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“ NAVEGADORES ANTIGOS tinham uma frase gloriosa: ‘Navegar é preciso;
viver nGo é preciso.’

Quero para mim o espirito desta frase, transformada a forma para a casar
com o que eu sou: Viver ndo é necessarno; o que é necessdrio é criar.
N&o conto gozar a minha vida; nem em gozd-la penso. $6 quero tomd-la
grande, ainda que para isso tenha de ser o meu corpo e a {[minha aimaj a
lenha desse fogo.
$6 quero tornd-la de toda a humanidade; ainda que para isso tenha de a
perder como minha.
| Cada vez mais assim penso. Cada vez mais porho na esséncia animica do
meu sangue o propdsito impessoal de engrandecer a pdtria e contribuir
para a evolugcdo da humanidade.

£ o forma que em mim tomou o misticismo de nossa Raca.”

Esta nota solta e nGo assinada fol publicada, pela primeira vez, na primeira
edicdo do volume FERNANDO PESSOA — OBRA POETICA, 1960, organizada por Maria

Aliete Galhoz.
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RESUMO

Os dacidos micdlicos, principais componentes da parede celular do M.
tuberculosis. sGo alvos especificos para o planejamenio de novos agentes
potenciais contra a tuberculose (TB) e © estudo de seu processo biossintético é de
importéncia fundamental no desenvolvimentio de inibidores mais seletivos. A vista
de tal fato, desenvolveu-se estudo utilizando técnicas de modelagem molecular
(CADD) com o objetivo de contribuir para o planejamento racional de protétipos
de dafividade tuberculostdtica potencial, com base em andlogos estruturais da
isoniazida (INH), cujo mecanismo de ag¢do estd ligado & inbicdo da sintese de
dcidos micdlicos. Neste estudo, 37 hidrazidas, divididas em conjunto de treinamento
(30 hidrazidas) e conjunto de avaliagdo (7 hidrazidas), submetidas ao mesmo
protocolo farmacolégico e com mecanismo de agdo possivelmente comum ao do
farmaco INH, foram investigadas por meic das técnicas de modelagem molecular
(CADD): QSAR-4D IR (relagdo quantitativa quadridimensional entre estrutura
quimica e atividade biolégica independente do receptor) e FEFF QSAR-3D {relagdo
quantitativa tridimensional entre estrutura quimica e atividade biclégica com
campo de forga de energia livre). Na andlise de QSAR-4D IR, 5,000 conformagdes
de cada ligante foram geradas para se obter perfis de amostragem
conformacional (CEP} provenientes de simulagdes de dindmica molecular (DM) de
100.000 estados de trajetdria registrados a cada 20 passos. Foram testados sete
alinhamentos e a freqiéncia de ocupagdo de cada célula da grade {1A) foi
computada para cada um dos sete fipos de elementos de interagdo
farmacofdrica (IPEs) para cada ligante. Estes descritores de ocupaga@o das células
da grade (GCODs) foram utilizados como varidveis independentes na construcao
dos modelos de QSAR-3D apds © processo de reducdo de dados. Os modelos de

QSAR-3D foram gerados e avaliados por meio de um processo de ofimizac@o que
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combina algoritmo genético (GA) com regressdo de quadrados minimos parciais
(PLS). Na andlise de FEFF QSAR-3D, utilizou-se a estrutura cristalizado da enzima
enoil-acp redutase do M. tuberculosis, InhA (1zid, cédigo de acesso no PDB), com
2.7 A de resolugcdo, como biomacromolécula alve do conjunto de hidrazidas
investigado. As varidveis dependentes comesponderam aos valores de
concentragdo inibitéria minima (- tog MIC = pMIC) contra cepas de M. tuberculosis
var. bovis & temperatura de 310 K (37 ©C). As varidveis independentes dos modelos
de QSAR-3D (descritores) consistern em termos de energia classificados utilizando
campo de forga AMBER combinado a um modelo de solvatagdo “hydration shell".
Qutros descritores como energia de HOMO e de LUMO, ClogP, momento de dipolo,
volume e dreda superficial foram computados para o estado ndo-ligado dos ligantes
estudados. Simulagdes de DM em temperaturas variadas ("warming up") e o
método de aproximagdo da fungdo genética (GFA) foram empregados utilizando
regressdo de quadrados minimos parciais (PLS) e regressdo linear multidimensional
como fungdes de qjuste para desenvolver os modelos de FEFF QSAR-3D. De acordo
com a andlise de QSAR-4D IR, pdde-se constatar que a presenga de grupos
substituintes apolares na por¢do acil dos ligantes diminui considerovelmente.c
atividade biclégica. Substituintes nesta porgdo impediiom a interagdo do tipo =-
stacking com a cadeia lateral do residuc Phel49 do sitio de interagdo. Todavia,
modificagdes na por¢do NAD dos ligantes (grupos apolares, doadores e/ou
aceptores de ligagdo de hidrogénio) permitiiam melhor interagdo com residuos de
ominodcido Tyris8 Metl03, Proi93, llel?4 e Thri96, Leui®7, Thrl17, Ser20,
contribuindo & atividade bioldgica. Conforme a andlise de FEFF QSAR-3D, o modelo
selecionado apresentou como descritores que contribuem & atividade bioldgica a
drea superficial e o ClogP dos ligantes no estado ndo-ligado. Contudo, neste
estudo, a andlise de FEFF QSAR-3D foi limitada devido & natureza do sistema

estudado e dos dados de atividade biclégica semi-quantitativos.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Mycolic acids, the major components of the cell wall of M. tuberculosis. are
attractive targets for the rational design of new anfituberculosis agents. The
knowledge of their biosynthetic pathways is really important for developing inhibitors
more potent to treat tuberculosis (TB). With the purpose of contributing for rational
drug design of tuberculostatic leads, a mechanism-based study using molecular
modeling (CADD) was performed with analogs of isoniazid (INH). drug that acts on
mycolic acid biosynthesis. In this study, a set of 37 hydrazides {a training set of 30
hydrazides, and a test set of 7 hydrazides), which were evaluated with the same
biclogical essay, and, probably, would act like the lead INH, were investigated using
the molecular modeling formalisms {CADD): Rl 4D-QSAR (recepitor-independent four-
dimensional quantitative structure-activity relationship) and RD FEFF 3D-QSAR
(receptor-dependent free energy force field three-dimensional quantitative
structure-activity relationship). Considering the 4D-QSAR analysis, 5000
conformations of each molecule of training set were sampled to generate @
conformational ensemble profile (CEP), from a molecular dynamic simulations (MDS)
of 100,000 steps trajectory states, recorded every 20 steps. Seven trial alignments
were tested, and the frequency of occupation of each grid cell space (1A} was
computed for each of seven types of interaction pharmacophore elements (IPEs) of
each ligand. These grid cell occupancy descriptors (GCCDs) were used as
independent variables in constructing (3D)-QSAR models after data reduction. The
3D-QSAR models were generated and evaluated by a scheme that combines a
éeneﬁc algorithm (GA) optimization with partial least squares (PLS) regression. FEFF
QSAR-3D analysis was used to construct ligand-receptor binding models for a set of
hydrazides investigated, and the molecular target used was a crystallized structure

of the enoyl-acp reductase enzyme from M. tuberculosis, InhA, (1dd, entry PDB
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code), at 2.7 A resolution. The dependent variable of the 3D-QSAR modeis is the
minimum inhibitory concentration (-log MIC = pMIC) against strains of M. tuberculosis
var. bovis at 310 K (37 °C) temperature. The independent variables of the 3D-QSAR
models (the descriptors) are scaled energy terms of a modified first-generation
AMBER force field combined with a hydration shell aqueous solvation model. Other
descriptors as the HOMO, LUMO, ClogP. dipole, volume, and superficial area were
computed for the unbound state of the ligands studied. Multiple temperature
molecular dynamics simulation (MDS) {(warming up technique) and the genetic
function approximation (GFA) were employed using partial least square (PLS) and
multidimensional linear regression as the fitting functions to develop FEFF 3D-QSAR
models for the binding process. According to Rl 40-QSAR analysis, the presence of
nonpolar groups in the acyl moiety of the ligands decreased the biological activity
considerably. Groups of atoms in this position would prevent an n-stacking
interaction with the side chain of Phel49? of the active site. However, molecuiar
modifications in the NAD moiety of the ligands (nonpolar groups, hydrogen bond
donor and/or acceptor groups) would improve the interaction with the amino acid
residues Tyr1 58, Meti03, Prol93, llel94, and Thri96, Leul97, Thrl7, Ser20, increasing
the biological activity. Considering FEFF 3D-QSAR analysis, the model setected
presented the superficial area and ClogP of the unbound ligands as descriptors
which improved the biclogical activity. Nevertheless, in this study, FEFF 3D-QSAR was
limited by the nature of the system studied and the biological activity data, which

were semi-quantitative data.
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1. INTRODUGCAO

1.1. TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) é doenga infecciosa crénica causada por micobactérias
do "complexo tuberculose"”, incluindo Mycobacterium bovis, Mycobacterium
africanum e principalimente o Mycobacterium tuberculosis. A TB é exemplo cldssico
de doenga causada por parasita intracelular. Na maioria dos casos, a infecgdo é
transmitida de pessoa para pessoa por meio da inalagdo de goticuias infectadas. A
TB pode envolver qualquer érgdo sistémico, mas o pulmdo é o érgao mais comum
da lesdo primdaria e o principal comprometide. A estrutura e a evolugdo das lesdes
causadas pelo bacilo sdo determinadas por sistema de defesa especifico do
hospedeiro, pela resposta imunologica e por fatores genéticos (WOLINSKY, 1992;
SESSI, GRASSIE 1996). De acordo com a definigdo da Sociedade Tordcica
Américcno. estar infectado ndo significa estar doente. O estado de doenga é
definido pelo aparecimento de sinais e sintomas da infecgdo comprovados por
meio de exames clinicos, radiolégicos e bacterioldgicos (SESSI, GRASS!, 1996).

Em 1993, a TB foi declarada pela Organizagdo Mundial da Saltde [OMS)
como emergéncia global de saiude publica, devido as suas proporgdes. Cerca de
um terco da populagdo mundial estd infectada pelo M. tuberculosis. Cada pessoa
doente pode infectar de 10 a 15 pessocas somente em um ano. Em 1994, houve
aproximadamente oito milhdes de novos casos da doenga, com trés milhdes de
mortes (WHO 1998, 2002a). Noventa e cinco porcento dos casos de TB e noventa e
oito porcento das mortes ocomrem nos paises em desenvolvimento. Setenta e cinco
porcento dos individuos com a doenga encontram-se na faixa etdria de 15 a 49
anos, representando homens e mulheres no periodo mais produtivo do

desenvolvirento (WHO 1998, 2002b, 2002c¢]).
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A incidéncia regional e globai de TB estd préxima a dois milhdes de
casos/ano na Africa, cerca de trés milhdes de cc.:sos/ono no Sudeste da Asia, mais
de um quarto de milhGo na Europa Oriental e cerca de 161.800 novos casos/ano no
Brasil {WHQ, 1997, 2002q). Foi estimado que entre 2002 e 2020, cerca de um bilhdo a
mais de pessoas estardo infectadas, cento e cinqienta milhdes estardo doentes e
trinta e seis milhdes morrerdo de TB, se o controle n&o for fortalecido (WHO, 2002a).

A AIDS agravou significativamente a situa¢caoe mundial da TB. Um tergco do
aumento na incidéncia dessa doeng¢a, nos Ultimos cinco anos, pode ser atribuido
ao HIV, Este virus enfragquece o sistema imunoldgico e a probabilidade de se tornar
doente aumenta cerca de trinta vezes para um individuo HIV-positivo e infectado
com o bacilo da TB (WHO, 2002a). © diagndstico é dificil porque os sinais e sintomas
e o aspecto radiogréfico caracteristicos freqUentemente estdo ausentes
(WOLINSKY, 1992). Na Africa, o HIV tem sido fator determinante para o aumento na
incidéncia de casos de TB nos Ultimos dez anos (WHO, 2002a). No Brasil, acredita-se
que duzentos mil individuos estejam co-infectados (TB e HIV). Esta combinagdo letal
€& mais marcante no Rio de Janeiro e em Sao Paulo, cidades com indices elevados
tanto de TB quanto de HIV/AIDS (WHQ, 1997, 2002d).

QOutro fator que contribui para aumentar a incidéncia de TB e é responsavel
pelo aumento da mortalidade consiste no aparecimento de novas cepas do M.
tuberculosis resistentes aos fadrmacos anti-TB convencionalmente utilizados. Estas
cepas podem apresentar resisténcia a um farmaco isolado ou & combinagdo de
tarmacos. Neste caso, sao denominadas de multi-resistentes (MDR — “muitidrug-
resistant”). De acordo com dados da OMS, mais de cinglenta milhdes de pessoas
podem estar infectadas por cepas resistentes (WHO, 2002aq). A resisténcia pode ser
causada, principalmente, pelo tratamento parcial ou inconsistente, pela prescrcdo
de farmacos inadequados {farmaco isolado ou em combinagdo) e por um sistema

falho de distribuigdo de medicamentos (WHO, 2002a; RATTAN, KALIA, AHMAD,
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1998). A resisténcia também pode ser conseqUéncia natural & infecgdo por HIV
(RATTAN, KALIA, AHMAD, 1998}. Os casos de resisténcia sdo de dificil tratamento,
além de economicamente dispendiocsos. Nos paises industrializados, o tratamento
da TB custa cerca de dois mil délares por paciente e aumenta mais de 100 vezes
em pacientes com cepas MDR-TB (duzentos e cingUenta mil délares por paciente)
(WHO, 2002qa).

A guimioterapia de curta duragdo constitui © fundamento da terapia anti-
TB. Esta estratégia de tratamento é recomendada pela OMS, por meio dos regimes
de DOTS (Directly Observed Treatment, Shorf-course — tratamento de curta duragdo
com observagcdo direta), para garantir o controle efetivo da TB. Isoniazida
(hidrazida do d4cido isonocotinico) {INH), rifampicina (RIF}, pirazinamida (PZA).
estreptomicina (SM) e etambutol (EMB] sdo os farmacos constituintes da
quimioterapia anti-TB de curta duragdo. Estes fGrmacos sdo administrados por 6 a 8
meses, de acordo com os esquemas terapéuticos preconizados pela OMS (WHO,
1999). A estreptomicina foi introduzida na quimioterapia anti-TB na década de 40, a
isoniazida e a pirazinamida na década de 50, o etambutol na década de 60 e a

rifampicina na década de 70 {SESSI, GRASSI, 1996; KOROLKOVAS, 1998) {Quadro 1).
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Quadro 1 - Estrutura quimica dos farmacos utilizados na estratégia de DOTS da OMS

N\ N Xy
l NH
NH OH HN
2

OH

Iz

INH PZA EMB

T N——CHg
lHa RIF
|\|IH
HH H NHCNH,
HaNC—NH H
H
OH H
H (0) O
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A esiratégia de DOTS impede novas infeccdes e o desenvolvimento de
MDR-TB, combinando cinco elementos: comprometimento politico, servigos
microscépicos, distribuicGo de medicamentos, monitoragdo do sistema e
observa¢do direta do tratamento. De acordo com dados da OMS (WHO, 1999,
2002q). o suprimento de medicamentos para 6 meses, no regime de DOTS, tem um
custo de 11 délares por paciente, constituindo-se em investimento extremamente
vidvel. No entanto, somente doze porcento dos pacientes estimados receberam
DOTS em 1996; no inicio de 1997, 95 dos 212 paises adotaram a estratégia de DOTS
e 63 dos 95 paises implementaram DOTS em todas as regides. Em 2000, 148 paises
adotaram a estratégia de DOTS e vinte e sete porcento dos casos de TB no mundo
foram tratados por meio desta estrategia (WHQO, 2002d). No Brasil, a estratégia de
DOTS fol concentrada em 250 municipios, selecionados pela alta incidéncia de TB,
alto indice de mortalidade, baixo indice de cura e disseminagdo da AlDS. O desafio
estd em expandir esta estratégia de tratamento 1do rdpide quanto possivel, sem
ariscar a perda de qualidade (WHQ, 1997). O plano tragado para o controle da TB
no Brasil, no periodo de 2001 a 2005, envolve a mobilizagdo politica e social e a
expansdo da estratégia de DOTS para 329 municipios, cujos indices de T8
representam oitenta porcento dos casos noftificados (WHO, 2002d).

Embora o©s esquemas terapéuticos preconizados para a TB sejam
amplamente aceitos, grandes esforgos devem ser realizados para adapta-los as
diferentes situagdes sdécio-econdmicas e as vdrias apresentagdes da doenga. E
necesséric, também, pesquisar por novos agentes antimicobacterianos,
considerando-se que os organismos infectantes tornam-se resistentes aos farmacos
disponiveis, alguns deles apresentam efeitos colaterais graves e o tratamento
convencional das micobacterioses em pacientes imunodeprimidos & insatisfatério

(SESSI, GRASSI, 1996).
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As estratégias baseadas em cofimizar a inibicdo de alvos conhecidos
requerem entendimento detalhado do mecanismo de ag¢do dos agentes
antimicobacterianos convencionais, enquanto que as estratégias baseadas em
identificar novos alvos necessitam do esclarecimento acerca dos mecanismos
bioquimicos especificos da micobactéria e organismos relacionados. Muitos
processos metabdlicos especificos da micobactéra ocorem durante a biossintese
dos componentes da parede celular e novos alvos interessantes tém emergido
para o planejamenio racional de novos agentes antimicobacterianos (BARRY,
1997). Os dcidos micdlicos, componentes principais da parede celular do M.
tuberculosis, sGo exemplos destes alvos e o estude de sua estrutura quimica
associado ao de seu processo biossintético constitui feramenta importante para o
planejamento de novos agentes potenciais contra tuberculose {PASQUALOTO,

FERREIRA, 2001).

1.2. PLANEJAMENTO RACIONAL DE NOVAS MOLECULAS E MODELAGEM MOLECULAR

Apesar dos avangos tecnoldgicos, a informagdo principal que permite o
planejamento racional de novas moléculas € o conhecimento da etiologia de
determinada doenca, que se deseja combater, ou, pelo menos, dos processos
bioquimicos que sao alterados (WERMUTH, 1996; COHEN, 1996).

De acordo com os glossdrios de termos utilizados em Quimica Medicinal
(WERMUTH et al., 1998) e no planejamento de farmacos (SANT'ANNA, 2002),
recomendagdes da IUPAC para 1997, modelagem molecular é a investiga¢do das
estruturas e das propriedades moleculares usando a quimica computacional e as
técnicas de visualzagdo grdfica visando formecer uma representacdo
tridimensional, sob um dado conjunto de circunsténcias.

O CADD (Computer-Assisted Drug Design, planejamento de farmmacos

auxiliado por computador) pode ser aplicado a quaiquer molécula ativa cuja
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interagdo com um alvo molecular especifico {receptor, enzima, canais de fons) seja
postulada. A modelagem molecular utiliza duas abordagens: planejamento direto e
indireto. Quando a estrutura tridimensional da biomacromolécula alve (receptor,
enzima) estd disponivel, o planejamento direto pode ser efetuado. Por outro lado,
quando a estrutura tridimensional da biomacromolécuia alvo ndio estd disponivel, o
planejamento indireto é a Onica abordagem possivel (WERMUTH, 1994; COHEN,
1996).

A contribvicdo do CADD na descoberta de novos prototicos possui valor
limitado devido ao fato de que os estudos de modelagem molecular permitiiam
somente a identificag&o de novos ligantes provenientes de sistemas biologicos ja
conhecidos. Do mesmo modo, métodos de relagao quantitativa entre estrutura
quimica e atividade biclégica {QSAR, Quantitative Structure-Activity Relationship)
possibilitariam a otimizagdo scmente de conjuntos de compostos ja descobertos
(WERMUTH, 1994}. O CADD nd&o é, entretanto, uma rota direta para a descoberta
de novos farmacos, mas fornece informagdes mais detalhadas para alcangar este
objetivo (OOMS, 2000).

A ulilizagdo da modelagem molecular como femamenta para o©
planejamento de farmacos apresenta aspectos positivos e até mesmo certo poder
criativo. Enfre os aspectos positivos encontram-se (WERMUTH, 1994):

(1) redug@o do nimero de composios a serem sintetizados, através do
reconhecimento de parGmetros estruturais e eletrdnicos que resultam em
compostos pouco ativos ou inativos, por exemplo;

(2) diferenciagd&o de esterecisdmeros — a esterecespecificidade é um dos
principals  atributos de receptores farmacoldégicos e uma perfeita
complementaridade estereoquimica entre ligante e sitio ativo é critério essencial

para alta afinidade e seletividade;
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Os acidos micolicos sao a-alquil-p-hidroxidcidos de elevado peso molecular,
covalentemente ligados & por¢cdo crcbinogcléctcno da parede celular do M.
tuberculosis (BRENAN, NIKAIDO, 1995; BARRY ef al., 1998; PASQUALOTO, FERREIRA,
2001). A pirdlise dos acidos micdlicos libera a porgdo distal ao C3 ou B (grupo 3 ou
B-hidroxi), gerando dacido meromicdlico. Isto permite a andlise da estrutura dos
dacidos micdlicos pela sua separagdo em duas partes: por¢do meromicolato e a-
ramificagdo (BRENAN, NIKAIDO, 1995; BARRY et af., 1998).

Nos géneros Corynebacterium, Rhodococcus e Nocardia, os dacidos
micdlicos s@o constituidos no mdéximo por 40, 50 e 60 atomos de carbono.
respectivamente. No entanto, no género Mycobacterium apresentam, usuaimente,
70 a 90 carbonos. Diferengas na estrutura dos acidos micolicos podem afetar a
fluidez e permeabilidade da bicamada lipidica assimétrica do Mycobacterum, o
que explicaria os diferentes niveis de sensibilidade a inibidores lipofiicos entre as
vdarias espécies do microrganismo (BRENAN, NIKAIDO, 1995; BARRY et al, 1998;
PASQUALOTO, FERREIRA, 2001).

Os dcidos micdlicos da parede celular do M. tuberculosis s&o distintos dos
encontrados em outros géneros [Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus)
devido as seguintes caracteristicas: (1) opresentam maior nOmero de carbonos (Cro
a Coo); {2} o tamanho das a-ramificagdes € maior (Cx a Ca); (3} na cadeia
carbdnica principal, denominada porgdo meromicdlica, apresentam um ou dois
grupos (que podem ser ligagdo dupla ou anel ciclopropano) capazes de produzir
"nds" na molécula, dminvindo sua flexibilidade; (4) podem apresentar fungdes
oxigenadas adicionais ao grupo B-hidroxi; e, (5) podem apresentar ramificagdes
constituidas por grupos metila na cadeia carbdnica principal (BRENAN, NIKAIDO,

1995; BARRY et al., 1998; PASQUALOTO, FERREIRA 2001).
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O mecanismo biossintélico de acidos graxos, denominado sistema FAS (Faffy
Acid Synthase), envolve ciclos repefitivos de condensagdo, ceto reducdo,
desidratagdo e enoil redugdo. As enzimas que participam deste processo sao
consideradas alvos ideais para o planejamento de agentes antibacterianos e
antimicobacterianos mais seletives, devido & diferenga na organizac@o molecular
enfre os sistemas FAS de bactérias/micobactérias e de mamiferos (McCARTHY,
HARDIE, 1984: MAGNUSON et al., 1993; BARRY et al., 1998).

Mamiferos, aves e leveduras produzem dcidos graxos via sistema FAS-l, no
qual a afividade enzimdtica reside numa Unica cadeia polipeptidica de uma
enzima multifuncional (KOLATTUKUDY, POULOSE, BUCKNER, 1981; WAKIL, STOOPS,
JOSHI, 1983; SMITH, 1994: BARRY et al, 1998: MARRAKCHI, LANEELLE, QUEMARD,
2000). Em contraste, a maioria das plantas e bactérias utiliza um sistema FAS-Il, em
que cada atividade enzimdtica coresponde a um polipeptidic individual (FULCO,
1983; KATER et al, 1994; ROCK, CRONAN, 1996; BARRY et al, 1998; MARRAKCHI,
LANEELLE, QUEMARD, 2000).

QO sistema FAS-ll melhor caracterizado € o da Escherichia coli, que inclui as
seguintes enzimas-acp {acy! carrier protein): B-cetoacil-acp sintetases (FabB, FabF e
FabH). B-cetoacil-acp redutase (FabG). B-hidréxi-acil-acp desidrases ou desifratases
(FabA e Fabl) e encil-acp redutase (Fabl, conhecida antigamente como EnvM)
(MAGNUSON et al., 1993; ROIWARSK! et al., 1999).

A enzima enoil-acp redutase catalisa a reagdo principal, que regula o ciclo
de alongamento de acidos graxos (BERGLER et al, 19946; STEWART et al, 1999). A
reagdo consiste na redugdo esterecespecifica, NADH-dependente, de dacidos
graxos a.p-insaturados ligados & proteina acil-caregadora (ROZWARSKI et al., 1999;
STEWART ef al., 1999).

O sistema FAS-Il da Escherichia coili inicia a biossintese de dcidos graxos pela

condensacdo dos substratos acetil @ malonil; continua o processo com a etfapa de
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alongamento do produto resultante da condensa¢@o pela adicdo de unidades
consecutivas de C2 até que a cadeia diquilica do dcido graxo atinja
aproximadamente 16 carbonos [ROIWASRK] et al., 1999).

As micobactérias possuem ambos os sistemas de biossintese de dcidos
graxos, FAS-l e FAS-I (BLOCH, 1977; BARRY et al., 1998; MARRAKCHI, LANEELLE,
QUEMARD, 2000).

O sistema FAS-I das micobactérias produz acidos graxos com 16 e 24-26
carbonos (BLOCH, 1977; KIKUCHI, RAINWATER, KOLATTUKUDY, 1992; BARRY et al.
1998: MARRAKCHI, LANEELLE, QUEMARD, 2000), enquanto que o sistema FAS-il
prefere substratos de partida com 16 carbonos (BLOCH, 1977; BARRY et al., 1998;
MARRACHI, LANEELLE, QUEMARD, 2000} e pode alongd-los até 56 carbonos
(QURESHI, SATHYAMOORTHY, TAKAYAMA, 1984; BARRY et al, 1998; MARRACHI,
LANEELLE, QUEMARD, 2000}. Isto indica que o sistema FAS-Il das micobactérias utiliza
os produtos do sistema FAS-I| como base para o alongamento mais uniforme da
cadeia de dcido graxo. Os produtos de cadeia mais lenga do sistema FAS-Il sGo os
precursores dos dcidos micdlicos, principais componentes da parede celular
micobacteriana (BRENAN, NIKAIDO, 1995; LEE, BRENNAN, BESRA, 1996; BARRY et al.,

1998; MARRAKCHI, LANEELLE, QUEMARD, 2000} (Figura 3).
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complexado & enzima. Neslte caso, a ligagdio ocome entre o dlomo de boro do
Inibidor e © grupo 2'-hidroxila da ribose do NAD (BALDOCK et al., 1996; BALDOCK et
al., 1998). Estudos de diazoborinas de diferentes classes complexadas & enoil-acp
redutase de E. coll foram relatados na tentativa de elucidar as caracteristicas
destas interagdes que modulam a afinidade enzimdatica (LEVY ef al.. 2001).

A comparag@io de estruturas cristalizadas dos inibidores, diazoborina e
triclosana, complexados & Fabl revelou que as porgdes adencsina do cofator s&o
superponiveis e que hd diferengas nas porgdes nicotinamida. Ambos os inibidores
interagem somente com a nicotinamida, mas a ftriclosana forma ligagdes de
hidrogé&nio com o grupo 2'-hidroxila da ribose do NAD (STEWART et al., 1999).

A friclosana & um agente antibacteriano de amplo espectro, ativo contra
varios microrganismos: bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, M. smegmatis,
Staphylococcus aureus), bactérias Gram-negativas (E. coli, Salmonella typhimurium,
Shigella flexneri), fungos e leveduras. Devido ao seu perfil de seguranga, esse
farmaco tem sido utilizado como aditive antibacteriano em muitos produtos de
higiene pessoal (BHARGAVA, LEONARD, 1996; STEWART et al., 1999).

A enocil-acp redutase do M. tuberculosis, InhA, apresenta seqiéncia total de
aminodcidos com 28% e 23% de homologia as enoil-acp redutases de E. coli (Fabl)
e da planta Brassica napus, respectivamenie (ROCIWASRKI et al., 1999}. Na regido do
sitio ativo, a semelhanga estrutural entre InhA/Fabl e InhA/encoil-acp Brassica napus
é de 40% e 33%, respectivamente (BALDOCK et al., 1996). As encil-acp redutases de
E. coli e Brassica nopus compartiham 35% de homologia e os residuos de
aminodcidos que formam o sitio ativo sGo muito conservados nas duas proteinas
(KATER et al., 1991; BALDOCK et al., 1996).

As mutagdes enzimdticas, préximas ao sitio ativo (BALDOCK et al., 1996),
resultantes da substituigdo de um Unico aminodcido, como por exemplo Ser?4Alq,

na InhA (DESSEN et ai, 1995: QUEMARD et al., 1995; BALDOCK et al, 1994:
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ROIWARSKI et al., 1998) e Gly93Ser, na Fabl (TURNOWSKY et al., 1989; BERGLER,
HOGENAUER, TURNOWSKY, 1992; BALDOCK ef cl:, 1996: BALDOCK et al, 1998} sao
suficientes para conferir resisténcia a isoniazida e &s diazoborinas, respectivamente.

Cinco mutagdes na InhA, além de Ser94Ala, foram observadas em isolados
clinicos de M. tuberculosis isoniazida-resistente: lle16Thr, lle21Val, le47Thr, Val78Ala e
lle?5Phe. As enzimas InhA farmaco-resistentes apresentam afinidade reduzida pelo
cofator NADH (BASSC et al., 1998; PARIKH ef al., 1999).

Em contraste com a Fabl, a encil-acp da Brassica napus € insensivel &s
diazoborinas e a presenga de um residuo alanina na posigdo 138 (que equivale
estruturaimente a posicdo 93 da Fabl) parece ser o fator determinante para esta
resisténcia (ROUJEINIKOVA ef al., 1999; DE BOER et al., 1999).

Trés mutagdes na Fabl resultam em resisténcia & triclosana: Gly?3val,
Met159Thr e Phe203Lleu. A presenga do residuo valina na posigdo 93 da Fabl
também resulta em resisténcia &s diazoborinas, sugerindo modo de agdo comum
para estes dois tipos de inibidores (HEATH et al., 1998; STEWART et al., 1999).

Estudos recentes sobre a inibigcdo da InhA pela friclosana e pela isoniazida
(MCMURRY, OETHINGER, LEVY, 1998) relataram que a substituigco do residuo tirosina
por fenilalanina na posic@o 158 reduz a ofinidade da ftriclosana pela enzima. O
grupo hidroxila da tirosina 158 é importante para a interagdo da triclosana com a
enzima InhA, da mesma forma que o grupco hidroxiia da comrrespondente tirosina
156, na Fabl. Estes residuos (Tyr158 e Tyr156) contribuem de forma relevante no
mecanismo catalitico das enoil redutases. Isto sugere que a triclosana interage de
modo semelhante com ambas as enzimas, InhA e Fabl (McMURRY, OETHINGER,
LEVY, 1998; PARIKH et al, 1999). Foi demonstrado, também, que as mutacdes
lled47Thr e lle21Val na InhA, que ocorrem em isolados clinicos de M. tuberculosis
isoniazida-resistente, ndo prejudicaram a inibicdo pela triclosana. Esta observaga@o

parece indicar que inibidores da InhA, que tenham como alvo o sitio de ligacdo do
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enoil-substrato, podem ser efetivos contra cepas de M. tuberculosis isoniazida-
resistente (McMURRY, OETHINGER, LEVY, 1998).

O conhecimento das caracteristicas bioquimicas e estruturais das enzimas
encll-acp redutases supre informagdes importantes de como as mutagdes
interferem nas interagdes farmaco-receptor e permite ¢ planejamento de novos

agentes terapéuticos eficientes contra as cepas sensiveis € MDR.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Face ac quadro alarmante da TB no mundo e, em particular no Brasil, onde
sGo registrados 161.800 novos casos anuaimente e considerando-se os indices
elevados de resisténcia do microrganismo aos farmacos convencionalmente
vtilizados, hd necessidade premente de novas e especificas alternativas
quimioter&picas.

Os constituintes da parede celular da micobactéria - AGcidos micdlicos,
arabinogalactano, peptidoglicano e micobactinas - s@o considerados alvos
especificos para novos farmacos anti-TB. Agentes que interferem na biossintese
destes constituintes seriam seletivos @ menos tdxicos. atuando especificamente na
micobactéra, sem alterar a flora bacteriana do hospedeiro (SENSI, 1989; BARRY,
1997).

Os 4acidos micdlicos representam o principal constituinte da complexa
parede celular micobacteriana e encontram-se implicados na sua permeabilidade
e na sua fluidez. A baixa permeabilidade da parede celular parece contribuir, de
forma relevante, para a menor sensibilidade do bacilo aos antibidticos e
quimioterdpicos (LIU, 1996).

A vista do exposto, o objetivo do presente estudo é, com base na estrutura

dos CICIdOS mlcéllcos. plc nejor 'ruberculosfohcos potencialmente ativos na infecgdo,
— ——- —

unllzcndo como ferrcmentc as técnicas de modelagem molecular (CADD) QSAR-

— — ———-

4D IR (relag@o quantitativa quadridimensional entre estrutura quimica e atividade
biolégica independente do receptor] e FEFF QSAR-3D (relagdo quantitativa
tridimensional entre estrutura quimica e atividade biolégica com campo de forca

de energia livre), em um _@g{\fo_ﬂe 37-hidrazidgs, com meconn;mo de. agaa.

possivelmente-comum_ao_da lsorn|c12|dq.,.Espero se. com esta metodologia, obter

———

mais subsndnos para a concepq:co racional de cmclogos esTruturcns dc lSOhICIZIdO

- —
T — . e e et _\" [ T e ——

como inibidores do processo biossintético da pc:rede celulor do M. fubercuiosxs
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Quadro é - Conjunto de treinamento e seus respectivos grupos de atividade biolégica

Compostos afivos

N
I ~ l \ N\ F ON
/ /N \ /
5 _NH, 5 \ AN . s N _NH; o ) N,
N H N H H

INH1 INHd2 INHd31 INHd43 INHJ20
MIC = 0,02 pg/Ml MIC = 0,15 pg/mL MIC =0,40 pg/mL  MIC = 0,40 pg/mL MIC = 0,60 pg/mL
PM=137,14g PM=137,14g PM=162.19g PM = 155,13 g PM=183,17 g
. Cl
N HaN
X NI N
P " _Z
NH; NH, NH,
~ _——NH> ~ NHz /
o N o N -
H M ° ﬁ fe) H [} H
INHd 14 INHd44é INHA37 INHd15 INHd23
MIC =060 ug/mL  MIC = 1,50 ug/mL  MIC =200 uig/mL  MIC = 3,00 pg/mL MIC = 3,00 pg/mL
PM=136,15g PM = 152,169 PM=13714g PM=170,60g PM=151.17 g

Compostos de atividade intermediaria

o Br NO, OH

N Br
®
F
[ ‘
NH NH, NH, _NH; _NH,
o N o N © N © i
4 H H

INHJ29 INHd 16 INHd18 INHd44 INHd25
MIC = 10,00 pg/mL  MIC =1200 ug/mL  MIC=1200ug/mL  MIC = 15,00 pg/mL  MIC = 12,00 ug/mL
PM= 184,63 g PM=21505g PM=183,17 g PM=216049g PM = 152,15
OH
N
( Xy, Hsco
N A
/NH-; HaN /NHz .
NH NH, NH NH
P NH 2 HO
o N S II:l/ o u/
o H o
INHd30 idv130 INH427 INH422 INHA34
MIC = 12,00 pg/mL  MIC=2000 pg/mL  MIC=3000 ug/mL  MIC =30,00 ug/mL  MIC = 40,00 pug/mL
PM = 150,18 g pM=13§,139 - PM‘= 182.}89  PM=1s117g PM = 166,18 g
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Quadro 7 — Conjunto de cvclicic;do e seus respectivos grupos de atividade biolégica

Compostos ativos

M\ $

/
o o N
NH,
~ NH
HoN——NH (s} N —
P N HaN
Idve0 ldv128 ldv124
MIC = 0,06 ug/mL MIC = 1,50 pg/mL MIC = 2,00 pg/mL
PM=126,12g PM=138,13g PM=126,12¢g

Compostos de atividade Intermedidria

Hn—NH
Idv131 Idv132
MIC = 10,00 pg/mL MIC = 15,00 ug/mL
PM=143,169g PM=143,16 g

[\

Compostos inativos

THa
N
o)
N—N Moo \T/
H Nk N
z s
O
n—NH
Idv136 N
MIC = 300,00 pg/mL 2
PM = 173,19 © N
INHJS1
MIC = 600,00 ug/mL
PM=214,27 g

No grafico 1 estd apresentada a distribuicdo das atividades biolégicas

(PMIC) dos conjuntos de treinamento e de avaliagdo. Os valores de pMIC

apresentaram um desvio padrdo de 1,2 do valor médio.
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cem mil passos, cada passo de 1 fs. As conformagdes geradas para cada ligante
foram registradas a cada 20 passos no arquivo de frajetdria, totalizando 5000
conformagdes. A temperatura durante as simulagdes de DM foi mantida constante
em 310 K, que corresponde & temperatura do ensaio biclégico dos compostos em

esfud_c\).‘,As simulagdes de DM foram realizadas em um banho térmico (BERENDSEN
et at., 1;84) com tempo de relaxa¢do de 0,1 ps.

Os cdlculos de DM foram realizados utilizando-se o programa MOLSIM 3.0
(DOHERTY, 1994), um pacote de mecdnica e dindmica molecular, incluido no
programa 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999 - The Chem21 Group, Inc.}, com campo
de forga MM2 (ALLINGER, 1977), que apresenta parametrizagdes relatadas por
Hopfinger e Pearlstein (1984). Conforme mencicnado anteriormente, as cargas
atémicas parciais dos ligantes foram computadas utilizando o método semi-
empirico AM1 (DEWAR et al., 1985).

Foi assumida a condig@o de estado ndo-icnizadec para os ligantes
investigados (hidroxilas dos grupos fosfato da porgdo NAD com seus respectivos
dtomos de hidrogénio). De acordo com as observagdes de Klopmann e
colaboradores (19964), as hidrazidas em estudo teriam seus grupos acido/base ndo-

ionizados no pH celular devido aos seus valores de pKa serem muito distantes do pH

fisiolégico.

3.3.2. DEFINICAO DOS ELEMENTOS DE INTERACAO FARMACOFORICA

O programa de 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999) permite definir sete tipos de
elementos de interag&o farmacoférica (“Interaction Pharmacophore Elements”,
IPEs), que comrespondem aos tipos de Gtomos que podem participar de interagdes
especificas com o receptor (biomacromolécula). Portanto, os atomos de cada
molécula do conjunto de freinamento serGo classificados de acordo com o tipo de

interacdo que eles sejam capazes de realizar com o receptor.
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Tabela | (continuagdio) - Definigdo da seqgiiéncia de trés dtomos, designados pelas letras "a-
I, para cada um dos sete alinhamentos testados, utilizando a

estrutura do composto INHT como exemplo

Alinhamento 1° 4tomo 20 Gtomo 3° 4tomo
5 a g h
é | | k
7 b g I

3.3.5. DEFINICAO DOS TipOS DE QCUPACAO

A freqiéncia de occupagdo das células da caixa virtual € computada para
as conformagdes registradas na trgjetdria de DM para todos os compostos em
estudo.

A freqUéncia de ocupac¢do das células da caixa virtual pode ser calculada
por trés tipos de medida de ocupagdo para cada IPE (3.3.2.). O primeiro tipo &
denominado ocupagdo absoluta {As, absolute-occupancy) e coresponde @ soma
de todos os dtomos IPE que ocupam as células em que estdo as conformagdes do
ligante em estudo, registradas na simulagdo de DM, independente de um
composto de referéncia. A ocupagdo associada (Jo, joint-occupancy), segundo
tipo de medida de ocupagdo, &€ definida como o nimero de atomos IPE que
ocupam as células da grade comuns para as conformagdes do ligante em estudo
e um composto de referéncia. Ou seja, a ocupagdo das células referente a um
composto de referéncia € somada. O terceiro tipo é denominado auto-ocupagdo
(So. self-occupancy), onde o dlgoritmo QSAR-4D calcula a diferenca entre a
ocupagdo absoluta das conformagdes do ligante em estudo e a ocupagdo
associada para as conformagdes do ligante em estudo e o composto de
referéncia (HOPFINGER, 1999).

Neste estudo, a freqUiéncia de ocupagdo absoluta das células foi utilizada

por ser o Unico tipo que Independe de um composto de referéncia. Além disso,
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fornece informagdes mais especificas sobre o tipo de datomo (IPE) que ocupa

preferencialmente a célula da caixa virtual em relagd@o ao ligante em estudo.

3.3.6. OBTENGAO DOS DESCRITORES DE OCUPACAO DAS CELULAS (GCoDs)

Nesta etapa, cada conformagdo do CEP de cada composto & colocada
na caixa 3D vitual de acordo com o afinhamento selecionado. Uma grade de
referéncia, que consiste em um espago cartesiano fixo, é gerada automaticamente
para cada molécula. Esta grade possui eixos x, ¥ e z, que excedem as coordenadas
atdmicas maxima e minima de cada molécula do conjunto de treinamento. Os
perfis de ocupagdo das células da caixa vitual para cada um dos IPEs
selecionados (3.3.2.) sGo computados e utilizados como base para formar o
conjunto de descritores na construgdo dos modelos de QSAR-4D (IR) (HOPFINGER,
1999).

Os valcres de ocupacgdo da caixa virtual referentes a cada IPE sdo
denominados GCODs ("grid cell occupancy descriptors”}). Estes valores constituem
as varidveis independentes (descritores) na metodologia de QSAR-4D (IR) e sdo
caiculados conforme o tipo de medida de ocupagdo selecionada (HOPFINGER,
199%9). Neste estudo, os GCODs foram computados de acordo com os valores de
ocupagdo absoluta dos IPEs, para cada um dos sete alinhamentos. Estes valores
podem ser normalizados de acordo com o numero de conformagdes selecionadas,

ou seja, podem ser transformados em valores percentuais.

3.3.7. PRE-TRATAMENTO DOS DESCRITORES (GCODs) — REDUGAO DO NUMERO TOTAL DE GCODs

A andlise de QSAR-4D, como a andlise comparativa de campos moleculares
(CoMFA, "Comparative Molecular Field Analysis”} (CRAMER, PATTERSON, BUNCE,
1988), gera um nimero enorme de variaveis independentes (descritores, GCODs)
devido ao grande nimero de células da caixa vitual, aos tipos de IPEs

selecionados e suas comrespondentes freqiéncias de ocupacao (Ao, Jo € So). O
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conjunto resuitante de propriedades das células da caixa virtual constitui o conjunto
de descritores (GCODs), para cada um dos alinhamentos selecionados. Entretanto,
os esquemas de QSAR-4D diferem da mefodologia de QSAR-3D, CoMFA, porque
definem, intrinsicamente, o conjunto total de células da caixa virtual que serd
incluido na andlise. Cortes (cuttoffs) de potencial de avaliagdo, utilizados no
método CoMFA, ndo sdo necessdrios na metodologia de QSAR-4D (HOPFINGER,
1999).

No formalismo de QSAR-4D, g andlise de regressdo de minimos quadrados
parciais (PLS, “Partial Least Squares”) (GLEN, DUNN, SCOTT, 1989) & utilizada para
promover o gjuste de redugdo de dados entre as variGveis dependentes (atividade
biclogica observada ou experimental) e os comespondentes valores de GCODs
(HOPFINGER, 1999).

Antes de submeter os dados a andiise de regressdo PLS, dois critérios podem
ser empregados para aumentar a velocidade de processamento e melhorar a
qualidade da andlise de PLS. O usudrio pode ‘filtrar' os GCODs utilizando o critério
de varidncia ou o de valor minimo para o descritor. No critério de variGncia,
qualquer coluna de descritor que apresentar varidncia menor que © valor
especificado pelo usudrio pode ser omitida da andlise de PLS. No critério de valor
minimo para o GCOD, as colunas de GCODs que apresentarem valores de
ocupagao menorés que o valor especificado pelo vsudrio, considerando todo o
conjunto de moléculas, podem ser omitidas da andlise de PLS. Somente um dos
critérios de pré-tratamento de dados pode ser selecionado. Os descritores com
maior peso resultantes da andlise de regressgo PLS serdo utilizados como conjunto
de partida para gerar os modelos fincis (otimizados) de QSAR-4D (HOPFINGER,
1999).

Neste estudo, a andlise de regressdo PLS foi empregada para promover uma

reducdao inicial dos dados entre as medidas da varidvel dependente experimental,
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pPMIC, e os comespondentes descritores, GCODs, para cada um dos sete
alinhamentos. O critério de escolha para o pré-tratamento dos GCCDs foi o *filtro'
de vari@ncia. As varidveis independentes com valores de vari@ncia menor que 2,0
(valor ‘default’ do programa 4D-QSAR 3.0} foram eliminadas. A reducdo
auvtomdtica dos GCODs pela andlise de PLS proporciona a sele¢do dos GCODs que
apresentam maior comrelagdc com a atividade bioldgica. Os 200 GCODs que
tiveram melhor peso na andlise de regressdo PLS foram utilizados para constituir a
série selecionada de descritores para a andlise de aproximagdo da funcao
genética {GFA, “"genetic function approximation") (ROGERS, 1991: ROGERS,

HOPFINGER, 1994).

3.3.8. OBTENCAOC DOS MODELOS DE QSAR-4D (IR)

Nesta etapa sdo gerados os modelos de QSAR, partindo da construg¢do,
otimizagdo, comparagdo e avaliagdo dos modelos através da utilizagdo de um
algoritmo genétfico, GA (HOLLAND, 1975). Os modelos ou equagdes de QSAR-4D
sdo obtidos pelo método que combina algoritmo genético e minimos quadrados
parciais (GA-PLS) existente no programa 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999). O
algoritmo genético especifico implementado no programa 4D-QSAR € a andlise de
aproximagdo da fungdo genética, GFA (ROGERS, 1991; ROGERS, HOPFINGER, 1994).
Os 200 GCODs que tiveram melhor peso na andlise de PLS, para cada um dos sete
alinhamentos, foram selecionados como conjunto inicial de dados para a andlise
de GA. Outros descritores, ndo provenientes da andlise de QSAR-4D, como por ex.,
logP (logaritmo do coeficiente de parilig@o n-octanol-Ggua), refratividade molar,
descritores de mecdanica quéntica, podem ser adicionados, pelo usuério, ao
conjunto inicial de dados no comeco desta etapa (HOPFINGER, 1999).
Considerando-se que a lipofilicidade € fator determinante na farmacocinética e
farmacodindmica dos farmacos (MANNHOLD, van de WATERBEEMD, 2001), neste

estudo, os valores de logP foram calculados {ClogP) para os compostos do

KERLY FERNANDA MESGUITA PASQUALOTO



42
METODOLOGIA

conjunto de treinamento, utilizando o programa HyperChem 6.0 (Hypercube, Inc.
1994). e incluidos na etapa de andlise de GA.

A vantagem do método GFA é a construgdo e andlise de multiplos modelos,
ao invés de apenas um Unico modelo (ROGERS, HOPFINGER, 1994). Modelos de
uma populagdo inicial sdo criados a partir da escolha aleatdria de varidaveis do
conjunto formado peles GCODs de maior peso provenientes da andlise de PLS. Os
modeios sdo avaliados pela medida estatistica conhecida como LOF ("lack-of-fit
score") ou fator de desajuste de Friedman (FRIEDMAN, 1988; ROGERS,1991; ROGERS,
HOPFINGER, 1994), que é a medida dos minimos quadrados penalizada. Portanto,
quando dois modelos apresentarem © mesmo LSE {"least square emror”, emrc de
minimos quadrados), o que tiver o menor numero de termos [descritores) terd o
melhor {menor) valor de LOF (ROGERS, HOPFINGER, 1994). Novos modelos sdo
criados pelo processo de recombinagdo (“crossover"). Este processo consiste na
combinagdo de duas ou mais partes dos modelos 'pais’ para gerar um novo
modelo ‘fiiho'. Os modelos 'pais' tém uma parte de seus termos (descritores)
copiados. Estes termos sdo escolhidos de forma aleatdria. Estes ‘pedagos de
modelo' (parte do modelo 'pai' e parte do modelo 'mé&e’}) sto conectados para
criar um novo modelo 'filho'. O tamanho dos modelos é parciaimente determinado
pela medida LOF. Esta medida pode ser controlada pelo fator de qjuste
("smoothing factor"). O fator de gjuste altera o equilibric entre o nUmero de termos
no modelo {descritores, GCODs) e a redugdo do ero de minimos quadrados {LSE),
além de controlar o ‘overfitting' (super qjuste na reta de regressdo). Nao hé
maneira de saber antecipadamente quantos descritores (GCODs) deverdo fazer
parte de um modelo. Isto dependerd do sistema ligante-receptor. Geralmente,
quanto maior e/ou mais flexivel for o ligante maior serd o nimero de descritores
(GCODs). Entretanto, as regras da estatistica impdem um Imite de 4 a §

observacdes (compostos) por descritor (HOPFINGER, 1999).
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Neste estudo, foram utilizadas 10.000 (valor ‘default') recombinacées na
andlise dos GCODs gerados com células de 1 A. A freqUéncia de mutacao durante
o ciclo de ofimizagdo de recombinagdo (“crossover”) foi selecionada em 10% para
cada nova geragdo de modelos ou equagdes de QSAR-4D e foram testados
valores de fator de gjuste de 1 a 2,5. Foi estabelecido que os 10 melhores modelos
seriam registrados para a andlise de cada um dos sete alinhamentos.

Muitas ‘medidas de diagndstico' para analisar os modelos resultantes sao
determinadas como parte do processo GA de otimizagdo. Estas medidas incluem;
a) os descrifores empregados na andlise como fungdo da operacdo de
recombina¢do (“crossover"); b) comelagdo cruzada entre descritores e/ou medidas
de atividade bioldgica; ¢} numero de modelos significantes; d) coeficiente de
comelagdo linear (r2); e} coeficiente de corelagdo quadrdtico da validagdo
cruzada "leave-one-out" (g?) e d) fator de desajuste, LOF (ROGERS,1991; ROGERS,

HOPFINGER, 1994).

3.3.9. IDENTIFICAGAO DOS MELHORES MODELOS (EQUAGOES) DE QSAR-3D

Esta etapa comresponde & inspe¢do e avaliagdo da populagdo de modelos
obtidos para cada um dos alinhamentos selecionados. O principal objetivo é
identificar os melhores modelos de QSAR-3D considerandoe o respectivo
alinhamento, proveniente da andlise de QSAR-4D. Entretanto, este objetivo pode
ser generalizado para permitir explorar e ofimizar os modelos de QSAR-3D ndo
somente quanto ao alinhamento, mas também quanto & amostragem
conformacional, aos IPEs e outros parGmetros metodoldgicos (3.3.3). Além disso, o
melhor modelo de QSAR-3D pode ser identificado utilizando-se uma ou mais
medidas estatisticas de significdncia adicionadas de informag¢des provenientes da

comparagdo da familia de melhores modelos (HOPFINGER, 1999).
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Neste estudo, os 10 melhores modelos para cada alinhamento foram
registrados. Os modelos foram classificados de acordo com seus valores de
coeficiente de comelagdo da validagdo cruzada (xv-r2 ou g?) (KUBINYI, 1993).

No programa 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999), a técnica de validacao

cruzada utiizada € denominada ‘“leave-one-out”. Esta técnica consiste na

eliminagcdo dos compostos do conjunte de treinamento, um de cada._vez -

e —_—

aleatoriamente ou de forma sistematica, enquanto os coeficientes da equacao s@o

recalculados até que todos os.compostos tenham sido eliminados pelo menos uma

vez. A vdlidagdo cruzada "leave-one-out” foi empregada para obter a medida da
capacidade de predi¢do interna dos modelos no conjunto de treinamento.
Para cada um dos 10 modelos selecionados, considerando-se o

alinhamento testado, foram registradas as seguintes medidas estatisticas de
significGncia: coeﬁcienf; de correlagdo linear (r2), coeficiente de corelagdo da
valida¢cdo cruzada (g2, ermo dg—; minimos quadrados (LSE) e fator de-desajuste (LOF).

O programa de 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999) transforma os valores de g2
em valores gjustados de g2 para que a comparagdo entre equagdes (modelos)
com diferentes nUmeros de termos seja possivel.

Além das medidas estatisticas mencionadas anteriormente, o pregrama de
4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999) fornece a matriz de comrelagdo linear dos residuos
(ou erros) de ajuste dos 10 melhores modelos e a matriz de corelagdo linear dos
descritores (GCODs) para cada um dos 10 melhores modelos, de cada
alinhamento testado.

A comparagdo dos coeficientes de comelagdo linear dos residuos de ajuste
entre pares de modelos, gerados nas andlises de GFA, é feramenta importante
para organizar e explorar informagdes provenientes de multiplos bons modelos,

permitindo, por exemplo, a determinacdio de um subconjunto de modelos distintos

em um conjunto de bons modelos. Os valores residuais comespondem & diferen¢a
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entre os valores de atividade bicidgica observada ou experimental do conjunto de
treinamento e os respectivos valores de otividcdé biolégica calculada. Quando um
par de modelos apresentar valores de residuo de gjuste semelhantes (R = 1), estes
modelos serdo considerados equivalentes. Um par de modelos € considerado
distinto, ou seja, os modelos ndo fornecem as mesmas informagdes, quando os
valores de residuo de o]us’te forem diferentes (R < 0,5) (RCGERS, HOPFINGER, 1994;
HOPFINGER, 1999).

A andlise da matriz de comrelagdo linear dos GCODs de cada um dos 10
melhores modeios permite verificar se as varidveis independentes s&o ou ndo
correlacionadas entre si, em um mesmo modelo e enfre modelos distintos. Ou seja,
permite constatar se cada variavel (GCOD) fornece contribuicdo Unica para cada
modelo selecionado (principio da ortogonalidade das variaveis) (KUBINYI, 1993), ou
se estd fornecendo informagdo redundante ("overfitting", super gjuste na reta de
regressdo) (TOKARSKI, HOPFINGER, 1997b; HOPFINGER, 1999).

Neste estudo foram considerados como "outliers” (compostos desviantes) de
um modelo os compostos cujas diferengcas entre as atividades predita e
experimental excederam em duas vezes © vaior de desvio padrao (DP) calculado

dos residuos.

3.3.10. CONJUNTO DE AVALIACAO - VALIDACAO EXTERNA E PREDICAO DOS MODELOS

Conforme j@ mencicnado, oi_g:_pinposfos do conjunto de avdliagdo nd
Lbatata At

T e e ik i &

participaram da etapa de geragdo dos modelos, na andlise de QSAR-4D (IR).

—_———

Porém, foram utilizados para validar ofs) mO%ﬂfelg(_s) obtido(s) com o conjunto de
treinamento e avaliar sua capacidade de prediq:c':_io_ (HOPFINGER, 1999).

Os valores de atividade bioldgica prevista (pMIC) foram calculados para
cada composto do conjunto de avaliagdo por meio da substituicao dos valores dos

indices de coordenadas cartesianas gerados pela ocupa¢do dos descritores nas

células da grade virtual 3D (GCODs) para cada um dos compostos do conjunto de
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avaliagdo na equagdo, ou modelo, e seu respectivo alinhamento, resultantes da

andlise do conjunto de freinamento.

3.3.11. SELECAO E VISUALIZACAO DA CONFORMAGAO ‘BIOATIVA'

Nesta etapa, a conformagdo ‘biocativa’ para cada composto do conjunto
de freinamento é idealizada pelo programa de 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER 1999). A
selegcdo da conformagdo 'biocativa’ foi realizada empregande como critério a
identificagdo de todos os estados conformacionais, para cada composto do
conjunto treinamento, que estivessem na faixa de energia, AE, da conformacdo de
energia minima global ao CEP, obftido nas simulagdes de DM. O valor de AE
utilizado neste estudo foi de 5 kcal/mol (valor ‘default’'do programa de 40-QSAR
3.0) (HOPFINGER, 1999).

As conformag¢des de menor energia selecionadas foram avaliadas
individualmente, utiizando o alinhamento e o respectivo modelo de QSAR-3D
escolhidos, atribuindo para a ccupag¢do das células da caixa virtual o valor zero, se
o IPE em questdo ndo ocupa a célula da caixa no modelo, ou o valor calculado de
Ao, Jo. So. se 0 IPE cometo ocupa ¢ céluia da caixa vitual (HOPFINGER, 1999).

A conformagdo de menor energia, dentro da faixa de AE {5 kcal/mol), que
apresentou a maior atividade prevista [calculada), considerando © modelo e ©
alinhamento escolhidos, foi selecionada como a conformagdo 'ativa' de cada
composto do conjunto de treinamento, pelo programa de 4D-QSAR 3.0. As
conformagdes postuladas como ‘ativas’ poderdo ser utilizadas come protdtipo em
outras abordagens de CAMD ("Computer-Assisted Molecular Design",
Planejamento Molecular Auxiliado por Computador) (HOPFINGER,1999).

O modelo resultante da andlise de QSAR-4D IR deve proporcionar gjuste
estérico satisfatério e apresentar complementaridade na interag@o receptor-
ligante. Esta verificagdc deve ser efetuada por meio da exploracdo das

informacdes estruturais do modelo selecionado, considerando-se o alinhamento
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dos descritores (GCODs) e suas respectivas conformagdes 'ativas’ previstas dentro
do sitic de interag@o (HOPFINGER ef al., 1997; ALBUQUERQUE et al., 1998;
VENTAKATARANGAN, HOPFINGER, 1999).

Neste estudo, a andlise dos descritores (GCODs) no sitio ative da enzima
cristalizada 1zid foi realizada por meio da comparagdo das informagdes estruturais
entre as conformagdes 'ativas’ previstas pelo modelo e alinhamento selecionados
com o ligante co-cristalizado (INH). As conformagdes ‘afivas’ previstas de cada um
dos compostos do conjunto de treinamento e seus respectivos descritores foram
ancorados no sitio ativo da enzma 1zid ulilizando-se como referéncia o
alinhamento e modeic selecionados na andlise QSAR-4D {R. Dist@ncias entre
residuos de aminodécido do sitio ativo, importantes no processo de interagdo, e as
estruturas das conformagdes ‘ativas’ previstas + GCODs e do ligante cristalizado
foram utilizadas como objeto desta comparagdo.

Na tabela Il estdo apresentadas as etapas de uma andlise de QSAR-4D e no
fluxograma 1 estd representado o método de andlise de todos os dados no

formalismo QSAR-4D, originando modeios QSAR-3D finais (HOPFINGER, 1999).

Tabela Il - Seqiéncia de etapas de uma andlise de QSAR-4D

Etapa Descrig&o

1 Selec&o e construgdio dos modelos 3D dos compostos que serio analisados;

2 Amostragem do conjunto conformacional de cada compesto para gerar o CEP (simulagdes
de DM);

3 Selecd@io das classes de elementos de interagdio farmacoférica, IPEs, para a grade ou caixa
3D virtual;

4 Selecdic dos alinhamentos a serem testados;

5 Formagdo da grade de referénvcia e registro do perfil de ocupag&o das células da grade

para cada IPE, de acordo com a medida de ocupagdo escolhida e com o alinhamento

selecionado;

é Andlise de PLS - redugdo de dados. considerando o conjunto total de GCODs (descritores);
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obtida por cristalografia de raios-X (1zid), no programa HyperChem 6.0 (Hypercube
Inc., 1996). Somente os atomos contidos em cada esfera foram incluidos nos
modelos e o restante da enZima foi negligenciado. Os residuos da enzima que
possuiam pelo menos um dtomo de hidrogénio desconectado dentro das esferas
de corte foram incluidos nos comespondentes modelos (TOKARSKI, HOPFINGER,
1997q).

O processo de redugdo de tamanho da enzima resulta em modelos
formados por conjuntos de '‘pedagos de residuos peptidicos’ desconectados. Os
‘pedagos de residuos peptidicos' separados por menos de cinco residuos de
aminodcidos foram 'conectados’ pela inclusde dos residuos de aminocdacidos que
estavam faltando na seqiéncia da cadeia principal {esqueleto peptidico) dos
modelos. A terminagdo dos ‘pedagos de residuos peptidicos' foi efetuada pela
adic@o de grupos metila (carga = zero). Este procedimento tem como finalidade
manter a integridade geométrica local do modelo do sitio ativo da enzima para o
processo de corte (TOKARSKI, HOPFINGER, 1997a, b). A esfera de 12 A ndo incluiu
todos os residuos de aminodcidos do sitio ativo da enzima, ent&o, o modelo de 12 A
fol descartado.

Neste estudo, foi reduzido o tamanho do receptor, InhA, de 4095 para 1912
&tomos, desconsiderando-se todos os residuos fora de uma esfera de 14 A. A
ofimizagcdo do modelo reduzido da enzima foi readlizada utilizando os métodos
“steepest descent" e “conjugate gradients”, do programa MOLSIM (DOHERTY,
1994), com um critério de convergéncia de energia de 5 kcal/mol, para relaxar
tensdes intra e intermoleculares provenientes do empacotamento cristalogréfico.
Utilizou-se @ mesma T do ensaio bioldgico (310 K) e constante dielétrica de 3.5 (do
vacuo), considerada realistica para a representacdo de Iinteragdes de curto

dlcance {entre Gtomos ou grupos de atomos préximos espacialmente, mas ndo
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Tendo como finalidade, neste estudo, obter-se um complexo aceitavel do
ponto de vista estérico, a estrutura minimizada do modelo reduzido da enzima foi
aquecida lentamente {‘'warming up’'). Partiv-se de uma simulagdo de DM de 10 ps
(10.000 passos, cada passo de 1 fs, com a trajetdria dos estados conformacionais
registrada a cada 20 passos) & T de 25 K e a conformagd@io de menor energia desta
simulagdo foi selecionada. A conformagao de menor energia do modelo reduzido
AT de 25K foi utilizada para desenvolver uma simulagdio de DM de 10 ps & T de 50 K
e a conformacdo de menor energia desta simulagdo foi seiecionada. Este
procedimento foi continuado até 300 K, com incrementos de 50 K. A conformagdo
de menor energia do modelo reduzido selecionada na simuiagdo de DM & T de 300
K foi utiizada para desenvolver uma simulagdo de DM de 10 ps & T de 310 K,
temperatura do ensqic biclégico do conjunto de treinamento.

Os procedimentos de DM foram realizados ulilizando o programa MOLSIM
(DOHERTY, 1994) e as conformagdes de menor energia foram selecionadas pelo
programa OSFRAME (The Chem21 Group, Inc.). A selecdo da conformagdo de
menor energia, representativa do equilibrio, considera o vaior da energia potencial
total do complexo.

Nas simulagdes de DM realizadas utilizou-se um banho térmico (BERENDSEN
et al., 1984) com tempo de relaxagdo de 0,1 ps, constante dielétrica de 3.5 e um
limite de até 10 A para o cdlculo das interagdes ndo ligadas.

O modeloc da camada de hidratagcdo {“hydration shell") proposto por
Hopfinger (1973) (FORSYTHE, HOPFINGER, 1973) fol incluido na representagao do
campo de forga na andlise de FEFF para estimar a energia de solvata¢do de cada
estrutura de energia minima resultante do processo de aquecimento {“warming
up"). A inclusdo deste modelo é importante porque considera a competicdo das
interac®es receptor-igante com as molécuias de agua. As simulagdes de DM de

sistemas solvatados representam elevado custo computacional. Portanto, neste
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estudo, as energias de solvatagdo foram calculadas somente para as

conformagdes de energia minima, utilizando o programa MOLSIM (DOHERTY, 1994).

3.4.3. DOCKING DO LIGANTE MAIS VOLUMOSO

A conformag¢do de menor energia do modelo da enzima reduzida
selecionada na simulagdo de DM & T de 310 K foi utilizada para ¢ ancoramento
("docking”) do ligante [composto:NAD) mais volumoso do conjunto de
freinamento, INHA19, proveniente da andlise de QSAR-4D (conformacdo
“bioativa”). considerando-se © alinhamentoc e o modelo escolhidos.

O ligante INHd19 (composto:NAD), resultante da andlise de QSAR-4D, foi
ancorado no sitio ative da enzima {modelo reduzide) por sobreposicdio com a
estrutura do isonicotinico-acii:NAD complexada no modelo reduzide da enzima. Foi
utilizada a seqiléncia de trés dtomos ordenados do alinhamento escolhido na
andlise de QSAR-4D para o ancoramento do ligante no sitio ativo. Apds a
sobreposicao, a estrutura do isonicotinico-aci:NAD foi eliminada do sitio ativo do
modelo reduzido da enzima. Este procedimentoc foi efetuado no programa
HyperChem 4.0 (Hypercube Inc., 1994).

O processo de ancoramento foi realizado com o ligante mais volumoso para
assegurar a capacidade do modelo reduzido da enzima de conter os demais
ligantes do conjunto de treinamento.

A estrutura do modelo reduzido da enzZima contendo o ligante INHA1? foi
otimizada no programa MOLSIM (DOHERTY, 1994), utilizando as mesmas atribuigdes

descritas para a minimizagdo do modelo reduzido (3.4.1.).

3.4.4. DINAMICA MOLECULAR DO COMPLEXO ENZIMA-LIGANTE MAIS VOLUMOSQ
A estrutura otimizada do modelo reduzido da enzima contendo o ligante
INHA19 foi submetida ao processo de aquecimento lento (“warming up”) (item

3.4.2.). As conformagdes de menor energia de cada simulagdo de DM em cada T
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dos ligantes do conjunto de treinamento, provenientes da andlise de QSAR-4D, com
o ligante INHd19, presente no sitio ativo do modelo reduzido da enzima, utilizando a
seqUéncia de trés 4tomos ordenados corespondente ac alinhamento escolhido na
andlise de QSAR-4D. Apds a sobreposicdo de cada ligante, o ligante INHA19 foi
eliminado do sitio ativo do modelo da enzima. Este procedimento proporcionou a
obtengdo dos complexos enzima-ligante,

Os complexcs enzima-ligante foram ofimizados, no programa MOLSIM
(DOHERTY, 1994}, vtilizando-se as mesmas atribuigdes descritas para a minimizagao
do modelo reduzido da enzima (3.4.2.). As estruturas otimizadas dos complexos
enzima-ligante foram submetidas a simulagdes de DM de 10 ps &d Tde 310 K e as
energias de solvatagdo das conformagdes de menor energia foram calculadas.
Neste estudo. o procedimentc de “warming up" efetuade com o complexo
enzima-ligante mais volumoso (3.4.4.) consistiv em uma alternativa de economia de
tempo computacional para os demais ligantes do conjunto de treinamento,
permitindo que as simulagdes de DM fossem realizadas somente na T do ensaio
biclégico.

Com a findlidade de incluir um descritor no campo de amostragem
energético que permitisse mais explicagdes sobre © mecanisme de agdo dos
compostos deste estudo, a ligagdo covalente entre o carbono carbonilico dos
ligantes e o C4 do anel nicotinamida do cofator (composto:NAD) foi cindida
(HyperChem 6.0). Os complexos enzima-ligante com ligagdo covalente cindida
foram ofimizados no programa MOLSIM (DOHERTY, 1994), utilizando-se as mesmas
atribuicdes descritas para a minimizagdo de modelo reduzido da enzima (3.4.2.}. As
estruturas otimizadas dos complexos enzima-ligante com ligagao covalente cindida
foram submetidas a simulagdes de DM de 10 ps & T de 310 K e as energias de
solvatag@o das conformagoes de menor energia foram calculadas. Neste caso, a

conformagdo de menor energia selecionada na simulagd@o de DM & Tde 310 K de
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cada complexo foi utilizada para medir a distancia entre os atomos envolvidos na
ligagdo covalente (HyperChem 6.0) e esta disténcia (dicev) foi incluida como um

descritor a mais no processo de obtengdo dos modelos de FEFF QSAR-3D.

3.4.4. DINAMICA MOLECULAR DOS LIGANTES E DA ENIIMA NAO-LIGADOS

As estruturas otimizadas dos ligantes provenientes da andlise de QSAR-4D IR
{modelo e alinhamento escolhidos) foram submetidas a simuiagdes de DM de 50 ps
{50.000 passos, cada passo de 1 fs e trgjetdéria dos estados conformacionais
registrada a cada 20 passos) & T de 310 K. Utilizou-se um banho térmico (BERENDSEN
et al., 1984) com tempc de relaxagdo de 0,1 ps, constante dielétrica de 3,5 e um
limite de até 10 A para o cdlculo das interacdes ndo ligadas. As conformagdes de
menor energia foram selecionadas e suas energias de solvatagdo foram
calculadas.

A conformagdo de menor energia selecionada a T de 310 K no processo de
aquecimento lento do modelo reduzido da enzima foi utilizada para amostrar as
energias da enzima no estado ndo-ligado. O complexo isonicotinico-acil:NAD foi
excluido do sitio ativo e, apds otimizagdo, a estrutura do modelo reduzido sem ©
inibidor fol empregada como estrutura inicial de uma simulagdode DM de 10 ps aT
de 310 K. Utilizou-se um banho térmico (BERENDSEN et al., 1984} com tempo del
relaxagcdo de 0,1 ps, constante dielétrica de 3,5 e um limite de até 10 A para o
cdlculo das interagdes ndo-ligadas. Foram atribuidas massas ficticias de 5000 u.m.a
aos atomos da cadeia peptidica principal do modelo da enzima. A conformagdo
de menor energia foi selecionada e sua energia de solvatagdo foi calcutada.

Neste estudo, os procedimentos de DM foram realizados utilizando o
programa MOLSIM (DCHERTY, 1994) e as conformagdes de menor energla foram
selecionadas pelo programa OSFRAME (The Chem21 Group, Inc.). O programa
INTERCALC (The Chem21 Group, Inc.) fol utilizado para obter as energias infra e

intermoleculares dos complexos enzima-ligante.
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3.4.7. CONSTRUCAO DOS MODELOS DE FEFF QSAR-3D

Na metodologia de FEFF QSAR-3D (DR-). os termos de energia intra e
intermoleculares, obtidos a partir das simulagdes de DM, s@o considerados os
descritores (varidveis independentes) para a construgdo dos modelos de QSAR-3D
e predi¢cdo das propriedades termodindmicas de interagdo (TOKARSKI, HOPFINGER,
1997b). Neste estudo, além dos descritores de termos de energia, definidos na
Tabela Ill, outros descritores, ndo determinados diretamente dos termos do campo
energético, foram incluidos como possiveis caracteristicas dos modelos FEFF QSAR-
3D. Estes descritores consideram a distancia entre os atomos envolvidos na ligagdo
covalente do ligante {(3.4.5.) e as seguintes propriedades do ligante ndo
complexado & enzima: energia de HOMO ("highest occupied molecular orbital™;
energia do orbital molecular ocupado de maior energia — método hamiltoniano
AMI1), energia de LUMO ("lowest unoccupied molecular orbital”; energia do orbital
molecuiar desocupado de menor energia — método hamiltoniano AM1), momento
de dipolo, ClogP, volume e drea superficial (final da Tabela ll). As variaveis
dependentes sdo as propriedades de interagdo experimentais (TOKARSKI,
HOPFINGER, 1997b). Neste estudo, as varidvels dependentes constituem os valores
de pMIC do conjunto de treinamento.

A entropia vibracional, associada a ligagdes e dngules de ligagdo, ndo foi
calculada neste estudo.

A maioria dos sistemas receptor-ligante apresenta dois problemas inerentes
relacionados ao desenvolvimento da abordagem estatistica na avaliagdo de uma
andlise FEFF QSAR-3D. O primeiro refere-se ao nimero de andlogos (componentes
do conjunto treinamento), m (observagdes), ser usualmente pequeno quando
comparado ao nimero de possiveis varidveis independentes, n (termos de energia
FEFF que podem ser classificados). O segundo trata-se do fato de que muitos dos

termos de energia (variaveis independentes) sdo inter-relacionados. Para minimizar
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Tabele Nl (continuagdo) - Definigdo dos termos do campo de forga de energia livre (FEFF)

utilizados na construgdo dos modelos de FEFF QSAR-3D

FEFF

Definig&io

AEsoy = Exow iz — Exov e — Esavt
AFasteaet = Eastecet 1z — Eqnedern —
Eatederi
AEestsderrion = Eenteaaretors ig — Esrtecarsiors
= Eestsaetetant

AEerern = Eqterio i = Eetero ® — Eaterint

AEaivheetr = Eetrriortrste — Eopertorbran —
Eeterioetuit

Ewr(LL.RR.LR}

Ewr(LR)

Evr.vew

Eiret

Ewr 1o

Ewr eietib = Eirel + Etame

Er.etetoevaw = Eire + Etrpin + Etgvow

AE(LL) = Ewe(LL} = EfLL)
Ewe(LL}

E(LL)

AEr(RR) = Ewr[RR) — Er(RR)
Ewx{RR)

Ex(RR)

Ewr(LRM)

AE (LM)= Ewr{LM) - EL{LM
Ewr(LM)

EL{LM])

AEe(RM) = Eir(RM} — Er(RM)
Ere(RM)

Er(RM)

dicov

Energia de HOMO

Energia de LUMO

Yolume

Variagdo na energia de sclvatagdo na complexagso

Variagdo na soma das energias de deformagdio axial e angular na
complexagdo

Variagdo na soma das energias de deformagdio axial, angular e
torsional na complexagdo

Variagde na soma das energias eletrostatica e de ligagdo de
hidrogénio na complexa¢do

Varlagdo na soma das energias elehostdlica, de ligagdo de
hidrogénio e de intera¢do do tipo 1,4 na complexagto

Energia do complexo liganteteceptor

Energia intermolecular total do complexo ligante—receptor

Energia de van der Waals intemolecular do complexo ligante-
receptor

Energia eletrostatica intermolecular do complexc ligante-receptor

Energia de ligagdo de hidrogénio intermoleculares do complexo
ligante-receptor

Soma das energias eletrostdtica e de ligagBo de hidrogénio
intermoleculares do complexo ligontereceptor

Soma das energias intemoleculares eletrostatica, de ligagde de
hidrogénio e de van der Waals do complexo liganteteceptor

Variagdio na energia inframolecular de ligante na complexagdo

Energia inframolecular do ligante no complexco

Energia intramolecular do ligante ndo-complexado

variag&o na energia inframclecular do receptor na complexagdo

Energia intramoiecular do receptor no complexa

Energia intframolecular do receptor n&o-complexado

Energia de solvatag@o dom complexo ligantereceptor

Variag&o na energla de solvatagdo do igante na complexagdio

Energia de solvata¢do do ligante no complexo

Energia de solvatagdo do ligante n&o-complexado

Variag&o na energia de solvatagdo do receptor na complexagdo

Energia de solvatagéo do receptor no complexo

Energia de solvatagcdo do receptor n&o-complexado

Distancia enfre os tomos que formam a ligacdo covalente (ligante:
cofator) no complexo

Energia do orbital molecular ocupado de maior energia do ligante
ndo-complexado

Energia do orbital molecular desocupado de menor energia do
ligante ndo-complexado

Volume do ligante n&do-complexado
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gjuste e com baixos valores de coeficientes de correlagdo. Este é o diagndstico
para determinar subconjuntos de modelos distintos entre um conjunto de bons
modelos gerados na andlise de GFA (ROGERS, HOPFINGER, 1994; ROGERS, 1997:
HOPFINGER, 1999).

Como na andiise dos modelos de QSAR-4D, foram considerados como
"outliers" (compostos deswontes) de um modelo de FEFF QSAR-3D os composfos

cujas diferengas entre as atividades prevista (calculada) e experimental

excederam em duas vezes o valor de desvio padrdo (DP) calculado dos residuos.

3.4.9. CONJUNTO DE AVALIAGAO - VALIDAGAO E PREDICAO DO MODELO
Da mesma forma que na andlise de QSAR-4D (IR}, a andlise de FEFF QSAR-3D

utiliza os compostos do COhjUhTO de avclsac;co para validar o modelo seIecnonado
-__"—‘——

e - —— e e A e =
———— e e, ——

e ﬂaﬁc;suc capacidade de predigdo.

Os procedimentos de DM relatados para os ligantes do conjunto de
treinamento também foram realizados com os ligantes do conjunto de avaliagdo,
considerando os estados ligado e ndo-igado do complexo enzima-ligante, para a
obtengdo dos descritores do campe de forga de energia livre considerados na
andlise de FEFF QSAR-3D.

Os fluxogramas 2 e 3 apresentados a seguir contém os passos para

obtengdo dos descritores do campo de for¢a de energia livie na metodologia de

FEFF QSAR-3D.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANAUSE DE QSAR-4D

A abordagem QSAR-4D pode ser aplicada nas duas situagdes: dependente
do receptor (DR) e independente do receptor (IR). Na primeira, a geometria do
receptor (alvo molecular, geralmente uma enzima) estd disponivel. Em contraste,
na segunda, a geometria do receptor ndo € parte dos dados disponiveis para
desenvolver a andlise (HOPFINGER et al., 1997). Neste estudo, embora a estrutura
cristalizada da enzima olvé (1zld) estivesse disponivel, a metodologia de QSAR-4D
independente do receptor (IR) foi aplicada porque © modo de interagdoc dos
ligantes com a biomacromolécula alve ndo estd elucidado. Assim, a geometria da
enzima alvo foi negligenciada.

A andiise de QSAR-4D tem sido extensivamente validada e aplicada com
sucesso a um numero de diferentes conjuntos de treinamento: inibidores
benzlpirimidinicos de diidrofolato redutase (HOPFINGER et al, 1997), andlogos
abortivos de prostaglandina PGFa (HOPFINGER et al, 1997). inibidores de
transcriptase reversa (RT) HIV-1 (HOPFINGER et al., 1997), antagonistas do receptor
A2 de tromboxana (ALBUQUERQUE et al., 1998), inibidores de glicogénio fosforilase
(VENKATARANGAN, HOPFINGER, 1999), inibidores de didrofolato redutase do
Plasmodium falciparum (SANTOS-FILHO, HOPFINGER, 2001), andlogos do propofol —
receptor GABA (A) (KRASOWSKI et al, 2002), inibidores ndo-peptidicos de HIV
protease (SANTOS-FILHO, HOPFINGER, 2002). Todas estas aplicagdes sGo exemplos
de estudos de QSAR-4D independente do receptor (IR).

Neste estudo, o formalismo QSAR-4D IR foi aplicado para um conjunto de
hidrazidas, andlogas & isoniazida. Foi considerada a hipétese de que os compostos
estudados agiriam da mesma forma que o protétipo, conforme descrito por
Rozwarski e colaboradores (1998). Estes pesquisadores relataram que © mecanismo

de agdo da isoniazida envclve a formagdo de ligagdo covclenteaelrgrfa‘% W A

" aculdade de Ciéncias Farmacé
KERLY FERNANDA MESGUITAWA SGUALBTH U0




66
RESULTADOS E DISCUSSAC

ativa do farmaco (supostamente um radical isonicotinico-acil ou anion) e o anel
nicotinamida do cofator NAD {carbono 4 do anel) no sitio ativo da enzima encil-
acp redutase do M. tuberculosis (INhA}, criando uma conexdo com o cofator NAD
{aduto), que funciona como um inibidor fortemente ligado (Quadro 4).

A andlise de QSAR-4D considera o farmacdéforo, a liverdade conformacional
e de dlinhamento no desenvolviménto de modelos de QSAR-3D para os dados de
estrutura quimica e atividade bioldgica do conjunto de treinamento avaliando a
meédia deste conjunto em relagdo ao tempo, a quarta “dimensdo” (HOPFINGER et
al., 1997).

Os dez melhores modelos para cada um dos sete alinhamentos, resultantes
da andlise de QSAR-4D, foram avdliados e os resultados estdo apresentados na
Tabela IV.

A Tabela IV inclui © nimero de descritores (GCODs) e as medidas
estatisticas, como valores de r2 (coeficiente de regressdo linear) e g2 (coeficiente de
comrelagcdo de validagdo cruzada), para os dez melhores modelos de 4D-QSAR,
considerando cada dlinhamento selecionado e um fator de djuste (“smoothing
factor”) igual a 2,5. O numero de outliers {compostos desviantes) em cada modelo

também esta relacionado nesta tabela.

Tabela IV - Medidas estatisticas @ nimero de descritores encontrados para os dez melhores

modelos de cada um dos alinhamentos testados

Alinhamento Ne de GCODs r” g2 " outlier(s} LSE LOF
1 3-5 0.54-0.65 0.41-0.,50 0-2 0,47 -~ 0,61 1.10—-1.58
2 3-7 0,62-0,71 0.50-0.58 1-3 0,39 -0,51 0.90-2.56
3 3-6 0.50~0,70 0,35-0,42 0-3 0.56 - 0,67 111-175
4 4-7 0.80-0,88 0,71 -0,80 0-2 0,16-0,27 053-0,98
5 5-6 0,76 -0,81 0.65-0,70 0-4 0,25-0,32 0,80 - 1,21
6 3-5 0,46 -0,55 0,29 -0,40 0-2 0.61-0.74 1,16~ 1,89
7 3-4 0,54-0,71 0,38 - 0.55 0-2 0,39 -0,62 1,02-2,27
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De acordo com a Tabela IV, os modelos obtidos com o fator de ajuste de 2,5
apresentaram valores elevados de g2 e r2, mas nenhum super gjuste da reta de
regressdo ("overfitting”), comprovado pelas matrizes de comrrelagdo linear das
varidveis independentes de cada modelo de cada um dos alinhamentos testados.

O alinhamento 4, que abrange as porgdes acil e NAD da estrutura dos
ligantes investigados (3.3.4.), foi considerddo o mdis indicado & obtengdo de
melhores modelos, de acordo com os valores do coeficiente de comelagdo de
validagdo cruzada, g2, ocu seja, os modelos do dlinhamento 4 apresentaram
maiores valores de g2 Além disso, os modelos do dlinhamento 4 apresentaram
maiores valores de 2 e menores valores de LSE e LOF.

Na Tabela V estdo apresentados os resultados dos dez melhores modelos de

QSAR-4D construidos para o alinhamento 4.,

Tabeta V - Medidas estatisticas, nimero de descritores e nimero de outliers para os dez

melhores modelos do alinhamento 4

Modelos Ne de GCODs r2 q? LSE LOF outlier(s)
1 4 0,88 0,80 0,16 0,44 0
2 5 0.87 0,79 018 0.53 1
3 é 0.87 0.78 0.17 0.68 1
4 é 0.87 0,77 0,18 0.72 1
5 7 0.87 0.76 017 0.98 1
6 5 0.84 0.76 0.22 0,63 0
7 5 0,83 075 023 0.67 0
8 5 0,82 0.74 0.24 0,69 2
9 4 0,80 0,72 0,27 0.61 i
10° 4 0.80 0.71 0,27 0,61 1

Os valores elevados dos coeficientes de comrelagdo linear e de correlagdo
de validagdo cruzada, r2 e g2, para todos os modelos do alinhamento 4 sdo
notdveis. Entretanto, os modelos 2, 3, 4, 5, 8, ? e 10 agpresentaram pelo menos um

outlier, e, consegUentemente, foram desconsiderados.
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correlacionados. Isto significa que existe somente um modelo e, neste caso, & o
modelo 1 (valores de r2 e de g2 mais elevados, nenhum outlier e nimero de GCODs
condizente com as regras estatisticas).

O melhor modelo da andlise de QSAR-4D, modelo 1 do alinhamento 4, é
definido pela seguinte equagdo:
PMIC = 11,94 GC1{np) + 11,37 GC2 (a) + 23,07 GC3 (a) + 1,57 GC4 {a) + 6,43 GCS5 (a) + 30,76 GCé (np) -

0.23

N=30 r” =088 q2=0,80 LSE= 0,16 LOF = 0,84 (1)

A equagdo ou modelo 1 (l] apresenta apenas 2 tipos de elementos
farmacoféricos de interagdo (IPEs): qualquer tipo de dtomo (a ou any) e Gtomo
ndo polar (np).

A matriz de comrelagdo linear dos GCODs (varidveis independentes) do
modelo 1, do alinhamento 4, fol computada e estd apresentada na Tabela VII. A
finalidade destes dados € constatar se os descritores estdo comrelacionados entre si,
em um mesmo modelo (KUBINYI, 1993; TOKARSKI, HOPFINGER, 1997 b; HOPFINGER,

1999).

Tabela VII — Matiz de comrelagdo-cruzada linear dos GCODs pora © modelo 1 do

alinhamento 4

Descritores GCl! GC2 GC3 GC4 GCS5 GCé
GCl 1.00
GC2 -0.01 1.00
GC3 -0.13 0.17 1,00
GC4 0.15 0,14 -0.09 1.00
GCS 0.1t 0.16 -0.01 0.33 1.00
GCé -0.00 0.21 -0.23 0.05 0.35 1.00
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Tabela X — Medidas estatisticas, nUmero de descritcres e niUmero de outliers para os dez

melhores modelos de alinhamento 4 com o conjunto {treinamentotavaliogdo]

Modelos Ne de GCODs g? r2 outiier(s) LSE LOF
1 5 0.40 0,48 1 0,45 1,02
2 6 0.5%9 0,69 1 0,43 1,23
3 5 0.57 0.68 2 0,45 1,04
4 5 0.57 0.66 1 0,47 1.08
5 5 0.56 ' 0,65 1 0,49 1,11
) 6 0.56 0.66 1 0.47 1.34
7 5 0.55 0.64 1 0,50 - 1,14
8 4 0.55 0.63 1 0.52 0.97
9 5 0.55 0,66 2 0,47 1,08
10 5 0,54 0.68 2 0.45 1,02

De acordo com a Tabela X, os valores de g2 e r?2 diminuiram. O modelo 1
apresentou © maior valor de g2 e um composto desviante [outlier). © composto
desviante deste modelo era o ligante Idv?0, que faz parte do conjunto de
avaliagdo. |

A matriz de comelagdo linear dos residuos de gjuste entre pares de modelos
do alinhamento 4 para o conjunto [treinamento+avatiagdo] foi computada e esta
apresentada na Tabela X, com a findlidade de verificar se os modelos estao ou

ndo comrelacionados entre si.
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Tabela Xl — Matriz de cemrelagdo linear dos residucs de ajuste para os dez melhores modelos

do alinhamento 4, conjunto [treinamento+avaliagdio]

Modelos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
] 1,00
2 0.99 1,00
3 0.88 0.86 1.00
4 0.93 0.92 0.89 1,00
5 0.87 0.85 0.89 0.91 1,00
3 0.76 0.74 0.74 088  0.86 1,00
7 0.91 0,89 0.92 0.95 0.92 0.79 1,00
8 0.93 0.92 0.94 0.96 0.97 0.82 0,98 1.00
9 0.82 0.81 0,96 0.85 0.87 0.78 0.88 0.90 1,00
10 0.91 0.91 0.91 0.87 0.90 0.69 0.91 0,93 0.85 1.00

Considerando-se os dados da Tabela XI, todos os modelos do alinhamento 4

para o conjunto [treinamentotavaliagdo] cpresentaram residuos de aqjuste

cormelacionados entre si (R = 1), indicando que os modelos sdo equivalentes. Isto

significa que existe apenas um modelo que, de acordo com as medidas estatisticas

demonsiradas na Tabela X, € o modeio 1 {maior valor de g32).

O composto desviante do modelo 1 (Idv?0) foi eliminado e o modelo foi

reconstruido. Os valores de g2 e ? aumentaram novamente e o numero de outliers

dos modelos variou de zero a trés. O modelo 1 apresentou o maior valor de g2,

conforme demonstrado na Tabela XIl.
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Tabela Xl - Medidas estatisticas, nimero de descritores e niUmero de outliers para ¢ modelo 1

do alinhamento 4 [conjunto [freinamento+teste])

Modelos Ne de GCODs q? 2 LSE LOF oullier(s)
] 7 077 0,85 0.20 075 1
2 é 0.75 0,83 0,22 0,65 2
3 7 0,74 0.83 0.22 0,84 2
4 7 0,74 0,83 0,22 0.82 2
5 7 0.73 0.83 0,22 0.83 2
é é 0.72 0.81 0.24 0,70 0
7 é 0,71 0,80 0.26 0.75 1
8 é 0,71 0.82 0.23 0,67 2
9 7 0,71 0,83 0.22 0,83
10 é 0,69 0,79 0.27 0.79 3

A matriz de comelacdo lineqr dos residuos de gjuste entre pares de modelos

fol computada a fim de constatar se os modelos resultantes eram ou ndo

equivalentes {Tabela Xli}.

Tabela Xl — Mafriz de comelagdo linear dos residuos de ajuste para os modelos do

adlinhamento 4, sem © outiier, Idv90

Modelos i 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 1,00

2 0.94 1,00

-3 0,94 1.00 1,00

4 0,95 0,99 0.99 1,00

5 0.96 0,99 0,99 b.99 1.00

é 0.81 0,89 0.89 0,88 0.87 1,00

7 0.90 091 0.91 0,92 0.92 0,79 1.00

8 0,89 0.94 0,94 0.93 0,95 0.82 0.86 1,00

9 0.92 0,59 0.99 0,98 0.98 0,89 0.89 0,94 1,00

10 0.81 0.85 0.85 0.87 0.85 0.79 0.91 0,78 0.84 1,00

De acordo com a Tabela Xlll, os valores dos reslduos de gjuste dos modelos

do alinhamento 4 estao comrelacionados (R = 1) uns com os outros, com valores
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Considerando-se os residuos do sitio ativo, algumas distAncias foram

medidas para comparar as possiveis interagdes entre as conformacdes ‘ativas'

previstas e seus respectivos descritores, provenientes da andlise de QSAR-4D, e os

residuos de aminodcidos do sitio ativo com as interagdes entre o farmaco co-

cristalizado {INH) e os residuos de aminodcidos da enzima InhA. Nas Tabelas XIV, XV

e XVI estdo apresentadas as distdncias entre residuos de aminodcidos do sitio ativo

da enzima InhA e os respectivos descritores dos ligantes INH1, INHA 18 e INHd49.

Tabela XIV - Disténcias entre residuos de amincdcidos do sitic ativo da enzima InhA e os

descritores do ligante INH1 {mais ativo)

GC4 (a) GClinp) GC2(a) GC3(a) GC5(a) GCé{np)

Met155 Phe 149 eiod Thri9é lie9s Tyriss

S=44A 23A N(NH)=21A O(©OH)=19A ©Ol0=C)=59A OQ([OH)=44A
C (CHi) = 4,4 A Alg191 Prole3 Leul97 Lyslé5 onel=3,4 A

Phel49 0(0=C)=22A O©O(0=C)=3A N{NH) =37 A N{NH) = 2,7 A Met103
[cadelalatera) C(O=C)=34A C(O=C)=2A Thri7 Metlé] C(CHy)=35A

36A N=25A O(OH)=51A C(CHy=18A S=43A
Ser20 §=34A
O (OH) =49 A

Tabela XV - Dist@ncias entre residuos de aminodcidos do sitio alivo da enzima InhA e os

descritores do ligante INHA18 [atividade intermediaria)

GC4 (a) GCl(np) GC2{a} GC3|a) GCS(a) GCé(np)

Meti55 Phel49 ltel94 Thri96 fle9s Tyr158

5=64A 4A - OlOH)=65A O[C=C}=52A OJ[OH)=75A
C (CHi)=6,6A Alal9] Pro193 Leul97 Lys16S anel=7.5A

Phe 149 O (0=C}=34A - N{NH) =77 A N(NH) = 1.8 A Met103
{codeialatera)  C (O=C) =43 A Thri7 Metié] C{CHs)=52A

58A O(OH}=58A CI(CH)=19A s=5A
Ser20 $s=37A
O(OH)=32A
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O descritor GC2, equagdo (1], é respons@vel por aumento consideravel na
atividade biolégica (coeficiente = 11,37) e estd localizado préximo ac datomo de
nitrogénio da porgdo nicotinamida do cofator (2.8 A). Os residuos que interagem
com este descritor sdo proiina 193 (Prol93) e isoleucina 194 (lle194). Entao, o GC2
pode participar de interagées como aceptor e doador de ligagdes de hidrogénio,
e também de interagdes hidrofébicas, jG@ que estd localizado na regido do sitio
ative formada pelos residuos hidrofébicos Phe 149, Gly192, Prol93, Leu218, Tyri58 e
Trp222. Estes tipos variados de interagdes explicariam a razdo do IPE deste descritor
ser qualquer tipo de atomo (a).

O descritor GC3, equagdo (1), &€ responsavel por aumento ainda maior que
o GC2 na atividade biclégica [coeficiente = 23,07) e estd localizado entre os grupos
fosfato do NAD. A distdncia entre o GC3 e o dtomo de oxigénio entre os dois grupos
fosfato & de 2,6 A. Os residuos que, possivelmente, interagem com este descritor s@o
treonina 196 (Thr196), leucina 197 (Leu197), treonina 17 {Thrl7) e serina 20 (Ser20). Na
estrutura cristalizada existe uma molécula de dgua participando de interagdes
entre os residuos Thrl7, Leul97 e o segundo grupo fosfato do NAD. O descritor GC3
apresenta IPE para qualquer tipo de atomo (a). o que poderia ser explicado pela
sua participacdo em interagdes como aceptor e/ou doador de ligagbes de
hidrogénio.

O descritor GC5, equagdo (1), também aumenta, de forma bem
moderada, a atividade biolégica (coeficiente = 6,43) e esté localizado préximo ao
atomo de hidrogénio do grupo hidroxila da primeira ribose do cofatoer (1,1 A). No
complexo cristalizado, este grupo hidroxila interage com os residuos de
aminodcidos lisina 1465 (Lys165) e isoleucina 95 (lle95). Ha também uma molécula de
Agua interagindo com estes dois residuos. O descritor GCS5 apresenta como IPE

qualquer tipo de &tomo (a), provavelmente, porque pode participar de interagdes
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pelos residuos hidrofébicos Phe 149, Gly192, Prol93, Leu218, Tyrl 58 e Trp222. Este dois
descritores sGo importantes na determinag&o da atividade bioldgica (equagdo (1))
e suas mudangas de posicdo (em relagdo ao ligante mais ativo) s@io indicativos
consideraveis para explicar a atividade intermedidria do ligante INHA18. Cabe
ressaltar, que os descritcres GC1 e GC2 participam de interagdes intramoleculares
do ligante INHd18, c que pode ser compreendido pela forma mais ‘dobrada’ da
conformagdo ‘ativa’ prevista. Além destes dois descritores, o GC3 também sofre
alteragdo de posigdo distanciando-se dos residuos Thr196 e Leu197. Isto prejudicaria
de forma significativa a atividade biolégica em relagdo ao composto mais ativo,
uma vez que a contribuicdo deste descritor € a segunda mais importante
(coeficiente = 23,07). |

No caso do ligante inativo, INHd49, pode-se verificar pela andlise dos dados
apresentados na Figura ¢ e na Tabela XVi, que aiém da mudanga de posigdo dos
descritores GC1, GC2 e GC3, em reiagdo ao composto mais ativo INH1, os
descritores GC2 e GCé apresentaram interagdes com um residuo de aminoacido a
mais no sitio ativo, a metionina 199 (Met199). Provavelmente, este tipo de interagdo
ndo é desejavel, j@ que estes dois descritores, quando em outras posigdes, sdo
responsdveis pelo aumento considerdvel da atividade biolégica, de acordo com o
modelo e alinhamento escolhidos neste estudo.

Como descrito por Hopfinger et al ({1997). Albuquerque et al. (1998) e
Venkatarangan e Hopfinger (1999). a exploragdo das informagdes estruturais no
modelo de QSAR-4D IR & redlizada pelo alinhamento dos descritores (GCODs) do
modelo e suas respectivas conformagdes ‘ativas’ previstas deniro do sitio de
interacdo para verificar se o modelo de QSAR-4D se qjusta estericamente e
apresenta complementaridade na interag&o ligante-receptor.

Neste estudo, a andlise dos descritores (GCODs) no sitio ativo da enzima
cristalizada utilizando as conformagdes 'ativas’ previstas pela andlise de QSAR-4D
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fol realizada para todos os figantes do conjunto de treinamento e o critério de
djuste, conforme j@ discutido, foi avaliado em fungdo da comparagdo das medidas
de distancia dos residuos de aminodcido do sitio de interagdo entre o farmaco co-
cristalizado, INH, e as conformagdes ‘ativas’ previstas dos ligantes e seus respectivos
descritores, resultantes do modelo 1, alinhamento 4. Considerando-se os 10
compostos mais ativos, o modeio de QSAR-4D IR escolhido (modelo 1, alinhamento
4) gjustou-se bem para sete compostos.

Os trés compostos que ndo se ajustaram ao modelo 1, alinhamento 4, foram:
INHd46, INHA20 e INHA23. Apesar de considerados ativos, as possiveis interagdes
enfre os descritores das conformagdes ‘ativas’ previstas do modelo selecionado e
os residuos de aminodcido do sitio de interagdo (medidas de distdncia) nGo
estavam dispostas nos locais considerados adequados, de acordo com a estrutura
do complexo cristalizado {1zid). Assim, para os compostos INHd46, INHd20 e INHd23
© modeilo selecionado na andlise de QSAR-4D IR (modelo 1, alinhamento 4) nao
foneceu informagdes que possibilitassem a explicacdo de suas atividades
biolégicas.

Apesar de incluido na andlise de QSAR-4D IR, na etapa de construcaoc e
ofimizagdo dos modelos, o descritor ClogP ndo se fez presente entre os 10 melhores
modelos (equagdes) selecionados para o alinhamento 4 (programa 4D-QSAR 3.0), o
melhor alinhamento. Portanto, nesta andlise, este descritor ndico foi considerado
significativo.

Klopmann e colaboradores (1996) consideraram, entre outros fatores &
contribuicdo da atividade de derivados de INH, o efeito do valor de pKa de
algumas hidrazidas. Os valores de pKa das hidrazidas dos acidos isonicotinico,
nicotinico, benzdico e ciancacético, por exemplo, estdc muito distantes do pH
fisiolégico para serem considerados como tendo qualquer efeito em suas

reatividades. Todas estas hidrazidas tém seus grupos dcido/bdasico n&o-ionizados no
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pH celular e suas diferencas de reatividade n&o podem ser atribuidas é diferenga
de seus valores de pKa. Sugeriram como elementos caracteristicos da reatividade
da INH o grupo hidrazida, com seu nitrogénio nucleofilico, e a distancia entre os
nitrogénios piridinico e hidrazidico, que estd associada ao processo quimico de
formacdco de base de Schiff da vitamina B« Considerando-se o mecanismo de
inibigdo de sintese de dcidos micdlicos, estes pesquisadores relataram que a INH
interage de modo covalente, apéds ligar-se ao cofator da proteina camregadorq,
com um a-cetodcido formado em estdgio anterior no processo biossintético dos
&cidos micdlicos. Esta interagdo interompe a construgdo dos dcideos micdlicos e a
parede celular micobacteriana toma-se suscetivel ac sistema imunoldgico do

hospedeiro.

4.2. ANALISE DE FEFF QSAR-3D

A andlise de FEFF QSAR-3D, proposta por Tokarski e Hopfinger (1997a, 1997b)
é considerada metodologia de QSAR-3D DR (dependente do receptor) em que (1)
todas as contribuicdes de entaipia e entropia da intera¢do receptorligante em
meio solvente sdo levadas em consideragdo; (2) as contribuicdes de entalpia e
enfropia sdo tratadas como varidveis independentes no desenvolvimento da
andlise de QSAR para a interagdo receptor-igante e (3) os modelos de FEFF QSAR-
3D ‘idedis' s&o construidos utilizando um algoritme genético.

Segundo Venkatarangan e Hopfinger (1999}, as informagdes da
termodindmica de Iinteragdo inerentes ao modelo de QSAR-4D IR podem ser
. avaliadas pela comparagdo dos termos de energia do modelo de FEFF QSAR-3D
aos descritores (GCODs) do modelo de QSAR-4D IR.

Neste estudo, para confimar a validade do modelo 1 e utilizd-lo como
alinhamento para a andlise de FEFF QSAR-3D. simula¢gdes de DM de cada um dos

compostos empregando o alinhamento da andlise de QSAR-4D como ponto de
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Tabela XVIl - Volume das conformagdes 'ativas’ previstas dos compostos do conjunto de

treinamento, resultantes da andlise de QSAR-4D IR

Ligantes Volume {A3)
INH1 1626,81
INHdI2 1609,59
INHd31 1711,35
INHd43 1704,89
INHd 14 1679,34
INHG20 1685,34
INHd46 1695,25
INHd37 1618.,21
INHA15 1631.39
INHG23 1694,55
INHC29 1765,01
INHd16 1719.93
INHJ18 1631,75
INHd25 1633,56 ’
INHJ30 1702,94
INHd44 1626,72
Idv130 155419
INHd22 1692.30
INHd27 1738.,45
INHd34 1676,73
INHd42 1759.05
INHd47 1723,97
INHd45 1712,63
Idv107 1731,74
Idv126 1671,79
INHd19 1800,91
Idv125 1749.43
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Quadro 15 {continuagao) - Propriedades dos ligantes no estado ndo-ligado incluidas na

construcd@o dos modelos de FEFF QSAR-3D

Ligantes Volume (Aa) Superficie (A’) ClogP HOMO (eV) LUMO (eV) Dipolo (debye)

Idv107 177118 920,14 -2.94 -8.75 -1.47 9.54
Idv126 1684.79 881.67 -3.41 -9.29 -1.75 13.50
INHd19 1697,58 B446.96 -5.63 -8.66 -1.25 13,16
Idv125 1653,94 854,98 -4,20 -9.13 -1.58 11,02
INHd41 1697.89 B75,57 -3,27 -8.68 -1,14 10,96
INHd48 1645,99 814,11 -3.10 -2.08 -1.19 8.51

INHd49 1770.04 921,52 -2.74 8,96 -0.52 12,97

Superficie = érea superficiol; ClogP = coeficiente de parligdo n-oclonol/dgua calculado por Ghose, Pritchell e Crippen
{1998): HOMO = energia do orbitad molecular ocupado de maior energia; LUMO = energia do orbitd molecular
desocupado de menor energia; dipolo = momenio de dipolo.

A partir dos valores dos termos de energia obtidos com as simulagdes de DM
& T 310 K para os ligantes e o receptor em seus estados ligado e ndo-ligado, os
descritores do campo de forga de energia livre (FEFF) (Tabela lli, item 3.4.7.) foram
determinados e utilizados na constru¢do dos modelos de FEFF QSAR-3D. A Tabela
XVIIl apresenta as medidas estatisticas, nOmero de descritores e de compostos
desviantes (outliers) para os cinco melhores modelos obtidos com 50.000
recombinagdes (“crossovers”) e taxa de probabilidode de mutagdo de 10%. O

valor do fator de gjuste {"smoothing factor") utilizado foi 0,56.

Tabela XVl - Medidas estatlsticas, nimero de descritores e ndmero de outliers para os cinco

melhores modelos de FEFF QSAR-3D

Modelos Ne descritores r q? LSE LOF outlier(s)
1 6 Q.79 0,61 0.28 0.40 4
2 5 0,74 0.55 0,35 0.63 1
3 5 0.74 0.55 0,35 0.64 0
4 5 0.74 0.55 0,35 0.64 0
5 5 0.74 0.55 0.35 0.65 2

Os valores de r? e de g2 sGo menores do que os valores obtidos para os

modelos da andlise de QSAR-4D IR.
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Conforme os dados da Tabela XIX, os modelos 2, 3, 4 e 5 est@o
intercomelacionados (R = 1), apresentando coeficientes lineares de residuos de
gjuste elevados. Isto indica que estes modelos sGo equivalentes ou que existe
apenas um modelo. Para escolher enfre os quatro modelos equivalentes, que
apresentaram medidas estatisticas similares {Tabela XV}, optou-se pelo nimero de
outliers. Os modelos 3 e 4 ndo apresentaram compostos desviantes e suas

respectivas equagdes, (3] e (4), estdo descritas abaixo:

PMIC = 2,33 + 0,001 {superficie_A — 342,28)2 — 0,06 {E.(LM) + 8,86)2 + 0,10 {ClogP + 5,63)2 — 0,003 (Ew(RM} +
55,78)2 - 0,0004 {AEwn — 48,62)2

N =30 q2=0.55 =074 LSE = 0,35 LOF=064 (3)

PMIC = 2,36 + 0,001 (superficie_A — 343,46)2 — 0,06 (EL(LM) + 8,99)2 + 0,10 (ClogP + 5,63)2 — 0,003 (Ew(RM) +
55.78)2 - 0.0004 (AEin — 48.62)?

N =30 qz=0,55 7=0,74 LSE=0,35 LOF =0,64 {4)

As equacdes ou modelos (3] e (4) sGo praticamente iguais, reforcando o
resultado indicado pela matriz de comelagdo linear dos residuos de ajuste, com os
mesmos descritores de energia e propriedades do ligante no estado nao-ligado.
Entdo, o modelo (3) foi utilizado para a predi¢do dos valores de pMIC para o
conjunto de avaliagdo.

O modelo {3) apresenta dois descritores ndo relacionados com © campo de
forca de energia livre (drea de superficie e ClogP) e trés descritores do campo de
energia {energia de solvatagdo do ligante ndo-complexado , E({LM), energia de
solvatacdo do receptor no complexo, Ew(RM), e, variagdo da energia torsional na
complexagdo, Afion).

Cabe destacar que nos dois modeios, {3) e (4), ndo hd dependéncia de
atomos polares e, de acordo com os coeficientes, os descritores que contribuem na
atividade biolégica sGo a c':lreo de superficie e o coeficiente de particao calculado

dos ligantes.
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Tabela XX - Predicdo de atividade biolégica para os compostos do conjunto de avaliggdo

(Test_Set)

ATIV_EXP ATIV_PREV Residuos Test_Sef

4,22 5,78 -1,56 1dv80
2,82 4,26 -1,44 ldv128
2,70 4,53 -1,83 ldv124
2,00 3,53 -1,53 1dv131
1,82 3,35 -1,53 1dv132
0,52 1,94 -1,42 1dv136
0,22 5,63 -5.41 INHd51

As predigdes de atividade biolégica para o conjunto de avaliagcdo estdo
apresentadas na Tabela XX e pode-se constatar que ¢ modelo 3 exibiv um poder
de predi¢Go médio muito pobre, 28,6 %, considerando-se o valor de desvic padrdao
da meédia dos residuos, 1,46. Cinco dos sete compostos (Idv90, Idv124, Idv13]l,
Idv132, INHd51) apresentaram o vailor de residuo maior que ¢ desvio da média. Este
resultado ndo foi tao surpreendente considerando-se ©os valores das medidas
estatisticas, g2 e r2, do modeio 3.

Neste estudo, a comparacdo entre os modeios da andlise de QSAR-4D IR e
de FEFF QSAR-3D RD, sugerida por Venkatarangan e Hopfinger (1999). ndo foi
possivel porque os modelos resultantes sGo diferentes (coeficiente de cormrelagao
linear dos residuos de ajuste = 0,25). Além disso, os dados disponiveis de atividade
bioldgica {(MIC) n&o eram os preconizados por Tokarski e Hopfinger (1997b) para a
andlise de FEFF. Somados aos aspectos mencionados estdo, ainda, a natureza do
sistema em estudo e a limitagdo da femamenta computacional, visto que no
tratamento de sistemas muito fiexiveis (enziima) o investigador fica limitado &
execucdo de simulagdes de DM muito curtas (10 ps). que, na maicria das vezes,

nd@o detectam os estados conformacionais mais aproximados aquele da interacao.
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Considerando-se a hipdtese de que o conjunto de hidrazidas investigado
apresentaria mecanismo de agdo similar ao do farmaco protdtipo, isoniazida, na
enzima InhA do M. tuberculosis, pode-se constatar com a andlise de QSAR-4D IR
que;

- a presenga de grupos substituintes apolares no carbono (C49) do anel
piridinico (ligante INH1) diminui consideravelmente a atividade bioldégica. Este tipo
de substituinte, nesta posi¢dio, ndo permitiria a rotagdo da cadeia laterat do residuo
Phe 149 e, desta maneira, impediria a interag&o astacking entre o anéis piridinico e
aromdatice do residuo Phe 149. Todavia, a presenca de grupos apolares na hidroxila
da segunda ribose da por¢cdo NAD do ligante permitiia melhor intera¢do com os
residuos de aminodcido Tyrl58 e Met]03, aumentando a atividade biolégica de
maneira significativa;

- a presen¢a de grupos substituintes doadores e/ou aceptores de ligagdo de
hidrogénio no dtomo de nitrogénio da por¢do nicotinamida do ligante contribuiria
para © aumento da atividade bioldgica porque permitiria interagdes com o©s
residuos de aminodcido Prol93, lle194. Da mesma forma, este tipo de substituintes
no oxigénio entre os dois grupos fosfato do NAD do ligante contribuiiam para o
aumento da aitvidade bioldégica, devido s possiveis intferagdes com os residuos de

aminodcido Thri9é, Leul97, Thri7 e Ser20.

De acordo com as condicdes adotadas neste estudo, a andlise de QSAR-4D
IR mostrou-se feramenta Util do CAMD para fornecer informagdes aproximadas no
desenvolvimento de novos agentes potenciais de combate & tuberculose, apesar
da medida dos dados de atividade biolégica (MIC} ndo ser considerada

adequada.
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4. PERSPECTIVAS

Considerando-se os resultados da andlise de FEFF QSAR-3D, como tentativa
de melhcrar a gqualidade das informagdes obtidas, sugere-se que a sintese de
algumas das hidrazidas do conjunto estudado seja efetuada e ensaios de inibig@o
enzZimdtica sejam realizados. Desta forma, ser@o obtidos dados de atividade
biolégica quantitativos e, conseqUentemente, mais indicados para a utilizagdo em

andlises de campo de for¢a de energia livre.

O conjunto de hidrazidas deste estudo também poderd ser utilizado para
mapeamento do sitio ativo da enzima mutante (Ser?4Ala) através da andlise de
QSAR-4D e, desta forma, poderdco ser obtidas informagdes relevantes para o

planejamento de inibidores de cepas MDR.

Considerando-se a homologia entre as enzimas encil redutase do M,
tuberculosis e da E. coli, estudos poderdo ser realizados com a familia experimental
de diazoborinas, que agem na enzima encil redutase da E. coli, utilizando-se a
mesma metodologia adotada neste estudo para que informagdes estruturais

adicionais sejam obtidas e aplicadas no planejamento de novos inibidores.

Visando melhorar o desempenho das andlises realizadas neste estudo, ou
seja, obter melhores modelos mesmeo utilizando medidas de atividade biolégica
semi-quantitativas (MIC), sugere-se a inclusGo de descritores significativos
provenientes da andlise de QSAR com dados de interagdc de membrana do M.
tuberculosis {programa ADMET/MI-QSAR) em uma nova andiise de QSAR-4D IR e de

FEFF QSAR-3D RD com o mesmo conjunto de 37 hidrazidas.
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