4,74837 0,14137 0,92495 3,84037
30 0,42283 1,39302 2,84823 2,66066 4,68000 0,13676 0,95837 3,80748
| 0,37437 1,34840 2,95881 2,58087 4,71828 0,13868 0,94553 3,88261
32 0,27183 1,20283 3,02626 2,30750 4,53259 0,13450 0,87388 3,84178
33 0,32083 1,28373 3,12069 2,47150 477215 0,14198 0,82913 3,85848
4 0,33561 1,30648 3,05120 2,50286 4,73746 0,14001 0,93187 3,85447
35 0,36072 1,32791 2,95708 2,54558 4,67978 0,13732 0,93483 3,84311
36 0,32011 1,29327 3,10933 2,46872 4,75024 0,14143 0,92715 3,84785




Tabela 51 - Densidade eletrofilica de fronteira (continuacéo).
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No. F 9(0) Fi n(el Fi 1(0l F, 2l¢!) Fi 8{0} Fy 4(0) Fy 5(0} Fy B(t!l
1 0,06200 1,72118 1,48039 0,00211 0,00014 0,00608 0,08027 0,18952
2 0,07245 1,68799 1,65868 0,00201 0,00009 0,00008 0,08432 0.24458
3 0,06975 1,56301 1,81585 0,00282 0,00008 0,00010 0,08433 0,42747
4 0,07512 164726 1,76776 0,00254 0,00018 0,00010 0,09584 0,34178
5 0,07257 1,66677 1,69376 0,00217 0,00003 0,00008 0,08775 0,27636
6 0,07598 1,65346 1,76005 0,00237 0,00014 0,00010 0,09261 0,32564
7 0,07317 1,65440 1,71158 0,00232 0,00014 0,00009 0,08725 0,28733
8 0,06961 1,67357 1,68887 0,00225 0,00010 0,00008 0,08701 0,27885
9 0,08608 1,59069 1,968732 0,00236 0,00012 0,00010 0,08505 0,42384

10 0,06133 1,62503 1,61283 0,00264 0,00017 0,00009 0,09481 0,31733

i 0,08585 1,58828 1,96249 0,00241 0,00015 0,00010 0,08567 0,42611

12 0,06457 1,70258 1,53764 0,00220 0,00014 0,00008 0,08967 0.21880

13 0,08897 1,46916 2,15166 0,00247 0,00015 0,00012 0,07933 0,66235
14 0,06667 1,59733 1,69853 0,00236 0,00012 0,00010 0,08637 0,37854
15 0,08383 1,61143 1,82014 0,00232 0,00011 0,00010 0,08606 0,38661
16 0,07687 1,55285 1,88777 0,00249 0,00015 0,00011 0,08580 0,46610
17 0,089786 1,43704 2,18348 0,00245 0,00014 0,00012 0,07682 0,72528

18 0,08725 1,51622 2,08702 0,00252 0,00011 0,00010 0,08316 0,57537

19 0,05623 1,68980 1,44875 0,00220 0,00011 0,00009 0,090868 0,2248%

20 0,07963 1,61912 1,83916 0,00237 0,00013 0,00009 0,08556 0,35497

21 0,08528 1,58013 1,84714 0,00233 0,00013 0,00010 0,08278 0,42157

22 0,05064 1,75635 1,30500 0,00289 0,00022-  0,00008 0,11249 0,19424

23 0,08729 1,51480 2,08681 0,00246 0,00015 0,00011 0,08267 0,57571

24 0,07231 1,17486 211810 0,00284 0,00019 0,00015 0,078189 1,07908

25 0,08823 1,48183 2,12210 0,00250 0,00009 0,00012 0,08220 0,64264

26 0,06882 1,58966 1,76956 0,00292 0,00024 0,00010 0,09683 0,38112

27 0,08750 1,50184 2,10648 0,00240 0,00012 0,00012 0,08135 0,60312

28 0,06262 1,588223 1,65864 0,00261 0,00007 0,00010 0,09130 0,38061

29 0,08756 1,51336 2,09232 0,00242 0,00015 0,00011 0,08224 0,57968

30 0,06531 1,59222 1,69334 0,00265 0,00012 0,00009 0,09212 0,37617

31 0,07409 1,56617 1,86883 0,00260 0,00014 0,00011 0,08843 0,45931

32 0,08705 1,41003 2,16950 0,00207 0,00009 0,00013 0,06781 0,85911

33 0,08792 1,52268 2,08795 0,00246 0,00018 0,00011 0,08194 0,56372

34 0,08182 1,52476 1,99218 0,00244 0,00012 0,00010 0,08153 0,54609

35 0,07477 1,53368 1,91737 0,00265 0,00018 0,00011 0,08837 0,53121

36 0,08787 1,51405 2,08728 0,00244 0,00015 0,00011 0,08240 0,57484




Tabela 51 - Densidade eletrofilica de fronteira (continuago).

262

No Fq7® Fy B(O) Fy Q(Ol' F 20{') Fa1 (e} F n('?l F 25(0) F 26(9)
1 0,24805 0,05434 0,28183 0,01054 024312 0,00009 0,00053 0,00394
2 0,26988 0,06676 0,33550 0,01622 0,27685 0,00015 0,00058 0,00450
3 0,35406 0,12088 064210 0,04381 0,43273 0,00018 0,00072 0,00484
4 0,27507 0,11315 0,48553 0,01838 0,39978 0,00000 0,00059 0,00489
5 0,26189 0,08835 0,3a725 0,01530 0,32996 0,00024 0,00072 0,00490
6 0,28062 0,10084 0,45367 0,01924 0,37015 0,00011 0,00064 0,00498
7 0,23189 0,10615 0,44837 0,01001 0,39133 0,00013 0,00053 0,00470
8 0,24564 0,00633 0,41299 0,01321 0,35083 0,00018 0,00063 0,00489
9 0,29061 0,14071 0,68082 0,02472 0,46296 0,00021 0,00082 0,00565

10 0,28608 0,11647 0,52061 0,02558 0,37464 0,00013 0,00053 0,00415
11 0,28539 0,14414 0,58650 0,02410 0,47011 0,00030 0,00084 0,00584
12 0,23634 0,07160 0,32736 0,01050 0,28523 0,00011 0,00050 0,00409
13 0,34562 0,25891 0,85612 0,07341 0,55898 0,00027 0,00099 0,00585
14 0,25850 0,17204 0,53554 0,04016 0,37889 0,00014 0,00054 0,00403
15 0,31701 0,10830 0,51442 0,02768 0,40114 0,00029 0,00088 0,00586
16 0,30047 0,19951 0,67238 0,04233 0,45543 0,00018 0,00068 0,00493
17 0,26707 0,20682 0,91273 0,07203 0,70455 0,00038 0,000986 0,00582
18 0,38793 0,18296 0,72634 0,06984 0,46253 0,00035 0,00112 0,00580
19 0,27820 0,07579 0,33151 0,02431 0,23861 0,00008 0,00048 0,00349
20 0,27151 0,12214 0,49406 0,01954 0,40429 0,00023 0,00068 0,00536
21 0,28219 0,14900 0,55657 0,02731 0,44130 0,00031 0,00074 0,00579
22 0,26359 0,03865 0,38812 0,00432 0,33208 0,00005 0,00045 0,00374
23 0,38577 0,18384 0,72523 0,07047 0,46253 0,00036 0,00114 0,00587
24 1,60097 0,25424 0,45588 0,60420 0,03633 0,00028 0,00104 0,00468
25 0,32645 0,25653 0,85845 0,08332 0,57520 0,0002¢ 0,00109 0,00808

26 0,342186 0,10721 0,59868 0,03063 0,42754 0,000186 0,00068 0,00489

27 0,39589 0,18641 0,75183 0,07914 0,46414 0,00038 0,00102 0,00590

28 0,22787 0,19244 0,59754 0,03221 0,45084 0,00007 0,00041 0,00376

29 0,38876 0,18516 0,73095 0,07113 0,46411 0,00036 0,00115 0,00587
30 0,27238 0,16037 0,58593 0,03241 0,42084 0,00012 0,00050 0,00415
3 0,34516 0,15045 0,61867 0,05585 0,41429 0,00024 0,00080 0,00491
32 0,35996 0,35890 0,78660 0,19002 0,49495 0,00048 0,00103 0,00528
33 0,38378 0,17800 0,71358 0,06697 0,45894 0,00037 0,00102 0,00605
34 0,34244 0,20870 0.67481 0,06837 0,43579 0,00033 0,00089 0,00559
35 0,36047 0,18587 0,64612 0,07951 0,41784 0,00027 0,00085 0,00482
36 0,38595 0,18355 0,72473 0,07049 0,46099 0,00038 0,00114 0,00584
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Tabela 82 - Densidade nucleofilica de fronteira, normalizada pela energia do LUMO, do n-ésimo
atomo da N’-fenilguanina (F,™) . Valores multiplicados por 100.

No F F z(ﬂl Fs("} F ‘("! F 5(") F s(l1) F?{") F a(ﬂ)
1 127771 611315 128171 19,6174 -18,9092 -0,60582 -0,06000 -9,525%
2 -8,3422 -45,0519 -8,6328 150289 -137443 -0,53762 -0,04367 -6,9548
3 -16,3660 -77,9551 157126 -26,8391 249874 063617 -0,06736 -12,5027
4 222080 -1057473 -194219 404389 -351171 -0,68685 -0,07393 -17,8210
5 -19,9472 85,3054 17,6736 -353759 31,1156 -0,88519 -0,07067 -157282
6 -230362 -109,8789 -199227 423087 -36,5074 -0,70877 -0,07576 -18,4964
7 -20,3765 -97,3547 -180598 -36,3280 -31,8854 -0,68249 -0,07082 -16,1191
8 -19,7174 -84,1618  -17,5105 -348480 -30,6704 -0,67563 -0,08705 -154717
8 302126 1447641 -23.8667 60,6586 49,0353 -0,80741 -0,07653 -24.9330

10 -10,6086 ~50,8341 11,2016  -150695 -15,3328 -0,57003 -0,05704 -7,6856

11 -30,2487 -1449888 -239942 60,6333 -491256 -0,80317 -0,07474 -25,01164

12 -10,6667 -513251 -10,5070 16,2383 -156138 -0,54577 -0,05079  -7,8833

13 30,7345 1479859 242517 61,7249 49,7124 -0,88341 -0,07569 -252058

14 -11,99850 -57,7176 12,0441 18,0336  -17,5113 -0,67179 -0,06189 -B, 7658

18 282781 -1354482 22,8007 558381 455014 .0,78028 -0,07519 -23,1839

16 -20,3355 -97,3473  -18,0163  -36,1449 -31,6808 -0,72538 -0,06961 -16,0373
17 31,1201 -149,9021 -24,4089 62,6282 -50,2821 -0,89407 -0,07690 -255742
18 -288557 -138,5237 23,1657 -56,8799 464323 -0,83854 -0,07413 -23,6034
19 -5,89201 -29,0088 -5,8559 -7,1239 -7,9128  -0,47890 -D,04177  -3,8516
20 -24,4597 -117,0025 -20,2168 -46,8318 -30,1748 -0,60837 -0,07071 -19,8630
21 -29,1802 -140,0242 23,0486 -58,5047 -47,3833 -0,78156  -0,07533 -24,0572
22 -11,0587 -51,8645 -12,2095 -156363 -164416 -041855 -0,05678 -8,3089
23 -28,7876 -13B,4048 -23,1698 -56,7268 46,3483 -0,83891 -0,07468 -23,5802
24 -7,1410 -34,6875 -7,56427 10,3100 -10,1764 -0,51331 -0,03681  -5,0564
25 -30,5778 1467147 -241853 81,1213 49,3076 -0,86538 -0,07656 -251337
26 -156,6985 -783107  -16,0483 27,4685 -256051 -0,60768 -0,06664 -12,9308
27 -286206 -137,5661 -23,0005 -56,3145 459808 -0,84333 -0,07552 -23,3700
28 11,4497 54,7422 118130 -168511 -167452 .-060698 -0,05951 -8,3727
29 288078 -138,3699 23,1425 56,7480 46,3356 -0,83381 -0,07421 -23,5707

3 -12,9689 61,9552 -13,0736 -19,7710 -19,2229 -0,62342 -0,06245 -9,6507

31 18,1312 86,7853 -16,8664 -31,0175 27,9249 -0,70254 -0,07047 -14,0796

32 276277 -133,3241 -21,6437 5511424 443968 0,85663 -0,07244 -22 5306

33 293536 1408768 -23,3543 -58,3225 47,3224 -0,85467 -0,07583 -24,0496

34 242307 -116,3797 -20,1023 46,1207 -38,5840 -0,77262 -D,07326 -19,5463

3B -18,1834 -86,9955 16,5511  -31,2824 -28,0149 -0,69594 -0,06857 -14,1321

36 287559 1382897 23,1527 -56,6657 46,3036 -0,83479 -0,07504 -23,5858
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No. F 9{"] F4 |:.(") F"(ﬂl Fy 2(") F 3(") Fy 4(") F, slh) F as(ﬂl
1 -11,9309 -023884 -242773 -0,18807 -0,00252 -0,04231 -123688 -32,3328
2 8,8617  -0,20875  -2,34253  -0,17461 -0,00197 -0,08367 -0,84457  -23,1230
3 -16,0008 -0,27315 -2,88300 0,21561 -0,00122 -0,03624 -1,73568  -32,4000
4 231597 -0,34366 -4,98096 -0,27417 -0,00124 0,04412 -2,89555 -24,86686
§ -203432 -0,32383 455760 -0,26384 -0,00087 -0,04340 -2,44506 -27,4148
6 241384 -0,36119 539546 -0,28241 -0,00114 0,04564 -3,01059 -252171
7 -209038 -0,32833 457726 0,26199 -0,00106 -0,03325 -2,52486 -27,3622
8 -200538 031887 441798 -025714 -0,00115 -0,03936 -2,40113 27,4778
9 332408 -047733 879256 -0,34763 -0,00052 -0,03352 425622 -21,8841

10 -84947 021310 -1,77377 -0,15090 -0,00254 -0,03534 -0,62663 -37,9473
11 -332918 -0,47452 -8,74848 -0,34440 .0,000568 -0,03641 -4,29020 -21 8079
12 -9,8670  -0,21046  -2,14860 -0,16983 -0,00206 -0,03475 -0,90394 -292017
13 337647 -0,50235 -9,12623 -0,37091 -0,00070 -0,03796 -4,21009 -2573238
14 11,0166 -0,25783 .2,38250 -0,19632 -0,00227 -0,03880 -1,00487 -37,5074
15 307519 -0,44222 -7,90442 -0,33201 -0,00056 -0,03340 -3.89798 -22,6804
16 207751 -0,33822 461063 -027014 -0,00134 -0,04198 -2,45673 -29.9770
17 -341909 -0,51019 -9,37621 -0,37262 -0,00068 -0,03481 423293 -2508243
18 -313481 046666 -8,16130 -0,35039 -0,00069 -0,03729 -391073 -252816
19 -4,7310  -0,98621  -1,39200 -0,10079¢ -0,00294 -0,03356 -0,30865 -37,2399

20 -261572 -0,38258 -6,53871 -0,20501 -0,00088 -0,02255 -334305 _21 8352

21 32,1040  -0,46443 872584 .0,33945 -0,00070 -0,03167 4,14039 -207423

22 -10,0886 -0,16089 -1,28258 -0,10497 -0,00268 -0,02956 -0,79114 -32,8486

23  -31,2805 046330 8,14606 -0,34791 -0,00073 -0,03683 -3.89777 -25,5417

24 63670 -0,18784 -1,40182 -0,11806 -0,00138 -0,02520 -0,58012 -37,0366

25 -334860 -0,49487 B,84918 -0,36409 -0,00058 -0,03005 4,24632 247487

26 -164144 026558 -2,81067 -0,20906 -0,00229 -0,03344 -1,79621 -31,1285

27 -31,0365 -0,46321 -8,13004 -0,34969 -0,00086 -0,03737 -3,83012 -26,1380

28 -10,4300 -0,23274 -2,02368 -0,17080 -0,00175 -0,03724 -1,00513 -36,4411

280 -31,2885 -0,46262 -8,14188 -0,33335 -0,00081 -0,03065 -3,88588 -256530

30 121001 -0,24632 226950 -0,18704 -0,00214 -0,03761 -1,21094 -357498

31 -181168 -0,31160 -377885 -0,25369 -0,00147 -0,03758 -2,07508 -31,6042

32 30,0808 -046938 -8,81807 -0,34820 -0,00089 -0,04474 -3,68466 -251330

33 -320329 -048196 841189 -0,35233 -0,00071 -0,03697 -3,97426 -25,0468

34 257680 -0,40066 664348 -0,32003 -0,00071 -0,02728 -3,23283 24,7486

35 -182070 -0,21088 -3,92254 .0,25259 -0,00174 -0,03550 -2,11218 -30,4673

36 -31,2801 -046045 -8,14353 -0,34750 -0,00067 -0,03684 -3,88875 -256761
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No. £ ?(n) Fi a(l‘ll £ 9{"1 F 2a(ﬂ) F 21("] Fzztn) F. 25(l'l) F 26(n)
1 -5,3634 -9,9038 -34,9780 -3,5084 -18,8513 -0,00107 -0,00040 -0,00159
2 -0,1213 -18,9771  -33,1579 -0,1504 28,8326 -0,00168 -0,01231  -0,00639
3 12,7360 -4,5640 -28,8288 -9,3024 -8,3752  -0,00082 -0,00019  -0,00075
4 -5,7581 65,4118 -26,4874 -2,7189 152054 -0,00208 0,00000 -0,00354
5 -10,3271 -3,8688  -26,2913 -5,1693 -11,2041 -0,00239 -0,00004 -0,00282
8 -8,3239 44813 251517 -3,7867 12,5010 -0,00353 -0,00003 -0,00425
7 12,2674 -2,7489  -24,3666 -6,2969 -9,0875 -0,00237 -0,00007 -0,00291
8 10,5058 -3,7821  -259825 -5,3285 -10,8801 -0,00182 -0,00031 -0,00375
9 -12,1088 -1,8009 -18,7444 -4,5939 -8,3568 -0,00358 -0,00010  -0,00688

10 -8,1233  -10,6980 -37,7069 -8,1681  -13,6129 -0,00047 -0,00024 -0,00042
11 -12,0398 -1,8037 -19,6936 -4,5656 -8,3568 -0,00205 -0,00023 -0,00692
12 -0,1108 228608 -40,1197 -0,2458 -34,7034 -0,00095 -0,00011  -0,00253
13 -13,1175 -2,5120 -241235 -5,4582 -9,5991  -0,00380 -0,00013  -0,00776
14 -13,5488 -6,0009  -38,8091 -9,2344 10,8878 -0,00117 -0,00021 -0,00107
16 -12,7938 -1,5800  -20,2087 -5,1885 -7,9818  -0,00275 -0,00033 -0,00651
18  -13,5950 -3,3808  -28,2259 -7,1720 -8,2068  -0,00204 -0,00022 -0,00296
17 -11,9167 -2 3875  -24 5786 -5,56179  -11,5243  -0,00353 -0,00030 -D0,00842
18 -139743 -1,8802  -23,4613 -6,0094 85706 -0,00348 -0,00033 -0,00661
19 -2,3484 19,4597  -46,3131 -3,6705 -238551 -0,00031 -0,00015 -0,00053

20 -11,1358 -1,8431 19,7538 -4,6077 -8,1840 -0,00282 -0,00029 -0,00527

21 11,7099 -1,3777  -18,8465 -4,2492 -8,2194 -0,00318 -0,00014 -0,00792

22 -9,8034 -6,5445 -263747 -10,4136 -6,7509  -0,00010 -0,00028  -0,00001

23 14,0397 -2,0203  -23,6961 -6,1057 -8,6443  -0,00340 -0,00044 -0,00706

24 46,1985 -1,4812 -4,9662 32,3908 -2,7865 -0,00107 -0,00001 -0,00008

25 127917 -24541 23,3778 -5,4275 -9,2616  -0,00332 -0,00042 -0,00913

26 -12,0085 -4,5293  -26,9546 -8,9687 -8,0693 -0,00080 -0,00018  -0,00064

27 -14,4848 -2,0511 -24,4476 46,3341 -8,6337 -0,00328 -0,00014  -0,00664
28 -14,4705 -4.5081 -347728 -108161 -8.4546 -0,00107 -0,00027  -0,00067
29 -14,0086 -2,0369 23,7974 -5,1243 -8,6686 -0,00333 -0,00048 -0,00703

30 11,8800 -6,3104 -34,1323 -8.8886 -10,4410 -0,00107 -0,000168  -0,00085

31 -141350 -3,5582  -29,3504 -8,7064 -86447  -0,00147 -0,00020 -0,00174

32 -17,6036 -0,8159  -26,5889 65,4116 -7,5349  -0,00406 -0,00017 -0,00871

33 -13,8185 -1,9433  -23,1531 -5,8527 -8,6912  -0,00298 -0,00031  -0,00708

34 11,3847 -2,6068 -24,3489 -5,0008 -9,9038 -0,00193 -0,00019  -D,00587

35 14,8837 -2,8803  -30,3849 -3,1908 -8,3611  -0,00146 -0,00021  -0,00104

38 -14,1035 -2,0352 -23,8138 -6,1440 -8,8601 -0,00353 -D,00042 -0,00721
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CONCLUSOQES

ANALISE CONFORMACIONAL

(a) A anilise dos mapas conformacionais dos derivados da N?-fenilguanina indicou a
existéncia de quatro regides de estabilidade conformacional, A, B, C e D, localizadas
nos seguintes intervalos dos dngulos torsionais 8; € 9,: 100° < 9; < 250° e 90° < @, <
140° ¢ 250° < 9, < 320°

(b) Apenas quatro conformagdes estiveis das N’-fenilguaninas, C1, C2, C3 e C4, foram
identificadas na analise conformacional. Os dngulos torsionais 0, e 8, que caracterizam
essas conformagdes sio: C1,0; = 184° ¢ 0, =58°,C2,8,=174° e, = 127°,C3,0, =

186° € 8, =233°¢; C4,0, = 176° e 8, = 303°.
QSAR COM PARAMETROS CLASSICOS

(a) A atividade dos derivados meta-substituidos da N*-fenilguanina sobre HSV2 TK é
governada principalmente pelo parimetro eletrénico, sendo que substituintes capazes de
extrair elétrons do anel fenila intensificam a atividade. A lipofilicidade exerce
influéncia menor na atividade desses compostos sobre HSV2, sendo que substituintes
meta mais lipofilicos intensificam a atividade inibitoria;

(b) A atividade inibitéria global das N’-fenilguaninas sobre HSV1 TK e HSV2 TK
depende dos parimetros Ty, 7p, O € Ry,

(¢} Qualitativamente, os pardmetros 7, 7, Om € R, exercem influéncia semelhante sobre a
atividade das N*-fenilguaninas sobre HSV1 TK e HSV2 TK. Isto pode ser interpretado

como uma indicagiio das semelhanga do mecanismo de agéo das N’-fenilguaninas sobre

HSV1 TK e HSV2 TK,
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(d) Quantitativamente, ocorrem diferengas na influéncia dos parimetros i, T, Om € Ry
sobre a atividade das N’-fenilguaninas sobre HSV1 TK e HSV2 TK: a atividade
inibitoria global sobre HSV1 TK ¢ influenciada pelos parimetros lipofilico em meta
(+7m) € hidrofilico em para (+m,), pelo efeito de ressonéncia em para (+R,) e pelo efeito
indutivo em meta (+Ow) de forma aproximadamente equivalente, enquanto que a
atividade inibit6ria global sobre HSV2 TK ¢ principaimente influenciada pelo efeito
indﬁtivo em meta (+0m) € pela lipofilicidade em meta (+1y) e para (-m,). Isto pode ser
interpretado como sendo reflexo de pequenas diferencas nos sitios ativos dessas
enzimas,

(e) A regido do sitio ativo de HSV1 TK, proxima i posigio meta do anel fenila das N*-
fenilguaninas, possui natureza anfifilica (carater duplo), predominando o carater apolar
(+7tm € +om), enquanto que a regidio proxima a posigio para possui natureza hidrofilica

(=7);

(f) A regido do sitio ativo de HSV2 TK, proxima a posigio meta do anel fenila das N*-
fenilguaninas, também possui natureza anfifilica, predominando o cardter polar (+om €

+Mwm), €nquanto que a regidio proxima 4 posigdo para possui natureza hidrofilica (-m);
MODELAGEM MOLECULAR E CONFOR_MAC:'&O BIOATIVA

(a) Os derivados da N*-fenilgnanina interagem com o sitio ativo de HSV1 TK adotando o
modo de ligag@o de 2’°-deoxitimidina;

(b) Na conformagio bioativa, os valores dos angulos torsionais 6, e 0;, valem
.aproximadamente 180° e 220°, respectivamente, que corresponde a conformagio C3
prevista pela anilise conformacional;

(c) o substituinte ligado na posi¢o meta do anel fenila fica preferencialmente orientado na

diregdo dos residuos Tyr 101 (polar ¢ ndo ionizavel), Met 231 (apolar), Ile 97 (apolar)
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¢ a parte hidrocarbénica da cadeia lateral de Glu 225 (polar e ionizavel), que compde o
ambiente anfifilico previsto pelo estudo QSAR do Capitulo 4;

(d) o substituinte ligado na posigdo para do anel fenila fica proximo a regifio altamente
polar, constituida pelos residuos His 58 (polar ¢ ionizivel), Gln 221 (polar ¢ neutro),
Arg 222 (polar ¢ ionizavel) € Glu 225 (polar e ionizavel), em acordo com a previsio do
estudo QSAR do Capitulo 4;

(e) a observagiio experimental acerca da interagdo nio fosforilativa entre os derivados da
N’-fenilguanosina e HSV1 TK fornece suporte adicional para a hipdtese do modo de
ligacdio proposto;

(f) as conclusdes acima reforgam a hipétese de que o anel guanina das N?-fenilguaninas
interagem com os residuos Gln 125, Met 128 ¢ Tyr 172 de forma semelhante

interagio desses reﬁiduos com 2’-deoxitimidina.
QSAR COM PARAMETROS CLASSICOS E CALCULADOS

(a) A atividade inibit6ria dos derivados meta-substituidos da N*-fenilguanina sobre HSV1
TK depende dos parimetros lipofilico e eletrénico, sendo que, isoladamente, o
parametro lipofilico é o mais importante;

(b) A atividade dos derivados meta-substituidos da N>-fenilguanina sobre HSV2 TK
depende dos parametros lipofilico, eletrdnico e estérico, sendo que, isoladamente, o
pardmetro eletrénico ¢ mais importante,

() Ha indicagdes de que o residuo Leu 97 ¢ o responsavel pelo efeito estérico observado
na atividade dos derivados meta-substituidos sobre HSV2 TK. Na posi¢do 97, HSV1
TK apresenta o aminoacido Ile;

(d) A densidade eletrofilica de fronteira do 4tomo O(10) pode ser importante para a

atividade inibitoria sobre HSV1 TK e HSV2 TK. No entanto, apenas no caso dos
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derivados meta-substituidos sobre HSV1 TK houve modeio que incluiu explicitamente

essa variavel.
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