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RESUMO

Uma etapa essencial no ciclo de vida do virus HIV é a integracdo do DNA viral no
cromossomo hospedeiro. Essa etapa € catalisada pela enzima integrase (IN) de 32-
kDa. HIV-1 IN é um importante e validado alvo, e as drogas que inibem seletivamente a
enzima, quando utilizadas em combinacdo com os inibidores da transcriptase reversa
(RT) e protease (PR), sdo consideradas altamente eficazes em suprimir a replicacdo
viral. IN catalisa dois processos enzimaticos designados por 3’ processamento e
transferéncia de DNA. Agentes ativos contra integrase, inibindo a etapa de
transferéncia da vertente ja estdo em fase clinica. O farmaco Raltegravir® € o primeiro
nesta nova classe. Os ensaios clinicos no tratamento em novos pacientes tém uma
atividade anti-retroviral potente e bem tolerado. Dada a sua poténcia, seguranga e novo
mecanismo de acao, os inibidores da integrase representam um importante avanco
terapéutico contra o HIV-1. Na presente tese de doutorado, foram realizados estudos
quimiométricos utilizando descritores tedricos e QSAR bi- (2D) e tridimensionais (3D)
empregando, respectivamente, as técnicas holograma QSAR (HQSAR) e a andlise
comparativa dos campos moleculares (CoMFA), visando a geracdo de modelos
preditivos para um conjunto de inibidores da integrase do virus HIV-1. Modelos de
QSAR com boa consisténcia interna, habilidade preditiva e estabilidade foram obtidos
em todos os casos. Os modelos gerados, associados as informacdes obtidas pelos
mapas de contribuicdo 2D e de contorno 3D, sdo guias quimico-medicinais uteis no

planejamento de novos inibidores mais potentes e seletivos da integrase do HIV-1.



ABSTRACT

An essential step in the HIV life cycle is integration of the viral DNA into the host
chromosome. This step is catalyzed by a 32-kDa viral enzyme HIV integrase (IN). HIV-1
IN is an important and validated target, and the drugs that selectively inhibit this
enzyme, when used in combination with reverse transcriptase (RT) and protease (PR)
inhibitors, are believed to be highly effective in suppressing the viral replication. IN
catalyzes two discrete enzymatic processes referred as 3’ processing and DNA strand
transfer. Agents active against HIV-1, which target the viral integrase by inhibiting the
strand transfer step of integration, have now initialized the clinical trials. The
Raltegravir® is the first drug in this new class. Clinical trials in treatment-experienced
and in treatment-naive patients have shown that raltegravir-containing regimens have
potent antiretroviral activity and are well tolerated. Given their potency, safety and novel
mechanism of action, integrase inhibitors represent an important advance in HIV-1
therapy. In the present thesis, Bi- and Tridimensional Quantitative Structure-Activity
Relationship (QSAR) studies were performed applying chemometric methods based on
theoretical descriptors, Comparative Molecular Field Analysis (CoMFA) and Holograma
QSAR (HQSAR) technigues, aiming to generate predictive models for a large set of
HIV-1 IN inhibitors. QSAR models presenting good internal consistency, predictive
power and stability were obtained in all cases. The final models along with the
information resulted by 2D contribution and 3D contour maps should be useful in the
design of new inhibitors with increased potency and selective within the chemical

diversity of the data.
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1. INTRODUCAO

A Quimica Computacional emergiu como uma &rea de pesquisa de grande
interesse, tornando-se uma valiosa ferramenta para auxiliar nos estudos experimentais.
A relacdo entre estudos computacionais com estudos experimentais € mutuamente
benéfica. Técnicas computacionais sdo capazes de oferecer propriedades
termodindmicas e estruturais de sistemas moleculares, tornando possivel o
planejamento e a descoberta de novas moléculas bioativas (farmacos). Este avanco na
Quimica Computacional foi impulsionado pelo grande e rapido desenvolvimento dos
recursos computacionais, os quais diminuiram o tempo de processamento de dados,
isto é, o tempo de calculo, bem como o avanco nos programas disponiveis para
célculos dos parametros.*

Neste sentido, a mecénica classica e a quimica quantica tém auxiliado de modo
significativo no estudo de moléculas com atividade biolégica e de biomoléculas com
milhares de atomos, como proteinas. Em particular, a bioinformética, anteriormente
chamada de farmacologia quéantica, vem sendo utilizada no célculo da estrutura
eletrdnica de compostos no qual, juntamente com a termodindmica estatistica, com a
integracdo da linguagem e de conceitos quimicos, permitem a interpretacdo e a
racionalizagdo de propriedades macroscopicas com fundamentos em nivel atébmico-
molecular.?

No presente trabalho, utilizaram-se diferentes técnicas computacionais com o

intuito de relacionar propriedades quimicas quénticas com a atividade de moléculas

candidatas a novos farmacos. Para isso, foram abordados os métodos de quimiometria,



docking molecular, QSAR 2D e 3D para o estudo da relagcéo estrutura atividade de uma

séries de inibidores da enzima Integrase do virus HIV-1.

1.1. Sindrome da imunodeficiéncia adquirida e suas caracteristicas

Segundo o ultimo relatério global da UNAIDS (Agéncia das Nagfes Unidas para
o0 combate a AIDS), mais de 30 milhGes de pessoas morreram desde que a epidemia
comecou h& duas décadas (3,1 milhdes sé no ano passado), e aproximadamente 40
milhdes de pessoas estdo infectadas atualmente. Estima-se que em 2025 havera 90
milhdes apenas no continente africano. Em paises pobres, 6 milhdes de pessoas com
HIV/AIDS precisam imediatamente de tratamento antiretroviral e mulheres e criangas
fazem parte de uma grande proporcdo desses que precisam de cuidado, tratamento e
suporte.®

Dada a sua rapida expansdo e concentracdo nos paises e comunidades mais
pobres, a AIDS foi considerada como um problema de seguranca mundial pelo
Conselho de Seguranga da ONU e os recursos econdmicos internacionais destinados
estdo longe de satisfazer as demandas provenientes desta epidemia.

O sucesso dos coquetéis multidrogas, usando os inibidores de protease e
transcriptase reversa, tem alterado o curso da AIDS pela supressao da replicacao viral
ao longo dos anos. Entretanto, problemas como toxicidade e resisténcias a essas
drogas tornam imperativo o rapido desenvolvimento de novos farmacos anti-HIV®. A
enzima HIV-1 integrase se tornou um alvo importante no desenvolvimento de farmacos

anti-HIV devido ao seu papel fundamental exercido no ciclo de replicac&o viral.*”



Entretanto, resultados do desenvolvimento de farmacos, baseados na estrutura
do alvo, tornaram-se dificeis pela falta de informacg@es estruturais, e especialmente no
que se refere as propriedades eletrénicas que dao origem a atividade inibidora. Logo,
tornou-se necessario a unido e a racionalizagdo de resultados experimentais com
estudos tedricos no sentido de se obter relagbes preditivas que possam guiar a

otimizac&o do potencial de novos compostos inibidores, como farmacos anti-HIV.

1.2. Ciclo de vida do virus HIV-1

A sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS, do inglés, Acquired Immune
Deficiency Syndrome), € uma doenca pandémica que tem como agente etioldgico o
virus HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus), um retrovirus pertencente a subfamilia
Lentivirinae®. O virus HIV possui duas formas geneticamente diferentes, mas
relacionadas, o HIV-1 e o HIV-2. O HIV-1 é o tipo mais comum nas Américas e Europa,
enquanto o HIV-2 é mais encontrado na Africa.’

Como a maioria dos retrovirus, o HIV é esférico, sendo envolvido por um
envelope constituido por uma bicamada lipidica derivada da membrana celular de
células do hospedeiro. O envelope é salpicado por duas glicoproteinas virais
denominadas gp120 e gp4l. No interior do capsideo, esta contido o material genético
do virus, que consiste de duas copias de RNA, e as enzimas protease, transcriptase

reversa (RT) e integrase (IN).
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Figura 1. Virus HIV.

O mapa genético do HIV consiste de trés regides principais: (1) regido gag, que
codifica as proteinas estruturais internas; (2) regido pol (de poliproteina), que codifica
as enzimas protease (PR), transcriptase reversa (RT) e integrase (IN) e (3) regido env,
responsavel pela codificacdo das glicoproteinas do envoltorio, gp120 (SU) e gp41 (TM),
os quais fazem parte da formac&o do envelope viral.*°

O alvo principal do virus HIV, durante a infeccdo, € o linfocito TCD4+. A
caracteristica mais marcante da infeccdo € a deplecdo seletiva de linfocitos CD4+,
porém macréfagos, mondcitos, células de Langerhans sdo outros exemplos que
também sdo susceptiveis & infeccdo por HIV!. O inicio da infeccdo ocorre com a
ligacdo do virus a receptores especificos na superficie da célula alvo. Apds a ligacéo
com a membrana celular, a proteina gp120 dissocia-se da proteina gp41, que passa
por modificagBes conformacionais, as quais promovem a fuséo virus-célula, permitindo,

assim, a entrada do capsideo na célula. Em seguida, ha a liberacdo no citoplasma do

contetdo do capsideo, o RNA genémico e enzimas virais, 0 que se faz necessario para
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a etapa posterior, a transcricdo reversa. A transcriptase reversa (RT) produz uma
molécula de cDNA (DNA complementar) a partir da cépia de uma molécula de RNA.*
A integrase, a terceira enzima viral, catalisa duas etapas no ciclo de replicacao
viral, a clivagem endonucleolitica dos 3’-terminal do c-DNA viral e o a etapa de
Transferéncia de Fita. In vivo, a integracdo ocorre dentro de um grande complexo de
nucleoproteinas, chamado de complexo de pré-integracao (PIC), ilustrado na Figura 2.
ApGs a transcrigdo reversa no citoplasma, o cDNA viral esta associada com a integrase
no PIC até a translocacdo nuclear e integracdo dentro do cromossomo hospedeiro. A
translocacao do PIC para o nucleo é provavelmente alcancado através de interacdes
com a rede de microtibulos. Esse mecanismo de importa¢do nuclear do PIC ainda nédo
foi completamente elucidado®®. Pelo ciclo de vida do virus HIV, ilustrado na Figura 2, é
possivel verificar a formacdo do PIC e a sua entrada no nucleo na célula hospedeira.
No PIC, um tetramero da integrase liga os dois LTR (do inglés, Long Terminal Repeats)

do DNA viral ao DNA hospedeiro.
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Figura 2. Representacao do ciclo do virus HIV.*

1.3. Terapia farmacoldgica

As terapias aprovadas pela agéncia norte americana FDA (Food and Drug
Administration) atualmente consistem de inibidores para quatro etapas do ciclo do HIV-
1: transcricdo reversa, fusdo, maturacdo proteolitica e integrase. A terapia tripla,
comumente chamada de HAART (do inglés, Highly Active Antiretroviral Therapy) é um
padréo para o tratamento e consiste de um inibidor para a protease (Pl), ou um inibidor
para a transcriptase reversa ndo nucleosideo (NNRTI) em combinacdo com dois
inibidores para a transcriptase reversa nucleosideo (NRTI). Entretanto, esse tratamento

nao é bem tolerado pelos pacientes, requer muita disciplina e também €& um tratamento
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muito caro®. Por esse motivo, novos tratamentos estdo sendo estudados visando

minimizar esses problemas.

1.4. Estrutura da enzima integrase (IN) do virus HIV-1 e seus dominios funcionais

A HIV-1 Integrase (IN) € uma enzima de 32 kDa e 288 amino&cidos que possui
trés dominios distintos™: (i) um dominio N-terminal (residuos de amino&cidos 1-50),
onde se encontram dois residuos de histidina e dois de cisteina que promovem a
ligacdo com Zn?*; (i) o dominio central catalitico (residuos de aminoacidos 50-212) que
contém os aminoacidos acidos altamente conservados Asp64, Aspl16 e Glu52, onde
se ligam 2 fons de Mg**, chamada de padrdo D,D-35-E; (ii) um dominio C-terminal
(aminoécidos 213-288) que contém residuos de aminoacidos basicos e liga-se ao DNA.
A estrutura cristalografica de cada um desses dominios foi determinada isoladamente

ou em forma de dimeros por difracdo de raios-X e ressonancia magnética nuclear.***°

Domlnlo N-terminal
(residuos de aminoacidos 1-50)

Dominio

Dominio
C-terminal central
(2a1rr3ﬂgggc):idos catalitico

(residuos de
aminoacidos
50-212)

Figura 3. Dominios da enzima integrase do virus HIV-1.
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Andlises mostram que o dominio central compreendido pelo padréo (D,D-35-E),
D64, D116, E152 é crucial para a atividade da enzima'. Em uma estrutura de raios-X
do dominio central, verificou-se que um fon Mg?* é quelado pela Asp 64 e Asp 116 da
cadeia lateral™'®. Acredita-se que um segundo metal pode ser coordenado pelo
glutamato E152 juntamente com os residuos Asp 64 e Asp 116.

Tem sido proposto que um tetrdmero da enzima integrase € a forma requerida
para a reacdo de integracdo. Porém, o arranjo cristalografico dessa estrutura
permanece desconhecido, uma vez que estudos de sua estrutura completa sdo
dificultados pela propensdo da enzima em formar grandes agregados sobre condi¢des
reacionais’®. Varios modelos desse tetramero com as fitas do DNA viral e hospedeiro
foram construidos por meio de modelagem por homologia, utilizando enzimas da
mesma familia como a Tn5 transposase'’!®. Através desses modelos é possivel
entender como a integrase integra o DNA viral no DNA hospedeiro, como ilustra a

Figura 4.

DNA hospedeiro

Sitio Catalitico V Sitio Catalitico
N-terminal

Figura 4. Forma ativa da enzima integrase proposta obtida por meio de modelagem por homologia.18
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1.5. Mecanismo de integragéo

A enzima integrase catalisa duas etapas no ciclo de replicacdo viral.
Primeiramente, ela catalisa a clivagem endonucleolitica do 3’-terminal do c-DNA viral.
Em seguida, a integrase permanece ligada num complexo com o cDNA final, chamado
de complexo de pré-integracdo (PICs), catalisando a insercdo do cDNA viral no
cromossomo hospedeiro. Este processo € chamado de Etapa de Transferéncia de
Fita.®*°

Na etapa de transferéncia de fita ocorre uma reacdo de transesterificagdo, em
que o atomo de oxigénio 3’-terminal do DNA viral clivado ataca a ligagéo fosfodiester
do DNA hospedeiro através dos dois fons de Mg?*. Acredita-se que essas reacdes
sejam catalisadas em um Unico sitio ativo no ndcleo da enzima. A Figura 5 ilustra essas

duas etapas.
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Figura 5. Reacdes catalisadas pela integrase (clivagem do 3’-terminal e transferéncia de fita)le. A figura
ilustra os sitios de recombinacdo do DNA viral (att). (a) As flechas verdes mostram a regido 3'-terminal
onde ocorrera a clivagem endonucleolitica; (b) O processo de clivagem gera 3’-hidroxilas reativas no final
do DNA viral (circulos vermelhos); (c-d) A segunda reacdo catalisada pela integrase é a transferéncia de
fita, que insere ambos os finais do DNA viral ho cromossomo da célula hospedeira (DNA aceptor em
azul). Cada 3’-hidroxila final do DNA viral ataca uma ligagédo fosfodiester de cada fita do DNA aceptor.
(e) DNA viral integrado no DNA hospedeiro.

A Figura 6 ilustra a reacdo de transesterificacdo catalisada pela enzima

integrase no processo de transferéncia de fita.
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Figura 6. Reacéo de transesterificagdo catalisada pela enzima no processo de Transferéncia de Fita.

1.6. Inibidores da integrase do virus HIV-1

Os primeiros inibidores seletivos da integrase HIV-1 foram sintetizados a partir
dos derivados do 1,3 [-dicetoacido (DKAs). Historicamente, as duas primeiras
moléculas de DKAs séo relatadas como sendo 5CITEP, sintetizado pela empresa
Shionogi & Co e L-731.988, pertencentes ao Grupo Merck e Co. Essa classe de
inibidores € responséavel pela inibicio da etapa de transferéncia de fita. Neste
processo, esses compostos ligam-se na interface do complexo integrase-DNA,

diminuindo efetivamente a infeccdo pelo virus HIV-1. Por apresentar alta seletividade e
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inibicdo da atividade viral em escala nanomolar, esses compostos tornaram-se
importantes agentes quimoterapeuticos™®. A Figura 7 apresenta 0 mecanismo proposto

para acdo dos dicetoacidos e seus analogos.

] i ste Acosptor site
a Donors ceptor site b Host DNA c
\ (Boceptor)
J F-processing \ Strand transfer
d \ ﬂ-

O
%_ﬂ O,

(Dionon Q

DKA

‘ N

|

4

Figura 7. Mecanismo proposto para acdo dos dicetoacidos®®. A parte a mostra que a integrase possui
dois sitios de ligagdo: um sitio doador para o DNA viral (circulo azul) e um sitio aceptor para o DNA
hospedeiro (circulo vermelho). A parte b mostra os eventos apds o processo de clivagem: o complexo
DNA-integrase sofre uma mudanca estrutural (retAngulo vermelho) para que DNA hospedeiro se ligue ao
complexo. Na parte c, em condi¢cdes normais, a ligacdo do DNA hospedeiro no sitio aceptor conduz a
transferéncia de fita. Na parte d, a molécula de dicetoacido (retangulo cinza) apds o processo de
clivagem, liga-se na interface do complexo DNA-integrase inibindo a transferéncia de fita.

A funcionalidade do grupo 1,3 B-dicetoacido é essencial para atividade inibitoria.
Sabe-se que a ligacdo e a atividade desses inibidores sdo dependentes do metal Mg?"*
presente no sitio catalitico da enzima, o qual atua como uma ponte de ligacdo entre a
triade DDE, o cDNA viral e o DNA aceptor (DNA hospedeiro). Acredita-se que 0s
dicetoacidos e seus derivados agem através do grupo carbonil e do oxigénio da
hidroxila, quelando os dois fons de Mg?* e estabilizando o complexo macromolecular

20

integrase-DNA viral (Figura 8). Por ter esse unico mecanismo de agao, 0s

dicetoacidos e seus analogos podem ser chamados de inibidores interfaciais®!, pois
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representam um dos poucos tipos de farmacos conhecidos que atuam em um

intermediario de uma reacdo enzimética.

Aryll
Heteroaryl

s

E152

Figura 8. Mecanismo de quelacdo proposto para os B-dicetoacidos e analogos no sitio ativo da enzima

impedindo a etapa de transferéncia de fita no ciclo de replicagao viral®.

Recentemente, foi sintetizado um conjunto de analogos mais potentes derivados

dos diceto4cidos contendo os grupos 8-hidréxi-(1,6)-nafititidina-7-carboxiamida®2* e N-

Alquill-5-hidroxipirimidinona®2°. A presenca desses dois grupos farmacoféricos permite

gue esses Nnovos compostos ajam com o mesmo mecanismo de inibicdo dos

dicetoacidos. A Figura 9 ilustra as estruturas de alguns farmacos contendo os grupos

dicetoacido, naftiridina-carboxamida (L-870,810, um dos primeiros a entrar em analise

clinica) e N-Alquill-5-hidroxipirimidinona (Raltegravir®, farmaco ja aprovado pelo FDA

em 2007), respectivamente.
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L-731,988 L-870.810 raltegravir

1,3 dicetoacido  8-hidroxi-(1,6)-nafitiridina-7-carboxiamida  N-Alquill-5-hidroxipirimidinona

. , ~ . . ~ , 2+ rat . . .
Figura 9. Farmacoforos responsaveis pela ligagdo com os fons Mg~ no sitio ativo da enzima integrase.

Neste trabalho foram estudados 105 compostos derivados do grupo 1,3 (-

dicetoacido®®, 8-hidroxi-(1,6)-nafitiridina-7-carboxamida®** e N-Alquil-5-

hidroxipirimidinona.?>2°

1.7. Estrutura cristalografica da enzima integrase com o inibidor 5CITEP

Atualmente, h4 somente uma estrutura cristalografica da enzima integrase

complexada com um inibidor no banco de dados PDB (do inglés, Protein Data Bank),

sob o codigo 1QS4. Essa estrutura corresponde ao dominio core catalitico complexada

com um atomo de Mg** e o composto dicetoacido 5CITEP. *
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K159

INH®

Figura 10. Estrutura cristalografica da enzima integrase cristalizada com o inibidor 5CITEP. %0

5CITEP é estabilizado no sitio ativo por ligacdes de hidrogénio com um dos
residuos cataliticos (E152), bem como com outros aminoacidos (T66, N155, Q148) e
dois residuos de lisina (K156 e K159), previamente relatado como sendo envolvidos na
ligacdo com DNA3L. Porém, na estrutura co-cristal 5CITEP-IN ndo ha um contato direto
entre 0 composto e os outros dois residuos cataliticos (D64 e D116), nem uma
interacdo direta com o ion magnésio pode ser detectada. Apenas uma interacéo de van
der Waals entre o anel inddlico com uma das quatro moléculas de agua de

coordenacado do ion magnésio pareceu ser plausivel.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como principal objetivo investigar teoricamente as interacdes
observadas experimentalmente entre compostos derivados do grupo 1,3 diceto&cido, 8-
hidroxi-(1,6)-nafitiridina-7-carboxamida e N-Alquil-5-hidroxipirimidinona com a enzima
HIV-1 integrase, cuja habilidade estd em inibir a integracdo do DNA viral no DNA das
células hospedeiras a fim de possibilitar um maior entendimento das caracteristicas

importantes para tais interacoes.

2.1. Objetivos Especificos

°

Partindo das estruturas otimizadas dos compostos, calcular propriedades
eletrdnicas, estéricas, hidrofébicas (logP) e topoldgicas para determinar
teoricamente quais as caracteristicas que discriminam os compostos com maior
e menor capacidade inibitéria em relacdo a enzima integrase.

% Obter modelos tedricos da relacao qualitativa (SAR) e quantitativa (QSAR) entre
as concentragdes inibitérias (ICsg), determinadas experimentalmente, e as
propriedades calculadas que descrevem os aspectos eletrfnicos, estéricos e
topologicos dos compostos estudados

% Organizar um conjunto de dados padrao de inibidores da integrase do virus HIV-
1 para o0 uso da modelagem de QSAR.

% Obter informacdes estruturais da ligacédo desses inibidores com 2 fons Mg?* no

sitio ativo da enzima integrase por meio da técnica de docking molecular.
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R/
A X4

Desenvolver modelos de QSAR 2D e 3D, empregando as técnicas de HQSAR e
CoMFA, respectivamente, para um conjunto padrao de inibidores da integrase

do virus HIV-1.

% Auvaliar a robustez estatistica dos modelos gerados, o seu poder de correlagao

X/
°e

nos conjuntos de treinamento e predi¢cao externa nos conjunto teste.

Obter informacgdes a partir dos mapas de contribuicdo 2D gerados pelo método
de HQSAR, e dos mapas de contorno 3D, gerados pelo método CoMFA, e
utiliza-los como guias em futuros trabalhos em Quimica Medicinal no
planejamento de novos inibidores da integrase do virus HIV-1 mais potentes e

seletivos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Métodos computacionais

3.1.1. Campo de For¢ca em Mecanica Molecular

Campo de For¢ca em mecanica molecular emprega aproximacdo empirica simples
para descrever uma estrutura molecular. Um campo de forgca de mecanica molecular
pode ser essencialmente dividido em duas partes: a fungcdo da energia potencial, um
conjunto de equacdes que descrevem a energia de um sistema como uma funcdo da
posicdo nuclear; e um conjunto de parametros que descrevem as preferéncias e as
caracteristicas de um determinado tipo de atomo. O tipo de atomo define a hibridizacao
e 0 ambiente local de um atomo. Cada campo de forca terd os seus proprios
parametros e tipos de atomo. O campo de forca terd sido parametrizada a partir de
dados experimentais ou, no caso de dificuldade para obtencdo dos parametros, por

exemplo, barreiras de tor¢éo, a partir de calculos ab initio.

3.1.2. AFuncgéao da Energia Potencial

Campo de forca em mecéanica molecular reduz a quantidade de calculos exigidos
em relacdo a mecéanica quantica, ignorando os movimentos eletrénicos do sistema. A

aproximacgéao de Born-Oppenheimer é utilizada para calcular a energia do sistema como
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uma funcdo das posi¢cdes nucleares. A funcdo da energia potencial € baseada em

termos de energia de interacédo intra e intermoleculares:

V

ot =V +V, +V, +V,

improprios

+VvdW +Ve|ec +V Cross (l)

ligacéo angulos diedros

A funcdo acima inclui estiramento da ligacdo, angulo de flexdo, barreiras de

torcédo e interacdes ndo-ligadas. O termo de estiramento da ligacao:

Kb 2
Vligagéo = Z 70’—[’0) (2)
ligagdo
€ um potencial harmdnico simples levando ao aumento da energia a medida que o
comprimento de ligacdo r se estende desde o seu comprimento de referéncia ro. A
constante de forca K, € geralmente alta, um reflexo do fato de que as ligagbes séo

fortes. O termo do angulo de flex&o utiliza um potencial harmdnico similar:

Vémgulos= z &(9_00)2 (3)

angulos 2

6 e 6y séo o angulo e o angulo de referéncia, respectivamente. A constante de forca do
angulo de flexao Ky € baixa, pois é necessario menos energia para muda-los a partir do
angulo de referéncia. As tor¢des (angulos diedros) sdo descritos por um periodo de
expansao cosseno:

Voero = 3 221+ cos(neo 7)) @)

diedro

26



onde w é o angulo de tor¢do e n € a multiplicidade. y é o fator de fase (ou angulo), que
determina onde o angulo de tor¢éo passa por seu valor minimo. Vn sdo constantes que
determinam o tamanho da barreira de rotacéo.

Uma forma diferente, Vimproprioss € Nnecessaria para os éangulos de torgéo
impréprios que exigem uma flexdo fora de plano para manter a planaridade.
Essencialmente, eles sdo usados para manter 0S grupos como 0s anéis aromaticos

planares.

Vimpréprios = Z K(ﬂ (¢ — %o ) ’ (5)

improprios

Os termos nao-ligados incluem van der Waals e interacdes eletrostaticas. O
termo van der Waals, V,qw, €ntre os pares de a&tomos é aproximado pelo potencial 12-6

de Lennard-Jones:

12 6

Viaw :i 245ij il |2 (6)
i=1l j=i+l rij r-ij

onde r;j € a distancia interatdmica, o; € o diametro de colisdo (a distancia em zero de
energia) e ¢ij € o potencial de profundidade. O termo repulsivo, (oi,-/ri,-)lz, prevalece a
curtas distancias e modela a repulséo eletrostatica internuclear e das forcas repulsivas
de curto alcance. O termo atrativo, (oj/r;)°, é devido a forcas de van der Waals de
disperséo e prevalece a grandes distancias.

As interagOes eletrostaticas entre os pares de &tomos Veec S80 calculadas

utilizando cargas parciais implementadas pela lei de Coulomb:
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Mz

(7)

elec
i o 47&9 r;

onde 0s atomos i e j com cargas parciais g; e g, sdo separados pela distancia rj em um
meio com constante dielétrica €.

Campo de Forca de mecanica molecular frequentemente inclui termos que lida
com cross-independéncia de diferentes termos, por exemplo, ligacdo-ligacdo, angulo-
ligacdo, angulo-angulo, etc. Para os atomos no angulo 1-2-3, o termo descreve a
distorcdo da distancia 13. O potencial de Urey-Bradley, Vyg € igual ao aumento da
energia com a distancia entre os atomos de 1,3, e S se desvia de sua referéncia Sy. A

constante de forca Kyg €, portanto:

VUB = KUB (S - So )2 (8)

3.1.3. Otimizac&o da Geometria Molecular

Conforme descrito na secdo anterior, a energia potencial € uma funcédo das
coordenadas de um sistema. A variagdo da energia potencial com relacdo as
coordenadas é chamada de superficie de energia potencial (PES). Para um sistema
gue contém N atomos a energia é uma funcdo de 3N coordenadas cartesianas ou 3N-6
coordenadas internas. Isso produz um numero enorme de configuracbes possiveis,
mesmo para uma molécula pequena. No entanto, um sistema molecular € apenas uma

configuracéo estavel quando esta no minimo da PES, do qual pode haver um numero
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muito grande em um sistema tdo complexo como uma proteina. Para encontrar as
geometrias de um sistema no minimo da PES, um algoritmo de minimizacéo é utilizado.

Para a localizacdo do minimo em uma PES, sao utilizados métodos numéricos
gue mudam gradualmente as coordenadas no sentido de diminuir a energia até que um
minimo seja alcancado.

Os algoritmos de minimizacdo mais populares encontram o minimo utilizando
derivadas. A primeira derivada indica a direcdo do minimo e a segunda derivada indica
a curvatura da funcdo. A funcdo é freqlentemente escrita como uma expansao em

série de Taylor sobre o ponto Xo:
! 1 14
V(X) =V (Xp) + (X =XV (%) + E (x— Xo)zv (%) + .. (9)

Para funcbes multidimensionais, a variavel x é substituida pelo vetor x e
matrizes sdo usadas para descrever as derivadas. Para a energia potencial V(x),
existem 3N coordenadas cartesianas, portanto o vetor x possui 3N componentes e Xg
corresponde a configuracdo atual do sistema. Quando xo € um vetor, V'(Xo) € um vetor
3N, do qual cada elemento é uma derivada parcial de V, no que diz respeito a enésima
coordenada.V'’(xo) € uma matriz 3N x 3N com os elementos de segunda derivada
parcial de V com relagdo as coordenadas x; e X;. Isto € conhecido como a matriz

Hessiana.
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3.1.4. Mecanica Quantica

Para modelar reacdes quimicas é geralmente necessaria a utilizacdo da
mecanica quantica. A maioria dos métodos de mecanica quantica representa
explicitamente os elétrons de um sistema que permite investigar reacées quimicas nas
guais ligacdes sdo formadas e quebradas. Esta secdo apresenta os métodos de
mecanica quantica que foram utilizados neste estudo. A teoria da mecanica quantica &
baseada em resolver a equacdo de Schrédinger, introduzida em 1926 pelo fisico
austriaco Erwin Schrodinger. A estrutura eletrénica e propriedades das moléculas

podem ser obtidas através da formula independente do tempo:

A

AY =EY (10)

O Hamiltoniano H é um operador de energia que descreve a energia cinética e
potencial de uma particula. W é a funcdo de onda, que caracteriza 0 movimento de
particulas em um sistema, e E é a energia do sistema.

Exceto para os sistemas mais simples como, por exemplo, o aomo de
hidrogénio, ndo € possivel resolver analiticamente a equacdo de Schrodinger. Apenas
solugdes aproximadas podem ser obtidas. Essa aproximacdo é obtida por meio da
aproximagdo de Born-Oppenheimer. A aproximagéo de Born-Oppenheimer separa 0s
movimentos dos elétrons e dos nucleos. Isso se justifica pelo fato de que os nucleos
tém massas muito maiores do que a dos elétrons. Dai os movimentos dos nucleos
serem muito mais lentos enquanto que os elétrons sao capazes de adaptar-se quase

gue instantaneamente a qualquer posicdo dos nucleos. Portanto, com essa
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aproximacao funcéo de onda ¥, é somente afetada por posi¢cdes e ndo pelo movimento

dos nucleos. A funcdo de onda pode ser escrita como o produto de duas fungdes:
Pi(nuc, ele) = ¥(ele) P(nuc) (11)

¥hue depende da posicdo dos ndcleos e Wee Sobre as posi¢cdes dos elétrons, mas
também é dependente das posi¢des nucleares.
A equacdo de Schrodinger pode ser resolvida mediante a aplicacdo da

aproximacdo Born-Oppenheimer e tratando separadamente os elétrons dos nucleos:

H, ¥, =E ¥ (12)

ele “ele ele ~ele
Calculando a energia eletrbnica, Eele, € possivel construir uma PES para
diferentes configuracdes dos nucleos.

3.1.4.1. Teoria do Orbital Molecular

Resolver a funcédo de onda para sistemas de muitos elétrons é ainda um assunto
complicado. Teoria dos orbitais moleculares é uma abordagem que simplifica a
determinacao da funcdo de onda. Ela aproxima a funcéo de onda como o produto de

uma série de funcdes de onda de um elétron ou orbitais:

\Peletrc‘)nico = WlWZ o 'V/N (13)
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Cada funcéo de onda de um elétron € um orbital molecular que consiste de um
termo espacial e de spin. No entanto, isso ndo satisfaz o principio de exclusao de Pauli,
que exige que a funcdo de onda seja assimétrica (ou seja, o sinal da funcdo de onda
deve mudar se as coordenadas do spin espacial e de dois elétrons sao alteradas). A
solucdo para este problema é construir a funcdo de onda a partir do Determinante de

Slater. Se houver N elétrons em orbitais spin X1, X...Xn:

@) %@ .. x @)

w x1§2) x2:(2) xN:(Z) ”

1
JN!

Xl(N) Xl(N) XN(N)

Alterar quaisquer duas linhas do determinante é equivalente a troca de dois elétrons,
gue, em seguida, muda o sinal do determinante.

A proxima aproximagado utilizada € a Combinacdo Linear de Orbitais Atdmicos
(LCAOQ). Ela representa cada orbital molecular como uma combinagéo linear de orbitais

atbmicos.

L
W, =) C.0, (15)
u

onde o termo yi é o orbital molecular contendo L orbitais atdmicos ¢,. Os orbitais
atdbmicos sdo conhecidas como funcdes de base e as funcdes de base L definem o

conjunto de bases. ¢, € um coeficiente e determinando o conjunto de valores c;, para
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cada MO obtém-se uma solugdo aproximada para a equacao de Schrodinger. Isto se

torna possivel utilizando o método de Hartree-Fock.

O Método Hartree-Fock

Resolvendo a equacdo de Schrédinger desta forma se obtém uma resposta
aproximada, sendo necessarios valores de cj, que fornecam a melhor resposta. Para
isso, este método utiliza o Principio da Variacdo que afirma que a energia de uma
funcdo de onda aproximada ndo pode nunca ser inferior a energia exata. Dessa forma
0 objetivo do método Hartree-Fock (HF) é determinar os coeficientes que resultam na
funcdo de onda de menor energia. Isto € possivel por meio do procedimento de Campo
Auto-Consistente (SCF). Essencialmente, este trata o problema de muitos elétrons
como um problema de um elétron. As distribuicdes eletrdnicas em orbitais moleculares
sdo tratadas independentemente uma da outra, enquanto que, na realidade, as
posices de elétrons sdo dinamicamente correlacionadas. Suposic¢des iniciais para Ciy
sdo feitas e uma nova funcéo de onda é calculada. Isto € entéo repetido com os orbitais
melhorados. A determinacdo dos coeficientes exige que as formas de todos os orbitais
ocupados ja sejam conhecidas. Portanto, o procedimento tem de ser continuado
iterativamente até que os critérios de convergéncia sejam satisfeitos e como resultado

obtém-se um conjunto de orbitais auto-consistentes.
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Conjunto de Bases

Um aspecto importante dos calculos de mecénica quantica para a estrutura
eletrbnica é a escolha de um conjunto de base. Como anteriormente detalhado,
conjuntos de base sdo compostos por orbitais atdmicos. Geralmente, os grandes
conjuntos de base produzem resultados mais precisos, mas os calculos serdo mais
caros computacionalmente. Conjunto de base pode ser minimo ou estendido. Um
conjunto de base minimo contém apenas um numero de funcbes necessérias para
representar os orbitais em cada atomo. Conjuntos de base estendidas levam em conta
Varios recursos que melhoram a representacdo dos orbitais. Os conjuntos mais usados
sdo double zeta e split valence. O conjunto de bases double zeta define o dobro do
namero de funcdes eletrénicas em relacdo ao conjunto de base minima. O conjunto de
base split valence define o dobro do nimero de fungbes usadas para representar 0s
elétrons de valéncia, mas usa uma Unica funcdo para as camadas internas. E racional
gue os orbitais do nucleo, diferentemente dos orbitais de valéncia, tenham pouco efeito
sobre as propriedades quimicas e apenas variem ligeiramente em todas as moléculas.
Outras funcdes também podem ser incluidas. Funcfes de polarizacdo levam em conta
a polarizacdo de orbitais atbmicas, devido a presenca de nucleos de outros atomos
Funcdes difusas representam a densidade de elétrons de uma distancia longa a partir
do nucleo. Isso é importante quando se tratam de &nions e espécies de Unico par.

Existem dois tipos comumente utilizados, o tipo de Slater e do tipo Gaussiana.
As funcdes do tipo Slater levam a resultados muito precisos, mas séo dificeis e os
céalculos sdo demorados. A substituicdo dos orbitais do tipo Slater por orbitais do tipo

Gaussiana resulta em uma equacao mais facil de resolver em relacdo ao custo de
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precisdo. No entanto, a precisdo pode ser aumentada por meio de uma combinacao
linear de funcdes Gaussianas para representar cada orbital atdbmico. Verifica-se que
pelo menos trés gaussianas sao necessarias para representar adequadamente um

orbital do tipo Slater. 3233

3.1.4.2. Métodos Semi-empiricos

A utilizacdo de métodos ab initio Hartree-Fock para calcular a estrutura
eletrdnica de uma molécula pode fornecer resultados precisos. No entanto, eles sédo
computacionalmente caros, um fator que aumenta consideravelmente com o tamanho
da molécula. Uma maneira de reduzir o custo computacional é a utilizacdo de métodos
semi-empiricos. Estes sdo baseados na mesma teoria dos métodos ab initio.

A primeira simplificagdo feita por métodos semi-empiricos é considerar apenas
os elétrons de valéncia de forma explicita.

Célculos Hartree-Fock SCF envolvem demanda de tempo e manipulacdo de
integrais. Métodos semi-empiricos usam integrais com base em dados experimentais,
gue ajudam a reduzir significativamente o custo computacional em comparacdo aos
meétodos ab initio. Estes dados reais também ajudam a compensar as aproximacdes
utilizadas e incluir efeitos de correlacéo eletrbnica. Na realidade, os movimentos dos
elétrons séo correlacionados e evitam um ao outro mais do que em métodos HF, isto
leva a SCF, sendo maior em energia do que a verdadeira.

Outro método semi-empirico é o Austin Método 1 (AM1)*. Ha também o

modified neglect of diatomic overlap-Parametric Method Number 3 (PM3)*. Ambos os
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métodos baseiam-se na modificacdo do método modified neglect of diatomic overlap
(MNDO) de Dewar e Thiel®. Eles foram desenvolvidos para corrigir diversos problemas
com o método MNDO, com base na tendéncia de superestimar a repulsdo entre 0s
atomos a distancias muito curtas, igual @ soma dos seus raios de van der Waals. O
termo de repulsdo nucleo-nacleo € modificado em AM1 e PM3 com funcgdes
Gaussianas. Fungbes Gaussianas atrativas foram usadas diretamente para superar a
repulsdo centrada nas regides de grande repulsdo. Funcdes Gaussianas repulsivas
foram colocadas em pequenas separacoes internucleares. Como resultado das funcoes
Gaussianas o0 numero de parametros exigidos por atomo foram aumentadas.

Os métodos AM1 e PM3 sdo essencialmente os mesmos, mas foram
parametrizadas usando métodos diferentes. Os parametros AM1 foram calculados com
base em conhecimentos de quimica e da intuicdo®. Os parametros PM3 foram
desenvolvidos usando um processo automatizado desenvolvido por Stewart®™. Ambos
0s métodos sdo capazes de predizer propriedades termodindmicas e estruturais para
um mesmo nivel de precisdo. No entanto, alguns problemas persistem incluindo a
previsbes erradas de geometrias e estabilidade de varios grupos funcionais.
Particularmente exemplos relevantes incluem: interacdes como van der Waals e
ligacdes de hidrogénio fracas, geometrias incorretas; barreiras rotacionais baixas para
ligac®es com caréater de dupla ligacdo, especialmente na ligacdo C-N em amidas®* 333¢,
Apesar desses problemas, métodos semi-empiricos geram dados para geometria

molecular e propriedades com gasto computacional significativamente inferior aos

métodos ab initio.
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3.1.4.3. Teoriado Funcional da Densidade

Teoria do Funcional da Densidade (DFT) tem atraido um grande interesse desde
a década de 1980 sendo uma alternativa para os métodos ab initio. E baseado na idéia
de que existe uma relacao entre a energia total eletronica e a densidade eletrénica em
geral. O grande avanco veio com o artigo publicado por Hohenberg e Kohns em 1964,
gue mostrou a energia do estado fundamental de um sistema definida exclusivamente
pela densidade de elétrons. Isso pode ser ilustrado através da definicdo E como um
unico funcional de p(r), a densidade de elétrons. A funcéo atua sobre uma variavel para
fornecer um numero, ja o funcional atua em uma funcédo para fornecer o nimero. Em

DFT o funcional de energia é a soma de dois termos:
E[p(r)]= [Veu ()o(rdr + Fo(r)] (16)

E[o(r)], que descreve a interacdo dos elétrons com o potencial externo Vex(r). O
segundo termo, F[o(r)], € a soma da energia cinética e eletrbnica e a contribuicdo das
interacdes intereletrbnicas. A densidade eletrbnica exata do estado fundamental

corresponde ao minimo de energia. O niumero de elétrons, N, é fixado:
N =Ip(r)jr (17

Isto permite uma abordagem semelhante a utilizada para encontrar fun¢cdes de ondas

com o método Hartree-Fock.
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O método DFT foi desenvolvido por Kohn e Sham, em 1965, fornecendo uma
solucéo pratica para resolver o teorema de Hohenberg-Kohn. O termo F[p(r)] na Eq 16

ndo é conhecido, mas pode ser aproximada em trés termos:

F[p(r)] = EKE [,O(I’)]-F EH [p(r)]+ Exc [,D(I’)] (18)

Este descreve a energia cinética, Exe[o(r)], a energia couldmbica de elétron-elétron
En[o(r)], e as contribuicdes de troca e correlacdo, Exc[o(r)]. A densidade, p(r), foi escrita
como a soma dos moédulos dos quadrados de um conjunto de orbitais ortonormais de

um elétron:
plr)=2lyi(r) (19)

A introducdo desses termos da as equacBes de um elétron Kohn-Sham uma
abordagem auto-consistente. Uma suposic¢éo inicial na densidade é feita e produz um
conjunto de orbitais e uma melhor densidade. A densidade melhorada é usada para
iniciar a préxima iteracdo e assim sucessivamente até a auto-consisténcia ser atingida.

Outras aproximacgOes foram desenvolvidas para explicar as desvantagens na
teoria que diz respeito ao potencial de correlagdo de troca. Uma forma de funcional
explicita para esse potencial ndo foi encontrado. O método DFT que foi usado para
correcdes neste trabalho foi o funcional B3LYP®. Ele é baseado em uma classe de
aproximagado melhorada conhecido como o método Gradiente Corrigido que leva em
conta o gradiente de densidade eletrbnica para corrigir o termo de correlacdo de troca.

O funcional B3LYP usa o gradiente de correcdo Becke para a troca e os gradientes de
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correcdo de Lee, Yang e Parr para a correlagcdo, os quais € parametrizado com dados
experimentais. Ele também inclui um termo de troca Hartree-Fock o que faz dele um
método hibrido Hartree-Fock/DFT.

Métodos DFT néo séo classificados como ab initio ou semi-empiricos, embora
eles apresentem caracteristicas de ambos. Eles podem fornecer descri¢cdes precisas
da estrutura eletrénica de uma molécula. As vantagens da utilizacdo de DFT sobre os
meétodos ab initio € que ele usa a densidade de elétrons, que ao contrario da funcéo de
onda € uma quantidade observavel. Densidade de elétrons tem trés coordenadas
espaciais independentemente do numero de elétrons, o que significa que é possivel
calcular as geometrias e as propriedades dos sistemas com centenas de atomos.

Neste trabalho, foi utilizado o método ab initio DFT no calculo de otimizacdo de

geometrias, parametros energéticos, geométricos e eletrénicos do sistema investigado.

3.2. Quimica Medicinal e as Técnicas de QSAR

Uma das técnicas muito empregada em quimica medicinal no planejamento de
novas moléculas candidatas a farmacos € o estudo das rela¢cdes quantitativas entre a
estrutura e atividade (QSAR, do inglés, Quantitative Structure-Activity Relationships).*®

As técnicas de QSAR sdo empregadas com a finalidade de se encontrar
moléculas com propriedades superiores em relagcdo aquelas apresentadas pelo
conjunto de dados que deu origem ao processo de modelagem. A propriedade alvo,
geralmente poténcia ou afinidade, deve ser padronizada e validada para ser util em

estudos de QSAR. Propriedades moleculares sdo calculadas e empregadas como
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descritores. Métodos estatisticos sdo empregados para produzir uma relagdo que
descreve as variagfes na propriedade alvo, em funcéo dos descritores. Esta relacao é
denominada QSAR, a qual pode ser utilizada em programas de planejamento para
orientar a sintese de novas moléculas com propriedades otimizadas. O processo ciclico
de formulacdo da QSAR, predicdo da propriedade alvo, sintese e ensaios bioldgicos,
prosseguem até que moléculas qualificadas candidatas a novos farmacos sejam

selecionadas.

3.2.1. QSAR

Design de novos farmacos tem sido influenciado consideravelmente desde que o
primeiro estudo quantitativo da relacdo estrutura-atividade (QSAR) foi publicado por
Hansch e seus colaboradores em 1962%. Este trabalho utilizava modelos mateméticos
desenvolvidos a partir de métodos multivariados de analise de dados para correlacionar
as alteracdes na atividade biolégica com as mudancas na estrutura quimica para uma
série de moléculas. Os métodos classicos de QSAR descrevem as relacdes estrutura-
atividade em termos de parametros fisico-quimicos, propriedades estéricas e de certas
caracteristicas estruturais, ou seja, obter os parametros responsaveis pela presenca ou

auséncia de atividade inibitoria nestes compostos.

3.2.1.1 Descricéo dos parametros moleculares calculados

No presente estudo, para tentar obter as possiveis relacées entre a atividade

biolégica dos compostos dicetoacidos e seus analogos, diversas propriedades foram
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calculadas a partir dos métodos quimico-quanticos e outra ferramentas
computacionais.
Estas propriedades podem ser divididas em cinco grupos de parametros:

eletrbnicos, geométricos, constituicionais, topologico e lipofilia.

Parametros eletrénicos: calculados a partir de métodos quimico-quanticos, estes
relacionam a influéncia de certos grupos ou substituintes na densidade de distribuicao
eletrbnica. Como por exemplo: energias dos orbitais de fronteira, cargas atdmicas,
potencial de ionizagao, energia eletronica e polarizabilidade.

As energias dos orbitais de fronteira denominados HOMO (High Occupied
Molecular Orbital — ultimo orbital molecular ocupado) e LUMO (Lower Unoccupied
Molecular Orbital — primeiro orbital molecular desocupado) envolvem o principio de que
os elétrons em uma molécula ndo estdo localizados entre 4&tomos, mas em orbitais
moleculares deslocalizados, no qual um orbital molecular representa uma combinacao
linear dos orbitais atdmicos. Os orbitais HOMO e LUMO sé&o propriedades importantes,
uma vez que medem a capacidade doadora e receptora de elétrons, respectivamente.
Assim, quanto maior a energia do HOMO, maior sera o carater nucleofilico, ou seja, a
capacidade doadora de elétrons, ja que a energia necessaria para retirar um elétron do
HOMO sera menor. Por outro lado, quanto mais baixo for o nivel energético do LUMO,
maior sera o carater eletrofilico ou afinidade eletronica, pois os elétrons estardo em

orbita mais estavel*°. A Figura 11 ilustra os orbitais de fronteiras.
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Figura 11. Orbitais de fronteira HOMO e LUMO.

O potencial de ionizacdo esta relacionado a forca com que um elétron esta
ligado ao atomo. Assim, o primeiro potencial de ionizacdo € a energia necessaria para
se retirar um elétron do atomo, e pode ser considerado como sendo analogo ao valor
absoluto da energia do ultimo orbital molecular ocupado correspondente (HOMO). Por
outro lado, os valores de afinidade eletronica sdo analogos aos dos correspondentes
primeiros orbitais ndo ocupados (LUMO).

A polarizabilidade é uma medida da facilidade com que a nuvem eletrbnica de
um atomo pode ser distorcida, em funcdo do efeito de dipolo de um campo elétrico
externo, tendo desta forma uma maior dispersdao de elétrons (maior deslocalizacdo).
Esta medida pode ser obtida através da diferenca de energia (AE) HOMO-LUMO.
Quanto maior for a diferenca de energia HOMO-LUMO menor seré a polarizabilidade.**

A energia eletrdnica € calculada para a geometria de equilibrio das moléculas,

onde a configuracdo nuclear tera um valor minimo de energia eletronica.

Parametros geométricos: dependem do arranjo espacial dos atomos
constituintes da molécula. Representam, por exemplo, informacdes sobre a superficie
molecular, obtidas das areas de van der Waals dos atomos, assim como sobre o

volume molecular.
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A superficie molecular total pode ser calculada somando-se todas as
contribuicdes da superficie atbmica, assim como o volume de um dado substituinte que
também pode ser calculado.

O célculo do volume molecular é feito pelo uso da técnica de integracdo, no qual
se gera um conjunto de redes cubicas tridimensionais. O centro da rede € posicionado
em um atomo, e o didmetro € a aresta do cubo. Todos os pontos da rede séo testados,
como se eles estivessem dentro do atomo, cuidando para evitar o problema da

sobreposicao atdmica.

Parametros Constitucionais: sao descritores calculados rapido e facilmente e
estdo relacionados aos elementos constituintes de sua estrutura. S8o exemplos a
massa molecular, nidmero total de atomos na molécula e numero de atomos de
identidade diferentes. Informacdes relacionadas a ligacdes sdo também consideradas,
como numeros totais de ligacdes simples, duplas, triplas ou aromaticas, assim como
namero de anéis aromaticos.

Parametros Topoldgicos: tratam a estrutura da molécula como um objeto
geométrico, tendo os atomos como vértices e as ligacfes covalentes como arestas.
Com base nesta abordagem, muitos indices quantificando a conectividade molecular
sdo definidos, como indice de Wiener que conta o numero total de ligacdes em

caminhos curtos entre todos os pares de atomos nao-hidrogénio.

Parametros de Lipofilia: o logaritmo de coeficiente de particdo (log P), definido

como sendo o logaritmo a razdo entre a solubilidade de uma substancia em um
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solvente organico e a solubilidade da mesma em agua. Este parametro esti

relacionado principalmente com a distribuicdo do farmaco no organismo.

Nesse trabalho foi realizado um estudo quimiométrico de 26 compostos
pertencentes as classes 1,3 dicetoacido®® e 8-hidroxi-(1,6)-nafititidina-7-carboxiamida®
24 objetivando construir um modelo quantitativo da relagdo estrutura-atividade pela

inibicdo da enzima integrase do virus HIV-1. Os resultados deste estudo encontram-se

no Capitulo 4 desta tese.

3.2.2. Docking Molecular

A compreensdo dos mecanismos de reconhecimento molecular ligante-receptor
vem sendo cada vez mais utilizada no planejamento racional de farmacos baseado na
estrutura do receptor com reducédo do tempo e do custo envolvidos no processo de
desenvolvimentos de novos medicamentos.

Dentre as varias técnicas computacionais disponiveis para o planejamento de
farmacos, é interessante a utilizacdo da estrutura do receptor biolégico quando esta se
encontra disponivel, modelando a estrutura quimica do ligante e relacionando-a com a
atividade biolégica. Neste caso, o docking € uma das técnicas mais utilizadas
atualmente tanto nas universidades como nas indUstrias farmacéuticas®®, a qual
consiste na utilizacdo da estrutura do receptor como molde para o desenvolvimento de
novos ligantes, dissimilares daqueles ja conhecidos, através de uma estratégia de
busca (conformacéo e orientacéo) e uma funcdo de escore, no sitio ativo da enzima,

estimando-se a afinidade de ligacéo entre ligante e receptor. **

44



Embora a introducdo de flexibilidade do receptor seja desejavel para uma
representacdo mais realista do sistema, a maioria dos programas hoje disponiveis para
estudo de docking considera a estrutura do receptor como sendo rigida e apenas o
espaco conformacional do ligante como flexivel.*®

Neste trabalho, utilizou-se o programa GOLD*, para o estudo de docking
molecular, o qual utiliza o Algoritimo Genético (GA) na determinagcdo da melhor
conformacdo do ligante no sitio ativo da enzima®’. Neste programa, o ligante é
totalmente flexivel, enquanto que na biomacromolécula, isto €, na proteina, apenas as
cadeias laterais sao flexiveis. Resultados de docking disponiveis na literatura obtidos
por esse programa reproduziram, de maneira satisfatéria, a afinidade experimental para
68% das moléculas estudadas*®, mostrando-se util e confidvel na avaliagdo de novas
moléculas no sitio ativo de seus receptores bioldgicos. Esta predicdo é obtida através
da utilizacdo das fungcbes de escore as quais sdo baseadas em campos de forca e
incluem termos de ligacdo de hidrogénio, potencial de disperséo intermolecular 4-8 e
um potencial 8-12 para a energia interna do ligante. *°

Nesta tese, a docagem foi empregada no alinhamento estrutural de uma série de
moléculas do conjunto de dados (apresentados na Tabela 7, item 5.1 Capitulo 5) no
sitio ativo da enzima integrase do virus HIV-1 utilizando-se o programa GOLD 5.0°.
Primeiramente, foi realizada uma pesquisa no banco de dados PDB para a selecéao de
uma estrutura cristalografica da HIV-1 IN. Foi selecionada uma estrutura da enzima em
complexo com o dicetoacido 5CITEP e um atomo de Mg** (c6digo PDB: 1QS4), com

resolucdo de 2.1A. *°
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O processo de preparo da estrutura selecionada (alvo) para a modelagem
envolveu o seguinte procedimento: (i) verificacdo da conservagdo do sitio ativo; (ii)
analise doas aminoécidos principais; (iii) remocao do ligante do sitio ativo da enzima;
(iv) eliminacao das moléculas de agua; e, (v) adicdo de &tomos de hidrogénio.

Depois de finalizados os processos de preparagao do alvo e conjunto de dados,
foram estabelecidos os parametros de docagem. A preparagcédo do conjunto de dados
selecionados apés as pesquisas na literatura®? foi feita utilizando-se o programa
SYBYL 8.1°*°. As estruturas dos inibidores foram criadas utilizando-se as ferramentas
disponiveis no SYBYL, sendo posteriormente submetidas aos procedimentos de
minimizacdo de energia e célculo de cargas atbmicas parciais através do método AM1,
no programa MOPAC implementado no SYBYL. Os resultados da docagem molecular
para um conjunto de inibidores contendo o grupo N-Alquil-5-hidroxipirimidinona s&o

apresentados no item 5.2 do Capitulo 5 desta tese.

3.2.3. Analise Comparativa dos Campos Moleculares (CoMFA)

O método da analise comparativa dos campos moleculares (CoMFA, do inglés,
Comparative Molecular Field Analisys) é a técnica de QSAR 3D mais utilizada. O
conceito ndo qual se baseia, € o de que a atividade biologica esta diretamente
relacionada com as interacfes farmaco-receptor. Estas interacdes apresentam carater
tridimensional, portanto, este método considera as moléculas em trés dimensdes,

utilizando campos moleculares de interacdo como variaveis independentes. Estes

campos de interacdo sdo obtidos através do calculo da energia de interacdo entre as
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moléculas e sondas virtuais, que consistem em determinado tipo de &atomo. As
diferencas na atividade biolégica (varidvel dependente) sdo desta forma, descritas em
funcdo das diferencas nestes campos de interacdo. O método CoMFA emprega
predominantemente o0s campos de interacBes eletrostaticas e interagbes
estereoquimicas, baseando-se na hipétese de as interacdes farmaco-receptor sao
extensivamente dirigidas por estas forcas de natureza ndo covalente. !

O conjunto de molécula precisa ser submetido a um alinhamento estrutural, ou
seja, as moléculas precisam apresentar conformacdes semelhantes e mesma
orientagdo no espaco cartesiano. Esta é a principal dificuldade inerente a este método,
guando comparado aos métodos de QSAR 2D, como o HQSAR. Obviamente, cargas
atdbmicas dever ser incluidas nas moléculas, desde que interacfes eletrostaticas serdo
calculadas®®. As moléculas alinhadas e superpostas sdo inseridas em uma grade
tridimensional reticulada. Em cada ponto de interacdo desta grade, sdo calculadas as
energias de interacdo estereoquimica e eletrostatica entre uma sonda virtual, que pode
ser, por exemplo, um atomo de carbono, e os 4tomos préximos a este ponto. Este
processo € realizado até que todos os pontos sejam escaneados pela sonda. A partir
destes calculos, € gerada uma tabela contendo em umas as colunas, o valor da
atividade biol6gica (variavel dependente), e nas outras colunas o0s descritores
moleculares (variaveis independentes). Cada ponto da grade é representado por duas
colunas, uma delas contendo o valor da energia de interacéo eletrostatica e a outra o
valor para a interacéo estereoquimica®®. A partir desta tabela, o método de regress&o
PLS, gera um modelo estatistico correlacionado a propriedade alvo com os descritores.

Este modelo permite que novas moléculas que ainda ndo foram sintetizadas ou

47



testadas, possam ter o valor da propriedade biolégica em questdo predita® . Este

processo € esquematizado na Figura 12.
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Figura 12. Geragédo de um modelo CoMFA.

O método CoMFA permite a avaliacdo visual de modificacdes na estrutura das
moléculas que levem a um aumento da atividade biol6gica. Para tanto, poliedros que
apresentam um cddigo de cores, denominados mapas de contorno, sdo constituidos
em torno das moléculas.

A metodologia CoMFa é uma das técnicas de QSAR mais empregadas pela
industria farmacéutica na construgcdo de modelos preditivos para uma série de

propriedades biolégicas e moleculares.
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O médulo CoMFA da plataforma SYBYL 8.1° foi empregado no desenvolvimento
dos modelos de QSAR 3D. No método CoMFA, se faz necessario que as moléculas
estejam alinhadas no espaco tridimensional (descrito anteriormente no item 3.2 deste
capitulo). A atribuicdo de cargas atbmicas parciais foi necessaria para os céalculos das
interacdes eletrostaticas e geracdo dos campos correspondentes através do método
semi-empirico AM1.

Uma planilha molecular (MSS, do inglés, molecular spreadsheet) foi criada para
a realizacdo das analises de QSAR 3D, contendo toda a informagdo necessaria em
relacdo a estrutura e atividade das moléculas do conjunto de dados. A seguir, foram
especificados o0s parametros iniciais referentes a geracdo dos descritores e
posteriormente foram realizadas véarias analises de QSAR, introduzindo-se variagdes
na geracao dos descritores e nas analises estatisticas com a finalidade de refinar os
modelos e produzir um modelos CoMFA com alta capacidade de correlacdo e predicao
para o conjunto de dados gerados. Os resultados sdo apresentados no item 5.3

Capitulo 5 desta tese.

3.3.3. Holograma QSAR

O método holograma QSAR (HQSAR, do inglés, Hologram Quantitative
Structure-Actitivity Relationships), baseia-se no conceito de impressao digital molecular
(do inglés, fingerprint). A premissa da HQSAR é que a estrutura molecular pode ser
convertida em sequéncias numéricas que codificam a estrutura bidimensional das
moléculas de um conjunto de dados. Baseando-se no conceito central da QSAR, de

que a atividade biologica é funcédo da estrutura molecular, € possivel fazer predi¢des a
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respeito da atividade de uma molécula a partir das informacdes codificadas nos
hologramas moleculares. >**°

Os hologramas moleculares empregados na técnica de HQSAR sdo uma forma
diferente de impressao digital. O holograma é gerado a partir da fragmentacdo da
estrutura bidimensional das moléculas, onde todos os fragmentos possiveis sdo obtidos
e posteriormente distribuidos pelo holograma molecular. Cada posi¢cdo do holograma
contém o numero de fragmentos alocados nesta determinada posi¢cdo, sendo que
fragmentos iguais que ocorrem mais de uma vez sdo sempre colocados na mesma
posicdo. Desta forma, o holograma contém informacdes a respeito dos tipos e da
guantidade de fragmentos moleculares. Isto distingue o holograma da impresséo digital
tradicional, onde a notacao é simplesmente binaria, contendo apenas caracteristicas o
el.*

Durante o processo de modelagem de HQSAR, ha a possibilidade de se definir
varios parametros relevantes na obtencdo dos hologramas, como o comprimento do
holograma, o tamanho dos fragmentos e os parametros utilizados para distinguir
diferentes fragmentos. O tamanho dos fragmentos é definido pelo nimero méaximo (N)
e minimo (M) de atomos que cada fragmento gerado podera conter. Os parametros
apresentados na Tabela 1 podem ser utilizados para definir as diferencas ente os
fragmentos®®. H4 a liberdade de ser gerar modelos selecionando todos os parametros,

ou combinacbes de apenas alguns parametros. Escolhendo ao final aquela

combinacao que produz o resultado estatistico mais relevante.
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Tabela 1. Parametros de distingdo de fragmentos no método HQSAR

Parametro de

Distincdo de fragmento

Definicao

(A) Atomos

(B) Ligacbes

(C) Conectividade

(H) Hidrogénio

(Ch) Quiralidade

(DA) Doador e Receptor

Permite que os fragmentos sejam distinguidos
com base nos tipos de atomos.

Permite que fragmentos sejam distinguidos
com base nos tipos de ligac8es: simples,
duplas, triplas e aromaticas

Permite que os fragmentos sejam
diferenciados baseando-se no estado de
hibridizacdo dos 4tomos contidos no
fragmento.

A distingé@o dos fragmentos é feita com base
na presenca e numero de atomos de
hidrogénio.

Permite que os fragmentos sejam distinguidos
com base na presenca de 4&tomos quirais.

Esta opcao permite que os fragmentos sejam
distinguidos com base na presenca de &tomos
aceptores ou doadores de ligacbes
hidrogénio.

A partir da geracdo dos hologramas moleculares, o método de regressado por

minimos quadrados parciais (PLS, do inglés, partial least squares) correlaciona a

atividade biologica com a informacdo contida nos hologramas, gerando um modelo

estatistico de QSAR. Uma nova molécula que ainda néo foi testada pode entao ter sua

atividade predita quando submetida a este modelo®. O processo é ilustrado na Figura

13.
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Figura 13. Geracdo de um modelo HQSAR.

Um importante papel de um modelo de QSAR, além de predizer a atividade de
moléculas nédo testadas, € fornecer indicacfes sobre quais fragmentos moleculares sao
importantes para a atividade biologica. Estas informac6es podem orientar a sintese de
novas moléculas com propriedades otimizadas. No método de HQSAR, este objetivo é
atingido através da construcao de um mapa de contribuicdo 2D, que utiliza um cédigo
de cores para indicar a contribuicdo dos fragmentos moleculares para atividade das
moléculas®®. Esta metodologia, que atualmente faz parte de um leque tecnologias
disponiveis em quimica medicinal, é capaz de gera modelos de QSAR com alta
capacidade de interpolacéo e extrapolacdo em diversos conjuntos de dados.

Para 0 mesmo conjunto de dados da HIV-1 IN utilizado na modelagem de

CoMFA foi empregado o médulo HQSAR da plataforma SYBYL. As estruturas das
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moléculas do conjunto de dados e os valores correspondentes de pICsy (-log ICsp)
foram transferidos para uma planilha molecular (MSS), onde fica armazenada toda a
informacdo para o processo de modelagem de QSAR. A proxima etapa consistiu na
selecdo de diversos parametros referentes a geracdo dos hologramas para as
moléculas do conjunto de treinamento. Varias andlises de QSAR, empregando
inUumeras combina¢fes de parametros, foram realizadas com o objetivo de otimizar os
modelos até produzir um modelo final de HQSAR com elevada consisténcia interna.
Esse modelo foi entéo utilizado no processo de validagéo externa de um conjunto teste.
Os resultados sdo apresentados no item 5.4 do Capitulo 5.

Todos os trabalhos de calculos quéanticos, andlise estatistica e produgcdo do
modelo QSAR foram realizados em esta¢cdes computacionais no Grupo de Quimica
Estrutural, no Instituto de Quimica de Séo Carlos da Universidade de Sao Paulo. Ja os
célculos de docking molecular, CoOMFA e HQSAR foram realizados na Escola de Artes,

Ciéncias e Humanidades da Universidade de Sao Paulo.
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4. ESTUDO QUIMIOMETRICO DOS COMPOSTOS 1,3 DICETOACIDOS E SEUS

ANALOGOS 8-hidroxi -(1,6)-nafititidina-7-carboxiamida

Neste capitulo, serdo discutidos os resultados do estudo quimiométrico de 26
compostos pertencentes as classes 1,3 dicetoacido e 8-hidroxi -(1,6)-nafititidina-7-
carboxiamida, objetivando construir um modelo quantitativo da relagdo estrutura-
atividade pela inibicdo da enzima integrase do virus HIV-1. Foi calculado um grande
namero de descritores eletrdnicos, estruturais e topoldgicos para serem utilizados em
analises realizadas com o método quimiométrico PLS (Minimos Quadrados Parciais),
com o intuito de identificar descritores que pudessem ser relacionados com as

atividades biologicas apresentadas, de acordo com o procedimento descrito a seguir.

4.1. Procedimento Computacional

Dos compostos contendo o grupo 1,3 dicetoacido *° e o grupo 8-hidroxi -(1,6)-

nafititidina-7-carboxiamida 222

selecionados na literatura, foram escolhidos 20
compostos para construir o conjunto de treinamento (mostrados na Tabela 2) e 6
compostos para fazerem parte do conjunto teste, para a validacdo externa do modelo
obtido. (ver Tabela 3). A escolha dos compostos foi feita de maneira que os dois
conjuntos apresentassem diversidade estrutural e uma boa distribuicdo da propriedade
biologica (valores de pICs variando entre 5,12 e 8,15). Quanto maior o valor de pICs

maior a atividade. O conjunto de compostos foi dividido em duas classes: compostos

com valores de pICso > 7.4 foram considerados como compostos com maior afinidade
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em se ligar com os 4tomos de Mg** na interface da enzima e aqueles com plCsy < 7.4
foram considerados compostos com menor afinidade em se ligar com os atomos de
Mg®" na interface da enzima. A propriedade utilizada, ICs refere-se & concentracéo de
inibidor necesséria para diminuir em 50% a atividade enzimética. Todos os valores de
ICso foram determinados nas mesmas condigBes experimentais, o que é um fator
essencial para o desenvolvimento de modelos confiaveis de QSAR.

A estrutura representativa da diversidade quimica é apresentada na Figura 16. A
unidade farmacoforica é constituida pelos fragmentos 1,3 dicetoacido e o grupo 8-
hidroxi-(1,6)-nafititidina-7-carboxiamida, sendo fundamental no processo de
reconhecimento molecular desta série de inibidores pela a HIV-1 IN. A conservacgéo da
unidade farmacoférica é requerida para a manutencdo da poténcia inibitéria, uma vez
que a diversidade estrutural desta série € conferida pelos variados substituintes

presentes nos fragmentos A e B da Figura 14.

30 50

1.3 dicetoacido 8-hidroxi -(1,6)-nafititidina- 7 -carboxiamida

Figura 14. Estrutura representativa da diversidade quimica do conjunto de dados
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Tabela 2. Estruturas quimicas e valores de plCs, dos compostos do conjunto de treinamento.

Composto Estrutura geral R R’ pICso (NM)
R
N ~ Nz E_N\)\_«O '
0 HO CHs3
2 R H H 7.95
3 Me H 7.95
4 - - 7.88
5 H H 7.88
6 - - 7.69
o NHz2
7 LA - 7.69
©oons ©
R
F (o]
N~
LD ol
. ~
N N
0 HO .
o
9 e - 7.60
"cHy
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Tabela 2. continuacéo

Composto Estrutura geral R R’ pICso (NM)
10 Me Me 7.56
HiC,  GHa
11 N,—f”'{‘c - 7.52
CHa
12 Me Me 7.45
13 - P> - - 7.39
O OH
CHa
N~
14 (\ - 7.39
A
R ' HzC
F 0 'N—CH:
15 NZ x - 7.39
N | =N
XN ‘CHs
O HO
16 0§ 7.30
E_NHO .
CHz
F
17 O\ o o - - 6.43
N
WCOOH
. R H3C\
N N-—CHa
18 T e - 6.32
3 b " CHs
/ \ COOH
N
19 ° 0 - - 6.30
I\ COOH
N
- - 512

20 O Q 0]
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Tabela 3. Estruturas e valores de plCs, dos compostos de conjunto teste.

Composto Estrutura geral R R’ pICso

21 OE)LN/“CH‘J‘ - 8.00

N O
CHa
23 H - 7.48
/ \ COOH
N
24 o o - - 7.30
F
O O
25 N COCH 6.39

26 - - 5.39

4.2. Otimizac&o das geometrias e calculo dos descritores moleculares

A obtencdo de parametros moleculares utilizados no estudo da relagéo
estrutura-atividade é uma etapa importante do trabalho, pois estes parametros
representam as propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo. Sendo assim,
€ necessario analisar cuidadosamente a importancia de cada parametro para a
atividade biologica em questdo, dada a grande complexidade encontrada no estudo
das relacdes entre estrutura quimica e atividade biolégica.

Para realizar os calculos das propriedades moleculares que descrevem o0s

compostos, € necessario conhecer a estrutura mais adequada do ponto de vista
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energético. Para esse fim, foi empregado inicialmente um procedimento de otimizacao
das geometrias dos compostos, que consiste em encontrar a geometria de equilibrio
correspondente ao arranjo atdmico que minimiza a energia total das moléculas a serem
estudadas. Embora essa geometria ndo corresponda a conformacgéo bioativa, que é
aquela associada a atividade biolégica, este € um procedimento freqlientemente
adotado em estudos da relagdo estrutura-atividade por ser menos dispendioso
computacionalmente, e foi empregada no presente trabalho, dada a quantidade de
compostos a serem estudados e o nivel de teoria utilizado (DFT, Density Functional
Theory — Teoria do Funcional da Densidade). A partir da estrutura de menor energia
para cada composto, foram calculadas as propriedades geométricas e eletrénicas dos
compostos, como energia eletronicas, polarizabilidade, dipolo, energia dos orbitais de
fronteira HOMO-2, HOMO-1, HOMO, LUMO, LUMO+1 e LUMO+2, cargas atomicas,
etc. Todos esses calculos foram feitos empregando o método ab initio da Teoria do
Funcional de Densidade com o funcional de troca-correlagdo B3LYP. O B3LYP é um
método com custo computacional similar ao Hartre-Fock e com resultados entre o
método de perturbacéo de segunda (MP2) e terceira (MP3) ordens de Mgller- Pleset®’.
Ja4 o método DFT foi utilizado, pois leva a excelentes resultados para a andlise das
energias®*°. O conjunto de base empregado foi 0 6-31G**, implementado no programa
Gaussian 03%°. Estimados a partir de céalculos quimico-quanticos, os parametros
eletrbnicos descrevem ndo somente as propriedades eletronicas das moléculas, mas
também a influéncia eletrénica de certos grupos ou substituintes na interacdo com o

receptor biologico.
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As cargas atdbmicas foram calculadas usando o método CHELPG do programa
GAUSSIAN 03. Esse método permite avaliar o potencial eletrostatico da molécula a
partir de cargas atomicas pontuais de modo que represente o melhor potencial
molecular para um conjunto de pontos definidos em volta da molécula. **

Com o programa ChemPlus °©

, foram calculadas algumas propriedades
hidrofébicas e estéricas, tais como; area superficial, volume, volume dos substituintes,
massa molecular, refratividade molar e polarizabilidade.

Além dos parametros eletrbnicos, diversos parametros topoldgicos foram
calculados pelo programa DRAGON 2.1%. Estes parametros caracterizam atributos
estruturais das moléculas (indices de forma molecular e valores de equivaléncia
topoldgica), caracterizando atomos e grupos no esqueleto molecular. Parametros
estéricos e hidrofébicos, como area superficial, volume molecular, massa e angulos
diedros das moléculas e logP, também foram calculados, pois sédo fatores importantes
na interacdo de um ligante com seu respectivo receptor.

O peso de Fisher foi calculado com o objetivo de selecionar as varidveis com
maior poder de discriminacdo dentro deste conjunto de moléculas. Quanto maior o seu
valor, maior seré a contribuicdo de uma dada propriedade, pois maior sera a separacao

do valor das médias das duas classes em questdo®. O Peso de Fisher, W..,, para o i-

ésimo descritor e amostras pertencentes as classes 1 e 2 € calculado pela Eq. 20:

[X.(D)-X,2)]

0= st )

(20)

onde X; os valores médios para amostras de cada classe e Si? sdo os valores das

variancias de cada classe.
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Para a analise estatistica, o modelo de regressdo dos minimos quadrados
parciais (do inglés PLS, Partial Least Square) tem como objetivo principal correlacionar
uma variavel dependente através de uma relacdo quantitativa; neste caso, o valor da
atividade biolégica com as varidveis independentes - propriedades calculadas para a
série de compostos. Este método esta baseado na combinacdo linear de todas as
varidveis originais, e ortogonais das demais componentes principais®. A anélise
quimiométrica PLS foi realizada com o programa Pirouette 3.11°°. O objetivo desta
etapa do trabalho foi tentar predizer quais propriedades moleculares tém relevancia na
atividade biologica e verificar a possibilidade de predicdo de resultados futuros

baseados nestas informagdes.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1. Selecao de variaveis

Como foi calculado um extenso conjunto de propriedades e descritores, faz-se
necessaria uma selecao dos mesmos através da reducdo deste conjunto, com o intuito
de eliminar as varidveis que néo estejam diretamente relacionadas a atividade biol6gica
dos compostos.

A partir das propriedades calculadas para os 26 compostos, efetuou-se o
célculo dos pesos de Fisher dessas variaveis, para verificar quais teriam o maior
potencial descriminante. Aquelas com maior peso foram selecionadas para serem

utilizadas nas andlises estatisticas. De 1150 variaveis foram eliminadas as variaveis
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apresentando altas correla¢des entre si e 16 variaveis com pesos de Fisher acima de

2,5 foram selecionadas para a geracao do modelo PLS.

4.3.2. Regresséo PLS

O método estatistico PLS foi empregado neste trabalho para modelar a
propriedade experimental de interesse (variavel dependente plCso), Y, com o0s
possiveis descritores X (variaveis independentes), representando as estruturas
guimicas dos compostos em estudo. Primeiro, um modelo foi constituido e refinado
com base no conjunto de treinamento e, em seguida, foi usado para fazer predicdes
sobre os compostos do conjunto de teste (validacdo externa do modelo). O melhor
modelo é escolhido com base na soma dos quadrados dos erros de predicdo (PRESS)
obtidos no procedimento de validacdo cruzada do modelo. O numero 6timo de
componentes PLS é aquele que minimiza o valor de PRESS. Se o modelo apresenta
boa qualidade, o que é verificado pelos valores dos coeficientes de correlacdo r’ e g° e
também pelos residuos de predicdo pode ser utilizado para fazer predicbes da
propriedade biolégica de compostos desconhecidos que sejam estruturalmente
similares aqueles presentes no conjunto de treinamento.

O melhor modelo encontrado foi construido com os descritores energia do orbital
LUMO (ELuwmo), polarizabilidade, carga no atomo 1 (Q;) e distancia de ligacdo entre os
atomos 2 e 3 (rz). O numero 6timo de componentes PLS foi escolhido analisando-se 0
valor de PRESS. Pela Tabela 4, verifica-se que o nimero de componentes PLS
correspondente ao menor valor de PRESS e ao maior valor de g ? é igual a 6, sendo

portanto o nimero 6timo de componentes PLS para o conjunto de dados. Este nUmero
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resultou em um modelo com coeficientes de regressdo r* = 0,86 e q ? = 0,65, 0 que

indica que um bom modelo foi obtido.

Tabela 4. Porcentagem de variancia, PRESS, r° e q

comporente  varincepress ¢ ;
1 48 3,66 0,599 0,804
2 56 4,07 0,595 0,840
3 63 4,22 0,569 0,859
4 78 4,70 0,660 0,907
5 87 4,29 0,562 0,848
6 88 3,90 0,652 0,863
7 95 4,28 0,495 0,759
8 100 4,81 0,589 0,799
9 100 4,52 0,615 0,825

A Figura 14 mostra a reta de regressao para os valores de plCsp para o conjunto

de treinamento. A maioria dos residuos de predicao € menor do que 0,30. A Figura 15

mostra também a reta de regressao para os compostos do conjunto de teste usados na

validac&o externa no modelo PLS. Os resultados da predicdo para este conjunto sé&o

mostrados na Tabela 5, onde é possivel observar que os erros de predicdo sédo todos

inferiores a 0, indicando que um modelo com bom poder preditivo foi obtido.
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etreino

mteste

pIC50 predito

7
pIC50 experimental

' Figura 15. Valores de pICsg preditos versus experimentais para a regressao PLS.

Tabela 5. Residuos de predigdo para o conjunto teste

Compost l0gICso logCso predito  Residuo

0 experimental

21 8,00 8,43 -0,42
22 7,82 8,04 0,22
23 7,48 7,86 -0,39
24 7,30 7,51 -0,21
25 6,40 6,86 -0,46
26 5,40 5,66 -0,26

O melhor modelo de regresséo obtido esta representado na Eq. 21.

log ICso = -0.5047(Ejumo) - 0,7851(polar) + 0,00768( Q1) + 0,3106( )

(21)
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A partir dessa equacao pode-se observar que a E yvo € a polarizabilidade
contribuem negativamente, enquanto que a carga no atomo 1 e a distancia r, entre os
atomos 2 e 3 contribuem positivamente. Deste modo é possivel dizer que a
contribuicdo das quatro variaveis (multiplicadas por seus coeficientes na equacao)
determina a presenca ou auséncia de atividade. Portanto, para que um inibidor da
enzima integrase seja ativo, Q; e r, precisam apresentar valores baixos enquanto

ELumo € a polarizabilidade valores altos.

4.3.3. Relacé&o entre orbitais moleculares e valores logICsg

Como discutido no Capitulo 1, a atividade desses inibidores sdo dependentes
dos fons Mg?* presentes no sitio catalitico da enzima, o qual atua como uma ponte de
ligacdo entre a triade catalitica DDE, o cDNA viral e o0 DNA hospedeiro. Com o objetivo
de melhor entender a atividade dessa classe de moléculas foram calculados mapas de
HOMO e LUMO, com o método ab initio DFT B3LYP 6-31G**, para algumas moléculas
mais ativas e outra menos ativas sem complexar com 0s ions e complexadas com 0s
fons Mg?* ([L-2Mg(H20).4]*"). Pela Tabela 6, é possivel observar que para as moléculas
mais ativas (moléculas contendo o grupo8-hidroxi -(1,6)-nafititidina-7-carboxiamida) o
HOMO encontra-se na regido farmacoférica responsaveis pela formacdo do complexo
com os fons Mg®". O que fica claro, pois para a ligacdo com os cétions é necessaria

uma densidade eletronica maior nos atomos de oxigénio envolvidos.
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Tabela 6. Orbitais moleculares para os compostos mais ativos e menos ativos

. pIC50 Lumo do complexo
L . +
Molécula (M) Homo umo ligante Mg?
5,39

0 O
7,30
F

DY 788

\@V Y\):@ 8,15

Avaliando as estruturas, verifica-se que os anéis do grupo 8-hidroxi -(1,6)-
nafititidina-7-carboxiamida contribuem com carater nucleofilico para os atomos de
oxigénio, 0 que ja ndo acontece no grupo 1,3 dicetoacido visto a auséncia de anéis

aromaticos. Como consequiéncia, as moléculas de naftiridinas sdo mais ativas que as
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moléculas de dicetoacidos. Ap6s a complexacgédo com os fons de Mg®*, torna-se agora
necessario que o LUMO esteja sobre os &tomos de magnésio, uma vez que estes irdo
interagir com uma regido nucleofilica do sitio catalitico da enzima. Para as moléculas
mais ativas (naftiridinas), observa-se que o LUMO esta principalmente sobre os 4&tomos
de magnésio, ao passo que para as moléculas menos ativas (dicetoacidos),
novamente, o orbital encontra-se diluido ou concentrado em uma regido diferente dos

ions de magnésio.

4.4. Conclusodes

Neste capitulo, foram apresentados modelo SAR e QSAR confiaveis e
preditivos, obtidos com o método quimiométrico PLS. O modelo apresentou
consisténcia interna e foi validado com um conjunto de teste. Os descritores
selecionados, que contém informacgBes Uteis sobre varios aspectos da estrutura
molecular, mostraram boa correlacdo com o modo de inibicdo da enzima integrase do
virus HIV-1. As analises de QSAR e 0 estudo tedrico com o método DFT indicaram
que, para as moléculas mais ativas, os orbitais moleculares HOMO e LUMO estéo
localizados principalmente nos farmacéforos [-dicetoacidos e 8-hidroxi-(1,6)-
nafitiridina-7-carboxamida. Logo ha uma importante contribuicdo das cargas negativas
sobre os atomos de oxigénio que estdo envolvidos na coordenagdo com os cations de
Mg®" Este efeito do orbital produz um elevado carater nucleofilico sobre esses sitios
ativos, necessario para deslocar duas moléculas de agua a partir de [Mg(H20)e]*".

Finalmente, o LUMO nas moléculas mais ativas em [L-2Mg(H20).4]** esta localizado na

67



regido dos fons Mg**, possibilitando a ligacdo com os &tomos de oxigénio dos residuos

aspartato (D64 e D116) e glutamato (E152) no sitio ativo da enzima.
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5. ESTUDO DAS RELACOES QUANTITATIVAS ENTRE A ESTRUTURA E
ATIVIDADE DOS INIBIDORES DA INTEGRASE CONTENDO O GRUPO N-Alquil-5-

hidroxipirimidinona

Em outubro de 2007 foi aprovado pelo FDA o primeiro medicamento pertencente
a classe dos inibidores da integrase (inibindo a etapa de transferéncia de fita, INIs),
conhecido comercialmente como ISENTRESS™. Essa decisdo do FDA foi baseada
nos resultados da analise clinica realizada durante 24 semanas em que ISENTRESS™
foi combinado a terapia padrdo (OBT) em pacientes no tratamento de teste,
providenciando redugdes na carga de HIV RNA viral e no aumento da contagem de
células CD4?°. O ISENTRESS™ possui como principio ativo o raltegravir, um
composto contendo o grupo N-Alquil-5-hidroxipirimidinona, sintetizado a partir de
dicetoacidos e nafitiridinas. Com o objetivo de obter um modelo quantitativo
mais condizente com a realidade atual, optou-se por estudar agora as moléculas
do grupo N-Alquil-5-hidroxipirimidinona por meio de Docking Molecular, QSAR 3D e

HQSAR.

5.1. Conjunto de dados

Os inibidores da HIV-1 IN empregados no desenvolvimento dos modelos

de QSAR foram selecionados por meio de pesquisas na literatura®®>?°

. O conjunto
de dados dos inibidores da HIV-1 IN empregado no desenvolvimento dos modelos de

Docking Molecular, QSAR 2D e 3D possui 79 moléculas associadas aos respectivos
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valores de poténcia (ICsp). As estruturas quimicas e os valores da atividade biolégica

(ICsp) sé@o apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Conjunto padréo de dados de inibidores da HIV-1 IN.

Compostos do conjunto de treinamento

Comp. Estrutura Geral R, R, plCso

%y | OHH |\ F | p
R, R, 0 I
3 /NYN\’ Me 7.7
0
|
4 N . Me 7.9
— ~ - \’_-
Oa’a -%."O ¢
o |
5 N, H 8
R Ez > | H | PRt
6 1 N Ho o~ H 8.4
\(f)r 0 | ’
7 N, Me 7.8
N
NxN -
8 | 7.8
/ i
O i -
9 « ,r" l 8.1
0 N
OH F
woN i ow [ N )
10 Ry N%{\ N _ /J/~ 8.0
N /
TR s
M i -
11 /J/': 8.2
N/
N—N -

12 /QOB\I 7.8
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13 /Q 3\ 8.4

N g
Tabela 7. Continuacéo
Comp. Estrutura Geral R, R, plCso
14 Q/ 7.2
AN
L
15 ' 6.1
N

16 \Q/ 6.7
AN
HO‘IH E
\
O MBO””'Q/‘: -
18 i . . 6.7
| H |
N - N '
5 TN
19 U ; 72
AN
20 Q/ ] 7.7
AN
\
22 /\l/ - 6.7

23 \NM - 6.8
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7.4

24

Tabela 7. Continuacéo

pICso

R>

R1

Estrutura Geral

Comp.

7.1

25

8.2

26

8.1

27

7.2

28

7.2

7.1

29
30

7.1

31

7.3

32

7.0

33

7.0

34
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6.6

35
AN
| - 6.7
36 N )
-~ \,/‘\
Tabela 7. Continuacéo
Comp. Estrutura Geral R, R, pICso
SN
37 I - 5.7
Bn
f!l ) 7.3
38 - k - '
|
39 ~ N - 7.2
(R
40 -~ R - 8.1
OH CFa
OH |
N ™~ N "
41 | - K - 8.0
)\ > N
Ry N
0 o
42 - Zf - 7.3
|
N .
~ \
43 ﬁ - 7.5
0
a4 P . 7.0
45 H - 7.2
46 H H 7.2
47 o 2-F H 6.7
48 Sy OH 3-F H 7.2
2 Al L
49 0 N 3-Cl H 7.2
N 0
50 k/ e 3-Br H 7.7
51 3-OMe H 6.8
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52 4-F 3-F 7.6
53 4-F 3-Me 7.1
54 4-F 3-Cl 7.5
55 4-F 3-Br 7.3
Tabela 7. Continuacéo
Comp. Estrutura Geral R, R, plCso
F
56 /©/ - 8.0
F
0
57 N OH '\ - 7.7
| H ‘
Y}QN N._-R 07 “NHMe
o F
58 N - 7.7
07 ™N
}\I:K
F
59 /©/ - 8.0
OH F
60 N o OH k : - 7.7
| H ‘
>‘/1QN N._-R; 07 “NHMe
F
O
61 - 7.7
0" ™~N
}\l:«
62 | 8.0
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63 y 7.2
© o NHY
F
64 , 8.0
S50:2Me
Tabela 7. Continuacao
Compostos do conjunto teste
Comp. Estrutura Geral R1 R, plCso
65 O N Me 6.6
- OH F Y
N ¥
R It
SN
e N
66 7 R 0 ~SgoNy Me 8.1
2 2 D,;_ _;.“D ,
67 0 ,fDm.f' H 7.8
\,\ OH \ &
re R I K >
g 7<J<\N = N~
68 H 7.7
. o
et
0 PN
69 %\ - 7.7
Rl OH ’
N 3 .
Ri_ N R
S i
YR N
70 0 0 | ,;l\ . 8.2
N er
F, :
n O
0
%0 OH F N\
| H N_ _O
ny N S~
S T
72 0 - 7.3
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73 El.;j\, - 6.4
74 T :I\ - 7.3
N >

Tabela 7. Continuacéo

Comp. Estrutura Geral R R, plCso
75 Q\: - 6.7
| &+
rjl .
76 ~ * - 8
OH
OH F N X
77 N| = H | > - . - 7.4
R1)\N/ 4 = |
0] N Y
78 ~ i : - 7.0
|
N

~
79 Cj ; 71

A propriedade utilizada, ICsy refere-se a concentracdo de inibidor necessaria
para diminuir em 50% a atividade enzimatica. Os valores de ICs, variam de 2 a
2000nM, um fator de poténcia de aproximadamente 1000 vezes. Todos os valores de
ICs0 foram determinados nas mesmas condigbes experimentais, o que é um fator
essencial para o desenvolvimento de modelos confiaveis de QSAR. 8768

O conjunto de dados apresenta boa diversidade quimica. A estrutura

representativa da diversidade quimica é apresentada na Figura 16. A unidade
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farmacoforica é constituida pelo fragmento N-Alquil-5-hidroxipirimidinona, sendo
fundamental no processo de reconhecimento molecular desta série de inibidores pela a
HIV-1 IN. A conservacdo da unidade farmacoférica € requerida para a manutencéo da
poténcia inibitéria, uma vez que a diversidade estrutural desta série é conferida pelos

variados substituintes presentes nos fragmentos A e B da Figura 16.

Figura 16. Estrutura representativa da diversidade quimica do conjunto de dados.

Como pode ser observado na Tabela 7, as moléculas do conjunto de dados
foram divididas em dois conjuntos, denominados conjunto treinamento e conjunto teste.
O conjunto treinamento € formado pelas moléculas que sdo empregadas na construcao
dos modelos de QSAR, ou seja, com as informacBes sobre a estrutura e atividade
biologica das moléculas sdo gerados os descritores e realizadas as analises
estatisticas. O conjunto teste é empregado na avaliacdo externa dos modelos em
relacdo a sua capacidade de predizer a propriedade alvo de novas moléculas que nao
foram incluidas durante o processo de modelagem no conjunto de treinamento.

Do total de 79 inibidores do conjunto de dados, 15 (20%) foram separados para
0 conjunto teste, sendo que os 64 restantes (80%) constituem o conjunto treinamento.
O conjunto treinamento é formado pelos inibidores de 1 a 64 e, enquanto que o

conjunto teste é formado pelos inibidores de 65 a 79.
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Para melhor compreensao da distribuicdo dos valores de atividade, os valores
de ICso foram convertidos nos valores correspondentes na escala logaritmica de plCso
(-log ICsp). Portanto, para uma andlise comparativa, quanto maior o valor de plCsy mais

potente serd o composto. A distribuicdo dos valores de plCsy € mostrada no histograma

da Figural?.
Cal M freinamento
©
= W teste
&
=] total
=
a
-
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Figura 17. Representacao grafica da distribuicdo dos valores de plCxp.

E importante ressaltar a distribuicdo representativa do conjunto teste em
comparacao com o conjunto treinamento. Essa distribuicdo apropriada em relacédo a
propriedade biolégica representa um fator importantissimo na avaliagdo da consisténcia
interna e externa dos modelos de QSAR. Portanto, o conjunto padrdo de dados
organizados para os inibidores da HIV-1 IN é apropriado para o desenvolvimento dos

modelos preditivos de QSAR 2D e 3D propostos nesta tese.
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As estruturas dos inibidores foram criadas empregando-se o maodulo
CONCORD® disponivel no programa computacional SYBYL 8.1, sendo
posteriormente submetidas aos procedimentos de minimizacdo de energia e
calculo de cargas atbmicas parciais através do método semi-empirico AM1, no
programa MOPAC implementado no programa SYBYL 8.1. As estruturas 3D
geradas foram empregadas no processo de alinhamento estrutural através de
docking molecular, necessario para a realizacdo do método CoMFA. Todos os
calculos e visualizacdes foram realizadas no pacote SYBYL 8.1, em plataforma

Linux.

5.2. Docking Molecular

O programa GOLD 5.0 oferece uma série de parametros que podem ser
controlados pelo usuario. Dentre os parametros mais importantes se destacam: (i) a
guantidade de solu¢des de docagem (acoplamentos) que deve ser produzida para cada
ligante; e, (ii) a definicdo da area do sitio ativo para o acoplamento das diferentes
moléculas. Essa area, que consiste de uma esfera, pode ser definida a partir de um
ponto com coordenadas cartesianas definidas, ou de um 4tomo de um ligante ou ainda
de um residuo de aminoacido de proteina. Uma vez definido o sitio ativo, todas as
moléculas (com todos os seus atomos constituintes) s6 poderdo ser alocadas no
espaco disponivel dentro desta esfera. Outro parametro se refere as restricbes que
podem ser impostas. Estas restricdes podem especificar interacdes que devem ocorrer

entre a proteina e os ligantes, como por exemplo, ligagdes hidrogénio e interacbes
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hidrofébicas. A Figura 18 apresenta um esquema geral das interagbes entre 0s
inibidores do conjunto de dados e HIV-1 IN. Estas interagbes foram consideradas no
processo de docagem molecular.

Primeiramente, foi realizada uma pesquisa no banco de dados PDB (do

inglés, Protein Data Bank - http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) para a selecao de

uma estrutura cristalografica da HIV-1 IN. Foi selecionada a Unica estrutura em
complexo com um inibidor existente (codigo PDB: 1QS4), com resolucéo 2.1A. Esta se
caracteriza por ser o dominio core catalitico complexada com um atomo de magnésio e
o inibidor dicetoacido 5CITEP. *

O processo de preparo da estrutura selecionada (alvo) para a modelagem
envolveu o seguinte procedimento: (i) verificacdo da conservacdo do sitio ativo; (ii)
analise dos aminoacidos principais; (iii) remocéo do ligante do sitio ativo; (iv) adi¢cdo de
um segundo fon de Mg®* entre os residuos D64 e E152; (v) eliminacdo das moléculas
de agua; e (vi) adicdo dos atomos de hidrogénio.

Depois de finalizados os processos de preparacdo do alvo e do conjunto de
dados, foram estabelecidos os parametros de docagem. O programa GOLD foi utilizado

para a docagem dos inibidores no sitio ativo da enzima.
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Figura 18. Esquema geral das interacdes entre os inibidores do conjunto de dados e a HIV-1 IN.

Com base na analise estrutural das interagfes intermoleculares responsaveis
pelo processo de reconhecimento molecular, algumas caracteristicas foram
estabelecidas no processo de docagem. O sitio ativo foi definido com um raio de 5 A ao
redor do ligante 5CITEP. Em relagéo as restricbes mais importantes, foi definido que:
cada fon de Mg** seria quelado pelos oxigénios do grupo hidroxipirimidinona e pelos
oxigénios dos residuos D116, D64 e E152. Foi estabelecido ainda que para cada
ligante o algoritmo genético (GA) foi reproduzido 30 vezes empregando desempenho
maximo (rotacdo de todas as ligacdes rotacionaveis, exploracdo de todos os angulos e
diedros possiveis de ligacao do ligante).

Depois de realizado o processo de alinhamento, foram geradas 10 solucdes
(conformacfes) para cada molécula do conjunto de dados. Cada conformacgéo foi
avaliada quanto a satisfacdo da hipétese farmacoférica apresentada na Figura 18.
Desta maneira, verificou-se se 0s grupos quimicos dos inibidores foram alocados de
forma correta no sitio da proteina. Também foi avaliado o grau de similaridade entre as
conformacdes das diferentes moléculas e o seu acoplamento relativo dentro do sitio de
ligacdo. Baseando-se nestes critérios, foi escolhida uma uUnica conformacéo para cada
molécula. Deve ser enfatizado que diversos outros alinhamentos também foram
testados antes da escolha final deste alinhamento gerado com o programa GOLD.

A partir dos resultados de docking molecular observou-se que todos os
compostos apresentaram um modo de ligacdo interfacial similar em que o grupo

farmacoférico hidroxipirimidinona quela os fons de Mg?" juntamente com a triade
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catalitica DDE, como discutido na literatura®®**?*. A Figura 19 ilustra esse modo de

ligagao.

Figura 19. Docking molecular do farmaco raltegravir 12 (A), molécula mais ativa 2 (B) e menos
ativa 37(C) no sitio ativo da enzima integrase. Os dois pontos verdes correspondem aos dois ions
de Mg2+ quelados pelos oxigénios da triade catalitica DDE e pelos oxigénios do dominio quelante
do inibidor.

Na Figura 20 estdo ilustrados as distancias entre os fons de Mg ** e o farmaco

raltegravir, a molécula mais ativa e menos ativa respectivamente.
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Figura 20. Distancias entre os ions de Mg ** e o farmaco raltegravir (A), a molécula mais ativa (B) e
menos ativa (C) e a triade catalitica na inibicdo do processo de transferéncia de fita.

Além das interacdes com os fons Mg®", ha também interacdes com
residuos importantes no processo de integragdo como o treonina T66 e os dois
residuos de lisina K156 e K159, previamente relatados como sendo envolvidos na
ligacdo com a fita de DNA viral no processo de transferéncia de fita catalisada pela
integrase®. A Figura 21 ilustra essas interacdes para o farmaco raltegravir, molécula 2

e molécula 37.
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Figura 21 — Interacdes do fragmento A do farmaco raltegravir (A), molécula 2 (B) e molécula 37 (C) com
0s residuos T66, K159 e K156. Esses residuos se ligam com o DNA viral no processo de transferéncia
de fita.

Na Figura 21-A e 21-B é possivel verificar as interacdes do fragmento A do
farmaco raltegravir e da molécula 2 com os residuos da enzima HIV-1 IN. Ha
ligacBes de hidrogénio entre o oxigénio do residuo T66 e o hidrogénio de um dos
grupos metila, do oxigénio do residuo K159 e o hidrogénio do grupo
carboxamida e entre o residuo K156 e o anel oxadiazol. Estas interagcfes estédo de
acordo com o modelo proposto por Goldgur et al. (1999)*°. E possivel observar

gue as distancias entre as ligacfes hidrogénio para o farmaco raltegravir sdo
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menores em relacdo as distancias da molécula mais ativa 2. J4 na Figura 21-C
verifica-se que para o farmaco menos ativo ndo ha interacfes do fragmento A

com esses residuos.

5.3. QSAR 3D

Os métodos de QSAR 3D baseiam-se no caréater tridimensional das
interacdes entre um ligante e seu receptor biolégico e na utilizacdo de compos
moleculares de interacdo com os descritores. As diferencas na variavel
dependente (propriedade biolégica) sdo descritas em funcdo das diferencas
nestes campaos de interacdo. Neste rabalho, foi empregado o método CoMFA,
gue é um dos mais utilizados no planejamento de farmacos e foi brevemente
descrito no Capitilo 3. Estudos comparativos de analise molecular de campo foram
realizados com o objetivo de melhor compreender e explorar as contribuicbes
eletrostaticas e estéricas dos inibidores da integrase do virus HIV em estudo para a sua

atividade biolégica.

5.3.1. Procedimento computacional

A etapa crucial na geracdo do modelo CoMFA é o alinhamento molecular 3D
das moléculas do conjunto de dados. O alinhamento 3D usado neste trabalho é com
base em conformagdes moleculares obtidas a partir de um processo em que uma
conformacado Unica otimizada de cada molécula no conjunto de dados foi minimizada

energeticamente, utilizando o &tomo parcial centrado nos calculos de carga
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implementados no programa MOPAC. Este escolha para o alinhamento molecular pode
ser justificada porque h&d uma estrutura cristalografica determinada para a HIV-1 IN.

A estratégia empregada para a geragdo do alinhamento 3D baseado na
estrutura do receptor foi a docagem (acoplamento) das moléculas do conjunto de
dados no sitio ativo da enzima, utilizando-se o programa GOLD 5.0 previamente
detalhada no item anterior.

Apés o alinhamento de todas as conformacdes moleculares, o proximo passo foi
o calculo das propriedades estéricas e eletrostaticas de acordo com 0s potenciais
Lennard-Jones e os de Coulomb, respectivamente. Para isso, o0 conjunto de 79
moléculas alinhadas foram inseridas em uma grade tridimensional com espacamento
de 2.0A entre os vértices nas diregdes x, y e z. Os mapas estéricos e eletrostaticos
foram gerados utilizando o método AM1 e um carbono sp?® positivamente carregado
como uma sonda quimica. O valor padrédo de 30 kcal/ mol foi definido como o corte de
energia maxima estérica e eletrostatica. Para que as energias de interacdo fossem
tratadas como tendo a mesma ordem de grandeza, os foram escalonados pelo método
CoMFA padrao.

Uma vez gerados os descritores, foram especificados os seguintes parametros
para a andlise estatistica com o método PLS para a obtencdo do numero 6timo de
componentes para o modelo de QSAR: método de validagdo com “deixe um de fora”
(LOO, do inglés, Leave-one-Out), para um numero maximo de 6 componentes,
empregando o escalonamento CoMFA padréo (standard).

Com o0 objetivo de obter um modelo com a maxima capacidade preditiva

possivel, foi utilizado ao recurso de focagem da melhor regido, que consiste em atribuir
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um peso maior para os pontos da grade que contribuem de maneira mais significativa
para o modelo e um menor peso para pontos que apresentam redundancia ou baixa
variancia dos dados. Uma maneira de se evidenciar os pontos de maior contribuicédo é
fazer a diferenciacdo dos campos pelo coeficiente de desvio padrao (SDC). A partir da
analise realizada previamente, atribui-se o peso que determinado ponto ter& em uma
nova analise pela multiplicacdo da variacao dos valores dos campos de interacao deste
ponto pelo coeficiente que foi atribuido a este ponto pela andalise anterior.

Finalmente, o método CoMFA permite avaliar as posicées de substituicdo que
fazem contribuicbes favoraveis ou desfavoraveis para a propriedade biol6gica em
estudo, por meio de poliedros denominados mapas de contorno, que evidenciam
regides estereoquimicas e eletrostaticas ao redor das moléculas responsaveis pelas

diferencas nos valores da propriedade bioldgica.

5.3.2. Resultados e Discussao

As 79 moléculas alinhadas para o processo de modelagem de QSAR 3D estdo
representadas na Figura 22. As caracteristicas observadas neste modelo estdo de
acordo com a hipotese de ligacdo dos dicetoacidos e seus analogos em forma de

complexo com os 2 atomos de Mg?* e a triade catalitica DDE.
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Figura 22. Alinhamento molecular estrutural do conjunto de dados.

Como o primeiro modelo CoMFA obtido apresentou parametros estatisticos
insatisfatorios, foi empregado o recurso de focagem de melhor regido, sendo possivel
obter um aumento na consisténcia interna e um refinamento dos mapas de contorno.
Os melhores resultados foram obtidos quando os descritores relevantes foram

potencializados pelo SDC com peso w = 1,0, como ilustrado na Tabela 8.

Tabela 8. Pardmetros estatisticos nas andlises de PLS para o modelo CoMFA

Parametros estatisticos Porcentagens de

Modelo contribuicéo
q° r* N ¢
sem focagem 0,401 0,947 4 estérica  eletrostética
wW=1.0 0,719 0,904 6 49% 51%

Com o intuito de avaliar o poder preditivo deste modelo, foram feitas as
predicbes dos compostos do conjunto de teste, que foram submetidos aos mesmos

procedimentos de minimizacdo de energia, célculo de cargas parciais e alinhamento
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molecular tais como os compostos do conjunto de treinamento. Na Tabela 9 séo
mostrados os resultados das predicdes para o conjunto teste, que indicam a boa
capacidade preditiva do modelo obtido, uma vez que os residuos de predicdo séo

bastantes baixos.

Tabela 9. Residuos de predicdo para os compostos do conjunto de teste

Composto pICso pICso Residuo
Experimental Predito
65 6,64 7,43 -0,79
66 7,82 8,04 -0,22
67 7,70 7,87 -0,17
68 7,70 7,81 -0,11
69 8,15 7,86 0,29
70 7,28 7,65 -0,37
71 7,30 7,81 -0,51
72 8,00 7,19 0,81
73 7,39 7,21 0,18
74 7,05 7,03 0,02
75 7,10 7,65 -0,55
76 6,35 6,78 -0,43
77 8,10 7,55 0,55
78 7,70 7,66 0,04
79 6,70 6,67 0,03

A diferenca entre os valores experimentais e preditos da Tabela 9 indica uma
elevada consisténcia externa do modelo, com boa capacidade de predi¢do. Dentre a 15
moléculas do conjunto teste, 8 apresentam residuos abaixo de 0,2 unidades
logaritmicas, 6 ficaram abaixo de 0,4 e apenas 1 acima de 0,4. O grafico dos valores de
afinidade pela HIV-1 IN experimentais versus preditos para 0s conjuntos de
treinamento e teste € ilustrado na Figura 23, onde pode ser observada a boa

concordéancia entre estes dados.
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O processo de validacdo externa comprova que este modelo € capaz de
predizer a poténcia bioldgica de outras moléculas dentro desta classe quimica,

representada pela diversidade contida dentro do espaco quimico explorado.

+ conjunto de treinamento *

1
0

8.3 B conjunto teste

3 el
' e
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valores plCy;, preditos
|

valores plCs, experimentais

Figura 23. Valores de p ICs, preditos versus experimentas para o conjunto de treinamento e para o
conjunto de teste resultantes do modelo CoMFA.

Os mapas de contorno 3D CoMFA permitem a visualizacdo dos campos
estéricos e eletrostaticos que apresentam maior importancia para explicar as diferencas
nos valores de afinidade da série de compostos em estudo, sendo Uteis no trabalho
guimico medicinal, com énfase nos estudos de SAR e sintese planejada.

Os mapas dos campos 3D nas cores verde e amarelo representam a
caracteristica estereoquimicas: poliedros verdes sugerem substituicbes por grupos

mais volumosos, enquanto poliedros amarelos sugerem grupos menos volumosos. Por
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outro lado, os mapas azuis e vermelhos se referem as caracteristicas eletrostasticas:
poliedros azuis sugerem substituicbes por grupos positivos e os vermelhos sugerem
substituices por grupos eletronegativos. O mapa de contorno é mostrado, de forma
ilustrativa para o farmaco raltegravir (12), para a molécula mais potente (2), e menos

potente (37) do conjunto de dados, na Tabela 10.

Tabela 10. Mapas de contorno 3D CoMFA estéricos e eletrostaticos para o farmaco raltegravir,
para 0 composto com maior afinidade e menor afinidade.

Composto Mapa de contorno estérico Mapa de contorno eletrostatico (pnl%
[0}
e S5 OH ~F
”‘z) ) N ‘ N l —
)Y\*)ﬁ/W — 4 -
Raltegravir -
12
8,7
5,7

As informacdes mais relevantes obtidas pelos mapas de contorno para o

fragmento A sugerem, pela presenca de poliedros verdes, a introducdo de grupos mais
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volumosos, e pela presenca de poliedros azuis, grupos mais positivos. Esta informacgao
€ coerente com os estudos de docagem realizados para a obtencdo do alinhamento
estrutural. O melhor posicionamento das moléculas no sitio ativo da enzima permite
gue grupos sejam adicionados nestas posi¢cdes. Moléculas como o farmaco raltegravir
possuem um fragmento A maior com mais grupos positivos como o anel oxadiazol e o
grupo carboxamida, ambos com atomos de nitrogénio, em relagdo aos inibidores
menos ativos. A presenca desses grupos € necessdaria para as interagdes com 0s
residuos polares K156, K159 e T66 através de ligacdes hidrogénio.

Ja a presenca de poliedros vermelhos na regido quelante indica que altas
densidades eletronicas podem aumentar as afinidades dos ligantes. Substituintes
eletronegativos nessa posicdo exercerdo um efeito maior sobre a afinidade com os ions

de Mg*".

5.4. HQSAR

A metodologia HQSAR (do inglés, Hologram Quantitative Structure-Activity), tem
como objetivo buscar pardmetros bidimensionais e encontrar informag6es necessarias
para a sintese de novos ligantes. Com a metodologia HQSAR ¢é possivel quantificar as
variacdes nos hologramas moleculares de uma série de moléculas com o emprego do
meétodo PLS para a correlagédo estatistica, explicando assim as diferencas na atividade
biologica do conjunto estudado. Em geral, os resultados produzidos apresentam

gualidade comparavel a das técnicas tridimensionais, como CoMFA, com a vantagem
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de eliminar a necessidade de estabelecer uma conformacéo étima e um alinhamento

estrutural das moléculas da série.”

5.4.1. Procedimento Computacional

Assim como no modelo apresentado anteriormente, foi utilizado o conjunto
treinamento com 64 compostos e 0 conjunto teste com 15 compostos. Esses dados
para a modelagem de HQSAR séo apresentados na Tabela 7.

Na metodologia HQSAR, cada molécula do conjunto de dados é dividida em
uma série de fragmentos estruturais Unicos, que sdo arranjados para formar um
holograma molecular. Diferentemente de outros métodos baseados em molecular
fingerprints, o0 método HQSAR considera todos os fragmentos moleculares possiveis,
assim como informacao tridimensional sobre hibridizacéo e quiralidade das moléculas.

A andlise HQSAR envolve trés passos principais: a geracéo de fragmentos sub-
estruturais para cada uma das moléculas do conjunto de treinamento; a transformacéo
desses fragmentos em hologramas; e a correlacdo destes com os dados biolégicos
disponiveis. De acordo com este protocolo, uma molécula é descrita como uma série
de numeros ou ‘bins” (holograma molecular). Os bins representam cada um dos
fragmentos incluidos em uma molécula em particular e sdo atribuidos por um algoritmo
de redundancia ciclica (do inglés, CRC — cyclic redundancy check).

Para a geracédo dos modelos, primeiramente foram especificados 0s seguintes

parametros relativos a obtencdo dos descritores:
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i. Distincdo de fragmentos: todos os fragmentos estruturais lineares, de ramificacao e
de sobreposicdo foram utilizados para gerar os descritores HQSAR. Os fragmentos
estruturais de cada molécula original consistiam de nimeros de atomos minimo e
maximo previamente definidos, que sdo chamados de parametros de tamanho de
fragmento. A informacdo em cada fragmento foi definida por parametros de distingéao
de fragmentos, incluindo A (a&tomos), B (ligacdes), C (conectividade), H (dtomos de
hidrogénio), Ch (quiralidade) e DA (doadores e aceptores de hidrogénio). Estas
combinagcdes sao mostradas a seguir: A/B, A/B/C, A/B/C/H, A/B/C/HI/Ch,
A/B/C/HICh/DA, A/B/H, A/B/CI/Ch, A/B/DA, A/B/H/DA, A/B/C/ICh/DA, A/B/C/H/DA E
A/B/H/Ch/DA. Os fragmentos gerados foram entdo divididos em um arranjo de
comprimento fixo para produzir um holograma molecular. Este comprimento fixo foi

definido como parametro de comprimento de holograma.

ii. Comprimento do holograma: as andlises foram realizadas utilizando-se os seguintes
comprimentos de holograma: 53, 69, 61, 71, 83, 97, 151, 199, 257, 307, 353 e 401.
Esses sdo numeros primos para minimizar a possibilidade da chamada “fragment
collision” (quando os fragmentos mais importantes para a atividade biolégica sao

atribuidos ao mesmo bin no holograma, sem descriminagéo).

iii. Tamanho dos fragmentos: inicialmente foi utilizado o tamanho de fragmento 4-7.

A natureza particular dos fragmentos sub-estruturais gerados pelo HQSAR
e,consequentemente, a informacdo contida nos hologramas moleculares resultantes é
alterada pelo ajuste desses parametros. Finalmente, a correlacdo dos descritores

obtidos dessa forma com a propriedade bioldgica foi feita empregando o método PLS.
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5.4.2. Resultados e Discussao

Diversas analises estatisticas de HQSAR foram conduzidas com base nos
parametros selecionados. Ao final do processo de modelagem, foram obtidos os

resultados apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados da analise HQSAR utilizando varios tipos de fragmentos, com o tamanho de
fragmento padréo 4 -7

Modelo F:e:gr%gfto q SEP r2 SEE HL N
1 A/B 0,482 0,461 0,737 0,329 353 3
2 A/BIC 0,464 0,469 0,722 0,388 353 3
3 A/B/C/H 0,510 0461 0,894 0,214 257 6
4 A/B/C/H/Ch 0,547 0443 0,857 0,233 97 6
5 A/BIC/HICh/DA 0,643 0,349 0,908 0,199 61 6
6 A/BIH 0,469 0,480 0,847 0,258 61 6
7 A/B/C/Ch 0,505 0,451 0,740 0,327 353 3
8 A/B/DA 0,527 0,449 0,823 0,274 83 5
° A/B/C/DA 0,504 0464 0895 0,214 151 6
10 A/B/HIDA 0,561 0,433 0,834 0,266 83 5
11 A/BIC/Ch/DA 0,554 0,440 0,882 0,227 307 6
12 A/B/C/H/DA 0,516 0,450 0,752 0,322 71 4
13 A/B/H/Ch/DA 0,600 0416 0,870 0,238 83 6

q°, coeficiente de correlacdo da validagdo cruzada; SEP, erro padrdo da validacdo cruzada; r°,
coeficiente de correlacéo; SEE, erro padrdo de calibragdo; HL, comprimento do holograma; N, nimero
otimo de componentes PLS. Tipos de Fragmentos: A, a&tomos; B, ligacbes; C, conexdes; H, atomos de
hidrogénio; Ch, quiralidade; DA, doador e receptor.
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Como pode ser observado, o modelo que produziu os melhores resultados
estatisticos (g° = 0,643 e r* = 0,908) foi aquele com a combinacéo de distingdo de
fragmentos A/B/C/H/Ch/DA, apresentando comprimento no holograma 61 e numero
6timo de componentes de PLS igual a 6. Este modelo foi selecionado para investigacao
da influéncia da variacdo do tamanho dos fragmentos sobre os parametros estatisticos.
Desta forma, foram realizadas andlises individuais empregando tamanhos de
fragmentos distintos: 2-5, 3-6, 5-8, 6-9, 7-10 e 8-11, representados no intervalo pelo
ndmero minimo e maximo de atomos. A Tabela 12 ilustra os resultados obtidos neste

processo.

Tabela 12. Resultados da andlise HQSAR variando o tamanho do fragmento, com a
combinacéo A/B/C/H/Ch/DA

Tamanho
q° SEP r? S HL N
de fragmentos

1-4 0,390 0,514 0,842 0,262 401 6
2-5 0,506 0,463 0,895 0,214 151 6
3-6 0,563 0,435 0,896 0,212 401 6
4-7 0,643 0,394 0,908 0,199 61 6
5-8 0,559 0,433 0,855 0,248 199 5
6-9 0,586 0,426 0,916 0,190 307 6
7-10 0,577 0,428 0,912 0,196 151 6

Nesta série comparativa, ha uma diferenca significativa entre os fragmentos
estudados, sendo o modelo gerado com o tamanho do fragmento 4-7 para a
combinacdo A/B/C/H/Ch/DA, o melhor resultado estatistico (q®> = 0,643 e r? = 0,908). O
modelo final de HQSAR gerado com o conjunto treinamento possui a validacao cruzada

96



como indicativo de robustez. Este parametro demonstra a capacidade de correlacdo
dos dados e a consisténcia interna do modelo. Contudo, apenas esta validacdo nédo
pode ser considerada suficiente, pois bons coeficientes de correlagdo associados a
uma elevada consisténcia interna muitas vezes nao resultam em modelos com
capacidade de predizer a propriedade alvo para novos compostos.

Para que o modelo de QSAR apresente utilidade no planejamento de farmacos,
€ necessario que 0 mesmo passe por um processo de validacdo externa para uma
avaliacdo da sua rela capacidade preditiva. O processo da validagdo externa do
modelo de HQSAR mais robusto foi feito com o emprego do conjunto teste apresentado
na Tabela 7. As moléculas contidas no conjunto teste nao foram utilizadas na derivacéo
do modelo. Portanto, o conjunto teste € apropriado para avaliar o poder preditivo do
modelo para novas moléculas dentro da mesma diversidade quimica. Os resultados do
processo de validacéo externa sdo apresentados na Tabela 13.

As diferencas modestas entre os valores experimentais e preditos (residuos da

Tabela 13) indicam a boa capacidade preditiva do modelo gerado.
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Tabela 13. Residuos de predicdo para os compostos do conjunto

teste
pICso pICso
Composto Residuo
Experimental Predito
65 6,64 7,129 -0,489
66 7,82 8,133 -0,313
67 7,70 7,905 -0,205
68 7,70 8,041 -0,341
69 8,15 8,010 0,140
70 7,28 7,026 0,254
71 7,30 6,967 0,333
72 8,00 7,213 0,787
73 7,39 6,447 0,943
74 7,05 7,681 -0,631
75 7,10 7,722 -0,622
76 6,35 7,246 -0,896
77 8,10 7,959 0,141
78 7,70 7,563 0,137
79 6,70 7,209 -0,509

A Figura 24 apresenta o grafico dos valores experimentais contra os valores
preditos para os conjuntos treinamento e teste. A analise grafica mostra a boa
concordancia dos valores preditos e experimentais. O modelo final gerado apresenta,
portanto, significativa consisténcia interna e externa para a diversidade estrutural

estudada, possuindo comprovada capacidade preditiva.
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Figura 24. Grafico HQSAR dos valores experimentais e preditos para as 79 moléculas do conjunto de
dados.

Além de predizer a poténcia de novas moléculas nédo incluidas no conjunto de
treinamento, um modelo de HQSAR fornece importantes indicativos sobre os diversos
fragmentos moleculares que estdo relacionados com a atividade biologica. Esta
informacéo é codificada em um mapa de contribuicdo, que apresenta cada atomo de
uma determinada molécula e a sua contribuicdo para a atividade biolégica. Neste
mapa, um codigo de cores € atribuido, refletindo a contribuicdo individual de cada
atomo e dos diferentes fragmentos da molécula. Cores na regido do vermelho no
espectro (vermelho, laranja avermelhado e laranja) refletem contribuicbes
desfavoraveis ou negativas. Cores na regido do verde (amarelo, azul esverdeado e
verde) refletem contribuicbes favoraveis ou positivas. Atomos com contribuicdes

intermediarias sdo coloridos em branco. Na Figura 25 é mostrado o mapa de

contribuicdo para o inibidor mais potente (2) do conjunto de dados.
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Figura 25. Mapa de contribuicdo de HQSAR para o inibidor 2.

Como pode ser observado, o mapa de contribuicdo fornece informacdes
importantes, que associadas ao conhecimento em quimica sintética, podem ser Uteis
no planejamento da sintese de novas moléculas com propriedades otimizadas. Por
exemplo, os atomos em verde e amarelo sdo fragmentos que contribuem de forma

positiva para a atividade biol6gica desta molécula.

Figura 26. Mapa de contribuicdo de HQSAR para o farmaco raltegravir (12).
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O mesmo pode ser observado para o farmaco raltegravir mostrado na Figura 26.
O atomo de hidrogénio em verde no grupo metila presente no fragmento A faz ligacéo

hidrogénio com o oxigénio do residuo T66.

Figura 27. Mapa de contribuicdo de HQSAR para o inibidor menos ativo (37).

J& para o composto menos ativo (37), Figura 27, os &tomos em cor vermelha no
fragmento A e no anel do dominio quelante contribuem de forma negativa para a

atividade bioldgica deste composto.

5.5. Relagéo entre orbitais moleculares e valores 1ogICsg

Como demonstrado no item 4.3.3 do capitulo 4, a posicdo do HOMO nas
moléculas antes da complexacdo com os fons de Mg** e a posicdo do LUMO apés a
complexacdo sdo muito importantes para a atividade dessas moléculas. Por esse
motivo, novamente foi realizado o estudo da relagéo entre os orbitais moleculares para

as moléculas hidroxipirimidinonas. A Tabela 14 apresenta esses resultados. Para o
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farmaco raltegravir, assim como para as moléculas naftiridinas, o HOMO encontra-se

principalmente sobre os atomos de oxigénio do dominio quelante.

Tabela 14. HOMO e LUMO para as moléculas mais ativa, menos ativa e para o farmaco raltegravir.

Composto 'Z,']f/l*”)(’ HOMO LUMO LUMO

37

12
raltegravir

O mesmo acontece para a molécula mais ativa (composto 2). Ja para a molécula
menos ativa (composto 37), o HOMO encontra-se fora da regido farmacoférica.
Comparando agora o LUMO apds a complexacdo, como ja esperado, 0 mesmo
encontra-se sobre os ions de magnésio tanto para o farmaco como para a molécula
mais ativa, ao posso que este orbital esta diluido sobre boa parte da molécula menos
ativa. Outro ponto importante que deve ser ressaltado sobre as atividades das
moléculas diz respeito a vizinhanga dos atomos de oxigénio, que se ligam aos ions de

magnésio. Para os compostos de hidroxipirimidinonas, os atomos de oxigénios,
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correspondentes aos grupos carbonila e hidroxila, estao ligados a um anel aromatico
com caréter nucleofilico maior que os atomos de oxigénio dos compostos naftiridinas e

dicetoacidos.

5.6. Conclusdes

Neste capitulo, foram apresentados modelos de docking molecular, COMFA e
HQSAR aplicados com sucesso para o conjunto de inibidores da IN. Pela analise do
docking molecular foi possivel verificar o modo de ligacao interfacial desses ligantes no
sitio da enzima através da quelacdo dos 2 fons de Mg?". Alem disso, foi possivel
observar que o farmaco raltegravir e as moléculas mais potentes apresentaram um
melhor posicionamento do fragmento A em uma das cavidades do sitio ativo, devido as
ligagbes de hidrogénio com os residuos T66, K159 e K156. O modelo de QSAR 3D
resultante foi capaz de fornecer uma correlacdo significativa entre os campos estéricos
e eletrostaticos com os resultados obtidos pela docagem. Os mapas de contorno
indicaram que na regido quelante sdo necessarios grupos mais eletronegativos, e que
no fragmento A substituicdes por grupos mais volumosos e mais positivos contribuem
com as interacbes com os residuos polares T66, K159 e K156. As informacdes obtidas
com os mapas de contribuicho HQSAR indicam a importancia de substituintes no
fragmento A para o planejamento de novos compostos inibidores da IN.

O estudo teodrico com o meéetodo DFT indicou que, para as moléculas mais
ativas, os orbitais moleculares HOMO estéo localizados principalmente no dominio

guelante. Logo ha uma importante contribuicdo das cargas negativas sobre os atomos
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de oxigénio que estdo envolvidos na coordenacdo com os céations de Mg®" Este efeito
do orbital produz um elevado carater nucleofilico sobre esses sitios ativos, necessario
para deslocar duas moléculas de &4gua a partir de [Mg(H20)g]**. Finalmente, o LUMO
nas moléculas mais ativas em [L-2Mg(H20)4]** esta localizado na regi&o dos fons Mg**,
possibilitando a ligacdo com os atomos de oxigénio dos residuos aspartato (D64 e

D116) e glutamato (E152) no sitio ativo da enzima.
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6. CONCLUSOES FINAIS

A enzima integrase do virus HIV-1 exerce papel fundamental no ciclo de
replicacdo viral. Os inibidores da integrase representam 0 maior avango nas
pesquisas sobre AIDS, mostrando potentes efeitos antiretrovirais em andlises
clinicas avancadas. Embora se tenham feito estudos ao longo de décadas nesse
campo, varias questdes com relacdo as interacfes dessa enzima com seus
inibidores permanecem sem resposta, como 0s aminoacidos envolvidos na
ligagéo, possiveis interacfes dos metais com o DNA viral, resisténcia a mutagdes
e conformacgbes assumidas pelos inibidores em complexo com a enzima. A
elucidacado destas questdes € crucial, dada a exigéncia em restringir a IN de
catalisar a insercdo do DNA viral no genoma humano, levando a laténcia
retroviral e persisténcia durante a terapia.

Nesse contexto, o presente trabalho teve o intuito de contribuir para o
entendimento das caracteristicas dos compostos derivados dos B-dicetoacidos
responsaveis pelas interacdes com a enzima integrase. Os principais resultados dos
estudos de docking e QSAR indicam algumas caracteristicas como sendo importantes
para altas afinidades. A presenca de grupos volumosos e mais positivos no fragmento
A permitiria ligagdes hidrogénio com os residuos K156, K159 e T66, conforme indicado
pelos mapas de contribuicdo gerados pelo método CoMFA e estudos de docking
molecular. Sabe-se que esses residuos estado envolvidos nas interacbes com a fita de
DNA viral. Outro dado importante € a eletronegatividade da regido quelante. Com os

mapas de HOMO obtidos por calculos quanticos e com os mapas de contribuicdo
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eletrostatica gerados pelo método CoMFA verificou-se que compostos mais ativos
possuem maior carater nucleofilico necessario para a ligacdo com os ions de Mg**.
Assim podemos afirmar que os métodos escolhidos foram empregados com
sucesso na caracterizagdo dos requisitos estruturais necessarios para a interagdo no
sitio ativo da enzima integrase do virus HIV-1. A aplicacdo de estratégias integradas
em quimica quéantica medicinal € importante no planejamento de farmacos. O uso de
métodos baseados na estrutura do receptor em conjunto com o emprego de técnicas
de Docking Molecular, QSAR 3D (CoMFA) e QSAR 2D (HQSAR), confirma que é valido
associar estratégias procurando uma sinergia util no planejamento de candidatos a
novos farmacos. Os modelos finais de QSAR com boa consisténcia interna, habilidade
preditiva e estabilidade obtidos devem ser Uteis para guiar futuros trabalhos de quimica

medicinal no planejamento de novos inibidores HIV-1 IN.
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