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RESUMO

QSAR-3D DE INIBIDORES NAO-NUCLEOSIDEOS DA TRANSCRIPTASE
REVERSA DO HIV-1: ESTUDOS INDEPENDENTE E DEPENDENTE DA ENZIMA

Monique Araujo de Brito

Orientadores: Magaly Girao Albuquerque (Instituto de Quimica - UFRJ)
Carlos Rangel Rodrigues (Faculdade de Farmacia - UFRJ)

Estudos de correlagdo quantitativa entre estrutura quimica tridimensional e
atividade biolégica (QSAR-3D) independente e dependente do receptor foram
aplicados a uma série de 74 derivados diidro-alcoxi-benzil-4-oxopirimidinicos
(DABOs) sintetizados e avaliados farmacologicamente como inibidores nao-
nucleosideos da transcriptase reversa do HIV-1 (Ragno et al., J. Med. Chem., 47,
928-934, 2004; Mai et al., J. Med. Chem., 42, 619-627, 1999; Mai et al., J. Med.
Chem., 40, 1447-1454, 1997; Mai et al., J. Med. Chem., 38, 3258-3263, 1995). A
primeira abordagem de QSAR-3D, independente do receptor, aplicou a metodologia
de Analise Comparativa do Campo Molecular (CoMFA), que permite a construgdo de
modelos farmacoféricos utilizando como descritores as energias de interacao
estéricas e eletrostaticas dos inibidores com um atomo de prova que mimetiza
atomos do receptor. O melhor modelo de CoMFA apresentou boa capacidade
preditiva (g°=0,691). A segunda abordagem, dependente do receptor, utilizou a
estrutura da enzima selvagem e foi realizada através de uma metodologia de
algoritmos genéticos, tendo como descritores as energias de interacao estéricas e
eletrostaticas dos inibidores com residuos selecionados da enzima, obtidas por
simulagao por dindmica molecular. O melhor modelo de QSAR-3D dependente do
receptor também apresentou boa capacidade preditiva (g°=0,660). Os modelos de
QSAR-3D obtidos foram os primeiros da literatura com os derivados DABOs e
possibilitaram o planejamento e a proposicdo de um novo derivado desta classe,
como potencial inibidor da transcriptase reversa do HIV-1 no tratamento da AIDS.

Palavras-Chave: CoMFA, QSAR-3D Dependente do Receptor, Inibidores N&o-

Nucleosideos, Transcriptase Reversa, HIV-1, AIDS.

Rio de Janeiro - Brasil
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ABSTRACT

3D-QSAR RECEPTOR-INDEPENDENT AND RECEPTOR-BASED STUDIES OF
HIV-1 REVERSE TRANSCRIPTASE NON-NUCLEOSIDE INHIBITORS

Monique Araujo de Brito

Advisers: Magaly Girao Albuquerque (Instituto de Quimica - UFRJ)
Carlos Rangel Rodrigues (Faculdade de Farmacia - UFRJ)

Receptor-independent and receptor-based studies of three-dimensional
quantitative structure-activity relationship (3D-QSAR) was applied to a series of 74
dihydro-alcoxi-benzyl-4-oxopyrimidines (DABOs) derivatives synthesized and
evaluated pharmacologically as non-nucleoside Reverse Transcriptase inhibitors of
the HIV-1 (Ragno et al., J. Med. Chem., 47, 928-934, 2004; Mai et al., J. Med.
Chem., 42, 619-627, 1999; Mai et al., J. Med. Chem., 40, 1447-1454, 1997; Mai et
al., J. Med. Chem., 38, 3258-3263, 1995). The first approach of 3D-QSAR was
receptor-independent through the methodology Comparative Molecular Field
Analysis (CoMFA), which allows the construction of pharmacoforic models using as
descriptors the steric and electrostatic interaction energies of inhibitors with a probe
atom that mimics the receptor atoms. The best CoMFA model presented good
predictive ability (g° = 0.691). The second approach was receptor-dependent, using
the wild-type enzyme through the Genetic Algorithm methodology, and using as
descriptors the steric and electrostatic interaction energies of inhibitors with selected
residues of the enzyme, obtained by molecular dynamic simulation. The best
receptor-based 3D-QSAR model also presented good predictive ability (q° = 0.660).
The resulting 3D-QSAR models were the first ones in the literature using only DABO
derivatives and allowed the planning and proposals of new derivatives of the DABOs
class as reverse transcriptase inhibitors in the AIDS treatment.

Key-words: CoMFA, Receptor-Based 3D-QSAR, Non-Nucleoside Inhibitors, Reverse
Transcriptase, HIV-1, AIDS.
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Introdugao

1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS BIOLOGICOS E ESTRUTURAIS

1.1.1. HIV e AIDS

O virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus, HIV),
um lentivirus pertencente a familia Retroviridae (NCBI, 2008; Reid, 2002; Garg et al.,
1999), € um parasita do sistema imunoldégico humano, causando uma doenca
infecciosa conhecida como sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Acquired
Immuno Deficiency Syndrome, AIDS) (CDC, 2008; Raffanti & Haas, 2006; De Clercq,

2002; Gallo et al., 1984; Barre-Sinoussi et al., 1983).

Dois tipos de HIV foram identificados, o HIV-1 e o HIV-2 (Hightower & Kallas,
2003). O HIV-1 € predominante, mais disseminado pelo mundo e apresenta maior
taxa de mutagcdo. O HIV-2 apresenta indices de patogenicidade e de
transmissibilidade inferiores aos do HIV-1, como conseqiéncia, os individuos
infectados apenas com o HIV-2 possuem, em geral, sobrevida mais longa (Bird et
al., 2003). O HIV-2 esta mais restrito a Africa Ocidental, a paises como Senegal,

Guiné, Gambia e Cabo Verde (Hightower & Kallas, 2003).

A AIDS é uma doenca que afeta o sistema imunolégico, onde o organismo
torna-se incapacitado de se defender. A doenca é caracterizada por perda de peso
acentuada, astenia (fraqueza) e pela suscetibilidade a infecgbes (AIDS Education

Global Information System, www.aegis.com/).
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1.1.2. Estatistica de Infectados e Obitos pelo HIV

Em todo o mundo, a infeccdo pelo HIV ja matou mais de 26 milhdes de
pessoas desde quando foi oficialmente reconhecida, em 1981, mostrando-se uma

das epidemias mais destrutivas da histéria (AIDS Epidemic Update, 2007).

O numero total de pessoas que vivem com o virus alcangou um nivel elevado,
estimado em cerca de 33 milhdes de pessoas até 2007 (Figura 1A) (AIDS Epidemic

Update, 2007).

Considerando apenas o ano de 2007, e a despeito do acesso ao tratamento
anti-retroviral em muitas regides do mundo, a epidemia da AIDS atingiu 2,5 milhdes
de pessoas, das quais 420 mil sao criancas (Figura 1B) (AIDS Epidemic Update,

2007).

Estes nUmeros mostram o desafio que os pesquisadores tém pela frente no
sentido de combater o HIV. Além dos esforgos sociais, politicos e econdmicos, as
Industrias Farmacéuticas e Universidades de grandes centros mundiais estao
colocando em pratica pesquisas para identificar novos alvos e novas classes de
farmacos para combater o HIV (AIDS Education & Training Centers National
Resource Center, 2008; AIDS Education Global Information System, 2008; Albany
Medical College Division of HIV Medicine, 2008; CDC National Prevention
Information Network, 2008; HIV Clinical Resource, New York State Department of

Health AIDS Institute, 2008; Johns Hopkins AIDS Service; Debnath, 2005).
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Figura 1. Mapa-mundi dividido por regides indicando o nimero estimado de pessoas
(criangas e adultos) com o HIV. (A) Total de infectados até 2007. (B) Total de infectados no
ano de 2007 (Reproduzido de AIDS Epidemic Update, 2007).
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1.1.3. Formas de Transmissao do HIV

O HIV pode ser encontrado em diversos 6rgaos, tecidos e fluidos humanos,
como sangue, liquido cefalorraquidiano, leite materno, liquido amniético, sémen e
secregOes vaginais (Harms & Feldmeier, 2002). Dessa forma, as principais formas
de transmissao do virus sdo as que envolvem contato entre algum desses fluidos; e
incluem a sexual, a sanguinea (pessoas que recebem sangue ou hemoderivados e
usuarios de drogas injetaveis) e a vertical (Qquando a crianga € infectada pelo virus
HIV durante a gestacdo, o parto ou o aleitamento). Além dessas formas mais
freqlientes, também pode ocorrer a transmissdo ocupacional, ocasionada por
acidente de trabalho, em que profissionais da area da saude sofrem ferimentos com
instrumentos pérfuro-cortantes contaminados com sangue de pacientes infectados

com o HIV (CDC, 2008; WHO/UNAIDS, 2008; Harms & Feldmeier, 2002).

1.1.4. Alvos de Infeccao do HIV em Humanos

Os alvos de infecgdo do HIV nos humanos sdo células que contém uma
glicoproteina de membrana denominada CD4, como macréfagos e células
dendriticas e, principalmente, linfécitos T, que sdo células do sistema imunoldgico
diretamente envolvidas na defesa do organismo contra microorganismos invasores
(Raffanti & Haas, 2006; De Clercq, 2004; Souza & Almeida, 2003; Thomas, 2003).
Ao infectar os linfocitos Tcps, 0 HIV conduz a falta de coordenagdo do sistema
imunologico e a sua progressiva inoperancia, acabando por estabelecer um quadro
de imunodeficiéncia e permitindo o desenvolvimento de infecgdes oportunistas (De

Clercq, 2002; Hayden, 2001).
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1.1.5. Organizacgao Estrutural do HIV

Como ilustrado na Figura 2, o HIV possui uma estrutura relativamente
simples, composta por duas moléculas de &cido ribunucleico (Ribonucleic Acid,
RNA) envoltas por um capsideo e um tegumento e uma camada lipoproteica externa
(CDC, 2008a; Balzarini, 2004; Souza & Almeida, 2003). Na superficie externa do
virus encontra-se a glicoproteina gp120, ligada a glicoproteina gp41, que atravessa
o envoltério lipoproteico, cuja funcdo é o reconhecimento molecular a receptores

CD4 nas células hospedeiras (Debnath, 2005).

Glicoproteinas

gpd1 e gp120

Capsideo

Tegumento .
Transcriptase reversa,

protease e integrase

Envelope lipoproteico

Figura 2. Organizagdo estrutural esquematica do virus HIV (Adaptada de

www.mcld.co.uk/hiv).

1.1.6. Ciclo Replicativo do HIV

O estudo do ciclo replicativo do HIV possibilitou a identificacdo de alguns
alvos macromoleculares suscetiveis a intervengcao terapéutica. Os farmacos anti-
retrovirais em uso clinico tém como alvos principais as enzimas virais transcriptase
reversa, integrase e protease, mas ha farmacos em desenvolvimento para outros

alvos (Raffanti & Haas, 2006; Debnath, 2005).
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O ciclo replicativo do HIV pode ser dividido esquematicamente em cinco
etapas (Figura 3): fusdo, transcricdo reversa, integragdo, transcricido e

traducado/formacao de proteinas virais.

Na Etapa 1, o virus funde-se a membrana celular apdés reconhecimento
molecular via intera¢des entre as glicoproteinas do envelope viral (gp41 e gp120) e
os receptores CD4 e co-receptores (quimiocinas, como CXCR4 e CXCR5) da célula
hospedeira (Raffanti & Haas, 2006; Debnath, 2005; Souza & Almeida, 2003). Um
farmaco inibidor de fusdo, cujo nome comercial & Fuzeon® (enfuvirtida), foi aprovado
em 2003 pelo 6rgao norte-americano de controle sobre produtos alimenticios e
farmacéuticos (Food and Drug Administration, FDA) como farmaco anti-retroviral (De

Clercq, 2004; FDA, 2003).

Na Etapa 2, apés a liberacao do contetdo viral no citosol, ocorre a transcrigcao
reversa da fita simples de RNA viral para DNA, catalisada pela enzima transcriptase
reversa (Reverse Transcriptase, RT). Essa enzima constitui o alvo de duas classes
de farmacos anti-retrovirais, 0s inibidores nucleosideo/nucleotideo
(Nucleoside/Nucleotide Reverse Transcriptase Inhibitors, NRTIs) e os inibidores nao-
nucleosideos (Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors, NNRTIs) (Souza &

Almeida, 2003; De Clercq, 2002; De Clercq, 1998).

Na Etapa 3, apds a transcri¢cao reversa, ocorre a incorporacao da fita dupla de
DNA pré-viral ao DNA humano no nucleo celular, catalisada pela enzima integrase
(Balzarini, 2004). O farmaco raltegravir (Isentress®) foi aprovado em 2007 pelo FDA

como inibidor desta enzima (FDA, 2007; Raffanti & Haas, 2006).

Na Etapa 4, uma vez incorporado ao cromossomo humano, o DNA pré-viral é
transcrito em RNA viral, que pode sofrer tradugdo em poliproteinas virais (Etapa 5)

ou ser incorporado a virions imaturos (Etapa 6), que sofrem maturagéo e brotamento
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pela membrana celular. A maturagcdo exige a clivagem de poliproteinas virais pela
enzima protease viral. Os virions maduros podem entdo infectar outras células

suscetiveis (Raffanti & Haas, 2006; Debnath, 2005).

viral RNA

viral proteins

TARGET CELL

host DNA

CELL NUCLEUS

Figura 3. Esquema do ciclo replicativo do HIV (Adaptada de
http://www.tthhivclinic.com/lifecycle4.htm ).

1.1.7. Coquetel de Farmacos (HAART)

O tratamento que utiliza uma combinagdo de antivirais potentes tendo como
alvos a RT e a protease do HIV é abreviado HAART (Highly Active Anti-Retroviral
Therapy), popularmente conhecido como “coquetel” (Janssen et al., 2005).

O uso de combinacdes de farmacos é uma estratégia mais eficiente do que
0s regimes monoterapicos (Fattorusso et al., 2005; Das et al., 2004; De Clercq,
2004) por retardar o surgimento de variantes resistentes (UNAIDS, 2008; Fattorusso
et al., 2005; Kaufmann & Cooper, 2000; Vella & Palmisano, 2000). As combinagdes
mais comuns incluem dois ou trés inibidores da RT e um ou dois inibidores de

protease (Janssen et al., 2005).
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1.1.8. Transcriptase Reversa do HIV-1

A RT é uma enzima essencial para o HIV, pois ela catalisa a transcricao
reversa da fita simples de RNA viral para DNA. Estruturalmente, a RT é
heterodimérica e consiste de duas subunidades proteicas de 66 kDa (p66) e 51 kDa
(p51) (Figura 4) (Castro et al., 2006; Balzarini, 2004; Huang et al., 1998; Rodgers et

al., 1995; Jacobo-Molina et al., 1993).

A subunidade p66 contém dois dominios, 0 dominio polimerase N-terminal
(440 residuos) e o dominio ribonuclease H (RNaseH) C-terminal (120 residuos). O
sitio catalitico polimerase é composto por uma triade de residuos de acido aspartico,

Asp110, Asp185 e Asp186 (Yadav & Singh, 2005).

A subunidade p51, derivada da p66 ap6s clivagem por uma protease, contém
outro dominio polimerase, que nao é funcional (Balzarini, 2004; Rodgers et al., 1995;
Jacobo-Molina et al., 1993). Acredita-se que a subunidade p51 fornegca suporte
estrutural a subunidade p66, uma vez que a forma dimérica da RT é um
requerimento para sua atividade enzimatica (Camarasa et al., 2006; Tachedijian et

al., 2005).
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Figura 4. Estrutura 3D da transcriptase reversa do HIV-1. (A) Representagao da estrutura

lices-alfa em vermelho e folhas-beta em azul claro). (B)

é

h
Representagéo das subunidades p66 (em vermelho) e p51 (colorido por elemento).

(

secundaria em modelo de fita
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1.1.8.1. Inibidores da Transcriptase Reversa do HIV-1

Os inibidores da RT do HIV-1 podem ser classificados em dois grupos
principais, de acordo com o sitio de ligacdo preferencial na enzima. Os inibidores da
classe dos nucleosideos, NRTls, sdo assim denominados por possuirem analogia
estrutural com os substratos naturais do sitio polimerase, dNTP (2'-
desoxinucleotideo-5"-trifosfato), competindo com estes nucleotideos na ligagdo ao
sitio catalitico (Castro et al., 2006; Baba et al., 1989; Miyasaka et al., 1989; Baba et

al., 1991; Tanaka et al., 1991).

Os inibidores da classe dos nao-nucleosideos, NNRTIs, apresentam
estruturas quimicas diversificadas (De Corte, 2005; Ren & Stammers, 2005),
possuem cinética de inibicdo do tipo ndo competitiva em relagdo ao substrato natural
e ligam-se a um sitio alostérico na RT (Yadav & Singh, 2005). A Figura 5 ilustra a
estrutura 3D da RT do HIV-1, destacando a triade catalitica do dominio polimerase
(sitio de ligacao dos NRTIs) e alguns residuos do sitio alostérico (sitio de ligagao dos

NNRTIs).
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Figura 5. Estrutura da RT do HIV-1 destacando os sitios dos NRTIs e NNRTIs. Em azul os
residuos cataliticos (Asp110, Asp185 e Asp186) e em vermelho alguns residuos do sitio
alostérico (Lys101, Lys103, Val106, Tyr181 e Tyr188), todos em modelo CPK.

A. Inibidores Nucleosideos

A terapia da infecgdo pelo HIV-1 comegou com os NRTIs, com derivados
2°,3"-didesoxinucleosideos, particularmente com o 3’-azido-2°,3"-didesoxitimidina
(zidovudina ou AZT), aprovado pelo FDA em 1986 e comercializado a partir de 1987
(Souza & Almeida, 2003). Em seguida, foram langados comercialmente outros
farmacos da classe dos inibidores nucleosideos: didanosina, zalcitabina, estavudina,
lamivudina, abacavir, tenofovir e, mais recentemente, a emtricitabina (De Clercq,

2004).

Os inibidores nucleosideos ligam-se ao sitio ativo da RT (dominio

polimerase), mimetizando os substratos naturais da enzima (dNTPs), mas falta-lhes
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um grupo 3’-OH necessario para a elongagdo do DNA, o que causa o término

prematuro da fita de DNA em crescimento (Rizzo et al., 2002).

A principal desvantagem dos NRTIs é que eles precisam ser convertidos
intracelularmente aos seus metabdlitos ativos 5’-trifosfatos, i.e., sdo pré-farmacos

(Castro et al., 2006; Balzarini, 2004; Baba et al., 1991).

A Tabela 1 lista os farmacos em uso clinico da classe dos NRTIs pelo nome
genérico, nome comercial, nome da industria farmacéutica envolvida e ano de

langamento.

Tabela 1. Nomes genéricos e comerciais, industrias farmacéuticas envolvidas e anos de
langamento dos oito farmacos da classe dos NRTIs em uso clinico (Adaptada de Flexner,
2007).

Nome Nome Industria Ano de

Genérico Comercial® Farmacéutica Lancamento
Zidovudina Retrovir GlaxoSmithKline 1987
Didanosina Videx Bristol-Myers Squibb 1991
Zalcitabina Hivid Roche 1992
Estavudina Zerit Bristol-Myers Squibb 1995
Lamivudina Epivir GlaxoSmithKline, 1998

Shire Pharmac.

Abacavir Ziagen GlaxoSmithKline 1999

Tenofovir Viread Gilead 2001
Entricitabina Emtriva Gilead 2003
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B. Inibidores Nao-Nucleosideos

A era dos NNRTIs comecou a aproximadamente 18 anos com a descoberta
da classe do hidroxi-etoxi-metil-feniltiotimina (HEPT) (Baba et al.,, 1991; Tanaka et
al, 1991; Baba et al, 1989; Miyasaka et al, 1989) e do tetraidroimidazo-
benzodiazepinona (TIBO) (De Corte, 2005; Schafer et al., 1993; Debyser et al.,
1991; Pauwels et al., 1990).

Os NNRTIs possuem especificidade para a RT do HIV-1, sendo inativos para
o HIV-2 e outros retrovirus (Castro et al., 2006; Smith et al., 1995; Baba et al., 1991),
embora as RTs do HIV-1 e do HIV-2 tenham aproximadamente 60% de identidade

na sequéncia primaria de aminoacidos (Smerdon et al., 1994; Baba et al., 1991).

B.1. Diversidade Estrutural dos Inibidores Nao-Nucleosideos

Mais de 30 classes de compostos estruturalmente diferentes tém sido
identificadas como NNRTIs, tais como a classe dos DAPY (diarilpirimidina), DABO
(diidroalcoxi-benzil-oxopirimidina), a-APA (o-anilino-fenilacetamida), entre outras
(Tabela 2) (Castro et al., 2006; Deng et al., 2006; Zhang et al., 2006; De Corte, 2005;
Balzarini, 2004; De Clercq, 1998). Sabe-se que o fator hidrofébico desses
compostos é muito importante para a atividade dos mesmos, ja que o sitio de
ligacdo dos NNRTIs, abreviado NNBS (Non-Nucleoside Binding Site), é
essencialmente constituido por residuos de aminoacidos com carater hidrofébico

(Venezia et al., 2006; De Corte, 2005; Balzarini, 2004).
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Tabela 2. Principais classes de NNRTIs, abreviaturas e exemplos estruturais.

Classe (Abreviatura) & Exemplo

Diariltriazina (DATA)
Imidoil-tiouréia (ITU) )N\Hz Dipirido-diazepinona
N/

1
H H N
N\H/N\©\ HNJ%N
qNH S N © Cl
CN

Dlarllplrlmldlna (DAPY)

Tetraidroimidazo-benzodiazepin -ona e a-anilino-fenil-
—tiona (TIBO) acetamlda (o APA
H,C
>¢\,N _<NH H,
N
H.C
3 >—/ S
H,C
CN CN
Hidréxi-etoxi-metil-fenil- Diidroalcéxi-benzil-
tiotimina (HEPT) oxopirimidina (DABO)

Fenil-etil-tiazolil-tiouréia (PETT)

H H H,C
Ne NN N, NH
| A \n/ \/\O N/&O
F S =
Br k
(o
Alquenil-diarilmetano (ADAM) Bis-heteroaril-piperazina (BHAP)

H,C H

Q
HOOC CH, }—C@\ Q\S',O
N~ ~CH,

Qv
@
Cl —
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B.2. Inibidores Nao-Nucleosideos Utilizados na Pratica Clinica

Atualmente, ha no mercado quatro farmacos da classe dos NNRTIs:
nevirapina (dipiridodiazepinona), delavirdina (BHAP), efavirenz e etravirina (DAPY)
(Haubrich et al,, 2008; Souza & Almeida, 2003). A etravirina € o farmaco mais
recente aprovado pelo FDA, em janeiro de 2008 (FDA, 2008; Haubrich et al., 2008).
Em testes clinicos, a etravirina mostrou eficdcia contra variantes do HIV-1
resistentes ao efavirenz e a nevirapina (Scott et al., 2008). A Tabela 3 lista os
NNRTIs comerciais pelo nome genérico, estrutura quimica, nome comercial,

industria farmacéutica envolvida e ano de langamento.
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Tabela 3. Nomes genéricos e comerciais, estruturas quimicas, industrias farmacéuticas
envolvidas e anos de langamento dos quatro farmacos da classe dos NNRTIs em uso clinico
(Adaptada de Flexner, 2007).

Nome
Genérico
(Comercial®)

Estrutura IndUstria Ano de
Quimica Farmacéutica Lancamento

Nevirapina Boehringer
. . 1996
(Viramune) Ingelheim
Delavirdina Pharmacia & 1997
(Rescriptor) Upjohn
Efavirenz Bristol-Myers 1998
(Sustiva) Squibb
NH,
Br N
N
l N/)\NH
Etravirina .
(Intelence) H,C CH, Tibotec 2008
CN CN

B.3. Sitio de Ligacao dos NNRTIs

Os NNRTIs ligam-se a um sitio alostérico composto principalmente por
residuos hidrofébicos, como Pro95, Leu100, Val106, Val179, Tyr181, Tyr188,

Phe227, Trp229, Leu234, His235, Pro236 e Tyr318. Este sitio estd localizado na
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subunidade p66 da RT do HIV-1, a aproximadamente 10 A de distancia do sitio
catalitico polimerase (Yadav & Singh, 2005; Balzarini, 2004; Hopkins et al., 2004; De

Clercq, 1998; Ren et al., 1998; Ren et al., 1995; Kohlstaedt et al., 1992).

A cavidade do sitio alostérico caracteristico dos NNRTIs (NNBS) nao existe
fisicamente na enzima na auséncia do ligante, sendo formada apds a ligagdo do
inibidor (Das et al., 2004; Hopkins et al., 1996; Ren et al., 1995). Quando um NNRTI
liga-se ao NNBS, ocorre uma desorganizacao da triade catalitica (residuos Asp do
sitio ativo) devido a reorientacao das cadeias laterais dos residuos Tyr181 e Tyr188
em direcdo aos residuos cataliticos, resultando em uma diminuicdo da atividade
catalitica da enzima (Ren et al., 1998; Miyasaka et al., 1996; Esnouf et al., 1995;
Ren et al., 1995; Rodgers et al., 1995). Apds a ligacdo do NNRTI, os residuos

Pro225 e Pro226 fecham o sitio (Ren et al., 1998).

B.4. Conformacao Bioativa dos NNRTIs

Apesar de apresentarem estruturas quimicas diversas, os NNRTIs ligam- se a
RT de maneira semelhante (Yadav & Singh, 2005; Balzarini, 2004). A analise de
complexos cristalograficos desses inibidores revela que compostos como a
delavirdina e derivados das classes do TIBO, HEPT e DABO assumem uma
conformacao do tipo “borboleta” (alguns autores referem-se também como “V”),
onde as “asas” seriam representadas por anéis aromaticos e estariam separadas por
aproximadamente 7,5 A, ligadas por um “corpo” representado por grupos
espagadores diversos (Barreca et al,, 2005; Balzarini, 2004; Das et al., 2004; De

Clercq, 2004; Parreira et al., 2001; Ren et al., 1995; Schafer et al., 1993).
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Estudos conformacionais de modelagem molecular de algumas classes de
NNRTIs (Yadav & Singh, 2005; Parreira et al., 2001; Mota-Neto et al., 1992a; Mota-

Neto et al., 1992b) corroboram estes dados experimentais.

B.5. Principais Tipos de Interacoes dos NNRTIs

Estudos experimentais com enzimas resistentes (Geitmann & Danielson,
2007; Ren et al., 2006; Petersen et al., 2005; Hopkins et al., 2004; Ragno et al.,
2004; Rao et al., 2004; Mai et al., 2001; Hopkins et al., 1996) e de modelagem
molecular (Almerico et al., 2008; Ragno et al, 2005; Shen et al., 2003; Udier-
Blagovic et al., 2003; Mai et al., 2001; Smith et al., 1995) permitem inferir que a
estabilizacdo da ligacao dos NNRTIs ao sitio alostérico da RT do HIV-1 é alcancada
por quatro tipos principais de interagdes:

I. Interacdes do tipo pi-stacking com os anéis aromaticos das cadeias laterais dos

residuos Tyr181, Tyr188, Phe227, Trp229 e Tyr318;

II. Interagdes eletrostaticas com os grupos ionizados das cadeias laterais dos

residuos Lys101, Lys103 e Glu138;

lll. Interagdes de van der Waals com os grupos apolares das cadeias laterais dos

residuos Leu100, Val106, Val179, Tyr181, Gly190, Trp229, Leu234 e Tyr318;

IV. Interacdes por ligacao hidrogénio com os grupos amida da cadeia principal dos

residuos Lys101 e Lys103.
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1.1.9. Estudos de Cristalografia de Raios-X e Modelagem Molecular com a

Transcriptase Reversa do HIV-1

Inimeros trabalhos de modelagem molecular utilizam estruturas de
cristalografia de raios-X da RT nativa e de mutantes em estudos de docking
(Carlsson et al., 2008; Zhang et al., 2006; Barreca et al., 2005; Ragno et al., 2005;
Rizzo et al., 2004; Medina-Franco et al., 2004; Xu et al., 2004; Zhou & Madura, 2004;
Ranise et al., 2003; Silvestri et al., 2002; Rizzo et al., 2000; Hopkins et al., 1999;
Smith et al,, 1995), dindmica molecular (Carlsson et al., 2008; Su et al., 2007;
Rungrotmongkol et al., 2006; Rodriguez-Barrios et al, 2005; Zhou et al., 2005;
Udier-Blagovic et al., 2003; Smith et al., 2003; Shen et al., 2003; Rizzo et al., 2000;
Eriksson et al, 1999) e QSAR (Bak & Polanski, 2006; Zhang et al., 2006;
DaszyKowski et al., 2005; Zhou & Madura, 2004; Weekes & Fogel, 2003; Gaudio &

Montanari, 2002; Hannongbua et al., 2001; Luco & Ferretti, 1997).

A primeira estrutura cristalografica da RT corresponde ao complexo com um
potente NNRTI, a nevirapina (cédigo no Banco de Dados de Proteinas, PDB 1HVT)
(Kohlstaedt et al., 1992). Desde entdo, inumeras estruturas cristalograficas da RT
livre ou em complexo com diferentes classes de inibidores tem sido relatadas

(Castro et al., 2006; Balzarini, 2004; De Clercq, 1998).

A analise das estruturas cristalograficas de RT do HIV-1 tem revelado
importantes caracteristicas da fungéo e da estrutura da enzima, incluindo detalhes
do sitio de ligacao dos inibidores. Essas estruturas incluem a RT livre (Hsiou et al.,
1996; Esnouf et al., 1995; Rodgers et al.,, 1995), em complexo com substratos
(Sarafianos et al., 2001; Sarafianos et al., 1999; Huang et al., 1998; Jacobo-Molina

et al., 1993) e com diferentes inibidores nao-nucleosideos, como nevirapina (Ren et
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al., 1995; Kohlstaedt et al., 1992), delavirdina (Esnouf et al., 1997), efavirenz
(Lindberg et al., 2002; Ren et al., 2000), HBY097 (Hsiou et al., 1998), PETT
(Hogberg et al., 1999; Ren et al., 2000), MKC-442 (Hopkins et al., 1996), e, mais

recentemente, a etravirina (Das et al., 2004).

1.1.10. Resisténcia do HIV-1 aos NNRTIs

O HIV tem uma alta taxa de replicacdo, que pode alcancar até 10'° particulas
virais por dia num individuo nao tratado (Perelson et al., 1996). Adicionalmente, no
processo de transcrigdo reversa do virus, observa-se um nuamero alto de mutagdes
genéticas, estimadas na ordem de 10* a 10° vezes por dia (Coffin, 1995). A elevada
taxa de mutacao aliada a conseqlente variabilidade genética tem como principal
consequéncia a selegao e a predominancia de cepas resistentes aos farmacos anti-

HIV empregados no combate a AIDS.

O surgimento de variantes virais resistentes a farmacos em pacientes
infectados com o HIV € a principal causa da falha no tratamento (Das et al., 2004;
De Clercq, 2004; De Clercq, 2002). O desenvolvimento de resisténcia € um fator
importante quando se considera a administracao de um farmaco por um periodo
prolongado (De Clercq, 2004). Nesse caso, o inibidor passa a atuar como um
elemento de pressao seletiva para a sobrevivéncia do virus, € 0 processo de
mutagdo torna-se acelerado em funcao do uso inadequado dos farmacos anti-HIV

(De Clercq, 2004).

As mutagdes alteram a afinidade dos inibidores pela RT, resultando,
geralmente, em diminuicao das interacdes de van der Waals entre inibidor e enzima
(Himmel et al., 2005; Rodriguez-Barrios et al., 2005; Zhou et al., 2005; Das et al.,

2004; Hopkins et al., 2004; Hsiou et al., 1998; Smerdon et al., 1994).
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1.1.11. Principais Mutacoes Descritas para os NNRTIs

O desenvolvimento de resisténcia € um problema significativo da classe dos
NNRTIs (Rodriguez-Barrios et al., 2005; Das et al, 2004; De Clercq, 2004).
Mutagdes simples tais como Leu100lle, Lys101Glu, Lys103Asn, Val106Ala,
Val108lle, Tyr181Cys, Tyr188Leu, Gly190Ala, Pro225His e Phe227Leu
(Jorgensen et al., 2006; Ren et al., 2006; Himmel et al., 2005; Rodriguez-Barrios et
al., 2005; Das et al., 2004; El-Brollosy et al., 2002; Rizzo et al., 2000; Corbett et al.,
1999; Hopkins et al, 1999) e mutagbes duplas como Lys103Asn/Tyr181Cys
(Gagnon et al, 2007; EI-Brollosy et al, 2002), Lys103Asn/Vali108lle,
Lys103Asn/Pro225His e Lys103Asn/Leui00lle (Corbett et al, 1999) tém sido

descritas na literatura em fungédo do uso prolongado de NNRTIs.

A Figura 6 mostra o sitio de ligacao do farmaco etravirina, um NNRTI, na RT
mutante Lys103Asn a partir da estrutura de cristalografia de raios-X deste composto

(cédigo PDB 1SV5) (Das et al., 2004).
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Figura 6. Etravirina (em bastdo amarelo) no NNBS (Codigo PDB 1SV5). Os residuos
nomeados (em bastdo) sdo os mais suscetiveis a mutagdes. Todos estao coloridos por
elemento, exceto Asn103 (em verde) que é uma mutagao de Lys103.

1.1.12. Classe dos DABOs

Os DABOs sao uma classe potente de NNRTIs, estruturalmente semelhantes a
classe dos HEPTs, como ilustrado na Figura 7 (Mugnaini et al., 2006; Togninelli et
al., 2006; Mai et al., 2005; Manetti et al., 2005; He et al., 2004; Ragno et al., 2004;

Tranter, 2001, Mai et al., 1995; Artico et al., 1993).
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As principais modificagdes estruturais na classe dos HEPTs que deram origem
aos DABOS foram a retirada do substituinte da posicdo N1; a substituicdo da
carbonila da posicdo C2 por um atomo de oxigénio ligado a grupos alquila; a
substituicao facultativa do grupo metila na posicao C5 por um atomo de hidrogénio;
a manutencao do grupo benzila ligado a posicdo C6, porém com substituintes no

anel aromatico.

3

NH NH
|

111/&0 2N

L

?\ CH,
OH

/O
HEPT H,C" paBO

Figura 7. Estruturas de um HEPT e de um DABO.

Os DABOs foram inicialmente sintetizados como inibidores da enzima
diidrofolato redutase de fungos e bactérias, mas a semelhanga estrutural com a
classe dos HEPTs fez com que fossem testados contra o HIV, mostrando atividade

contra o virus e seletividade para o HIV-1 (Botta et al., 1992).

Estruturalmente, sdo caracterizados da seguinte forma (Figura 8):

(A)Base pirimidinica uracila (substituinte em C5=H) ou timina (substituinte em
C5=Me, sendo os compostos com timina, em geral, mais potentes;

(B) Na posicao C2, os isésteros -O-alquila, -S-alquila ou -NH-alquila, dos quais o
grupo -NH-alquila € o que confere, em geral, maior poténcia aos derivados e o

grupo -O-alquila é o que confere, em geral, menor poténcia;
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(C)Na posicdao C6, um grupo arila, em geral, um grupo benzila nao-substituido,
mono ou di-substituido, sendo os compostos com o grupo 2,6-difluoro-benzila os

mais potentes da série.

H.C
O-DABO S-DABO NH-DABO

Figura 8. Estruturas de O-, S- e NH-DABOs.

Diversos trabalhos de QSAR-3D (Roy et al., 2008; Guo et al., 2006; Polanski
et al., 2004; Gayen et al., 2004; Toropov et al., 2003; Tang & Li, 2002; Hannongbua
et al., 2001; Kireev et al., 1997; Luco & Ferretti, 1997; Tronchet et al., 1997), QSAR-
4D (Bak & Polanski, 2006) e Redes Neurais (Arakawa et al., 2006; Chiu & So, 2004;
Weekes & Fogel, 2003; Douali et al., 2003; Jalali-Heravi & Parastar, 2000) s&o
descritos na literatura para a classe dos HEPTs, uma das classes de NNRTIs mais
estudadas. Porém, ndo ha trabalhos de QSAR envolvendo apenas a classe dos

DABOs.

1.1.13. Rota Sintética dos DABOs

A sintese dos DABOs estd esquematizada na Figura 9, conforme descrita por
Massa et al., 1995 e Artico et al., 1993. Inicialmente ocorre a reagédo de acilagdo da
2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-diona (A) com cloreto fenilacético (B) na presenga de

piridina anidra em diclorometano e subseqiente metandlise sob refluxo dos
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intermediarios (C) formados gerando os respectivos [-cetoésteres (D) que sao
tratados com quantidade equimolar de iodeto de metila na presenga de metdxido de
sodio, fornecendo os respectivos derivados [-cetoésteres o-metilados (E). A
condensacao destes com o sulfato de O-metil-isouréia na presenca de hidréxido de
célcio, fornece as respectivas  3,4-diidro-2-metodxi-4-oxopirimidinas  (F),
intermediarios-chaves na preparacdo dos DABOs. A reacdo de (F) com o
correspondente alcéxido ou cicloalcoxido de potassio sob refluxo fornece as

correspondentes 3,4-diidro-2-alcoxi-6-benzil-4-oxopirimidinas (G).
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Figura 9. Esquema da rota sintética dos derivados DABOs (Massa et al., 1995 e Artico et

al., 1993).
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1.1.14. Citotoxicidade dos DABOs

Ensaios de citotoxicidade de derivados da classe dos DABOs com doses de
até 300 uM mostraram um indice de seletividade (razdo entre a citotoxicidade, CCsy,
e a atividade, ICsp) alto para a maioria dos derivados (Ragno et al., 2004; Mai et al.,
1999; Massa et al., 1995). Estes ensaios foram realizados em células MT-4 com o
reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium), que sofre
reducdo em células vivas formando cristais, e pode ser quantificado
espectrofotometricamente, de onde se estima o numero de células vivas em uma

amostra (Freimoser et al., 1999; Mai et al., 1999; Pauwels et al., 1988).

1.2. ASPECTOS TEORICOS

1.2.1. SAR e QSAR Classico: Analises de Hansch & Fuijita

Desde 1868 os cientistas observam que alteragcdes na estrutura quimica de
compostos bioativos resultam em mudancas no perfil de atividade desses
compostos, nascendo entdo a metodologia de “Relacdo Estrutura-Atividade”
(Structure-Activity Relationship, SAR) (Livingstone, 1995; Kubinyi, 1993; Hansch,
1969; Hansch & Fuijita, 1964; Crum-Brown & Fraser, 1868). Estudos de SAR ajudam
a decidir que caracteristicas de uma molécula refletem em aumento na sua atividade

e ajudam a modificar compostos com propriedades ruins (Leach, 2001, pp. 695).

Entretanto, a metodologia conhecida como “Relagdo Quantitativa Estrutura-
Atividade” (Quantitative Structure-Activity Relationship, QSAR) somente foi

racionalizada na década de 1960 com os trabalhos pioneiros de Corwin Hansch e
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Toshio Fujita (Hansch, 1969; Hansch & Fujita, 1964), que demonstraram que a
resposta biologica pode ser correlacionada quantitativamente com parametros fisico-

quimicos, expressos de acordo com a Equagéo 1.

Log (1/C) = ki LogP - kz (LogP)? + k3 & + k4 Equacéo 1

onde C corresponde a concentragdo molar do composto necessaria para produzir
uma resposta biolégica definida; LogP é o logaritmo do coeficiente de particdo de
um composto entre octanol e agua (corresponde a contribuicdo hidrofobica), 6 é o
indice de Hammett dos substituintes, ki-ks sdo os respectivos coeficientes dos

termos (determinados por analise de regressao) e ks € uma constante.

Em estudos de QSAR é pratica comum dividir o banco de dados original em
dois grupos, um denominado conjunto de treinamento e o outro conjunto de teste. O
conjunto de treinamento contém os compostos com 0s quais se constrdéi o modelo
de QSAR, enquanto o conjunto de teste contém os compostos usados no processo
de validacao externa, determinando a preditividade externa do modelo. Assim, o
conjunto de teste corresponde a uma percentagem de cerca de 10 a 30% de
compostos que nao foi incluida no processo de geragdo do modelo (Albuquerque et
al., 2007; Romeiro et al., 2005; Brito, 2004; Albuquerque et al., 1998; Hopfinger et

al., 1997).

1.2.2. Importancia dos Estudos de QSAR

Os estudos de QSAR sdo métodos importantes na histéria do

desenvolvimento de farmacos, sendo intensamente relatados na quimica medicinal
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farmacéutica como fundamentais na otimizagdo de prototipos de fa&rmacos (van de

Waterbeemd & Rose, 2003; Albuquerque et al., 2007).

Uma pesquisa no banco de dados “Web of Science” procurando no titulo do
artigo a palavra QSAR no “Science Citation Index Expanded” desde o ano de 1945,
resultou em 3.080 trabalhos publicados. A mesma pesquisa considerando apenas 0s
ultimos 5 anos resultou em 1.337 trabalhos (ISI Web of Knowledge,

http://www.isiwebofknowledge.com/).

Alguns farmacos mundialmente comercializados (e.g. captopril, pravastatina,
ciprofoxacin) foram planejados racionalmente e muitas classes da farmacos (e.g.
anti-hipertensivos, antibioticos B-lactamicos, bloqueadores de canais de célcio)
foram otimizadas com a ajuda de estudos de QSAR (van de Waterbeemd & Rose,

2003; Thomas, 2003; Leach, 2001; Kubinyi, 1997).

1.2.3. Evolucao dos Estudos de QSAR: do QSAR-1D ao QSAR-6D

A metodologia de Hansch, denominada QSAR classico ou QSAR-1D/2D (1D,
uma dimensdao e 2D, duas dimensdes), utiliza como descritores parametros
experimentais (LogP, pKa, etc) ou calculados da estrutura bidimensional
(Albuguerque et al., 2007; Vedani et al., 2006). A partir da década de 1980, com o
uso mais constante da estrutura molecular tridimensional (3D) proveniente das
técnicas de modelagem molecular em desenvolvimento, os descritores 3D
comecaram a substituir os descritores 1D/2D (Debnath, 2001; Cho et al., 1996;
Cramer et al., 1988; Hopfinger, 1980), dando origem aos métodos de QSAR-3D,
onde sao construidos modelos quantitativos, estatisticamente validados,

relacionando matematicamente a variacdo da poténcia bioldgica de uma série de
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compostos com a variagdo da estrutura tridimensional (Brito et al., 2008; Brito, 2004;

Sant'Anna, 2002; Rodrigues, 1999).

Posteriormente, surgiram outras metodologias de QSAR adicionando novas
dimensdes, como a 4D, que considera multiplas conformacdes do ligante. A
metodologia de QSAR-4D é uma abordagem de QSAR-3D que utiliza uma
amostragem conformacional obtida por meio de simulagdo por Dindmica Molecular
(DM), reduzindo a dificuldade em identificar a conformagéo bioativa, isto €, aquela
que efetivamente interage com o receptor (Albuquerque et al., 2007; Albuquerque et

al., 1998; Hopfinger et al., 1997).

Com a intencdo de aperfeicoar o poder preditivo das equacdes de QSAR,
dimensdes adicionais foram incorporadas aos métodos, como a 5D, onde a teoria do
encaixe induzido ligante-receptor é considerada, ou seja, a adaptacao mutua entre
cada ligante individual e o respectivo sitio de ligacao no receptor, como descrito por
Vedani e colaboradores (Vedani et al., 2005a; Vedani & Dobler, 2002; Vedani et al.,
2000). Recentemente, o grupo de Vedani desenvolveu o método de QSAR-6D, que
considera o efeito do solvente no complexo ligante-receptor (Lill et al., 2005; Vedani
et al., 2005b). A Tabela 4 lista as principais caracteristicas dos métodos de QSAR de
acordo com a dimensao incorporada e a possibilidade de incluir a estrutura do

receptor, como resumido por Vedani e colaboradores (Vedani et al., 2006).
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Tabela 4. Dimensdes dos métodos de QSAR, principais caracteristicas e possibilidade de

representar a estrutura do receptor (Adaptada de Vedani et al., 2006).

Dimensao o
Caracteristica Receptor
do QSAR

Atividade correlacionada com B
1D ] L o Nao

propriedades eletrOnicas e estéricas

Atividade correlacionada com B
2D . _ Nao

propriedades estruturais

Atividade correlacionada com i
3D Possivel

estruturas 3D

Ligantes representados como

conjunto de conformacdes, )
4D _ B _ Sim

orientacdes, diferentes estados de

protonacao

Representagéo de diferentes modelos )
5D o , Sim

de encaixe induzido

Representacao de diferentes cenarios )
6D Sim

de solvatagéao

1.2.4. QSAR-3D Independente e Dependente da Estrutura do Receptor

Os métodos de QSAR-3D podem ser classificados como independentes e

dependentes do receptor (Albuquerque et al., 2007; Albuquerque et al., 2006; Sippl,

2002; Hopfinger et al., 1997; Cho et al., 1996; Loew et al., 1993).

Os descritores do QSAR-3D sao provenientes do célculo de propriedades

relacionadas apenas a estrutura 3D dos ligantes quando o método € independente

do receptor (Receptor-Independent, Rl, ou Ligand-Based), ou a estrutura 3D do

complexo ligante-receptor quando o método € dependente do receptor (Receptor-

Dependent, RD, ou Structure-Based) (Albuquerque et al., 2006; Sippl, 2002;

Hopfinger et al., 1997; Cho et al., 1996; Loew et al., 1993).
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A. QSAR-3D Independente da Estrutura do Receptor

Na abordagem RI, faz-se a analise comparativa das estruturas dos
compostos de poténcia variada em relagdo a um determinado receptor, utilizando-se
o conceito de complementaridade molecular para o desenvolvimento de um modelo
topografico hipotético do sitio receptor, denominado modelo farmacoférico (Marshall

& Cramer, 1988).

Duas metodologias de QSAR-3D RI conhecidas sdo a “Andlise da Forma
Molecular” (Molecular Shape Analysis, MSA), desenvolvida por Hopfinger em 1980,
que incorpora a analise conformacional dos ligantes e a obtengdo de descritores
globais 3D da forma molecular nos estudos de QSAR (Hopfinger, 1980) e a “Anadlise
Comparativa do Campo Molecular” (Comparative Molecular Field Analysis, COMFA),
desenvolvida por Cramer e colaboradores em 1988, onde a variacdo da resposta
biol6égica é correlacionada com as variacdes de energia estérica e eletrostatica

quando um atomo-prova interage com os ligantes (Cramer et al.,1988).

Comparados a analise de Hansch (QSAR classico), o MSA e o CoMFA séao
mais adequados para descrever as interagdes ligante-receptor, pois consideram as
propriedades dos ligantes na sua suposta conformacao bioativa (Kubinyi, 1997).
Diferente dos métodos de QSAR classicos, esses métodos podem ser aplicados a
conjuntos de compostos estruturalmente diversos (Marshall & Cramer, 1988). Além
disso, em alguns modelos, as propriedades moleculares que aumentam ou
diminuem a poténcia biolégica podem ser visualizadas na forma de graficos, como

no CoMFA (Cramer et al., 1988) e no QSAR-4D (Cunha, 2006).

-57-



Introdugao

A.1. QSAR-3D Independente do Receptor Mais Aplicado no Planejamento de

Farmacos: CoMFA

O CoMFA é atualmente a metodologia de QSAR-3D mais utilizada e relatada
na literatura, sendo usado em centenas de estudos de planejamento de farmacos
(Brito et al., 2008; Hannongbua et al., 2001; Rodrigues et al., 2000; Guner, 2002;
Chen, 1998; Golbraikh et al., 2000). Uma pesquisa no banco de dados “Web of
Science” procurando no titulo do artigo a palavra CoMFA no “Science Citation Index
Expanded” a partir do ano de 1988 resultou em 393 trabalhos. A mesma pesquisa
considerando apenas os ultimos 5 anos resultou em 205 referéncias (ISI Web of

Knowledge, http://www.isiwebofknowledge.com/).

Aplicagdes do CoMFA feitas com sucesso nos ultimos anos provaram o valor
dessa metodologia, especialmente em casos onde métodos classicos de QSAR
falham (Kubinyi, 1997). Em contraste com as andlises de Hansch e Free & Wilson, o
método CoMFA é mais adequado para descrever interagdes ligante-receptor porque
ele considera as propriedades dos ligantes nas suas supostas conformacdes

bioativas (Kubinyi, 1997; Free & Wilson,1964; Hansch & Fujita, 1964).

A.1.1. Requerimentos Estruturais e Conformacao Bioativa

O primeiro passo na construgdo de um modelo de CoMFA é a selecao dos
compostos, que devem ser estruturalmente relacionados e atuarem pelo mesmo
mecanismo de acdo. A escolha das provaveis conformacdes responsaveis pela
bioatividade desses compostos é feita com base nos modelos farmacoféricos, nos
resultados de docking ou em dados cristalograficos relatados na literatura (Brito,

2004; Golbraikh et al., 2000; Kubinyi, 1997).
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Em contraste com métodos classicos de QSAR, os compostos selecionados
devem ter um farmacéforo comum, mas nao necessariamente 0 mesmo esqueleto
molecular (Todeschini & Consonni, 2000; Marshall & Cramer, 1988). Quando ha
moléculas com muitos graus de liberdade, podendo gerar varias conformacoes, e
nao estdo disponiveis informacdes sobre as suas conformacdes bioativas, alguns
autores tém utilizado a conformacao de menor energia, isto €, o conférmero mais
estavel, para a construcdo do modelo de CoMFA (Brito, 2004; Rodrigues, 1999; Burt

etal., 1991).

A.1.2. Escolha dos Atomos para o Alinhamento

Apobs a selecao dos compostos e da provavel conformacgéo bioativa, é feita a
escolha dos atomos para o alinhamento dos compostos, uma vez que o CoMFA é
um método dependente do alinhamento. A escolha dos atomos para o alinhamento é
dificil, pois pode influenciar o modelo final, especialmente quando o conjunto de
moléculas escolhido possui diversidade estrutural (lvanciuc, 2000). A escolha pode
ser feita de acordo com regras de orientagdo que seguem dos farmacéforos
maximizando a sobreposi¢cdo estérica dos compostos. Em muitas situagdes um
alinhamento perfeito é dificil, por exemplo, para moléculas que ndo sdo de uma série

congénere ou aquelas com grande numero de ligacées com rotacao livre.

No primeiro estudo de CoMFA, publicado pelos idealizadores do método, uma
série de esterdides foi sobreposta pelo alinhamento de seus esqueletos rigidos
(Cramer et al., 1988). A escolha desse grupo de compostos foi um exemplo bem
sucedido, porque esterdides nédo tém flexibilidade conformacional e o alinhamento

tornou-se facil, sem ambiguidades (Kubinyi, 1997).
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A.1.3. Cargas Atomicas Parciais

Escolhida a hipétese farmacoférica e os atomos para o alinhamento dos
compostos, segue-se o calculo das cargas atémicas parciais. A escolha do método
de geracdo das cargas pode ser feita levando-se em conta os resultados da
literatura para séries de compostos estruturalmente semelhantes aos estudados
(Brito, 2004). Em alguns estudos, porém, faz-se o célculo das cargas por dois ou
mais métodos para compara-los e selecionar o que leva a melhores resultados
(Brito, 2004; Rodrigues, 2000; Cunha, 2006).

Alguns autores enfatizam que as interagdes eletrostaticas sdo as principais
forcas responsaveis pela interacao ligante-receptor e que os campos eletrostaticos
resultantes de diferentes métodos de célculo de cargas podem influenciar o modelo

CoMFA significantemente (lvanciuc, 2000; Kroemer, 1996).

A.1.4. Caixa para o Alinhamento

Escolhidos os 4&tomos para o alinhamento e as cargas atémicas parciais, uma
caixa € gerada ao redor das moléculas alinhadas de tal maneira que a caixa cubra
inteiramente os compostos e haja um espaco entre eles e a caixa, como ilustrado na
Figura 10. A caixa é dividida em pequenos cubos (grades), e a distancia padrao

entre eles é de 2 A.
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Figura 10. Representacdo da caixa 3D na qual os compostos alinhados séo inseridos no
processo do CoMFA (Adaptado de Kubinyi, 1997).

A.1.5. Construcao dos Campos Moleculares

A premissa do método CoMFA é que as interagcbes mais importantes entre o
ligante e o receptor sdo de natureza estérica e eletrostética (Cramer et al., 1988),
visto que os fatores estéricos e eletrdnicos das moléculas desempenham um papel
importante nas interagcées com o receptor (Huuskonen, 2001; Klebe, 1994).

As energias de interagdo estéricas e eletrostaticas s&o calculadas com um
atomo de prova que mimetiza atomos do receptor. Como atomos de prova sao
usados geralmente oxigénio com hibridagdo sp® e carga -1, carbono com hibridagéo
sp® e carga +1 e hidrogénio com carga +1 (Brito et al., 2008; Brito, 2004; Rodrigues
et al., 2000; Cho & Tropsha, 1995).

As energias estéricas (de van der Waals) sdao obtidas pelo potencial de
Lennard-Jones (Equacédo 2) e as energias eletrostaticas através do potencial de

Coulomb (Equacgéo 3).
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-y [Cuii;) Cﬁ(if)] )
V= 12 6 Equacao 2
I I..

j ij

Na Equacdo 2, C € um parametro especifico de Lennard-Jones que difere

para cada atomo e r é a distancia entre os dois atomos que interagem. O termo r'?
descreve o potencial repulsivo de curto alcance devido as distor¢des das nuvens
eletrbnicas e predomina quando a separacao entre os atomos que interagem €
pequena. O termo r® descreve o potencial atrativo de longo alcance e predomina

quando a separagao aumenta em magnitude (Levine, 2000, pg. 670; Martinez et al.,

2007, pg. 424; Leach, 2001, 271; Scott et al., 1999).

V—l Zﬁl

c=
41re r,‘j

Equacao 3

Na Equacao 3, qi e qj sdo as cargas elétricas dos atomos i e j que estéao
interagindo a uma distancia rij e € € a permissividade elétrica do meio (Levine, 2000,

pg.671; Martinez et al., 2007, pg. 424; Leach, 2001, 271; Scott et al., 1999).

Na analise de CoMFA, sao gerados contornos que definem regides do espaco
como sendo favoraveis ou desfavoraveis para a interagcéo ligante-receptor (Kubinyi,

1997).

A.1.6. Técnicas Estatisticas Aplicadas no CoMFA

As energias de interacao obtidas em cada ponto da grade da caixa 3D sao
tabeladas para cada composto, junto as respectivas atividades bioldgicas. O
resultado disso € uma tabela com centenas de colunas, conforme ilustrado na Figura
11. Posteriormente, as energias obtidas seréo relacionadas as atividades biolégicas
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pela técnica de minimos quadrados parciais (Partial Least Squares, PLS), conforme
ilustrado na Figura 11 (Glenn et al., 1989; Cramer et al., 1988).

LATTICE

P [ roos [Xodr . EEFENEDOS .. ESSE ]
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Figura 11. Esquema do processo de geragdo das energias no CoMFA e tabelamento dos
resultados (Reproduzido de Kubinyi, 1997).

A abordagem adotada no CoMFA gera um grande numero de varidveis que
precisam ser analisadas estatisticamente. A andlise dos dados por regressao padrao
é praticamente impossivel. Correlacionam-se as energias com a atividade biolégica
utilizando o método de Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares, PLS)

associado a validagdo cruzada por exclusdo exaustiva (Leave-One-Out Cross-
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validation, LOOgy), que assegura a significancia estatistica da equacao final gerada

pelo método (Leach, 2001, pp. 706; Livingstone, 1995, pp. 134).

A.1.6.1. Minimos Quadrados Parciais

O método PLS é similar a regressado multipla e € usado especialmente quando
0 numero de variaveis é superior ao numero de graus de liberdade. Pode ser melhor
descrito como uma tentativa de correlacionar a variavel dependente (resposta
biolégica) com as variaveis independentes (descritores) de uma sé vez, em
contraste com o método de regressdo multipla, onde em cada etapa é identificada
apenas uma variavel independente que melhor correlaciona-se a variavel

dependente (Leach, 2001, pp. 706; Livingstone, 1995, pp. 153).

PLS é uma técnica muito utilizada em analises de QSAR em que um grande
namero de variaveis sao geradas, pois reduz o problema construindo variaveis
latentes (componentes principais), que sao combinagdes lineares das variaveis
independentes originais (Migliavacca, 2003; Hopfinger et al., 1997; Livingstone,
1995; Rogers & Hopfinger, 1994; Glenn et al, 1989). PLS expressa a variavel
dependente (Y) por combinagdes lineares das variaveis independentes originais (X),
como mostrado na Equacdo 4, onde ti, t, etc, sdo as variaveis latentes (ou

componentes principais) (Leach, 2001, pg. 706).
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Y=biti+bato+ bsts+...+ bntn Equacao 4

Onde:

t1=Ci11 Xy + Ci2Xo + . .. + C1p Xp

th=Coy Xy +CooXo + ... + C2p Xp

th=Cmni X1 +CmaXo + . .. + Cmp Xp

A.1.6.2. Validacao Cruzada Leave-One-Out

A técnica LOO., é usada na grande maioria dos estudos de CoMFA e em
estudos de QSAR em geral (Bak & Polanski, 2006; Romeiro et al, 2006), pois
assegura a significancia estatistica do modelo. Na técnica LOO,, cada composto &
sistematicamente excluido uma vez do banco de dados e sua atividade é prevista
por um modelo gerado a partir dos demais compostos que compdéem o banco,

conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12. Esquema do processo de validacdo cruzada pelo método Leave-One-Out.
(Reproduzido de Kubinyi, 1997).

A.1.7. Vantagens e Limitacoes do CoMFA

As principais vantagens do CoMFA sado a aplicagdo a conjunto de dados
heterogéneos e a visualizacdo das interacdes estéricas e eletrostaticas favoraveis e
desfavoraveis com o receptor pelos mapas de contorno 3D (Bhongade & Gadad,
2004). Estes mapas de contorno devem ser interpretados em termos da estrutura do
receptor, se ele for conhecido, e caso nao seja, pode-se inferir possiveis sub-sitios

de interagao a partir desses mapas.
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Como limitagdes do CoMFA, existem as incertezas a respeito da conformacgao
bioativa e dos modos possiveis de ligacdo dos ligantes com o receptor, 0s niveis de
cutoff utilizados (valores de corte nas energias de interagdo do atomo de prova com
os ligantes) e o fato de ser aplicavel somente a dados bioldgicos e farmacolégicos in
vitro, uma vez que nestes ndo estdo envolvidos aspectos relacionados a fase
farmacocinética (absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excreg¢do), enquanto em

dados in vivo esses aspectos sao relevantes.

B. QSAR-3D Dependente da Estrutura do Receptor

A abordagem RD é aplicada nos casos onde a estrutura do receptor é
conhecida experimentalmente por técnicas de cristalografia de raios-X ou de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono ou nitrogénio (Nuclear
Magnetic Ressonance, NMR'H, NMR'3C, NMR'N), ou pode ser obtida por técnicas
de modelagem comparativa, onde se faz o ajuste da biomacromolécula desejada a
uma estrutura similar do receptor por meio da modelagem molecular (Marshall &

Cramer, 1988).

Como exemplos de metodologias de QSAR-3D RD, ha a “Analise
Comparativa da Energia de Ligacao” (Comparative Binding Energy Analysis,
COMBINE), desenvolvida por Ortiz e colaboradores (Ortiz et al., 1995) e o “Campo
de Forca de Energia Livre” (Free-Energy Force Field, FEFF), desenvolvido por
Tokarski & Hopfinger. Na metodologia FEFF s&o utilizados como descritores para
cada ligante e residuos selecionados no receptor, as energias ligadas (comprimento
de ligacao, angulo e torsdo) e nédo ligadas (Lennard-Jones e Coulomb), antes e apos
a complexacdo com o receptor (Venkatarangan & Hopfinger, 1999; Tokarski &

Hopfinger, 1997).
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De fato, o conhecimento a respeito das for¢as de interagdo entre o ligante e
residuos do receptor € importante para compreender a variagdo da poténcia
biol6gica de uma série de compostos (Vinkers et al., 2003). A forga das interagdes
quimicas pode ser estimada com campos de forca de mecanica molecular,
ancorando-se 0os compostos no sitio de ligacdo do receptor (Leach, 2002). Essas
interagdes quimicas podem ser expressas pelas interacbes de van der Waals (na
forma do potencial de Lennard-Jones, Equacado 2) e interacdes eletrostaticas (na

forma do potencial de Coulomb, Equacéo 3).

Todd e Freire (1999), em um estudo experimental por calorimetria do
processo termodinamico da ligacdo de inibidores na protease do HIV-1, observaram
que o efeito da estabilizacdo do inibidor na enzima nao apresenta a mesma ordem
de magnitude em relagdo a todos os residuos da enzima. Residuos em certas
regides da enzima sao significativamente mais afetados do que outros em outras
regides, isto é, a interacdo ocorre com residuos especificos. Em particular, a ligacao

do inibidor tem um efeito significativo nas regides que definem o sitio.

Kulkarni e Kulkarni (1999), trabalhando com a predicao experimental da
afinidade de ligacdo de inibidores nado peptidicos na enzima protease do HIV-1,
observaram que a energia de interacado total é particionada em interacdes em
diferentes sub-sitios e que a interagdo com apenas alguns residuos contribui para

diferengas nas poténcias desses inibidores.

Esses dados corroboram que se pode fazer estudos de QSAR-3D RD de
inibidores enzimaticos considerando apenas a interagdo dos ligantes com residuos

especificos da enzima, sem incorrer em erros graves.
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B.1. Algoritmos Genéticos em Estudos de QSAR-3D Dependente do Receptor

B.1.1. Algoritmos Genéticos

Os Algoritmos Genéticos (Genetic Algorithms, GA) sdao derivados de uma
classe de métodos estocasticos, os Algoritmos Evolucionarios (Evolutionary
Algorithms, EA) (Magalhaes et al., 2007, pg. 508). Os GA séao inspirados no principio
de selecao natural e evolugdo Darwiniana (Linden, 2006, pg. 32; Li et al., 1999;

Devillers, 1996, pg. 3).

B.1.2. As Bases da Selecao Natural Aplicadas aos GAs

Na natureza, apenas 0s organismos mais aptos conseguem vencer a
competicdo por recursos como alimento e espago, sobrevivem e se reproduzem,
gerando proles e permitindo a transmissdo de sua heranga genética por meio dos
genes contidos nos cromossomos. A adaptacdo as mudangas do meio-ambiente é
essencial para a sobrevivéncia dos individuos das espécies. Assim, a selecao
natural leva a sobrevivéncia dos melhores individuos, e implicitamente dos melhores
genes. O processo de reproducdo sexuada permite a diversificacdo dos genes de

uma espécie (Russel & Norvig, 2004, p. 117; Devillers, 1996, pg. 4-5).

Em um estudo de QSAR empregando GA sao criados modelos
aleatoriamente e aqueles modelos com melhores valores estatisticos propagam seu
“material genético”, ou seja, suas caracteristicas, por operagdo de cruzamento (do
inglés, crossover), onde hi a combinagéo de variaveis independentes de dois bons
modelos (pais) para criar um novo modelo (filho) (Linden, 2006, pp. 67; Russel &

Norvig, 2004, p. 117; Hemmateenejad et al., 2002).
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Ponto de

Cruzamento
Var1, Var2, Var3, Vard] Varb, Var6, Var7 Modelo |
Var8, Var9, Var1DEVar1, Var2, Var3, Vard4 Modelo Il
Var8, Var9, var10, Varb, Var6, Var?7 Novo Modelo

Figura 13. Esquema da operacao de cruzamento dentro da técnica de algoritmos genéticos.
Var representa um descritor no estudo de QSAR.

Na geragao seguinte, os modelos com melhores pontuagdes sdo mantidos e
novos modelos sdo criados por operacdes de cruzamento € de mutacao (do inglés,
mutation). A operacdo de mutacdo consiste na criagdo de um novo modelo pela
introducdo aleatéria de uma nova variavel no modelo recém-criado por cruzamento,
0 que ajuda a manter diversidade suficiente na populacdo (Linden, 2006, pp. 69;

Niculescu, 2003).

Pontos de
Mutagao

/

ar2, Var3,ar5, Var6, Var? Modelo |

var9, Var2, Var3, Var10, Var5, Var6, Var7 Novo Modelo

Figura 14. Esquema da operagdao de mutacdo dentro da técnica de algoritmos genéticos.
Var representa um descritor no estudo de QSAR.
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B.1.3. Vantagens e Aplicacoes dos Algoritmos Genéticos na Modelagem

Molecular

Os GAs sao especialmente Uteis na resolucao de problemas com um grande
namero de variaveis, por possibilitarem uma amostragem eficiente (Linden, 2006,
pg. 49.; Niculescu, 2003; Romeiro et al., 2006). Eles vém sendo aplicados a estudos
diversos como buscas conformacionais, que sao essenciais na metodologia de
docking; estudos de SAR, onde auxiliam a busca por farmacoforos; e QSAR,
ajudando a correlacao de descritores com atividades bioldgicas e o planejamento de
farmacos (Magalhaes et al., 2007, pg. 508; Romeiro et al., 2006; Leach, 2001, pg.

479).

B.1.4. Aproximacao da Funcao Genética com Minimos Quadrados Parciais

O algoritmo aproximacgao da fungédo genética (Genetic Function Approximation,
GFA) é um algoritmo genético utilizado para a criagdo de modelos de QSAR
(Rogers, 1996, pp. 88-92; Hahn & Rogers, 1995; Rogers & Hopfinger, 1994), onde

as variaveis sdo chamadas de funcdes de base.

O GFA aplica os mesmo procedimentos descritos anteriormente para os GAs,
combinando a técnica de PLS, que vem se tornando o método estatistico de escolha
para a maioria dos estudos de QSAR (Brito, 2004; Romeiro et al., 2006; Luco &

Ferretti, 1997; Dunn & Rogers, 1996, pg.109-118; Hahn & Rogers, 1995).

A técnica de GFA-PLS tem como caracteristica principal a geracdo de
multiplos bons modelos, ao invés da otimizacdo de apenas um Unico modelo

(Rogers & Hopfinger, 1994). Outros autores relatam o uso da analise combinada de
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algoritmos genéticos e PLS (Sodero, 2007; Pita, 2006; Cunha, 2006; Romeiro, 2002;

Albuquerque, 1997; Hasegawa, 1997).
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2. OBJETIVOS

Inserido no contexto da Quimica Medicinal, que engloba o planejamento
racional de substancias bioativas e, tendo em vista a importancia da transcriptase
reversa (RT) como alvo terapéutico no combate a AIDS, foi selecionada uma série
inédita em estudos de QSAR-3D de 74 compostos pertencente a classe quimica das
diidro-alcoxi-benzil-oxopirimidinas (DABOs), inibidores nao-nucleosideos da RT do
HIV-1 (Ragno et al.,, 2004; Mai et al., 1999; Mai et al., 1997; Mai et al., 1995),
objetivando a construcdo e a avaliagdo de modelos de QSAR-3D independente e
dependente da estrutura da enzima, que serdo uteis na compreensao do modo de
interacdo dos DABOs e, conseqlentemente, no planejamento e proposicdo de

novos inibidores ndo nucleosideos da RT para o tratamento da AIDS.
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3. METODOLOGIA

3.1. BANCO DE DADOS ESTRUTURAL E BIOLOGICO

Uma série de 74 compostos da classe dos DABOs foi selecionada para os
estudos de QSAR-3D independente e dependente do receptor, a partir de uma série
de trabalhos publicada pelo grupo de Mai, Ragno e colaboradores (Ragno et al.,

2004; Mai et al., 1999; Mai et al., 1997; Mai et al., 1995).

O perfil de atividade biolégica desses compostos foi avaliado em ensaios in
vitro frente a enzima RT do HIV-1, segundo o mesmo protocolo farmacolégico (Mai
et al., 1995). As poténcias inibitérias dadas em ICsy (UM) foram transformadas em
plCso (M), que corresponde ao logaritmo do inverso da concentracdo minima capaz
de inibir 50% da atividade enzimatica (—LoglCs). A Tabela 5 mostra as estruturas
quimicas e os respectivos valores de atividade bioldgica (plCsp) dos 74 compostos

da série dos DABOs.

Os compostos contendo um centro estereogénico (Y=sec-butil, Tabela 5),
correspondendo, portanto, a uma mistura racémica, foram definidos na configuracao
absoluta R e os respectivos valores de ICsq originais foram multiplicados por dois.
Como este centro estereogénico esta localizado em uma cadeia alquilica lateral, ele
foi considerado de menor importancia e o enantibmero R foi arbitrariamente definido

como o eutdbmero.
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Tabela 5. Estruturas e poténcias inibitorias (plCsy, M) dos derivados S- e NH-DABOs sobre
a RT do HIV-1 (Ragno et al., 2004; Mai et al., 1999; Mai et al., 1997; Mai et al., 1995).

#2 Xx° Ar W-Y © pICso ° #2 X° Ar W-Y °© pICso °
1 Me 2-naftil S-sec-Bu 4,23 38 H 2,6-di-F-Ph S-Me 6,10
2 H 1-naftil S-ciclopentil 4,31 39 Me 2-CI-Ph S-sec-Bu 6,10
3 Me 1-naftil S-ciclopentil 4,35 40 Me 2-F-Ph S-sec-Bu 6,10
4 Me 4-F-Ph S-sec-Bu 4,59 41 Me 3-NO,-Ph S-sec-Bu 6,10
5 Me 4-Cl-Ph S-sec-Bu 4,77 42 H 2-F-Ph S-sec-Bu 6,22
6 H 1-naftil S-sec-Bu 4,79 43 H 3-NO,-Ph S-sec-Bu 6,22
7 H 2-naftil S-sec-Bu 4,83 44 H 2,6-di-Cl-Ph S-terc-Bu 6,22
8 H 4-F-Ph S-sec-Bu 4,83 45 H 2,6-di-Cl-Ph S-n-Bu 6,30
9 H 4-Cl-Ph S-sec-Bu 5,02 46 H 2,6-di-Cl-Ph S-ciclopentil 6,40

10 H Ph S-terc-Bu 5,07 47 H 2,6-di-F-Ph S-n-Bu 6,70

1 H 3-Me-Ph S-terc-Bu 5,09 48 H 2,6-di-F-Ph S-terc-Bu 6,70

12 Me 3-Me-Ph S-sec-Bu 5,27 49 H 2,6-di-Cl-Ph S-sec-Bu 6,70

13 Me 2,6-di-CI-Ph  S-ciclohexil 5,31 50 Me 2,6-di-Cl-Ph S-sec-Bu 6,92

14 Me Ph S-Me 5,31 51 H 2,6-di-F-Ph S-sec-Bu 7,00

15 Me Ph S-sec-Bu 5,32 52 Me 2,6-di-F-Ph S-sec-Bu 7,00

16 Me 3-Me-Ph S-terc-Bu 5,34 53 H 2,6-di-F-Ph S-ciclohexil 7,05

17 Me Ph S-ciclohexil 5,37 54 Me 2,6-di-F-Ph S-terc-Bu 7,05

18 H 3-CI-Ph S-sec-Bu 5,42 55 H 2,6-di-F-Ph S-ciclopentil 7,10

19 Me 4-NO,-Ph S-sec-Bu 5,44 56 Me 2,6-di-F-Ph S-ciclopentil 7,10

20 Me 3-Me-Ph S-ciclopentil 5,47 57 H 2,6-di-F-Ph NH-ciclopentil 7,15

21 H 2-Cl-Ph S-sec-Bu 5,49 58 H 2,6-di-F-Ph S-iso-Pr 7,30

22 Me 3-F-Ph S-sec-Bu 5,52 59 Me 2,6-di-F-Ph NH-ciclopentil 7,52

23 H 2,6-di-Cl-Ph S-Me 5,562 60 Me 1-naftil S-sec-Bu 4,35

24 H Ph S-ciclohexil 5,52 61 H 2-naftil S-ciclohexil 4,48

25 H 3-Me-Ph S-iso-Pr 5,54 62 H Ph S-sec-Bu 5,27

26 H Ph S-ciclopentil 5,55 63 Me Ph S-ciclopentil 5,47

27 H 3-Me-Ph S-ciclohexil 5,59 64 H 3-Me-Ph S-ciclopentil 5,59

28 Me 3-Me-Ph S-Me 5,60 65 Me Ph S-iso-Pr 5,60

29 Me 3-Me-Ph S-iso-Pr 5,60 66 H 3-Me-Ph S-sec-Bu 5,62

30 H 4-NO,-Ph S-sec-Bu 5,62 67 Me 3-Cl-Ph S-sec-Bu 5,74

31 Me 3-Me-Ph S-ciclohexil 5,66 68 H 3-F-Ph S-sec-Bu 5,92

32 Me Ph S-terc-Bu 5,72 69 H 2-NO,-Ph S-sec-Bu 6,22

33 Me 2,6-di-CI-Ph  S-ciclopentil 5,80 70 H 2,6-di-Cl-Ph S-ciclohexil 6,40

34 H 2,6-di-Cl-Ph S-iso-Pr 5,89 71 Me 2,6-di-F-Ph S-Me 6,70

35 Me 2,6-di-Cl-Ph S-iso-Pr 5,94 72 Me 2,6-di-F-Ph S-n-Bu 7,05

36 Me 2,6-di-Cl-Ph S-n-Bu 5,94 73 Me 2,6-di-F-Ph S-ciclohexil 7,15

37 Me 2,6-di-Cl-Ph S-terc-Bu 5,96 74 Me 2,6-di-F-Ph S-iso-Pr 7,30

a) NUimeros sublinhados correspondem aos compostos do conjunto de teste (60-74). b) Base pirimidinica
uracila (X=H) ou timina (X=Me). c) Séries S-DABO (W=S; Y=alquila) e NH-DABO (W=NH; Y=alquila). d) Os
valores de ICs, originais dos compostos contendo centro estereogénico (W=S; Y=sec-Bu) foram
multiplicados por dois e apenas os isdmeros R foram considerados nos estudos de QSAR-3D.
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3.1.1. Perfil Estrutural dos DABOs

Os DABOs estudados possuem o perfil estrutural ilustrado na Figura 15.
Tendo como referéncia o ndcleo pirimidinico dos DABOs, as variagdes estruturais
sao:

(A) na posicao C2, onde W pode ser —S— (S-DABOs) ou —NH— (NH-DABOs) e Y
pode ser alquila ou cicloalquila (W-Y = S—Me, S—iso-Pr, S—n-Bu, S—sec-Bu,

S—terc-Bu, S—ciclopentila, S—ciclohexila e NH—ciclopentila);
(B) na posicao C5, onde X pode ser —H (uracila) ou —CHjs (timina);

(C) na posigao C6, onde Ar pode ser fenila (com diversos substituintes), 1-naftila

ou 2-naftila.

|

|
-H ou -CH,, <X

I

H

|
I N//Lvy: i) -S ou-NH
Ar Y!

A
R )J\ ;J\/
R=-H, -CH,;, -F, -Cl, -NO, ¥ Pa Vel
Figura 15. Perfil estrutural dos S- e NH-DABOs utilizados nos estudos de QSAR-3D.
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3.1.2. Definigcao dos Conjuntos de Treinamento e de Teste

Para os estudos de QSAR-3D, o banco de dados de 74 compostos da série
dos DABOs foi dividido em um conjunto de treinamento, contendo 59 compostos (1-
59), e um conjunto de teste, contendo 15 compostos (60-71), mostrados na Tabela
5. Neste trabalho, os compostos do conjunto de teste representam cerca de 20% do

total de compostos.

A Figura 16 mostra a distribuicdo dos valores de atividade biolégica (plCsp)
dos compostos dos conjuntos de treinamento (A) e de teste (B). No conjunto de
treinamento os valores de plCsy variam de 4,23 a 7,52 M e no conjunto de teste os
valores de plCsp variam de 4,35 a 7,30 M. Em ambos os conjuntos, os compostos
estao regularmente distribuidos por toda a faixa de atividade, que compreende cerca

de quatro unidades logaritmicas, e apresentam a mesma diversidade estrutural.
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Figura 16. Distribuicao dos valores de atividade biologica (plCsy) dos compostos do conjunto
de treinamento (A) e do conjunto de teste (B).
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3.2. QSAR-3D INDEPENDENTE E DEPENDENTE DO RECEPTOR

A descricdo da metodologia das duas abordagens de QSAR-3D empregadas
neste trabalho, i.e. os estudos independente e dependente da estrutura do receptor,
esta dividida em Parte A (QSAR-3D Independente do Receptor, CoOMFA) e Parte B

(QSAR-3D Dependente do Receptor).

Mas antes serédo descritas a construcao e a otimizagao das estruturas 3D dos

ligantes, etapas comuns aos dois métodos.

3.2.1. Construcao e Otimizacao das Estruturas 3D dos Ligantes

Na auséncia de um composto da classe dos DABOs co-cristalizado com a RT
do HIV-1, foi usada como conformacdo bioativa de referéncia na etapa de
construgdo das estruturas dos DABOs, a estrutura do MKC-442 (emivirina, Figura
17), co-cristalizado a enzima RT nativa, disponivel no PDB sob o cédigo 1RT1, com
resolucdo de 2,55 A (Hopkins et al., 1996). O MKC-442 é um inibidor n&o-

nucleosidico da classe dos HEPTSs, estruturalmente relacionado aos DABOs.

Assim, as estruturas 3D dos 74 DABOs foram construidas a partir da estrutura
3D do MKC-442, extraida do arquivo 1RT1, usando a opg¢ao Build do programa
Spartan‘06 (Wavefunction, Inc.). Todos o0s compostos foram otimizados
geometricamente pelo método de mecéanica molecular utilizando o campo de forca
MMFF94 e em seguida pelo método semi-empirico utilizando o Hamiltoniano AM1

(Dewar, 1985).

A Figura 17 mostra a sobreposicao entre as estruturas 3D do MKC-442 e do

NH-DABO 59, o mais potente da série. Esta etapa de construcao e otimizagdo das
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estruturas dos ligantes foi comum as duas metodologias de QSAR-3D (independente

e dependente do receptor) empregadas neste trabalho.

MKC-442

NH-DABO 59
Figura 17. Sobreposigéo entre as estruturas 3D do MKC-442 (atomos de carbono coloridos
em verde) e do NH-DABO 59 (atomos de carbono coloridos em cinza). Para melhor

visualizagdo, os 4&tomos de hidrogénio foram omitidos.

3.2.2. PARTE A - QSAR-3D INDEPENDENTE DO RECEPTOR (COMFA)

3.2.2.1. Definicao da Hipotese Farmacoférica

A hipétese farmacoférica utilizada na orientacdo e sobreposicdo dos
derivados DABOQOs para conseguir um alinhamento consistente, teve como referéncia
o modo de ligacao do composto MKC-442 na enzima RT (codigo no PDB 1RT1),
conforme descrito no item “Construcdao e Otimizacao das Estruturas 3D dos

Ligantes”.
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3.2.2.2. Assinalamento das Cargas Atomicas Parciais

No estudo de CoMFA, a contribuicao eletrostatica no modelo de QSAR-3D
depende do esquema usado no assinalamento das cargas atbmicas parciais, devido
a variagao das cargas em funcao das diferentes abordagens teéricas que podem ser

empregadas.

Desta forma, para verificar o efeito das cargas atbmicas parciais sobre a
qualidade dos modelos de CoMFA, o assinalamento das cargas dos inibidores foi
feito pelo ajuste das cargas a um potencial eletrostatico molecular restringido
(Restrained Molecular Electrostatic Potential, RESP), calculado em quatro niveis de
teoria, todos disponiveis no programa Spartan 06 (Wavefunction, Inc.): (a) DFT
(Density Funcional Theory), usando o funcional BSLYP e o conjunto de bases 6-
31G*; (b) ab initio Hartree-Fock (HF), usando o conjunto de bases 6-31G*; e semi-
empiricos (c) AM1 e (d) PM3. O conjunto dos compostos (estruturas otimizadas e
cargas assinaladas) foi exportado para o programa Syby! v.7.2 (Tripos, Inc.), onde o

modulo CoMFA esta disponivel.

3.2.2.3. Definicao dos Alinhamentos

As etapas de definicdo da hip6tese farmacoférica, da conformacao bioativa e
do alinhamento sdo as etapas mais importantes do CoMFA, uma vez que as
energias de interagdo dependem, significativamente, da posicéo relativa dos grupos

funcionais presentes nos ligantes (Peterson et al., 2006; Cramer et al., 1988).

O alinhamento consiste na escolha de um conjunto de atomos que ira orientar
0 posicionamento relativo das moléculas dentro da caixa virtual. A escolha dos

atomos pode ser feita selecionando-se atomos ou grupos funcionais conservados
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em todas as estruturas quimicas. Para obter a melhor sobreposi¢cao dos compostos,
foram testados trés alinhamentos (Figura 18), usando como referéncia o composto

mais potente da série, 59.

No Alinhamento 1, os seis atomos do anel 4-oxo-pirimidina foram
selecionados (N1, C2, N3, C4, C5 e C6). No Alinhamento 2, trés 4tomos do anel 4-
oxo-pirimidina (N1, N3 e C5) e trés atomos do anel aromético do grupo 6-benzila
(C1’, C3’ e C5’) foram selecionados. No Alinhamento 3, foram selecionados trés
atomos do anel 4-oxo-pirimidina (N1, N3 e C5), o atomo de oxigénio do grupo
carbonila, o &tomo de carbono da posi¢ao ipso (C1’) do anel aromatico do grupo 6-

benzila e 0 atomo de carbono do anel ciclopentila (C1).

Os substituintes do grupo 6-benzila foram orientados na mesma diregao
relativa para uma sobreposicdo O6tima entre os compostos. As etapas de
alinhamento e sobreposicdo foram realizadas usando o comando Alignment

Database do programa Sybyl v.7.2 (Tripos, Inc.).

Alinhamento 1 Alinhamento 2 Alinhamento 3

Figura 18. Composto de referéncia NH-DABO 59 marcado com asteriscos nos atomos
usados para os trés Alinhamentos testados.
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3.2.2.4. Definicao dos Niveis de Cutoff

Mantendo-se fixos 0 melhor alinhamento e as cargas atémicas parciais que
forneceram os melhores resultados, estudou-se ainda a influéncia de diferentes
niveis de cutoff sobre o g resultante do melhor modelo. Os niveis de cutoffs foram
truncados para os campos estéricos e eletrostaticos em 30 kcal.mol” (default), 20

kcal.mol™ e 10 kcal.mol™.

3.2.2.5. Definicao da Caixa e Obtencao das Variaveis Independentes

O conjunto de compostos previamente sobrepostos segundo os Alinhamentos
1, 2 e 3, foi inserido numa caixa 3D virtual, regularmente dividida em grades de 2,0 A
de espacamento (valor padrdo) e com limites de 4,0 A, em todas as diregcdes da
caixa.

As variaveis independentes na metodologia de CoMFA sdo as energias de
interacdo estéricas e eletrostaticas calculadas quando um tipo definido de atomo de
prova, posicionado em espagos regulares da caixa, interage com cada um dos
compostos inseridos na caixa.

Inicialmente, os modelos de CoMFA foram construidos mantendo-se fixos o
tipo de atomo de prova (Csp3 com carga +1, atomo de prova padréao) e o valor de
corte de energia (cutoff) para ambas as interagdes estéricas e eletrostaticas (valor
de corte padrao de 30 kcal.mol™), e testando os trés alinhamentos e os quatro tipos

de assinalamento de cargas atémicas parciais para os ligantes.

3.2.2.6. Obtencao dos Modelos de CoMFA

As equacbdes ou modelos de CoMFA sao obtidas pelo uso da técnica
estatistica de analise de regressao multipla de minimos quadrados parciais, PLS

83



Metodologia

(Glenn et al., 1989), correlacionando a variacdo nas variaveis independentes (i.e.,
valores de energia de interagdo estérica e eletrostatica) com a variagao na variavel

dependente (i.e., valores de plCso) do conjunto de treinamento dos inibidores.

Como as metodologias de QSAR-3D geram um grande numero de variaveis
independentes, o PLS é uma técnica muito utilizada neste tipo de analise, por ser
capaz de reduzir o problema a ser tratado, construindo variaveis latentes
(componentes principais), que sao combinagdes lineares das variaveis
independentes originais (Migliavacca, 2003; Hopfinger et al., 1997; Livingstone,

1995; Rogers & Hopfinger, 1994; Glenn et al., 1989).

3.2.2.7. Validacao Interna dos Modelos de CoMFA

A técnica LOOcgy (descrita na Introducdo) foi usada para acessar a
capacidade preditiva interna dos modelos de CoMFA (Kubinyi, 1997a). Nessa
técnica, cada um dos compostos é sistematicamente excluido do conjunto de
treinamento e a poténcia de cada composto excluido (plCsp) € predita por um novo
modelo (com as mesmas variaveis, porém com novos coeficientes) derivado a partir
dos compostos remanescentes do banco de dados (Kubinyi, 1997a). A validagéao
cruzada fornece o nimero 6timo de componentes principais (PC) e o valor de g°
apés a validagdo cruzada (r’w), indice que traduz a capacidade preditiva do modelo

(Equacbes 5 € 6).

Os resultados da validagdo cruzada foram analisados considerando que
valores de r%, acima de 0,3 indicam que a probabilidade de correlacdo ao acaso é

menor do que 5% (Peterson et al., 2006).
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r2 =1 PRESS E 50 5
ov= uacéo
Z(Y = Yooga)? o
PRESS = Z(Y = Y|¢q)? Equacéo 6

Nas Equacdes 5 e 6, PRESS é a soma dos quadrados do erro de predicao
proveniente da validagdo cruzada (LOOcy), Y é o valor da poténcia observada,

Ymedia € 0 valor médio da poténcia e Ypreq € 0 valor da poténcia predita.

Em seguida, a analise de PLS é repetida sem a validacao cruzada, usando o
namero 6timo de PC, gerando o modelo final de CoMFA e os respectivos valores de
r* convencional, erro padrdo da estimativa (SEE), valor de Fischer (F) e as
percentagens de contribuicdo das interagdes estérica e eletrostatica. Como

recomendado por Kybinyi e Abraham (1993), o numero 6timo de PC deve

corresponder ao primeiro minimo do erro padrdo da validagao cruzada (SEcy).

Para evitar superajuste (overfitting) do modelo, ndo mais do que N/5 PC sao
extraidos, onde N é o niumero de compostos do conjunto de treinamento (Melville &

Hirst, 2004).

Qualquer coluna com variagdo de energia menor do que 2,0 kcal.mol” foi
excluida para reduzir o tempo de calculo sem afetar negativamente a qualidade dos
modelos. O modelo de CoMFA é representado como um mapa de contorno colorido
ao redor de cada molécula, descrevendo os campos estéricos e eletrostaticos que

contribuem significativamente para aquele modelo.
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3.2.2.8. Validacao Externa dos Modelos de CoMFA

Na validacdao externa dos modelos de CoMFA gerados, a capacidade
preditiva total é avaliada em termos de rzpred, calculado de acordo com a Equacéo 7,

usando os compostos do conjunto de teste.

2 SE - PRESS

pred = SE Equacao 7

Na Equacéo 7, SE é a soma dos desvios quadrados entre o valor de atividade
do conjunto de teste e o valor de atividade média do conjunto de treinamento e
PRESS ¢é a soma dos quadrados do erro de predicao proveniente da validagao

cruzada.

A incerteza da predicao é definida pela Equacédo 8, onde k € o numero de
termos (variaveis) incluidos no modelo e n é o nimero de compostos usado no

estudo.

Equacao 8

1/2
SPRESS = ﬂ
(n—k-1)

3.2.2.9. Selecao do Melhor Modelo de CoMFA

Considerando as diversas equag¢des de CoMFA obtidas a partir da variagao
dos alinhamentos, cargas atémicas parciais, tipos de atomo de prova e cortes de
energia, foram selecionadas as equagdes de QSAR para analise qualitativa aquelas
com os maiores valores de o° e de r?, os menores erros (SE., e SEE) e com menor

namero de outliers (Gaudio & Zandonade, 2001; Kubinyi, 1993).
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3.2.2.10. Selecao dos Outliers

Em estudos de QSAR, alguns autores na literatura consideram como
compostos outliers aqueles com valor residual modular maior do que uma unidade
logaritmica (Sobhia, 2005; Brito, 2004; Kim, 2004), ao passo que outros consideram
como outliers os compostos com valor residual duas vezes superior ao valor do
desvio padréo da estimativa (Standard Error of Estimate, SEE) (Albuquerque et al.,
2007; Hopfinger, 1997; Kubinyi, 1993). Neste trabalho foi utilizada a dultima

abordagem na deteccao dos outliers.

3.2.3. PARTE B - QSAR-3D DEPENDENTE DO RECEPTOR

3.2.3.1. Construcao e Otimizacao dos Complexos Ligantes-Enzima

Na auséncia de um composto da classe dos DABOs co-cristalizado com a RT
do HIV-1, foi usado como complexo de referéncia na etapa de construgdo dos
complexos ligante-enzima no estudo de QSAR-3D dependente do receptor, a
mesma estrutura do PDB do estudo de CoMFA (codigo 1RT1), contendo o MKC-442
(Figura 19) ligado a enzima RT nativa (Hopkins et al., 1996). A estrutura 3D deste
complexo, obtida por cristalografia de raios-X, foi empregada em diversos estudos
de modelagem molecular, tais como ancoramento molecular, dindmica molecular e
QSAR-3D (Nervall et al., 2008; Su et al., 2007; Ragno et al., 2005; Ragno et al.,
2004; Gaudio & Montanari, 2002; Rizzo et al., 2002; Mao et al., 2000; Rizzo et al.,

2000; Szczech et al., 2000).

Na construcdo dos complexos ligantes-enzima, as estruturas otimizadas de

cada um dos DABOs foram inseridas no sitio dos NNRTIs por sobreposicdo por
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RMS (Root Mean Square) com a estrutura do inibidor MKC-442 do complexo de

referéncia, usando o programa HyperChem v.7.5 (HyperCube, Inc.).

Ap6s a exclusdo da estrutura do MKC-442 (sobreposta ao ligante), das
moléculas de agua presentes na estrutura original e da adicdo dos atomos de
hidrogénio, cada um dos complexos ligante-enzima foi otimizado. Os aminoacidos

basicos (Lys e Arg) e acidos (Asp e Glu) foram ionizados.

No primeiro passo otimizou-se apenas o ligante, depois apenas a enzima e
por fim todo o complexo. Estas otimizacbes foram feitas por 1000 passos ou até
norma de gradiente menor do que 0,01 kcal/mol.A, utilizando o algoritmo Steepest
Descent, e em seguida, por mais 1000 passos ou até norma de gradiente menor do
que 0,01 kcal/mol.A, utilizando o algoritmo Conjugate Gradient. Estes calculos foram
feitos no vacuo e sem qualquer restricdo geométrica, com o objetivo de minimizar os
possiveis contatos de van der Waals desfavoraveis, empregando o campo de for¢a

Tripos no programa Sybyl v.7.2 (Tripos, Inc.).

3.2.3.2. Simulacao por Dinamica Molecular dos Complexos Ligante-Enzima

Antes da dinamica molecular (DM) as estruturas dos complexos foram
submetidas a uma nova etapa de otimizacao usando o campo de forca Gromos87
(van Gunsteren & Berendsen, 1987), disponivel no programa GROMACS v.3.2
(Lindahl et al., 2001), empregando a mesma metodologia descrita anteriormente

para a otimizagdo dos complexos no programa Sybyl.

Desta forma, apds a etapa preliminar de otimizacdo dos complexos no
programa Sybyl, as topologias moleculares dos ligantes, necessarias para a etapa

de DM dos complexos, foram construidas no servidor PRODRG (Schuettelkopf &
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van Aalten, 2004), onde as cargas atdbmicas parciais, calculadas neste programa,
foram substituidas pelas cargas calculadas pelo método semi-empirico AM1 no

programa Spartan’06 (Wavefunction, Inc.).

A etapa de simulacdo por DM foi realizada empregando o campo de forgca
Gromos87 (van Gunsteren & Berendsen, 1987), disponivel no programa GROMACS
v.3.2 (Lindahl et al, 2001). A razdo da escolha deste campo de forca € a
disponibilidade de se construir as topologias dos ligantes a partir do servidor “The
Dundee PRODRG Server’ (Schuettelkopf & van Aalten, 2004), o que facilita o
trabalho quando se esta trabalhando com um grande numero de compostos. O
PRODRG fornece de modo rapido e automatico, as topologias e as coordenadas de
moléculas pequenas. Testes de refinamento cristalografico mostram que as
topologias geradas sédo de igual ou melhor qualidade do que as obtidas por outros

meios (Schuettelkopf & van Aalten, 2004).

Finalmente, os complexos otimizados foram submetidos a simulagédo por DM,
em condi¢des constantes de temperatura (310 K) e pressao (1 atm), utilizado o
método PME (Particle-Mesh Ewald) (Darden et al., 1992), seguindo as velocidades

iniciais da distribuicdo de Maxwell.

Inicialmente, as simulacées por DM foram executadas até 1000 ps (1 ns),
entretanto, como as energias de interacdo a partir de 100 ps tornaram-se
praticamente constantes, esse foi o tempo padrdo usado para a coleta dos valores

de energia, que correspondeu aos ultimos 10 ps.

Para as energias eletrostaticas de longo alcance e para as interacées nao-

ligadas, foi usado um valor de corte (cutoff)y de 9 A. O algoritmo SHAKE foi utilizado
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para manter os comprimentos das ligacoes fixos (Ryckaert et al., 1977). O tempo de

integracao foi de 1 fs e as energias foram tabeladas em intervalos de 10 ps.

3.2.3.3. Definicao do Raio de Corte e Obtencao das Energias de Interacao

Ligante-Enzima (Variaveis Independentes)

As variaveis independentes neste estudo de QSAR-3D dependente do
receptor correspondem as energias de interacdo estéricas e eletrostaticas,
calculadas entre cada um dos ligantes e cada um dos residuos de aminoacidos da
enzima compreendidos dentro de um raio de corte de 10 A em torno do ligante
(Figura 19), que compreendeu 53 residuos de aminoacidos.

Este recorte foi feito considerando que as interagdes ligante-receptor que mais
significativamente contribuem para a variagdo da resposta inibitéria ocorrem com
residuos especificos da enzima, proximos ao sitio de ligacdo (Kulkarni e Kulkarni,
1999; Todd e Freire, 1999). Este tipo de recorte tem analogia ao método de
“pruning” (poda) desenvolvido por Tokarski e Hopfinger (1997) em estudos de
QSAR-3D, onde os termos de energia de ligacdo do complexo ligante-receptor sao
calculados pelo campo de forga de energia livre (Free Energy Force Field, FEFF) em
modelos recortados do complexo, e sédo usados como variaveis independentes na

construcao de equacoes de FEFF-QSAR-3D (Romeiro et al., 2006).
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Figura 19. Representacao esquematica do recorte do complexo do inibidor MKC-442 com a
enzima RT do HIV-1 (cédigo no PDB: 1RT1). A esquerda é mostrada a estrutura da RT com
as subunidades p66 (colorida em vermelho) e p51 (colorida por elemento) e o circulo
delimita a regido do raio de corte de 10 A a partir do inibidor. No detalhe & direita encontram-
se 0s residuos da enzima compreendidos no recorte (coloridos em verde) e o inibidor
(colorido por elemento).

Os célculos foram realizados no programa GROMACS v.3.2 (Lindahl et al.,
2001), que emprega os potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb para calcular as
energias de interagdo estéricas e eletrostaticas, respectivamente (Berendsen et al.,

1995).

3.2.3.4. Definicao dos Bancos de Dados de Variaveis Independentes

Objetivando avaliar a influéncia do banco de dados de variaveis
independentes (descritores) sobre a capacidade preditiva dos modelos (equacgdes) a
serem gerados, foram testados quatro bancos de dados (BDs), variando o numero, a

combinagao e o pré-tratamento dos descritores, como descrito a seguir.
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a) O primeiro banco de dados, BD-I, corresponde ao banco de dados original,
onde os descritores sdo as energias de interacdo estéricas e eletrostaticas
calculadas individualmente por residuo, usando os potenciais de Lennard-Jones (LJ)
e de Coulomb (C), respectivamente. Considerando que o recorte do complexo
ligante-enzima contém 53 residuos de aminoacidos, o BD-l contém, portanto, um

total de 106 colunas de descritores (53 de LJ e 53 de C).

b) No segundo banco de dados, BD-ll, os descritores correspondem ao
somatorio das energias de Lennard-Jones e Coulomb por residuo, perfazendo um
total de 53 colunas de descritores (53 de LJ+C), o que reduziu o numero de

descritores pela metade em relagéo ao BD original.

c) O terceiro banco de dados, BD-lll, corresponde a combinacao dos dois
bancos de dados anteriores, perfazendo um total de 159 colunas de descritores (53

de LJ, 53 de C e 53 de LJ+C).

d) O quarto banco de dados, BD-IV, corresponde ao BD-l (106 descritores)
apos pré-tratamento, onde foram excluidas as colunas de energia (descritores) com
variancia menor do que 0,0001, as quais, provavelmente, ndo contribuem para a
explicacdo da variagdo na resposta bioldégica. Com este pré-tratamento, foram

excluidos 11 descritores, perfazendo um total de 95 colunas.

3.2.3.5. Obtencao das Equacoes de QSAR-3D Dependentes do Receptor

Os quatro bancos de dados de variaveis independentes (BD-I, BD-Il, BD-Ill e
BD-IV) foram submetidos individualmente ao programa Wolf (Rogers & Hopfinger,
1994), junto com os valores de atividade biolégica (plCsy) para a geracdo das

equacoes de QSAR-3D. Neste programa, o conjunto de varidveis independentes,
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energias de interacdo, foi relacionado ao conjunto de variaveis dependentes, plCso,
por meio da técnica GFA-PLS (Rogers & Hopfinger, 1994), descrita anteriormente na

Introducao (Dunn & Rogers, 1996).

A primeira etapa no programa Wolf foi a geragdo de uma populagcado de
partida de 100 equagdes, cada uma contendo inicialmente quatro descritores
selecionados aleatoriamente a partir do BD. Foram testadas diversas combinag¢des
de opgbes dentro da técnica de GFA-PLS, estabelecendo-se o uso de 100% de
probabilidade de mutacdo ap6s cada operacéo de crossover e efetuando-se 10.000
e 50.000 dessas operacoes. Os coeficientes das equacgdes foram calculados por
PLS, usando-se 3, 4, 5 e 6 componentes principais. O algoritmo que ajusta 0 nimero
de variaveis independentes nos modelos, fator de suavizagao (smoothing-factor), foi
ajustado de 0,2 até 0,6 (com variacdao de 0,1). A combinacdo destas opcodes foi
realizada a fim de se obter modelos contendo de cinco a doze variaveis
independentes (termos) e resultou em 40 conjuntos de opgdes, que foram testados
para cada um dos quatro bancos de dados (BD-l, BD-ll, BD-lll e BD-IV) dando

origem a um total de 200 equagdes de QSAR-3D a serem analisadas.

3.2.3.6. Validacao Interna dos Modelos de QSAR-3D Dependentes do Receptor

Os dez melhores modelos de cada corrida de GFA-PLS foram classificados
de acordo com os valores de falta de ajuste de Friedman (/lack-of-fit score, LOF)
(Rogers & Hopfinger, 1994), e foram submetidos a técnica de validacao cruzada
LOOcy (conforme esta descrito no item correspondente na Parte A da Metodologia
de CoMFA), disponivel no programa Wolf v.6.2. LOF é a medida dos minimos

quadrados penalizada, i.e., quando duas equagdes tém o mesmo erro de minimos
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quadrados, aquela que possuir o menor numero de termos (varidveis
independentes) tera o menor valor LOF e serd, portanto, a melhor equagao (Rogers

& Hopfinger, 1994).

Para evitar o superajuste (overfitting) do modelo, admite-se que o numero
maximo de termos deve estar na razdo de cinco compostos do banco de dados para
cada termo da equacdo (Gaudio & Zandonade, 2001; Kubinyi, 1993). Assim, o
namero maximo de termos foi obtido dividindo-se o nimero total de compostos do
conjunto de treinamento (N=59) por cinco, que resulta no valor de 11,8 termos.
Portanto, os modelos com doze ou mais variaveis nao foram considerados para

analise posterior.

3.2.3.7. Validacao Externa dos Modelos de QSAR-3D Dependentes do Receptor

A validacdo externa dos modelos de QSAR-3D dependente do receptor foi
feita empregando-se os compostos do conjunto de teste, conforme esta descrito no

item correspondente na Parte A da Metodologia de CoMFA.

3.2.3.8. Selecao dos Melhores Modelos de QSAR-3D Dependente do Receptor

As diversas equacgdes de QSAR-3D dependente do receptor obtidas apés o
processo de validagédo cruzada foram ordenadas pelo numero crescente de termos
(que variou de 5 a 12 variaveis independentes) contidos em cada equacao,
considerando-se para andlise qualitativa aquelas com os maiores valores de g, e de

r?, os menores erros (SE¢, € SEE) e com menor nimero de outliers (Kubinyi, 1997b).
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Para comparar equacdes com nimero de termos diferentes, os valores de ¢
foram transformados em g ajustado (Livingstone, 1995), de acordo com a Equagéo

9.

n—1
n—p

2 2 ~
qajusrado =1 - ( 1 —q ) Equacao 9

Nesta Equacio, g° representa o valor do coeficiente de correlagdo quadratico
da validagao cruzada, n € o numero de compostos do conjunto de treinamento e p é

o numero de variaveis (termos) contidas no modelo.

3.2.3.9. Selecao dos Outliers

A selecao dos outliers dos modelos de QSAR-3D dependente do receptor foi
feita conforme esta descrito no item correspondente na Parte A da Metodologia de

CoMFA.

3.2.3.10. Analise da Matriz de Correlacao Cruzada dos Residuos

Para os melhores modelos selecionados, foram analisados os coeficientes de
correlacao simples (r) entre os residuos dos modelos obtidos na respectiva matriz de
correlacao cruzada. Os valores residuais correspondem a diferenga entre os valores
de atividade biolégica observada ou experimental (plCsoops) € 0s valores de atividade

biolégica calculada (pICsopred)-

Segundo Rogers (1996), espera-se que modelos equivalentes tenham

distribuicées idénticas dos residuos, e que modelos distintos apresentem padrées
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dos residuos nao correlacionados. Portanto, este tipo de analise € uma ferramenta
valiosa para a determinacdo de um subconjunto de modelos distintos em um
conjunto de bons modelos obtidos em andlises de GFA-PLS, eliminando-se modelos

com o0 mesmo tipo de informagao estrutura-atividade (Hopfinger et al., 1997).

Em trabalhos de QSAR, ¢é importante a excluséo de modelos
intercorrelacionados (Sodero, 2007; Pita, 2006; Cunha, 2006; Romeiro, 2002;

Albuquerque, 1997).

3.2.3.11. Andlise da Matriz de Correlacao Cruzada dos Descritores

Analisou-se também para os melhores modelos selecionados a matriz de
correlacdo cruzada das varidveis independentes (descritores), objetivando
determinar se duas ou mais variaveis altamente correlacionadas aparecem
simultaneamente em um mesmo modelo (Sodero, 2007; Pita, 2006; Cunha, 2006;
Romeiro, 2002; Albuquerque, 1997). Com esta abordagem, € possivel descartar

modelos que apresentem informagéo redundante (Livingstone, 1995).

A exclusdo de modelos com variaveis independentes intercorrelacionadas
também ¢é importante em trabalhos de QSAR (Sodero, 2007; Pita, 2006; Cunha,

2006; Romeiro, 2002; Albuquerque, 1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo e a discussao dos resultados das duas abordagens de
QSAR-3D deste trabalho estdo divididas em duas partes, Parte A (QSAR-3D

Independente do Receptor, CoMFA) e Parte B (QSAR-3D Dependente do Receptor).

E importante lembrar que as duas abordagens tém em comum o uso do
mesmo banco de dados de compostos (Tabela 5), dividido nos mesmos conjuntos
de treinamento (1-59) e de teste (60-74), onde os respectivos valores de atividade

bioldgica (plCso) estao regularmente distribuidos ao longo da faixa de atividade, que

abrange cerca de quatro unidades logaritmicas (Figura 18).

Em ambos os estudos foi usada como referéncia a estrutura de cristalografia
de raios-X do composto MKC-442, disponivel no PDB sob o cédigo 1RT1 (Hopkins
et al., 1996). Nos estudos de QSAR-3D dependente do receptor foi utilizada também

a estrutura da enzima RT deste mesmo complexo.

A variavel dependente (Y) em ambos os estudos corresponde aos valores de
plCso (M), e as variaveis independentes (X) correspondem ao conjunto de valores de
energia de interagao estérica e eletrostatica calculados de modo distinto de acordo
com as metodologias de QSAR-3D independente (CoMFA) e dependente do

receptor.
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4.1. PARTE A — QSAR-3D INDEPENDENTE DO RECEPTOR (CoMFA)

4.1.1. Analise da Sobreposicdao dos DABOs em Funcéao dos Alinhamentos

Os Alinhamentos 1, 2 e 3 testados (Figura 18, Metodologia) mostraram uma
boa sobreposicao entre as diferentes regides das moléculas dos DABOs, conforme
ilustra a Figura 20 para o Alinhamento 1, que resultou no melhor modelo de CoMFA.
Observa-se que os anéis 4-oxopirimidina, comum a todos os compostos, ficaram
perfeitamente superpostos, com excecao do substituinte X, que pode ser hidrogénio
ou metila, enquanto houve uma maior variabilidade conformacional, j& esperada, nas
posi¢des 2 (substituinte —W-Y) e 6 (substituinte —CHx-Ar) do anel 4-oxopirimidina,
referentes aos diferentes grupos alquila (Y) e arila (Ar), respectivamente, que podem

ocupar estas posigoes.

Figura 20. Sobreposicéao entre os 59 compostos do conjunto de treinamento da série dos S-
e NH-DABOs de acordo com o Alinhamento 1.
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4.1.2. Selecao do Melhor Alinhamento e Carga Atémica Parcial

A Tabela 6 mostra os resultados estatisticos dos modelos de CoMFA obtidos,
mantendo-se fixos o atomo de prova (Cs,°, carga +1), o valor de corte de energia
das interagbes estéricas e eletrostaticas (30 kcal.mol”) e o espacamento da grade
(2,0 A), variando, porém, os Alinhamentos (1, 2 e 3) e as cargas atdmicas parciais
(q) dos ligantes, que foram ajustadas ao RESP calculado em trés niveis de teoria:

DFT (B3LYP/6-31G*), ab initio (HF/6-31G*) e métodos semi-empiricos AM1 e PM3.

Comparando-se os valores de r?, observa-se que h4 uma pequena diferenca
na % da variabilidade explicada (r*x100) pelos modelos de CoMFA gerados,
considerando os diferentes métodos de calculo de cargas atdbmicas parciais em
funcéo dos trés Alinhamentos testados. Os modelos sdo capazes de explicar cerca
de 91 a 94% da variabilidade da resposta biolégica, com cinco ou seis componentes,
com excecao do modelo gerado no Alinhamento 2 com cargas DFT (B3LYP/6-31G¥),
que explica cerca de 87% da variabilidade, com quatro componentes. Considerando
apenas os modelos gerados com o0 mesmo numero de componentes principais
(PC=6), em valores absolutos, o método ab initio (HF/6-31G*) apresenta melhor
performance (maior valor de r?) nos trés Alinhamentos, seguido dos métodos semi-

empiricos (AM1 e PM3) e DFT nos Alinhamentos 1 e 3.

No entanto, comparando-se os valores de ¢ (r* da validagdo cruzada),
observa-se que ha uma maior diferenca na capacidade preditiva dos modelos de
CoMFA gerados em fungéo dos diferentes tipos de cargas parciais e alinhamentos
testados. Neste caso, os métodos semi-empiricos (AM1 e PM3) apresentam melhor
performance (maior valor de g?) do que os métodos ab initio e DFT, nos trés
Alinhamentos, onde o método PM3 se destaca, em termos de maior valor absoluto

2

de g°.
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Confrontando os trés Alinhamentos, de um modo geral, os modelos
provenientes do Alinhamento 1 sdo um pouco mais preditivos do que os do
Alinhamento 3, enquanto que os modelos do Alinhamento 2 tém menor capacidade
preditiva (Tabela 6). Este comportamento pode ser explicado porque o Alinhamento
1 permite uma maior variabilidade na disposicao relativa dos substituintes das
posicdes 2 e 6 do anel 4-oxopirimidina, visto que apenas o plano deste anel é usado
na sobreposicdo, enquanto que o Alinhamento 2 é o0 que permite menor
variabilidade, pois os planos dos dois sistemas aromaticos sdo usados na
sobreposigao.

Comparando-se os valores percentuais das contribuicoes estérica (S) e
eletrostatica (E) € interessante notar que, independente do alinhamento testado, os
modelos gerados com cargas derivadas pelos métodos semi-empiricos (AM1 e PM3)
e ab initio (HF/6-31G*) apresentam uma maior contribuicdo do campo eletrostatico
(E variando de cerca de 56 a 60%), enquanto nos modelos referentes ao método
DFT, as contribuicdes S e E sao praticamente equivalentes (cerca de 50%) nos trés

alinhamentos.

Entretanto, qualitativamente, os mapas de contorno gerados com estes
modelos, independente do tipo de carga e alinhamento, sdo similares (dados nao
mostrados para todos os modelos), com contribuicdes positivas e negativas
distribuidas em regides semelhantes dos campos estéricos e eletrostaticos gerados

ao redor das moléculas.

Considerando estes resultados em conjunto, o melhor modelo corresponde
aquele obtido a partir do Alinhamento 1 e usando cargas derivadas do método semi-
empirico PM3, onde foram usadas as opgbes padrdes para: corte de energia (30

kcal.mol™" para ambos os campos estéricos e eletrostaticos), tipo de atomo de prova
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(Csp’, carga +1) e espacamento da grade (D=2,0A) (Tabela 6). O teste F, realizado
nos valores PRESS, resultou em 6 componentes principais como valor étimo, com
SEcioss=0,475 e 0°=0,691. Como esperado, as andlises sem validagdo cruzada

forneceram um melhor ajuste dos dados (SEE=0,226 e r°=0,930).

O percentual de contribuicdo dos campos estéricos e eletrostaticos neste
modelo corresponde a 43,2% e 56,8%, respectivamente, indicando uma influéncia
um pouco maior do campo eletrostatico sobre a variacdo da resposta biolégica na
relacdo estrutura-atividade. Isso é interessante, pois o sitio de interacdo nao-
nucleosidico (NNBS) tem caracteristicas predominantemente hidrofébicas, onde as
interacoes estéricas devem ser predominantes. Provavelmente, esse resultado
reflete uma maior influéncia dos campos eletrostaticos devido a semelhanca entre os

DABOs em termos de volumes moleculares.
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Tabela 6. Resultados estatisticos dos modelos de CoMFA obtidos testando trés
alinhamentos (1, 2 e 3) e quatro tipos de cargas atémicas parciais (DFT, HF, AM1 e PM3).
Mantendo-se fixos o valor de corte de energia (30 kcal.mol” para os campos estérico e
eletrostatico), atomo de prova (Cs,’, carga +1) e espagamento da grade (2,0 A).

Alinhamento 1 Alinhamento 2 Alinhamento 3

q2° SE,.° PC¢® e SEE'  ValorF® S(%)" E (%)

Alinhamento 1

DFT 0,611 0,533 6 0,927 0,230 110,437 50,2 49,8
HF 0,617 0,528 6 0,942 0,205 141,498 41,3 58,7
AMA1 0,674 0,488 6 0,931 0,225 116,223 42,7 57,3
PM3 0,691 0,475 6 0,930 0,226 115,544 43,2 56,8
Alinhamento 2
DFT 0,575 0,546 4 0,875 0,296 94,897 50,5 49,5
HF 0,614 0,530 6 0,940 0,210 135,118 42,5 57,5
AM1 0,649 0,501 5 0,911 0,252 109,094 40,2 59,8
PM3 0,681 0,478 5 0,920 0,239 121,982 41,2 58,8
Alinhamento 3
DFT 0,607 0,535 6 0,923 0,238 103,164 50,0 50,0
HF 0,613 0,531 6 0,940 0,209 136,485 43,8 56,2
AMA1 0,659 0,499 6 0,927 0,230 110,485 43,5 56,5

PM3 0,683 0,481 6 0,929 0,228 112,782 43,6 56,4

a) q = cargas atbmicas parciais ajustadas ao RESP calculado em trés niveis de teoria: DFT
(B3LYP/6-31G*), ab initio (HF/6-31G*) e métodos semi-empiricos AM1 e PM3. b) of = r* da validagdo
cruzada. ¢) SE., = desvio padrdo da validagdo cruzada. d) PC = nimero 6timo de componentes
principais. e) r* = coeficiente de correlaco linear quadratico. f) SSE = desvio padrdo de estimativa. g)
F = valor de Fisher. h) S = contribui¢do estérica. i) E = contribui¢cdo eletrostatica.
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4.1.3. Selecio do Tipo de Atomo de Prova

Em seguida, ap6s selecao do melhor alinhamento, Alinhamento 1, e do
melhor método de obtencdo das cargas atdmicas parciais dos ligantes, método
semi-empirico PM3, novos modelos foram obtidos mantendo-se estas opgodes
constantes, testando o efeito de dois tipos de atomos de prova adicionais sobre o
valor de g° resultante considerando os valores padrdes de corte de energia e de
espagamento da grade. A Tabela 7 mostra os resultados estatisticos dos modelos
de CoMFA gerados com os trés atomos de prova: Csp?’, carga +1 (padrao); Osps,

carga—1 e H, carga +1.

Embora os modelos obtidos sejam semelhantes, o maior valor absoluto de g?
(0,695) foi obtido com o uso do atomo de prova Os,°. Entretanto, houve uma grande
diminuicdo nos valores de r* e de F (Fisher) deste modelo, quando comparado ao
modelo gerado com o atomo de prova padréo, Csps, indicando menores niveis de
consisténcia interna e significancia para o modelo. Além do mais, o atomo de
carbono reflete melhor os tipos de interagdes que ocorrem no NNBS do que o d&tomo
de oxigénio, ja que se sabe que este sitio é predominantemente hidrofébico. Desse
modo, o 4tomo de prova Cs,° com carga +1 permanece a melhor escolha para esta
analise. Curiosamente, a contribuicdo estérica (S) no modelo obtido com o atomo de

prova H teve um valor nulo.
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Tabela 7. Resultados estatisticos dos modelos de CoMFA obtidos (Alinhamento 1 e cargas
atbmicas parciais PM3) testando trés atomos de prova (Csps, carga +1; Osps, carga —1 e H,
carga +1). Mantiveram-se fixos: valor de corte de energia (30 kcal.mol” para os campos
estérico e eletrostatico) e espagamento da grade (2,0 A).

PA® ?® SE.° PC® r° SEE' ValorF® S(%)" E(%)’

Cs’ (+1) 0,691 0,475 6 0,930 0,226 115,544 43,2 56,8
O’ (-1) 0,695 0,462 4 0,842 0,333 71,939 43,7 56,3
H(+1) 0,678 0,476 4 0,862 0,312 84,058 0 100

a) PA = atomo de prova (carga formal). b) q2 = r* da validacdo cruzada. c) SE,, = desvio padrdo da
validagao cruzada. d) PC = numero 6timo de componentes principais. €) r* = coeficiente de correlagao
linear quadratico. f) SSE = desvio padrao da estimativa. g) F = valor de Fisher. h) S = contribuigao
estérica. i) E = contribui¢do eletrostatica.

4.1.4. Selecao do Valor de Corte de Energia

Em seguida, mantendo-se constantes o Alinhamento 1, o método PM3 para
obtencédo das cargas parciais, o valor padrdo de espacamento da grade (2,0 A) e o
atomo de prova padréo (Csps), novos modelos foram obtidos testando o efeito de
dois valores adicionais de corte de energia sobre o valor de g° resultante. A Tabela 8
mostra os resultados estatisticos dos modelos de CoMFA gerados com os trés

valores de corte de energia testados: 30 (padrédo), 20 e 10 kcal.mol™.

Embora os modelos obtidos sejam semelhantes (Tabela 8), o maior valor
absoluto de g® (0,726) foi obtido com o uso do valor de corte de energia de 10
kcal.mol'. Entretanto, de modo similar aos resultados anteriores, houve uma
pequena diminuicdo nos valores de r? e de F deste modelo quando comparado ao
modelo gerado com o valor de corte de energia padrao (30 kcal.mol™), indicando
menores niveis de consisténcia interna e significancia. Desse modo, o melhor

modelo selecionado continua sendo aquele obtido segundo o Alinhamento 1, cargas
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atdmicas parciais dos ligantes derivadas por PM3, C,° (carga +1) como atomo de

prova e corte de energia de 30 kcal.mol™.

Tabela 8. Resultados estatisticos dos modelos de CoMFA (Alinhamento 1 e cargas
atbmicas parciais PM3) obtidos testando trés valores de corte de energia (30, 20 € 10
kcal.mol") para os campos estérico e eletrostatico. Mantiveram-se fixos o atomo de prova

(Csp3, carga +1) e o espacamento da grade (2,0 A).

Corte? q® SE.,° PC® r?e SEE' ValorF? S(%)" E (%)’

30 0,691 0,475 6 0,930 0,226 115,544 43,2 56,8
20 0,685 0,478 6 0,921 0,240 100,727 46,0 54,0
10 0,726 0,447 6 0,924 0,235 105,724 47,2 52,8

a) Corte = valor de corte de energia para ambos os campos estérico e elestrostatico (kcal.mol™). b) g

= r* da validacdo cruzada. c) SE,, = desvio padrdo da validagdo cruzada. d) PC = nimero 6timo de
componentes principais. €) r° = coeficiente de correlagao linear quadratico. f) SSE = desvio padrao da
estimativa. g) F = valor de Fisher. h) S = contribuicao estérica. i) E = contribuicao eletrostatica.
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4.1.5. Analise dos Residuos dos Compostos dos Conjuntos de Treinamento e

de Teste

A Tabela 9 mostra os valores de plCsy observados (experimentais) e os
preditos pelo melhor modelo de CoMFA para os compostos dos conjuntos de
treinamento (1-59) e de teste (60-74), e os respectivos valores residuais, que
correspondem a diferenca entre os valores de plCsy observado e calculado. As
Figuras 21.A e 21.B mostram graficos com os valores de plCsy preditos e
observados para os compostos do conjunto de treinamento e de teste,
respectivamente.

Considerando os valores de plCsg preditos para os compostos do conjunto de
teste, a performance do modelo pode ser considerada excelente (rzpred = 0,918).
Oitenta por cento (80%) dos valores de plCsy dos compostos do conjunto de teste
foram preditos com residuos menores que 0,50 (em valores modulares). Predicoes
estatisticamente significativas suportam a validade do modelo gerado na predigcao

das poténcias de novos compostos.
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Tabela 9. Valores de plCs, (M) observados e preditos e residuos (plCsoobs — PICsopreg) dOS
composto dos conjuntos de treinamento (1-59) e de teste (60-74) do melhor modelo de
CoMFA (Alinhamento 1, cargas atémicas parciais PM3, atomo de prova Cso’ € carga +1,
valor de corte de 30 kcal.mol' e espagamento da grade de 2,0 A).

# plCsoobs PICsorrea Res. # plCsoobs PICsoprea Res.

1 4,23 4,23 0,00 38 6,10 6,26 -0,16
2 4,31 4,54 -0,23 39 6,10 5,93 0,17
3 4,35 4,23 0,12 40 6,10 6,06 0,04
4 4,59 4,64 -0,05 a1 6,10 5,89 0,21

5 4,77 5,02 -0,25 42 6,22 6,07 0,15
6 4,79 4,64 0,15 43 6,22 6,32 -0,10
7 4,83 4,90 -0,07 44 6,22 6,08 0,14
8 4,83 4,58 0,25 45 6,30 6,15 0,15
9 5,02 4,93 0,09 46 6,40 5,92 0,48
10 5,07 5,19 -0,12 47 6,70 6,73 -0,03
11 5,09 5,45 -0,36 48 6,70 6,83 -0,13
12 5,27 5,53 -0,26 49 6,70 6,27 0,43
13 5,31 5,67 -0,36 50 6,92 6,20 0,72
14 5,31 5,15 0,16 51 7,00 7,01 -0,01
15 5,32 5,53 -0,21 52 7,00 7,17 -0,17
16 5,34 5,47 -0,13 53 7,05 7,06 -0,01
17 5,37 5,42 -0,05 54 7,05 6,89 0,16
18 5,42 5,41 0,01 55 7,10 7,05 0,05
19 5,44 5,47 -0,03 56 7,10 7,13 -0,03
20 5,47 5,46 0,01 57 7,15 7,26 -0,11
21 5,49 5,85 -0,36 58 7,30 7,11 0,19
22 5,52 5,55 -0,03 59 7,52 7,44 0,08
23 5,52 5,87 -0,35 60 4,35 4,40 -0,05
24 5,52 5,55 -0,03 61 4,48 4,73 -0,25
25 5,54 5,47 0,07 62 5,27 5,43 -0,16
26 5,55 5,56 -0,01 63 5,47 5,44 0,03
27 5,59 5,49 0,10 64 5,59 5,54 0,05
28 5,60 5,35 0,25 65 5,60 5,42 0,18
29 5,60 5,47 0,13 66 5,62 5,39 0,23
30 5,62 5,69 -0,07 67 5,74 5,65 0,09
31 5,66 5,53 0,13 68 5,92 5,41 0,51

32 5,72 5,39 0,33 69 6,22 5,68 0,54
33 5,80 5,83 -0,03 70 6,40 5,78 0,62
34 5,89 6,25 -0,36 yal 6,70 6,78 -0,08
35 5,94 6,19 -0,25 72 7,05 6,95 0,10
36 5,94 6,19 -0,25 73 7,15 7,15 0,00
37 5,96 6,10 -0,14 74 7,30 7,24 0,06
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Figura 21. Graficos dos valores de plCs, observados versus preditos para os conjuntos de
(A) treinamento (1-59) e de (B) teste (60-74) do melhor modelo de CoMFA obtido usando
Alinhamento 1, cargas PM3 e valores padrdes de corte de energia (30 kcal.mol™), 4&tomo de

prova (Csp3, carga +1) e espacamento da grade (2,0 A).
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4.1.6. Analise dos Mapas de Contorno do Melhor Modelo de CoMFA

Os mapas de contorno dos campos moleculares devem ser considerados
como uma representacdo dos pontos da grade onde as diferencas nos valores dos
campos estao fortemente associadas com as diferengas na afinidade de ligagdo ao
receptor. Embora os mapas de contorno ndo possam ser usados como mapas do
receptor, eles permitem interpretagdes Uteis no contexto das interagdes ligante-

receptor.

Para ilustrar o melhor modelo de CoMFA, os mapas de contorno estérico e
eletrostatico ao redor do derivado mais potente, 59 (residuo = 0,08), sdo mostrados

nas Figuras 22.A e 22.B, respectivamente.

No mapa de CoMFA estérico (Figura 22.A), as areas representadas por
poliedros verdes sdo aquelas onde substituintes volumosos aumentam a poténcia,
enquanto as areas representadas por poliedros amarelos sdo aquelas onde
substituintes volumosos diminuem a poténcia.

Usando o composto 59 como referéncia, observa-se campos estéricos ao

redor dos substituintes das posi¢cdes C2, C5 e C6 do anel 4-oxopirimidina.

Em relacdo a posicdo C2, o mapa estérico mostra uma regidao estericamente
favoravel (verde), relativamente extensa, ao redor do grupo ciclopentila do composto
59, porém, nesta mesma area, ha também regides estericamente desfavoraveis
fragmentadas (amarelo), indicando cuidado na selecdo de substituintes volumosos

para esta posicao.

Em relacdo a posicdo C5, hd uma regido estericamente favoravel (verde),
relativamente grande, préxima ao grupo metila do composto 59, indicando que
substituintes volumosos aumentariam a poténcia bioldgica, tornando esta posicao
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adequada para futuras modificagées. Entretanto, o tamanho desse grupo nao deve
ser muito grande devido ao volume limitado do NNBS na RT.

Finalmente, em relagdo a posicao C6 existem diversas regides estericamente
desfavoraveis (amarelo), relativamente grandes, ao redor do grupo arila do
composto 59, indicando que grupos arila volumosos nessa posicao diminuem a
poténcia. De fato, os compostos que possuem um anel naftila nessa posicao, ao
invés de um anel fenila, ttm os menores valores de atividade biolégica do banco de

dados, plCs variam de 4,23 a 4,83 M).
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A)

B)

Figura 22. Mapas de contorno do melhor modelo de CoMFA exemplificado para o composto
59 (em modelo bastao e colorido por elemento). (A) O mapa estérico mostra as areas onde
grupos volumosos aumentam (verde) ou diminuem (amarelo) a poténcia. (B) O mapa
eletrostatico mostra as areas onde grupos com alta densidade eletr6nica ou carga negativa

aumentam (vermelho) ou diminuem (azul) a poténcia.
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Ainda considerando a posicdo C6 do anel 4-oxopirimidina, a analise dos S- e
NH-DABOs ajustados no NNBS, permite inferir que os melhores substituintes nesta
posicdo devem ser realmente anéis aromaticos, devido a possibilidade de interacao
do tipo “empilhamento” pi-pi (-1 stacking) entre esses sistemas aromaticos e os

anéis aromaticos dos residuos Tyr181 e Tyr188.

De fato, o composto mais potente (59), ajustado e otimizado no NNBS,
mostrou uma distancia de 3,75 A e 3,67 A entre o anel aromatico e os anéis dos
residuos Tyr181 e Tyr188, respectivamente (Figura 23). Esses aminoacidos tém
papel-chave no processo inibitério, uma vez que o sitio catalitico da RT é adjacente
ao NNBS (sitio alostérico), onde os residuos Tyr181 e Tyr188 estdo proximos aos
residuos cataliticos (Asp110, Asp185 e Asp186). Assim, quando o inibidor se liga
ao sitio alostérico, ocorre uma reorganizagao do sitio catalitico, impedindo a funcao

catalitica (Castro et al., 2006; Flexner, 2006; De Clercq, 2005).
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Figura 23. Modo de ligagdo do NH-DABO 59 (em modelo bastao e colorido por elemento)
no sitio ndo-nucleosideo (NNBS) da RT do HIV-1. Todos os residuos estdo representados
em linhas e coloridos por elemento, exceto Tyr181 e Tyr188 (préximo ao grupo benzila de
59), que esta representado em modelo bastdo e colorido em amarelo, e Asp110, Asp185 e
Asp186 (residuos cataliticos), que estao representados em modelo bastao e coloridos em

azul. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacéo.

No mapa de CoMFA eletrostatico (Figura 22.B), as areas representadas por
poliedros vermelhos s&o aquelas onde substituintes com alta densidade eletrénica
aumentam a poténcia, enquanto que as areas representadas por poliedros azuis sdo

aquelas onde substituintes com alta densidade eletrénica diminuem a poténcia.

Usando o composto 59 como referéncia, observam-se campos eletrostaticos
ao redor do anel 2,4-difluor-fenila ligado a posicdo C6 do anel 4-oxopirimidina. Este

mapa mostra, préximo a posicdo meta deste anel, uma regido favoravel (vermelho) a
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substituintes com alta densidade eletrbénica e, proximo as posigdes orto e para,
regides desfavoraveis (azul) a substituintes com alta densidade eletrdnica, indicando

uma selecao cuidadosa de substituintes para esta regiao.

4.1.7. Analise dos Derivados Mais e Menos Potentes

Os compostos mais potentes dos conjuntos de treinamento e de teste, 59
(pICsp0bs = 7,52 e residuo = 0,08) e 74 (plCspops = 7,30 e residuo = 0,06),
respectivamente, foram preditos com grande exatiddo usando o melhor modelo de

CoMFA (Tabela 9).

Do mesmo modo, os compostos menos potentes dos conjuntos de
treinamento e de teste, 1 (plCspops = 4,23 € residuo = 0) e 60 (plCspops = 4,35 €
residuo = —0,05), respectivamente, também foram preditos com grande exatidao
usando o melhor modelo de CoMFA. Estes compostos tém uma baixa poténcia de
inibicdo enzimatica, provavelmente devido ao volume do anel naftila (substituinte da
posicao C6 do anel 4-oxo-pirimidina), posicionado em uma regido de volume restrito
no NNBS, como é mostrado no mapa estérico (poliedros amarelos ao redor do anel

naftila) da Figura 24 para o composto 1.
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Figura 24. Mapa de contorno estérico do melhor modelo de CoMFA para o composto 1 (em
modelo bastdo e colorido por elemento), mostrando as areas onde grupos volumosos

aumentam (verde) ou diminuem (amarelo) a poténcia.

4.1.8. Analise dos Compostos Outliers

Neste trabalho, foram considerados como outliers aqueles compostos que
apresentam residuo maior do que o dobro do desvio padrdo da estimativa (SEE =
0,226 e 2 x SEE = 0,452). Assim, o melhor modelo de CoMFA (Tabela 6) apresenta
dois outliers no conjunto de treinamento, compostos 46 (residuo = 0,48) e 50
(residuo = 0,72) e trés outliers no conjunto de teste, compostos 68 (residuo = 0,51),
69 (residuo = 0,54) e 70 (residuo = 0,62).

Considerando os outliers do conjunto de treinamento, o composto 50 (pICsoobs
= 6,92 M) é o pior predito pelo modelo de CoMFA (plCsopred = 6,20 M),
apresentando, inclusive, o maior valor residual (residuo = 0,72) de ambos os

conjuntos de treinamento e de teste. Analisando este composto (50) dentro do mapa
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de CoMFA eletrostético, Figura 25, pode-se observar uma regido azul proxima a um
dos atomos de cloro do anel 2,6-dicloro-fenila, indicando que grupos com alta
densidade eletrbnica nesta posicdo diminuem a poténcia inibitéria. Essa
proximidade, nao observada para o analogo fluorado 52 (residuo = —0,17), implica
em uma predicao ruim da poténcia para este composto, provavelmente devido ao
maior tamanho do atomo de cloro em relacao ao atomo de flior. Comportamento
similar ocorreu com o outlier 46 (residuo = 0,48), que pode ser comparado ao
analogo fluorado 55 (residuo = 0,05), e também com o composto 49 (residuo = 0,43)
(n&o é outlier, mas tem um residuo grande), que pode ser comparado ao analogo

fluorado 51 (residuo = -0,01).

WA
..-;1#&&-1.

¥ Y

Figura 25. Mapa de contorno eletrostatico do melhor modelo de CoMFA para o composto 50
(em modelo bastdo e colorido por elemento), mostrando as areas onde grupos com alta
densidade eletrénica aumentam (vermelho) ou diminuem (azul) a poténcia.
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Considerando os outliers do conjunto de teste, 0 composto 70 (plCspobs = 6,40
M) é o pior predito pelo modelo de CoMFA (plCsopred = 5,78 M), apresentando o
maior valor residual (residuo = 0,62) neste conjunto. Comparando 70 (Ar=2,6-
dicloro-fenila) com o analogo fluorado 73 (Ar=2,6-diflior-fenila, residuo = 0), o
comportamento como outlier deste composto pode ser explicado pela mesma razao

apresentada anteriormente para o outlier 50.

Entretanto, para os demais outliers do conjunto de teste, compostos 68 (Ar =
3-fluor-fenila, residuo = 0,51) e 69 (Ar = 2-nitro-fenila, residuo = 0,54), ambos
contendo um padrdao de substituicdo assimétrico na posicao C6 no anel 4-oxo-
pirimidina, nao é clara a razdo do comportamento como outlier desses compostos,

pois outros compostos substituidos em orto ou meta foram bem preditos.
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4.2. PARTE B — QSAR-3D DEPENDENTE DO RECEPTOR

4.2.1. Andlise da Simulacao por Dinamica Molecular dos Complexos
Ligantes-Enzima

A andlise da curva de energia potencial (kJ/mol) em fungdo do tempo de
simulacao (ps) de cada complexo ligante-enzima demonstra que o sistema simulado
atingiu um equilibrio em 1000 ps, visto que as flutuagdes de energia potencial com o
decorrer do tempo sdo suaves e tendem a valores baixos. Na Figura 26 é
apresentado como exemplo o grafico da curva de energia potencial versus o tempo

de simulacao referente ao complexo da RT com o composto 59.
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Figura 26. Grafico da variacao da energia potencial (kJ/mol) versus o tempo de simulacao
(ps), em temperatura constante (T = 310 K), do complexo referente ao composto 59.
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4.2.2. Analise do Recorte dos Complexos Ligantes-Enzima

Para o calculo das energias de interagdo estéricas e eletrostaticas de cada
um dos 74 inibidores com a RT, foram considerados apenas os 53 residuos de
aminoé&cidos contidos no raio de corte de 10 A, definido a partir do ligante, listados a

seguir de acordo com a subunidade a que pertencem (Figura 27.A).

a) subunidade p66: 1le94, Pro95, His96, Pro97, Ala98, Gly99, Leu100,
Lys101, Lys102, Lys103, Lys104, Ser105, Val106, Thr107, Val108, lle178, Val179,
lle180, Tyr181, GIn182, Tyr183, Asp186 (catalitico), Leu187, Tyr188, Val189,
Gly190, Ser191, Asp192, His198, Lys223, Glu224, Pro225, Pro226, Phe227,
Leu228, Trp229, Met230, Tyr232, Glu233, Leu234, His235, Pro236, Asp237,

Lys238, Trp239, Thr240, Tyr317, Tyr318 e Asp319;
b) subunidade p51: Asn136, Asn137, Glu138 e Thr139.

Dos trés residuos cataliticos da RT (i.e. Asp110, Asp185 e Asp186), apenas

o residuo Asp186 esta contido no recorte de 10 A.

E interessante ressaltar a importancia dos residuos Leu100, Lys101, Lys103,
Val106, Val108, Tyr181, Tyr188, Gly190, Pro225 e Phe227, contidos no recorte de
10 A, que correspondem a posicdes de freqliente mutacdo frente aos NNRTIs (El-
Brollosy et al., 2002; De Clercq, 1998; Hopkins et al., 1999; Hopkins et al., 1996;

Brennan et al., 1995).

Para facilitar a discussédo dos resultados quanto a localizagdo espacial dos
residuos no NNBS, delimitamos um raio menor, de 5 A a partir do ligante, que
compreende apenas 0s seguintes residuos (Figura 27.B): Leu100, Lys103, Val106,

Val179, Tyr181, Tyr188, Gly190, Phe227, Trp229, Leu234, Pro236 e Tyr318.
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A)
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Figura 27. A) Recorte da enzima RT do HIV-1 (modelo bastao, atomos de C da subunidade
p66 em azul claro e da p51 em verde) mostrando os 53 residuos compreendidos no raio de
corte de 10 A, a partir do inibidor MKC-442 (modelo bastio-e-bola, atomos de C em cinza).
B) Vis&o préxima do recorte mostrando apenas os residuos compreendidos num raio de 5 A.
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4.2.3. Avaliacao dos Bancos de Dados

As melhores equagbes de QSAR provenientes dos quatro Bancos de Dados
(BD-1, BD-II, BD-Ill e BD-IV) estudados, Tabela 10, foram analisadas, considerando
os indices estatisticos e o numero de compostos outliers, com o objetivo de

selecionar uma melhor equacgao por BD.

Assim, quatro equacgdes (uma de cada BD) foram analisadas em detalhe,
comparando os descritores selecionados (energias de interagcdo por residuos de
aminoacidos), os valores de poténcia preditos e os respectivos valores residuais dos
compostos dos conjuntos de treinamento e de teste (plCsoobs — PICsopred) € dO

composto MKC-442, os compostos outliers e as matrizes de correlagdo cruzada.

Diferente do estudo de CoMFA (QSAR-3D independente do receptor), o
estudo de QSAR-3D dependente do receptor fornece uma maior quantidade de
informacdes a serem analisadas, como era esperado, visto que envolve a estrutura

3D da enzima.
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Tabela 10. Resumo das caracteristicas dos quatro bancos de dados (BD) (59 compostos do

conjunto de treinamento) usados nas anélises de QSAR-3D dependente do receptor.

BD Caracteristicas N? total de descritores
BD-| Energias de Lennard-Jones (LJ) e Coulomb (C) 106
calculadas individualmente por residuo (53 LJ +530C)
, , ] 53
BD-II Somatério dos descritores do BD-I por residuo
(53 LJ+C)
159
BD-III BD-I + BD-II
(53 LJ + 53 C + 53 LJ+C)
BD-IV Pré-tratamento do BD-I por exclusao das colunas de 95

energia (descritores) com variancia < 0,0001

(42 LJ + 53 C)

4.2.3.1. Analise do Banco de Dados |

A) Analise dos indices Estatisticos do BD-I

A Tabela 11 resume os indices estatisticos referentes as cinco melhores

equacoes (A-E), contendo de seis a dez termos (descritores), geradas a partir do

BD-l. As equacdes D (com 9 termos; gsus = 0,647; SEcy = 0,438 e 4 outliers) e E

(com 10 termos; gsus = 0,660; SEcy = 0,420 e 3 outliers) apresentam maiores

valores de g° ajustado e menores valores de SEcy do que as equagdes A-C.

Considerando estas duas equacées, a Eq.E foi selecionada como a melhor equacao

do BD-I, porque apresenta maior valor de g? ajustado e menor nlimero de outliers no

conjunto de teste.

As equacbes A-C foram geradas com a opc¢ao de 10.000 operacbes de

crossover (cruzamento), enquanto que as equacdes D e E foram geradas com a
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opcao de 50.000 operacdes de crossover. Como as equagdes D e E apresentam os
melhores valores estatisticos (g°>0,6), conclui-se que um maior nimero de
operagdes de crossover propicia equagdes mais preditivas. Isso é justificado, uma
vez que, a cada nova operacao de crossover, dois bons modelos (equacdes) sao
combinados para a geracdo de um novo modelo, que carrega as boas

“caracteristicas” (descritores) dos seus antecessores, tornando-o mais robusto.

Tabela 11. Resultados estatisticos dos cinco melhores modelos (A-E) de QSAR-3D
dependente do receptor obtidos a partir do Banco de Dados | (BD-I).

BD-l NTE? q’.u” °° SEw® PC® ' SEEY Outliers"

Eq.A 6 0,541 0,581 0,516 4 0,664 0,550 3
Eq.B 7 0,548 0,595 0,507 4 0,688 0,560 3
Eq.C 8 0,523 0,581 0,507 4 0,723 0,590 4
Eq.D 9 0,647 0,696 0,438 5 0,780 0,600 4
Eq.E 10 0,660 0,713 0,420 4 0,822 0,500 3

a) NUmero de termos da equacéo (N.T.E). b) g° ajustado ao ntimero de termos da equaco. c) r* da
validacdo cruzada (q°). d) Desvio padrdo da validagdo cruzada (SE,). €) NUmero 6timo de
componentes principais (PC). f) Coeficiente de correlagio linear quadratico (r%). g) Desvio padrdo da
estimativa (SSE). h) Numero de compostos outliers no conjunto de teste.

B) Analise da Melhor Equacao do BD-I (Eq.E)

Na Eq.E (BD-Il), descrita a seguir, cada uma das 10 variaveis independentes
(energia de interagdo estérica ou eletrostatica por residuo de aminoacido) esté
representada pelo codigo de trés letras do respectivo aminoacido, seguido do cddigo
LJ (Lennard-dones) ou C (Coulomb), que indica se a interacdo refere-se a
contribuicdo estérica ou eletrostatica, respectivamente. A Figura 28 mostra a

representacao grafica 3D da Eq.E com o composto NH-DABO 59.
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pICso = 4,853 — 56,813 Asn137LJ — 0,110 Tyr181LJ — 0,791 GIn182C
Eq.E + 0,231 Pro97LJ — 0,122 Tyr188LJ + 22,417 11e94LJ + 0,087 His235LJ
BD-I
(BD-) + 0,043 Pro226C + 0,323 Ser191C — 0,153 Lys101LJ

Y5101

18235

mozzﬁ

Figura 28. Representagéo grafica 3D da Eq.E (BD-l) com o composto NH-DABO 59 (em
modelo bastao-e-bola e colorido por elemento). Os residuos de aminoacidos (em modelo
bastdo) que representam contribuicbes de Lennard-Jones (lle94, Pro97, Lys101, Tyr181,
Tyr188, His235 e Asn137) estdo coloridos em verde e 0s que representam contribui¢cdes de
Coulomb (GIn182, Ser191 e Pro226), em azul claro. Os atomos de hidrogénio foram

omitidos para melhor visualizag&o.
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E oportuno notar que os residuos Lys101, Tyr181, Tyr188, His235, que sdo
descritos na literatura como residuos que frequientemente fazem interagdes com
diversos NNRTIs (Kuno et al., 2006; Jorgensen et al., 2006; Ren et al., 2006; Ragno
et al., 2004; Parreira et al. 2001; Neto et al., 1992a; Neto et al, 1992b), foram
selecionados nesta equacéao.

Na Eq.E, apenas trés termos representam contribuicbes de Coulomb
(GIn182C, Ser191C e Pro226C), enquanto 0s outros sete termos representam
contribuicbes de Lennard-dones (lle94Ld, Pro97LJ, Lys101LJ, Tyr181LJ,
Tyr188LJ, His235LJ e Asn137LJ), indicando um maior peso das interacdes
estéricas na relagdo estrutura-atividade. Esse resultado ratifica a importancia das
interacoes estéricas na cavidade hidrofébica do NNBS, como enfocado por diversos
autores (Kuno et al., 2006; Jorgensen et al., 2006; Ren et al., 2006; Janssen et al.,
2005). E interessante notar também que os trés termos eletrostaticos selecionados
nesta equacgéo (GIn182C, Ser191C e Pro226C) estdo relacionados a residuos que
se localizam fora do raio de 5 A, definido anteriormente, o que deve ser justificado
pelo fato das interacdes eletrostaticas serem de maior alcance do que as interagdes
estéricas.

Os valores de plCsy calculados (preditos) pela Eq.E sofrem influéncia da
magnitude do coeficiente de cada termo de energia de interacdo na equacao e
também do sinal (+ ou —) do respectivo coeficiente. Se o sinal do coeficiente de
determinado termo de energia for positivo (+), a energia de interacao relativa a este
termo sera positiva, consequientemente, contribuindo para aumentar a poténcia do
composto. Por outro lado, se o sinal deste mesmo coeficiente for negativo (-), a
energia de interacdo relativa a este termo serd negativa, conseqientemente,

contribuindo para aumentar a poténcia do composto.
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Como exemplo, o termo Tyr181LJ apresenta coeficiente negativo (-0,110) na
Eq.E, portanto, a energia de interacdo estérica entre o residuo Tyr181 e um
determinado composto devera ser negativa para que este termo de energia
contribua para aumentar a poténcia do composto; se a energia de interacao for
positiva, o termo contribuira para diminuir a poténcia do composto.

Em contrapartida, o termo lle94LJ apresenta coeficiente positivo (+22,417) na
Eq.E, portanto, a energia de interacdo estérica entre o residuo 1le94 e um
determinado composto devera ser positiva para que este termo de energia contribua
para aumentar a poténcia do composto; se a energia de interacao for negativa, o
termo contribuira para diminuir a poténcia do composto.

O grafico da Figura 29 mostra a média dos valores de energia de interagao
(kcal.mol™) dos compostos (1-74) com os residuos selecionados na Eq.E. Como
pode ser observado neste grafico, a maioria dos inibidores apresenta energias de
interacdo negativas (ou proximas a zero) com a maioria dos residuos da Eq.E
(exceto com o residuo Ser191), onde os valores de energia de maior magnitude
negativa sdo referentes aos termos Lys101LJ, Tyr181LJ, Tyr188LJ e Pro226C,
com média de energia de cerca de —3,5 kcal.mol™'. Os termos Pro97LJ e His235LJ,
que também correspondem a valores de energia negativos, apresentam meédias de
energia de cerca de —0,4 kcal.mol™. Considerando estes seis termos com valores de
energia negativos, os termos Lys101LJ, Tyr181LJ, Tyr188LJ, que apresentam
coeficiente de sinal negativo (Eq.E), contribuem para aumentar a poténcia, enquanto
que os termos Pro97LJ, Pro226C e His235LJ, que apresentam coeficiente de sinal
positivo (Eq.E), contribuem para diminuir a poténcia.

Por sua vez, os termos lle94Ld, GIn182C e Asn137LJ, que apresentam

médias de energia de interacao préximas a zero, sdo 0s que tém os maiores valores
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(modulares) de coeficientes, o que permite equilibrar o peso deles na Eq.E em
relagdo aos demais termos. E interessante notar também que estes trés termos
estao relacionados a residuos de aminoacidos que localizam-se fora do raio de 5 A,
0 que pode justificar também a menor energia (modular) de interacao calculada.
Finalmente, o termo Ser191C (Eq.E) é o Unico que apresenta média de
energia de interacdo positiva, 0 que corresponde a uma interacdo eletrostatica
repulsiva, i.e., desfavoravel, com valor préximo a 0,3 kcal.mol”. Paradoxalmente,
este termo contribui para aumentar a poténcia, visto que apresenta coeficiente
positivo na Eq.E. Outros autores ja relataram energias de interacado estéricas e

eletrostaticas positivas para outros sistemas (Aparna et al., 2007; Kuno et al., 2006).

Asn137LJ |
Hi5235LJ|j
[ Pro226C |
Ser191C 7[|
DEED;
GIn182C
Tyrmi
m]
Pro97LJ [
lle94LJ |

Termos da Equacao

-10,000 -8,000 -6,000 -4,000 -2,000 0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000

Energia (kcal.mol™")

Figura 29. Médias das energias de interacdo (kcal.mol”) dos compostos 1-74 com cada um

dos termos selecionados na Eq.E (BD-I).
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Em relacdo aos residuos de aminodcidos na RT que sofrem freqlente
mutacgao frente aos NNRTIs, trés deles aparecem na Eq.E relacionados aos termos
Lys101LJ, Tyr181LJ e Tyr188LJ. Como estes trés termos tém valores medios de
energia de interagdo estérica negativos e coeficientes também negativos (Eq.E),

todos contribuem para aumentar a poténcia.

No caso da mutacdo de Lys101 para Gly101 (designada como Lys101Gly)
ocorre um fato curioso. Na RT nativa, o atomo de oxigénio do grupo amida da cadeia
principal de Lys101 é capaz de fazer interacao por ligacao hidrogénio com o grupo
NH do anel 4-oxo-pirimidina dos inibidores, como mostrado na Figura 30 para o
composto 59. Adicionalmente, o grupo amina protonado da cadeia lateral deste
mesmo residuo, pertencente a subunidade p66, € capaz de fazer interagdo ibnica
com o grupo carboxilato da cadeia lateral de Glu28 (a cerca de 5 A de distancia), e
Glu138 (a cerca de 6,5 A de distancia), ambos pertencentes & subunidade p51 (&
possivel verificar na estrutura de raios-X do complexo do MKC-442 com a RT, dados
ndao mostrados), sendo responsavel, portanto, por parte das interacdes intercadeias
(p66-p51). O curioso é que apdés mutagao para Gly101, a interacado direta via ligacao
hidrogénio entre o residuo e o inibidor pode ser mantida, visto que envolve a cadeia
principal do residuo, que ndo sofre alteragdo. Porém, as interacOes intercadeias
correspondentes, que dependem da cadeia lateral do residuo, sdo perdidas,
comprometendo a composicdo de parte do NNBS (referente aos residuos de

aminoacidos da subunidade p51).

Por outro lado, as mutagdes Tyr181Cys e Tyr188Leu correspondem a um
caso mais comum, onde a troca entre os residuos afeta diretamente a interagéo
ligante-receptor, e ndo indiretamente, como no caso anterior. Em ambas as

mutagdes, ocorre perda das interacées do tipo T-1-stacking dos anéis aromaticos
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das cadeias laterais de Tyr181 e Tyr188 com o anel aromatico dos inibidores
(Figura 23) (Kuno et al., 2006; Janssen et al., 2005), diminuindo a afinidade destes

pelo NNBS.

N137

182

Figura 30. Representacao grafica 3D da Eq.E (BD-I) com o composto NH-DABO 59 (em
modelo bastéo-e-bola e colorido por elemento), destacando os residuos (em modelo bastao
e colorido por elemento) que podem sofrer mutacdo Lys101, Tyr181 e Tyr188 (Lennard-
Jones). A seta indica uma possivel interagao por ligacao hidrogénio entre 59 e Lys101. Em
verde (Lennard-Jones) e em azul (Coulomb) estado representados os demais residuos (em
modelo bastdo) da equagdo. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor

visualizacao.
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C) Analise dos Valores Residuais da Melhor Equacao do BD-I (Eq.E)

Na Tabela 12 sdo mostrados os valores de plCsy (M) observados
(experimentais), os valores de plCso (M) preditos pela Eq.E e os respectivos valores
residuais (plCsoobs — PICsopred) para os conjuntos de treinamento (1-59) e de teste
(60-74).

A analise da Tabela 12 para o conjunto de treinamento (1-59) mostra que
81% dos compostos apresentam residuos menores do que 0,50 (em valores
modulares). Além disso, nenhum composto do conjunto de treinamento comporta-se
como outlier, visto que nenhum apresenta valor residual maior do que o dobro do
erro padrao da estimativa (2 x SEE = 1,00). Isso mostra uma excelente capacidade
preditiva interna do modelo. Na Figura 31.A, os residuos para os compostos do

conjunto de treinamento sdo mostrados na forma de grafico de barras.

No caso dos compostos do conjunto de teste (60-74), 40% apresentam
residuos menores do que 0,50, enquanto trés compostos sdo considerados outliers
(67, 69 e 70). Na Figura 31.B, os residuos para os compostos do conjunto de teste
sédo mostrados na forma de grafico de barras.

E importante ressaltar que os residuos de ambos os conjuntos de treinamento
e de teste apresentam variagdes aleatérias em relagdo a variacao da poténcia. Isso
significa que o modelo nao € tendencioso para um valor de atividade mais alto ou

mais baixo.
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Tabela 12. Valores de plCsy observados, preditos e residuos (plCsoons — PICsopred) para os
conjuntos de treinamento (1-59) e de teste (60-74) de acordo com a Eq.E (BD-I).

# plCsoobs PICsorrea Res. # plCsoobs PICsorrea Res.
1 423 4,23 0,00 38 6,10 5,95 0,15
2 4,31 434  -0,03 39 6,10 6,09 0,01
3 435 4,30 0,05 40 6,10 5,96 0,14
4 459 5,41 -0,82 41 6,10 6,66 -0,56
5 4,77 4,97 -0,20 42 6,22 6,27 -0,05
6 479 5,35  -0,56 43 6,22 6,47 -0,25
7 4,83 514  -0,31 4 6,22 5,87 0,35
8 483 494  -0,11 45 6,30 6,04 0,26
9 5,02 4,99 0,03 46 6,40 6,15 0,25
10 5,07 537 -0,30 47 6,70 6,73 -0,03
11 5,09 4,94 0,15 48 6,70 6,42 0,28
12 5,27 5,24 0,03 49 6,70 6,56 0,14
13 5,31 5,88  -0,57 50 6,92 6,48 0,44
14 5,31 5,03 0,28 51 7,00 6,89 0,11
15 5,32 5,79  -0,47 52 7,00 7,25 -0,25
16 5,34 5,19 0,15 53 7,05 6,88 0,17
17 5,37 5,67 -0,30 54 7,05 6,98 0,07
18 5,42 5,24 0,18 55 7,10 6,45 0,65
19 544 5,38 0,06 56 7,10 6,86 0,24
20 547 5,42 0,05 57 7,15 6,61 0,54
21 5,49 5,60 -0,11 58 7,30 7,51 -0,21
22 552 559  -0,07 59 7,52 6,68 0,84
23 552 6,04 -0,52 60 435 5,18 -0,83
24 552 557 -0,05 61 4,48 5,01 -0,53
25 554 5,53 0,01 62 527 6,03 -0,76
26 5,55 5,16 0,39 63 547 5,88 -0,41
27 5,59 5,61 -0,02 64 5,59 5,60 -0,01
28 5,60 6,00 -0,40 65 5,60 5,08 0,52
29 5,60 5,87  -0,27 66 5,62 6,02 -0,40
30 5,62 5,23 0,39 67 574 4,68 1,06
31 5,66 5,38 0,28 68 5,92 5,13 0,79
32 572 5,40 0,32 69 6,22 8,52 -2,30
33 5,80 6,37 -0,57 70 6,40 5,28 1,12
34 5,89 423 -0,34 71 6,70 7,14 -0,44
35 5,94 4,34 0,60 72 7,05 6,92 0,13
36 5,94 6,50 -0,56 73 7,15 6,35 0,80
37 5,96 5,75 0,21 74 7,30 7,06 0,24
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Figura 31. Grafico de barras dos residuos dos compostos dos conjuntos de (A) treinamento
(1-59) e de (B) teste (60-74) de acordo com a Eq.E (BD-I).
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D) Analise dos Compostos Outliers da Eq.E (BD-I)

Como mencionado anteriormente, identificou-se apenas trés compostos
outliers: 67, 69 e 70, todos do conjunto de teste, cujas estruturas, valores de
atividade biolégica (plCsp) observados e preditos e respectivos valores residuais,
encontram-se na Figura 32, onde se observa que os compostos 67 e 70 apresentam
poténcias preditas inferiores as experimentais, enquanto o composto 69 apresenta

poténcia predita superior a experimental.

0
NH NH
I I
g N
O,N )ﬁ Cl Cl1
(67) (69) (70)
PICgy,ps = 5,74 PICso.0s = 6,22 PICs0.0s = 6,40
pIC50pred =4,68 pIC50pred = 8,52 pIC50pred =528
Residuo = 1,06 Residuo = -2,30 Residuo = 1,12

Figura 32. Estruturas quimicas, valores de plCs, (M) observados, valores de plCsy (M)

preditos e valores residuais (plCsoobs — PICsopred) dos compostos outliers da Eq.E (BD-I).

Considerando os descritores (valores de energia de interagdo) selecionados
na Eq.E, observamos que, para os trés compostos, os termos que apresentam maior
variagdo em relacdo aos demais termos sdo Tyr181LJ e GIn182C, que
correspondem a interagoes estérica e eletrostatica, respectivamente.

No caso de Tyr181LJ, os valores de energia obtidos sdo os seguintes: —2,540
kcal.mol" para o composto 67, —7,517 kcal.mol” para o composto 69 e 1,620

kcal.mol™" para o composto 70. Este termo (Tyr181LJ), que tem coeficiente negativo
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(-0,110) na Eq.E, contribui para aumentar a poténcia, podendo justificar a maior
poténcia predita para 69, visto que o residuo Tyr181 forma interagbes do tipo Tr-11-
stacking com anéis aromaticos dos NNRTIs, como descrito anteriormente. No
entanto, ndo fica claro porque analogos contendo grupo nitro em posicao para (30)
ou meta (43) do substituinte Ar (Tabela 5, Metodologia) ndo séao outliers, enquanto
que 69 (orto-nitro) é outlier.

No caso do termo GIn182C, que também apresenta coeficiente negativo na
Eq.E (-0,791) (contribuindo para aumentar a poténcia), o comportamento parece
similar ao do termo anterior, porém, com menor intensidade, visto que os valores de
energia obtidos sdo os seguintes: 0,188 kcal.mol™ (67), —0,606 kcal.mol" (69) e

0,097 kcal.mol™ (70).

E) Analise do MKC-442 Segundo a Eq.E (BD-I)

A predicao da poténcia para o composto MKC-442, que pertence a classe dos
HEPTs, pelos melhores modelos de QSAR-3D dependente do receptor foi
empregada como um teste adicional de validagao externa, visto que este composto
ndao faz parte do banco de dados dos DABOs; e também porque utilizou-se a
conformacao e a orientacao deste composto complexado com a RT do HIV-1
(estrutura de raios-X 1RT1) como dados de partida para a construgcdao e o
posicionamento dos DABOs no NNBS.

Desta forma, de acordo com a Eq.E (BD-l), o composto MKC-442 tém poténcia
predita (plCso = 6,68 M) inferior a experimental, visto que o valor de ICspos deste

composto € igual a 0,04 uM (Mai et al., 1999), i.e. plCspops = 7,40 M. Logo, o valor
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residual € igual a —0,72, que € inferior ao dobro do SEE da Eq.E, indicando que o

composto ndo € um outlier.

F) Analise da Matriz de Correlacao Cruzada entre os Descritores da Eq.E (BD-I)

A andlise da matriz de correlagédo cruzada entre os termos da Eq.E (Tabela
13) mostra que nédo h& correlacdo significativa entre os diferentes descritores
(energias de interacao estérica e eletrostatica), uma vez que nado ha nenhum valor
de r (coeficiente de correlagéo linear simples) maior do que 0,70 (em valor modular)
(Livingtone, 1996). Isso demonstra que cada descritor traz informacao Unica para o
modelo, ndo havendo, portanto, informacdo redundante. A maior correlagao
encontrada ocorre entre os termos Tyr181LJ e Tyr188LJ (r = 0,543), provavelmente
devido a proximidade espacial entre os residuos de aminoacidos correspondentes

no NNBS e ao fato do mesmo tipo de aminoacido (Tyr) estar envolvido.
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Tabela 13. Matriz de correlagédo cruzada entre os descritores da Eq.E (BD-I).

le94 Pro97 Lys101 Tyr181 GIn182 Tyr188 Ser191 Pro226 His235 Asn137
W LW LWL c LJ c c LJ LJ
lle94
*9% 11,000
Pro97
°P7 |-0,126 1,000
Lys101 | 155 0,122 1,000
LJ
Tyﬂm 0,354 0039 -0,131 1,000
G'“c182 0238 -0,107 0116 -0,073 1,000
TVEJ% 0176 0,169 -0212 0,543 -0243 1,000
Segm 0,086 0001 0260 0,194 0,043 0,166 1,000
Pr°0226 0204 -0,083 0214 0200 0,056 0029 0313 1,000
Hiiﬁ% 0,080 0,131 -0,087 -0,030 -0203 -0,037 -0,320 -0.214 1,000
ASI’_‘]37 0435 -0,011 -0,099 0036 0216 0012 -0,055 -0,012 0,135 1,000

4.2.3.2. Analise do Banco de Dados Il

A) Analise dos indices Estatisticos do BD-II

A Tabela 14 resume os indices estatisticos referentes as cinco melhores
equacodes (F-J), contendo de seis a dez termos (descritores), geradas a partir do
BD-Il. As equacdes | (com 9 termos; qzajus = 0,592; SEcy = 0,473 e 3 outliers) e J
(com 10 termos; qzajus = 0,606; SEcy = 0,460 e 3 outliers) apresentam maiores
valores de qg° ajustado e menores valores de SEcy do que as equacgdes F-H.

Considerando estas duas equagdes, a Eq.J foi selecionada como a melhor equacao
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do BD-II, porque apresenta maior valor de g° ajustado. Novamente, em analogia ao
que foi observado para o BD-l, verifica-se que as equacdes geradas a partir de um
namero maior de operagdes de crossover (50.000), Eq.l e Eq.J, apresentam

melhores resultados.

Tabela 14. Resultados estatisticos dos cinco melhores modelos (F-J) de QSAR-3D
dependente do receptor obtidos a partir do Banco de Dados Il (BD-II).

BDl NTE? ¢ .s® q°° SEw® PC® ' SEEY Outliers"
]

Eq.F 6 0,517 0,559 0,530 5 0,641 0,720 3
Eq.G 7 0,507 0,558 0,532 3 0,658 0,710 3
Eq.H 8 0,527 0,584 0,515 6 0,708 1,520 1
Eq.l 9 0,592 0,648 0,473 4 0,743 0,570 3
Eq.J 10 0,606 0,667 0,460 6 0,766 0,600 3

a) Numero de termos da equagao (N.T.E). b) q2 ajustado ao numero de termos da equacgao. c) r? da
validacdo cruzada (q°). d) Desvio padrdo da validagdo cruzada (SE.). €) NUmero 6timo de
componentes principais (PC). f) Coeficiente de correlacdo linear quadratico (r?). g) Desvio padrdo da
estimativa (SSE). h) Numero de compostos outliers no conjunto de teste.

B) Analise da Melhor Equacao do BD-Il (Eq.J)

Na Eq.J (BD-ll), descrita a seguir, cada uma das 10 variaveis independentes
(energias de interagao estérica e eletrostatica somadas por residuo de aminoacido)
esta representada apenas pelo cédigo de trés letras do préprio aminoacido. A Figura

33 mostra a representacéao grafica 3D da Eq.d com o composto NH-DABO 59.

pICs, = 6,802 + 1,202 Leu187 + 0,061 Asp237 — 0,026 Trp229
+ 0,101 Gly99 + 1,437 Thr139 — 0,059 Tyr188 + 0,360 Ser191
+ 0,822 Glu224 - 0,028 Phe227 — 0,244 Tyr183

Eq.J
(BD-II)
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P237

PHE227
LU224

Figura 33. Representacao grafica 3D da Eq.J (BD-Il) com o composto NH-DABO 59 (em
modelo bastao-e-bola e colorido por elemento). Os residuos de aminoacidos (em modelo
bastao) selecionados nesta equacéo (Leu187, Asp237, Trp229, Glu224, Gly99, Phe227,
Ser191, Tyr188, Thr139 e Tyr183) representam as interagdes de Lennard-Jones e Coulomb
somadas e estdo coloridos em azul escuro. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para

melhor visualizagéo.

Nesta equacdo (Eq.J), também foram selecionados termos que
correspondem a residuos descritos na literatura por fazer interagbes com os
NNRTIs: Tyr188, Phe227 e Trp229 (Jorgensen et al., 2006; Ragno et al., 2004). E
interessante notar que os trés estdo contidos no raio de 5 A, definido anteriormente,

e que dos trés, apenas Tyr188 corresponde a um termo também selecionado na

Eq.E do BD-I.

Comparando as equagdes E (BD-l) e J (BD-Il), apenas os termos referentes
aos residuos Tyr188 e Ser191 aparecem nas duas equacodes. A andlise da matriz de

correlagdo cruzada entre os descritores (ver Tabela A do Anexo) mostra que 0s
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termos Tyr188LJ (Eq.E) e Tyr188 (Eq.J) ndo estdo fortemente correlacionados (r =
0,467). Os termos Ser191C (Eq.E) e Ser191 (Eq.J) estdo perfeitamente
correlacionados (r = 1,0), indicando que houve apenas uma substituicdo entre estes
termos de uma equacao para a outra. Esta correlagdo se extende também a Ser191
e Ser191LJ.

Os residuos que correspondem a termos que aparecem na Eq.E (BD-l) e que
nao aparecem na Eq.J (BD-ll) sdo: 11e94, Pro97, Lys101, Tyr181, Gin182, Pro226,
His235 e Asn137. A auséncia do termo que corresponde ao residuo Tyr181 na Eq.J
(BD-Il) pode comprometer os resultados obtidos com esta equacgao, visto que este
residuo, como dito anteriormente, € importante para a interagcdo com os NNRTIs. Por
outro lado, analisando a matriz de correlacdo cruzada entre os descritores, a
auséncia do termo correspondente ao residuo Tyr181LJ na Eq.J pode estar sendo
compensada, parcialmente, pela presenga do termo correspondente ao residuo
Tyr183 (r = —0,505). No caso dos pares de termos Pro226C (Eq.E) e Phe227 (Eq.J)
(r=0,759) e Asn137LJ (Eq.E) e Thr139 (Eq.J) (r = —0,619), a andlise da matriz de
correlagdo cruzada entre os descritores (ver Tabela A do Anexo) mostra que ha
correlacdo, indicando que houve uma substituicdo entre estes pares de termos,
provavelmente devido a proximidade espacial. Em relagdo aos demais termos das
equacoes E e J, ndo se observa correlacao significativa.

O grafico da Figura 34 mostra a média das energias de interagdo (kcal.mol™)
dos compostos (1-74) com os residuos selecionados na Eq. J, onde o termo Phe227
se destaca dos demais por ser o mais estabilizante, c.a. —29 kcal.mol”. Os termos
Gly99, Tyr183, Ser191, Glu224 e Thr139 apresentam médias de energia proximas
a zero, enquanto os termos Tyr188, Trp229 e Asp237 apresentam as médias mais

altas, c.a. 7 kcal.mol”. Com excecéo do termo Asp237, os termos que apresentam
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maiores meédias (em valor modular) de energia de interagdo estdo relacionados a
residuos de amino&cidos que localizam-se dentro do raio de 5 A (Tyr188, Phe227 e
Trp229), mais proximos ao inibidor.

Considerando os valores médios de energia (Figura 34) e os sinais dos
coeficientes dos termos na Eq.J (BD-ll), os termos Tyr183, Ser191, Glu224,
Asp237 e Thr139 contribuem para aumentar a poténcia, enquanto que os demais

termos contribuem para diminuir a poténcia.

Thr139 |
Asp237 |
Trp229 |
Phe227 ]
Glu224|j
Ser191 7[|
Tyr1sg [
LeuBt]
Tyr183 ﬁ

Gly99 |

Termos da Equacao

-10,000 -8,000 -6,000 -4,000 -2,000 0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000

Energias (kcal.mol )

Figura 34. Médias das energias de interacéo (kcal.mol™) dos compostos 1-74 para cada um
dos termos selecionados na Eq.J (BD-II). O grafico foi truncado em -10 kcal.mol”. A média

de energia referente ao termo Phe227= -29,037 kcal.mol™.
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Em relacdo aos residuos de aminodcidos na RT que sofrem freqlente
mutacgao frente aos NNRTIs, dois deles aparecem na Eq.J relacionados aos termos
Tyr188 e Phe227 (ambos referentes a residuos de aminoacidos contidos no raio de
5 A), sendo que apenas o termo Phe227 contribui para aumentar a poténcia, porque
tem coeficiente e valor médio de energia de interagdo negativos. Estes dois residuos
de aminoacidos sofrem mutagdo para o mesmo aminoacido (Leu), gerando os
respectivos mutantes: Tyr188Leu (discutido anteriormente na Eq.E do BD-l) e
Phe227Leu. Novamente, em ambas as mutacdes ocorre perda das interacées do
tipo Tr-11-stacking dos anéis aromaticos das cadeias laterais de Tyr188 e Phe227

com o anel aromatico dos inibidores, diminuindo a afinidade destes pelo NNBS.

C) Analise dos Valores Residuais da Eq.J (BD-II)

Na Tabela 15 sdo mostrados os valores de plCsy (M) observados
(experimentais), os valores de plCso (M) preditos pela Eq.J (BD-Il) e os respectivos
valores residuais (plCsoops — PICsopred) para os conjuntos de treinamento (1-59) e de

teste (60-74).
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Tabela 15. Valores de plCsy observados, preditos e residuos (plCsoops — PICsopred) para os
conjuntos de treinamento (1-59) e de teste (60-74) de acordo com a Eq.J (BD-Il).

#  PplCsoobs  PICsorrea  Res. #  PplCsoobs  PICsorrea  Res.
1 4,23 4,40 -0,17 38 6,10 5,98 0,12
2 4,31 4,45 -0,14 39 6,10 5,29 0,81
3 4,35 4,29 0,06 40 6,10 6,12 -0,02
4 4,59 5,35 -0,76 41 6,10 6,57 -0,47
5 4,77 4,87 -0,10 42 6,22 6,68 -0,46
6 4,79 4,57 0,22 43 6,22 6,77 -0,55
7 4,83 5,21 -0,38 44 6,22 6,16 0,06
8 4,83 5,07 -0,24 45 6,30 6,78 -0,48
9 5,02 5,39 -0,37 46 6,40 6,10 0,30
10 5,07 5,17 -0,10 47 6,70 6,83 -0,13
11 5,09 5,02 0,07 48 6,70 6,53 0,17
12 5,27 5,37 -0,10 49 6,70 6,10 0,60
13 5,31 6,06 -0,75 50 6,92 5,93 0,99
14 5,31 5,48 -0,17 51 7,00 6,76 0,24
15 5,32 5,63 -0,31 52 7,00 6,41 0,59
16 5,34 512 0,22 53 7,05 6,45 0,60
17 5,37 6,32 -0,95 54 7,05 7,14 -0,09
18 5,42 5,33 0,09 55 7,10 6,66 0,44
19 5,44 5,68 -0,24 56 7,10 6,91 0,19
20 5,47 5,33 0,14 57 7,15 6,81 0,34
21 5,49 4,83 0,66 58 7,30 7,11 0,19
22 5,52 5,10 0,42 59 7,52 6,71 0,81
23 5,52 5,57 -0,05 60 4,35 5,57 -1,22
24 5,52 5,65 -0,13 61 4,48 3,72 0,76
25 5,54 5,43 0,11 62 5,27 6,94 -1,67
26 5,55 5,69 -0,14 63 5,47 5,97 -0,50
27 5,59 5,60 -0,01 64 5,59 5,62 -0,03
28 5,60 5,83 -0,23 65 5,60 4,46 1,14
29 5,60 6,03 -0,43 66 5,62 8,19 -2,57
30 5,62 5,62 -0,00 67 5,74 512 0,62
31 5,66 5,88 -0,22 68 5,92 5,05 0,87
32 5,72 5,69 0,03 69 6,22 6,68 -0,46
33 5,80 5,97 -0,17 70 6,40 5,61 0,79
34 5,89 6,00 -0,11 71 6,70 6,40 0,30
35 5,94 5,63 0,31 72 7,05 7,04 0,01
36 5,94 6,22 -0,28 73 7,15 6,05 1,10
37 5,96 5,98 -0,02 74 7,30 6,43 0,87
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A analise da Tabela 15 para o conjunto de treinamento (1-59) mostra que
81% dos compostos apresentam residuos menores do que 0,50 (em valores
modulares). Além disso, nenhum composto do conjunto de treinamento comporta-se
como outlier, visto que nenhum apresenta valor residual maior do que o dobro do
erro padrao da estimativa (2 x SEE = 1,20). Isso mostra uma excelente capacidade
preditiva interna do modelo. Na Figura 35.A, os residuos para os compostos do

conjunto de treinamento sdo mostrados na forma de grafico de barras.

No caso dos compostos do conjunto de teste (60-74), 26% apresentam
residuos menores do que 0,50 (Tabela X), enquanto trés compostos sao
considerados outliers (60, 62 e 66). Na Figura 35.B, os residuos para os compostos
do conjunto de teste sdo mostrados na forma de grafico de barras.

Em analogia a Eq.E (BD-I), os residuos de ambos os conjuntos (treinamento
e teste) da Eq.J (BD-Il) também apresentam variagcdes aleatérias em relagdo a
variagao da poténcia. Isso significa que este modelo também nao é tendencioso

para um valor de atividade mais alto ou mais baixo.
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Figura 35. Grafico de barras dos residuos (plCsopons — PICsopred) dos compostos dos
conjuntos de (A) treinamento (1-59) e de (B) teste (60-74) de acordo com a Eq.J (BD-Il).
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D) Analise dos Compostos Outliers da Eq.J (BD-Il)

Na Eq.J (BD-Il), como dito anteriormente, identificou-se apenas trés
compostos outliers: 60, 62 e 66, todos do conjunto de teste, porém, diferentes
daqueles da Eq.E (BD-l). A Figura 36 mostra as estruturas, os valores de plCsg
observados e preditos e os respectivos valores residuais para estes outliers, onde se
observa que todos apresentam poténcias preditas superiores as observadas
experimentalmente, indicando que o modelo superestimou a poténcia desses

compostos, principalmente em relagao ao composto 66.

0
P S
| z
N S
N/J\S )ﬁ
)ﬁ H,C
(60) (62) (66)
PICsp0ps=4,35 PICgp0ps=5,27 PIC5qps=5,62
pICSOpred=5’57 pICSOpred=6’94 pICSOpred=8’-I 9
Residuo=-1,22 Residuo=-1,67 Residuo=-2,57

Figura 36. Estruturas quimicas, valores de plCs, (M) observados, valores de plCsy (M)
preditos e valores residuais (plCsoobs — PICsopred) d0S compostos outliers da Eq.J (BD-II).

Considerando os descritores (i.e. energias de interagdo) selecionados na Eq.J
(BD-Il), observa-se que, para o composto 66, os termos que apresentam maior
variagdo em relacdo aos demais termos sado referentes aos residuos Tyr188 e
Trp229, o que pode explicar o comportamento outlier deste composto. Como os
valores de energia obtidos para o composto 66 em relacdo aos termos Tyr188 e
Trp229 sio negativos (-8,083 kcal.mol” e —6,303 kcal.mol”, respectivamente) e

como ambos os termos tém coeficientes também negativos na Eq.J (-0,059 e -
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0,026, respectivamente), estes termos contribuem para aumentar a poténcia,
justificando a maior poténcia predita para 66.

No caso dos outliers 60 e 62, o termo Phe227 & o que apresenta maior
variagdo em relacdo aos demais termos. Como os valores de energia de interacao
obtidos entre o residuo Phe227 e os compostos 60 e 62 sdo negativos (—3,287
kcal.mol" e —20,990 kcal.mol”, respectivamente) e como o coeficiente do termo
Phe227 na Eq.J também é negativo (—0,028), este termo contribui para aumentar a
poténcia, justificando a maior poténcia predita para 60 e 62.

E oportuno lembrar que estes trés residuos (Tyr188, Phe227 e Trp229) estdo
dentro do raio de 5 A e fazem interacdes do tipo T-T1-stacking com o anel aromético

dos inibidores.

E) Analise do MKC-442 Sequndo a Eq.J (BD-II)

De acordo com a Eq.J (BD-ll), o composto MKC-442 tém poténcia predita
(pICso = 9,50 M) superior a experimental (plCsopreq = 7,40 M) e, conseqlientemente,
valor residual (residuo = 2,10) superior ao dobro do SEE da Egq.J, indicando que o
composto é um outlier.

Considerando que os valores de r? e g° das equacdes do BD-l (equacdes A a
E) foram maiores do que os valores das respectivas equacdes do BD-Il (equacdes F
a J), contendo o mesmo numero de termos, as equagbes provenientes do BD-I
apresentam, em conjunto, melhor ajuste dos dados e maior capacidade preditiva do
que as equagdes provenientes do BD-Il. A melhor predicdo do MKC-442 de acordo

com a Eq.E (BD-I) confirma este dado.
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F) Analise da Matriz de Correlacao Cruzada entre os Descritores da Eq.J (BD-II)

A andlise da matriz de correlagdo cruzada entre os termos da Eq.J (Tabela
16) mostra que nao h& correlacdo significativa entre os diferentes descritores
(energias de interacao estérica e eletrostatica somadas por residuo), uma vez que
nenhum valor de r > 0,70 foi encontrado. Isso demonstra que cada descritor traz
informacao Unica para o modelo, ndo havendo informacédo redundante. A maior
correlagdo encontrada ocorre entre os termos Glu224 e Phe227 (r = 0,587),
provavelmente devido a proximidade espacial entre os residuos de aminoacidos

correspondentes no NNBS.

Tabela 16. Matriz de correlag&do cruzada entre os descritores da Eq.J (BD-II).

Gly99 Tyr183 Leu187 Tyr188 Ser191 Glu224 Phe227 Trp229 Asp237 Thr139

Gly99 | 1,000

Tyr183 | 0,029 1,000

Leu187-0,232 0,383 1,000

Tyr188 |-0,091 -0,297 -0,136 1,000

Ser191 |-0,141 0,007 -0,052 0,360 1,000

Glu224 -0,227 0,151 0,120 0,228 0,232 1,000

Phe227|-0,381 0,053 0,439 0,248 0,333 0,587 1,000

Trp229 | 0,141 0,160 -0,046 0,100 -0,172 -0,231 -0,348 1,000
Asp237|0,242 0,152 -0,146 -0,116 -0,102 -0,020 -0,019 -0,123 1,000

Thr139|0,094 0,136 -0,100 -0,062 0,025 -0,086 -0,140 -0,189 0,195 1,000
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4.2.3.3. Analise do Banco de Dados lil

A) Analise dos indices Estatisticos do BD-III

A Tabela 17 resume os indices estatisticos referentes as quatro melhores
equacodes (K-N), contendo de seis a nove termos, geradas a partir do BD-IIl. Nao
foram obtidas equagdes com dez termos a partir deste banco de dados. Em geral,
comparando com as equagbes obtidas a partir dos BD-l e BD-Il, as equacdes
obtidas a partir do BD-llIl apresentam maiores valores de SEE e maior nimero de
compostos outliers.

Considerando apenas as equagbes do BD-Ill, as equagdes L (com 7 termos;
Qajus = 0,594; SEcy = 0,480 e 4 outliers), M (com 8 termos; g°us = 0,584; SEcy =
0,480 e 7 outliers) e N (com 9 termos; qzajus = 0,578; SEcy = 0,479 e 6 outliers)
apresentam maiores valores de g? ajustado e menores valores de SEcy do que a
equacao K.

Dentre estas trés equagdes, a Eq.L foi selecionada como a melhor equagao
do BD-lll, porque apresenta maior valor de g° ajustado e menor nimero de
compostos outliers. Novamente, em analogia ao que foi observado para os bancos
de dados I e ll, verifica-se que as Eq. L, M e N, geradas a partir de um nimero maior

de operagdes de crossover (50.000), apresentam melhores resultados.
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Tabela 17. Resultados estatisticos dos quatro melhores modelos (K-N) de QSAR-3D
dependente do receptor obtidos a partir do Banco de Dados Il (BD-III).

BD-l N.TE® q*.5u.® °° SEx® PC® r¥' SEE? Outliers"

Eq.K 6 0,506 0,549 0,537 3 0,630 1,35 6
Eq.L 7 0,594 0,636 0,480 3 0,723 1,18 4
Eq.M 8 0,584 0,634 0,480 5 0,737 0,85 7
Eq.N 9 0,578 0,636 0,479 4 0,753 0,83 6

a) Numero de termos da equacao (N.T.E). b) q2 ajustado ao numero de termos da equacéo. ¢) r? da
validacdo cruzada (q°). d) Desvio padrdo da validagdo cruzada (SE,). €) NUmero 6timo de
componentes principais (PC). f) Coeficiente de correlacdo linear quadratico (r°). g) Desvio padrdo da
estimativa (SSE). h) Nimero de compostos outliers no conjunto de teste.

B) Analise da Melhor Equacao do BD-Ill (Eq.L)

Como o BD-lll € formado pela uniao dos BD-l e BD-Il, na Eq.L (BD-lIl),
descrita a seguir, seis variaveis independentes sdo provenientes do BD-I (lle94LJ,
Tyr181LJ, Pro225C, His235LJ, Asn137LJ e Glu138C) e uma é proveniente do BD-
Il (Glu224).

Os residuos 1194, Tyr181, His235 e Asn137 representam contribuicées de
Lennard-dones (LJ), os residuos Glu138 e Pro225 representam contribuicbes de
Coulomb (C), enquanto que o residuo Glu224 representa o somatdrio das
contribuicdes de Lennard-Jones e Coulomb. A Figura 37 mostra a representagcao

gréafica 3D da Eq.L com o composto NH-DABO 59.

Eq.L pICso = 6,257 + 0,062 His235LJ + 15,851 lle94LJ — 52,568 Asn137LJ
(BD-IIN) - 0,118 Tyr181LJ — 0,008 Glu138C + 0,101 Pro225C + 3,525 Glu224
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Figura 37. Representacéo grafica 3D da Eq.L (BD-IlIl) com o composto NH-DABO 59 (em

modelo bastao-e-bola e colorido por elemento). Os residuos de aminoacidos (em modelo
bastao) que representam contribuicdes de Lennard-Jones (lle94, Tyr181, His235 e Asn137)
estdo coloridos em verde e os que representam contribuicdes de Coulomb (Glu138 e
Pro225), em azul claro. O residuo Glu224, colorido em azul escuro, representa o0 somatorio
das contribuicdes de Lennard-Jones e Coulomb. Os atomos de hidrogénio foram omitidos

para melhor visualizagao.

Em analogia ao que ocorreu na Eq.E, apenas dois termos da Eq.L
representam contribuicbes de Coulomb (Glu138C e Pro225C), enquanto quatro
termos representam contribuicées de Lennard-Jones (lle94LJ, Tyr181LJ, His235LJ
e Asn137LJ), indicando um maior peso das interagbes estéricas na relacao

estrutura-atividade.

Na Eg.L também foram selecionados termos que correspondem a residuos

descritos na literatura por fazer interacbes com os NNRTIs: Tyr181, Pro225 e
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His235. Destes, apenas Pro225 nao havia sido citado anteriormente, pois aparece

somente nesta equagao.

Comparando os termos que aparecem na Eq.L (BD-IlIl) com os que aparecem
nas Eq.E (BD-l) e Eq.J (BD-ll), observa-se que quatro (lle94LJ, Tyr181LJ,
His235LJ, Asn137LJ) séo idénticos aos da Eq.E e um (Glu224) ¢é idéntico ao da
Eq.J. Apenas dois termos da Eq.L ndo aparecem nas equagbes anteriores,
Pro225C e Glu138C, ambos representando interagcbes de Coulomb. Desta forma,
apenas estes dois termos serdo discutidos, visto que os demais termos foram
discutidos anteriormente nas equacoes E e J.

Apesar do termo Pro225C aparecer apenas na Eq.L, a informacdo contida
nele ndo é exclusiva desta equacéao, visto que a analise da matriz de correlacao
cruzada entre os descritores (ver Tabela A do Anexo) mostra forte correlacéo (r =
0,922) entre os termos Pro225C (Eq.L) e Pro226C (Eq.E), indicando que houve
apenas uma substituicdo entre estes termos. Esta correlacdo elevada € devida a
proximidade espacial entre os residuos de aminoacidos correspondentes no NNBS e
ao fato do mesmo tipo de aminoacido (Pro) estar envolvido. Portanto, este termo
nao sera discutido porque ele é representado pelo termo Pro226C da Eq.E.

Sera dado destaque ao termo Glu138C (Eq.L), visto que a analise da matriz
de correlagdo cruzada entre os descritores (ver na Tabela A do Anexo) ndo mostra
correlacao significativa deste termo com qualquer outro termo, indicando que a
informagao contida no termo Glu138C ¢é exclusiva da Eq.L.

De fato, observando-se o grafico da Figura 38, que mostra a média das
energias de interacdo (kcal.mol') dos compostos (1-74) com os residuos
selecionados na Eq.L, o termo Glu138C se destaca nitidamente dos demais por ser

0 mais desestabilizante (c.a. 48 kcal.mol™). Isso ocorre provavelmente devido a
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proximidade entre o grupo carboxilato do residuo Glu138 e o atomo de oxigénio do
grupo carbonila do ligante, gerando uma interacdo eletrostatica repulsiva. Na
estrutura de raios-X do complexo da RT com o MKC-442, observa-se uma intera¢ao
estabilizante indireta entre o ligante e a enzima via a formacao de ligacao hidrogénio
mediada por uma molécula de agua que esta localizada entre estes dois grupos.
Esta estabilizacdo nao foi possivel na simulacao por DM porque todas as moléculas
de agua foram previamente removidas.

Poderia-se argumentar que a explicacdo dada para o comportamento
andmalo do termo Glu138C n&o seria pertinente, porque para o termo Glu224, que
também corresponde a um residuo acido, ndo se observa discrepancia dos valores
de média de energia em relagdo aos demais termos, onde a meédia de energia para
o termo Glu224 é préxima a zero. Entretanto, neste caso, o residuo Glu224
encontra-se na periferia do raio de 10 A e ndo ha interagéo direta ou indireta com o
ligante.

Considerando-se que o termo Glu138C apresenta valor médio de energia
positivo e coeficiente negativo na Eq.L (BD-Ill), este termo contribui para diminuir a

poténcia.
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Figura 38. Médias das energias de interacéo (kcal.mol™) dos compostos 1-74 para cada um
dos termos selecionados na Eq.L (BD-lIl). O gréfico foi truncado em 10 kcal.mol”. A média
de energia referente ao termo Glu138C= 47,676 kcal.mol™.

Em relacdo aos residuos de aminoacidos na RT que sofrem freqlente
mutacdo frente aos NNRTIs, dois aparecem na Eq.L relacionados aos termos
Tyr181LJ e Pro225C. A mutacao Tyr181Cys foi relatada anteriomente na discussao
da Eq.E (BD-l). No caso da mutagao Pro225His, a cadeia lateral apolar do residuo
Pro225, que esta voltada para o grupo alquila do ligante, é subtituida pela cadeia

lateral polar do residuo His225, dificultando a interagéo ligante-enzima.
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C) Analise dos Valores Residuais da Eq.L (BD-IIl)

Na Tabela 18 sdo mostrados os valores de plCsy (M) observados
(experimentais), os valores de plCso (M) preditos pela Eq.L (BD-Ill) e os respectivos
valores residuais (plCsoops — PICsopred) para os conjuntos de treinamento (1-59) e de

teste (60-74).

A andlise da Tabela 18 para o conjunto de treinamento (1-59) mostra que 83
% dos compostos apresentam residuos menores do que 0,50 (em valores
modulares). Além disso, nenhum composto do conjunto de treinamento comporta-se
como outlier, visto que nenhum apresenta valor residual maior do que o dobro do
erro padrdo da estimativa (2 x SEE = 2,36). Isso mostra uma excelente capacidade
preditiva interna do modelo. Na Figura 39.A, os residuos para os compostos do

conjunto de treinamento sdo mostrados na forma de grafico de barras.

No caso dos compostos do conjunto de teste (60-74), 26 % apresentam
residuos menores do que 0,50, enquanto quatro compostos sdo considerados
outliers (67, 68, 70 e 73). Na Figura 39.B, os residuos para os compostos do

conjunto de teste sdo mostrados na forma de grafico de barras.

Os residuos do conjunto de treinamento apresentam variagdes aleatérias em
relacdo a variagcao da poténcia. Isso significa que o0 modelo ndo € tendencioso para
um valor de atividade mais alto ou mais baixo. Porém, no caso do conjunto de teste,
para dez dos quinze compostos, os residuos calculados apresentam sinais positivos,
ou seja, o modelo mostra-se tendencioso no momento da predicdo, onde os valores

de atividade preditos sdo geralmente menores do que os observados.
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Tabela 18. Valores de plCsy observados, preditos e residuos (plCsoops — PICsopred) para os
conjuntos de treinamento (1-59) e de teste (60-74) de acordo com a Eq.L (BD-III).

#  plCsoobs  PICsorrea  Res. # PICso0bs  PICsorrea  ReS.
1 4,23 4,53 -0,30 38 6,10 5,83 0,27
2 4,31 4,04 0,27 39 6,10 5,93 0,17
3 4,35 4,30 0,05 40 6,10 5,83 0,27
4 4,59 5,19 -0,60 41 6,10 6,38 -0,28
5 4,77 5,07 -0,30 42 6,22 6,68 -0,46
6 4,79 4,75 0,04 43 6,22 6,93 -0,71
7 4,83 5,31 -0,48 44 6,22 6,31 -0,09
8 4,83 5,58 -0,75 45 6,30 5,95 0,35
9 5,02 5,56 -0,54 46 6,40 6,03 0,37
10 5,07 5,27 -0,20 47 6,70 6,57 0,13
11 5,09 5,22 -0,13 48 6,70 6,52 0,18
12 5,27 4,88 0,39 49 6,70 6,44 0,26
13 5,31 5,79 -0,48 50 6,92 6,16 0,76
14 5,31 6,10 -0,79 51 7,00 7,11 -0,11
15 5,32 5,81 -0,49 52 7,00 7,06 -0,06
16 5,34 4,90 0,44 53 7,05 6,65 0,40
17 5,37 5,84 -0,47 54 7,05 6,16 0,89
18 5,42 5,02 0,40 55 7,10 6,84 0,26
19 5,44 5,33 0,11 56 7,10 6,84 0,26
20 5,47 5,29 0,18 57 7,15 6,42 0,73
21 5,49 5,78 -0,29 58 7,30 6,82 0,48
22 5,562 5,37 0,15 59 7,52 6,41 1,11
23 5,52 6,04 -0,52 60 4,35 6,69 -2,34
24 5,52 5,75 -0,23 61 4,48 6,06 -1,58
25 5,54 5,54 -0,00 62 5,27 6,11 -0,84
26 5,55 5,75 -0,20 63 5,47 3,55 1,92
27 5,59 5,58 0,01 64 5,59 3,28 2,31
28 5,60 5,73 -0,13 65 5,60 5,84 -0,24
29 5,60 5,64 -0,04 66 5,62 5,91 -0,29
30 5,62 5,73 -0,11 67 5,74 -0,01 5,75
31 5,66 5,18 0,48 68 5,92 1,54 4,38
32 5,72 5,96 -0,24 69 6,22 5,39 0,83
33 5,80 6,26 -0,46 70 6,40 3,85 2,55
34 5,89 6,19 -0,30 71 6,70 6,42 0,28
35 5,94 5,15 0,79 72 7,05 6,35 0,70
36 5,94 6,43 -0,49 73 7,15 2,89 4,26
37 5,96 6,00 -0,04 74 7,30 7,03 0,27
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Figura 39. Grafico de barras dos residuos (plCsoons — PICsopred) dOS compostos dos
conjuntos de (A) treinamento (1-59) e de (B) teste (60-74) de acordo com a Eq.L (BD-III).
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D) Analise dos Compostos QOutliers da Eq.L (BD-III)

Na Eq. L (BD-Ill), como dito anteriormente, identificou-se quatro compostos
outliers: 67, 68, 70 e 73, todos do conjunto de teste, com residuos muito altos e
diferentes daqueles da Eq.J (BD-II).

A Figura 40 mostra as estruturas, os valores de plCsy observados e preditos e
os respectivos valores residuais para estes outliers, onde se observa que todos
apresentam poténcias preditas muito inferiores (valores residuais variando de 2,55 a
5,75) as observadas experimentalmente, indicando que o modelo subestimou a
poténcia desses compostos.

No caso dos compostos 67 e 70, eles também foram previstos como outliers
de acordo com a Eq.E (BD-l) e também foram preditos com poténcias inferiores as
observadas. Na Eq.L, estes compostos tiveram poténcias preditas ainda menores do
que as observadas. O termo que contribui significativamente para a previsdo com
poténcias inferiores as observadas € Glu138C, com valores de energia de interacao
da ordem de 50 kcal.mol”'. Assim, devido a esta baixa capacidade preditiva, o uso

desta equacéo esta comprometida.
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Figura 40. Estruturas quimicas, valores de plCsy (M) observados, valores de plCsy (M)
preditos e valores residuais (plCsoobs — PICsopred) d0S compostos outliers da Eq.L (BD-III).

E) Analise do MKC-442 Sequndo a Eq.L (BD-Ill)

De acordo com a Eq.L (BD-Ill), o composto MKC-442 tem poténcia predita
(pICsp = 9,08 M) superior a experimental (plCsopreq = 7,40 M) e, consequientemente,
valor residual (residuo = 1,68) inferior ao dobro do SEE da Eq.L, indicando que o
composto nao € um outlier.

Este resultado ndo era esperado, visto que os compostos do préprio conjunto
de teste, que apresentam maior similaridade estrutural com o conjunto de

treinamento do que o MKC-442, foram previstos com residuos muito altos.

F) Analise da Matriz de Correlacao Cruzada dos Descritores da Eq.L (BD-lIl)

A andlise da matriz de correlagdo cruzada entre os termos da Eq.L (Tabela
19) mostra que ha forte correlagdo entre os descritores Glu224 e Pro225C (r =

0,955). A correlacao de Glu224 com o termo Glu224LJ é maior e corresponde ao
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valor de r acima, entretanto também ha correlagdo grande com o termo Glu224C (r =
0,893). Isso pode acontecer provavelmente porque os residuos de aminoacidos
correspondentes sdo adjacentes. Este dado indica que a informagéo contida nestes
termos pode ser redundante, o que nao é Obvio, pois as caracteristicas dos

aminoacidos envolvidos sdo diferentes.

Tabela 19. Matriz de correlagédo cruzada entre os descritores da Eq.L (BD-III).

lle94 Tyr181 Glu224 Pro225 His235 Asn137 Glu138
LJ LI LJsC C LJ LJ c

1594 1 1,000

TP | 0354 1,000

Glu224 | 0085 0112 1000

Pro22> | 0313 0145 0955 1000

His235 | 0080 0030 0028 0084 1,000

AsmIST | 0435 0036 0059 0028 0135 1000

G138 | 0141 0202 0184 0179 0288 0288 1,000

4.2.3.4. Analise do Banco de Dados IV

O preé-tratamento do BD-l por exclusdo dos descritores com variancia de
energia menor do que 0,0001 deu origem ao BD-IV. Essa excluséo foi feita no
sentido de se diminuir o nimero de dados no BD (Albuquerque et al., 1998). Esse
tratamento é bastante usual em analises de QSAR com grande numero de dados

(Sodero, 2007; Pita, 2006; Cunha, 2006; Romeiro, 2002; Albuquerque, 1997).
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Segundo este critério, os onze descritores a seguir foram excluidos:
Thr107LJ, lle178LJ, Leu187LJ, Asp192LJ, His198LJ, Lys223LJ, Glu224LJ,
Tyr232LJ, Thr240LJ, Asn137LJ e Thr139LJ. Todos os descritores excluidos estéo
relacionados a residuos que localizam-se fora do raio de 5 A e correspondem
exclusivamente a contribuicdes de Lennard-Jones. Portanto, parece razoavel supor
que estes descritores tenham sido excluidos porque a variagao de energia estérica é
praticamente nula. Além disso, segundo a literatura, esses residuos nao estdo
relacionados entre os residuos que sao essenciais para a interacdo com os NNRTIs,
0 que pode nos levar a supor uma menor importancia destes termos na relacao
estrutura-atividade.

De fato, nenhum destes descritores foi selecionado nas equagdes discutidas
anteriormente, com excec¢ao do termo Asn137LJ, que aparece em duas equagdes:
Eq.E (BD-l) e Eq.L (BD-IIl). E oportuno lembrar que o termo Asn137LJ apresenta
média de energia de interacdo com os ligantes proxima a zero (Figuras 29 e 38) e,
nas duas equagodes (E e L), ttm o maior valor modular de coeficiente, o que permite
equilibrar o peso dele em relagdo aos demais termos nas respectivas equagoes.

Este resultado era realmente inesperado. Como justificar o fato intrigante da
selecdo deste termo, que aparentemente tém pouca importdncia matematica na
correlacao estrutura-atividade, em ao menos duas melhores equagdes? O que nos
conduz a duas hipoteses: ou as equagdes nao sao de fato as melhores ou o termo
tem maior importancia do que aparenta. Ficamos com a segunda hipotese,
lembrando que Asn136, Asn137, Glu138 e Thr139 sao os Unicos residuos, dentro
do raio de corte de 10 A, que pertencem a subunidade p51, sendo responsaveis por

parte das intera¢des intercadeia (p66-p51) proximas ao NNBS.
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Nas equagdes descritas até 0 momento, a0 menos um termo esta relacionado
a um destes quatro residuos da subunidade p51. De fato, dos dez termos da Eq.E,
um, Asn137LJ, é referente ao residuo Asn137; dos dez termos da Eq.J, um,
Thr139, é referente ao residuo Thr139, enquanto dos sete termos da Eq.L, dois
(Asn137LJ e Glu138C) sao referentes aos residuos Asn137 e Glu138. Este fato
implica na importancia da incorporagdo de ao menos um termo relacionado a um
residuo da subunidade p51 e, conseqlientemente, da interagéo intercadeia (préxima
ao NNBS) nos modelos (equacdes) que melhor descrevem a relagdo estrutura-
atividade para esta classe de compostos.

Outros descritores, também excluidos no pré-tratamento, Leu187LJ,
Glu224LJ e Thr139LJ, apesar de ndo terem sido selecionados explicitamente nas
equacoes discutidas anteriormente, estao incorporados nos termos Leu187 (Eq.J),
Glu224 (Eq.J e Eq.L) e Thr139 (Eq.J), respectivamente, visto que estes termos

representam o somatério das contribuicées de Lennard-dJones e Coulomb.

A) Analise dos indices Estatisticos do BD-IV

A Tabela 20 resume os indices estatisticos referentes as cinco melhores
equacoes (0-S), contendo de sete a doze termos, geradas a partir do BD-IV. Todas
as equacgdes foram geradas a partir do maior numero de operagdes de crossover
(50.000) e nao foram obtidas equagbes com dez termos a partir deste banco de
dados.

Em geral, as equacgdes obtidas a partir do BD-IV apresentam valores
estatisticos similares aos das equagdes obtidas a partir do BD-l, do qual o BD-IV &
proveniente, com excecao dos valores de SEE e do numero de compostos outliers

que sao, em média, maiores nas equacdes do BD-IV (Tabela 20).
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Tabela 20. Resultados estatisticos dos cinco melhores modelos (O-S) de QSAR-3D
dependente do receptor obtidos a partir do Banco de Dados IV (BD-IV).

BD-IV NT.E? ¢°.us.® 9°° SEe® PC® r*'" SEEY Outliers"

Eq. O 7 0,568 0,613 0,498 4 0691 0,710 5
Eq. P 8 0,572 0,624 0,485 5 0,721 0,750 6
Eq. Q 9 0,616 0,669 0,458 6 0,764 0,700 5
Eq. R 11 0,549 0,627 0,488 6 0,777 0,590 3
Eq.S 12 0,595 0,672 0,457 6 0,793 0,480 2

a) Numero de termos da equacéo (N.T.E). b) g° ajustado ao nimero de termos da equagao. c) r* da
validacdo cruzada (q°). d) Desvio padrdo da validagdo cruzada (SE). €) NUmero 6timo de
componentes principais (PC). f) Coeficiente de correlagio linear quadratico (r%). g) Desvio padrdo da
estimativa (SSE). h) Numero de compostos outliers no conjunto de teste.

Assim, considerando apenas as equacdes do BD-IV, as equacdes Q (com 9
termos; qzajus = 0,616; SEcy = 0,458 e 5 outliers) e S (com 12 termos; qzajus = 0,595;
SEcv = 0,457 e 2 outliers) se destacam das demais por apresentarem maiores
valores de ¢ ajustado e menores valores de SEcy. Como as Eq.Q e Eq.S
apresentam resultados semelhantes, mas a Eq.S apresenta menor valor de SEE
(Tabela 20) e menor numero de compostos outliers, ela deveria ter sido escolhida
como a melhor equagéo do BD-1IV, devido a sua maior capacidade preditiva.

Entretanto, a Eq.S possui 12 termos, valor que esta no limite maximo do
namero de descritores permitido (por equacao) para evitar super-ajuste, visto que o
conjunto de treinamento é formado por 59 compostos. Além do mais, de acordo com
Livingstone (1995), a probabilidade de encontrar uma correlacdo ao acaso, ou seja,
nao uma correlagdo, e sim uma coincidéncia, aumenta a medida que o numero de
descritores que aparecem nas equacOes de QSAR aumenta. Aplicando este
conceito e o principio da parcimbnia de Occam (Kubinyi, 1997), a equagéo

considerada para analise dos descritores sera a Eq.Q, que contém apenas 9 termos.
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B) Analise da Melhor Equacao do BD-IV (Eq.Q)

Na Eq.Q (BD-IV), descrita a seguir, cada um dos nove termos esta
representado pelo codigo de trés letras do respectivo aminoacido, seguido do cédigo
LJ (Lennard-Jones) ou C (Coulomb), que indica se a interacdo refere-se a
contribuicdo estérica ou eletrostatica, respectivamente. A Figura 41 mostra a
representacao grafica 3D da Eq.Q com o composto NH-DABO 59.

Diferente do que ocorreu nas equagdes Eq.E (BD-l) e Eq.L (BD-lll), nesta
Equacdo os termos referentes as interagdes estéricas (Lennard-Jones) néo
predominam, visto que cinco termos representam contribuicbes de Coulomb
(Gly99C, Leu187C, Tyr188C, Pro225C e Pro226C), enquanto que quatro termos
representam contribuicbes de Lennard-Jones (Val179LJ, Lys103LJ, Asn136LJ e
Phe227LJ), indicando um peso mais equilibrado entre as interagdes estéricas e

eletrostaticas na relacao estrutura-atividade.

Também foram selecionados termos que correspondem a residuos descritos
na literatura por fazer interagées com os NNRTIs: Lys103 e Tyr188. Ambos estéo
contidos no raio de 5 A e apenas Lys103 nao havia sido citado anteriormente, pois

aparece somente nesta equacao.
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pICso = 7,706 + 1,162 Leu187C - 0,050 Tyr188C
+ 0,403 Pro225C + 0,151 Gly99C - 0,238 Pro226C - 0,282 Val179LJ
+ 0,124 Lys103LJ - 9,989 Asn136LJ - 0,074 Phe227LJ

Eq.Q
(BD-1V)

L179

N136 % 9 vs103

PHE2
0225

0226

Figura 41. Representacao grafica 3D da Eq.Q (BD-IV) com o composto NH-DABO 59 (em
modelo bastao-e-bola e colorido por elemento). Os residuos de aminoacidos (em modelo
bastdo) que representam contribuicbes de Lennard-Jones (Lys103, Val179, Phe227 e
Asn136) estdo coloridos em verde e os que representam contribuicées de Coulomb (Gly99,
Leu187, Tyr188, Pro225 e Pro226), em azul claro. Os atomos de hidrogénio foram omitidos

para melhor visualizagao.

Comparando os termos que aparecem na equagao Q (BD-IV) com os que
aparecem nas equacoes E (BD-l) e L (BD-lll), observa-se que apenas dois sao
repetidos: Pro226C (Eq.E) e Pro225C (Eq.L) Além disso, como discutido

anteriormente, a analise da matriz de correlagdo cruzada entre os descritores (ver
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Tabela A do Anexo) mostra forte correlagado (r = 0,922) entre estes dois termos,
indicando que eles contribuem com o mesmo tipo de informagédo para a relacao
estrutura-atividade. Desta forma, serdo discutidos somente os termos da Eq.Q que
ndao se repetem nas equacbes anteriores, ie. Gly99C, Lys103LJ, Val179LJ,
Leu187C, Tyr188C, Phe227LJ e Asn136LJ.

Apesar de serem exclusivos da Eq.Q, os termos Gly99C, Leu187C, Tyr188C
e Phe227LJ estao contidos, em diferentes graus, nos respectivos termos Gly99,
Leu187, Tyr188 e Phe227 da Eq.J (BD-Il), como pode ser observado na matriz de
correlagdo cruzada entre os descritores (ver Tabela A do Anexo): Gly99C x Gly99 (r
= 0,994), Leu187C x Leu187 (r = 1,0), Tyr188C x Tyr188 (r = 0,832) e Phe227LJ x
Phe227 (r = 0,668). Isto é possivel porque os descritores da Eq.J sdo provenientes
do BD-Il, onde a energia de interacdo corresponde a soma das contribuicbes de
Lennard-Jones e Coulomb para um mesmo residuo de aminoacido.

Os residuos relacionados aos termos Lys103LJ, Asn136LJ e Val179LJ da
Eq.Q nao haviam aparecido em qualquer um dos termos das equagdes anteriores.
De acordo com a matriz de correlagéo cruzada entre os descritores (ver Tabela A do
Anexo), o termo Lys103LJ apresenta maior correlagdo com os termos Ser191C (r =
0,694) e Ser191 (r = 0,688) das Eq.E e Eq.J, respectivamente. Na estrutura 3D da
RT em complexo com o inibidor MKC-442, o residuo Lys103 encontra-se em contato
préximo e acomodado justamente entre o ligante e o residuo Ser191. Portanto, a
correlacdo observada é devido a proximidade espacial entre estes residuos. De
modo analogo, o termo Asn136LJ apresenta correlacdo forte (r = 0,830) com o
termo Asn137LJ da Eq.E, devido a proximidade espacial entre os residuos e ao

mesmo tipo de aminoacido estar envolvido. No caso do termo Val179LJ n&o se
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observa correlagdo significativa com qualquer outro termo, indicando que ele € um
termo caracteristico da Eq.Q.

O grafico da Figura 42 mostra a média dos valores de energia de interagao
(kcal.mol") dos compostos (1-74) com os residuos selecionados na Eq.Q. Em
analogia ao observado nas Eq.E e Eq.L, a maioria dos termos (exceto Tyr188C) tém
médias de energia negativas (Lys103LJ, Val179LJ, Leu187C, Pro225C, Pro226C e
Phe227LJ) ou préximas a zero (Gly99C e Asn136LJ). O valor de energia de maior
magnitude negativa (i.e. mais estabilizante) é referente ao termo Lys103LJ, com
média de energia préxima a —6,0 kcal.mol”, cujo residuo de aminoacido, como dito
anteriormente, esta em contato préximo com o ligante MKC-442.

E interesante notar que as contribuicdes de Lennard-Jones e Coulomb,
referentes ao residuo de aminoacido Tyr188, sdo opostas, visto que na Eq.E, o
termo Tyr188LJ apresenta média de energia negativa (c.a. —4,0 kcal.mol™),
enquanto que na Eq.Q, o termo Tyr188C apresenta média de energia positiva (c.a.
6,5 kcal.mol™). Isso significa que, para este residuo em particular, as interacdes
estéricas (van der Waals) sdo predominantemente atrativas, enquanto que as
interacdes eletrostaticas sdo predominantemente repulsivas. E oportuno lembrar que
o anel aromatico de Tyr188 faz interagdo do tipo Tr-11-stacking com o anel aromatico
dos inibidores (Figura 23).

Considerando os oito termos com valores de energia negativos, os termos
Val179LJ, Pro226C, Phe227LJ ¢ Asn136LJ, que também apresentam coeficiente
de sinal negativo na Eq.Q, contribuem para aumentar a poténcia, enquanto todos os

demais termos (incluindo Tyr188C) contribuem para diminuir a poténcia.
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Asni136LJ

Phe

[ Pro226C

Pra225C
Tyr188C
Leu18ti
Val179I5I]
LysT103LJ ]

Termos da Equacao

Gly99C |

-10,000 -8,000 -6,000 -4,000 -2,000 0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000

Energias (kcal.mol'1)

Figura 42. Médias das energias de interacéo (kcal.mol™) dos compostos 1-74 para cada um

dos termos selecionados na Eq.Q (BD-1V).

Em relacdo aos residuos de aminoacidos na RT que sofrem frequente
mutacdo frente aos NNRTIs, quatro aparecem na EQq.Q relacionados aos termos
Lys103LJ, Tyr188C, Pro225C e Phe227LJ. As mutacdes Tyr188Leu, Pro225His e
Phe227Leu foram discutidas anteriormente, pois os residuos de aminoacidos
correspondentes aparecem relacionados a termos das equagdes E (Tyr188LJ), J
(Tyr188 e Phe227) e L (Pro225C). O residuo Lys103 & um dos que mais sofre
mutagédo sendo conhecidas, além da mutagéao simples Lys103Asn, quatro mutagdes
duplas que combinam esta com mais uma das seguintes mutacoes: Tyr181Cys,
Val108lle, Pro225His e Leu100lle. Nessa mutacdo ha a substituicdo de um
aminoacido com caracteristica polar e basica (Lys) por um com caracteristica polar,
porém neutra (Asn). Em termos de interagdes com fa&rmacos, a troca desprivilegiaria
uma interacéao iénica.
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C) Analise dos Valores Residuais da Eq.Q (BD-1V)

Na Tabela 21 sdo mostrados os valores de plCsy (M) observados
(experimentais), os valores de plCso (M) preditos pela Eq.Q (BD-IV) e os respectivos
valores residuais (plCsoops — PICsopred) para os conjuntos de treinamento (1-59) e de
teste (60-74).

A analise da Tabela 21 para o conjunto de treinamento (1-59) mostra que
74% dos compostos apresentam residuos menores do que 0,50 (em valores
modulares). Além disso, nenhum composto do conjunto de treinamento comporta-se
como outlier, visto que nenhum apresenta valor residual maior do que o dobro do
erro padrao da estimativa (2 x SEE = 1,400). Isso mostra uma excelente capacidade
preditiva interna do modelo. Na Figura 43.A, os residuos para os compostos do

conjunto de treinamento sdo mostrados na forma de grafico de barras.
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Tabela 21. Valores de plCs, observados, e preditos e residuos (plCsoobs — PICsopreq) para os
conjuntos de treinamento (1-59) e de teste (60-74) de acordo com a Eq.Q (BD-IV).

# plCsoobs PICsoprea Res. # plCsoobs PICsorrea Res.
1 4,23 4,48 0,25 38 6,10 5,91 -0,19
2 4,31 4,41 0,10 39 6,10 5,41 -0,69
3 4,35 4,13 -0,22 40 6,10 6,02 -0,08
4 4,59 5,28 0,69 41 6,10 6,52 0,42
5 4,77 4,59 -0,18 42 6,22 6,24 0,02
6 4,79 4,84 0,05 43 6,22 6,85 0,63
7 4,83 5,51 0,68 44 6,22 6,29 0,07
8 4,83 5,66 0,83 45 6,30 5,72 -0,58
9 5,02 5,55 0,53 46 6,40 6,40 0,00
10 5,07 5,20 0,13 47 6,70 6,35 -0,35
11 5,09 5,23 0,14 48 6,70 6,45 -0,25
12 5,27 5,31 0,04 49 6,70 6,60 -0,10
13 5,31 5,85 0,54 50 6,92 6,07 -0,85
14 5,31 5,26 -0,05 51 7,00 6,97 -0,03
15 5,32 4,89 -0,43 52 7,00 6,76 -0,24
16 5,34 5,29 -0,05 53 7,05 6,49 -0,56
17 5,37 6,24 0,87 54 7,05 6,78 -0,27
18 5,42 5,51 0,09 55 7,10 6,64 -0,46
19 5,44 4,71 -0,73 56 7,10 6,87 -0,23
20 5,47 5,55 0,08 57 7,15 7,05 -0,10
21 5,49 5,16 -0,33 58 7,30 7,17 -0,13
22 5,52 5,31 -0,21 59 7,52 6,85 -0,67
23 5,52 5,92 0,40 60 4,35 6,91 -2,56
24 5,52 5,74 0,22 61 4,48 4,52 -0,04
25 5,54 5,92 0,38 62 5,27 7,14 -0,47
26 5,55 5,58 0,03 63 5,47 5,74 -1,67
27 5,59 5,67 0,08 64 5,59 6,42 -0,83
28 5,60 5,97 0,37 65 5,60 3,55 2,05
29 5,60 5,75 0,15 66 5,62 8,74 -3,12
30 5,62 5,47 -0,15 67 5,74 5,16 0,58
31 5,66 5,93 0,27 68 5,92 8,74 -2,82
32 5,72 5,22 -0,50 69 6,22 5,60 -0,18
33 5,80 6,40 0,60 70 6,40 6,40 0,00
34 5,89 5,94 0,05 71 6,70 6,47 0,23
35 5,94 5,79 -0,15 72 7,05 5,90 1,15
36 5,94 6,17 0,23 73 7,15 5,53 1,62
37 5,96 5,76 -0,20 74 7,30 6,87 0,43
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No caso dos compostos do conjunto de teste (60-74), 40% apresentam

residuos menores do que 0,50 (Tabela 21), enquanto seis compostos sao

compostos do conjunto de teste sdo mostrados na forma de grafico de barras.

Além disso, os residuos de ambos o0s conjuntos de treinamento e de teste
apresentam variacoes aleatérias em relacao a variacdo da poténcia. Isso significa

que o modelo ndo é tendencioso para um valor de atividade mais alto ou mais baixo.
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Figura 43. Grafico de barras dos residuos (plCsoons — PICsopred) dos compostos dos
conjuntos de (A) treinamento (1-59) e de (B) teste (60-74) de acordo com a Eq.Q (BD-IV).
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D) Analise dos Compostos Outliers da Eq.Q (BD-IV)

Na Eq.Q, como dito anteriormente, identificou-se seis compostos outliers: 60,
63, 65, 66, 68 e 73, todos do conjunto de teste, cujas estruturas, valores de atividade
biol6gica (plCso) observados e preditos e respectivos valores residuais, encontram-
se na Figura 44, onde se observa que quatro (60, 63, 66 e 68) apresentam
poténcias preditas superiores as experimentais, enquanto que dois (65 e 73)
apresentam poténcias preditas inferiores as experimentais.

A Eq.Q foi a que forneceu o0 maior niumero de compostos outliers comparando
com as Eq.E (trés outilers), Eq.J (trés outilers) e Eq.L (quatro outilers) provenientes
a partir dos banco de dados I a lll, respectivamente. Dos seis compostos outliers da
Eq.Q, quatro também sao outliers nas equacdes anteriores: 60 e 66 aparecem na
Eq.J (ambos com valores residuais menores), enquanto que 68 e 73 aparecem na
Eq.L (ambos com valores residuais maiores, porém o residuo de 68 € positivo).
Desta forma, os unicos outliers exclusivos desta equacao sdo 63 e 65. Entretanto,

devido ao numero excessivo de outliers observados nesta equacao, a racionalizacao

deste comportamento ndo sera explorada.
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(60) (63) (65)
p|C500b3=4’35 p|C500b3=5!47 p|0500bs=5,60
pICSOpred=6=91 plCSOpred=5=74 p|C50pred=3,55
Residuo=-2,56 Residuo=-1,67 Residuo=2,05

(0]

H3C F
(66) (68) (73)
PIC,5y0e=5,62 PICspupe=5,92 PICs000s=7:15
PICs0peq=8.74 PICs0prea=8:74 PICs0preq=5,53
Residuo=-3,12 Residuo=-2,82 Residuo=1,62

Figura 44. Estruturas quimicas, valores de plCsy (M) observados, valores de plCsy (M)
preditos e valores residuais (plCsgons — PICsopreq) doS compostos outliers da Eq.Q (BD-1V).

E) Analise do MKC-442 Segundo a Eq.Q (BD-IV)

De acordo com a Eq.Q (BD-1V), o composto MKC-442 tém poténcia predita
(pICsp = 10,92 M) superior a experimental (pICsopred = 7,40 M) €, conseqlientemente,
valor residual (residuo = 3,52) superior ao dobro do SEE da Eq.Q, indicando que o
composto é um outlier. Este resultado era esperado, visto que para esta equacao foi

observado o maior nimero de outliers.
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F) Analise da Matriz de Correlacao Cruzada dos Descritores da Eq.Q (BD-IV)

A analise da matriz de correlagdo cruzada entre os termos da Eq.Q (Tabela

22) mostra que ha forte correlacdo entre os descritores Pro225C e Pro226C (r =

0,922), como citado anteriormente, indicando que a informacdo contida nestes

termos é redundante.

Tabela 22. Matriz de correlagao cruzada entre os descritores da Eq.Q (BD-IV).

Asn136 Leu187 Val179 Lys103 Pro225 Gly99 Pro226 Phe227 Tyr188

LJ c LJ LJ c Cc c LJ ¢
Asn136

" 1,000

Leu187 0,063 1,000

Cc

Vall79 | 5550 L0133 1,000

LJ

193 1 0238 0046 0005 1,000

PrOC225 0,056 0,119 -0,118 0,333 1,000

Glé99 0176  -0,233 -0,046 -0,283 -0,280 1,000

PrOC226 0,124 0,190 -0,145 0,301 0922 -0,351 1,000

PhE§27 -0,372 0,042 -0,165 0,494 0,375 -0,231 0,335 1,000

Ter188 0,150 0,033 0,028 0,215 0,292 -0,007 0,252 0,165 1,000
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4.2.4. Analise Global das Melhores Equacoes dos Bancos de Dados |l a IV

A Tabela 23 resume as melhores equagdes dos Bancos de Dados I a IV
(equacgbes E, J, L e Q), enquanto que os correspondentes indices estatisticos e
compostos outliers estdo resumidos nas Tabelas 24 e 25, respectivamente.

Das quatro equacgdes (Tabela 23), a Eq.E (BD-l) € a melhor, ndo somente em
relagdo a maior capacidade explicativa (maior valor de r* e menor valor de SEE),
mas também na maior capacidade preditiva, tanto interna (maior valor de g° e menor
valor de SEcy), onde os compostos do conjunto de treinamento apresentam os
menores valores residuais, quanto externa, onde os compostos do conjunto de teste
também apresentam os menores valores residuais (Tabela 25).

A segunda melhor equacao, Eq.J (BD-Il), apresenta o mesmo numero de
termos (dez) e 0 mesmo numero de compostos outliers (trés) do que a Eq.L, porém,
possui menor capacidade explicativa e preditiva (Tabela 24). As equagdes L (BD-III)
e Q (BD-IV), apesar de serem mais “econémicas”, porque apresentam apenas sete
e nove termos, respectivamente, apresentam maior numero de compostos outliers,
i.e. quatro e cinco, respectivamente. Um agravante, no caso da Eq.L, sdo os valores
residuais dos quatro compostos outliers do conjunto de teste, que sao
excessivamente elevados, tornando esta equagéo a pior de todas. Assim, podemos
classificar as Eq.E e Eq.J como as duas melhores equacdes e as Eq.L e Eq.Q como
as duas piores.

Em relacao ao peso das contribuicdes de Lennard-Jones (LJ) e Coulomb (C)
na relacao estrutura-atividade (Tabela 23), pode-se observar uma maior contribuicao
dos termos de Lennard-Jones, tanto na melhor (Eq.E, sete termos de LJ e trés
termos de C) quanto na pior equacao (Eq.L, quatro termos de LJ e dois termos de

C), enquanto que, na Eq.Q, houve um ligeiro predominio dos termos de Coulomb
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(quatro termos de LJ e cinco termos de C). Para a Eq.J, este tipo de analise ndo
pode ser realizada, porque as contribuicbes de LJ e C ndo estédo individualizadas,
lembrando que cada termo, neste caso, corresponde ao somatério das energias de
interacao estérica e eletrostatica.

Considerando os 53 residuos de aminoécidos contidos no recorte de 10 A,
cerca de 43% (23 residuos: 11e94, Pro97, Gly99, Lys101, Lys103, Val179, Tyr181,
GIn182, Tyr183, Leul187, Tyr188, Ser191, Glu224, Pro225, Pro226, Phe227,
Trp229, His235, Asp237, Asn136, Asn137, Glu138 e Thr139) aparecem com maior
frequiéncia nas equagdes E, J, L e Q (Tabela 23). Isto indica que, independente da
contribuicdo do termo relacionado a estes amino4cidos ser estérica, eletrostatica ou
combinada, estes 23 residuos tém maior importancia na relagdo estrutura-atividade
do que os demais.

Destes 23 residuos, destacamos o residuo Tyr188 com trés ocorréncias
(Eq.E, Eq.J e Eq.Q). Em seguida, com duas ocorréncias, destacamos o0s residuos:
lle94 (Eq.E e Eq.L), Gly99 (Eq.J e Eq.Q), Tyr181 (Eq.E e Eq.L), Leu187 (Eq.J e
Eq.Q), Ser191 (Eq.E e Eq.J), Glu224 (Eq.J e Eq.L), Pro225 (Eq.L e Eq.Q), Pro226
(Eq.E e Eq.Q), Phe227 (Eq.J e Eq.Q), His235 (Eq.E e Eq.L) e Asn137 (Eq.E e
Eq.L).

Nas quatro equacoes (Tabela 23), ao menos um termo esta relacionado a um
dos quatro residuos de aminodacidos da subunidade p51: Asn136 (termo Asn136LJ
da Eq.Q), Asn137 (termo Asn137LJ das Eq.E e Eq.L), Glu138 (termo Glu138C da
Eq.L) e Thr139 (termo Thr139 da Eq.J). Como discutido anteriormente, este fato
implica na importancia da interacao intercadeia (p66-p51) nas equacdes que melhor

descrevem a relagdo estrutura-atividade para esta classe de compostos.
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Adicionalmente, a Tabela 26 mostra a matriz de correlagdo cruzada entre os
valores residuais (plCsoobs — pPICsopred) Calculados para os compostos do conjunto de
treinamento das quatro equagdes (E, J, L e Q), com o objetivo de verificar o grau de
correlagdo entre os modelos. Neste tipo de matriz, pares de modelos equivalentes
tém residuos de atividade correlacionados (r préximos ou iguais a 1) e podem
representar o conjunto de treinamento de forma similar. Por outro lado, pares de
modelos distintos apresentam residuos de atividade nao relacionados entre si (r <
0,7) (Hopfinger, 1997). Analisando os dados da Tabela 26, observa-se que, segundo
este critério, os modelos néo estdo fortemente correlacionados, indicando que sao
distintos, visto que a maior correlagéo (r = 0,559) ocorre entre as equacgdes E e J,
que sao, justamente, os dois melhores modelos, enquanto que o modelo Q é o que

apresenta maior divergéncia dos demais.
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Tabela 23. Melhores equacdes dos Bancos de Dados I a IV.

Eq.E pICso = 4,853 + 22,417 1le94LJ + 0,231 Pro97LJ — 0,153 Lys101LJ
BD. I —0,110 Tyr181LJ - 0,791 GIn182C - 0,122 Tyr188LJ + 0,323 Ser191C
(BD-]) + 0,043 Pro226C + 0,087 His235LJ — 56,813 Asn137LJ

Eq.J pICs = 6,802 + 0,101 Gly99 — 0,244 Tyr183 + 1,202 Leu187
’ — 0,059 Tyr188 + 0,360 Ser191 + 0,822 Glu224 — 0,028 Phe227

(BD-IN) 0,026 Trp229 + 0,061 Asp237 + 1,437 Thr139
Eq.L pICso = 6,257 + 15,851 le94LJ — 0,118 Tyr181LJ + 0,101 Pro225C
(BD-II) + 3,525 Glu224 + 0,062 His235LJ — 52,568 Asn137LJ - 0,008 Glu138C
Eq.Q pICso = 7,706 + 0,151 Gly99C + 1,162 Leu187C — 0,050 Tyr188C + 0,403
(BDV) Pro225C — 0,238 Pro226C — 0,282 Val179LJ + 0,124 Lys103LJ — 9,989

Asn136LJ - 0,074 Phe227LJ

Tabela 24. Resultados estatisticos das melhores equagdes dos Bancos de Dados I a IV.

Equacdo (BD) N.T.E® q’.us.” @°° SEq® PC® *' SEE? Outliers"

Eq.E (BD-I) 10 0,660 0,713 0,420 4 0,822 0,500 3
Eq.J (BD-II) 10 0,606 0,667 0460 6 0,766 0,600 3
Eq.L (BD-IIl) 7 0,594 0,636 0,48 3 0,723 1,180 4
Eq.Q (BD-IV) 9 0,616 0,669 0,458 6 0,764 0,700 5

a) Numero de termos da equacéo (N.T.E). b) g” ajustado ao nimero de termos da equagao. c) r* da
validacdo cruzada (qz). d) Desvio padrdao da validagdo cruzada (SEg). e) Numero 6timo de
componentes principais (PC). f) Coeficiente de correlacdo linear quadratico (r°). g) Desvio padrdo da
estimativa (SSE). h) Nimero de compostos outliers no conjunto de teste.

Tabela 25. Compostos outliers (e respectivos valores residuais) identificados nas melhores
equacodes dos Bancos de Dados | a IV.

Equacao (BD) Numero do composto outlier (valor residual)
Eq.E (BD-) 67 (1,06), 69 (-2,30) e 70 (1,12)
Eq.J (BD-ll) 60 (-1,22), 62 (-1,67) e 66 (-2,57)
Eq.L (BD-ll) 67 (5,75), 68 (4,38), 70 (2,55) e 73 (4,26)
Eq.Q (BD-1V) 60 (-2,56), 63 (-1,67), 65 (2,05), 66 (-3,12), 68 (-2,82) e 73 (1,62)

Tabela 26. Matriz de correlagdo cruzada entre os valores residuais (plCspobs — PICsopred) das
melhores equacdes dos Bancos de Dados 1 a IV.

Eq.E Eq.J Eq.L Eq.Q
Eq.E | 1,000

Eq.J | 0,559 1,000

Eq.L | 0,514 0,434 1,000

Eq.Q| 0,289 0,278 0,474 1,000
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4.2.5. Predicao das Poténcias Bioldgicas (pICsp) de DABOs Nao Incluidos nos
Conjuntos de Treinamento e de Teste

Dois compostos da série original dos DABOs (Mai et al., 2005; Manetti et al.,
2005), que neste trabalho recebem os numeros 76 e 77 (Figura 45), ndo foram
incluidos na composicao dos conjuntos de treinamento e de teste. Isto porque,
apesar de ambos serem NH-DABOs, assim como os compostos analogos 57 (X=H)
e 59 (X=Me) do conjunto de treinamento, eles divergem estruturalmente dos demais.

O NH-DABO 76 (X=Me) é analogo ao NH-DABO 59, onde o grupo —NH-
ciclopentila é substituido por —NH-fenila, sendo o Unico composto que apresenta
um anel aromatico (fenila) como substituinte Y na posicdo C2 do anel 4-oxo-
pirimidina (Tabela 5, Metodologia), enquanto que todos os demais compostos tém
um grupo alquila (ou ciclo-alquila) nesta posigao.

O NH-DABO 77 (X=Me) também €& analogo ao NH-DABO 59, onde o grupo
benzila (—CH2Ph ligado na posigcdo C6 do anel 4-oxo-pirimidina) é substituido por
um grupo metilbenzila (—CHMePh), sendo o Unico composto que apresenta um
centro estereogénico nesta posicdo (Tabela 5, Metodologia). E importante ressaltar
que o composto 77 foi testado no ensaio biolégico na forma de mistura racémica.

Desta forma, foram feitas as predi¢cdes teodricas das poténcias biolégicas
(pICsp) destes compostos (76 e 77), aplicando as melhores equagdes dos Bancos de
Dados | a IV (Eq.E, Eq.J, Eq.L € Eq.Q). Estes dois NH-DABOs possuem valores de
plCso experimentais (76, plCsoops. = 7,46 M e 77-racemato, plCsoops. = 6,82 M)
comparaveis aos dos compostos dos conjuntos de treinamento e de teste, nao
extrapolando os limites maximo (59, plCsoops. = 7,52 M) € minimo (1, plCspops. = 4,23

M) de resposta bioldgica.
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No caso do composto 77, que possui um centro estereogénico, foram
considerados os dois enantibmeros (R e S) isoladamente e, também, a mistura
racémica como as espécies ativas. Assim, considerando R ou S como o eutdmero, o
valor experimental de ICso em (uM) foi multiplicado por dois (plCsoops = 6,52 M). Por
outro lado, considerando que os isbmeros R e S sejam equipotentes na mistura
racémica, o valor experimental de ICso em (uM) nao foi alterado (plCsoops = 6,82 M).

A Tabela 27 mostra os valores de plCso observados, preditos e residuos
(pICs00bs — PICsopreq) para os compostos NH-DABOs 76 e 77 de acordo com as
equacodes E (BD-l), J (BD-Il), L (BD-Ill) e Q (BD-IV) e, para fins de comparagao, sao
dados também os valores correspondentes dos dois NH-DABOs do conjunto de

treinamento (57 e 59).
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76 77 (R) 77 (S)

Figura 45. Estruturas dos NH-DABOs 76 e 77 (R e S) nao incluidos nos conjuntos de
treinamento e de teste para os quais foram feitas as predi¢gbes tedricas das poténcias
biolégicas (plCsp) aplicando as melhores equagdes (Bancos de Dados | a IV) de QSAR-3D

dependente do receptor.

Tabela 27. Valores de plCs, (M) observados, preditos e residuos (plCsoops — PICsopred) para
os NH-DABOs 57, 59, 76 e 77 (R, S e racemato) de acordo com as melhores equacdes dos

Bancos de Dados | a IV.

PICsopred. (residuo)

# PICso0bs.
Eq.E (BD-I) Eq.J (BD-Il) Eq.L (BD-ll) Eq.Q (BD-IV)
57 7,15 6,61 (0,54) 6,81 (0,34) 6,42 (0,73) 7,05 (-0,10)
59 7,52 6,68 (0,84) 6,71 (0,81) 6,41 (1,11) 6,85 (-0,67)
76 7,46 8,67 (-1,21)¢  7,63(-0,17) 7,87 (-0,41) 7,71 (-0,25)
77-(R)? 552 3,35 (3,17) ¢ 518 (1,34)¢ 4,92 (1,60) 8,21 (—1,69) °
77-(S)° ’ 8,90 (-2,38)¢ 7,70 (-1,18) 7,46 (-0,94) 10,47 (-3,95) ¢

77 (rac)® 6,82 6,13°(0,70)  6,44°(0,38) 6,19°(0,63) 9,34 °(-2,52) ¢

a) O valor experimental de 1Cso (uM) foi multiplicado por dois, considerando que o isbmero R é o
eutébmero. b) O valor experimental de 1Csq (UM) foi multiplicado por dois, considerando que o isdmero
S é o eutbmero. c) O valor experimental de 1Csqg em (M) nao foi alterado, considerando que os
isbmeros R e S sejam equipotentes na mistura racémica. d) Composto considerado outlier de acordo
com o SEE da respectiva equacao. e) O valor de plCsopreq. do racemato corresponde a média dos
valores dos isdbmeros calculados isoladamente.
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As poténcias preditas para o NH-DABO 76 (Tabela 27) sdo superestimadas
por todas as equagbes, mas com valores residuais relativamente pequenos
(residuos < 0,5 em valor modular), com excecéo da melhor equacéo, Eq.E (residuo
=—1,21), onde o composto é um outlier.

Entretanto, considerando que o analogo NH-DABO 59 (Y=ciclopentila) do
conjunto de treinamento apresenta valor residual relativamente alto nesta equacgao
(residuo = 0,84), podemos dizer que o NH-DABO 76 (Y=fenila) € bem predito pela
Eq.E. Além disso, a Eq.E é a unica que prevé a ordem relativa correta de poténcia
entre os dois NH-DABOs do conjunto de treinamento, os analogos 57 (X=H) e 59
(X=Me), onde 59 é mais potente do que 57. As demais equagdes prevém 57 como
mais potente (Eq.J e Eq.Q) ou equipotente (Eq.L) ao composto 59.

Nao era esperado que 76 fosse relativamente bem predito pelas melhores
equacoes, visto que os modelos ndo foram “treinados” para reconhecer um anel
aromatico na posicdo C2 do anel 4-oxo-pirimidina, caracteristica Unica deste
composto.

A energia de interacdo estérica negativa (23,575 kcal.mol™") de 76 com o
residuo Lys101, referente ao termo Lys101LJ da Eq.E, ajuda a explicar este
comportamento outlier. Como o coeficiente deste termo também é negativo (—0,153),
ele contribui de forma significativa para o aumento de poténcia do composto. Fato
semelhante ocorre com o termo Tyr181LJ (Eq.E), que também apresenta energia
de interagdo (9,602 kcal.mol™) e coeficiente (—0,110) negativos.

A Figura 46 mostra o modo de ligacao de 76 no NNBS da RT, destacando os
residuos Lys101 e Tyr181 relacionados aos termos correspondentes da Eq.E.
Nesta figura, observa-se que o grupo amino (—NH-Ph) ligado a posicdo C2 do anel

4-oxo-pirimidina do composto 76 interage com o atomo de oxigénio do grupo
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carbonila da cadeia principal do residuo Lys101 a uma distancia de 3,65 A, o que
configura uma interacao por ligacdo hidrogénio de intensidade fraca (Jeffrey, 1997).
Também ¢é peculiar a distancia (2,64 A) entre o anel aromético do grupo 2,6-di-flior-
fenila ligado a posi¢cdo C6 (do anel 4-oxo-pirimidina) e o anel aromatico da cadeia
lateral do residuo Tyr181 (Figura 46), 0 que sugere que esses grupos estejam

interagindo por ligacao hidrofébica.

Figura 46. Modo de ligagdo do NH-DABO 76 (modelo bastao-e-bola, colorido por elemento)
no NNBS da RT do HIV-1, destacando os residuos (modelo bastéo, colorido por elemento)
Lys101 e Tyr181 relacionados aos termos correspondentes da Eq.E.

No caso do composto 77, unico que contém um centro estereogénico no
substituinte da posicado C6 do anel 4-oxo-pirimidina e que foi ensaiado
farmacologicamente na forma de racemato, foram preditas as poténcias
considarando trés hipéteses: (a) o isdbmero (R) como o eutdmero, (b) o isbmero (S)
como o eutdmero, e (c) os isbmeros (R) e (S) equipotentes.

Assim, as poténcias preditas para 77-(R) (Tabela 27) sdo subestimadas por

todas as equagbes, com excegdo da Eq.Q (residuo = —1,69), onde a poténcia é
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superestimada, e em qualquer caso, com valores residuais relativamente grandes
(residuos > 1,0 em valor modular). No caso de 77-(S), as poténcias preditas sao
superestimadas por todas as equagdes e com valores residuais relativamente
grandes (residuos > 1,0 em valor modular), com excecado da pior equacao, Eq.L
(residuo = —-0,94). No entanto, independente da equacado, a ordem relativa de
poténcia predita entre os isémeros (R) e (S) € sempre a mesma, i.e., 0 isébmero (S) é
predito ser mais potente do que o isébmero (R).

No caso da melhor equacao, Eq.E, independente de se considerar o isébmero
(R) ou (S) como o eutdbmero, o isdbmero em questao é classificado como outlier. No
entanto, quando se considera que os isémeros sao equipotentes na mistura
racémica, o composto 77 ndao € mais classificado como outlier por esta equagao.
Este fato sugere que os isbmeros sejam equipotentes, ou que o isémero (S) seja um
pouco mais potente do que (R). No entanto, devido a falta dos valores de poténcia

dos isbmeros testados isoladamente, esta questao ndo pode ser esclarecida.

4.3. Planejamento e Proposicao de Novos DABOs

A Quimica Medicinal apresenta diversos conceitos de modificacado molecular,
com os quais se pode fazer a otimizacdo de compostos protétipos (Thomas, 2003,
pp.28-37; Wermuth, 2003, pp.174), tais como a hibridagdo molecular, a simplificacao
molecular, a anelagdo ou restricdo conformacional, a extensdo de cadeias por
homologia e pela formagéao de vinilogos e benzilogos e o bioisosterismo (Wermuth,
2003, pp. 175-214; Patani & LaVoie, 1996).

Desta forma, utilizando estes conceitos e as informagdes obtidas no presente
estudo de QSAR-3D independente e dependente do receptor, foi possivel propor um

novo composto com perfil estrutural semelhante ao dos DABOs.
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Nesse sentido, foram utilizados como compostos proto6tipos o NH-DABO 59 (o
mais potente da série dos DABOs deste estudo) e a etravirina, um NNRTI da classe
dos DAPYs, recentemente aprovado pelo FDA e que tem um esqueleto molecular
semelhante ao dos DABOs. Como estratégias de modificagcdo estrutural foram
usadas a hibridacao molecular e a homologia (Figura 47), estratégias utilizadas com
sucesso em diversos casos de planejamento de farmacos (Wermuth, 2003, pp. 175-
214).

O anel 4-oxopirimidina e o grupo —NH na posicdo C2 dos DABOs serado
mantidos, pois sdo grupos caracteristicos da classe. Os —NH-DABOs sdo mais
potentes do que os S-DABOs, por isso a escolha pelo grupo —NH, que também esta
presente na etravirina.

Da etravirina foi mantido o grupo aromatico da posigcdo C2, visto que o
composto NH-DABO 76, testado nas melhores Equagbes dos BDs | a IV, mostrou-
se bem predito pelos modelos (Tabela 27), e a unica diferengca dele para o NH-
DABO 59, composto mais potente da seérie, é o anel aroméatico em C2. Como a
poténcia de 76 foi aumentada em todas as Equacgbes (Tabela 27), propde-se que
esse anel seja mantido. Porém, o mapa estérico de CoMFA (Figura 22.A) mostra um
contorno amarelo proximo aos grupos alquila ligados ao —S ou —NH em C2,
indicando que substituintes volumosos nessa regido acarretariam em uma
diminuicado da poténcia dos compostos. Por isso propde-se o grupo aromatico sem o
substituinte para-nitrila (p-C=N), presente na etravirina. Bioisésteros do anel
aromatico fenila, como piridina, imidazola, triazola, tiazola, pirazola, tiofenila, furanila

e triazinila, também poderiam ser avaliados.
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O grupo metila em C5 foi trocado por uma etila para maximizar as interagées
hidrofébicas no NNBS, principalmente com a cadeia lateral do aminoacido Val179,
que fica a uma distancia de 2,40 A desse grupo.

Em C6 seria mantido o espacador metileno (-CH,-) dos DABOs ao invés do
atomo de oxigénio da etravirina, pois de acordo com os modelos avaliados e as
figuras 3D do NH-DABO 59 no NNBS, os residuos mais proximos a este espagador
sdo as cadeias laterais de Val106, Tyr181 e Tyr188, que nao viabilizariam a
formacao de ligacdes hidrogénio com os inibidores. Ligado a este espagador, estaria
um anel aromético fenila com substituintes nas posi¢cdes orto (metilas) e para
(etinila). Este sistema aumentaria os contatos hidrofébicos com os residuos Tyr181
e Tyr188, além de diminuir a dependéncia desses contatos através de uma maior
interagdo com Trp229, cuja cadeia lateral esta voltada para o grupo etino. Estas
escolhas também foram feitas com base nos mapas estérico e eletrostatico de
CoMFA, que mostraram ser favoraveis substituintes com baixa densidade eletrénica
nas posi¢des orto do anel aromatico em C6.

Uma caracteristica importante do composto proposto € que ele ndo possui
centro estereogénico, o que facilita a quimica sintética e evita efeitos ruins advindos
de possiveis enantibmeros toxicos.

Procurou-se também manter &tomos com flexibilidade conformacional em C2

e C6, de forma a possibilitar um bom ajuste do composto no NNBS.
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Figura 47. Proposicao de novo NH-DABO por hibridagao molecular entre o NH-DABO mais
potente (59) e o farmaco NNRTI recém-lancado (etravirina), e por extensdo de cadeia por
homologia.

4.3.1. Predicao da Poténcia Bioldgica (pICso) do NH-DABO Proposto

O composto proposto foi avaliado pelas Equacgoes E, J, L e Q e sua poténcia
foi predita pelos modelos de acordo com a Tabela 28. Ele foi avaliado com melhor
poténcia pela Eq.Q (BD-IV), pICsopred=7,33; seguido pela Eq.E (BD-l), plCsoprea=7,14;
Eq.J (BD-ll), plCsoped=6,83 e, finalmente, Eq.L (BD-Ill), plCsopred=4,39. De fato, a
Eq.L foi a que apresentou a menor capacidade preditiva, com qzajus=0,594.
Curiosamente, a Eq.Q previu a atividade desse composto como a melhor, uma vez

que essa Equacao apresentou 5 outliers no conjunto de teste.
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Tabela 28. Atividades preditas pelas melhores Equacdes dos BD-l a IV para o NH-DABO

proposto.
4 PICsoprea. (M)
Eq.E (BD-) Eq.J (BD-) Eq.L (BD-lll) Eq.Q (BD-V)
NH-DABO Proposto 7,14 6,83 4,39 7,33

A andlise das possiveis interagbes que o composto proposto faz no NNBS
pode ser visualizada na Figura 48. O anel fenila na posi¢cao C2 possibilitou contatos
hidrofébicos importantes com os amino&cidos Leu234 (2,20 A) e Tyr318 (3,67 A).
De forma analoga, a presenca do grupo etila em C5 aumentou o contato de van der
Waals (3,94 A) entre esse grupo e a cadeia lateral do aminoacido Val179. Esse novo
ponto de interacdo é importante, visto que Val179 ndo é um residuo que sofre
mutacao na RT.

Mas a principal modificagdo nessa molécula proposta foi o anel substituido
em C6, que aumentou as interagdes hidrofobicas com quatro residuos essenciais,
Tyr181 (3,88 A), Tyr188 (3,34 A), Phe227 (3,14 A) e Trp229 (3,05 A). Aumentar as
afinidades via contatos hidrofébicos com residuos como Tyr181 e Tyr188 ¢é
importante, entretanto, conforme enfatizado por Janssen et al., 2005, como existem
variantes virais com mutacoes nesses residuos, torna-se urgente que se diminua a
dependéncia de interacdo com esses residuos e novos pontos de interagdo sejam
encontrados com residuos menos suscetiveis a mutagdes, como Phe227 e Trp229.
Dessa forma, o composto proposto demonstra boas perspectivas como NNRTI.

Obviamente que caracteristicas farmacocinéticas e toxicolégicas do novo
composto precisam ser avaliadas, como LogP, volume molecular, adequacédo a
regra dos cinco de Lipinski, e um screening toxicolégico in silico antes de proceder a

sua avaliacao farmacolégica.
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Figura 48. NH-DABO proposto (em bastao-e-bola, colorido por elemento) e possiveis
interagdes com aminoacidos selecionados do NNBS (em bastao, coloridos por elemento).
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram construidos e avaliados os primeiros modelos da
literatura de QSAR-3D Independente (CoOMFA) e Dependente da enzima RT do HIV-
1 de uma série de 74 inibidores da classe dos S- e NH-DABOs, inibidores nao-

nucleosideos ou alostéricos da enzima.

Os modelos independentes da enzima foram construidos com o programa
CoMFA, seguindo trés estratégias de alinhamento. O melhor deles foi construido
com cargas PM3, cutoff defaults de 30 kcal.mol™" para ambos os campos estéricos e
eletrostatico, como atomo de prova o atomo de carbono sp® com carga +1 e
espacamento da grade de 2,0 A. Este modelo apresentou boa consisténcia interna
em termos de r’ e SEE e boa capacidade preditiva (g°=0,691). Concluiu-se que os
alinhamentos testados, as cargas atdmicas parciais, o corte nas energias de
interacdo e o atomo de prova, parametros variados nesse estudo, tiveram pouca
influéncia sobre os valores estatisticos resultantes e, conseqgiientemente, sobre os

modelos.

As conclusdes estruturais mais importantes do estudo de CoMFA foram a
restricdo do volume do substituinte na posicdo C2 do anel 4-oxo-pirimidina,
substituintes mais volumosos na posicdo C5 e a presenca de grupos ricos em
elétrons na posicao para do anel aromatico em C6, que aumentariam a atividade
biol6gica, fazendo dessas regides importantes locais para futuras modificacbes

estruturais.

A combinacao das estruturas de raios-X dos complexos inibidor-receptor com
estudos de CoMFA permitiu uma interpretacdo mais detalhada dos mapas de
contorno do CoMFA, levando também a uma maior compreensao da interacao dos

complexos.
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Os modelos de QSAR-3D dependentes da enzima foram avaliados em
diferentes BDs e também apresentaram boa capacidade preditiva, o melhor modelo
apresentou g°=0,660. Eles foram consistentes com os dados de cristalografia e
apontaram os aminoacidos mais importantes nas interagdes DABOs-RT, que sao
Lys103, Tyr181, Tyr188, Phe227 e Trp229.

Os termos de interacdo de van der Waals estiveram mais presentes nas
melhores equagbes de cada BD, ratificando a importancia da hidrofobicidade para
os inibidores. As equacbes podem ser utilizadas para a predicdo de outros

compostos que pertencam a mesma classe dos DABOs.

A hipotese farmacoférica foi validada pelos bons resultados estatisticos
obtidos em ambos os estudos de QSAR-3D independente (CoMFA) e dependente

da estrutura do receptor.

Na proposta de novos compostos foram utilizadas informacdes dos modelos
de QSAR-3D Independente e Dependente da RT do HIV-1, usando hibridacéao
molecular e extensdo de cadeia por homologia, estratégias muito utilizadas de
modificacdo molecular da Quimica Medicinal para o planejamento de farmacos.
Além disso, a estratégia de bioisosterismo também poderia ser explorada com os

anéis substituintes em C6.
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6. PERSPECTIVAS

A resisténcia do HIV-1 aos NNRTIs permanece sendo um problema na
terapia da AIDS e tem se mostrado um desafio para a comunidade cientifica, uma
vez que virus resistentes tem se desenvolvido rapidamente e que muitas vezes uma
simples mutagédo pode tornar uma classe inteira de farmacos ineficaz contra o virus
(Mugavero & Hicks, 2004). Dado o numero limitado de farmacos antiretrovirais
disponiveis, esforcos sado essenciais no sentido de retardar ou prevenir a
emergéncia de resisténcia. Dentro dessa perspectiva, pretende-se aplicar o mesmo
tipo de analise feita nesse trabalho a enzimas RT mutantes a serem selecionadas e
que estejam disponiveis no PDB a fim de aprofundar o conhecimento a respeito das

interacdes entre os NNRTIs e os residuos mutantes do sitio de ligacao do HIV-1.

Adicionalmente, para determinar os requisitos estruturais e termodinamicos
que governam a inibicao da RT pelos DABOs, propde-se usar métodos hibridos que
combinam calculos quantum-mecanicos (QM) e de mecanica molecular (MM).
Métodos QM/MM estendem o dominio dos célculos QM a macromoléculas e
permitem que maior rigor tedrico seja simulado entre ligante e proteina.

Um conceito relativamente moderno em quimica de proteinas € que nao
apenas a estrutura, mas também a dindmica sédo fundamentais na fungéo biolégica
(Huang, 2005). Esse conceito reforca a utilizacdo de simulagdes de dinadmica

molecular para obter informacdes que séo de dificil acesso experimental.
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8. ANEXOS

Tabela A. Matriz de correlacao cruzada entre os descritores das melhores equacdes dos BD-l a -IV.

Anexos

le94LJ Pro97LJ Gly99 Gly99C Lys101LJ Lys103LJ Vall79LJ Tyr181LJ GIn182C Tyr183 Leul187 Leul187C Tyr188 Tyr188LJ Tyr188C
lle94Ld 1,000
Pro97LJ -0,129 1,000
Gly99 0,114 0,050 1,000
Gly99C 0,108 0,056 0,994 1,000
Lys101LJ 0,105 -0,142 0,255 0,254 1,000
Lys103LJ 0,215 -0,109 -0,286  -0,291 0,200 1,000
Val179LJ -0,028 -0,105 -0,024  -0,020 -0,338 -0,143 1,000
Tyr181LJ 0,406 0,049 -0,306 -0,310 -0,166 0,369 -0,039 1,000
GIn182C 0,280 -0,078 -0,0564  -0,053 0,108 0,056 0,114 -0,123 1,000
Tyr183 -0,209 -0,024 0,026 0,027 0,114 -0,087 -0,057 -0,535 0,522 1,000
Leu187 -0,085 -0,057 -0,355  -0,355 -0,134 -0,048 0,097 -0,381 0,239 0,497 1,000
Leu187C -0,085 -0,057 -0,358  -0,359 -0,138 -0,048 0,099 -0,375 0,227 0,482 1,000 1,000
Tyr188 0,143 -0,040 -0,090 -0,092 0,137 0,305 0,183 0,325 0,071 -0,309 -0,140 -0,136 1,000
Tyr188LJ 0,177 0,237 -0,137  -0,140 -0,234 0,138 0,200 0,622 -0,371  -0,706  -0,431 -0,421 0,467 1,000
Tyr188C 0,049 -0,194 -0,015 -0,016 0,301 0,257 0,081 -0,025 0,312 0,095 0,113 0,111 0,832 -0,102 1,000
Ser191 0,058 0,002 -0,148 -0,152 0,314 0,688 -0,013 0,261 0,039 0,004  -0,097 -0,099 0,439 0,180 0,381
Ser191C 0,060 0,005 -0,151 -0,155 0,316 0,694 -0,021 0,264 0,042 0,006  -0,099 -0,100 0,439 0,179 0,382
Glu224 0,327 -0,015 -0,252  -0,254 0,380 0,286 -0,189 0,154 0,197 0,176 0,076 0,072 0,198 -0,145 0,313
Pro225C 0,279 -0,035 -0,315 -0,317 0,330 0,300 -0,190 0,204 0,154 0,139 0,084 0,081 0,198 -0,117 0,296
Pro226C 0,172 -0,072 -0,399  -0,402 0,234 0,284 -0,244 0,260 0,077 0,116 0,157 0,155 0,188 -0,072 0,257
Phe227 0,169 -0,197 -0,446  -0,451 0,208 0,457 -0,256 0,292 0,133 0,084 0,354 0,355 0,267 -0,058 0,336
Phe227LJ 0,244 -0,199 -0,199  -0,204 0,224 0,546 -0,177 0,401 0,234 0,112 0,036 0,032 0,196 0,027 0,203
Trp229 -0,325 0,160 0,179 0,184 -0,177 -0,381 0,221 -0,138 0,018 0,187  -0,002 -0,003 0,012 -0,140 0,101
His235LJ 0,059 0,120 0,041 0,043 -0,121 -0,076 -0,067 -0,015 -0,194  -0,172 0,088 0,094 -0,190 0,004 -0,216
Asp237 0,086 0,131 0,312 0,313 0,190 0,114 -0,372 -0,098 0,104 0,170  -0,145 -0,149  -0,127 -0,101 -0,079
Asn136LJ 0,350 -0,004 0,187 0,186 -0,123 -0,350 0,244 -0,073 0,061  -0,249 0,013 0,018 0,062 0,017 0,060
Asn137LJ 0,489 -0,002 -0,101 -0,100 -0,141 -0,166 0,229 0,061 0,139 -0,174 0,084 0,088 0,028 -0,011 0,038
Glu138C -0,169 -0,087 0,511 0,513 0,097 -0,468 0,211 -0,226 0,047 0,077  -0,327 -0,330 0,184 0,027 0,190
Thr139 -0,559 0,066 0,138 0,137 0,143 -0,078 0,012 -0,440 -0,193 0,180 0,005 0,003 -0,049 -0,041 -0,029
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Tabela A. Matriz de correlagao cruzada entre os descritores das melhores equagdes dos BD-l a -IV (Continuacao).

Ser191  Ser191C  Glu224 Pro225C  Pro226C  Phe227 Phe227LJ Trp229 His235LJ Asp237 Asn136LJ Asn137LJ Glu138C  Thr139
Ser191 1,000
Ser191C 1,000 1,000
Glu224 0,192 0,195 1,000
Pro225C 0,254 0,257 0,955 1,000
Pro226C 0,291 0,294 0,807 0,922 1,000
Phe227 0,344 0,347 0,583 0,658 0,748 1,000
Phe227LJ 0,377 0,382 0,400 0,405 0,354 0,668 1,000
Trp229 -0,165 -0,167  -0,224 -0,247 -0,223 -0,362 -0,322 1,000
His235LJ -0,379 -0,376  -0,047 -0,101 -0,233 -0,155 -0,051 0,025 1,000
Asp237 -0,046 -0,041 0,051 0,014 -0,021 0,066 0,164  -0,205 0,208 1,000
Asn136LJ -0,263 -0,265 -0,134 -0,156 -0,233 -0,242 -0,398 0,345 0,177  -0,258 1,000
Asn137LJ -0,134 -0,134 0,019 0,008 -0,041 -0,108 -0,242 0,280 0,131 -0,295 0,830 1,000
Glu138C -0,028 -0,036  -0,159 -0,165 -0,177 -0,345 -0,225 0,244 -0,224 0,069 -0,040 -0,219 1,000
Thr139 0,051 0,049  -0,082 -0,096 -0,154 -0,098 -0,022  -0,200 -0,084 0,050 -0,441 -0,687 0,319 1,000
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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