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Resumo

ESTUDOS QSAR DE COMPOSTOS COM ATIVIDADE LEISHMANICIDA

O objeto de estudo desta tese € a forma mais severa e letal de Leishmaniose: a
Leishmaniose Visceral, LV, cujo principal agente etiolégico é a espécie Leishmania
donovani. O objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de modelos Quantitativos das
Relacdes Estrutura-Atividade para duas séries de compostos com atividade anti-
leishmaniose contra formas amastigotas de Leishmania donovani. A primeira série
envolve vinte e um andlogos de nucleosideos pirazolo-pirimidinicos e a segunda série
compreende oito antifungicos. Para garantir a robustez dos modelos, além dos
compostos que compdem as respectivas seéries, foram selecionadas moléculas com
conhecida atividade contra LV para compor um conjunto de teste e avaliar a capacidade
de previsdo dos respectivos modelos. Para a série dos nucleosideos foram
desenvolvidos modelos de regressao logistica e arvore de classificagcdo. Em ambas as
abordagens os descritores Mor26v e o GAP(HOMO, HOMO-1) se mostraram relevantes
para a explicacao da atividade leishmanicida destes compostos. O modelo de regressao
logistica atingiu 90,5% para acurécia de classificacdo para o conjunto de trabalho e
58% para o conjunto de teste apds a analise do dominio de aplicabilidade do modelo. O
modelo para arvore de classificagdo alcangou 95% para acuracia de classificacao para
o conjunto de trabalho e 83% para o conjunto de teste. Para a série dos antifungicos foi
utilizado um modelo de regressao linear multipla onde a energia eletrénica e a area da
superficie polar se mostraram importantes para a atividade leishmanicida da série. Os
valores previstos exibem 98% de correlacdo com os valores experimentais. Os valores
encontrados para o conjunto de teste também estdo de acordo com a literatura.
Finalmente, novos compostos foram propostos para sintese e avaliacdo da atividade

leishmanicida.
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Abstract

QSAR STUDIES OF COMPOUNDS WITH LEISHMANICIDAL ACTIVITY

The object of study of this thesis is the most severe and lethal form of
leishmaniasis: visceral leishmaniasis, LV, whose main etiological agent is the species
Leishmania donovani. The goal of this work is the development of Quantitative
Structure-Activity Relationship models for two series of compounds presenting anti-
leishmanial activity against amastigotes of Leishmania donovani. The first series
includes twenty-one analogues of pyrazolo-pyrimidine nucleosides and the second
series comprises eight antifungals. To ensure the robustness of the models, in addition
to the compounds that make up their series, molecules with known activity against LV
were selected to compose a testset and evaluate the predictive power of their models.
For the series of nucleosides logistic regression models and tree classification were
developed. In both approaches, the Mor26v and GAP(HOMO, HOMO-1) descriptors
were relevant to explain the leishmanicidal activity of these compounds. The logistic
regression model reached 90.5% for classification accuracy to the workingset and 58%
for testset after analysis of the domain of applicability of the model. The classification
tree model reached 95% for classification accuracy of the workingset and 86% for the
testset. A multiple linear regression model was applied to the series of antifungal agents.
The electron energy and polar surface area were important for the leishmanicidal activity
of this series. The predicted values showed 98% of correlation with the experimental
values. The values found for the testset are also in agreement with the literature. Finally,
new compounds were proposed for synthesis and evaluation of leishmanicidal activity.
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Capitulo 1

Doencas infecciosas tropicais — A Leishmaniose

Introducao

Este capitulo mostra o quadro atual da leishmaniose no Brasil e no mundo
bem como as opg¢oes terapéuticas disponiveis. O objeto de estudo deste trabalho € a
forma mais severa e letal de leishmaniose: a leishmaniose visceral, LV. O principal
agente etiologico da LV € a espécie Leishmania donovani.

Duas séries de compostos com atividade leishmanicida contra formas
amastigotas de Leishmania donovani serdo utilizadas na elaboracdo de relacdes
quantitativas estrutura-atividade (modelos QSAR). Ao final do capitulo, serdo

apresentadas as metas para alcangar estes objetivos.
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1.1 Aspectos epidemiologicos

A leishmaniose € causada pelo protozodrio do género Leishmania (ver Figura
1-1). E uma patologia endémica em 88 pafses na zona tropical e sub-tropical
afetando 12 milhdes de pessoas nas regides mais pobres do globo e causa 51.000
mortes anualmente (ver Figura 1-2).

Dentre as 30 espécies existentes, 20 infectam humanos que s3o hospedeiros
casuais ao contrario de outros mamiferos, como roedores e cdes, que sdo
reservatorios naturais do parasito.

A transmissdo ocorre através da picada da fémea do mosquito do género
Phlebotomus. De um modo geral, a doenga se manifesta em duas formas: cutanea
(variacoOes: leishmaniose cutaneo-mucosa e cutaneo difusa) e visceral (variagoes:
leishmaniose dérmica pos-calazar).

A forma cutinea (ver Figura 1-3) causa desfiguracdes e a forma visceral (ver
Figura 1-4), também conhecida como calazar e febre negra, € a mais severa
apresentando altos indices de mortalidade. A leishmaniose visceral € causada pelo
complexo de espécies Leishmania donovani (i.e., L donovani e L infantum na
Europa e L chagasi nas Américas), Leishmania tropica (Europa) e Leishmania
amazonensis (Américas) que afetam bacgo, figado, mucosa do intestino delgado,
medula 6ssea e nodos linfaticos (WHO, 2004; HERWALDT, 1999).

No Brasil, sdo confirmados 3500 casos por ano de leishmaniose visceral'
sendo que 56% ocorrem na regiio Nordeste (CEARA, 2007) em funcio da
precariedade das condi¢Oes sanitdrias, mas a doenca existe na maioria dos outros
estados do pais. Inicialmente, as dreas rurais eram as mais afetadas, mas os
registros de casos em centros urbanos aumentaram em funcao da intensificacao da

urbanizagao (GOTIJO e MELO, 2004).

1 . . . , e ~ . L.
No Brasil a Leishmaniose € uma doenca de notificacao obrigatdria.
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2 Extraido de WHO-2000.
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Figura 1-3: Leishmaniose cutinea’. Figura 1-4: Esplenomegalia na Leishmaniose
visceral’.

O diagnéstico da doenga se baseia na demonstracdo de amastigotas de
Leishmania na medula 6ssea ou através de bidpsia do bagco ou do figado. Estes
procedimentos sdo invasivos e, freqlientemente, nao sensiveis dificultando o
diagnéstico rapido em estagios precoces da doenca.

A leishmaniose visceral tem despertado o interesse internacional em fun¢do da
infeccdo oportunista freqliente em pacientes portadores do virus HIV-1 e a
letalidade de pacientes que sofreram transplantes, principalmente, renais
acarretando a migracdo desta forma patolégica para novas dreas geograficas (ver
Figura 1-2). No sudeste da Europa, 70% dos casos de LV entre adultos estdao
associados com infeccao por HIV. Usudrios de drogas injetdveis sdo os mais

expostos a este risco (WHO, 2007; HARMS e FELDMEIER, 2002). Na Franga,

? Extraido de <http://www.ops-oms.org/English/ AD/DPC/CD/leish-fotos2.htm>. Acesso em 19.Mar.2008.
* Extraido de <http://www keele.ac.uk/depts/aep/staff/rdcmres.htm>. Acesso em 19.Mar.2008.



Capitulo 1: Doengas Infecciosas tropicais — A Leishmaniose 5

77% dos casos de LV sdo de pacientes provenientes do sudeste europeu que

sofreram transplantes renais (BASSET et al., 2005).

1.2 Terapias disponiveis

A forma mais eficiente de combate a leishmaniose ainda é a eliminacdo do
vetor. As terapias amplamente utilizadas foram introduzidas hd mais de 50 anos
(ver Figura 1-5). Apresentam alta toxicidade e efeitos colaterais indesejados
somados ao modo de administragdo parenteral e o tempo prolongado de tratamento,
tipicamente de varias semanas (HERWALDT, 1999; CROFT et al., 2006).

A maior preocupacdo com estes farmacos € o desenvolvimento de resist€éncia
clinica como € o caso da pentamidina e os antimdnios pentavalentes
estibogluconato de sodio e antimoniato de meglumina (SINGH et al., 2006). O
medicamento lancado mais recentemente € a miltefosina (ver Figura 1-6) que tem
demonstrado excelentes resultados de cura (taxa de cura de 94% na Fase Clinica
II). No entanto, ela apresenta certas desvantagens como teratogenicidade e
toxicidades gastrointestinal e renal reversiveis (SUNDAR e CHATTERIJEE, 2006).
Infelizmente, pacientes portadores do virus HIV ndo apresentam respostas

satisfatdrias aos tratamentos disponiveis.

1.3 Consideracées para o desenvolvimento de antiparasitarios

Durante seu ciclo de vida, o parasito se apresenta em duas formas distintas
morfolégica e bioquimicamente de acordo com o hospedeiro (ver Figura 1-7). A
forma promastigota se manifesta no inseto (vetor) e € caracterizada por sua extrema
mobilidade assemelhando-se aos hemoflagelados. Nos mamiferos se converte na
forma amastigota apos ser interiorizada por macrofagos. Esta forma € desprovida
de movimento e € resistente as enzimas presentes no interior dos vacuolos

fagolisossomais (BALANA-FOUCE et al., 1998).
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Figura 1-5: Farmacos utilizados no tratamento de Leishamniose. (a) Estibogluconato de
sédio, (b) Antimoniato de meglumina, (¢) Pentamidina e (d) Anfotericina B.
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Figura 1-6: Miltefosina, fArmaco recentemente lancado para o tratamento de leishmaniose
visceral.
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Figura 1-7: Ciclo de vida do parasito Leishmania.’O parasito muda de forma morfolégica e
bioquimica de acordo com o hospedeiro. A forma promastigota se manifesta no inseto e a
forma amastigota no hospedeiro humano. A transmissao do parasito aos humanos ocorre
pela picada do inseto.

> Extraido e adaptado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx. Acesso em 19.Mar.08.
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Estas diferencas conferem sensibilidade diferenciada frente aos farmacos. A
forma de maior interesse nos testes de atividade € a forma amastigota, entretanto,
existem dificuldades quanto a obten¢do e manutencio deste estdgio in vitro dai a
importancia do desenvolvimento de culturas de amastigotas em meios axénicos’
que viabilizou a avaliacdo do potencial leishmanicida de compostos (CALLAHAN,
1997 apud CROFT e YARDLEY, 2002).

O desenvolvimento de agentes quimioterapicos deve considerar as diferencas
de sensibilidade entre as espécies de Leishmania (ver Figura 1-8), o tecido de
atuacdo preferencial de cada espécie do parasito, pois os macréfagos da pele e do
figado, por exemplo, apresentam propriedades diferentes e, finalmente,
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas adequadas para permear as
diferentes membranas celulares incluindo a do préprio parasito.

De acordo com Wang e Wang (2007), os alvos terapéuticos para o tratamento
de doencas parasitarias sdo eleitos considerando as seguintes estratégias: (a)
enzimas essenciais encontradas somente nos parasitos, (b) enzimas presentes no
hospedeiro e no parasito, mas indispensavel somente para o parasito e (c) fungdes

bioquimicas comuns em ambos, mas com diferentes propriedades farmacologicas.

1.4 Selecao do conjunto de dados

Os protozodrios sdo incapazes de sintetizar nucleotideos purinicos (via de
novo) sendo dependentes do hospedeiro para obter bases purinicas e nucleosideos
através de vias de salvacdo’. As enzimas envolvidas na via de salvagio sdo
exclusivas ou indispensdveis somente para os parasitos. Portanto, andlogos de
nucleosideos sdo candidatos interessantes para as estratégias a € b mencionadas na

secdo anterior.

® Meio livre de contaminantes.

" Vias de salvagdo sdo vias bioquimicas utilizadas para recuperar bases e nucleosideos que sdo formados
durante a degradagdo de RNA e DNA. As bases e nucleosideos recuperados sdo convertidos novamente em
nucleotideos.
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Figura 1-8: Diversidade genética do complexo Leishmania donovani. As espécies sem caixa
causam a leishmaniose visceral (LV), as espécies nas caixas pretas causam leishmaniose
cutinea (LC) e as espécies nas caixas brancas causam leishmaniose dérmica pés-calazar
(LDPC)®. Na parte superior, central e inferior encontram-se as espécies mais comuns na
Europa, India e Leste Africano respectivamente. Os cédigos LG enumerados de 1 a 25

representam as cepas de parasitos.

No passado, foram conduzidos testes clinicos com o alopurinol — um
nucleosideo utilizado no tratamento da hiperuricemia priméria da gota (ver Figura
1-9). Entretanto, o rdpido metabolismo e excre¢do contribuiram para a falta de
éxito deste farmaco. Outras tentativas foram conduzidas sem sucesso também com

o alopurinol ribosideo (CROFT e YARDLEY, 2002) (ver Figura 1-10).

8 Extraido e adaptado de Lukes et al. (2007).
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Figura 1-9: Alopurinol. Figura 1-10: Alopurinol ribosideo.

Insuficiéncias farmacocinéticas, como estas apresentadas pelos nucleosideos
alopurinol e alopurinol ribosideo, podem eventualmente ser contornadas através do
desenvolvimento de pro-farmacos. Pro-farmacos sdo compostos
farmacologicamente inativos que se convertem para a forma ativa do farmaco
dentro do corpo humano. Um exemplo atual de latenciacdo de nucleosideo € o
tenofovir disoproxila um pré-fairmaco do tenofovir que se encontra entre o0s
farmacos de primeira linha no tratamento contra AIDS (ver Figura 1-11). O
tenofovir apresenta propriedades anti-HIV, porém baixa biodisponibilidade oral e,
somente com o desenvolvimento de um pré-fairmaco, veio a se tornar um

medicamento (DE CLERCQ, 2005).

Baixa biodisponibilidade oral Biodisponivel oralmente

NH,

P o
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~ 8 I )I\ /I\
LH i N—p—0" o o CH,
CH |
CH, o
A
=
Tenofovir Tenofovir disoproxil o >_ CH.

H.C

Figura 1-11: Estratégia para tornar o tenofovir biodisponivel através da latenciacao.
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Assim sendo, o primeiro conjunto de dados (ver Figura 1-12) envolve vinte e
um andlogos de nucleosideos pirazolo-pirimidinicos obtidos dos trabalhos de
Bhakuni e colaboradores (1989, 1990). A atividade bioldgica foi determinada por
meio de testes in vivo (hamsters) avaliando a percentagem de inibicao da replicagcdo
de formas amastigotas de Leishmania donovani. O alopurinol foi utilizado como
farmaco de referéncia para os testes. Os ensaios foram conduzidos em uma tnica
dose e expressos em percentagem de inibicio o que caracteriza experimentos
tipicos de triagem exploratoria, ou seja, prospec¢do de protdtipos. O alvo
macromolecular destes compostos ndo € conhecido, mas Bhakuni e colaboradores
(1989, 1990) sugerem alguma proteina envolvida na via de salvacdo purinica. Neste
caso, o modelo QSAR resultante serd do tipo global (ver secdao 1.5) e ndo
mecanistico como nas analises classicas.

As membranas celulares de fungos e Leishmania apresentam em sua
composicao ergosterol em contraste com as células de mamiferos compostas por
colesterol. A inibicdo de enzimas que participam da biossintese do ergosterol
resulta no aumento da permeabilidade da membrana ocasionando a perda de
componentes celulares vitais para estes organismos. Assim, farmacos que inibem a
sintese do ergosterol, como os antiftingicos, sdo candidatos apropriados para a
estratégia c (ver secdo anterior) e mencionados para o tratamento de leishmaniose
desde o inicio da década de 1980.

Na prética clinica atual ha relatos de cura da leishmaniose visceral com
antifingicos normalmente em terapia combinada com alopurinol (COLAKOGLU
et al., 2006 a e b; KUYUCU et al., 2001, LLORENTE et al., 2000, HALIM et al.,
1999). Esta abordagem tem a vantagem de utilizar medicamentos que ja estdo

consolidados no mercado para outras indicagdes o que caracteriza o chamado uso
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off-label’. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria entende que o uso
off-label €, por defini¢do, ndo autorizado, mas isso ndo implica que seja incorreto
(ANVISA, 2005).

O segundo conjunto de dados (ver Figura 1-13) compreende oito
antifiungicos desenvolvidos pela companhia Hoffman La Roche e testadas in vitro
por Gebre-Hiwot e Frommel (1993). A dose efetiva (EDs) foi calculada a partir da
percentagem de inibicdo de células infectadas em relacdo ao controle (células
infectadas sem a presenca dos farmacos). Os valores obtidos estdo apresentados na
Tabela 1-1. Estes antifiingicos possuem o mesmo modo de acdo, ou seja, sdo
inibidores da sintese do ergosterol, porém por mecanismos diferentes que serdo
detalhados no Capitulo 4. O modelo QSAR para esta série também se enquadra na

categoria de modelo global (ver secdo 1.5).

? Uso off-label consiste na prescricio de medicamentos para um propésito diferente do uso original
aprovado pela agéncia regulatéria de um determinado pais.



Capitulo 1: Doengas Infecciosas tropicais — A Leishmaniose 13

o) 0 NH, o) o}
NH NH NH Vi NH Vi NH
() V) N’f» I v
NH ™N NT™N NN NT>N"™g NT >N NH
o) o) (o] ’ I (0] ’ 2
Alopurinol
1-88% 2-0% 3-0% 4-0% 5-0%
o)
7 NH NH N NH
@\t\ v AL v AL A v AL
HO o N s HO9 o N" “NH, HO—@ N HO N” “NH,
OH OH OH OH OH OH OH OH
6-76% 7-0% 8-67% 9-0%
Q f
0
i NH
How N~ “NH, E ?
OH OH
10- 0% 11 - 46%
o) o} 0 o
NH NH NH NH
N N N N
HOm o NN T Ho o V7NN, HOo o NN s|; HOo o NN NH,
OH OH OH OH OH OH OH OH
12-51% 13 - 80% 14 - 87% 15 - 80%
o)
HN H O
H O NH; | | \,N H /P " NH; N_.é’
N N= =N TN <"‘ <"‘— §
Wan War ) N4 T N4 N4 T
N N N N o] N~ n-N NN
JN’ JN, 8 OJ O/Jf OJ
o} o}
P N X
HO HO o} HO 1o HO 1o HO HN
16 - 0% 17 - 25% 18 - 82% 19 75% 20 - 0% 21 - 15%

Figura 1-12: Série de nucleosideos analogos ao alopurinol e avaliados contra formas
amastigotas de Leishmania donovani (Bhakuni et al., 1989 e 1990).
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Figura 1-13: Série de antifiingicos avaliados contra Leishmania donovani (Gebre-Hiwot e
Frommel, 1993).

Tabela 1-1: Atividade in vitro dos antifiingicos contra amastigotas de Leishmania donovani
(Gebre-Hiwot e Frommel, 1993).

o , EDs, LDs, Indice Terapéutico
N Molecula (M) (M) (LDsy/EDsy)
1 RO 43-3815 1,7 7,8 4,6
2 RO-43-5955 2,37 13,1 5,5
3 RO 43-8208 10 29,5 3,0
4 RO 42-6589 6,22 19,7 3,2
5 RO 43-0688 1,54 10,2 6,6
6 Oxiconazol 6,69 13,4 2,0
7 Cetoconazol > 300 17,7 <0,1
8 Amorolfina 4,19 38,4 9,2

EDsy, = Quantidade de composto que produz resposta terapéutica em 50% das células em relagdo as células de
controle. LDsy = Dose letal para 50% das células em teste em relacdo as células de controle.
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1.5 Modelos QSAR globais e locais

Mesmo mecanismo de a¢do € uma restricdo imposta ao conjunto de trabalho
usado na proposi¢do de modelos QSAR. O principal objetivo desta restricdo é
trabalhar sob condicdes controladas garantindo a homogeneidade do conjunto de
dados com o intuito de assegurar correlacdo entre os parametros descritores e a
atividade bioldgica. Na ausé€ncia de comprovagdo do preciso mecanismo de acao,
usualmente, assume-se que moléculas similares atuam pelo mesmo mecanismo de
acdo. Modelos QSAR gerados sob esta condicdo de congenericidade e mesmo
mecanismo de acdo sao denominados modelos QSAR locais (OSAR local model).

Uma das vertentes de QSAR € previsdo de toxicidade de compostos. Em
paises desenvolvidos, existem controles regulatorios para substancias quimicas
produzidas em larga escala (> 1 ton/ano). Substancias produzidas nesta escala
necessitam de caracterizacdo toxicoldgica e ecotoxicoldgica. Esta exigéncia
regulatoria imprime uma forte demanda por ensaios. Por esta razao, ha uma grande
concentragdo de esforcos na elaboracdo de modelos QSAR com aplicacdo
regulatéria que sejam suficientemente robustos para inferir toxicidade de
compostos. Uma motivacao legitima para o desenvolvimento de modelos deste tipo
¢ evitar a morte desnecessaria de animais de laboratério (BENFENATI, 2007).

Neste contexto, mesmo mecanismo de agcao foi ampliado para mesmo modo
de acdo. Por modo de acdo, entende-se a mesma resposta fisiolégica ou mesmo
efeito no organismo. O efeito narcético, por exemplo, é causado por diferentes
mecanismos de agdo. Séries ndo congenéricas (heter6logas) passaram a compor o
conjunto de trabalho, pois modelos para previsdao de toxicidade contemplam maior
variabilidade de estrutural para de fato possuirem aplicacdo pratica. Modelos
obtidos sob estas condicdes sdo denominados modelos QSAR globais (QSAR
global models).
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Outras propriedades, além da toxicidade, utilizam modelos QSAR globais, as
quais sdo citadas a seguir. Identificacdo de possiveis ligantes de uma determinada
familia de proteinas como cinases (XIA et al., 2004) e receptores acoplados a
proteina G (GPCR) (ROLLAND, 2005) que sdo grandes familias de proteinas da
maior relevancia por estarem envolvidas em varios processos bioldgicos. Previsoes
para efeitos farmacodindmicos e farmacocinéticos como Absorcao, Distribuigao,
Metabolismo e Excre¢do (também conhecidas por propriedades ADME) (BUGRIM
et al., 2004).

Tipicamente, 39 % dos compostos que entram em fase clinica falham por
problemas de farmacocinética (KENNEDY, 1997). A média dos custos divulgados
no desenvolvimento de novos fidrmacos estd em torno de 880 milhdes de dolares.
Cerca de 75% destes custos foram atribuidos a falhas durante o desenvolvimento
(TOLLMAN, 2001 apud SEIFERT, 2003). Embora haja muito para se evoluir em
termos de previsdo para os sistemas in silico (EGAN et al., 2004), a maior
motivacao para o uso destes modelos estd baseada na elimina¢do de prototipos
inaptos logo no inicio do desenvolvimento. O adagio fail early, fail cheap traduz
claramente esta necessidade. Estima-se que € possivel economizar
aproximadamente 15% do montante total investido no desenvolvimento de novos
farmacos através de simulagdes in silico (TOLLMAN, 2001 apud SEIFERT, 2003).

Uma das premissas no desenvolvimento de novos firmacos é a busca por
ligantes seletivos, ou seja, que interagem com um unico alvo macromolecular
(proteina). Esta premissa estd baseada no fato de que a seletividade reduz
potenciais efeitos toxicos. Para que esta premissa seja aplicada é necessdria a
validagcao do alvo terapéutico, ou seja, € preciso demonstrar que uma determinada
proteina esta envolvida no processo de desenvolvimento de uma patologia e que
sua modulacdo produz efeitos terapéuticos. Técnicas genéticas que bloqueiam ou

inativam a expressao de um gene especifico (knockout de genes) sdo utilizadas na
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validacdo de alvos terapéuticos. A inativacdo de um gene torna O organismo
incapaz de produzir a proteina que este gene codificava e, desta forma, é possivel
investigar os efeitos associados a esta proteina. Estudos deste tipo no genoma de
ratos demonstraram que apenas 10% dos genes knockout podem ser uteis para
validacdo de alvos terapéuticos. A explicacdo para isto € a presenca de fungdes
redundantes e rotas de sinalizacdo alternativas no organismo. Por esta razdo, a
abordagem mais adequada para compreender os efeitos biologicos € através de uma
rede de interacdes. E neste cendrio que surge o conceito de polifarmacologia que é
a ligacdo de um composto a mais de um alvo macromolecular. Estes compostos sdo
denominados farmacos multi-alvo (multi-target drugs) e seus efeitos
farmacoldgicos sdo resultantes da combinagdo de interacdo com diferentes alvos
(HOPKINS, 2008). Este € o novo paradigma no desenho de novos farmacos
atualmente. Multi-alvo nao significa inespecifico e sim alvos que sdo relevantes na
obtencdo do efeito terapéutico desejado. Normalmente, farmacos multi-alvo
interagem com afinidade menor do que farmacos que interagem com um tnico alvo
(single-target drugs). No entanto, € a combinacdo de efeitos, devido a interacdo
com multiplos alvos, que produz os efeitos farmacoldgicos superiores
(CSERMELY, 2005).

Nestes casos, a selecdo de um unico alvo macromolecular para medir
atividade e propor um modelo QSAR nos moldes cldssicos provavelmente
produzird um modelo pouco efetivo para futuras previsdes. O que esta sendo
discutido aqui nao € a superioridade da abordagem global em detrimento da local
na proposicao de modelos QSAR, mas sim que ambas as abordagens sdo validas e
que cada uma tem o seu proposito especifico apesar de suas limitagdes. Feher e

Ewing (2009), por exemplo, combinaram estas abordagens para efetuar previsoes
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de inibicdo dos citocromos P450 CYP3A4 e CYP2D6' que sio enzimas
envolvidas no metabolismo de xenobidticos bem como interagcdes entre farmacos.
Normalmente, modelos QSAR locais sdo mais apropriados para otimiza¢do de
compostos (lead optimization) e modelos globais sdo mais adequados para

prospeccao de prototipos, ou seja, filtros preliminares para triagem.

1.6 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho € disponibilizar modelos QSAR globais
para triagem in silico de compostos, ou seja, avaliar o potencial de novos
compostos como agentes leishmanicidas, em especial, para Leishmania donovani.
Os modelos sdo relativos a duas classes de compostos: nucleosideos e antiftingicos.

Com a série de nucleosideos pretende-se elaborar um modelo de regressao
logistica para acessar a probabilidade de que um novo nucleosideo seja ativo. Para
este fim, pretende-se determinar quais sdo os descritores que apresentam maior
poder discriminatdrio entre moléculas ativas e inativas. Os resultados obtidos serao
comparados com um segundo método muito utilizado no suporte a decisdes que € a
arvore de classificacdo (classification tree).

Para a série de antifungicos, pretende-se propor um modelo capaz de efetuar
previsdes para inibidores da sintese do ergosterol. Como os mecanismos de acdo
que levam a inibi¢do da sintese do egosterol sdo distintos, pretende-se avaliar se é
possivel identificar caracteristicas moleculares relevantes para atividade e que
sejam comuns a compostos que atuam por esta via bioquimica.

Para atingir o objetivo principal foram estabelecidas as seguintes metas:

1. Efetuar anélise conformacional por meio de uma abordagem apropriada para

tratar sistemas com muitos graus de liberdade;

1% Cinco citocromos sdo os principais responsdveis pelo metabolismo de farmacos CYP1A2, CYP2C9,
CYP2D6 e CYP3A4. Este tltimo estd presente em grande abundancia no figado (> 30%) e possui a maior variedade
de substratos. Uma breve introduc¢do pode ser encontrada em http://www.aafp.org/afp/980101ap/cupp.html.
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. Capturar informacdes moleculares através do calculo de descritores
moleculares;
Selecionar varidveis para reduzir o conjunto inicial de descritores
moleculares, para um subconjunto de descritores que sejam relevantes para o
proposito do modelo, utilizando técnicas de reducio de dados;

. Estabelecer relacdes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade
bioldgica observada para estes compostos;

. Verificar a consisténcia entre os descritores eleitos e o conjunto de dados.

. Analisar o dominio de aplicabilidade do modelo, ou seja, determinar a regido
do espaco descritor onde € possivel fazer previsoes;

. Validar o modelo efetuando previsdes para um conjunto de dados externo ao

modelo, ou seja, que nao tenha sido usado para gera-lo.



Capitulo 2

Fundamentos Teoricos

Introducao

O objetivo final de estudos QSAR € a elaboracio de um modelo que
descreva a variacdo da atividade bioldgica em termos de propriedades moleculares
relevantes e que apresente boa capacidade de previsdo de atividade para novos
compostos. Para construir um modelo QSAR € necessario: coletar dados biologicos
para uma série de compostos; efetuar andlise conformacional das estruturas
quimicas; gerar descritores ou parametros moleculares; selecionar os descritores
relevantes; escolher o tipo de modelo de regressao que serd utilizado na modelagem
dos dados (linear, parabdlico, bilinear, logistica, etc.); analisar o dominio de
aplicabilidade do modelo e validar do modelo.

Este capitulo trata dos fundamentos tedricos das etapas acima mencionadas e
que foram seguidas durante o desenvolvimento dos modelos QSAR do presente

trabalho.
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2.1 Principios de QSAR

Estudos Quantitativos das Relacdes entre a Estrutura Quimica e a Atividade
Bioldgica, cuja sigla inglesa € QSAR, procuram quantificar a atividade bioldgica
em termos das propriedades da estrutura molecular.

Historicamente, Crum-Brown e Fraser em 1868 foram pioneiros na drea ao
assumir a atividade biolégica como uma fun¢do da estrutura quimica (CRUM-
BROWN e FRASER, 1868). Entretanto, 0 método tornou-se popular em quimica
medicinal a partir da década de 60 com os trabalhos de Hansch e Fujita e Free e
Wilson (KUBINYI, 1993). Os respectivos métodos ficaram conhecidos como
andlise de Hansch e andlise de Free-Wilson.

Na andlise de Hansch, a atividade bioldgica de uma série de compostos €
correlacionada com propriedades fisico-quimicas de substituintes ou parametros
globais que representam efeitos hidrofébicos e eletronicos. Matematicamente, o

modelo é descrito por:

1 2
log(E):—aﬂ +brw+ po+c (2.1)

onde C € a concentracdo molar que causa uma determinada resposta bioldgica, 7 é
o valor relativo de lipofilicidade do substituinte, ¢ corresponde a constante
eletronica relativa ao substituinte e a, b, p e ¢ sdo coeficientes de regressao. O valor

de © € definido por:

7 =log Py —logP, (2.2)

O termo Py, € o coeficiente de particdo, logP, para o composto com um
substituinte X e P, € o coeficiente de parti¢do para a molécula sem o substituinte,

ouseja, X =H .
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Na anélise de Free-Wilson, adota-se como premissa que a introdu¢do de um
substituinte em qualquer posi¢do da molécula sempre muda a poténcia relativa da
mesma quantidade independente dos outros substituintes. Neste modelo sdo
utilizadas varidveis indicadoras que assumem valores nulos ou unitdrios para
representar, respectivamente, a auséncia ou presenca de um dado substituinte, X. A

equacao correspondente € dada por:

log(é) = Zain. + U (2.3)

onde X; é uma varidvel indicadora, a; é coeficiente de regressdo e u € atividade
geral média do composto de referéncia.

H4 ainda o modelo misto que combina as varidveis da andlise Hansch e de
Free-Wilson bem como outras variacdes em torno destes modelos. Os modelos
apresentados permitem a descricdo da atividade bioldgica em termos de varidveis
que fornecem interpretagdes claras. No entanto, o numero de descritores
disponiveis atualmente aumentou consideravelmente e, por vezes, sdo dificeis de
interpretar, mas em compensacao, podem contribuir com o poder de previsdao do
modelo. A equacgdo correspondente que descreve a atividade bioldgica foi

generalizada para:

1
log(Ej:ZﬂiVi + 5o (2.4)

onde [ e/} sdo coeficientes de regressao e V; sdo os descritores moleculares.

E importante salientar que dados biolégicos confidveis sdo necessdrios para a
constru¢ao de modelos com boa capacidade de previsdo. Isto significa que os dados
devem ser obtidos de uma forma consistente através de um unico protocolo, de

preferéncia, pelo mesmo grupo de pesquisa (CRONIN e SCHULTZ, 2003).
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Além da concentragdo molar, C, outros parametros podem ser utilizados em
andlises QSAR tais como: ICsy, EDsyp, LDso, K, atividades bioldgicas in vitro,
parametros farmacocinéticos e farmacodindmicos. Porém, percentagem de inibicdo
ndo € uma forma apropriada de expressar a atividade bioldgica nestes estudos
devido a natureza ndo linear das relacdes dose-resposta (KUBINY]I, 1993).

Outro aspecto importante sobre estudos QSAR se refere aos requerimentos
de representatividade e homogeneidade para aplicabilidade das andlises
(ERIKSSON et al., 2003). Para que um modelo QSAR seja aplicado, os compostos
devem apresentar variagdes em torno de uma estrutura bésica, ou seja, devem ser
congenéricos e apresentar o0 mesmo modo ou mecanismo de a¢do (homogeneidade).
Simultaneamente, estes compostos devem cobrir adequadamente o espago quimico
(representatividade). Vighi (1998) questiona a severidade com o requerimento de
congenericidade argumentando que é vidvel o tratamento de séries heterdlogas,
pois se todas as caracteristicas estruturais de uma molécula podem ser descritas
entdo todos os padrdoes de comportamento podem ser descritos por meio de um
modelo adequado. O desafio é desenvolver sistemas de descritores capazes de
expressar, de maneira quantitativa, todas as caracteristicas estruturais das
substancias quimicas.

Finalmente, as condi¢des para avaliar a validade dos modelos QSAR foram
reunidas na forma de principios os quais foram denominados originalmente
principios de Setubal', cidade portuguesa onde ocorreu a conferéncia organizada
pelo ICCA (International Council of Chemical Associations) e CEFIC (European
Chemical Industry Council). De acordo com estes principios, modelos QSAR

deveriam (idealmente):

' Atualmente, estes principios sd@o conhecidos por Principios OECD (Organisation for Economic Co-

operation and Development)
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1° Principio: Estar associados com uma finalidade definida. Entende-se por
finalidade qualquer propriedade fisico-quimica, efeito bioldgico ou pardmetro
ambiental relacionado a estrutura quimica que pode ser medido e modelado.

2° Principio: Tomar a forma de um algoritmo compreensivel;

3° Principio: Ter dominio de aplicabilidade definido;

4° Principio: Estar associados com medidas apropriadas para os indices de
confiabilidade, robustez e previsibilidade;

5° Principio: Estar associados, se possivel, com uma interpretacdo mecanistica.

2.2 Analise conformacional

As propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas das moléculas dependem, em
geral, de suas conformacgOes. Explorar a superficie de energia potencial de uma
molécula é uma tarefa extremamente drdua dependendo do ndmero de graus de
liberdade envolvido. Diversos métodos tém sido propostos a fim de identificar a
conformacdo bioativa mais provavel das moléculas. De acordo com os estudos
conduzidos por BOSTROM (2001) cada metodologia apresenta certo nivel de
eficiéncia na reprodugdo da conformacdo do ligante no complexo protéico. Apesar
da conformacgdo que corresponde ao minimo de energia global ser um arranjo
atdmico de grande interesse, as propriedades observadas em um sistema molecular
correspondem a uma distribuicdo térmica de estados de baixa energia que
representam diversas regioes do espaco conformacional.

Cabe ressaltar que a conformacgdo biologicamente ativa nao necessariamente
corresponde a um minimo de energia calculado para a molécula isolada. Perola e
Charifson (2004) estudaram um conjunto de 150 complexos protéicos
farmaceuticamente relevantes e confirmaram que ligantes flexiveis raramente

interagem com a macromolécula na conformag¢do de menor energia.
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Os métodos utilizados na amostragem conformacional usualmente dividem-
se em: sistemdticos, fragmentacdo molecular, Monte Carlo, Simulated Annealing,
algoritmo genético, distincia geométrica, dindmica molecular (LEACH, 1996). Na
grande maioria, o estudo conformacional é feito em quatro etapas:

1. Geracdo de uma estrutura primadria;

2. Minimizacdo de energia;

3. Eliminacao de conférmeros duplicados;
4. Reinicio do processo.

Em geral, o que distingue as abordagens entre si sdo a primeira etapa € o
sistema de coordenadas utilizado (internas, cartesianas ou matrizes de distancias
internucleares). Entretanto, a segunda etapa € a que mais consome tempo
computacional. Tipicamente, 95% (ou mais) do tempo total gasto na busca
conformacional é destinado a segunda etapa.

A remoc¢do dos conférmeros duplicados ocorre com base na diferenca entre
as coordenadas através do desvio quadratico médio, RMSD, da estrutura recém-

gerada e as demais ja armazenadas como tnicas. O RMSD ¢ expresso por:

RMSD(v,w) = .|~ 3|, = wi’ (2.5)
n iz

onde v e w representam n pontos equivalentes dois a dois nas estruturas em
comparacdo. Nao ha um consenso a respeito do valor ideal para o valor de corte do
desvio quadratico médio, porém aceitam-se valores acima de 0,41&
(aproximadamente 15° para dngulos diedros).

A andlise conformacional é um processo que requer alta demanda
computacional e a eficiéncia dos algoritmos é avaliada segundo a capacidade de
encontrar todos 0os minimos (ou o maior nimero deles) em um intervalo de tempo

razodvel. Este € um ponto critico, pois ndo se conhece, a priori, todos 0os minimos
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da superficie de energia potencial e, portanto, a ampla amostragem € dificil de ser
garantida exceto para a abordagem sistematica. Porém, a abordagem sistemadtica
ndo € aplicdvel para sistemas com muitos graus de liberdade (n > 5) devido a
explosdo combinatdria. O tamanho e o tipo do sistema fornecem, por outro lado, a
extensdao de aplicagdo do método. Os sistemas ciclicos, por exemplo, requerem
cuidados especiais devido ao acoplamento dos diedros. E importante salientar que o
desenvolvimento de hardware e de algoritmos de minimizacdo de energia mais
eficientes  contribui  enormemente com a viabilidade de técnicas
computacionalmente custosas.

A seguir, cada uma das principais técnicas utilizadas no estudo
conformacional serdo apresentadas, segundo os principios envolvidos e a evolucdo

dos mesmos.

2.2.1 Abordagem sistematica

A abordagem sistemadtica classifica-se como deterministica. Os métodos
deterministicos exploram o espaco conformacional em intervalos regulares (Figura
2-1). Neste tipo de abordagem, o sistema de coordenadas internas é o mais
apropriado na exploracdo do espaco conformacional, pois € possivel reduzir o
nimero de graus de liberdade identificados no sistema cartesiano aos angulos
torsionais independentes da molécula. Por exemplo, um sistema linear com N
atomos possui 3N-5 graus de liberdade no sistema cartesiano (para sistemas
ciclicos, este valor é de 3N-6) e, no sistema de coordenadas internas, este nimero
se reduz a N” (N"<N) angulos torsionais independentes porque o comprimento das
ligacOes entre atomos e os angulos entre ligagdes consecutivas nao variam
drasticamente a conforma¢do molecular (SAUNDERS et al., 1990 e GOODMAN e
STILL, 1991).



28 Capitulo 2: Fundamentos Tedricos

ENERGIA

Figura 2-1: Mapeamento do espaco conformacional em espacos regulares’.

e1 e2 63
C” C C} C/I C” c
Figura 2-2: A combinacao de angulos torsionais gera novas conformacoes.

Diferentemente dos métodos aleatorios, os métodos deterministicos sdo uma
garantia de que o espago conformacional serd inteiramente explorado. Cada ponto
desta superficie corresponde a uma conformacdo que é formada a partir da
combinagcdo de angulos torsionais (Figura 2-2). No entanto, um fator limitante
inerente a0 método é um fendmeno conhecido como explosdao combinatéria. Esta
expressdo € utilizada para enfatizar o crescimento vertiginoso do nimero de
conformacgdes geradas em funcdo do aumento do numero de angulos torsionais.

Matematicamente, este niimero € definido pela equagdo abaixo:

2 Figura extraida e adaptada de:

http://cmm.info.nih.gov/modeling/guide_documents/conformation_document.html (Acessada em 25/06/2008).
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360
conformagoes = T (26)

i=1 i

N,

onde n € o numero de angulos torsionais independentes € 6, é o intervalo angular

que se pretende explorar na superficie de energia.

Outro ponto critico a ser considerado € a resolug¢do (determinada por 6,) utilizada

durante o mapeamento do espaco conformacional. Os dois extremos de resolucdo
sao inadequados, pois a demanda computacional pode se tornar intensa se a
resolucdo for alta ou certos minimos podem ser perdidos se a resolucao for baixa.
Portanto, para sistemas com muitos graus de liberdade (> 5) a busca sistemdtica
torna-se impraticivel. Contudo, esta metodologia ainda pode ser aplicada para
sistemas flexiveis se algumas estratégias forem incluidas a fim de reduzir o nimero
de conformacdes a serem otimizadas. Pode-se, por exemplo, eliminar combinacoes
de angulos que produzam impedimentos estereoquimicos ou ainda, para sistemas
ciclicos, acrescentar restricoes geométricas como distancias entre 4tomos nao
ligados, distancias entre 4&tomos tomados como referéncia para marcar o inicio € o
fim do anel. As duas tdltimas sdao importantes porque, devido a dificuldade de
tratamento de anéis, as moléculas ciclicas sdo transformadas temporariamente em

pseudo-aciclicas durante a execugdo da grande maioria das técnicas (Figura 2-3).

Figura 2-3: Restricoes geométricas em anéis. A distancia d; refere-se a referéncia para
marcar o inicio e o fim do anel e a distancia d, corresponde a restricao geométrica imposta
a atomos nao ligados.
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O numero de possiveis conflitos entre dtomos, que devem ser avaliados,

aumenta com a resolu¢do, @, e com o nimero de 4tomos na molécula, N, de acordo

com a equacdo abaixo (BEUSEN et al., 1996):

360° ) N(N —1)
6. 2

1

V=

2.7)

onde 7 é o nimero de diedros independentes.

Saunders e colaboradores (1990) exploraram condi¢cdes como as
mencionadas acima e conseguiram reduzir o nimero de conformagdes iniciais do
cicloheptadecano® (Cj;Hs4) de aproximadamente 10° para 10*. Outras estratégias
relacionam-se com implementacdes no algoritmo de modo a controlar a busca
tornando-a mais eficiente.

O algoritmo mais utilizado neste tipo de busca exaustiva € o depth-first. No
depth-first todas as possibilidades a um dado nivel sdo analisadas e caso a condicdo
imposta ao sistema ndo seja satisfeita retorna-se ao nivel anterior como ilustrado na
arvore da Figura 2-4. Cada ramo da arvore € analisado independentemente e
determinados ramos podem ser eliminados se forem impostas condi¢des
estereoquimicas. Maiores detalhes a respeito de outros métodos de busca em
arvores podem ser encontrados em:

http://www.rci.rutgers.edu/~cfs/305_html/Computation/comptoc.html.

‘0 cicloheptadecano possui 45 graus de liberdade ou, no espaco torsional, 11 angulos independentes.
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Nivel 2

Nivel 3 .

Figura 2-4: Busca sistematica usando o algoritmo depth-first. A seqiiéncia de analise é dada
pelas setas; os ramos sao independentes entre si. As setas bidirecionais indicam a
possibilidade de mudanca de nivel.

2.2.2 Abordagem aleatoria (ou estocastica)

Explora o espago conformacional gerando alteragdes aleatdrias (ou pseudo-
aleatdrias) na geometria molecular. Na abordagem estocdstica, as coordenadas
cartesianas superam as coordenadas internas em termos de simplicidade e
generalidade, pois o0 mesmo algoritmo pode ser utilizado para qualquer sistema,
ciclico ou aciclico (SAUNDERS et al., 1990).

No sistema de coordenadas cartesianas, as estruturas sao geradas por meio de
translacOes aleatorias em cada atomo. No sistema de coordenadas internas, as
transformacgdes sdo aplicadas nos angulos torsionais. Entretanto, aplicar translacdes
aleatérias aos dtomos aumenta a chance de gerar geometrias com altas energias
dificultando o processo de otimizacao (LEACH, 1996, CHANG et al., 1989,
GOTO e OSAWA, 1993).

Chang e colaboradores (1989) compararam diferentes maneiras de conduzir
andlises conformacionais através simulacdes de Monte Carlo para o n-octano, o

ciclodecano e o ciclotetradecano. Os quesitos avaliados foram: o modo de gerar a
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estrutura inicial, o nimero de coordenadas modificadas e o sistema de coordenadas
utilizado. Os melhores resultados foram obtidos quando a estrutura inicial era
selecionada de maneira uniforme dentro de um intervalo de energia até 3,5 kcal
acima no minimo global instantineo e apenas uma fracdo dos angulos diedros
modificada aleatoriamente. Neste estudo, o sistema de coordenadas internas
mostrou-se superior ao sistema de coordenadas cartesianas.

E importante salientar que o estudo foi conduzido aplicando-se deformagdes
globais. Isto significa que os diedros sdo escolhidos e modificados aleatoriamente
e, posteriormente, as restricdes estereoquimicas sdo testadas. Este conjunto de
estratégias € conhecido por MCMM (Monte Carlo Multiple Minimum).

Um estudo realizado por Weinberg e Wolfe (1994) apresentou resultados
interessantes sobre deformagdes globais no método MCMM. O estudo avaliou o
nimero de estruturas aceitdveis geradas por tais deformacdes em anéis. Para anéis
cujo comprimento estava entre 10 e 100 dtomos, a probabilidade de encontri-los
aleatoriamente variava de 5x107 a 2x10~*. A partir destes resultados, Weinberg e
Wolfe propuseram um novo algoritmo o qual se baseia na variacdo aleatoria de
diedros dentro de um intervalo de angulos que favorecem a formacdo de anéis. Em
uma dada estrutura, N/2 diedros sao alterados aleatoriamente € 0os remanescentes
sdo obtidos através de restricdes que garantam a formacgdo do anel. As respectivas
probabilidades mencionadas acima passaram a variar de 3,7x10™" a 2,9x107".

Nesta mesma direcao, surgiram os trabalhos de Baysal e Meirovitch (1996 e
1997). Eles propuseram deformacdes locais em diedros ndo adjacentes escolhidos e
modificados aleatoriamente. Uma conseqiiéncia direta destas deformacdes € o
rompimento tempordrio de ligacdes que sdo recuperadas apds a otimizacdo de
geometria.

Goto e Osawa (1993) autores do programa CONFLEX criaram uma

metodologia apropriada para anéis que difere da MCMM quanto ao modo de gerar
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novas conformacdes e com relacdo aos critérios para selecionar a estrutura inicial.
A candidata a estrutura inicial € escolhida entre as geometrias de menor energia
dentro de uma janela de energia e ndo perturbada previamente. No passo seguinte,
perturbacdes sdo aplicadas segundo as ilustragdes da Figura 2-5 em conjunto ou
separadamente. Entretanto, hd certa tolerdncia com estruturas geradas cujas
energias sdo ligeiramente acima do limite estabelecido, pois elas podem ser
precursoras de geometrias aceitdaveis como mostrado na Figura 2-6. Este algoritmo
¢ conhecido por reservoir-filling em funcdo do preenchimento gradual entre os
limites estabelecidos. No caso do cicloheptadecano, CONFLEX encontrou duas

conformagdes a mais (262) que 0o MCMM (260) devido a esta caracteristica.

(a)

(b)

Figura 2-5: Modificacoes aplicadas a anéis usando as perturbacoes do tipo (a) corner-flap e
(b) edge-flip®.

4 Figuras extraidas e adaptadas de:

http://www.conflex.us/prod_conflex.asp. Acesso em 8/07/2008.
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Figura 2-6: Ilustracao esquematica do algoritmo reservoir-ﬁlling4.
2.2.3 Abordagem por meio de Distancia Geométrica

Embora esta técnica seja aleatdria em esséncia, seu grande diferencial quanto
a forma de gerar estruturas e a amostragem do espaco conformacional merecem
uma se¢do a parte.

As conformagdes das moléculas s@o descritas por meio das distancias entre
todos os possiveis pares de dtomos, i e j, dispostas em uma matriz N x N . Cria-se
uma matriz que contem distincias minimas € maximas aceitaveis entre pares de
atomos. As conformacdes possiveis das moléculas estariam neste intervalo. O
limite inferior € dado pela soma dos raios de van der Waals e é colocado abaixo da
diagonal. O superior, acima da diagonal. E dificil estabelecer um limite superior
para dtomos separados por mais que trés ligacOes. Assim, um nimero grande, algo
como 999A ¢ colocado no lugar. Em seguida, a matriz é suavizada a fim de refinar
o conjunto inicial de distancias e tornd-las geometricamente vidveis. Este
procedimento € conhecido por suavizacdo triangular (triangle smoothing). A
suavizagdo triangular utiliza restricdes geométricas em grupos de trés atomos

conforme mostradas na equacao abaixo:
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Sac <Sup+Spc
S (2.8)
1 AC = 1 AB S BC
A primeira restri¢do estabelece que a maior distancia entre dois dtomos A e C ndo
pode ser maior que a soma dos valores maximos das distancias entre os dtomos AB
e BC. A segunda restricao estabelece que a minima distancia entre dois d&tomos A e
C ndo pode ser menor do que a diferenca entre a menor distancia entre os 4&tomos

AB e a maior distancia entre BC (ver Figura 2-7).

A Swe BB Sec C

A Sac C
A ne B

C Ske B
A C

lac

Figura 2-7: Desigualdades triangulares. S, corresponde a maxima distincia entre os
atomos i e j (limite superior). I,,, corresponde a minima distincia entre os atomos i e j
(limite inferior)°

Em seguida, atribuem-se valores aleatorios aos elementos da matriz de distancias
dentro dos limites estabelecidos. Os valores, d;, contidos nesta matriz sdo usados

para gerar a matriz métrica, G, definida por:

2 2 2

i 5 (2.9)

onde d,, € d,, sdo as respectivas distancias dos dtomos ie j a origem.

> Figura extraida e adaptada de LEACH, 1996.
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A matriz G é uma matriz simétrica quadrada e, portanto, pode ser

decomposta em:

G=vL*vT (2.10)

onde V e L sdo, respectivamente, as matrizes dos autovalores e autovetores de G. A
estrutura tridimensional representada por esta matriz em coordenadas cartesianas é

obtida através da relagdo:

X =VL (2.11)

Em seguida, estas coordenadas sdo refinadas contra uma fun¢do semelhante a Eq.

2.12:

ij ij ij ij
E=YS! 0  1,<d,<S, 2.12)
Pz -a2f g <
i ~ 4 i <Lij

onde I, e S, sdo, respectivamente, os limites inferior e superior de distancias entre

os atomos i e j. Portanto, as estruturas geradas ndo dependem de estruturas prévias
e estdo distribuidas aleatoriamente no espago conformacional. Esta caracteristica
permite a identificacdo de conformacdes separadas por uma larga barreira
energética que, eventualmente, podem ser perdidas aplicando-se MCMM. A Figura
2-8 ilustra esta idéia.

Desde sua concepc¢do, em 1970, o método vem sendo aperfeicoado no sentido de
aprimorar a conversdo da matriz de distdncias em coordenadas cartesianas e de
assegurar que a geometria gerada € aceitdvel para a minimizacdo. No inicio da

década de 90, Saunders e colaboradores (1990) relataram os resultados obtidos para
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o cicloheptadecano com esta metodologia. Comparativamente a outras técnicas,
esta produziu resultados insatisfatorios naquela data, encontrando apenas 176
minimos dos 262 conhecidos. No entanto, as relacdes geométricas ndo foram
estabelecidas naquela época através das desigualdades triangulares devido ao custo
computacional. Alternativamente, as distancias eram correlacionadas entre si. Um
ano depois, Peishoff e Dixon (1991) conseguiram 223 minimos para o
cicloheptadecano relaxando este critério de correlacdo e efetuando a amostragem
em termos de diedros. Posteriormente, com as novas implementacdes

(SPELLMEYER et al., 1997) este nimero subiu para 242.

® © o o ® © oo
® © o o ;0 o o
® © o o © © o o
® © o © ® 0.0 ©
® © o © © © o0
@ @ @ @ ® -9 @ @
© o o ® o o.o
.o:*o/.o{ .o.o.o o
K Lo .qs?"@. L. .0@%@..
Xo/ 0’ o \b o %H.L
@ (b)

Figura 2-8: Diferencas na amostragem via (a) MCMM e (b) Distancia geométrica. 6

6 Figuras extraidas e adaptadas de WEINBERG, 1994.
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A maior aplicacdo desta técnica ocorre nas determinacdes estruturais via
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Diversos artigos atestam a capacidade
deste método em resolver sistemas com muitos graus de liberdade (como proteinas)
aliada as informacdes experimentais. Embora algumas modificacdes ao algoritmo
acima exposto, tenham sido propostas por Spellmeyer e colaboradores (1997), eles
concluiram que o método tradicional, é o mais adequado para tratamento de dados
de RMN. Em apenas quatro horas foi possivel resolver a estrutura da enzima

inibidora da tripsina pancredtica bovina que contem cerca de 900 dtomos!

2.2.4 Algoritmos Genéticos

Os algoritmos genéticos foram concebidos na década de 60 por John Holland.
Os principios envolvidos sdo inspirados na teoria de Darwin sobre a evolucdo das
espécies.

Uma populagdo inicial com N componentes € escolhida aleatoriamente. Cada
individuo € caracterizado por seus cromossomos € ordenado em ordem decrescente
de aptiddo. No processo de reprodugdo, novos individuos sdo gerados através de
recombinagdo (crossover) e eventuais mutagdes (mutation). Em processos ditos
elitistas, os melhores classificados sdo escolhidos para reproducdo. A aptidao dos
individuos € avaliada de acordo com uma fun¢do caracteristica do problema. O
processo continua até um nimero preestabelecido de geracdes ou de cOpias de um
mesmo Cromossomo.

Cada cromossomo corresponde a um conjunto de palavras bindrias (genes)
com qualquer comprimento (ver Figura 2-9). Entretanto, aumentando o
comprimento reduz-se a capacidade de localizar valores que se diferenciam em
uma posi¢cdo da palavra (MCGARRAH e JUDSON, 1993). Os processos de

recombinagdo e mutac¢ao sdao exemplificados na Figura 2-10.
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Figura 2-9: Ilustracio de um cromossomo. Cada cor representa um gene diferente que por
sua vez esta associado a um angulo diedro.

Mutacao

Figura 2-10: Ilustracdo dos processos de reproducdo no algoritmo genético. Na

recombinacio, dois genes sao trocados entre dois cromossomos. Na mutacio, um gene sofre
alteracoes.
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No caso da busca conformacional em moléculas, cada gene relaciona-se com
um diedro como mostrado na Figura 2-9. A func@o de energia potencial é usada
para calcular a energia de uma dada conformagdo. O valor obtido € o critério usado
na ordenacdo da populacdo. As novas populacdes sdo formadas como descrito
acima (vide Figura 2-10). Judson e colaboradores (1993) trataram 72 moléculas
retiradas do banco de dados cristalograficos Cambrigde Structure Database com
algoritmo genético. Os resultados mostraram que os minimos obtidos diferiam
pouco, em termos de energia, das estruturas cristalinas correspondentes
comprovando, assim, a efici€éncia do método.

Uma introdu¢do muito interessante e exemplos em algoritmos genéticos
podem ser encontrados na pagina http://www.obitko.com/tutorials/genetic-

algorithms/portuguese/.

2.2.5 Fragmentacdo molecular

Na técnica de fragmentacdo molecular (também conhecida por Rule-based
systems), a molécula ¢ decomposta em fragcdes menores como mostrado na Figura
2-11. Cada unidade obtida é comparada com um banco de dados que contem as
conformacdes preferenciais dos fragmentos. O banco de dados € formado por dados
experimentais considerando a freqiiéncia de ocorréncia das diversas conformagdes.
A molécula total é recomposta considerando-se a estereoquimica envolvida e
depois submetida a otimizagdo (KLEBE e MIETZNER, 1994). A grande
desvantagem desta técnica € a dependéncia de um banco de dados que ndo

necessariamente contempla todas as conformagdes de uma molécula qualquer.
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10

R e R MR W e = 0 B e R m e

Figura 2-11: Exemplo de fragmentacao molecular’. Os valores de cada angulo torsional sao
provenientes de uma biblioteca que contém dados experimentais.

O programa OMEGA® que serd utilizado no presente trabalho é um exemplo
de sistema baseado em regras. A rotina computacional empregada para geracao de
conformacdes segue trés etapas. Inicialmente, um pequeno conjunto de
conformagdes € gerado pelo método de distancia geométrica (ver secao 2.2.3). Os
conformeros resultantes sao encaminhados para a etapa seguinte. A proxima etapa
consiste na divisdo dos confOrmeros iniciais em fragmentos menores de até cinco
angulos consecutivos passiveis de rotacdo. Uma biblioteca, que contém angulos
torsionais e conformacdes de anéis permitidos, € usada para gerar as combinagdes
de angulos para cada fragmento. Na seqii€ncia, estes fragmentos sdo reunidos para
construir as conformacgdes da molécula como um todo usando o algoritmo de busca
depth-first (ver secdo 2.2.1). Este procedimento € orientado pelas respectivas

energias dos fragmentos para excluir ramificacdes da arvore de busca (ver figura

7 Figura extraida de KLEBE, 1994.

8Os programas computacionais utilizados serdo referenciados utilizando letras capitais.
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Figura 2-4) com altos valores de energia. No ultimo estdgio, todas as conformagdes
geradas sdo otimizadas utilizando mecanica molecular com o campo de forca
MMFF (Merck Molecular Force Field) que é um método confidvel para estimar a
diferenca de energia entre conformagdes (YOUNG, 2001). Finalmente, as
conformacdes duplicadas sdo removidas segundo critério de corte estabelecido para

o RMSD.

2.2.6 Outros Métodos

Técnicas alternativas, como complementaridade molecular e dindmica
molecular, também figuram entre as propostas para resolver o problema de
multiplos minimos.

A complementaridade molecular baseia-se em dois principios: Primeiro,
conformacdes de baixa energia possuem subestruturas de baixa energia; Segundo,
conformacdes de baixa energia compartilham subestruturas similares. As diferentes
conformacgdes sdo construidas com dois operadores: combinacido e espelhamento
(WANG, 1997). A Figura 2-12 ilustra este procedimento.

Nas simula¢des de dindmica molecular a molécula € descrita como uma
estrutura dindmica com coordenadas atomicas que se alteram com o tempo de
acordo com as for¢as que agem nos dtomos. A trajetéria da molécula é determinada
através das leis newtonianas (HOWARD e KOLLMAN, 1988). O comportamento
fisico da molécula ¢ simulado em um banho térmico. Altas temperaturas sao
normalmente utilizadas para que as moléculas possam cruzar barreiras de potencial.
Em certos intervalos de tempo, as conformagdes das moléculas sdo coletadas e

submetidas a otimizacdo de geometria.
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Componente original

Imagem espelhada

?,I? =L~ 0

Conformacéo inicial

Cnnforma;:bes iniciais Novas conformacgies Nova conform a¢ao

(a) (b)

Figura 2-12: Analise conformacional utilizando complementaridade molecular. (a)
Operador de combinaciio e (b) Operador de espelhamento’.

2.2.7 Comparacao entre métodos

Cada abordagem possui pontos fortes e fracos e, dependendo das necessidades
envolvidas, as desvantagens podem ser contornadas. A andlise conformacional com
algoritmos sistemdticos € adequada para sistemas com poucos graus de liberdade
(<5), pois em sistemas maiores, a amostragem conformacional em uma resolug¢io
adequada (<60°) € impraticdvel. Ainda que certas restricdes sejam impostas a fim
de minimizar o0s custos computacionais, um conhecimento amplo das
particularidades da molécula em estudo € necessério. Por outro lado, o rendimento
(ou seja, o numero de conformeros unicos gerados) € constante durante todo o
processo. Além disso, como dito anteriormente, temos a garantia de que o espaco
conformacional serd mapeado por inteiro.

Nos métodos estocasticos, em principio, ndo ha restricio de tamanho para o

sistema a ser tratado e um conjunto de solucdes (talvez nem todas) pode ser

’ Figuras extraidas e adaptadas de WANG, 1997.
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encontrado em um intervalo de tempo relativamente menor. Entretanto, o
rendimento ndo é constante e cai drasticamente no final do procedimento.

Nos dltimos estdgios, conformacdes previamente encontradas sao
redescobertas e ndo h4 uma fianca expressa de que todas as conformagdes possiveis
foram exploradas. Normalmente, se andlises independentes produzem o mesmo
conjunto final de conformagdes, entdo se assume que houve convergéncia. Por ser
um processo continuo, € vantajoso porque nao € necessario especificar, a priori, 0s
parametros de busca e o processo termina quando os critérios de convergéncia sdo
atingidos.

Dificilmente, os métodos disponiveis sdo hdbeis para tratar sistemas com
muitos graus de liberdade como proteinas. Grande parte das aplicacOes restringe-se
ao caso do cicloheptadecano. Esta molécula tornou-se uma referéncia para avaliar a
extensao e a efetividade de cada metodologia. A Tabela 2-1 mostra uma
compilacdo da literatura dos resultados obtidos para a andlise conformacional do

cicloheptadecano utilizando as técnicas mais conhecidas.
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2.2.8 Outros fatores que interferem na eficiéncia dos métodos

Como foi dito anteriormente, grande parte do tempo da andlise
conformacional € gasta com otimiza¢do de geometria. A concep¢ao de algoritmos
que reduzam este tempo pode, por exemplo, viabilizar técnicas marginalizadas.
Saunders e colaboradores (1990) reduziram o tempo de otimizagdo por um fator de
trés aplicando diferentes algoritmos de minimizacdo de energia.

Guarnieri e Wilson (1992) sugeriram o uso de uma relagcdo exata entre diedros
para transformar anéis mantendo os comprimentos de ligacao e angulos de ligacdo
intactos. Desta forma seria possivel eliminar o passo de otimizagao.

Goto e Osawa (1993) propuseram uma comparagdo entre a estrutura em
otimizagdo com aquelas previamente armazenadas a cada determinado nimero de
interagOes. Se as estruturas puderem ser superpostas o processo era interrompido
economizando, assim, tempo computacional. Entretanto, este tipo de comparacdo
ndo pode ser feito constantemente, pois o ndmero de estruturas armazenadas
aumenta com a evolucdo da andlise conformacional reduzindo a eficicia desta
estratégia.

O sistema de coordenadas utilizado na descricdo da geometria molecular
também interfere no tempo computacional de uma forma muito mais branda e nao
decisiva. Embora seja mais simples trabalhar com coordenadas cartesianas, é
consenso geral, que as coordenadas internas sdo mais apropriadas. Isto porque a

manuten¢do da estereoquimica das moléculas € mais eficiente.



Capitulo 2: Fundamentos Tedricos 47

2.3 Descritores moleculares

Os descritores moleculares sdao as varidveis independentes que serdo
utilizadas na formulacdo do modelo QSAR. Eles contém a informac¢do quimica das
moléculas ou conforme a defini¢do de Consonni e Todeschini (2000):

“Descritor molecular é o resultado final de um procedimento matematico e
légico o qual transforma informacdo quimica codificada dentro de uma
representacdo simbodlica de uma molécula em um nimero util ou resultado de
algum experimento padronizado”.

Os descritores podem ser oriundos de dados experimentais ou calculados (in
silico). Os descritores in silico dividem-se de acordo com a dimensionalidade da
molécula usada para calcula-los, ou seja, unidimensional (1D), bidimensional (2D)
e tridimensional (3D). Os descritores 1D e 2D sdo preferiveis em geral, pois
independem da conformagdo ao contrdrio dos descritores 3D. Este tipo de
dependéncia acarreta a necessidade de amostragens conformacionais e selecdo da
conformacio que serd usada na constru¢do do modelo.

Os descritores utilizados no presente trabalho serdo apresentados a seguir a
fim de proporcionar um panorama geral das informacgdes extraidas das moléculas
em estudo. Os descritores foram divididos conforme a dimensionalidade envolvida
nos célculos.

Os descritores unidimensionais utilizados classificam-se em:

e Constitucionais;

e Grupos funcionais;

e Fragmentos dtomo-centrado;
e Empiricos;

e Propriedades.
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Os descritores constitucionais sdo baseados nos constituintes dos compostos,
como por exemplo, nimero de dtomos, numero de ligagdes, nimero de anéis, peso
molecular, etc.

Os descritores de grupos funcionais sdo baseados na contagem de grupos
quimicos funcionais presentes na molécula. Alguns exemplos sdo: nimero de
ésteres alifaticos, nimero de aminas primdrias aromaticas, nimero de tidis, etc.

Fragmentos atomo-centrado sdo descritores baseados na contagem de 120
fragmentos formados por dtomos e suas possiveis conexdes conforme definido por
Ghose e Crippen (GHOSE et al., 1989)

Descritores empiricos sdo formados pelos descritores: indice de insaturagdo,
Ui, fator hidrofilico, Hy, e razdo aromatica, ARR. Ui € fruto da contagem de
ligagdes duplas e triplas. Hy € uma fun¢do da contagem de grupos hidrofilicos.
ARR ¢ uma razdo entre o nimero de ligacGes arométicas é o nimero total de
ligacdo sem as liga¢cdes com hidrogénio.

Descritores de propriedades compreendem varidveis calculadas por meio de
regressao linear. Sdo eles: refratividade molar de Ghose-Crippen, MR, édrea da
superficie polar baseada em fragmentos, PSA, e coeficiente de particio de
Moriguchi, MlogP.

Os descritores bidimensionais utilizados classificam-se em:

e Descritores topoldgicos;
e Contagens de caminhos moleculares;
e BCUT;
e Indices topolégicos de cargas de Gélvez;
e Autocorrelacdes 2D.
Descritores topoldgicos sdo obtidos a partir de grafos moleculares invariantes

sem contar ligagdes de hidrogénio. Os grafos moleculares sdo representacdes das
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moléculas que codificam a conectividade molecular onde os 4atomos sdo
representados por pontos (vértices) e as ligacOes covalentes por linhas (bordas).

Invariante € uma propriedade matematica de uma estrutura que nao depende
da forma de numerar ou desenhar os vértices. Exemplos sdo: indice de Winner, W,
indice de Balaban, J e indice de Randic, CID (CONSONNI e TODESCHINI,
2000).

Contagens de caminhos moleculares sdo descritores baseados na matriz de
adjacéncia de grafos, A. A matriz de adjacéncia ¢ uma matriz quadrada (n x n)

cujos elementos sdo dados por:

ajj (2.13)

1, se 0 d&tomo1 estd conectado ao |
0, caso contrario

A k-ésima poténcia de A, Ak, sdo numeros inteiros que fornecem o numero de
caminhos de comprimento de k ligacdes do dtomo i ao j. A soma da linha i de A"
resulta em todos os caminhos de comprimento k iniciando a partir do 4tomo i
(RUCKER et al., 1993). Diferentes poténcias de k sdo exemplos de descritores
desta classe.

Descritores BCUT sdo obtidos a partir dos autovalores positivos € negativos
da matriz de adjacéncia onde os elementos da diagonal sdo ponderados pelo peso
molecular dos dtomos. Autovalores maiores e menores da matriz de Adjacéncia
ponderadas pelas massas atdmicas sao exemplos de descritores.

Indices topolégicos de cargas de Gdlvez sio descritores que caracterizam a
distribuicdo de cargas das moléculas a partir da matriz de adjacéncia e o inverso
quadratico da matriz de distincias entre vértices (GALVEZ et al., 1994). Dentre os
descritores podem-se destacar os indices topoldgicos de carga de diferentes ordens

e indice de carga topolégico global.
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Descritores de autocorrelacdes 2D sdo calculados através de grafos
moleculares através da soma dos produtos dos pesos dos dtomos terminais de todas
as trilhas de um dado comprimento (CONSONNI e TODESCHINI, 2000).
Descritores de autocorrelacdo segundo Moreau-Broto sdo exemplos desta classe.

Os descritores tridimensionais utilizados classificam-se em:

e Indices de aromaticidade;

e Perfis moleculares de Randic;
e Descritores Geométricos;

e Descritores 3D-MoRSE;

e Descritores RDF;

e Descritores WHIM;

o Descritores GETAWAY;

e Descritores eletronicos.

Indices de aromaticidade sio indices que dependem da distincia entre
atomos envolvidos em ligacOes aromdticas.

Perfis moleculares de Randic sao descritores derivados da matriz de distancia
geométrica, D, de uma estrutura. Da matriz D extrai-se a soma das linhas (ou
colunas) onde cada elemento da matriz estd elevado a k-ésima poténcia e o
somatério é normalizado para k! resultando no fator “D. O valor final do descritor
corresponde ao somatério de “D para diferentes poténcias k. Este descritor estd
correlacionado com a forma molecular (RANDIC, 1995).

O grupo dos descritores geométricos corresponde a diferentes tipos de
descritores baseados na geometria molecular como, por exemplo, excentricidade
molecular, MEcc.

Os descritores 3D-MoRSE baseiam-se na equacao para difracdo de elétrons e

sdo definidos por:
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sen(srij )

N -1
I(s)=).>"p;p;

i=2 j=I ST

(2.14)

onde p € a propriedade atdmica para os dtomos i € j, N € o nimero de d&tomos na
molécula, r; € a distancia entre os atomos i e j. O parametro s ¢ dependente do
angulo de espalhamento 6 e do comprimento de onda, A, de forma que
s =4men(0/2)/ A.

Os descritores RDF sao ligeiramente correlacionados com os descritores 3D-

MOoRSE, pois sdo definidos matematicamente por:

N-1 N
g(N=1> Y p.p,expl-B(r—r,)*) (2.15)

i=1 j=i+l
onde f € um fator de escala, B € um parametro analogo ao fator de temperatura na
teoria de difrac@o e os demais termos foram definidos acima para 3D-MoRSE.

Descritores WHIM sd@o baseados na decomposi¢ao da matriz de covariancia
em eixos de componentes principais. A matriz de covariancia € calculada a partir
das coordenadas geométricas da molécula e, pode ou ndo, ser ponderada por
diferentes fatores como massa atdmica, polarizabilidade atdomica, volume de Van
der Waals, eletronegatividade atomica e estado eletrotopolégico atdbmico
(CONSONNI e TODESCHINI, 2000). O estado eletrotopolégico atdmico € um
descritor que unifica atributos topoldgicos e eletrdnicos envolvendo elétrons sigma
e de valéncia (KIER et al.,1991).

Descritores GETWAY sao derivados da matriz de influéncia molecular (em

inglés, molecular influence matrix), H, que € definida matematicamente por:

H=MeM"eM) oM" (2.16)
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onde a matriz M € constituida por N linhas representando as coordenadas
cartesianas X, y € z (em relagdo ao centro geométrico da molécula) de cada dtomo
na molécula exceto hidrogénios.

Os elementos da diagonal, h;, codificam informagdo atdomica e a influéncia
de cada dtomo na determinagdo do formato global da molécula. Os elementos fora

da diagonal, h;;, representam o grau de acessibilidade do 4&tomo j para interagdes

ifs
com o atomo 1 (CONSONNI et al., 2002 a e b).

Os descritores eletronicos foram calculados via mecanica quantica com o
método semi-empirico PM3 considerando efeitos do solvente (LEACH, 1996;
BASHFORD et al., 2000; PLIEGO JR., 2006). No modelo de solvatacao utilizado,
o solvente € tratado implicitamente onde a molécula (soluto) encontra-se em uma
cavidade circundada por um meio (solvente) cuja constante dielétrica € dada por €.

A energia livre de solvatacdo (AG,,) € definida como a variacdo na energia

livre para transferir uma molécula do vacuo para o solvente. Matematicamente, é

descrita por trés termos:

A(;sol = AG + AGvdw + AGcav (2 17)

elec

O termo A4G,,. € o componente eletrostitico que pode ser incorporado ao
célculo quantico através do modelo campo de reacdo (em inglés, reaction field)
considerando que o dipolo do soluto dentro da cavidade induz um dipolo nas
redondezas do meio que por sua vez induz um campo elétrico dentro da cavidade.
Desta forma, o campo de reacdo € considerado uma perturbacdo do hamiltoniano

para uma molécula isolada:

Htoz:H0+HRF (218)
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onde Hj é o hamiltoniano da molécula isolada e Hgr € a perturbacao dada por:

0 )

H. =
RE Qe +1)a>

(2.19)

onde 2 € o operador momento de dipolo, £ € a constante dielétrica do solvente e a
€ o raio da cavidade.
Apo6s a determinagdo da fungdo de onda total do sistema, \, pode-se calcular

AG,,. através da equagdo:

1 2(e-1) ,
AG, =w|H, |¥)—(¥Y,H,Y¥Y _—
elec <1)V| tot| > < 0| O| 0> + 2 (28+1)(13 lu (220)

onde Y, é a funcio de onda na fase gasosa e o ultimo termo da Eq. 2.20 é um fator
de correcdo correspondendo ao trabalho feito para criar a distribuicao de carga do
soluto dentro da cavidade no meio dielétrico.

Os termos AG,,, e 4G,,, sdo dependentes da drea acessivel ao solvente do
soluto, A, pois as moléculas do solvente que compdem a primeira camada de
solvatacdo sdo as mais afetadas em ambos os termos. O nimero de moléculas de
solvente na primeira camada de solvatacdo € aproximadamente proporcional a 4rea
acessivel ao solvente do soluto. Estes termos sdo relacionados conforme a equagao

definida abaixo:

AG,,, +AG,,, =/A+b (2.21)

onde ye b sdo determinados experimentalmente a partir da energia livre para a
transferéncia de alcanos do vacuo para dgua.

Efeitos de solvatacdo sdo importantes para a energia relativa de isOmeros e
conformeros e para a estrutura eletronica. Como os fendmenos bioldgicos ocorrem

em meio aquoso, uma estratégia adotada no presente trabalho foi a reordenacédo dos
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conformeros provenientes da andlise conformacional em termos dos valores de
energia em solucdo mantendo a geometria rigida. A manuten¢do da geometria
rigida reside na confiabilidade das geometrias geradas durante a andlise
conformacional. Para este fim, o modelo de solvente SM5.42R € o mais indicado.

O modelo SM5 ¢ um modelo de solvata¢ao universal e o ponto chave desta
aproximacdo ¢é a dependéncia das tensdes de superficie com as distancias
interatobmicas. Modelos de solvatagdo universais sdo validos para todos os
solventes, pois as propriedades do solvente sdo representadas na constante
dielétrica. O modelo SM5.42R € baseado em cargas pontuais do tipo classe IV
(representado pelo .4 na nomenclatura) do modelo de cargas CM2 (representado
pelo 2 na nomenclatura) e foi concebido para prever energia livre de solvatacdo
usando as geometrias otimizadas em fase gasosa, ou seja, a otimizacdo de
geometria ndo € feita na fase liquida onde a molécula ¢ mantida rigida
(representado pelo R na nomenclatura) (TRUHLAR et al., 1999). As cargas classe
IV fornecem uma descri¢ao mais realista da distribuicdo de cargas molecular visto
que as cargas sdo parametrizadas para reproduzirem observaveis experimentais
como momentos de dipolo. O modelo de cargas CM2 € um tipo de parametrizagao
para atingir valores mais acurados para as cargas classe IV (TRUHLAR et al.,,
1998).

Existem diversos tipos de descritores eletronicos. Entretanto, no presente
trabalho foi dado a preferéncia aos descritores que codificassem caracteristicas da
molécula como um todo ao invés de descritores locais. Nesta categoria se
enquadram: o calor de formagdo, AH; a energia eletronica, EE, a energia de
repulsdo cerne-cerne, CCR, a energia do HOMO, E,,,.,, a energia do LUMO, E,,,,,,
a diferenca de energia entre o LUMO e o HOMO, Gap(Lumo,Homo), a diferenca
de energia entre 0o HOMO e o HOMO-1, Gap(Homo, Homo-1), o momento dipolar

total, Dip, e a energia de solvatacao (AG,,u,).
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O calor de formagdo, AHj, € utilizado para mensurar diferengas de energia,
pois € proporcional a energia interna, AU, visto que o volume molecular e a pressao

ndo variam consideravelmente com as alteracdes conformacionais de acordo com a

relacdo abaixo (GAUDIO, 1992):

AH, =AU +A(pV)

AH ; =AU + ApV + pAV (2.22)

AH ; = AU

A energia de repulsdo cerne-cerne, CCR, expressa a energia de repulsdo
eletrostatica entre cargas de cerne definidas como a carga nuclear pontual subtraida
da carga dos elétrons da camada interna. A soma entre a energia eletrOnica e a
energia de repulsdo cerne-cerne fornece a energia total do sistema.

A energia do HOMO, E,,,,, corresponde a energia do orbital de mais alta
energia ocupado e € proporcional ao primeiro potencial de ioniza¢ao de acordo com
o teorema de Koopmans. Caracteriza a suscetibilidade da molécula frente a um
ataque eletrofilico.

A energia do LUMO, E,,,, corresponde a energia do orbital de menor
energia desocupado e € proporcional a afinidade eletronica da molécula.
Caracteriza a suscetibilidade da molécula frente a um ataque nucleofilico.

A diferenca de energia entre o LUMO e o HOMO, Gap(Lumo,Homo),
fornece um indice de estabilidade da molécula, pois uma grande diferenga entre o
LUMO e o HOMO implica em menor reatividade nas reacoes quimicas. Também
se correlaciona com a polarizabilidade desde que quanto menor a diferenca de

energia entre HOMO e o LUMO maior a facilidade de polariza¢cdo da molécula.
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O Gap(Homo,Homo-1) tem se mostrado importante em diferentes tipos de
atividade bioldgica, no entanto, o significado fisico-quimico deste descritor nio é
claramente compreendido (COLUCT et al., 2002).

A polaridade de uma molécula é um descritor molecular associado a
distribui¢do de carga na molécula. O momento dipolar total reflete a polaridade
total da molécula.

Um sumadrio dos descritores utilizados no presente trabalho podem ser

encontrados na Tabela 2-2.
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Tabela 2-2: Sumarios dos descritores utilizados na extracao de informacoes das moléculas

em estudo.
Descritores 1D
Tipo de descritor N° de descritores calculados
Constitucionais 47
Grupos funcionais 121
Fragmentos atomo-centrado 120
Empiricos 3
Propriedades 3
Descritores 2D
Tipo de descritor N° de descritores calculados
Topolégicos 266
Contagens de caminhos moleculares 21
BCUT 64
Indices topolégicos de cargas de Galvez 21
Descritores de autocorrelacdes 2D 96

Descritores 3D

Tipo de descritor
Indices de aromaticidade
Perfis moleculares de Randic
Geométricos
3D-MoRSE
RDF
WHIM
GETWAY

Eletronicos

N° de descritores calculados
4

41
70
160
150
99
197

Total de descritores

1492
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2.4 Selecao de variaveis

A selecdo de varidaveis € um conjunto de técnicas que t€ém por objetivo
eliminar atributos (ou variaveis) considerados redundantes ou irrelevantes durante a
modelagem matemdtica dos dados. Devido ao elevado nimero de varidveis, o
processo € normalmente conduzido de forma automatizada e os critérios adotados
para julgar a relevancia dos atributos podem potencialmente eliminar varidveis
importantes. Por esta razdo é recomenddvel confrontar o modelo resultante com a
noc¢ao intuitiva sobre o mecanismo de a¢ao ou modo de acao.

Kubinyi (1993) e, posteriormente, Guyon e Elisseeff (2003) demonstraram
por meio de exemplos que certas varidveis individualmente podem se mostrar
irrelevantes, porém, quando combinadas, podem produzir modelos com boa
capacidade de previsdo. Esta constatacdo amplia as possibilidades a serem
exploradas gerando um enorme desafio a concepcao de metodologias eficientes de
busca.

As metodologias desenvolvidas para selecio de varidveis procuram
solucionar esta questdo e, essencialmente, se dividem em filtros, envoltérios
(wrappers) e embutidos (embedded). Ha ainda uma classificacdo destes métodos
em supervisionados e nado-supervisionados. Métodos supervisionados selecionam
varidveis baseados em algum critério pré-definido como a classe do objeto, valores
da variavel dependente, etc. J4 os métodos ndo supervisionados trabalham apenas
com o conjunto de atributos.

M¢étodos baseados em filtros selecionam um subconjunto de varidveis antes
da modelagem propriamente dita, ou seja, funcionam como um pré-processamento
dos dados. O peso de Fisher € um exemplo de filtro que se enquadra como método
supervisionado, pois utiliza a informacdo de classe para avaliar o poder

discriminatério de uma dada varidvel. Matematicamente, este filtro é defino por:
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. 2
()—Ci(cl) B J_C,-(CZ))

2 2
(0',.“‘)) + (Gi@z))

onde C,; e C, sdo as categorias, 1 € a varidvel em andlise, 0,

F, = (2.23)

i) ¢ 0 desvio padrdo da

varidvel i na categoria j (j = 1,2).

O coeficiente de correlagdo de Pearson pode ser utilizado tanto como um
método supervisionado quanto nao supervisionado. Na primeira op¢do, as varidveis
sao selecionadas de acordo com a correlagdo com a varidvel de resposta. Na
segunda op¢do, varidveis correlacionadas sao eliminadas segundo um critério de
corte sem levar em consideracdo qualquer informacdo da varidvel de resposta.

Matematicamente, este coeficiente € definido por:

(5, - %) - )
CPearson = = (224)

S -3 | X -%)

i=1 i=l1

onde xe X correspondem a média aritmética das varidveis xe x’ e n é o nimero de
amostras.

Whitley e colaboradores (WHITLEY et al., 2000) desenvolveram um método
ndo supervisionado conhecido como UFS (Unsupervised Foward Selection). Este
método faz uso de diferentes tipos de filtros selecionando um subconjunto de
descritores conforme descrito a seguir. Inicialmente, os descritores com variancia
proxima a zero sdo eliminados. Em seguida calcula-se a correlacdo entre os
descritores remanescentes. Os dois descritores menos correlacionados sao
selecionados. Na seqii€éncia, o préximo descritor a ser incluido deve apresentar

maxima ortogonalidade até um limite de corte estabelecido em relagdo a base
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ortonormal definida pelos dois vetores inicialmente selecionados. Este processo é
repetido para cada descritor do conjunto original.

Métodos baseados em envoltérios utilizam o algoritmo de aprendizado de
interesse como uma fung¢do de mérito para avaliar cada subconjunto proposto de
varidveis até que um determinado critério seja satisfeito. Os resultados obtidos com
estes métodos estdo fortemente ligados ao algoritmo de aprendizado. Como
exemplo de algoritmos de aprendizado pode-se citar K-NN (K-Nearest Neighbors),
redes neurais, arvores de decisdo, algoritmos de agrupamento (clustering),
regressao logistica, Naive Bayes, mdquina de vetor suporte (SVM), etc.

As estratégias mais populares utilizadas na proposi¢do de subconjuntos de
varidveis sdo: a busca sistemdtica, o algoritmo genético, a selecdo prospectiva
(forward stepwise selection) e a eliminagdo retrospectiva (backward elimination).

A Dbusca sistemdtica e o algoritmo genético seguem o0s principios
apresentados nas segcdes 2.2.1 e 2.24. A selecdo prospectiva incorpora
progressivamente as varidveis iniciando o processo a partir de um conjunto vazio
enquanto que a eliminagdo progressiva trabalha no sentido inverso, ou seja, a partir
do conjunto total de varidveis eliminam-se progressivamente as menos
promissoras.

Finalmente, métodos embutidos agregam o processo de selecio como parte
do algoritmo de mineragdo. Em outras palavras, a selecdo de varidveis é guiada
pelo processo de aprendizagem. Exemplos de algoritmos sdao ID3, C4.5 e CART.
Estes trés algoritmos sdo utilizados em arvores de classificacdo e regressao e sao
baseados no ganho de informacdo de cada varidvel (ver sec¢do 2.6).

Discussdes mais aprofundadas sobre os métodos apresentados nesta secao
podem ser encontradas nos trabalhos de Guyon e Elisseeff (2003) e Gaudio e

colaboradores (2002).
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2.5 Analise de Regressao

A anadlise de regressao compreende técnicas estatisticas utilizadas para
encontrar relagdes entre varidveis descrevendo-as por meio de uma equacdo
matemadtica com o propoésito de efetuar previsdes futuras.

O presente trabalho faz uso de modelos de regressdo linear e nao-linear que
serdo apresentados nesta secdo seguindo 0s principios gerais na proposicao,

validacdo e anélise de modelos QSAR discutidos por Gaudio e Zandonade (2001).

2.5.1 Regressao Linear Simples

A regressdo linear simples € uma ferramenta estatistica utilizada para
estabelecer uma relacdo entre uma tnica varidvel explanatdria, x, € uma unica
varidvel de resposta, y. Esta relacdo € expressa através de uma equacao linear que

ird fornecer um valor estimado, y, para a varidvel de resposta:

y=b,+bx, + Err (2.25)

onde by € coeficiente linear, b; é o coeficiente angular e Err é o residuo. O objetivo
da regressao € encontrar os coeficientes by e b; que minimizam a diferenga entre y e
y.

O método utilizado para encontrar os coeficientes b; (j = 0,1) € denominado
método dos minimos quadrados. Neste método a soma quadrética da diferenca

entre y € y, ou seja, a soma quadritica dos erros para todas as n amostras do

conjunto de dados deve ser minima. O uso da soma quadratica ao invés da soma
simples reside na premissa assumida de que os erros seguem uma distribui¢io
aleatéria com média zero acarretando, conseqiientemente, um valor nulo para a
soma simples desde que diferencas negativas e positivas se cancelariam

mutuamente.
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Em notacao simbdlica tem-se:

n 2

SSE:Z(yk - )A’k)

k=1

ou (2.26)
SSE = Z(yk —by —byxyy, )2

k=1

onde SSE € a sigla inglesa para Soma dos Erros Quadréticos (Sum of Squared
Errors).
O minimo desta funcdo € dado pela primeira derivada em relacdo aos

coeficientes b; (j =0, 1):

OSSE _,  9SSE _

A 0
ob, © ob, 2.27)

Os coeficientes que satisfazem as condicdes descritas na Eq. 2.16 sdo

definidos como:

n

=3y - 3)
b, == eby=y—bx (2.28)

n

Z(xi _)_C)2

i=1

A avaliacdo de qualidade do modelo obtido € realizada através de
diagnoésticos definidos pela andlise de variancia, estatistica F e andlise dos residuos.
A avaliacdo do ajuste do modelo € feita por meio de indices que agregam
conceitos diferentes na mensuracdo de qualidade do modelo. Os indices
comumente utilizados sdo: R (coeficiente de correlacdo), R’ (coeficiente de

determinag@o), §, (desvio padrio ou erro padrdo da estimativa), teste F e teste t.
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O coeficiente de correlacdo mede a intensidade e a direcdo da relag@o linear
entre duas varidveis, mas ndo, necessariamente, implica relacdo de causa-efeito.

Matematicamente, é definido por:
é(xi—)_c)(yi_ y)
\/i(xi_x)zg(yi_y)z

R=

(2.29)

i=1

De acordo com a Eq. 2.29, R assume valores no intervalo [-1,1] e quanto
mais proximos dos extremos estiverem estes valores, maior serd a correlacdo entre
as varidveis independente e dependente.

Os demais indices sdo derivados da decomposi¢cao da variancia total em

variancia explicada e ndo explicada pelo modelo (ver Figura 2-13):

Variincia Total Variancia explicada  Variancia ndo explicada
L — A -2 <& A \2
=3 _26-5), X0 -3:)
i=1 i=l1 i=l1 (230)
) \J \J
SST =SSR + SSE

O coeficiente de determinacio R* mede a propor¢io da variéncia explicada

pelo modelo e € definido por:

2 SSR

R SST

2.31)

Da Eq. 2.31 observa-se que R’ pertence ao intervalo [0,1] e quanto mais
préximo do valor unitdrio, melhor é o ajuste da reta de regressdo aos dados. E
necessdrio cautela na interpretacdo de R?, pois este indice indica o quanto a linha de

regressao ( y ) se aproxima dos dados reais, porém, nao expressa:

e Se hd relacdo de causalidade entre x e y;

e Se existe influéncia sobre o modelo de possiveis variaveis omitidas;
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Y 4
2 .
Variancia ndo explicada
A
Yi
_ Variancia explicada
Y

M
Y=b0 +b1X1=" |

Figura 2-13: Explicacio grafica para a decomposicio da variancia total.
e Se aregressao correta foi utilizada;
e Se o conjunto de varidveis independentes utilizado € o mais apropriado;
e Se h4 colinearidade no conjunto de dados;
e Se o modelo pode ser melhorado pelo uso de varidveis independentes que
sejam transformacdes das varidveis originais.
O desvio padrdao dos dados ao redor da reta de regressao € denominado erro
padrao da estimativa, § . Este indice mede a varidncia ndo explicada pela

regressao e € definido por:

()’i_yi)z :\/SST (2.32)
n—2 n—2

Quanto menor o valor de S, melhor serd o ajuste do modelo de regressao.

Os testes de significancia para o modelo de regressdo e os coeficientes
individuais da regressdao demonstram que os valores encontrados para os indices de
confiabilidade ndo ocorreram ao acaso. Significancia estatistica € obtida através da

rejeicao da hipétese nula, H,.
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O teste F ¢ utilizado para avaliar a significancia estatistica de R e ¢é definido
matematicamente por:

o __ SSR
Tn-2

O teste F mede a razdo entre a variancia explicada e a nao explicada. Se, para um

dado nivel de significancia o, F, > F,

critico

=F_, ,entdo se rejeita a hipdtese nula de

a,l,r
que o modelo de regressao ndo € significante. O teste ¢ avalia a hipdtese nula de que
nao ha relacdo linear entre a varidvel independente e a dependente. Esta afirmacao
¢ equivalente a premissa de que os coeficientes b; (j = 0, 1) sdo nulos. O teste ¢ €

definido por:

t, = / (i=0,1)

J( :iEz jz (s - 5 (2.34)

Similarmente ao teste F, se f,>1,

, existe relacdo linear entre a varidvel

dependente e independente.
A anélise de variancia, cuja sigla inglesa é ANOVA, é freqiientemente

apresentada na forma de uma tabela como mostrado na Tabela 2-3.

Tabela 2-3: Tabela ANOVA para o modelo de regressao linear.

N° Graus

Dmele o Sumale NUSWR g, beobabiidade
¢ liberdade u
Modelo 1 SSR MSR=SSR MSR/MSE =P(Hy:Fo<F:iico)
Residuo MSE=

n-2 SSE SSE/(n-2)

Total n-1 SST SST/(n-1)
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A melhor forma de avaliar a capacidade de previsdo de um modelo € através
de validacdo externa, ou seja, fazer previsdes para um grupo de dados que nao
foram utilizados na construcdo do modelo. No entanto, nem sempre € possivel
dispor de um conjunto externo de validacdo de forma que o método da validacao
cruzada torna-se uma alternativa para a andlise de previsibilidade do modelo.

Neste método, certo grupo de dados € separado do conjunto de dados inicial
e em seguida reconstréi-se 0 modelo com os dados remanescentes. Com o modelo

obtido fazem-se previsdes acerca dos dados separados e mensura-se o desvio entre
os valores observados, Y,, e os estimados, Y,. Este processo € repetido variando-se

o grupo de dados separados. Normalmente, retira-se um objeto do conjunto de
dados ao que se chama validagdo leave-one-out.

Os indicadores utilizados no método sdo:

PRESS =3 (v, -7,f (2.35)
i=1
0? =1 PRESS -
Y -Y) '
;( -Y)
SPRESS = —”PREZSS (2.37)
o

Um modelo com boa capacidade de previsdo apresenta valores para o coeficiente
de correlagdo da validagdo cruzada, Q?, préximos de 1 e valores para o desvio

padrdo da validacao, SPRESS, que tendem a zero.
Finalmente, modelos de regressdo linear podem ser utilizados desde que
quatro premissas principais sejam respeitadas:
1. Existéncia de linearidade entre as variaveis dependente e independente;

2. Os residuos sao independentes;
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3. Os residuos apresentam variincia constante (homocedasticidade);

4. Os residuos seguem uma distribui¢do normal N(0,07°).

2.5.2 Regressao linear Multipla

A regressdo linear multipla, RLM, é uma extensdo da regressdo linear
simples para mais de uma dimensdo. Neste caso, a melhor forma de expressar a

relacdo entre as varidveis dependentes e independentes € através de matrizes:

Y 1 Xiu X2 777 Xy bo €

1 .
Bz m b e -
_yn_ _1 -xnl -xn2 e xni__bi_ _en_

A Eq. 2.38 pode ser reescrita como:

y=Xb+e (2.39)

Aplicar o método dos minimos quadrados na Eq. 2.39 para obter a estimativa

dos coeficientes b significa resolver a equagdo matricial abaixo:

b=(XX)"Xy (2.40)

onde X'corresponde a matriz transposta de X, X' é a matriz inversa de X e a
matriz resultante do produto X'X é denominada matriz de correlagio.

Idealmente, as varidveis independentes X em um modelo de regressdao
devem ser ortogonais, ou seja, ndao correlacionadas. A razdo para esta condi¢cdo
pode ser compreendida a partir da Eq. 2.40. Se o determinante de uma matriz for
nulo, entdo esta matriz é singular e ndo possui inversa. Logo, se houver um alto
grau de colinearidade entre as varidveis X nao € possivel calcular a matriz inversa

da matriz de correlacdo, pois seu determinante € nulo.
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O valor estimado para a varidvel dependente € calculado pela expressao:

§=XXX)"'Xy
b

(2.41)

A avaliacdo do ajuste do modelo é feita com os mesmos indices de
confiabilidade apresentados para a regressdao linear. A andlise de variancia

correspondente € mostrada na Tabela 2-4.

Tabela 2-4: Tabela ANOVA para o modelo de regressao linear miltipla.

N° Graus

Voringo 06 gn e dos Quadrados P+ ProbabilidadeP
€ liberdade
Modelo k SSR MSR=SSR/k MSR/MSE =P(Ho:Fo<F.siico)
Residuo MSE=
n-k-1 SSE SSE/(n-k-1)
Total n-1 SST SST/(n-1)

Outro indicador importante para o0 modelo de regressao linear multipla € o
coeficiente de determinac¢do ajustado, Rajus,z. Este indice é uma modifica¢dao de R’
que leva em consideracdo o nimero de coeficientes utilizados no modelo. E til
para avaliar se a insercdo de novas varidaveis contribui para a melhora do modelo.

Ao contrério de R®, que no minimo permanece constante ou aumenta quando
novos termos sao adicionados ao modelo, Rajust2 pode até diminuir tornando

explicita a contribuicio de cada novo termo adicionado ao modelo.

Matematicamente, este parametro € definido por:

e (=D

ajust — 1 m(l - Rz) (242)

A capacidade de previsdo do modelo é avaliada através dos mesmos

indicadores PRESS, Q° e SPRESS utilizados na regressdo linear simples.
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Entretanto, a expressao para o desvio padrdo da validag¢do é dependente do nimero

de graus de liberdade do residuo:

SPRESS = VPRESS (2.43)

n—k-1
A utilizagdo de modelos de regressdo linear multipla estd condicionada as
mesmas quatro premissas apresentadas no final da se¢do anterior e a auséncia de

multicolinearidade entre as varidveis explicativas.

2.5.3 Regressao nao-linear: regressao logistica

A regressdao logistica € uma ferramenta estatistica apropriada quando a
varidvel de resposta € bindria, por exemplo, ativo/inativo, sucesso/fracasso e assim
por diante. Este tratamento de dados tem sido aplicado com sucesso em estudos
QSAR (LI et al., 2007; CRONIN et al., 2002; HAJDUK et al., 2000).

Nestes casos procura-se pela probabilidade, P, de que a varidvel dependente
assuma o valor unitdrio a partir de um conjunto de varidveis independentes. Para
que seja possivel utilizar varidveis dependentes deste modo € necessario aplicar

uma transformacao logistica de P. Matematicamente define-se:

logit(P) = log(ﬁj (2.44)

Nesta forma assegura-se que as probabilidades assumem valores entre 0 e 1
para quaisquer varidveis independentes. O modelo de regressdo correspondente é

dado por:

logit(P)=by + b X, +byx; +byxz -+~ + b x; (2.45)
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onde x; (i=1,...,k) sdo os descritores moleculares e b; sdo os coeficientes de
regressdo. Assim, a probabilidade de que a varidvel dependente assuma o valor

unitario é dada por:

1
1+ exp(— [bo +bx, +--+b.x, ])

P(Y|x,, -, x,) = (2.46)

Diferentemente da regressdo linear onde os coeficientes da equacgdo
minimizam a soma quadrdtica dos erros, na regressao logistica os coeficientes b; (j
=0, 1, ..., k) sdo determinados de forma a maximizar a probabilidade de observar
os valores das amostras.

O método utilizado na estimativa dos coeficientes b; € denominado método
da maxima verossimilhanc¢a. Neste método as observacdes independentes y;, y», ...,

yy possuem uma densidade de probabilidade dada por:

f(y;b()abl’bZa“'abk) (247)

onde b; (j =0, 1, ..., k) sdo constantes desconhecidas que necessitam ser estimadas.
A funcdo de probabilidade conjunta para cada y; (i = 1, ..., N) € dada pelo
produto das funcdes de densidade de probabilidade:

N
L()’p)’g""a)’n |b()’b1’”"bk) :Hf(yi,b()abla."’bk) (248)
i=1

A Eq. 2.48 torna-se mais apropriada para determinagdo dos coeficientes b

em sua forma logaritmica:

N
A=lnL=Zf(yl.,b0,b1,---,bk) (2.49)

i=1
Os coeficientes b; que maximizam a Eq. 2.49 sdo solugdes de k equagdes

dadas por:
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%ﬂ) (G=0,1,---k) (2.50)

A maneira mais simplista de se analisar o ajuste de um modelo de regressao
logistica é por meio de uma tabela de classificagdo. Cada observacdo € classificada
de acordo com o valor de probabilidade estimado pelo modelo. Se a probabilidade
estimada for superior a 0,5 (critério de corte) entdo a observacdo € classificada
como sucesso (um), caso contrario, como fracasso (zero). Apds a classificacao, as
informagdes sdo organizadas como mostrado na Tabela 2-5.

A partir da tabela de classificacdo sdo definidos indices como Especificidade
e Sensibilidade que sdo medidas estatisticas do desempenho de um teste de
classificacdo bindria.

A Especificidade é matematicamente definida por:

TN

Especificidade = —
pectf (FP+1TN)

(2.51)

onde TN é o numero de negativos verdadeiros e FP o numero de falsos positivos.
Quando a especificidade assume o valor unitdrio significa que todos os casos de
sucesso sdo reconhecidos adequadamente.

Similarmente, a Sensibilidade ¢ matematicamente definida por:

Sensibilidade = 1P (2.52)
(TP + FN)

onde TP € o numero de positivos verdadeiros e FN € o niimero de falsos negativos.
O valor unitario para a sensibilidade indica que todos os casos de fracassos sdo
reconhecidos como tais. Entretanto, os valores da tabela de classificacdo variam
conforme o valor de corte estabelecido. Conseqiientemente, os valores para a
Especificidade e a Sensibilidade também variam. Por esta razdo, a tabela de

classificacdo € a forma mais fragil de se analisar o ajuste do modelo.
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Tabela 2-5: Tabela de classificacao utilizada em regressao logistica.

Valor Real
Sucesso Fracasso Total
Positivo Verdadeiro Falso Positivo
Sucesso P’
(TP) (FP)
Previsao
Falso Negativo | Negativo Verdadeiro
Fracasso N’
(FN) (TN)
Total P N

A variacdo destes indices quando representada através de um grafico
bidimensional dd origem a curva ROC (Receiver Operating Characteristic). A
curva ROC expressa a relagdo entre a Sensibilidade e (1— Especificidade) para
diferentes valores de corte. Estatisticamente, a Area Sob a Curva ROC, AUC, pode
ser interpretada como a probabilidade do teste distinguir casos de sucesso dos casos
de fracasso. O valor unitério para AUC representa o teste perfeito.

A quantidade — 2In(Verossimilhanga) € um indicador utilizado para avaliar o
ajuste do modelo a verossimilhanca. Um bom modelo resulta em valores altos para
a verossimilhanca dos resultados observados o que se traduz em valores baixos
para — 2In(Verossimilhanca) .

Este indicador também ¢ qitil na selecdo de modelos. A diferenca entre os

valores de — 2In(Verossimilhanga) para um modelo completo e um reduzido segue

aproximadamente uma distribui¢do y°. Se esta diferenga for grande, entdo se
rejeita a hipotese nula, ou seja, que pardmetros extras sdo nulos.

Quando dados sao analisados com regressdo logistica, ndo ha um indicador
equivalente ao coeficiente de determinacfo, R°. No entanto, existem defini¢des de

2 - .. 2 . .
pseudo-R” que sao similares a R° somente em termos de escala (ou seja, variam de
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0 a 1) e quanto maior o valor melhor o ajuste do modelo. Uma defini¢do

comumente utilizada é conhecida como pseudo-R* de McFadden:

_ In lA‘ (M total )
In i(M

pseudo - R]%/IcFadden = (253)

intercepto )

onde Lé a verossimilhanga estimada, M,,,,; € o modelo com todos os regressores e
M niercepro € 0 modelo sem os regressores.

O Critério de Informacdo de Akaike (AIC, em inglés) ¢ uma medida de
ajuste do modelo que € aplicado para selecdo de modelos. Matematicamente é

definido por:

AIC = NIn(RSS) + 2k (2.54)

onde N € o numero de observacoes, k € o numero de regressores utilizados na
equacao e RSS € a soma dos quadrados dos residuos. Quando se quer decidir entre
dois modelos, o melhor € o que produz menor valor do Critério de Akaike.

Outra medida utilizada na comparacao de modelos € o Critério Bayesiano de

Schwarz. Este critério € conceitualmente similar ao Critério de Informacdo de

Akaike e € definido por:

BIC = Nln(RTSSj + k1In(N) (2.55)

onde N, RSS e k possuem o mesmo significado descrito para o Critério de

Informacao de Akaike.

2.6 Arvores de Classificagcdo

Arvore de classificacdo € uma técnica utilizada para derivar regras a partir de

um conjunto de dados formado por categorias, assim como na regressao logistica.
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O conjunto de dados € analisado utilizando o conceito de ganho de informagado (em
inglés, information gain) que é muito utilizado em teoria da informacao.

O Ganho de informacdo de uma dada varidvel (ou atributo) X com respeito a
um atributo de classe Y € a redugdo na incerteza de Y quando se conhece o valor de
X. A incerteza sobre o valor de Y € definida em termos de entropia. Para
compreender a entropia suponha que uma dada variavel de classe Y assuma valores

V,,V,,---,V e que as probabilidades de ocorréncia destes valores sdao dadas por
PY=V)=p, PY=V,)=p,,., PY =V )=p, entdo aentropiade Y, H(Y), € dada

por:

HY)=-Y p,log,(p,) (2.56)

i=1
A expressdo acima também € utilizada na definicdo da entropia condicional,

H(Y|X), onde a expressdo definida pela Eq. 2.56 é calculada apenas para os casos

em que X assume o valor W;. Desta forma o ganho de informacao, 1G, é dado por:

IG=H(Y)- zn:P(X =W)HY|X =W,) (2.57)

i=1

Cada varidvel independente € analisada e aquela que fornece o maior ganho
de informagdo ocupa o primeiro né da arvore. Se houver casos ndo explicados por
esta varidvel, outros nds sdo acrescentados com as varidveis remanescentes que

fornecem sequencialmente o maior ganho de informacao.

2.7 Analise do Dominio de Aplicabilidade do modelo

Previsdo de atividade por um modelo QSAR ¢ limitada pelo espaco
quimico definido pelo conjunto de dados (também denominado conjunto de
trabalho) utilizado na proposi¢do do modelo. Quando o conjunto de trabalho é

analisado no espaco de descritores do modelo, os compostos sao representados



Capitulo 2: Fundamentos Tedricos 75

como pontos no espaco multidimensional. Previsdes feitas neste espaco
correspondem a interpolacdes no dominio definido pelo modelo. O
conhecimento deste dominio propicia a qualificacdo da confiabilidade do
modelo na previsdo de novos compostos (JAWORSKA et al., 2005).

Durante a conferéncia ocorrida na cidade de Setibal, mencionada no final
da se¢do 2.1 deste capitulo, foi formulada uma definicdo para o dominio de
aplicabilidade do modelo (JAWORSKA et al., 2005):

“O dominio de aplicabilidade de um modelo (Q)SAR € o espaco (fisico-
quimico, estrutural ou bioldgico), conhecimento ou informacdo sobre o qual o
conjunto de trabalho do modelo foi desenvolvido e para o qual é aplicdvel fazer
previsdes para novos compostos. E recomenddvel que o dominio de
aplicabilidade de um modelo (Q)SAR seja descrito em termos dos parametros
mais relevantes, ou seja, usualmente os descritores utilizados no modelo.
Idealmente, o modelo (Q)SAR deveria ser usado para fazer previsdes dentro do
dominio por meio de interpolacdo e ndo extrapolagdo.”

Em termos praticos, esta definicdo deve ser traduzida em procedimentos
quantitativos para se determinar o dominio de aplicabilidade do modelo. Neste
caso, existem diversos métodos para definir regides de interpolacio bem como
para avaliar similaridade. Como conseqiiéncia da falta de harmonizagao,
diferentes métodos produzem diferentes dominios de aplicabilidade para o
mesmo conjunto de dados.

Jaworska e colaboradores (2005) recomendam que o método eleito seja
aquele cuja distribuicdo associada ao conjunto de dados satisfaca as premissas
do método.

Para modelos de regressao e classificacdo os métodos mais apropriados
para estimar o dominio de aplicabilidade sdao aqueles baseados (JAWORSKA et
al., 2005; SCHROETER et al., 2007):
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e No intervalo dos descritores (range based);

e Em definicdes geométricas (geometrical based);

e Em distancias (distance based);

e Na distribuicdio da densidade de probabilidade (probability density
distribution based).

Cada uma destas abordagens determina a regido de interpolacido através
da construcdo de envelopes convexos ao redor do conjunto de dados no espago
multidimensional. Para modelos onde o espaco descritor € unidimensional a
regido de interpolacio € definida pelo minimo e 0 méximo valor do conjunto de
trabalho.

Métodos baseados no intervalo dos descritores consideram a diferenca
entre os valores maximos e minimos de cada descritor para definir a aresta do
envelope convexo. No espago multidimensional, o resultado serd a formacgado de
um hipercubo. Neste caso, assume-se como premissa que a distribuicao dos
dados € uniforme, caso contrdrio, haverd espacos vazios dentro da regido de
interpolacdo. Nos espacos vazios a previsao ndo é confidvel, pois estas regides
ndo sdo cobertas pelo conjunto de dados. O pré-processamento dos dados
através da andlise de componentes principais (PCA) tende a reduzir o volume
vazio dos dados originais.

Métodos baseados em definicdes geométricas sdo elaborados para
calcular diretamente o envelope convexo analisando os limites do conjunto de
dados. Entretanto, existem algoritmos eficientes apenas para duas e trés
dimensodes. Nenhuma consideragdo sobre a distribuicdo dos dados € feita neste
método, portanto, a regido de interpolacdo pode ainda conter espagos vazios.

Métodos baseados em distancia identificam a regido de interpolagio
usando o conceito de distancia entre pontos no espago multidimensional. Ha que

se considerar a forma de coletar os valores de distincia, a métrica que serd
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utilizada no calculo da distancia (Euclideana, Mahalanobis, Manhattan, etc), € o
critério de corte para considerar se um ponto pertence ou nao ao dominio.

A forma de coletar os valores de distancia significa definir o que serd
mensurado, ou seja, se a distancia serd calculada entre o ponto em avaliacdo e o
centro de massa do conjunto de dados, ou se serd a distincia média ou a maxima
entre o ponto em avaliacdo e todos os pontos do conjunto de dados, por
exemplo.

A métrica utilizada determina como a distincia serd mensurada. Os
métodos que utilizam a métrica Euclideana e Mahalanobis assumem que a
distribuicdo dos dados é uniforme enquanto que na métrica de Manhattan
(também conhecida por City-block) assume-se distribuicdo triangular.

Finalmente, métodos fundamentados na distribuicdo da densidade de
probabilidade procuram identificar as regides de alta densidade do conjunto de
dados onde serdo feitas as previsdes. Os métodos se dividem em paramétricos e
nado-paramétricos. Os métodos paramétricos assumem que a funcdo de
densidade tem a forma de uma distribuicio padrao como Gaussiana, Poisson,
etc. Os métodos nao-paramétricos estimam a densidade de probabilidade a partir
do conjunto de dados. A semelhanca dos métodos baseados em distancias
geométricas, a estimativa de densidade restringe-se a no maximo trés dimensoes

devido a demanda computacional envolvida para dimensdes superiores.



Capitulo 3

Estudos Sobre Nucleosideos

Introducao

O presente capitulo trata da obtencdo do modelo QSAR através de regressao
logistica para uma série de compostos nucleosidicos. Fez-se necessdrio o uso de
regressao logistica, pois os dados originais de atividade foram obtidos como
percentagem de inibicdo da replicacio do parasito. A descricdo do trabalho
realizado engloba: a andlise conformacional dos compostos pertencentes ao
conjunto de trabalho, a geracdo e selecdo de descritores moleculares, a proposicao
do modelo e a sua validacdo levando em consideracdo o respectivo dominio de
aplicabilidade. Na abordagem pelo ligante, usada neste trabalho, a conformacgdo
bioativa geralmente ndo € conhecida. Por esta razdo, adotou-se a conformacdo de
menor energia encontrada para a proposi¢do do modelo. A validade desta premissa
para este conjunto de dados é avaliada e discutida aqui com o auxilio do modelo

obtido.
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3.1 Ensaios biologicos e transformacao do conjunto de dados

A atividade bioldgica da série dos nucleosideos mostrada na Figura 3-1 foi
determinada por Bhakuni e colaboradores (1989, 1990) em hamsters infectados
com amastigotas da cepa Dd-8 de Leishmania donovani. Os animais foram tratados
por cinco dias consecutivos com uma unica dose didria através de injecdo
intraperitoneal. Foram utilizados 2 a 3 animais para cada composto juntamente com
2 a 3 animais ndo tratados mantidos para controle. Uma semana apds a interrupg¢ao
do tratamento, foi realizada bidpsia no figado dos animais para contagem dos
parasitos remanescentes. O percentual de inibi¢do do crescimento do parasito foi
determinado em relagdo aos animais de controle. O alopurinol foi utilizado como
farmaco de referéncia durante os testes. A Tabela 3-1 mostra os valores obtidos
para cada composto da série.

Conforme mencionado na se¢do 2.1, valores expressos em percentagem de
inibicao ndo sdo apropriados para o desenvolvimento de modelos QSAR. Portanto,
estes valores ndo foram usados diretamente na proposi¢cdo do modelo QSAR, mas
transformados em valores binarios de atividade. Desta forma, moléculas que
expressaram percentagem de inibicdo ndo nula foram consideradas ativas e
rotuladas com o valor unitirio. As inativas receberam valor nulo. Esta
transformacao permite que os dados sejam tratados através de regressao logistica

que sera detalhada mais adiante.

3.2 Analise conformacional

De acordo com o que foi apresentado na se¢do 2.2, a andlise conformacional
estuda a variacdo de energia da molécula em func¢do das variagdes nos seus angulos
diedros. E neste estigio que € eleita a conformagdo da qual serdo extraidas as

propriedades moleculares.
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Figura 3-1: Série de nucleosideos com atividade leishmanicida avaliada irn vivo (BHAKUNI
et al., 1989 e 1990).
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Tabela 3-1: Percentagem de inibicao do crescimento de formas amastigotas de Leishmania
donovani in vivo (BHAKUNI et al., 1989 e 1990).

o Dose % de Inibicao
N° Composto (mg/kg) (in vivo)
1 25 88
2 25 0
3 25 0
4 25 0
5 25 0
6 25 76
7 25 0
8 10 67
9 25 0
10 25 0
11 25 46
12 25 51
13 25 80
14 25 87
15 25 80
16 25 0
17 25 25
18 25 82
19 25 75
20 25 0
21 25 15

A andlise conformacional realizada no presente trabalho utilizou-se de um
sistema baseado em regras (ver secdo 2.2.5). O programa utilizado foi 0 OMEGA'
que figura entre os mais aceitos pela comunidade cientifica em funcdo de
reproduzir conformacdes em boa concordancia com estruturas cristalogréficas a
uma excelente razio de velocidade e desempenho (BOSTROM, 2001, PEROLA e
CHARIFSON, 2004).

' Os programas computacionais utilizados serdo referenciados utilizando letras capitais.
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As quatro etapas que compdem o estudo conformacional mencionadas na
secdo 2.2 estdo integradas a rotina deste programa e sdo tratadas através de
palavras-chave antes da execucdo por meio de um arquivo de parametros de
controle. As conformacdes geradas foram consideradas duplicadas se, na
comparacdo com as conformagdes jd aceitas como unicas, o desvio no RMSD (v.
Apéndice I) entre as coordenadas fosse inferior a 0,8 A.

Todas as conformacodes foram submetidas a otimizacdo utilizando mecanica
molecular com o campo de forca MMFF corrigido com o termo de solvatacdo de
Sheffield a fim de simular o meio aquoso. Os demais parametros do programa
foram mantidos na defini¢do padrdo. Finalmente, as conformacdes foram aceitas no
intervalo de energia até 13 kcal/mol do minimo global encontrado e foram
enumeradas em ordem crescente de energia.

No caso da série dos nucleosideos, é importante mencionar que a forma
tautomérica adotada para as moléculas fornecidas como entrada para a andlise
conformacional foi a forma ceto (ver Figura 3-1) por se tratar da forma mais estavel
na fase gasosa e em solu¢@o conforme o trabalho de Orozco et al. (1996). O nimero
total de conformacdes geradas para esta série foi de 4699.

Em seguida, as conformac¢des foram reordenadas por energia sem otimizagao
de geometria utilizando valores provenientes dos cdlculos semi-empiricos que
incluiram efeitos de solvatacdo. Estes cdlculos, para cada conformacio, foram
conduzidos em um unico ponto (single point) utilizando método semi-empirico
com hamiltoniano PM3 juntamente com solvata¢do implicita em dgua através do
método continuo do solvente (solvent continuum method), SM5.42R, implementado
no programa AMSOL 7.1. Célculos em um tnico ponto no vicuo também foram
realizados para fins de comparacao.

Efeitos de solvatacdo permitem a redistribuicio de elétrons através da

molécula e tendem a favorecer configuracdes com momentos dipolares mais
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elevados. Como conseqiiéncia, modelos em solu¢do aquosa em geral prevéem
conformeros estaveis diferentes quando comparados a fase gasosa. A Tabela 3-2
mostra que as conformagdes mais estdveis em solucdo aquosa e no vacuo foram
diferentes para a grande maioria das moléculas. Também foi observado que, de um
modo geral, as conformagdes mais estdveis em solu¢do aquosa ndo necessariamente
eram mais polares do que as moléculas mais estdveis no vacuo.

No presente trabalho, as moléculas de menor energia em solu¢cdo aquosa
serdo utilizadas na confeccdo do modelo e a representatividade destas
conformagdes em relacdo ao conjunto conformacional serd avaliada por meio do

modelo obtido.

3.3 Calculo dos descritores moleculares
Uma gama de 1492 descritores moleculares foi calculada para cada

conformacdo gerada (ver Tabela 2-2). A maioria dos descritores foi obtida com o
programa DRAGON. Estes descritores foram divididos de acordo com a
dimensionalidade da molécula envolvida nos calculos:

e Descritores unidimensionais: 294;

e Descritores bidimensionais: 468;

e Descritores tridimensionais: 721;
Adicionalmente, foram incluidos nove descritores eletrOnicos provenientes dos
célculos quanticos com o programa AMSOL 7.1 considerando efeitos de

solvatagao.
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Tabela 3-2: Comparacdes entre as conformacoes mais estaveis obtidas em solu¢ao aquosa e
no vacuo para a série dos nucleosideos. Os valores de RMSD correspondem as diferencas
entre as coordenadas das conformacoes.

Molécula Conformagao N° AHsoucio AHvsens RMSD (&)
N° Solucao Vacuo (kcal/mol) (kcal/mol) Sol. Aq./Vac.
Aquosa

1 1 1 28,28 46,68 0
2 2 2 -19,40 0,03 0
3 4 4 28,34 45,36 0
4 8 8 -13,12 3,457 0
5 1 1 -22,40 -0,48 0
6 16 3 -146,48 -119,28 1,24
7 17 1 -156,89 -122,95 2,82
8 69 6 -146,52 -117,78 0,80
9 11 4 -155,48 -117,96 2,82
10 13 3 -156,09 -117,78 2,61
11 2 2 -41,43 -12,52 0
12 77 9 -147,23 -118,12 1,28
13 7 7 -156,97 -123,42 0
14 47 27 -144,41 -113,78 2,48
15 13 6 -153,35 -116,89 2,71
16 60 42 -65,25 -40,56 1,48
17 64 42 -17,21 5,065 1,47
18 3596 1586 -66,94 -44,62 2,40
19 179 23 -113,35 -84,10 1,72
20 142 125 -65,02 -38,67 1,50
21 213 3 -64,56 -37.,83 2,09




86 Capitulo 3: Estudos Sobre Nucleosideos

3.4 Selecao dos descritores

Dada a grande quantidade de descritores fez-se necessério a adocdo de uma
estratégia para a selecdo de varidveis. Inicialmente, os dados foram pré-processados
por um método ndo supervisionado baseado em filtros.

A abordagem é conhecida como UFS (ver secdo 2.4). O limite de corte
estabelecido para a projecdo ortogonal durante o pré-processamento foi de 0,99. O
numero de descritores reduziu para vinte conforme mostrado na Tabela 3-3.

Nas andlises regressao linear multipla € necessirio que as varidveis sejam
independentes e, na pritica corrente, recomenda-se o uso de varidveis cuja
correlacdo ndo seja superior a 0,6 - 0,7 (KUBINYI, 1993). A colinearidade na
regressao logistica tem os mesmos efeitos que na regressao linear. A inclusdao de
varidveis fortemente correlacionadas pode resultar em modelos imprecisos.
Meétodos para identificacdo de colinearidade entre varidveis podem apresentar
diferentes niveis de sofisticacdo e, normalmente, as publicacdes falham por
insuficiéncia descritiva a respeito do método e critérios empregados na andlise de
multicolinearidade (BAGLEY et al., 2001; MIKOLAJCZYK, 2008). No presente
trabalho, a colinearidade entre os descritores foi avaliada através do coeficiente de
correlacio de Pearson”. A Tabela 3-4 mostra que o subconjunto de varidveis
selecionadas apresenta valores baixos de correlagdo. Os valores mais altos de
correlacdo encontrados foram para os pares de descritores nH/R3m+, N-066/ISH
com -0,620 e -0,645 respectivamente.

O processo de selecao de varidveis prosseguiu utilizando um método baseado
em envoltorios (wrappers) disponivel no programa ORANGE (médulo Logistic

Regression Classifier). Neste caso, o algoritmo de aprendizado foi a prépria

? Consultar Apéndice L.
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regressdo logistica utilizada como uma funcdo de mérito para avaliar cada

subconjunto proposto de variaveis.

Tabela 3-3: Descritores selecionados apds pré-processamento com o método UFS.

Codigo

Descricao

Tipo de Descritor

nH

Nimero de atomos de hidrogénio

nCOORPh  Nymero de ésteres aromaticos

nNH2Ph
N-066

MATS2e

PJI3
Mor08u
Mor24u
Mor32u
Mor04m
Morl17m
Mor12v

Mor26v
Mor28v
Mor31v
E2u
ISH

HATSS8u
R3m+

Dip

Numero de aminas primarias aromaticas

AI-NH?2 (Ghose-Crippen)

Autocorrelagdo de Moran - 2° intervalo/ponderada pela
eletronegatividade de Sanderson

Indice de forma Petijean 3D

3D-MoRSE - sinal 8/ndo ponderado

3D-MoRSE - sinal 24/n3o ponderado

3D-MoRSE - sinal 32/ndo ponderado

3D-MoRSE - sinal 04/ponderado pelo peso molecular

3D-MoRSE - sinal 17/ponderado pelo peso molecular

3D-MoRSE - sinal 12/ponderado pelo volume de van der
Waals

3D-MoRSE - sinal 26/ponderado pelo volume de van der
Waals

3D-MoRSE - sinal 28/ponderado pelo volume de van der
Waals

3D-MoRSE - sinal 31/ponderado pelo volume de van der
Waals

2* componente de acessibilidade direcional {indice
WHIM/nio ponderado

Conteido padronizado de informacdo sobre o leverage
equality

Leverage-ponderado correlagdo de intervalo 8/ndao ponderado

R méximo de correlacdo de intervalo 3/ponderada pela massa
atdmica
Momento dipolar total

Constitucional
Grupos Funcionais

Grupos Funcionais

Fragmentos dtomo-
centrado
Autocorrelacoes
2D

Geométrico
3D-MoRSE
3D-MoRSE
3D-MoRSE
3D-MoRSE
3D-MoRSE

3D-MoRSE
3D-MoRSE
3D-MoRSE
3D-MoRSE
WHIM

GETWAY
GETWAY
GETWAY

Eletronico
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Os subconjuntos de varidveis submetidos ao processo seletivo foram
propostos através de uma combinacdo de selecdo prospectiva e eliminacdo
retrospectiva (stepwise selection) limitando-se sistematicamente o ndmero de
descritores entre um e quatro. Os resultados desta etapa encontram-se na

Tabela 3-5. A acuricia de classificacdo aumentou a cada inclusdao de
descritores atingindo o valor mdximo em torno de 86% com quatro varidveis. Os
descritores selecionados favorecem o reconhecimento das moléculas ativas (casos
de sucesso), pois os valores de especificidade se mantém maiores que os valores de
sensibilidade.

Entretanto, no que diz respeito as moléculas classificadas erroneamente
pode-se observar que os problemas de classificacdo ocorreram de forma persistente
com as moléculas 2, 16, 17, 20 e 21 (ver Figura 3-2). A comparagdo entre as
moléculas 6 ¢ 7, 8 ¢ 9, 16 e 17 e 19 e 20 (ver Figura 3-3) sugere que outros
descritores eletronicos deveriam ser incorporados ao conjunto de dados nesta fase
do processo de selecdo, pois a presenca de grupos doadores e retiradores de

elétrons causaram diferencgas na atividade bioldgica.

O

HN P N Nz N= :ﬁj
0 W W <\|\\|/'| <}~|/1N

N N -N N~
-N -N N
J NH N N P ,
N e}

Figura 3-2: Moléculas classificadas erroneamente independente do niimero de variaveis
selecionadas
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NH
I
N |
\—fl y
OH OH
6 - Ativa
0]
[l
NH
Py
HO Oj N ?
/
OH OH
8 - Ativa
C NH,
HN Ni
N/ <\ Y/
_'( \ N—< lrlq
o— o~
J ]
[ [
HO HO
16 - Inativa 17 - Ativa

OH OH

9 - Inativa

HO HO

20 - Inativa

[ ]
HO hN

21 - Ativa

Figura 3-3: Grupos de moléculas similares cuja diferenca reside na presenca de grupos
doadores e retiradores de elétrons.

O processo seletivo foi repetido incluindo oito descritores eletrOnicos que

foram eliminados durante o filtro com o método UFS, a saber: o calor de formacao

(4H)), a energia eletronica (EE), a energia de repulsdo cerne-cerne (CCR), a energia

do HOMO (E;,m0), a energia do LUMO (E,,,), a diferenca de energia entre o

LUMO e o HOMO (Gap(Lumo,Homo)), a diferenca de energia entre o HOMO e o

HOMO-1, (Gap(Homo, Homo-1)) e a energia de solvatacao (AG,,uzer).
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Esta estratégia se mostrou eficaz visto que houve uma melhoria na acuricia
de classificacdo (ver Tabela 3-6) ao se considerar descritores eletronicos entre as
varidveis explicativas.

A Tabela 3-7 mostra os valores de correlagdo entre os descritores eletronicos
incluidos e os descritores selecionados através do método UFS. Este conjunto de
dados é um exemplo real onde a combinacdo de certas varidveis apresenta boa
capacidade de previsdo, mas estas sdo excluidas durante o processo automatizado
de selecdo de varidveis devido a correlagdo com outras varidveis (ver secdo 2.4).

Paralelamente, um método embutido de selecao de varidveis foi aplicado ao
conjunto de dados a fim de investigar a possibilidade de criacdo de regras simples
para a classificacdo dos compostos em ativos e inativos através de uma arvore de
classificacdo. Os resultados desta etapa serdo apresentados em uma sec¢ao propria

mais adiante (ver se¢do 3.5).

3.5 Proposicdao do modelo

As combinagdes de duas e trés varidveis apresentaram poder classificatorio
semelhante (ver Tabela 3-6) e foram utilizadas na proposi¢io de modelos. Os
resultados obtidos foram avaliados de acordo com os principios de Setubal (ver
secdo 2.1 e 2.5.3) a fim de eleger o modelo mais apropriado para a série de
compostos em estudo.

Os modelos encontrados com o auxilio do programa GRETL (médulo Logir)

para duas e trés variaveis foram:

Logit(P) = =32,318[Mor26v]—7,928/Gap(HOMO, HOMO — 1)+ 8,794 (3.1)

&

Logit(P) = -30,901[Mor26v]-8,037[Gap(HOMO, HOMO - 1)]- 0,002|AH , [+8,603  (3.2)
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Tabela 3-7: Matriz de correlaciao para os descritores eletronicos em relacao ao conjunto de
descritores selecionados via UFS. Os descritores com correlacio superior a 0,6 foram
destacados com fundo preto na tabela.

5 \
E E
o ] .
o g g r E 3
—— 5 @
3 i 3 2 E £ £ :
w u J 2 Q
L a
o
o 3
nH -0,200 -0,973 0,973 0,327 0,078 0,153 -0,270 -0,286
nCOORFh 0,064 0,080 0,055 0,326 0,095 0,288 -0,237 0,149
nNH2Ph -0,061 0,238 0,241 0,517 -0,118 0,631 -0,262
N-0G6 0,072 0,083 -0,082 -0,333 0,101 0,297 0,718 -0,031
3 -0,03 9 X K 5
MATSZe 0,489 0,038 0,030 0,05 0,096 0,037 0,079 0,570
15 0 6 ! 0.056 0 5 s
PUI3 0,159 0,144 0,146 0,108 0,056 0,115 0,156 0,102
0,156 0, 0, 0,195 0,305
Mor08u 0,156 0,114 0,117 0,151 0,124 0,001 0,19 0,30
-0,665 0,254 0,242 0,114 0,057 0,029 -0,008 -0,562
Mor24u
0,436 -0,062 0,071 -0,193 0,734 0,703 -0,088 0,271
Mor32u
0,348 0,123 0,118 -0,228 -0,546 -0,280 -0,281 0,427
Mor0dm
0,105 0,565 0,570 0,189 0,353 0,154 0,049 -0,050
Mor17m
-0,195 0,117 0,114 -0,092 -0,051 0,020 0,075 -0,123
Mor12v
Mor26v 0,433 0,347 0,341 0,258 0,234 40,353 0,039 0,458
-0,129 0,035 0,038 0,080 -0,079 0,115 0,022 0,004
Mor28v
0,126 0,518 0,523 0,375 -0,074 -0,303 -0,044 0,132
Mor31v
E2u -0,112 -0,349 0,350 -0,084 0,373 0,348 -0,154 -0,183
ISH 0,215 -0,007 0,011 0,055 0,310 0,279 0,305 0,370
- ,085 -0, -0,276 -0,31 : -0,19
HATSSU 0,349 0,08 0,096 0,255 0,276 0,384 0,244 0,197
-0,316 0,519 0,527 -0,057 0,233 0,146 0,271 -0,221
R3m+
Dip -0,492 0,273 0,266 0,040 0,333 0,236 -0,035 -0,645
AHF 1,000 0,297 -0,279 -0,053 0,129 0,136 -0,074 0912
EE 0,297 1,000 -1,000 -0,299 -0,101 0,116 0,246 0,374
CCR -0,279 m 1,000 0,301 0,107 0,113 0,248 -0,359
-0,053 -0,299 0,301 1,000 0,045 -0,619 0,539 -0,203
Ehomo
0,129 -0,101 0,107 0,045 1,000 0,757 0,228 -0,118
Elumo
0,136 0,116 0,113 -0,619 0,757 1,000 0173 0,040
GAP(Lumo,Homo) ' ' ' ' ' '
GAP(Homo, Homo-1) -0,074 0,246 -0,246 0,539 0,228 0,173 1,000 -0,097

0,374 -0,358 -0,203 0,118 0,040 -0,097 1,000
AGwater ! ! '
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Além dos indicadores da Tabela 3-6, outros indices de confiabilidade destes
modelos podem ser encontrados na Tabela 3-8. A andlise dos valores calculados
para os indicadores -2In(Verossimilhanga), Critério de Informacdao de Akaike e
Critério Bayesiano de Schwarz, indica que a inclusdo da terceira varidvel ndo
representou um ganho real. Portanto, o modelo QSAR final eleito € representado
pela Eq. 3.1. O nimero de varidveis explicativas do modelo final estd consistente
com a recomendacdo corrente de usar 10 observacOes (ou eventos) para cada

variavel incluida no modelo (PEDUZZI et al., 1996).

Tabela 3-8: Indices de confiabilidade para os modelos com duas e trés variaveis.

Modelo -2In(Verossimilhanga) Pseudo-Ryicradden AICT BIC'
3.1 -7,586 0,47 21,17 24,31
3.2 -7,568 0,47 23,14 27,31

"Critério de Informacio de Akaike.
"Critério de Bayesiano de Schwarz.
Para explicacdo detalhada sobre os indices apresentados nesta tabela consultar secio 2.5.3

Ambos descritores aparecem com sinal negativo na equacao. Isto significa
que a cada decréscimo nos seus valores aumenta a probabilidade de que a molécula
seja ativa. A Figura 3-4 mostra a variacdo dos valores da probabilidade, P, em
fun¢do dos descritores Mor26v e Gap(Homo, Homo-1). Como mostrado na Figura
3-4(b), a regido clara corresponde aos valores dos descritores que mantém a
probabilidade acima de 50%, ou seja, as moléculas que apresentam valores de
Mor26v e Gap(Homo, Homo-1) nesta regido sdo previstas como ativas. Na regiao
violeta as moléculas sdo previstas como inativas. Para uma mesma molécula, as
conformagdes podem apresentar combinacdes destes descritores na faixa que divide
estas regidoes. Nesta faixa, pequenas variacOes nos valores dos descritores sao

suficientes para que a classificagdo da conformagdo mude entre ativa e inativa.
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Figura 3-4: (a) Valores da probabilidade, P, em funcdo dos descritores Mor26v e
Gap(Homo, Homo-1). (b) Curvas de nivel da superficie de probabilidade. A regiao clara
corresponde aos valores dos descritores que mantém a probabilidade acima de 50%, ou
seja, as moléculas que apresentam valores de Mor26v e Gap(Homo, Homo-1) nesta regiao
sdo previstas como ativas. Na regiao violeta as moléculas sao previstas como inativas.
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Mor26v € calculado a partir da equagdo de difracdo eletronica, portanto, € um
descritor que codifica informacdes tridimensionais das moléculas. Para esta série de
compostos, em particular, fica clara a relagdo deste descritor com a quiralidade das
moléculas apds andlise da Tabela 3-9. O descritor Mor26v assume um valor
positivo para o composto 6 ao passo que para o composto 14 este valor é negativo.
Entretanto, a tnica diferenca estrutural entre estes compostos € a quiralidade (ver
Figura 3-5). O mesmo comportamento para o sinal de Mor26v € observado para os
pares de compostos 7/15, 10/13, 12/14 (ver Figura 3-5).

Estas diferencas de quiralidade t€ém influéncia sobre a atividade destes
compostos. Apesar da mudanca na quiralidade, os pares de compostos 6/14, 6/8,
12/14, 13/15 sdo ativos assim como 7/9 e 9/10 sdo inativos (ver Figura 3-6). Isto
demonstra que a quiralidade ndo € a unica propriedade molecular que determina a
atividade bioldgica destas moléculas.

A adi¢do do descritor Gap(Homo,Homo-1) complementa a classificacdo do
modelo visto que as moléculas ativas mostraram diferencas menores entre estes
orbitais e as inativas diferencas maiores (ver Tabela 3-9). Barone e colaboradores
(1996) observaram que o descritor Gap(Homo,Homo-1) estava intimamente
relacionado com a atividade carcinogénica de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos. A mesma dependéncia foi encontrada entre hormonios derivados de
progesterona (BRAGA et al., 2000). Entretanto, a correlacdo deste descritor com a
atividade bioldgica ndo € claramente compreendida.

Para esta série de nucleosideos, HOMO e HOMO-1 sao orbitais « localizados
no esqueleto do Alopurinol. A aparéncia do HOMO das moléculas 8 e 9, por
exemplo, sdo praticamente idénticas. Entretanto, para HOMO-1 observam-se
diferencas que estdo relacionadas aos efeitos dos substituintes (ver Figura 3-7)

sobre a estrutura eletronica das moléculas.
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Tabela 3-9: Valores numéricos para os descritores Mor26v e Gap(Homo,Homo-1) para o
conjunto de trabalho e o conjunto de teste.

Gap(Homo,Homo-1) P(A=1)"

Molécula Mor26v Atividade Binaria
(eV) Calculada

Conjunto de Trabalho
1 0,004 0,7568 0,93 1,0
2 0,052 0,8810 0,53 0,0
3 0,139 1,0819 0,01 0,0
4 0,145 0,7168 0,17 0,0
5 0,082 1,0581 0,10 0,0
6 0,059 0,7098 0,78 1,0
7 0,083 1,0250 0,12 0,0
8 0,056 0,7131 0,79 1,0
9 0,038 1,0890 0,26 0,0
10 0,037 1,0710 0,29 0,0
11 -0,002 0,5708 0,99 1,0
12 0,029 0,7151 0,90 1,0
13 -0,015 1,0116 0,78 1,0
14 -0,023 0,6994 0,98 1,0
15 -0,014 1,0226 0,76 1,0
16 0,051 0,9062 0,49 0,0
17 0,111 1,1021 0,03 1,0
18 -0,032 0,5759 0,99 1,0
19 -0,025 0,9083 0,92 1,0
20 0,050 1,0879 0,19 0,0
21 0,106 0,0313 0,99 1,0
Conjunto de Teste
22 0,000 1,0682 0,58 1,0
23 0,000 0,3273 1,00 1,0
24 0,000 1,3829 0,10 0,0
25 0,000 1,3941 0,09 0,0
26 0,000 1,4164 0,08 1,0
27 0,000 2,0641 0,00 1,0
28 0,000 2,0012 0,00 1,0
29 0,000 1,6613 0,01 1,0
30 0,000 0,8760 0,86 1,0
31 0,000 1,4018 0,09 1,0
32 0,000 0,1121 1,00 1,0
33 0,000 1,2116 0,31 1,0
34 0,000 0,9509 0,78 1,0
35 0,000 1,0209 0,67 1,0

P(A=1)éa probabilidade de que a atividade assuma um valor unitério.
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OH OH OH OH

Figura 3-5: Moléculas que diferem entre si pela quiralidade e que apresentam sinais
opostos para o descritor Mor26v.
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Figura 3-6: Grafico dos valores de Mor26v para o conjunto de trabalho. As moléculas ativas
estao representadas em verde e as inativas em vermelho.

A magnitude do Gap(Homo,Homo-1) ndo € afetada pela quiralidade visto
que enantidmeros apresentam valores semelhantes como € o caso dos pares 6/14,
6/8,7/9,7/15, 9/10, 10/13, 12/14 e 13/15.

O papel dos descritores Mor26v e Gap(Homo,Homo-1) na Eq. 3.1 €
complementar: Mor26v distingue conformacdes e enantidbmeros enquanto que
Gap(Homo,Homo-1) distingue as diferengas na estrutura eletronica.

Todos o0s compostos foram classificados adequadamente execeto os
compostos 2 e 17. Este resultado corresponde a 90,5% de acurdcia de classificagcao
(ver Tabela 3-6) que analisada em conjunto com os outros indices de confiabilidade
indica boa qualidade do modelo. Adicionalmente, o modelo foi submetido a
validagdo cruzada (leave-one-out) atingindo 85,7% para a acuricia de classificacio

o que corresponde a um excelente valor para aceitabilidade do modelo.
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(b)

(c) @

Figura 3-7: Orbitais Moleculares HOMO ¢ HOMO-1. (a) HOMO para a molécula 8. (b)
HOMO-1 para a molécula 8. (c) HOMO para a molécula 9. (d) HOMO-1 para a molécula
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3.6 Arvore de classificacdo

A arvore de classificagcdo foi construida com o programa ORANGE (médulo
Classification Tree) usando o conjunto de descritores selecionados com o método
UFS complementado pelos descritores eletronicos mencionados na secao 3.4.

Este método se baseia no ganho de informacao e as varidveis mais relevantes
na criacdo de regras de classificagdo foram novamente os descritores Mor26v e
Gap(Homo, Homo-1).

A classificacao das moléculas em ativas e inativas segue trés regras:

1* Regra: Se o descritor Mor26v < 0,033 entdo a molécula € ativa;

2* Regra: Se o descritor Mor26v > 0,033 e Gap(Homo,homo-1) < 0,715 entdao a
molécula € ativa;

3* Regra: Se o descritor Mor26v > 0,033 e Gap(Homo,Homo-1) > 0,715 entdo a
molécula € inativa.

A Figura 3-8 mostra um resumo grafico destas regras. A acurdcia de
classificacdo atingida foi de 95% sendo que apenas a molécula 17 ndo se enquadra
nas regras geradas. Como pode ser observado, moléculas ativas tendem a
apresentar valores menores para os descritores Mor26v e Gap(Homo,Homo-1). Este
resultado estd de acordo com a tendéncia mostrada pelo modelo de regressdo
logistica (ver Figura 3-4). Estas duas abordagens foram concordantes quanto a
relevancia dos descritores Mor26v e Gap(Homo,Homo-1) para a atividade

leishmanicida de compostos derivados de nucleosideos.

3.7 Analise das Premissas

O presente modelo de regressdo logistica foi construido utilizando os
conformeros de menor energia. Neste caso, assumiu-se que tais conférmeros sao
apropriados para modelar a atividade leishmanicida através de varidveis que

codificam caracteristicas relevantes do conjunto de trabalho.
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<0.033 >=(,033

1.000

<0.715 >=0,7/15
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Figura 3-8: Arvore de classificacio para a série de nucleosideos. O topo da arvore é
ocupado pelo descritor Mor26v que possui maior poder discriminatério de atividade. O
nivel seguinte é ocupado pelo descritor Gap(Homo,Homo-1). As regras de classificacao
estao mostradas acima das caixas.

Para avaliar esta premissa, a Eq. 3.1 foi aplicada a todas as conformacgdes
geradas. A substituicdo numérica dos valores dos descritores de cada conformacgdo
na Eq. 3.1 indica se a conformag¢do em questdo pertence a categoria ativa ou
inativa. A Tabela 3-10 lista a percentagem de conformacOes ativas € inativas
previstas pelo modelo de regressao logistica para cada conjunto conformacional.

No caso da molécula 18, por exemplo, ha 3589 conformeros diferentes na
janela de energia de 13 kcal/mol. Todas as conformagdes desta molécula foram
previstas como ativas pelo modelo. Isto porque os valores calculados para Mor26v
pertencem ao intervalo [-0,15, 0,06] e os valores calculados para o Gap(Homo,
Homo-1) pertencem ao intervalo [0,47, 0,88] eV. Estes intervalos estao localizados
na regido onde a probabilidade de uma molécula (ou conformagdo) ser ativa €

superior a 50% conforme mostrado na Figura 3-4b.
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O mesmo ocorre com as moléculas 1, 3, 5, 6, 8, 11, 12 e 21 onde todas as
conformagdes pertencem a apenas uma categoria (ativa ou inativa). Tomando a
molécula 4 como um outro exemplo, 71,4% do conjunto conformacional
correspondente foi classificado como inativo sendo que o conformero de menor
energia pertence a este grupo. Entretanto, 28,6% das conformacdes desta molécula
foram classificadas como ativas. Para esta molécula, os valores de Mor26v
pertencem ao intervalo [0,05, 0,18] e o Gap(Homo, Homo-1) praticamente n@o
varia, pois os valores estdo em torno de 0,7 eV. Observando a Figura 3-4b, nota-se
que estes valores estdo situados em uma regido onde pequenas variacOes Nos
valores dos descritores influenciam a classificacdo das conformacdes.

Similarmente, as moléculas 2, 7, 9, 10, 13, 15, 16, 17, 19 e 20 apresentam
conformacdes em ambas as categorias. E razodvel pensar que moléculas inativas
possam apresentar conformacoes ativas, porém estas ndo sdo favorecidas durante a
interacdo com a macromolécula alvo. O mesmo raciocinio pode ser aplicado as
conformacgdes inativas de moléculas ativas (BECKER, 2000).

De acordo com a Tabela 3-10, as moléculas 2 e 17, que ndo foram
classificadas adequadamente, apresentariam conformagdes mais apropriadas que se
enquadram nas respectivas categorias de atividade observadas experimentalmente.
Consideragdes sobre o ensemble conformacional sdo objeto de estudo de anélises
QSAR-4D (HOPFINGER et al., 1997) as quais consideram como conformacao
bioativa aquela que otimiza o modelo quantitativo. Apesar de ser possivel atingir
100% de acuricia de classificacdo mudando-se as conformacdes das moléculas 2 e
17, este tipo de abordagem s seria vdlida para o conjunto de trabalho, pois para
previsoes sobre novas moléculas nio seria viavel adotar um critério objetivo para
eleger a conformacao.

A conformacgdo de menor energia explica corretamente a atividade de 19 das

21 moléculas do conjunto de trabalho e, na maioria dos casos, a pertence ao
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conjunto majoritario (> 50% das conformagdes). Portanto, pode-se concluir que as
conformacdes de menor energia foram representativas para todo o conjunto
conformacional, pois capturaram caracteristicas moleculares relevantes para a série

em estudo.

Tabela 3-10: Percentagem de conformactes ativas e inativas estimadas pelo modelo de
regressao logistica para cada grupo conformacional do conjunto de trabalho. O nimero
total de conformacoes para cada molécula esta listado na dltima coluna.

Molécula Conformacoes Previstas
(%) Atividade Numero de
Observada Conformacoes
Inativas Ativas
1 0 100(*) Ativa 1
2 42.9 57.1(%) Inativa 7
3 100(*) 0 Inativa 7
4 71.4(%) 28.6 Inativa 14
5 100(*) 0 Inativa 3
6 0 100(*) Ativa 58
7 85() 15 Inativa 20
8 0 100(*) Ativa 79
9 81.8(*) 18.2 Inativa 11
10 53.8(%) 46.2 Inativa 13
11 0 100(*) Ativa 2
12 0 100(*) Ativa 83
13 17.4 82.6(*) Ativa 23
14 0 100(*) Ativa 49
15 62.5 37.5(*) Ativa 16
16 26.7(%) 73.3 Inativa 60
17 92.2(*) 7.8 Ativa 64
18 0 100(*) Ativa 3598
19 8.9 91.1(%) Ativa 213
20 92.4(%) 7.6 Inativa 145
21 0 100(*) Ativa 233
Total 4699

(*) A conformacao de menor energia pertence a este grupo.
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3.8 Validacao do modelo

O conjunto de teste é formado por quatorze moléculas que compartilham a
estrutura nucleosidica e foram enumeradas de 22 a 35 conforme mostrado na
Figura 3-9. Elas foram selecionadas a partir de dados na literatura (HASAN et al.,
2006; BERMAN et al., 1987; MARR et al., 1984).

As moléculas 22, 23, 26 a 35 exibem atividade leishmanicida. Aciclovir
(molécula 24) e Ganciclovir (molécula 25) sdo inibidores seletivos da enzima
timidina cinase do tipo I e sdo usados no tratamento do virus Herpes simplex. Estes
dois compostos ndo apresentam atividade leishmanicida. De acordo com Birringer
et al. (2005) existem dois tipos de timidina cinase: a do tipo I e a do tipo II. A
timidina cinase do tipo I € expressa no virus Herpes simplex. A timidina cinase do
tipo II é expressa pelo parasito Leishmania (MUYOHBWE et al., 1997). Aciclovir
e Ganciclovir sao inibidores apenas da timidina cinase do tipo I e, por esta razdo,
estes dois farmacos ndo apresentam atividade leishmanicida.

Uma premissa muito importante em quimica medicinal assume que
moléculas similares exibem atividades bioldgicas similares (KUBINYI, 2002).
Apesar da similaridade estrutural do Aciclovir e do Ganciclovir com a molécula 22
(ver Figura 3-9), ndo h4 atividade bioldgica similar, aparentemente quebrando um
paradigma em andlises QSAR.

O mesmo procedimento descrito anteriormente foi repetido para gerar
conformacdes limitando para 1000 conformacdes, no maximo, por molécula. Entdo
a Eq. 3.1 foi aplicada para prever atividade. Os compostos 22 a 25, 30, 32, 34 e 35
foram classificados corretamente pelo modelo de regressao logistica. Entretanto, os
compostos 26, 27, 28, 29, 31 e 33 ndo foram classificados adequadamente, pois

foram considerados inativos pelo modelo de regressdo logistica.
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Figura 3-9: Conjunto de teste para a série dos nucleosideos.
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Como nucleosideos apresentam amplo espectro de atividade, a sele¢do de
compostos por similaridade estrutural para compor o conjunto de teste é uma tarefa
dificil mesmo para nucleosideos com conhecida atividade leishmanicida como os
compostos 26, 27, 28, 29, 31 e 33.

Kubinyi (2002) argumenta que similaridade e diversidade quimica dependem
da estrutura tridimensional e das propriedades do sitio ativo da macromolécula alvo
e que, portanto, estes conceitos ndo sdo facilmente definidos de forma objetiva. O
autor sustenta sua argumentacao mostrando exemplos de diferentes modos de acdo
para moléculas percebidas como similares.

Porém, para compreender a razdo do desvio de previsdo da eq. 3.1 para estes
compostos € necessario efetuar uma andlise do dominio coberto pelo espaco
descritor do modelo. Assim, a andlise do dominio QSAR do modelo proposto foi
realizada usando distancia euclidiana no espacgo descritor e anélise de componentes
principais (PCA) como estidgio de pré-processamento. Ambos sao mddulos
integrantes do programa AMBIT DISCOVERY.

Todos o0s compostos do conjunto de trabalho foram utilizados na
determinag¢do do dominio do modelo e a interpolacao aplicada no conjunto de teste.
Esta andlise revelou que os compostos 27 e 28 ndo pertencem ao dominio do
modelo proposto (ver Figura 3-10). Estes compostos estdo, portanto, fora do escopo
do modelo e devem ser excluidos do conjunto de teste.

O descritor Mor26yv assumiu valores nulos para todas as moléculas do
conjunto de teste e suas respectivas conformacdes (ver Tabela 3-9), portanto, o
poder de discriminacdo do modelo de regressao logistica depende exclusivamente
dos valores do Gap(Homo,Homo-1). O valor minimo encontrado para este descritor
entre as moléculas 26, 29, 31 e 33 foi 1,2 eV. Valores acima deste remetem para a
regido onde as moléculas (ou conformagdes) sdo classificadas como inativas (ver

Figura 3-4).
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Figura 3-10: Analise do dominio de aplicabilidade do modelo QSAR para a série de
nucleosideos. Os compostos 27 e 28 nao pertencem a regiao de interpolacio do modelo.

Seguindo a mesma abordagem feita para o conjunto de trabalho, a Eq. 3.1 foi

aplicada para cada conformagdo do conjunto de teste. Embora as moléculas 27 e 28

nao pertengam ao dominio do modelo apenas por completeza. Os resultados podem

ser conferidos na Tabela 3-11. No conjunto de teste, as conformac¢des de uma dada

molécula foram classificadas em apenas uma categoria (ativa ou inativa). Todas as

conformacgdes para Aciclovir (molécula 24) e Ganciclovir (molécula 25) foram

classificadas como inativas pelo modelo QSAR de regressao logistica. Isto ilustra a

capacidade do modelo em discernir isdsteros.
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Tabela 3-11: Percentagem de conformacées ativas e inativas estimadas pelo modelo de
regressao logistica para cada grupo conformacional do conjunto de teste. O niimero total de
conformacdes para cada molécula esta listado na dltima coluna.

Conformacoes Previstas

, Atividade Nuamero de
Molécula (%) ~
- - Observada Conformacoes
Inativas Ativas
22 0 100(*) Ativa 57
23 0 100(*) Ativa 55
24 100(*) 0 Inativa 29
25 100(*) 0 Inativa 215
26 100(*) 0 Ativa 23
27 100(*) 0 Ativa 35
28 100(*) 0 Ativa 33
29 100(*) 0 Ativa 30
30 0 100(*) Ativa 22
31 100(*) 0 Ativa 1
32 0 100(*) Ativa 24
33 100(*) 0 Ativa 22
34 0 100(*) Ativa 37
35 0 100(*) Ativa 8
Total 591

(*) A conformacao de menor energia pertence a este grupo.

O conjunto de teste originalmente proposto também foi avaliado com as
regras derivadas para a drvore de classificacdo. De acordo com este modelo, todas
as moléculas foram previstas como ativas, inclusive o Aciclovir e o Ganciclovir os
quais sdo inativos. A razado para isto € que, em funcao dos valores nulos de Mor26v,
a atividade para todas as moléculas foi prevista conforme a primeira regra da arvore
de classificagao.

O modelo de regressao logistica atingiu 58% de acurdcia de classificacdo
para o conjunto de teste enquanto que a arvore de classificacdo atingiu 83%.
Apesar do modelo de regressao logistica ter apresentado um desempenho menor do
que a arvore de classificacdo no conjunto de teste, aquele foi capaz de discernir
corretamente moléculas inativas, ou seja, o modelo de regressdo logistica

apresentou sensibilidade (ver secdo 2.5.3).
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Estudos Sobre Antifungicos

Introducao

O presente capitulo trata da obtencdo do modelo QSAR através de regressao
linear maltipla para uma série de antifingicos com a¢do leishmanicida in vitro. Os
compostos pertencentes a esta série apresentam grupos ionizaveis. O estado de
ionizacdo que foi utilizado nos célculos estd fundamentado nas interagcdes
conhecidas destes compostos com as enzimas alvo que participam na sintese do
ergosterol. A descricdao do trabalho realizado segue a mesma estrutura apresentada
no capitulo anterior, ou seja: a andlise conformacional dos compostos pertencentes
ao conjunto de trabalho, a geracdo e selecdo de descritores moleculares, a
proposi¢cdo do modelo e a sua validacdo levando em consideracdo o respectivo

dominio de aplicabilidade.
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4.1 Ensaios bioldgicos

A atividade biolégica da série dos antiftingicos mostrada na Tabela 4-1 foi
determinada por Gebre-Hiwot e Frommel (1993) in vitro em células humanas THP-
I (linhagem monocitica da leucemia humana) infectadas com amastigotas de
Leishmania donovani. Estes compostos sdo inibidores da sintese do ergosterol de
fungos. A motivagdo para investigar fairmacos fungicidas como potencias agentes
leishmanicidas reside na similaridade do metabolismo de lipidios entre fungos e
parasitos de Leishmania. As células infectadas foram encubadas com os farmacos
por seis dias em diferentes concentracdes para a determinacdo da dose efetiva
média, EDsy. Células de controle, ou seja, células infectadas ndo submetidas a
tratamento foram mantidas para referéncia. As medidas foram feitas em triplicatas
e os valores de EDs, determinados a partir da percentagem de inibi¢ao das células
infectadas em relacdo as células de controle. O cetoconazol (ver Tabela 4-1) se
mostrou praticamente inativo durante os ensaios e o valor de EDs, foi estimado por
extrapolacao.

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada através de ensaios MTT
(thiazolyl blue tetrazolium bromide) apds a incubagdo com células ndo infectadas
por seis dias em diferentes concentragdes. Os valores de citotoxicidade foram
expressos em termos de dose letal média, LDsy. A razdo entre LDsy e EDsy €
denominada indice terapéutico, IT. O IT é uma comparacdo entre a quantidade de
um agente terapéutico necessdria para causar um efeito terapéutico e a quantidade

que causa efeitos toxicos.

4.2 Consideracoes sobre o estado de ionizacao

A tendéncia de ionizagdo de um composto € expressa pelo valor da constante

de ionizagdo, K, e € uma funcdo da acidez ou basicidade de grupos presentes no
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Tabela 4-1: Série de antifingicos com atividade leishmanicida avaliada in vitro (Gebre-
Hiwot e Frommel, 1993). Os valores mostrados correspondem a dose efetiva média, ED50, a
dose letal média, LD50, e o indice terapéutico, IT.

. EDso | LDsg
N° | Molécula Estrutura IT
uM) | (uM)
(0]
1 | RO 43-3815 O O HC 17 | 78 | 46
N/
|
Cl O

2 | RO 43-5955 C' 237 | 13,1 | 5.5
N/
O
3 | RO 43-8208 | 10 | 29,5 | 30
N S LN

4 | RO 42-6589 O | 6,22 | 19,7 | 3,2

OH
5 | RO 43-0688 i HOH 1,54 [ 102 | 66

Inibidores de 2,3 oxidoesqualeno ciclase

g O _ OH
S N+
s Cl c O
£ ) Cl
7 6 | Oxiconazol N\p/ 6,69 | 134 | 2,0
(] (O
S [: I
|
3 Cl N
¥ i
.%’ Cl cl
8 /P9
2 7 | Cetoconazol o 0 N, /N4< >300 | 17,7 | <0,1
:é N O\)_/
k= N~
O, ,OH

N+
Amorolfina 6 H\ 4,19 | 384 | 9,2
(0]
N\)\

Inibidor de
A—14 —redutase
€
A-8- A—7-isomerase
oo
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composto. Comumente, esta propriedade € expressa pelo pK, que € definido como
—logK,. O estado de ioniza¢cdo de uma molécula depende do pK, e do pH do

meio com o qual ela interage. O percentual de ionizacdo relaciona estas grandezas

através da expressao:

100
1+10*PPE)

Poionizacdo = 4.1)

onde x = -1 se o composto € acido ou 1 se for bésico.

Os maiores efeitos da ionizacdo sdo refletidos sobre a solubilidade dos
compostos e a permeabilidade através das membranas celulares. Os efeitos da
ionizacdo sao opostos nestas propriedades. Moléculas ionizadas sdo mais soliveis e
menos permedveis, pois a forma neutra € considerada predominante durante a
permeacao por difusdo passiva (KERNS e DI, 2008).

Entretanto, se a molécula interage com um sitio ionizado do receptor, a
forma 1ionizada da molécula favorecerd a interacdo. Por outro lado, a
permeabilidade através das membranas celulares é desfavorecida. Dependendo do

pH do meio e do pK, da molécula, haverd um equilibrio entre a forma ionizada e

a neutra que permitird a permeacdo através das membranas até alcancar o receptor
onde a forma ionizada serd beneficiada. Este equilibrio poderia ocorrer
indefinidamente até que todas as moléculas fossem absorvidas, porém as moléculas
sofrem metabolismo e excrecdo antes de cruzar as membranas e alcangarem o
receptor (SILVERMAN, 2004).

Dependendo do sistema utilizado para obtencdo dos dados bioldgicos
(enzimdtico, celular, in vivo, etc.), o estado de ionizacdo das moléculas interfere
nos valores obtidos para a atividade biologica. Em estudos CoMFA (Comparative
Molecular Field Analysis), por exemplo, recomenda-se que a atividade dos

compostos seja corrigida pelo pK, nos casos onde a ioniza¢do influéncia a
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atividade bioldgica ou € importante para ela a fim de evitar superestimagdo (ou
subestimacgdo) dos valores de atividade (FOLKERS, MERZ e ROGNAN, 2000).
A série de moléculas em estudo apresenta grupos ionizdveis conforme

mostrado na Tabela 4-2. Os valores de pK, foram calculados com o programa

MARVIN e comparados com os valores encontrados na literatura. Apenas a
previsdo feita para amorolfina ndo produziu resultados satisfatérios.

O pH do meio utilizado para os ensaios in vitro conduzidos por Gebre-

Hiwot e Frommel (1993) para estas moléculas ndo foi explicitamente mencionado.
Como os experimentos foram realizados com células humanas THP-1 assume-se

como premissa que o pH do meio seja fisiolégico, ou seja, em torno de 7.4.

Portanto, nestas condi¢des os compostos enumerados de 1 a 5 na Tabela 4-2, estdo
predominantemente ionizados de acordo com a Eq. 4.1. Os demais compostos se
apresentam na forma neutra.

Resta analisar se a ionizagdo destes compostos € importante para a interagdao
com os respectivos receptores. As classes de compostos em estudo sao fungicidas
que apresentam o mesmo modo de a¢do: a inibi¢do da sintese do ergosterol que € o
principal esterol encontrado nas membranas dos fungos. O mecanismo de acao
destes compostos é distinto e ocorre pela inibicdo de enzimas que atuam em etapas
consecutivas na biossintese do ergosterol conforme ilustrado na Figura 4-1.

As estruturas tridimensionais destas enzimas nao foram elucidadas para
Leishmania donovani. Entretanto, as discussdes sobre as interagcdes com as
respectivas enzimas sdo validas para todos os organismos eucariontes.

A enzima 2,3-oxidoesqualeno ciclase converte epdxido esqualeno em
lanosterol através de uma reacdo de ciclizacdo que envolve a formacdo de
carbocdtions na porcao final do esqueleto esteroidal. O sitio ativo desta enzima

acomoda tanto a por¢ao lipofilica do esqualeno quanto o carbocétion intermediério.
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Tabela 4-2: Série de antifiingicos com acado leishmanicida in vitro. Os fragmentos
destacados nas moléculas correspondem a partes ionizaveis. Os valores de pK, foram
calculados teoricamente e comparados com valores experimentais da literatura.

K
N° Estrutura P2 —
Calc. Exp. Referéncia
o
1 ‘)‘\‘Wv 9.8 98 | HALL, 1957
00 -
cr o

2 \N/ 9.8 9.8 HALL, 1957
O
3 o/\/\/\/ N 9.8 9.8 HALL, 1957

o}

4 O % 9,8 9,8 HALL, 1957
O R NN

o}

5 / L 9,8 9,8 HALL, 1957
o Ci Ci
N Coerente com a
6 @\ﬁo h 6,7 - faixa relatada por
ol -

S BEGGS, 1991
=N
(¢]] 1 1
q: e Plpefgma 30 | BEGGS, 1991
71 Y 0 o—< >—-N N ’
N b~ \_/Y< Imidazol
NS 67 6.5 BEGGS, 1991

5<©\)\ % DRUG
8 o 8.5 6,6 | INFORMATION
N AL SYSTEM
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Figura 4-1: Esquema simplificado da biossintese do ergosterol com as enzimas e os
respectivos inibidores em estudo no presente trabalho. Os niimeros EC se referem a
classificacio das enzimas conforme sistema internacional. Extraido e adaptado de
THOMAS, 2003.

A regido do sitio onde ocorre a protonacdo do esqualeno € formada por residuos de
acido aspartico que sdo responsaveis por estabilizar o complexo devido a carga

negativa. Inibidores desta enzima mimetizam estas interagdes com a presenga de
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Figura 4-2: Sitio ativo da enzima esqualeno-hopeno ciclase co-cristalizada com um inibidor
da enzima oxidoesqualeno humana (cédigo de acesso no Protein Data Bank 1H36). A

esqualeno-hopeno ciclase apresenta arquitetura do sitio ativo similar a oxidoesqualeno

ciclase. A amina terciaria (destacada no circulo tracejado) interage na forma ionizada com
uma molécula de agua que coordena a interacao com os residuos ASP374, ASP376, ASP377.

grupos ionizaveis em suas estruturas, tais como aminas tercidrias, cuja estabilizacdo
com os residuos de acido aspartico ocorre com o auxilio de uma molécula de dgua
(LENHART et al., 2003) conforme mostrado na Figura 4-2. Portanto, as aminas
tercidrias presentes nos compostos 1 a 5 (ver Tabela 4-2) simulam o estado de
transi¢do do complexo enzima-substrato quando estdo na forma ionizada. Logo,
esta € a forma favorecida na interacdo destes compostos com o receptor.

A enzima lanosterol 14o-desmetilase € uma enzima pertencente a
superfamilia de citocromos P450 e também € conhecida por CYP51. Imidazois
como cetoconazol e oxiconazol bem como triazdis tais como itraconazol e
fluconazol sdo exemplos de inibidores desta enzima. A inibi¢do da atividade desta

enzima por estas classes de compostos € atribuida a coordenagdo de um dos atomos
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Figura 4-3: Sitio ativo da enzima lanosterol 14a-desmetilase da Mycobacterium
tuberculosis co-cristalizada com o inibidor fluconazol (codigo de acesso no Protein Data
1EA1). O anel triazol interage na forma neutra com o atomo de Ferro do grupo HEME.

de nitrogénio do anel azol com o dtomo de ferro do grupo heme como pode ser
observado na Figura 4-3. A interacdo com esta enzima s6 € possivel na forma ndo
ionizada.

As enzimas A-14-esterol redutase e A-7-A-8-isomerase ndo possuem
estrutura tridimensional elucidada até o presente momento. Portanto, ndo se pode
afirmar preferéncia da amorolfina pelo estado ionizado. Como esta molécula se

apresenta na forma neutra em pH fisioldgico, este serd o estado adotado.

4.3 Analise conformacional

A analise conformacional foi realizada de duas maneiras distintas com o
programa OMEGA. Na primeira abordagem, todos os compostos foram

considerados na forma neutra. Na segunda abordagem, a amina tercidria dos



120 Capitulo 4: Estudos Sobre Antifiingicos

compostos enumerados de 1 a 5 na Tabela 4-2 foi considerada na forma protonada
que € a forma preferencial de interacdo com a enzima alvo. Os demais compostos
foram mantidos na forma neutra. A janela de energia considerada durante as
andlises foi de 13 kcal/mol em relagdo minimo global encontrado. Todas as
conformacgdes foram otimizadas com o campo de forca MMFF corrigido com o
termo de solvatacdo de Sheffield. O critério de corte estabelecido para eliminacio
de conformacgdes duplicadas foi ajustado de uma abordagem para outra em funcao
do numero excessivo de conformacgdes geradas devido a flexibilidade das
moléculas. Na primeira abordagem, foi utilizado um RMSD < 0,8A e que resultou
em 23062 conformacdes. Na segunda abordagem, este critério foi elevado para
RMSD < 1,6A e o nimero de conformacdes geradas foram de 2232.

O passo seguinte foi a reordenacao por energia sem otimizacdo de geometria
de acordo com os valores obtidos por meio de calculos semi-empiricos single point
com hamiltoniano PM3 tanto no vacuo quanto em meio aquoso através do modelo
para solvente SM5.42R. Todos os calculos foram realizados com o programa
AMSOL 7.1.

Os resultados obtidos para a primeira abordagem da andlise conformacional
serdo utilizados em momento oportuno com o propdsito de avaliar a influéncia da
ionizacdo sobre os descritores utilizados na proposi¢do do modelo. Por ora, os
resultados apresentados estardo voltados para a segunda abordagem.

A comparacdo entre as conformacdes mais estdveis obtidas no vacuo e em
solucdo aquosa encontra-se na Tabela 4-3. Nota-se o mesmo perfil encontrado para
a série dos nucleosideos, ou seja, as moléculas mais estdveis no vicuo nao sao
necessariamente as mais estaveis em solucdo. As conformagdes mais favorecidas

foram aquelas com maiores valores para 0 momento dipolar.



Capitulo 4: Estudos Sobre Antifiingicos 121

Tabela 4-3: Comparacdo entre as conformacoes mais estaveis obtidas em solucdo e no
vacuo para a série dos antifiingicos. Os valores de energia foram calculados utilizando a
forma ionizada para as moléculas de 1 a 5 e a forma neutra para as demais.

Conformagio N° AHsougio AHyseio  RMSD (A)
N’ Molécula Solugao Vacuo (kcal/mol) (kcal/mol) Sol.Aq./Vac.
Aquosa
1 RO 43-3815 6 222 87,58 148,62 3,24
2 RO 43-5955 2 207 83,10 148,11 1,65
3 RO 43-8208 26 111 50,63 116,65 1,60
4 RO 42-6589 111 58 50,74 119,37 1,71
5 RO 43-0688 3 268 82,88 146,30 2,46
6 Oxiconazol 149 20 85,89 95,09 2,90
7 Cetoconazol 65 1 -58,57 -36,99 2,27
8 Amorolfina 41 2 -63,02 -59,92 1,88

4.4 Calculo dos descritores moleculares

Tomando-se como base a experiéncia obtida com a série dos nucleosideos,
foram considerados na modelagem dos dados descritores eletronicos provenientes
dos cdlculos quanticos e descritores correlacionados com propriedades
farmacocinéticas.

Ao todo foram calculados 14 descritores, a saber: o calor de formagao (AH)),
a energia eletronica (EE), a energia de repulsdao cerne-cerne (CCR), a energia do
HOMO (E},m0), a energia do LUMO (E,,,), a diferenca de energia entre o LUMO
e o HOMO (GAP(Lumo,Homo)), a diferenca de energia entre o HOMO e o
HOMO-1, (GAP(Homo,Homo-1)), o momento dipolar total (Dip), a energia de

solvatacdo (AG,,u.r), 0 peso molecular (MW), o coeficiente de distribuicdo no pH

7,4 (logD7,), a refratividade molar (MR), o nimero total de aceptores e doadores de
pontes de hidrogénio (H-Bond) e a 4rea da superficie polar (TPSA).
Os nove primeiros descritores foram provenientes dos cédlculos quanticos

mencionados na secdo 4.2 considerando os efeitos de solvatagdo. Os descritores
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MW, MR e H-Bond foram calculados com o programa DRAGON ao passo que
logD;, e TPSA foram calculados com os programas MARVIN e
MOLINSPIRATION respectivamente.

Os ultimos cinco descritores citados acima estdo relacionados com o
tamanho, com a forma molecular, com a capacidade de estabelecer pontes de
hidrogénio, com a lipofilicidade e com a drea da superficie polar. Estes parametros
sdo comumente utilizados para prever absor¢do de moléculas (ERTL et al., 2000).
A refratividade molar € um descritor abrangente, pois estd correlacionado com a
lipofilicidade, com o volume molar, volume estérico e a polarizabilidade. Quanto
maior a parte polar de uma molécula maior é o valor de MR (KUBINYI, 1993). O
logD7, é uma correcdo aplicada ao coeficiente de particao octanol-dgua, logP, que

leva em consideragdo a ionizacdo das moléculas. Este descritor € definido por:

log D =log P —log(1 + 10" ~PKa)y (4.2)

onde x=-1 se o composto € acido ou 1 se for basico.
Ap0s o célculo do coeficiente de correlagdo de Pearson para este conjunto de
variaveis, verificou-se que muitos pares de varidveis estdo correlacionados entre si

apresentando correlacdo acima de 0,6 (ver Tabela 4-4).

4.5 Selecao dos descritores

Como o composto cetoconazol se mostrou inativo e o valor de atividade para
EDs, foi obtido por extrapolacdo, este dado foi removido do conjunto de dados
durante o procedimento de selecao de variaveis e proposi¢ao do modelo.

O processo de selecdo de varidveis utilizou um método supervisionado
baseado em envoltério onde o algoritmo de aprendizado foi a prépria funcdo de

regressao linear. As varidveis foram avaliadas através de busca sistematica por
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modelos de uma e duas varidveis visto que o conjunto de trabalho é composto por

apenas sete moléculas. O programa utilizado nesta etapa foi o BUILDQSAR.

4.6 Proposicao do modelo
O melhor modelo obtido correlaciona a atividade leishmanicida dos
antifingicos estudados com os descritores energia eletronica e a drea da superficie

polar. O modelo obtido € descrito por:

L) 0,0001(+0,0000)[EE] - 0,0285(£0,01 1 1)[TPSA] + 3,348
ED;, (4.3)

n=7, r=0976; s=0,084; F=4083; Q°=0866; SPRESS=0,142

log(

onde n € o numero de compostos, r € o coeficiente de correlacio, F € o coeficiente
de Fisher, Q* é coeficiente de correlacio da validagio cruzada e SPRESS é a soma
quadratica dos desvios de previsdo.

Os indices de confiabilidade sdo bons e hd uma boa correlacao (~98%) entre
os valores calculados e observados para log(1/EDsy) (ver Figura 4-4). A Tabela 4-5
mostra os valores numéricos para os descritores EE e TPSA bem como os residuos
do modelo. A avaliagdo do ajuste do modelo também pode ser acompanhada pela
Tabela 4-6 que apresenta os dados de andlise de variancia.

O modelo prevé aumento da atividade leishmanicida com o aumento do valor
da energia eletronica e com a redugdo da area da superficie polar dos compostos. A
energia eletrOnica, por sua vez, aumenta negativamente com o nimero de elétrons.
Estas observacdes sdo consistentes com os dados obtidos para esta série de
compostos onde foi encontrada uma correlagdo negativa de 98,6% entre a energia

eletrOnica e o nimero de elétrons (ver Figura 4-5).
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Figura 4-4: Correlacdo entre os valores observados e previstos pelo

-0.2 -

-04 -+

-0.6 -

log(1/ED,,) - Observado

log(1/ED50).

log(1/ED, ) - Calculado

modelo para

Tabela 4-5: Valores observados e calculados para log(1/EDs) e valores residuais utilizando
a Eq. 4.3. As ultimas duas colunas correspondem aos valores numéricos calculados para os

descritores EE e TPSA.
Molécula Atividade (log 1/ED , EE TPSA

N° Observada o8 P/revissot)a Residuos (eV) (ASZ')
1 RO 43-3815 -0,230 -0,136 -0,094 -25237 22
2 RO 43-5955 -0,375 -0,372 -0,003 -27308 22
3 RO 43-8208 -1,000 -0,953 -0,047 -30110 31

4 RO 42-6589 -0,794 -0,831 0,037 -29036 31

5 RO 43-0688 -0,188 -0,312 0,124 -26782 22
6  Oxiconazol -0,825 -0,823 -0,003 -26782 39
8  Amorolfina -0,622 -0,607 -0,015 -28163 12
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Tabela 4-6: Tabela ANOVA para o modelo de regressao linear miiltipla representado pela
Eq. 4.3.

Média da

Fonte de N° Graus de Soma dos
Variacao Liberdade Quadrados Soma dos F P
Quadrados
Modelo 2 0,574 0,287 40,83 0,002
Residuo 4 0,028 0,007

Total 6 0,602

g, Amorolfinam
E; B Oxiconazol®
'8 -35000 - —
c
<E T
© -40000 - -
L
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Figura 4-5: Correlacio entre a energia eletronica e o nimero de elétrons.

A tendéncia expressa pelo modelo através destes dois descritores explica
caracteristicas que sao comuns no que diz respeito ao mecanismo de
reconhecimento molecular das enzimas 2,3-oxidoesqualeno ciclase e lanosterol
14a-desmetilase, pois os substratos naturais bem como os inibidores destas enzimas

sdo ancorados no sitio catalitico através de interacdes lipofilicas principalmente
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com residuos aromdticos tais como fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano
(Trp) cujas cadeias laterais sdo ricas em elétrons (ver Figura 4-6 e Figura 4-7).
Portanto, compostos com maior afinidade sdo aqueles que apresentam certa
deficiéncia eletronica (GOLDMAN et al., 1996; RUGE et al., 2005). A reducao na
atividade em func¢do do aumento da area da superficie polar dos compostos também
corrobora com esta conclusdo, pois o aumento deste parametro desfavorece as
interacoes hidrofobicas. Além disso, a area da superficie polar também inclui
efeitos de absorcdo in vivo. Quanto maior o valor deste descritor menor € a
probabilidade de absor¢dao (ERTL et al., 2000).

E provivel que estas observacdes possam ser ampliadas para outras enzimas
da via biossintética do ergosterol tais como A-14-esterol redutase e A-7-A-8-
1somerase visto que os substratos destas enzimas sdo extremamente similares entre
si (ver Figura 4-1) e, portanto, 0 mesmo principio de reconhecimento molecular
seria empregado por todas.

Assim, o modelo expresso pela Eq. 4.3 trata dos requerimentos gerais para o
reconhecimento de ligantes que atuam como inibidores da sintese do ergosterol,
também conhecidos por EBIs (Ergosterol Biosynthesis Inhibitors).

Finalmente, conforme mencionado na sec¢do 4.3, a andlise conformacional e
o célculo dos descritores foram realizados tanto para a forma ionizada quanto para
a forma neutra dos compostos 1 a 5. E possivel avaliar a influéncia da ionizacio
sobre os descritores EE e TPSA utilizados na proposi¢do do modelo comparando-se
os valores obtidos em ambas as abordagens. Como pode ser observado na Tabela
4-7, a protonacdo da amina tercidria destes compostos ndo alterou
significativamente o valor destes descritores e a Eq. 4.3 permanece valida também

para forma neutra dos compostos.
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Figura 4-6: Modelo esquematico dos residuos do sitio ativo envolvidos no ancoramento de
um inibidor da enzima da oxidoesqualeno ciclase humana (cédigo de acesso no Protein Data
Bank 1H36). O diagrama foi feito com o software POSEVIEWWEB.
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Figura 4-7: Modelo esquematico dos residuos envolvidos na interacao do estriol com a

enzima lanosterol 14o-desmetilase (cédigo de acesso no Protein Data Bank 1X8V). O
diagrama foi feito com o software POSEVIEWWEB.
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Tabela 4-7: Valores para os descritores EE e TPSA calculados para os compostos
considerando a forma ionizada e neutra.

Forma Ionizada Forma Neutra
N° Composto EE TPSA EE TPSA

(eV) (A% (eV) (A%
1 RO 43-3815 -25237 22 25053 20
2 RO 43-5955 -27308 22 27310 20
3 RO 43-8208 -30110 31 29521 30
4 RO 42-6589 -29036 31 28308 30
5 RO 43-0688 -26782 22 26621 20

4.7 Validacao do modelo

O conjunto de teste utilizado na validagdo do modelo é formado pelo
cetoconazol que foi inicialmente excluido do conjunto de dados e pelos
antifingicos mostrados na Figura 4-8 para os quais se conhece a acdo contra
leishmaniose visceral. Colakoglu et al (2006 a e b) relataram casos de cura com uso
combinado de fluconazol e alopurinol. Itraconazol e posaconazol ndo sio efetivos
no tratamento da leishmaniose visceral de acordo com os trabalhos de El-Hassan
(2001) e Al-Abdely e colaboradores respectivamente.

Adicionalmente, outros antifungicos (ver Figura 4-9) foram avaliados com o
intuito de efetuar previsdes de atividade leishmanicida. Os compostos do conjunto
de teste e de previsdo sdao inibidores da enzima 14a-desmetilase e, portanto,
interagem na forma neutra.

Os mesmos procedimentos mencionados anteriormente para analise
conformacional e geracdo de descritores foram adotados para estes compostos. A
andlise do dominio QSAR do modelo proposto foi realizada utilizando todos os

compostos do conjunto de trabalho com o programa AMBIT DISCOVERY usando



130 Capitulo 4: Estudos Sobre Antifiingicos

F
Cl al .
2 =N
o, (O e
\)_/ A— N?NN “N
,I’}'_N o) EN'
N .~
7 - Cetoconazoi 9 - Fiuconazoi
[of ol o j\
Uﬂ 0 0 N N N>\\'ﬂ |
. \
N—N —
U ) OJS—/
N 10 - ltraconazol
0
VAR »\N s~y OF
—< >—N N—< >—N
|||/ N/ \,.»-:I‘:J
11 - Posaconazol
Figura 4-8: Conjunto de teste para a série dos antifingicos.
Cl
N \’\
W=
AY i~
—S\ il F F
oo 'O s N W S
» Ao o OO0
NN [ S—/ N/
cl // (0]
12 - Miconazol N 13 - Pramiconazol
F
SO e 3 e
o) S aTeYaYs:
5 " _ _ —N
I\I\\_h{ ‘ N-N o_>""/ n/ \=
¢}

14 - Voriconazol 15 - Saperconazol
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distancia euclidiana no espago descritor e andlise de componentes principais (PCA)
como estagio de pré-processamento. O composto 12 (miconazol) encontra-se no
limiar do dominio estabelecido para interpolagdo. Os demais compostos estao fora
do dominio do modelo visto que os valores de EE estdo abaixo do limite inferior
estabelecido e os valores de TPSA sdo elevados (ver Figura 4-10). Portanto, é
dificil assegurar os valores de previsdo para estes compostos. A situacdo ideal seria
testa-los experimentalmente in vitro a fim de obter os respectivos valores de EDs, e

inclui-los no modelo atual para ampliar a regido de interpolacao.
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Figura 4-10: Analise do dominio de aplicabilidade do modelo QSAR para o conjunto de
teste e para o conjunto de previsao.
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Tabela 4-8: Valores calculados de EDs, para o conjunto de teste. Moléculas estimadas como
inativas foram representadas com EDs, > 300pM.

N°  Composto EDSO(;S;;HadO (f\E,) 1&%)4 Referéncia

7  Cetoconazol > 300 -53865 69 HIWOT e FROMMEL, 1993
9 Fluconazol 51 -27222 82 COLAKOGLU, 2006 ae b
10 Itraconazol > 300 -80860 105 EL-HASSAN, 2001

11  Posaconazol > 300 -89824 116 AL-ABDELY, 1999

A Tabela 4-8 mostra os valores previstos para EDs, para o cetoconazol e os
compostos do conjunto de teste. Embora os compostos ndo estejam dentro dos
limites de previsdo do modelo, observam-se previsdes coerentes para o cetoconazol
e todos os compostos do conjunto de teste.

Finalmente, de acordo com os resultados apresentados na Tabela 4-9, o
miconazol seria o unico antifingico com potencial leishmanicida dentro do
conjunto de previsdo estudado. Para confirmar estas previsdes sdo necessarios
estudos experimentais.

Tabela 4-9: Valores calculados de EDs, para o conjunto de previsiao. Moléculas estimadas
como inativas foram representadas com EDs, > 300uM.

EDsj estimado EE TPSA
N° Composto
P (M) (eV) A%
12 Miconazol 4 -31734 27
13  Pramiconazol > 300 -80899 88
14 Saperconazol > 300 -79074 77

15  Voriconazol > 300 -33374 105




Capitulo 5

Conclusoes gerais e sugestao de novos compostos

Introducao

Este capitulo apresenta as conclusdes obtidas para os estudos QSAR
aplicados para as séries de compostos nucleosideos e antiftingicos.
Novos compostos sao sugeridos abrindo a possibilidade de novos projetos de

pesquisa a partir deste trabalho.
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5.1 Conclusoes gerais

O principal objetivo deste trabalho era disponibilizar modelos QSAR para
triagem in silico de novos compostos com agdo leishmanicida. Os modelos
propostos para ambas as séries se enquadram na categoria de modelos QSAR
globais. Ambas as séries sio compostas por moléculas muito flexiveis e requereram
um tratamento diferenciado durante a andlise conformacional através de um
sistema baseado em regras.

Os dados de atividade bioldgica para a série dos nucleosideos foram
expressos em termos de percentagem de inibicdo do crescimento de formas
amastigotas de Leishmania donovani em uma dose fixa. Experimentos conduzidos
desta forma sdo tipicos na prospeccao de prototipos. Entretanto, percentagem de
inibi¢do ndo € a forma apropriada para andlises QSAR convencionais e, portanto,
foi necessario efetuar as andlises através de regressao logistica. Modelos deste tipo
fornecem a probabilidade de que um evento ocorra. No presente trabalho, significa
fornecer a probabilidade de que um composto derivado de nucleosideo apresente
acdo leishmanicida. O mecanismo de acdo para esta série ndo foi elucidado,
portanto, o modelo QSAR resultante foi proposto com base no efeito dos
compostos € ndo tem o propodsito de explorar aspectos mecanisticos.

Tanto o modelo de regressdo logistica quanto a drvore de classificacao
apontaram os descritores Mor26v e o Gap(Homo,Homo-1) como relevantes para a
explicacdo da atividade leishmanicida destes compostos. Estes descritores estdo
associados respectivamente as variagdes estruturais como quiralidade e eletrOnicas
em funcdo dos efeitos ocasionados por substituintes doadores e retiradores de
elétrons.

O modelo de regressdo logistica atingiu 90,5% para acuracia de classificacdo

para o conjunto de trabalho sendo que apenas os compostos 2 e 17 ndo foram
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classificados adequadamente. Para o conjunto de teste, a acurdcia de classificacdo
foi de 58% apds a andlise do dominio de aplicabilidade do modelo. A razdo para
esta queda no desempenho classificatério se deve ao fato de que os compostos 26,
29, 31 e 33 foram classificados incorretamente. A combinacdo de valores
encontrados dos descritores Mor26v e Gap(Homo,Homo-1) para estes compostos
encontra-se na regido de transi¢do na classificacio de atividade onde a
probabilidade sofre variacOes abruptas. Previsoes feitas fora da regido de transicao
tendem a ser mais precisas tanto que o modelo foi capaz de discernir isésteros
inativos, como o aciclovir e ganciclovir, do seu andlogo ativo composto 22.

O modelo para arvore de classificacdo alcancou 95% para acurdcia de
classificacdo para o conjunto de trabalho e 86% para o conjunto de teste. Neste
caso, apenas o composto 17 do conjunto de trabalho e os compostos aciclovir e
ganciclovir do conjunto de teste foram classificados incorretamente. As regras
geradas pela arvore de classificacdo sdo extremamente simples e ficeis de
programar computacionalmente durante triagens virtuais de compostos. Portanto,
sugere-se 0 uso inicial desta metodologia para selecdo inicial de compostos e
posteriormente a aplicacdo do modelo de regressao logistica.

A série dos antifingicos possui moléculas contendo grupos ionizdveis. O
estado de ionizacdo usado para os célculos dos descritores foi selecionado de
acordo com o pK, no pH fisiolégico e com estado que é favorecido nas interagcdes
com os respectivos receptores. Para esta série foi utilizado um modelo de regressao
linear multipla onde a energia eletronica e a drea da superficie polar dos compostos
se mostraram importantes para a atividade leishmanicida da série. Os valores
previstos exibem aproximadamente 98% de correlagio com os valores
experimentais. Os compostos do conjunto de trabalho apresentam o mesmo modo
de acdo, ou seja, sdo inibidores da sintese do ergosterol, porém, por mecanismos

distintos. O modelo obtido incorpora os requerimentos gerais para o
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reconhecimento molecular de enzimas que atuam por esta via bioquimica. Outro
aspecto interessante € que o modelo obtido € independente do estado de ionizacao,
isto €, a mesma equacdo € valida também para a forma neutra dos compostos.
Apesar dos compostos do conjunto de teste estar fora do dominio do modelo, os
valores de atividade previstos estdo de acordo com a literatura. Adicionalmente, o
modelo foi utilizado para fazer previsdes de atividade leishmanicida para o
miconazol, pramiconazol, saperconazol e voriconazol para os quais ndo ha relato,
até o presente momento, de aplicacdo na terapia contra leishmaniose. De acordo

com o modelo, 0 miconazol seria o Gnico antifliingico com potencial leishmanicida.

5.2 Sugestao de novos compostos

Conforme mencionado no Capitulo 1, o desenvolvimento de pré-farmacos é
uma abordagem utilizada para contornar barreiras ao desenvolvimento como
permeabilidade, solubilidade, metabolismo, estabilidade, transporte e seguranca
farmacéutica (KERNS e DI, 2008).

A esterificacdo de farmacos € uma estratégia utilizada para aumentar a
permeabilidade da difusdo passiva. A conversdo dos pré-farmacos para a forma
ativa ¢ mediada normalmente por esterases nestes casos.

O composto 16 da série dos nucleosideos € inativo. Por outro lado, o
composto 18, que € obtido a partir da esterificacdo do composto 16, € ativo (ver
Figura 5-1). Uma hipdtese para explicar esta diferenca de atividade € que o
composto 18 se comporta como um pro-farmaco do composto 16. Os dados de
atividade leishmanicida foram obtidos in vivo e, provavelmente, a inatividade do
composto 16 se deve a baixa permeabilidade devido ao cardter mais polar desta

molécula levando a uma rapida eliminag¢do do organismo. O composto 18 sob a

forma de éster € mais lipofilico e, portanto, torna-se mais biodisponivel.



Capitulo 5: Conclusoes Gerais e Sugestdo de Novos Compostos 137

Composto 16 Composto 18
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Figura 5-1:Hipdtese sobre o perfil de atividade dos compostos 16 e 18. O composto 18 se
comporta como um pré-farmaco do composto 16.

Também se pode observar que os pares de compostos 16 e 19 guardam o
mesmo conceitual estrutural que o aciclovir e o ganciclovir (ver Figura 5-2). Estes
exemplos evidenciam que a abordagem via pré-firmacos ou mimetizando os
conceitos aplicados para antivirais conhecidos ¢ um caminho a ser seguido. Estas
observagdes sdo inéditas para esta série de compostos com agao leishmanicida.

As esterificacdes comumente aplicadas a farmacos contendo grupos
hidroxilas com o objetivo de formar pro-farmacos sdo (KERNS e DI, 2008;
WERMUTH, 2003; CHIN e FERREIRA, 1999):

e Esteres alquilicos: o balanco entre lipofilicidade/hidrofilicidade pode
ser alcancado através da regulagdo do tamanho e insaturacdes nas
cadeias alquilicas;

e Esteres utilizados como grupos de protecdo para hidroxilas: pivaloato,
benzoato, carbamatos, etc;

e Esteres derivados de aminoacidos:

Propostas de compostos que exemplificam o uso destes conceitos estio mostradas

na Figura 5-3.
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Figura 5-2: Conceitual estrutural dos compostos 16 e 19 é similar ao aciclovir e ganciclovir.

De Clercq e Field (2006) apresentaram uma revisdo sobre o espectro de
atuacdo de pro-farmacos de nucleosideos em termos de atividade bioldgica. Estes
sdao utilizados no tratamento de canceres, virus, bactérias e parasitas e as
modificacdes propostas durante o planejamento racional destes nucleosideos
também podem ser utilizadas como referencial para expandir os compostos da série

dos nucleosideos pirazolo-pirimidinicos do presente trabalho.
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Figura 5-3: Propostas de pré-farmacos a partir da esterificacio do composto 16 da série dos
nucleosideos. (a) Exemplos de ésteres alquilicos. (b) Exemplos de ésteres utilizados como
grupo protecao. (¢) Exemplos de ésteres dos aminoacidos glicina, alanina e valina
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Exemplos de modificacdes que podem ser aplicadas sdo:

e Miméticos do penciclovir;

e Miméticos do famciclovir: a exemplo do que ocorre com o famciclovir
espera-se a remocdao dos dois grupos acetil e a oxidagdo do
nucleosideo pirazolo-pirimidinico;

e Substituicdes sistemdticas com fldor no agucar e no anel pirazolo-
pirimidinico.

A Figura 5-4 apresenta exemplos de modificagdes que podem ser aplicadas ao
composto 19. A Figura 5-5 apresenta exemplos de substitui¢Oes sistematicas com
fldor incluindo todas as possiveis combina¢des de enantiomeros.

Ao todo, as proposi¢des de novos protdtipos somam pelo menos cinquenta
novos compostos a serem explorados do ponto de vista sintético, patentario e em

termos de aferi¢do da atividade bioldgica.

5.3 Terapias multicomponentes com antifungicos

O desenvolvimento de novos antifingicos é uma &4rea em constante
desenvolvimento. O potencial terap€utico desta classe de compostos no tratamento
da Leishmaniose abre novas possibilidades de investigacdo para avaliar as
previsoes feitas no presente trabalho como também a expansdo do conjunto de
trabalho de moléculas a fim de aumentar o dominio de aplicabilidade do modelo.

Atualmente, ha linhas de pesquisa que seguem estudando os efeitos e
beneficios de terapias multicomponentes (JIA et al., 2009) a exemplo do que ocorre
com o coquetel da AIDS. Conforme mencionado no Capitulo 1, existem relatos de
combinagdes bem sucedidas entre antifiingicos e alopurinol no tratamento de
Leishmaniose visceral. Estudos futuros sobre combinacgdes sinergisticas entre

compostos nucleosideos e antiftingicos — incluindo também os compostos
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estudados e propostos neste trabalho — que potencializem os efeitos terapéuticos

possibilitardo novas abordagens para o tratamento da Leishmaniose visceral.

Composto 19
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OH OH OH

Famciclovir

N
NH
o 27 o W]

Figura 5-4: Exemplos de modificacoes que podem ser aplicadas ao composto 19 da série dos
nucleosideos.
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Figura 5-5: Propostas de substituicoes sistematicas com flior para a série dos nucleosideos
incluindo os possiveis enantiomeros
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