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" NAVEGADORES ANTIGOS tinham uma frase gloriosa: 'Navegar é preciso; 

viver não é preciso. ' 

Quero para mim o espírito desta frase, transformada a forma para a casar 

com o que eu sou: Viver não é necessário; o que é necessário é criar. 

Não conto gozar a minha vida; nem em gozá-la penso. Só quero tomá-la 

grande, ainda que para isso tenha de ser o meu corpo e a (minha alma) a 

lenha desse fogo. 

Só quero torná-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 essência anímica do 

meu sangue o propósito impessoal de engrandecer a pátria e contribuir 

para a evolução da humanidade. 

É a forma que em mim tomou o misticismo de nossa Raça." 
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Esta nota solta e não assinada foi publicada. pela primeira vez, na primeira 

edição do volume FERNANDO PESSOA - OBRA POÉTICA. 1960, organizada por Maria 

Aliete Galhoz. 
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BA = Biological Activity (atividade biológica, AB) 
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HOMO = Highest Occupied Molecular Orbital (energia do orbital molecular 

ocupado de maior energia) 

LUMO = Lowest Unoccupied Molecular Orbital (energia do orbital molecular 

desocupado de menor energia) 

L = ligante 

R = receptor 

LR = complexo ligante-receptor 

M = meio a"quosó de sólvatação 

r.m.s. =-root mean square deviation (desvio da raiz dos mínimos quadrados) 

u.m.a. = unidade de massa atômica 

ps = picossegundo 

fs = fentossegundo 

Â = Angstrom 

r2 = coeficiente de correlação linear 

q 2 = coeficiente de correlação cruzada 

6E = variação de energia 
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RESUMO 

Os ácidos micólicos, principais componentes da parede celular do M. 

tuberculosis. sõo alvos específicos para o planejamento de novos agentes 

potenciais contra a tuberculose (TB) e o estudo de seu processo biossintético é de 

importância fundamental no desenvolvimento de inibidores mais seletivos. À vista 

de tal fato, desenvolveu-se estudo utilizando técnicas de modelagem molecular 

(CADD) com o objetivo de contribuir para o planejamento racional de protótipos 

de atividade tuberculostática potencial, com base em análogos estruturais da 

isoniazida (INH). cujo mecanismo de ação está ligado à inibição da síntese de 

ácidos micólicos. Neste estudo, 37 hidrazidas, divididas em conjunto de treinamento 

(30 hidrazidas) e conjunto de avaliaçõo (7 hidrazidas), submetidas ao mesmo 

protocolo farmacológico e com mecanismo de ação possivelmente comum ao do 

fármaco INH, foram investigadas por meio das técnicas de modelagem molecular 

(CADD): QSAR-40 IR (relação quantitativa quadridimensional entre estrutura 

química e atividade biológica independente do receptor) e FEFF QSAR-30 (relação 

quantitativa tridimensional entre estrutura química e atividade biológica com 

campo de força de energia livre). Na análise de QSAR-40 IR. 5.(X)() conformações 

de cada ligante foram geradas para se obter perfis de amostragem 

conformacional (CEP) provenientes de simulações de dinâmica molecular (DM) de 

100.CXlO estados de trajetória registrados a cada 20 passos. Foram testados sete 

alinhamentos e a freqüência de ocupaçõo de cada célula da grade ( 1 Â) foi 

computada para cada um dos sete tipos de elementos de interação 

farmacofórica (IPEs) para cada ligante. Estes descritores de ocupação das células 

da grade (GCODs) foram utilizados como variáveis independentes na construção 

dos modelos de QSAR-30 após o processo de redução de dados. Os modelos de 

QSAR-30 foram gerados e avaliados por meio de um processo de otimização que 
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combina algoritmo genético (GA) com regressão de quadrados mínimos parciais 

(PLS). Na análise de FEFF QSAR-3D. utilizou-se a estrutura cristalizada da enzima 

enoil-acp redutase do M. tubercu/osis. lnhA (lzld. código de acesso no PDB). com 

2,7 Ã de resolução, como biomacromolécula alvo do conjunto de hidrazidas 

investigado. As variáveis dependentes corresponderam aos valores de 

concentraçõo inibitória mínima (- log MIC = pMIC) contra cepos de M. tubercu/osis 

var. bovis à temperatura de 310 K (37 °C) . As variáveis independentes dos modelos 

de QSAR-3D (descritores) consistem em termos de energia classificados utilizando 

campo de força AMBER combinado a um modelo de solvataçõo "hydration shell". 

Outros descritores como energia de HOMO e de LUMO. ClogP. momento de dipolo. 

volume e órea superficial foram computados para o estado nõo-ligado dos ligantes 

estudados. Simulações de DM em temperaturas variadas ("warming up") e o 

método de aproximação da função genética (GFA) foram empregados utilizando 

regressõo de quadrados mínimos parciais (PLS) e regressão linear multidimensional 

como funções de ajuste para desenvolver os modelos de FEFF QSAR-3D. De acordo 

com a análise de QSAR-4D IR, pôde-se constatar que a presença de grupos 

substituintes apoiares na porção acil dos ligantes diminui consideravelmente a 

atividade biológica. Substituintes nesta porção impediriam a interação do tipo 1t

stacking com a cadeia lateral do resíduo Phe149 do sítio de interação. Todavia, 

modificações na porção NAD dos ligantes (grupos apoiares. doadores e/ou 

aceptores de ligação de hidrogênio) permitiriam melhor interação com resíduos de 

aminoácido Tyr158, Met103. Pro193, lle194 e Thr196, Leu/97, Thrll, Ser20. 

contribuindo à atividade biológica. Conforme a análise de FEFF QSAR-3D. o modelo 

selecionado apresentou como descritores que contribuem à atividade biológica a 

área superficial e o ClogP dos ligantes no estado não-ligado. Contudo, neste 

estudo, a análise de FEFF QSAR-3D foi limitada devido à natureza do sistema 

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

Mycolic acids, the major components of the cell wall of M. tuberculosis, are 

attractive targets for the rational design of new antituberculosis 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 isonlazid (INH), drug that acts on 

mycolic acid biosynthesis. ln 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 some 

biological essay, and, probably, would act like the lead lNH, were investigated using 

the molecular modeling formalisms (CADD): RI 4D-QSAR (receptor-independent four

dimensional quantitative structure-activity relationship) and RD FEFF 3D-QSAR 

(receptor-dependent free energy force fie/d three-dimensiono/ quantitative 

structure-activity relotionship). Considering the 40-QSAR analysis, 5,000 

conformations of each molecule of training set were sampled to generate a 

conformational ensemble profile (CEP). from a molecular dynamic simulations (MOS) 

of 100,000 steps trajectory states. recorded every 20 steps. Seven triai alignments 

were tested, and the frequency of occupation of eoch grid cell space (1 À) was 

computed for each of seven types of interaction pharmacophore elements (IPEs) of 

each ligand. These grid cell occupancy descriptors (GCODs) were used as 

lndependent variables in constructing (3D)-QSAR models after data reduction. The 

30-QSAR models were generoted and evaluated by a scheme that combines a 

genetic algorithm (GA) optimization with partial least squares (PLS) regression. FEFF 

QSAR-3D analysis was used to construct ligand-receptor binding models for O set of 

hydrazides investigated, and the molecular target used was a crystallized structure 

of the enoyl-acp reductase enzyme from M. tuberculosis, tnhA, (1 zld, entry PDB 

KERLY FERNANDA MESQUITA PASOUALOTO 



xxm 
ABSTRACT 

code). at 2.7 Ã resolution. The dependent variable of the 3D-QSAR models is the 

minimum inhibitory concentration (-log MIC = pMIC) against strains of M. tuberculosis 

var. bovis at 31 O 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 RI 4D-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 1t-stacking 

interaction with the side chain of Phe 149 of the active site. However. molecular 

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 Tyr158, Met103, Pro 193, //e 194, and Thr196, Leu 197, Thr17, Ser20. increasing 

the biological activity. Considering FEFF 3D-QSAR analysis. the model selected 

presented the superficial area and ClogP of the unbound ligands as descriptors 

which improved the biological 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-quantltatlve data. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. TUBERCULOSE 

A tuberculose (TB) é doença infecciosa crônica causada por micobactérias 

do "complexo tuberculose", incluindo Mycobacterium bovis, Mycobacterium 

africanum e principalmente o Mycobacterium tuberculosis. A TB é exemplo clóssico 

de doença causada por parasita intracelular. Na maioria dos casos, a infecção é 

transmitida de pessoa para pessoa por meio da inalação de gotículas infectadas. A 

TB pode envolver qualquer órgão sistêmico, mas o pulmão é o órgão mais comum 

da lesão primária e o principal comprometido. A estrutura e a evolução das lesões 

causadas pelo bacilo são determinadas por sistema de defesa específico do 

hospedeiro, pela resposta imunológica e por fatores genéticos (WOUNSKY, 1992: 

SESSI, GRASSI, 1996). De acordo com a definição da Sociedade Torácica 

Americana, estar infectado não significa estar doente. O estado de doença é 

definido pelo aparecimento de sinais e sintomas da infecção comprovados por 

meio de exames clínicos, radiológicos e bacteriológicos (SESSI, GRASSI, 1996). 

Em 1993, a TB foi declarada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

como emergência global de saúde pública, devido as suas proporções. Cerca de 

um terço da população mundial está infectada pelo M. tuberculosis. Cada pessoa 

doente pode infectar de 1 O a 15 pessoas somente em um ano. Em 1996, houve 

aproximadamente oito milhões de novos casos da doença, com três milhões de 

mortes (WHO 1998, 2002a). Noventa e cinco porcento dos casos de TB e noventa e 

oito porcento das mortes ocorrem nos países em desenvolvimento. Setenta e cinco 

porcento dos indivíduos com a doença encontram-se na faixa etária de 15 a 49 

anos, representando homens e mulheres no período mais produtivo do 

desenvolvimento (WHO 1998, 2002b, 2002c). 
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A incidência regional e global de TB está próxima a dois milhões de 

casos/ano na África, cerca de três milhões de casos/ano no Sudeste da Ásia, mais 

de um quarto de milhão na Europa Oriental e cerca de 16 1.800 novos casos/ano no 

Brasil (WHO, 1997, 2002a). Foi estimado que entre 2002 e 2020, cerca de um bilhão a 

mais de pessoas estarão infectadas, cento e cinqüenta milhões estarão doentes e 

trinta e seis milhões morrerõo de TB, se o controle nõo for fortalecido (WHO. 2002a). 

A AIDS agravou significativamente a situação mundial da TB. Um terço do 

aumento na incidência dessa doença. nos últimos cinco anos, pode ser atribuído 

ao HIV. Este vírus enfraquece o sistema imunológico e a probabilidade de se tornar 

doente aumenta cerca de trinta vezes para um indivíduo HIV-positivo e infectado 

com o bacilo da TB (WHO, 2002a). O diagnóstico é difícil porque os sinais e sintomas 

e o aspecto radiográfico característicos freqüentemente estão ausentes 

(WOLINSKY, 1992). Na África, o HIV tem sido fator determinante para o aumento na 

incidência de casos de TB nos últimos dez anos (WHO, 2002a). No Brasil. acredita-se 

que duzentos mil indivíduos estejam co-infectados (TB e HIV). Esta combinação letal 

é mais marcante no Rio de Janeiro e em São Paulo, cidades com índices elevados 

tanto de TB quanto de HIV/AIDS (WHO, 1997, 2002d}. 

Outro fator que contribui para aumentar a incidência de TB e é responsável 

pelo aumento da mortalidade consiste no aparecimento de novas cepas do M. 

tuberculosis resistentes aos fármacos anti-TB convencionalmente utilizados. Estas 

cepas podem apresentar resistência a um fármaco isolado ou à combinação de 

fármacos. Neste caso, sõo denominadas de multi-resistentes (MDR - "multidrug

resistant"}. De acordo com dados da OMS, mais de cinqüenta milhões de pessoas 

podem estar infectadas por cepas resistentes (WHO, 2002a). A resistência pode ser 

causada, principalmente, pelo tratamento parcial ou inconsistente, pela prescrição 

de fármacos inadequados (fármaco isolado ou em combinação) e por um sistema 

falho de distribuiçõo de medicamentos (WHO, 2002a; RATTAN, KALIA, AHMAD, 
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1998). A resistência também pode ser conseqüência natural à infecção por HIV 

(RATTAN, KALIA, AHMAD, 1998). Os casos de resistência são de difícil tratamento, 

além de economicamente dispendiosos. Nos países industrializados, o tratamento 

da TB custa cerca de dois mil dólares por paciente e aumenta mais de l 00 vezes 

em pacientes com cepas MDR-TB (duzentos e cinqüenta mil dólares por paciente) 

(WHO, 2002a). 

A quimioterapia de curta duração constitui o fundamento da terapia anti

TB. Esta estratégia de tratamento é recomendada pela OMS, por meio dos regimes 

de DOTS (Directly Observed Treatment, Short-course - tratamento de curta duração 

com observação direta), para garantir o controle efetivo da TB. lsoniazida 

(hidrazida do ócido isonocotínico) (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA), 

estreptomicina (SM) e etambutol (EMB) são os fármacos constituintes da 

quimioterapia anti-TB de curta duração. Estes fórmacos são administrados por 6 a 8 

meses. de acordo com os esquemas terapêuticos 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 química dos fórmacos utilizados na estratégia de DOTS da OMS 
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A estratégia de DOTS impede novas infecções e o desenvolvimento de 

MDR-TB, combinando cinco elementos: comprometimento político, serviços 

microscópicos, distribuição de medicamentos, monitoração do sistema e 

observação direta do tratamento. De acordo com dados da OMS (WHO, 1999, 

2002a), o suprimento de medicamentos para 6 meses, no regime de DOTS, tem um 

custo de 11 dólares por paciente, constituindo-se em investimento extremamente 

viável. No entanto, somente doze porcento dos pacientes estimados receberam 

DOTS em 1996; no início de 1997, 95 dos 212 países adotaram a estratégia de DOTS 

e 63 dos 95 países implementaram DOTS em todas as regiões. Em 2000, 148 países 

adotaram a estratégia de DOTS e vinte e sete porcento dos casos de TB no mundo 

foram tratados por meio desta estratégia (WHO, 2002d). No Brasil, a estratégia de 

DOTS foi concentrada em 250 municípios, selecionados pela alta incidência de TB, 

alto índice de mortalidade, baixo índice de cura e disseminação da AIDS. O desafio 

está em expandir esta estratégia de tratamento tão rápido quanto possível, sem 

arriscar a perda de qualidade (WHO, 1997). O plano traçado para o controle da TB 

no Brasil, no período de 2001 a 2005, envolve a mobilização política e social e a 

expansão da estratégia de DOTS para 329 municípios, cujos índices de TB 

representam oitenta porcento dos casos notificados (WHO, 2002d). 

Embora os esquemas terapêuticos preconizados para a TB sejam 

amplamente aceitos, grandes esforços devem ser realizados para adaptá-los às 

diferentes situações sócio-econômicas e às várias apresentações da doença. Ê 

necessório, também, pesquisar por novos agentes antimicobacterianos, 

considerando-se que os organismos infectantes tomam-se resistentes aos fármacos 

disponíveis, alguns deles apresentam efeitos colaterais graves e o tratamento 

convencional das micobacterioses em pacientes imunodeprimidos é insatisfatório 

(SESSI. GRASSI. 1996). 
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As estratégias baseadas em otimizar a inibição de alvos conhecidos 

requerem entendimento detalhado do mecanismo de ação dos agentes 

antimicobacterianos convencionais, enquanto que as estratégias baseadas em 

identificar novos alvos necessitam do esclarecimento acerca dos mecanismos 

bioquímicos específicos da micobactéria e organismos relacionados. Muitos 

processos metabólicos específicos da micobactéria ocorrem durante a biossíntese 

dos componentes da parede celular e novos alvos interessantes têm emergido 

para o planejamento racional de novos agentes antimicobacterianos (BARRY, 

1997). Os ácidos micólicos, componentes principais da parede celular do M. 

tuberculosis, são exemplos destes alvos e o estudo de sua estrutura química 

associado ao de seu processo biossintético constitui ferramenta importante para o 

planejamento de novos agentes potenciais contra tuberculose (PASQUALOTO, 

FERREIRA, 2001 ). 

1.2. PLANEJAMENTO RACIONAL DE NOVAS MOLtCULAS E MODELAGEM MOLECULAR 

Apesar dos avanços tecnológicos, a informação principal que permite o 

planejamento racional de novas moléculas é o conhecimento da etiologia de 

determinada doença, que se deseja combater, ou, pelo menos, dos processos 

bioquímicos que são alterados (WERMUTH, 1996; COHEN, 1996). 

De acordo com os glossários de termos utilizados em Química Medicinal 

(WERMUTH et oi., 1998) e no planejamento de fármacos (SANT'ANNA, 2002), 

recomendações da IUPAC para 1997, modelagem molecular é a investigação das 

estruturas e das propriedades moleculares usando a química computacional e as 

técnicas de visualização gráfica visando fornecer uma representação 

tridimensional, sob um dado conjunto de circunstâncias. 

o CADD (Computer-Assisted Drug Design, planejamento de fármacos 

auxiliado por computador) pode ser aplicado a qualquer molécula ativa cuja 
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interação com um alvo molecular específico (receptor, enzima, canais de íons) seja 

postulada. A modelagem molecular utiliza duas abordagens: planejamento direto e 

indireto. Quando a estrutura tridimensional da biomacromolécula alvo (receptor, 

enzima} está disponível. o planejamento direto pode ser efetuado. Por outro lado, 

quando a estrutura tridimensional da biomacromolécula alvo nõo está disponível, o 

planejamento indireto é a única abordagem possível (WERMUTH, 1996; COHEN, 

1996}. 

A contribuição do CADD na descoberta de novos protótipos possui valor 

limitado devido ao fato de que os estudos de modelagem molecular permitiriam 

somente a identificaçõo de novos ligantes provenientes de sistemas biológicos jó 

conhecidos. Do mesmo modo, métodos de relação quantitativa entre estrutura 

química e atividade biológica (QSAR. Quantitative Structure-Activity Relationship) 

possibilitariam a otimizaçõo somente de conjuntos de compostos já descobertos 

(WERMUTH, 1996}. O CADD não é. entretanto, uma rota direta para o descoberta 

de novos fármacos. mas fornece informações mais detalhadas para alcançar este 

objetivo (OOMS, 2000}. 

A utilização da modelagem molecular como ferramenta para o 

planejamento de fármacos apresenta aspectos positivos e até mesmo certo poder 

criativo. Entre os aspectos positivos encontram-se (WERMUTH, 1996): 

( 1) redução do número de compostos a serem sintetizados, através do 

reconhecimento de parâmetros estruturais e eletrônicos que resultam em 

compostos pouco ativos ou inativos, por exemplo; 

(2) diferenciação de estereoisômeros - a estereoespecificidade é um dos 

principais atributos de receptores farmacológicos e uma perfeita 

complementaridade estereoquímica entre ligante e sítio ativo é critério essencial 

para alta afinidade e seletividade; 
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(3) possibilidade de distinguir entre agonistas e antagonistas - isto é 

relativamente fácil para a categoria específica de antagonistas que, de acordo 

com a teoria de Ariêns (1954). derivam de agonistas simplesmente por meio da 

adiçõo de grupos volumosos. como anéis aromáticos. que funcionariam como 

pontos adicionais na interaçõo fármaco-receptor (passagem de agonistas 

muscarínicos para antagonistas muscarínicos. por exemplo). No entanto, a 

diferenciação entre as duas categorias torna-se menos evidente quando a 

transformação de agonista para antagonista reside em mudanças relativamente 

sutis. como as observadas nos antagonistas benzodiazepínicos, por exemplo; 

(4) possibilidade de explicar observações aparentemente paradoxais. como 

por exemplo. a inversõo inesperada de afinidade encontrada em enantiômeros R e 

S de um conjunto de análogos da sulpirida (antagonista seletivo de dopamina 02) 

quando se alteram de N-alquil(etil) para N-benzil derivados (ROGNAN et ai .• 1990): 

(5) possibilidade de demonstrar algum poder de predição e permitir o 

planejamento de compostos novos e mais potentes. ou melhor, de estruturas 

químicas totalmente novas. 

Portanto. a modelagem molecular tem auxiliado de forma relevante no 

processo de descoberta de novos fórmacos. Avanços tecnológicos nas áreas de 

caracterização estrutural de biomacromoléculas, de ciência computacional e de 

biologia molecular têm contribuído para que o planejamento de novas moléculas 

se torne factível (OOMS, 2000). 

1.3. ÁCIDOS MICÓLICOS E ENOIL-ACP REDUTASE (lnhA) 

As micobactérias pertencem a um grupo grande de bactérias Gram

positivas. cujo DNA é rico em bases guanina-citosina (GC). Este grupo é 

denominado Actinomycete. Neste grupo, as micobactérias estão classificadas na 

subdivisõo Corynebacterium-Mycobacterium-Nocardia (CMN), caracterizada pela 
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presença de paredes celulares de constituição química peculiar, chamada parede 

celular tipo IV (BRENAN, NIKAIDO, 1995; BARRY et ai., 1998, PASQUALOTO, FERREIRA, 

2001 ). Os microrganismos que apresentam a parede celular tipo IV estão incluídos 

em uma categoria distinta denominada Mycolata (BRENAN, NIKAIDO, 1995; BARRY 

etal., 1998). 

As paredes celulares das bactérias Gram-positivas são geralmente 

compostas por grandes quantidades de peptidoglicano, com alguns 

polissacarídeos ou polímeros poliol fosfato adicionais. A parede celular do tipo IV 

a presenta ácido meso-diaminopimélico como ácido diamínico na porção 

peptidoglicano e , em contraste à N-acetilação encontrada nas demais bactérias, 

o resíduo de ácido murâmico é N-glicolilado nos gêneros Mycobacterium e 

Nocardia. Uma característica importante da parede celular do tipo IV é a presença 

de um único polissacarídeo, arabinogalactano, que se encontra conectado a 

ácidos graxos de cadeia longa, denominados ácidos micólicos (BRENNAN, 

NIKAIDO, 1995; PASQUALOTO, FERREIRA, 2001) (Figura 1 ). 

[mJ Acil ffpídeos 

~ Mlcok,fo 

[º1 Porino 

1 O I Arobinogoloctono 

[ll Peplldogticano 

1 ~ 1 Bicamada fipídica 

~ Llpoa,ablnomanano(LAMJ 

Figura 1 - Esquema da parede celular do M . tuberc u/os/s (adaptado de linda M. Stannard , 

1996 (www.uct.ac.za/depts/mmi/lsteyn/cellwall.html]) . 
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Os ácidos micólicos são a.-alquil-P-hidroxiácidos de elevado peso molecular, 

covalentemente ligados à porção arabinogalactano da parede celular do M. 

tuberculosis (BRENAN, NIKAIDO, 1995: BARRY et oi., 1998: PASQUALOTO, FERREIRA, 

2001 ). A pirólise dos ácidos micólicos libera a porção distal ao C3 ou J3 (grupo 3 ou 

J3-hidroxi), gerando ácido meromicólico. Isto permite a análise da estrutura dos 

ácidos micólicos pela sua separação em duas partes: porção meromicolato e a.

ramificação (BRENAN, NIKAIDO, 1995; BARRY et ai., 1998). 

Nos gêneros Corynebacterium, Rhodococcus e Nocordio, os ácidos 

micólicos são constituídos no máximo por 40, 50 e 60 átomos de carbono, 

respectivamente. No entanto, no gênero Mycobocterium apresentam, usualmente, 

70 a 90 carbonos. Diferenças no estrutura dos ácidos micólicos podem afetar a 

fluidez e permeabilidade da bicamada lipídica assimétrica do Mycobocterium, o 

que explicaria os diferentes níveis de sensibilidade a inibidores lipofílicos entre as 

várias espécies do microrganismo (BRENAN, NIKAIDO, 1995: BARRY et ai .. 1998: 

PASQUALOTO. FERREIRA. 2001 ). 

Os ácidos micólicos da parede celular do M. tuberculosis são distintos dos 

encontrados em outros gêneros (Corynebocterium, Nocordio, Rhodococcus) 

devido às seguintes características: (1) apresentam maior número de carbonos (C10 

a C90); (2) o tamanho dos a-ramificações é maior (C20 a C26); (3) na cadeia 

carbônica principal. denominada porção meromicólica, apresentam um ou dois 

grupos (que podem ser ligação dupla ou anel ciclopropano) capazes de produzir 

"nós" na molécula, diminuindo sua flexibilidade; (4) podem apresentar funções 

oxigenadas adicionais ao grupo J3-hidroxi; e. (5) podem apresentar ramificações 

constituídas por grupos metila na cadeia carbônica principal (BRENAN, NIKAIDO, 

1995; BARRY et oi .• 1998; PASQUALOTO. FERREIRA 2001 ). 
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No Quadro 2 estão apresentadas as variações no tamanho dos ácidos 

micólicos para os gêneros Corynebacterium, Nocardia. Rhodococcus e 

Mycobacterium (BARRY et ai .. 1998). 

Quadro 2- Variaçõo no tamanho dos 6cidos micólicos (BARRY et ai., 1998) 

? .. · '. .- ,;-.,:_ .. .,, · ... : ? ,·,t ·.{,~ ~~~- ~ .. ~--_:;:: -,(,_;' , '·• ... , ., .. . _r:.- -.. -.. -.. ,._ .. ~ .' . ·:·• • ~,.r.. '~-.""-: , :,:-:'"' . . -~ .... ~:;-----:- · -:·• : , -·. • .:· • ·,•-':' .· · .. · · ·. ·. · ·_ ·.- .· .- '·1• :: 

· ... ' ., · .. Gênero ... ·. . . . N° total de carbonos · ... N° de ligações dupla .- ·: . ·C?-•Ramlflcações _! 

'_:., ...... . 
_: __ :'· 

.'- :_ . 
:: }- .... : ..• ;· _::.. ..:~ -- _'_:.:._:_ ...... .::;_;7~ .. ~ · .•.. :;,_ .-..: :·: :· . 

Corynebacterium · ·22.,.-36 ·. 

Nocardia . '44-60 

Rhodococcus 34-48 

·. Mycobàcterium · 70- 90 

0-2 

0-3 

0-4 

1-2 

i 

llb.eradas na plróllse ·! 
1 

!'.. . • ,. ·_.: . .• · . .... ~~ -~ • . -; .. :-,.: • .•• ·,::..a 

.· 
14-18 

12-18 

12-18 

20-26 

As modificações estruturais nos ácidos micólicos ocorrem em dois locais da 

porção meromicólica ou cadeia carbônica principal, referidos como distal (local 

mais próximo à porção co-final da cadeia) e proximal (local mais próximo à porção 

13-hidroxi ácido da cadeia). Modificações polares se restringem à porção distal e 

incluem grupos funcionais como metila, éteres, cetonas e epóxidos. Modificações 

apoiares ocorrem nos dois locais da cadeia meromicólica, distal e proximal. e 

incluem ligações duplas eis ou trans e grupos clclopropano eis ou trans. Os grupos 

funcionais trans apresentam uma ramificação metila adjacente (BARRY et ai., 1998; 

PASQUALOTO. FERREIRA. 2001 ). 

a-Alquil-micolatos. metoximicolatos ·e cetomicolatos são as três classes de 

ácidos micólicos produzidas pelo M. tuberculosis que diferem entre si. 

principalmente, na presença e na natureza dos substituintes contendo oxigênio 

localizados na porção distal da cadeia principal (YUAN, BARRY, 1996; BARRY et ai., 

1998; PASQUALOTO, FERREIRA, 2001) (Figura 2). ,,,,,,. B .1 B L 'I O T E ·e 1t. 
f aculdade ue •Ciências Farmacêt:11!21. 

Unive1s1dade .de São .Paulc 
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a-alqull-mlcolalos 

Figura 2 • Classes de micolatos encontradas no M. tubercu/osis (BARRY et ai., 1998). 

Os a-alquil-micolatos podem apresentar insaturações (ligações duplas) ou 

grupos ciclopropano nas configurações eis ou trons, mas quando trons também 

possuirão uma ramificação metila adjacente (LARSSON et ai .. 1989; LUQUIN et ai., 

1991 ; BARRY et ai., 1998). Conforme estudos de George e colaboradores (1995), o 

diciclopropil micolato foi identificado como o principal ácido micólico produzido 

pelo M. tuberculosis, sugerindo que a ciclopropanação contribui para a integri~ade 

da complexa parede celular. 

A oxigenação da cadeia meromicólica é encontrada em metoximicolatos e 

cetomicolatos. Os micolatos que apresentarem uma ramificação metila adjacente 

a um grupo metoxila, na porção meromicólica distal, em adição à insaturação (eis 

ou trens) ou à ciclopropanação (eis ou trons), são denominados metoximicolatos, 

ao passo que os micolatos que apresentarem uma ramificação metila adjacente a 

um grupo cetona, na porção meromicólica distal, associados com insaturação (eis 

ou trans) ou ciclopropanação (eis ou trans) são chamados cetomicolatos (LARSSON 

et ai., 1989; LUQUIN et ai., 1991; BARRY et ai .. 1998). 
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O mecanismo biossintético de ácidos graxos. denominado sistema FAS (Fotty 

Acid Synthase), envolve ciclos repetitivos de condensaçõo, ceto reduçõo, 

desidrataçõo e enoil reduçõo. As enzimas que participam deste processo sõo 

consideradas alvos ideais para o planejamento de agentes antibacterianos e 

antimicobacterianos mais seletivos, devido à diferença na organizaçõo molecular 

entre os sistemas FAS de bactérias/micobactérias e de mamíferos (McCARTHY, 

HARDIE. 1984; MAGNUSON et oi., 1993; BARRY et oi .. 1998). 

Mamíferos, aves e leveduras produzem ácidos graxos via sistema FAS-1. no 

qual a atividade enzimática reside numa única cadeia polipeptídica de uma 

enzima multifuncional (KOLATTUKUDY. POULOSE. BUCKNER, 1981; WAKIL, STOOPS, 

JOSHI, 1983; SMITH, 1994; BARRY et oi., 1998; MARRAKCHI, LANÉELLE, QUÉMARD. 

2000). Em contraste, a maioria das plantas e bactérias utiliza um sistema FAS-11, em 

que cada atividade enzimática corresponde a um polipeptídio individual (FULCO, 

1983: KATER et ai., 1994; ROCK. CRONAN, 1996; BARRY et ai., 1998: MARRAKCHI. 

LANÉELLE. QUÉMARD, 2000). 

O sistema FAS-11 melhor caracterizado é o da Escherichia coli, que inclui as 

seguintes enzimas-acp (ocyl corrier protein) : j3-cetoacil-acp sintetases (FabB, FabF e 

FabH). j3-cetoacil-acp redutase (FabG). 13-hidróxi-acil-acp desidrases ou desitratases 

(FabA e FabZ) e enoil-acp redutase (Fabl, conhecida antigamente como EnvM) 

(MAGNUSON et oi., 1993; ROZWARSKI etol .. 1999). 

A enzima enoil-acp redutase catalisa a reaçõo principal, que regula o ciclo 

de alongamento de ácidos graxos (BERGLER et ai., 1996; STEWART et ai., 1999). A 

reação consiste na redução estereoespecífica, NADH-dependente, de ácidos 

graxos a.j3-lnsaturados ligados à proteína adi-carregadora (ROZWARSKI et ai., 1999; 

STEWART et ai., 1999). 

O sistema FAS-11 da Escherichia coli inicia a biossíntese de ácidos graxos pela 

condensaçõo dos substratos acetil e malonil; continua o processo com a etapa de 
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alongamento do produto resultante da condensação pela adição de unidades 

consecutivas de C2 até que a cadeia alquílica do ácido graxo atinja 

aproximadamente 16 carbonos (ROZWASRKI et ai., 1999). 

As micobactérias possuem ambos os sistemas de biossíntese de ácidos 

graxos, FAS-1 e FAS-11 (BLOCH, 1977; BARRY et ai., 1998; MARRAKCHI, LANÉELLE, 

QUÉMARD, 2000). 

O sistema FAS-1 das micobactérias produz ácidos graxos com 16 e 24-26 

carbonos (BLOCH, 1977; KIKUCHI. RAINWATER, KOLATTUKUDY, 1992; BARRY et ai. 

1998: MARRAKCHI, LANÉELLE, QUÉMARD, 2000), enquanto que o sistema FAS-11 

prefere substratos de partida com 16 carbonos (BLOCH, 1977; BARRY et ai., 1998; 

MARRACHI, LANÉELLE, QUÉMARD, 2000) e pode alongá-los até 56 carbonos 

(QURESHI, SATHYAMOORTHY, TAKAYAMA, 1984; BARRY et ai., 1998; MARRACHI, 

LANÉELLE, QUÉMARD, 2000). Isto indica que o sistema FAS-11 das micobactérias utiliza 

os produtos do sistema FAS-1 como base para o alongamento mais uniforme da 

cadeia de ácido graxo. Os produtos de cadeia mais longa do sistema FAS-11 são os 

precursores dos ácidos micólicos, principais componentes da parede celular 

micobacteriana (BRENAN, NIKAIDO, 1995; LEE, BRENNAN, BESRA, 1996; BARRY et ai. , 

1998; MARRAKCHI. LANÉELLE, QUÉMARD. 2000) (Figura 3). 
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CoA-SH 

O OH~ 4 11 H2 I Hi H2 
--S-C-c-C-C C CHJ 

1 X 
H 

Figura 3 - Sistema micobacteriano FAS li responsável pela produçõo de ácidos micólicos -

enzimas envolvidas na biossíntese da cadeia meromicólica (BARRY et ai., 1998) . 

Três classes de inibidores de enoil-acp redutase complexados com seus 

respectivos alvos enzimáticos foram caracterizados: isoniazida, que inibe a lnhA. 

enoíl-acp redutase do M. tuberculosis (ROZWARSKI et ai .. 1998); diazoborinas 

(BALDOCK et ai. , 1996; BALDOCK et ai .. 1998) e triclosana (McMURRY. OETHINGER. 

LEVY. 1998; STEWART et ai .. 1999). compostos que inibem a Fabl. enoil-acp redutase 

da E. coli. Estudos recentes relataram que a triclosana também inibe a lnhA 

(PARIKH. XIAO, TONGE et ai.. 2000). As estruturas destes inibidores estão 

apresentadas no Quadro 3. 
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Quadro 3 - Inibidores de enoil-acp redutases 

/NH2 
N 
H 

isoniazida 

CI 

d 
CI 

triclosana 
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a 

diazoborinas 

R2 = 4-CH3C5H4; CsHs: CH3; n-CJH, ; 2-CIC5H4 
R4 = H 
R = CH3 

b 

a = benzodiazoborinas 
b = tiofenodiazoborinas 
e = furanodiazoborinas 
d = pirroldiazoborinas 

e 

R 

d 

A isoniazida (hidrazida do ácido isonicotínico) é um bioprecursor, utilizada 

como fármaco de primeira escolha nos esquemas terapêuticos de TB. Sua forma 

ativa , que pode ser um ânion ou radical, liga-se covalentemente ao átomo C4 da 

nicotinamida do cofator (NADH) complexado à enzima, resultando na formação 

de acilpiridina:NAD (ROZWARSKI et ai. , 1998; ROZWARSKI et ai., 1999) (Quadro 4). 
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Quadro 4 - M ec anismo proposto para a formaç ã o do inib idor da enoil-ac p redutase do M . 

tuberc u/osis, lnhA (ROZWARSKI et ai. , 1998) 

lsonicotínico-ocil 
õ nion 

+ 

NAD. 

lsonia zida 
(Hidrazida d o ócido isonicolínic o) 

Mn2• 
Ka tG 

NADH 

Mn2' 
Ka !G 

lsonicolinico-acil:NADH 

o/?' 

lsonicotfnic o-oc íl 
radic a l 

+ 

NAO-radica l 

/-

R = restante da estrutura do cofator NAD (nicotinamida adenina dinucieotldeo) 

As diazoborinas constituem uma família experimental de compostos. que 

têm propriedades antibacterianas contra variedade de bactérias Gram-negativas. 

Estes compostos também formam ligação covalente com o cofator (NADH) 
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complexado à enzima. Neste caso. a ligação ocorre entre o átomo de boro do 

inibidor e o grupo 2'-hidroxila da ribose do NAD (BALDOCK et ai., 1996; BALDOCK et 

ai., 1998). Estudos de diazoborinas de diferentes classes complexadas à enoil-acp 

redutase de E. coli foram relatados na tentativa de elucidar as características 

destas interações que modulam a afinidade enzimática (LEVY et ai .• 2001 ). 

A comparação de estruturas cristalizadas dos inibidores, diazoborina e 

triclosana. complexados à Fabl revelou que as porções adenosina do cofator sõo 

superponíveis e que há diferenças nas porções nicotinamida. Ambos os inibidores 

interagem somente com a nicotinamida. mas a triclosana forma ligações de 

hidrogênio com o grupo 2' -hidroxila da ribose do NAD (STEWART et ai .• 1999). 

A triclosana é um agente antibacteriano de amplo espectro. ativo contra 

vários microrganismos: bactérias Gram-positivas (Bocillus subtilis. M. smegmatis. 

Staphylococcus aureus). bactérias Gram-negativas (E. coli. Salmonella typhimurium, 

Shigella flexneri), fungos e leveduras. Devido ao seu perfil de segurança, esse 

fármaco tem sido utilizado como aditivo antibacteriano em muitos produtos de 

higiene pessoal (BHARGA V A, LEONARD, 1996; STEWART et ai., 1999). 

A enoil-acp redutase do M. tuberculosis. lnhA, apresenta seqüência total de 

aminoácidos com 28% e 23% de homologia às enoll-acp redutases de E. coli (Fabl) 

e da planta Brassica napus. respectivamente (ROZWASRKI et ai., 1999). Na região do 

sítio ativo. a semelhança estrutural entre lnhA/Fabl e lnhA/enoil-acp Brassica nopus 

é de 40% e 33%. respectivamente (BALDOCK et ai .• 1996). As enoil-acp redutases de 

E. coli e Brassica napus compartilham 35% de homologia e os resíduos de 

aminoácidos que formam o sítio ativo são muito conservados nas duas proteínas 

(KATER et ai., 1991; BALDOCK et ai., 1996). 

As mutações enzimáticas, próximas ao sítio ativo (BALDOCK et oi .• 1996), 

resultantes da substituição de um único aminoácido, como por exemplo Ser94Ala. 

na lnhA (DESSEN et ai., 1995; QUÉMARD et oi., 1995; BALDOCK et oi., 1996; 
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ROZWARSKI et ai. , 1998) e Gly93Ser, na Fabl (TURNOWSKY et ai. , 1989; BERGLER, 

HÔGENAUER, TURNOWSKY, 1992; BALDOCK et ai., 1996; BALDOCK et ai., 1998) sõo 

suficientes para conferir resistência à isoniazida e às diazoborinas. respectivamente. 

Cinco mutações na lnhA, além de Ser94Ala, foram observadas em isolados 

clínicos de M. tuberculosis isoniazida-resistente: lle 16Thr, lle21 Vai, lle47Thr. Val78Ala e 

lle95Phe. As enzimas lnhA fórmaco-resistentes apresentam afinidade reduzida pelo 

cofator NADH (BASSO et ai., 1998; PARIKH et ai., 1999). 

Em contraste com a Fabl, a enoil-acp da Brassica napus é insensível às 

diazoborinas e a presença de um resíduo alanina na posiçõo 138 (que equivale 

estruturalmente à posiçõo 93 da Fabl) parece ser o fator determinante para esta 

resistência (ROUJEINIKOVA etal., 1999; DE BOER etal. , 1999). 

Três mutações na Fabl resultam em resistência à triclosana: Gly93Val. 

Metl 59Thr e Phe203Leu. A presença do resíduo valina na posiçõo 93 da Fabl 

também resulta em resistência às diazoborinas, sugerindo modo de ação comum 

para estes dois tipos de inibidores (H EATH et ai., 1998; STEWART et ai .• 1999). 

Estudos recentes sobre a inibição da lnhA pela triclosana e pela isoniazida 

(McMURRY, OETHINGER, LEVY. 1998) relataram que a substituição do resíduo tirosina 

por fenilalanina na posiçõo 158 reduz a afinidade da triclosana pela enzima. O 

grupo hidroxila da tirosina 158 é importante para a interaçõo da triclosana com a 

enzima lnhA. da mesma forma que o grupo hidroxila da correspondente tirosina 

156, na Fabl. Estes resíduos (Tyrl 58 e Tyrl 56) contribuem de forma relevante no 

mecanismo catalítico das enoil redutases. Isto sugere que a triclosana interage de 

modo semelhante com ambas as enzimas, lnhA e Fabl (McMURRY, OETHINGER, 

LEVY, 1998: PARIKH et ai. , 1999). Foi demonstrado, também, que as mutações 

lle47Thr e lle21 Vai no lnhA, que ocorrem em isolados clínicos de M. tuberculosis 

isoniazida-resistente, não prejudicaram a inibição pela triclosana. Esta observação 

parece Indicar que inibidores da lnhA, que tenham como alvo o sítio de ligação do 
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enoil-substrato, podem ser efetivos contra cepas de M. tubercu/osis isoniazida

resistente (McMURRY, OETHINGER, LEVY, 1998). 

O conhecimento das características bioquímicas e estruturais das enzimas 

enoil-acp redutases supre informações importantes de como as mutações 

interferem nas interações fármaco-receptor e permite o planejamento de novos 

agentes terapêuticos eficientes contra as cepas sensíveis e MDR. 

"' 
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO 

Face ao quadro alarmante da TB no mundo e, em particular no Brasil, onde 

são registrados 161 .800 novos casos anualmente e considerando-se os índices 

elevados de resistência do microrganismo aos fármacos convencionalmente 

utilizados, hó necessidade premente de novas e específicas alternativas 

quimioterópicas. 

Os constituintes da parede celular da micobactéria - ácidos micólicos, 

arabinogalactano, peptidoglicano e micobactinas - são considerados alvos 

específicos para novos fármacos anti-TB. Agentes que interferem na biossíntese 

destes constituintes seriam seletivos e menos tóxicos. atuando especificamente na 

micobactéria, sem alterar a flora bacteriana do hospedeiro (SENSI, 1989; BARRY, 

1997). 

Os ácidos micólicos 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 antibióticos e 

quimioterápicos (LIU, 1996). 

À vista do exposto. o objetivo do presente estudo é. com base na estrutu_rq_ 

dos ácidos micólicos. planejar tuberculostáticos potencialment~_ ativos n9Jnfec~õo, -------- .. - --- - ----- --- - - ---· - -
utilizando como ferramenta as técnicos de modelagem molecular (CADD): QSAR-

- --· - ------ - -- --- ------- - -·---r-- -

40 IR (relação quantitativa quadridimensional entre estrutura química e atividade 

biológica independente do receptor) e FEFF QSAR-30 (relação quantitativa 

tridimensional entre estrutura química e atividade biológica com campo de força 

de energia livre), ~m ~ ~nju!!!,o_de_.3.Z.--hidc.azidq!.!. . ...c-om_____~~mo _de_ ação. 

_QQ.~si~~lmeote-Gom.um _.ao_d.9 ~:>nia~jg_o..-.Esp_er:a=s~~~ esta metodologia. obter -------- --~-- ' 

mais subsídios para a concepção racional de análogos estruturais da isoniazida -------- . ·---------- ~--- - - ----------..--...... - ----------- , __ .r .......__...-

como inibidores do processo biossintético da parede celular do M . tubercu/osis. 
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3. METODOLOGIA 

3.1. DADOS BIOLÓGICOS 

Foram selecionadas_dQl~ratura trinta e sete hidrazidas, incluindo o fármaco 
~ ---

lsoniazida (hidrazida do ácido isonicotínico, INH 1 ), avaliadas pelo mesmo protocolo 
-------- - - - - ----

farmacológico e cujas atividades foram medidas como o concentração mínima - ----·· 
capaz de inibir o crescimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis var. bovis, à 

temperatura, T, de 310 K (37 °C) (BERNSTEIN et ai., 1952; BERNSTEIN et ai., 19530; 

BERNSTEIN et ai., 1953b; KLOPMAN, FERCU, JACOB. 1996). Conforme apresentado 

no Quadro 5, os dados de atividade ___ biológica, MIC (minimum inhibitory 
------------- -

concentration; cqncentraçõo inibitória mínima), foram transformados em valores de 
. ,,_ . ,. _.,,,. ~--. \ -- -- ---· --- --...... 

- t - . '/ - - • ,,. . . - -

- log _MI_C_ (pMIC, g/L) e, automaticamente, convertidos em concentração molar 

----
(mol/L) pelo programa 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999). 

Quadro 5- Valores de MIC e pMIC das trinta e sete hidrazidas selecionadas 

\:·, Ácido~ que originam hldrazldas -~f,'::·:· )~C6d!go~ ~'. MIC:(µg/mL) ";! p Mie (g/L; -,o·'/10:3) . . . .. . . /.: ' . . . ~ 

. ' . 
,:ócido isonicotínico 

. . · ·' · 
~~~ - . :.,::~-- -,·. . • .. -... 

.. ... ,· '>: ~- ·· 
.:··•··• . .; 

~.;:·.<. .,. . .... 

. · ··•.•··[~\~Nit1'.f :-, ,;:~:••)fü. ··. 
· ·: :;IN~d3l .. -·\ . · .·. ··•.0,40 . :•\ 
~.~--~_: .. ~·;.:.~·~·.: .. ·· .. ;~·~i·~ .. ?).-~· :/ .· ' ··?:~· .-.. ~· . 

· -ó_cido piridina:2-flúor+carb~xílico . ' ,:_ .INHd43 ., •. ·: :. 0,40 ·. : . ,; 
,\t . ., ...... ;. ·: ·;' . . ·, .·.. .. ··.::-..... ,:· · ... ~· ',!1, . :,-· . · . . . -.. ~-~-
. • • • •· ; .• , , :: .. •~ • \~·-'-:\·L~•._:s . \0 

' • ; :.-_. • , .,· • • : •• • ~, • ,; • :--• • '. 

;:~;:::~::tt~º.,,,;, , . / • Jgft;)/'.. ::: .·,1; ' 
. ócido piridinci-3-amino-4-carboxfllco : ., .·: .. _- :-.,-'1Nr,ki46\ . • . l ,50 :· --: ~ 
}-- : •• _ .• 1 : ~. -~- • · •. ·:~. :·; •.<•.· ·< •-,.; ·;: .·· ·. ,· ·-.. .... '" _. . . . . ··. . :· . . ~'.:_.:•_:· -·~ .... ~-;::: : · :: ... ~ .. ~ .' . _! ·.- .. . -: -. -~-iti 
.::•óCidÔ nicOtÍniCo : . .- ... : .:'. ·•\, _-,. :.· 1.;~ ;IN~93l_/~. ,, · ~-. .-.-~,00. _.:· .:·\~i. 

. . : .... -~ 
. ,••: .... : .,. · 

{;-. .. -\~;::·:.·_~. . -.-;·•(r _ .... ~:._.~\ ;\;~_:· 
'':.ócido 3-amiriob~nzóicq_' ___ , 

,\ ,. . :·· :,·. 

'>'~'t1~0:4~~~ór~fenil~~éticÔ 
\' •"· ': · .. ' •·:· · .. •\~~ ··.··: -:··• .. '\ . .,'.' .: .. ::·: ·., 

-~.ó~ido 4-bromobenzóico . 
" • ' •• • . • 1,.· ' .t ,, 

({Ó.cido-.4:nitrob~nióicõ · ... :/,. 

.···; :·-··.- . 

. .' · .. :,:INHd16 . .. _ · ·12,00 . . ··,.:, 

,.:,,,·,~1~1,~~~.,ilit~tl ./,_' 

. . ' .. 

4,70 

_,3,82 

·3,40 

3,40 

3,22 · 

'· 3,22 

2,82 

2,70 

2,52 

·· ... ', 
2,52 

·, 
. ' . 

' • 1 ·.,. i 

. . ~; 

.:-. ' ~ 

- ,• : .J 

. _. i 
, · ... :-, 

" •~· 

i 

- 2,00 ·, 

1.92 -~ 
\ ··; 

1,92: .. ,: _ ... ·-. :· :, 
. . ~- ' .. 

. · :·: .-:~'; --:·.· .. ~ .. , :..,,· .-·· .::~,;.: ..• t 
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Quadro 5 (contlnuaçõo) - Valores de MIC e pMIC das trinta e sete hidrazidas selecionadas 

;·::··:·:, .. i·:".':\· Ácidos queorlglnan, hldràzldas':-::-· :'·.-: :t '.'éó~dlgó:,-: MÍC-(µg/núf :~. pMIC (gÍL; 10-6/10-3f ' 

:.· ó·d~o,plri~ina.~2~br6 ~6-4-car~~xílic~· ::,· -~,:_. .. , ::·_: f.\~;~d·24}; .·:· /-~\66 ·<>\ - J ,82 . 

· ócldo 4-hidré>xibenzóic'o · ·:- -::\ :.· . . 
. ·.,·.-........ :. 

· ócldo f~nilacétÍc6 ' · <:. 
. · ... :.: ·;· 

ócido pirimidi~a-4-ç:qrboxllico. 

· ócido 4~quinolina'-'ca~boxllico ·,:-,: .... 
. ~ '· .. ~. ·2. ·"::; 

ócido 4-piridinilàcético 

ócido benzo[b ]furanina-2-carboxllico .. 
. -'.·,,.. ·.•· ' ~-. 

: ócidq p iridinà-)~metil-4-carboXJ1ice>·, ·. · 
. . . . . .. 

, ' . · . .,, : 

1,92 
-;:· :- , , • 

:/ .···· 1,92 

-1;,ó' 
L s2 

···.1.00 

· 0,65 

0,70 

,•' 

. ., 

. .. 
' : . ·!~ 

.•• ·,,-.1 

; ócido imidazol-i~; r~~-pto-5-carboxílicq . . _.·: i':Drá$ü{i? ::--: . ,• ·2so'.oó . >. :;_:'., .. 0,60 ·. ; . ' 

:~;J~j,~i~tt~~;li!~x'.l~j,,{ 't{\)I\[rf ]}i, ]if j!l',{füt_ :•j: ;•• ·ti~ ,o;~ . '-': ·. >:': 
:·_ócidô pirimidina-2-meti174-hidróxi-5- carboxílico< . .,,. i-.:JNl-:ld'41 <<-- ·: 400,00 ·. ·:· :; ·:,. :~ '. OAO · : , 
··.-. \(:_. ·:;~_::[:/;i:-:;:~\ . -t\ ~_:; ;_:-i:iú. ••.,.·,: .. ,• . ·' . . . {'_;;;:L'-·::-?;{_'._:~{J;/}.\{/(~ ) ?\- •:;··.: ·>:::·_-: ... :,:\·_,·: . .< /~·:.?··.:~·· ··. \ ~. . _;·. ,· ~ ', . ', 
ócldo 1-metil-4.-piperidina-carboxílico, :.: :,_·., .. :,,".- ·. F~INHd49.; · :: · ·.'600,00 · -. -- .,; ·-.. ,. ·, i0,22 

.. ·. -•'·. 
~(" . .. -·. •, . ; . . : ~ . . 

- . ::-

... ;:_._:_;\,\:-' .;:~:~--;..:~-. t ., ··: .. :., ... :: '.-! •••• -:' 

··. ~-.. , ~·. : ./. ,?;-. ,\- :~~~~-.-: ' ;:. ':~~ 
• ·"'i· \. , . (.:.• :· . :-.•.·· . . ... _. '"-·.-•-. 

,._ ... ·;/•:\.'4:22' ... ::.-:\\ 
. .,, . •· .\~ 

.:' :_:: ·, //\ ~2 . -~.t'. 
:,;·ócido5-imidazol-cprboxílico ·. ·.· ·· .. , ,_·,:. -·:,·/,.,>· i;, dpvl-44_- -: ·. ·· ·,_f;óq,/:?}4 ,, .-:_··_::,;·::'.;/ ;~ _·.,.. .. ·. · ·.•'\ 
:(.-. ·.:'>,<~./''•·:i· -:_,:/?:.:.>· .. ':. .. \\ /:. ?·.--,\~;.;/;,)\.\~ ú}::~;.~_,('~,:._,}:::_;- _'·. . /~=;\ ·· ,_', .. 
,.. óc1do ·t1azol~S,carboxíllco,, . ,:.,••.· -~.-.-. .... ,: ,,:,.:. ''•i•' lq vl.3.1 · ... ·· . 10,00 - ·:·· ,•. •. ,:2,00 · 

t~ iíi~l~iil~~:!;:f I~~-~:::~;tis~ll;~t~ii{~";t~t:\ 1\·/ :,;,,;\ ;; ,._ -- __ -.,.:1 
\.'.ó'cido l ~dimetildminócarbonil-4-piperidina7 '\ ·. ·, t:'INHd51 . .'., . · · 600,00 . -. ·. :; .· · , 

~;~~;~1;~stt:l~i'./ {t~, :i:-••/ >;:r;::;;::it3l~t.tJLf tJ·-::.: .. : t'> ___ ; •.. --, :•.•--• :: 

INHd • hidrazidas arom6ttcas, heteroaromótlcas e com substitulçõo no anel, deri~odas do isoniozido; 

ldv - hidrozidas de ócidos heteroclclicos e derivados. 
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Cabe ressaltar que a atividade biológica dos compostos foi testada in vitro 

contra cepas BCG de M. tuberculosis utilizando o meio modificado de Kirchner e 

em testes padronizados in vivo contra cepas Ravenel de M. tuberculosis var. bovis 

em ratos (RAKE et ai. 1949). Os valores de equivalente de isoniazida para os 

compostos sintetizados e testados por Bernstein e colaboradores (1952. 1953a, 

1953b) foram calculados por meio da razão entre as doses molares efetivas de 

isoniazida e dos respectivos compostos. na faixa de concentração mínima efetiva. 

A dose diária mínima efetiva de isoniazida foi menor ou igual a 2 mg/kg e as doses 

máximas toleradas foram de 64 mg/Kg (administração oral, dieta) e 125 mg/kg 

(administração intravenosa). Diferenças nos valores de equivalente de isoniazida de 

um fator de dois foram consideradas não significativas. 

3.1.1. DEFINIÇÃO DOS CONJUNTOS DE TREINAMENTO (TRAINING sa, E DE AVALIAÇÃO (TEST sa, 

A seleçã_q _dos .trinta_e_ sete ~ompostos da literatura (BERNSTEIN et ai .. 1952; --
BERNSTEIN et ai. , 1953a; BERNSTEIN et ai .. 1953b; KLOPMAN, FERCU. JACOB. 1996) foi 

efetuada considerando-se a semelhança estrutural com a isoniazida, os valores de 
. - -·- . - - --. - - . . - - ,,- - -- . . 

atividade biológica (MIC), provenientes de ensaio biológico comum, bem como. a 

possibilidade de_ .. apreseotarem mecanismo de ação similar ao do fármaco 

_protótipo, conforme sugerido por ROZWARSKI et ai. (1998) . 

Assumiu-se, no presente estudo, a hipótese de que todos os compostos 

agiriam como o protótipo, INHl. Após a 'perda' do grupo hidrazida, a forma ativa 

(ânion ou radical) formaria ligação covalente com o cofator nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NAD, carbono C, do anel nicotinamida), resultando em um inibidor 

fortemente ligado (ROZWARSKI et oi., 1998) (Quadro 4). 

Dos trinta e sete compostos selecionados (BERNSTEIN et oi., 1952; BERNSTEIN - -
et ai., 1953; BERNSTEIN et a i., 1953; KLOPMAN, FERCU, JACOB. 1996), 13 foram 

considerados ativos (valores de MIC menores que 10 µg/ml). 12 foram considerados 
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de atividade intermediária (valores de MIC entre 1 O e SJ µg/ml) e 12 foram 

considerados inativos (valores de MIC maiores de SJ µg/ml). 

Os compostos foram divididos em dois conjuntos: conjunto de treinamento 
---·- -------------·-- -----•---

(trinta compostos, incluindo a isoniazida) e conjunto de avaliação (sete ---- ~-· --- - - - - ----------
compostos). 

Q _ conjunto .. de treinamer)to é constituído de compostos selecionados 
r -- - - -- ·---. - . ·-·•··. -- - -

aleatoriamente do conjunto total, que, por definição, serão utilizados em todas as 
- - - ..,.-•· ---· 

-et.apas da metodologia. incluindo a obtenção e a validação interna dos modelos 

(equações de QSAR) (HOPFINGER, 1999). 

Considerando-se os valores de atividade biológica, o conjunto de 

treinamento apresenta dez compostos ativos (INHl. INHd2. INHd31. INHd43. INHd20, 

INHdl 4, INHd46, INHd37. INHdl 5, INHd23), dez compostos de atividade intermediária 

(INHd29. INHd16, INHdl8, INHd44, INHd25, INHd30, ldv130, INHd22, INHd27, INHd34) e 

dez compostos inativos (INHd42, INHd47. ldv107, INHd45. ldv126, INHdl9, ldv125, 

INHd4 l, INHd49, INHd48) (Quadro 6). 
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Quadro 6 - Conjunto de treinamento e seus respectivos grupos de atividade biológica 

Compostos ativos 

INHl 
MIC = 0,02 µg/MI 

PM= 137,14g 

INHd2 
MIC = O, 15 µg/ml 

PM= 137,14g 

INHd31 
MIC = 0,40 µg/ml 

PM = 162, 19 g 

INHd14 INHd46 INHd37 
MIC = 0,60 µg/ml MIC = 1,50 µg/ml MIC = 2,00 µg/ml 

PM= 136,15g PM= 152,16A PM= 137,14g 

Compostos de atividade Intermediária 
CI Br NO:i 

o 
INHd29 

Nt½ 
/ 

NH 

MIC = 10,00 µg/ml 
PM = 184,63 g 

N~ 
I 

NH 

o 

INHd30 
MIC = 12,00 µg/ml 

PM = 150, 18 g 

INHd16 
MIC = 12,00 µg/ml 

PM= 215,05 g 

N 
/NH2 

H 

ldvl30 
MIC = 20.00 µg/ml 

PM = 138, 13 g 

/N~ 
N 
H 

INHd18 
MIC = 12,00 µg/ml 

PM= 183, 17g 

OH 

H2N 

N 
H 

/Ni-½ 

INHd27 
MIC = 30,00 µg/ml 

PM = 182, 18 g 

F 0:iN 

INHd43 
MIC = 0,40 µg/ml 

PM= 155. 13g 
CI 

INHdl5 
MIC = 3,00 µg/ml 

PM = 170,60 g 

INHd20 
MIC = 0,60 µg/ml 

PM= 183, 17 g 

INHd23 
MIC = 3,00 µg/ml 

PM= 151.17g 

OH 

INHd4-4 INHd25 
MIC = 15,00 µg/ml MIC = 12.00 µg/ml 

PM = 216,04 g PM = 152, 15 

NH2 

/ 
/NH2 

NH 

~ 

INHd22 INHd3-4 
MIC = 30,00 µg/ml MIC = 40,00 µg/ml 

PM= 151,17g PM = 166, l8 g 
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Quadro 6 (contlnuoçõo) - Conjunto de treinamento e seus respectivos grupos de atividade 

biológico 

Compostos lnaHvos 

o 

o 
INHd42 INHd47 ldv107 

HS-ZN O N~ 

CHJ 

N..-NH2 
H 

INHd45 

H,N-. -NH 

ldv126 
MIC = 80,00 µg/ml MIC = 100,00 µg/ml MIC = 225,00 µg/ml MIC = 200,00 µg/ml MIC = 250,00 µg/ml 

PM= 158, 18g PM = 187,20 g PM = 151, 17 g PM = 178, 19 g 

Z7'r .J:. 
1 . OH 
CH3 NH 

/NH2 
N 

N O :e# 
H2N/ O N--NH2 

H 

INHd19 
MIC = 300,00µg/ml 

PM = 183, 17 g 

ldv125 
MIC = 300,00 µg/ml 

PM= 140,14g 

H 
INHd41 

MIC = 400,00 µg/ml 
PM= 168,16g 

PM = 151, 17 g 

CHJ 

1 
N 

INHd49 

/NH, 
N 
H 

MIC = 600,00 µg/ml 
PM = 157,22 g 

INHd48 
MIC = 600,00 µg/ml 

PM = 143, 19 g 

O conjunto de avaliação também é constituído de compostos selecionados ----- - - ---- - -
do conjunto total, porém estes compostos não são Incluídos na etapa de obtenção 

. --

dos modelos, mas participam apenas na etapa de validação externa dos modelos. 
--- ~ --- -

Os sete compostos que compõem o conjunto de avaliação foram sorteados do 

total de compostos, considerando-se · cada grupo de atividade biológica~s 

compostos foram utilizados_ pac_a_ validar o modelo QSAR. construído a partir do - -------- -- . - ---- - -- ---. 
conjunto de treinamento e para avaliqr_ a __ capacidade de predição do modelo ---- - - --- ------ --- -- - - - , 

obtido (HOPFINGER, 1999). 
---

Considerando-se os valores de atividade biológica, o conjunto de avaliação 

apresenta três compostos ativos (ldv90, ldv128, ldv124), dois compostos de 

atividade intermediória (ldv131, ldv132) e dois compostos inativos (ldvl36, INHd51) 

(Quadro 7). 
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Quadro 7 - Conjunto de avaliaçõo e seus respectivos grupos de atividade biológica 

Compostos ativos 

o 

ldv90 
MIC = 0,06 µg/ml 

PM = 126.12 g 

ldv128 
MIC = 1,50 µg/ml 

PM=138, 13g 

Compostos de atividade Intermediária 

ldv131 
MIC = 10,00 µg/ml 

PM= 143,16g 

ldv132 
MIC = 15,00 µg/ml 

PM = 143, 16 g 

Z?rº 
H:zN--NH 

ldv124 
MIC = 2,00 µg/ml 

PM = 126,12 g 

Compostos Inativos 
CH;i 

1 

ldvl36 
MIC = 300,00 µg/ml 

PM = 173, 19 g 

""',,,,•yº 
N 

O N 
/NH2 

INHd51 H 
MIC = 600,00 µg/ml 

.PM = 214.27 g .. 

No gráfico 1 está apresentada a distribuição das atividades biológicas 

(pMIC) dos conjuntos de treinamento e de avaliação. Os valores de pMIC 

apresentaram um desvio padrão de 1,2 do valor médio. 

B I BliOJ EC 
F acuidade de e . . A 1enc1as Farm., • 1. U .. · uCeu rcas 

nrv~rs,dade de s · P ao auto 
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5.00 
O pMIC 

4.50 

* 
4.00 

3.50 

3.00 

* * 
2.50 

2.00 

* * 
1.50 

1.00 

Gráfico 1 - Distribuição da concentração inibitória mínima (pMIC) em cepas de M. 

tubercu/osis var. bovis, 310 K, dos compostos do conjunto de treinamento (30 

compostos) e de avaliação (7 compostos,*) . 

3.2. CONSTRUÇÃO E MINIMIZAÇÃO DAS ESTRUTURAS 

As estruturas tridimensionais dos compostos em estudo foram construídas 

utilizando o módulo "Builder" do programa de modelagem molecular HyperChem 

6.0 (Hypercube lnc., 1996). A geometria correspondente à cristalografia de raios-X 

de INHl (forma ativa da isoniazida, isonicotínico-acil:NAD) (ROZWARSKI et ai., 1998), 

_ complexado com a enzima enoil-acp redutase do Mycobaterium tuberculosis, lnhA 

(lzld, código de acesso no PDB, Protein Data Bank, resolução 2,7 À), foi utilizada 

como referência para criar as geometrias iniciais dos demais compostos. o 

programa MOLSIM 3.0 (DOHERTY, 1994 - The Chem21 Group, lnc.) foi utilizado para 

otimizar a geometria de todos os compostos e o método semi-empírico AM 1 (Austin 
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Model 1- DEWAR et.ol .. 1985) foi empregado poro obter as cargos atômicas parciais ---- .. ·--·-· • · - . - ·---- -- . ----- . 

dos compostos. necessórias na etapa de din<;jmiç_a íDOle<=:~l~r. 

3.3. METODOLOGIA DE QSAR-4O {IR, Independente do Receptor) 

3.3.1 . AMOSTRAGEM CONFORMACIONAL POR DtNÃMICA MOLECULAR 

Esta etapa da metodologia de QSAR-4D (IR) corresponde aos cólculos de 

dinâmica molecular (DM) dos ligantes. com a finalidade de gerar uma amostragem 

conformacional ("conformational ensemble") para cada composto do conjunto de 

treinamento. visando, posteriormente. a escolha da conformaçõo 'ativa'. O 

objetivo desta etapa é obter a distribuição de Boltzmann do conjunto das possíveis 

conformações disponíveis para cada molécula do conjunto de treinamento. As 

conformações geradas durante a simulação de DM de cada ligante constituem o ---
perfil da amostragem conformacional ("conformational ensemble profile". CEP). O 

- ~-
CEP permite a investigação da flexibilidade conformacional molecular. Convém 

lembrar que a quarta dimensão na metodologia de QSAR-4D corresponde à 

amostragem conformacional relacionada ao tempo de simulação no DM 

(HOPFINGER. 1999). 

Em princípio. qualquer estrutura 3D é aceitóvel para iniciar a amostragem 

conformacional. Na prótica, principalmente para um conjunto de treinamento de 

enólogos. uma conformação comum, com baixa energia (não necessariamente a 

conformação de energia mínima). considerando ângulos torsionais comuns nas 

estruturas do conjunto de treinamento. deveria ser selecionada. Isto seria o ponto 

de referência para o bom andamento de uma anólise QSAR-4D (HOPFINGER. 1999). 

Neste estudo. as estruturas minimizadas de cada composto ligado ao 

cofator (ligante) foram utilizadas como estruturas Iniciais em cada simulação de 

DM.[~~co mil conformações de cada ligante foram amostradas para gerar O CEP 

a partir de simulações de DM de cem mil estados da trajetória do confôrmero ou 
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cem mil passos, cada passo de 1 fs. As conformações geradas para cada ligante 

foram registradas a cada 20 passos no arquivo de trajetória, totalizando 5000 

conformações. A temperatura durante as simulações de DM foi mantida constante 

em 31 O K. que corresponde à temperatura do ensaio biológico dos compostos em 

estudo. f-s simulações de DM foram realizadas em um banho térmico (BERENDSEN 
·-......: 

et ai .. 1984) com tempo de relaxação de O. 1 ps. 

Os cálculos de DM foram realizados utilizando-se o programa MOLSIM 3.0 

(DOHERTY. 1994). um pacote de mecânica e dinâmica molecular. incluído no 

programa 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER. 1999 - The Chem21 Group, lnc.). com campo 

de força MM2 (ALLINGER. 1977), que apresenta parametrizações relatadas por 

Hopfinger e Pear1stein (1984). Conforme mencionado anteriormente. as cargas 

atômicas parciais dos ligantes foram computadas utilizando o método semi

empírico AMl (DEWAR et ai., 1985). 

Foi assumida a condição de estado não-ionizado para os ligantes 

Investigados (hidroxilas dos grupos fosfato da porção NAD com seus respectivos 

ótomos de hidrogênio). De acordo com as observações de Klopmann e 

colaboradores (1996), as hidrazidas em estudo teriam seus grupos ácido/base não

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

fisiológico. 

3.3.2. DEFINIÇÃO DOS ELEMENTOS DE INTERAÇÃO FARMACOFÓRICA 

o programa de 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999) permite definir sete tipos de 

elementos de interação farmacofórica ("lnteraction Pharmacophore Elements", 

IPEs). que correspondem aos tipos de átomos que podem participar de interações 

específicas com o receptor (biomacromolécula). Portanto. os ótomos de cada 

molécula do conjunto de treinamento serão classificados de acordo com O tipo de 

interação que eles sejam capazes de realizar com o receptor. 
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Neste estudo foram selecionadas as sete classes de IPEs: ótomo polar 

positivo (p+; n° código= 2), átomo polar negativo (,::r; n° código= 3), átomo apoiar 

(np; n° código = 1 ), ótomo aceptor de ligação de hidrogênio (hba; n° código = 5), 

átomo doador de ligação de hidrogênio (hbd; n° código= 4) , átomo em sistema 

aromático (ar; n° código= 6) e qualquer tipo de átomo (a; n°código = O). 

3.3.3. DEFINIÇÃO DO T>.M>.NHO 0>.S CÉLUL.4S 

As células que compõem a caixa tridimensional (3D) virtual, que mimetiza o 

espaço no sítio ativo da enzima ou do receptor, sõo cúbicas e suas dimensões 

podem ser definidas pelo usuário. O programa de 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999) 

não permite números fracionários para a aresta das células da grade. Quanto - -----
menor o tamanho da célula, maior será o número de varióveis geradas, tomando 

mais trabalhosa a etapa de pré-tratamento das variáveis e a de geração dos 

modelos. Em compensação, os modelos são mais refinados em termos de tipos de 

átomos (IPEs) selecionados. ou seja. a probabilidade de uma célula ser classificada 

como qualquer tipo de átomo (a), inespecífica em termos de IPEs, diminui com 

células de tamanho reduzido. 

Após avaliação preliminar. neste estudo. foi utilizada uma 'caixa 3D virtual de 

células cúbicas com 1 Ã. de ares~ que é o valor 'default' do programa 4D-QSAR 

3.0 (HOPFINGER. 1999)(Figura 4). 

Figura 4 _ Representaçõo geral da célula da caixa 30 virtual onde as conformações 

amostrados sõo colocadas. 
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O tamanho da célula da grade. ou da caixa 3D virtual, é considerado na 

análise QSAR-4D como um parâmetro metodológico e o modelo QSAR-3D pode ser 

otimizado como função do número de parâmetros metodológicos. Além do 

tamanho da célula da caixa 3D virtual, outros parâmetros metodológicos podem 

ser considerados em uma análise QSAR-4D (IR): temperatura da simulação de DM; 

molécula de referência; tamanho do conjunto amostrado (número de 

conformações de partida distintas na amostragem); número de passos ("trames") 

registrados no CEP; número de alinhamentos; número de descritores selecionados 

inicialmente para utilização do algoritmo genético; t ipos de IPEs incluídos na análise 

(HOPFINGER. 1999). 

3.3.4. DEFINIÇÃO DOS ALINHAMENTOS TESTADOS 

Esta é uma das etapas mais importantes na metodologia de QSAR-4D(IR) e 

corresponde à seleção dos alinhamentos que serão testados na sobreposição de 

todas as conformações, de todos os compostos do conjunto de treinamento, 

obtidas na etapa de simulação de DM para a inclusão na caixa 3D virtual. O ---
alinhamento d~~_eskuJuras considera a suposição de que não somente o sítio de ---- -------------- --- - - ---- - -- - - - -

· ligação é idêntico. mas também que o modo de ligação é. idêntico. ou similar. 
~ ---:- .. - -- --·-- --- ---- -· . . - - ·- · ·-- - -- -· •·-·---~--- - - -· - -
Portanto, a orientação geral das moléculas dentro do sítio ativo seria comum para 

todos os compostos. o que não necessariamente é considerado como verdadeiro 

(HOPFINGER. 1999). 

Os alinhamentos são selecionados para explorar cada uma das principais 

partes da molécula. bem como as combinações possíveis das partes principais de 

uma molécula. O algoritmo de sobreposição usual. na metodologia QSAR-4D (IR). 

considera somente regras de alinhamento combinando três átomos quaisquer. 

Porém, não há restrição no algoritmo que impeça a Inclusão de qualquer regra de 

alinhamento. No entanto, a ordem dos três átomos selecionados para cada 

alinhamento é importante. Por exemplo, espera-se que O primeiro ótomo 
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especificado na molécula A ocupe uma posição semelhante no espaço que 0 

primeiro átomo especificado na molécula B para o alinhamento selecionado. Isto 

também é válido para o segundo e o terceiro átomos. Além disso, os alinhamentos 

devem ser selecionados para abranger toda a topologia da estrutura química 

comum dos compostos do conjunto de treinamento (HOPFINGER, 1999). 

Neste estudo, foram testados sete alinhamentos distintos, definidos na Tabela 

1 como alinhamentos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente. A estrutura do composto 

INH l (isonicotínico-acil :NAD) do conjunto de treinamento foi utilizada para 

demonstrar que cada um dos alinhamentos testados era constituído por uma 

seqüência diferenciada de três átomos, de modo a abranger toda a estrutura 

molecular do ligante (composto:NAD) (Tabela 1). 

Tabela 1 - Definição da seqüência de três átomos, designados pelas letras "a-1", para cada 

um dos sete alinhamentos testados, utilizando a estrutura do composto INHl como 

exemplo 

o 
//o \,::::::-o 

º---p / p\ ;--º g o 
o 

o 

N i N\ e 

Ó.< 
N o 

o 
~ o 

1 
N 

N # 

Alinhamento 1° átomo 2° átomo 3° átomo 

l a b e 

2 b d • 
3 a e f 

4 b g 
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Tabelo 1 (continuoçõo) - Definiçõo do seqüência de três ótomos, designados pelos letras "a

i", poro cada um dos sete alinhamentos testados, utilizando 0 

estruturo do composto INHl como exemplo 

Alinhamento 

5 

6 

7 

1° ótomo 

a 

b 

3.3.5. DEFINIÇÃO DOS TIPOS DE OCUPAÇÃO 

2° ótomo 

g 

J 

g 

3° ótomo 

h 

k 

A freqüência de ocupação das células da caixa virtual é computada para 

as conformações registradas na trajetória de DM para todos os compostos em 

estudo. 

A freqüência de ocupação das células da caixa virtual pode ser calculada 

por três tipos de medida de ocupação para cada IPE (3.3.2.). O primeiro tipo é 

denominado ocupação absoluta {Ao, abso/ute-occuponcy) e corresponde à soma 

de todos os átomos IPE que ocupam as células em que estão as conformações do 

ligante em estudo, registradas na simulação de DM, independente de um 

composto de referência. A ocupação associada (Jo, joint-occuponcy), segundo 

tipo de medida de ocupação, é definida como o número de átomos IPE que 

ocupam as células da grade comuns para as conformações do ligante em estudo 

e um composto de referência. Ou seja, a ocupação das células referente a um 

composto de referência é somada. O terceiro tipo é denominado auto-ocupação 

{So, se/f-occuponcy), onde o algoritmo QSAR-4D calcula a diferença entre a 

ocupação absoluta das conformações do ligante em estudo e a ocupação 

associada para as conformações do ligante em estudo e o composto de 

referência {HOPFINGER, 1999). 

Neste estudo, a freqüência de ocupação absoluta das células foi utilizada 

por ser O único tipo que Independe de um composto de referência. Além disso. 
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fornece informações mais específicas sobre o tipo de ótomo (IPE) que ocupa 

preferencialmente a célula da caixa virtual em relaçõo ao ligante em estudo. 

3.3.6. OITENÇÃO DOS DESCRITORES DE OCUPAÇÃO DAS CÉLULAS (GCODS) 

Nesta etapa, cada conformaçõo do CEP de cada composto é colocada 

na caixa 3D virtual de acordo com o alinhamento selecionado. Uma grade de 

referência, que consiste em um espaço cartesiano fixo, é gerada automaticamente 

para cada molécula. Esta grade possui eixos x, y e z. que excedem as coordenadas 

atômicas móxima e mínima de cada molécula do conjunto de treinamento. Os 

perfis de ocupação das células da caixa virtual para cada um dos IPEs 

selecionados (3.3.2.) são computados e utilizados como base para formar o 

conjunto de descritores na construçõo dos modelos de QSAR-4D (IR) (HOPFINGER, 

1999). 

Os valores de ocupação da caixa virtual referentes a cada IPE são 

denominados GCODs ("grid cell occupancy descriptors"). Estes valores constituem 

as varióveis independentes (descritores) na metodologia de QSAR-4D (IR) e são 

calculados conforme o tipo de medida de ocupação selecionada (HOPFINGER, 

1999). Neste estudo, os GCODs foram computados de acordo com os valores de 

ocupaçõo absoluta dos IPEs, para cada um dos sete alinhamentos. Estes valores 

podem ser normalizados de acordo com o número de conformações selecionadas, 

ou seja, podem ser transformados em valores percentuais. 

3.3.7. PRÉ-TRATAMENTO DOS DESCRnoRES (GCODs) - REDUÇÃO DO NÚMERO TOTAL DE GcoDs 

A anólise de QSAR-4D, como a anólise comparativa de campos moleculares 

(CoMFA, "Comparativa Molecular Field Analysis") (CRAMER, PATTERSON, BUNCE, 

1988), gera um número enorme de varióveis independentes (descritores, GCODs) 

devido ao grande número de células da caixa virtual. aos tipos de IPEs 

selecionados e suas correspondentes freqüências de ocupação (Ao. Jo e So). 0 
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conjunto resultante 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 metodologia de QSAR-3D. CoMFA, porque 

definem, intrinsicamente, o conjunto total de células da caixa virtual que será 

incluído na análise. Cortes (cuttoffs) de potencial de avaliação, utilizados no 

método CoMFA, não são necessários na metodologia de QSAR-4D (HOPFINGER, 

1999). 

No formalismo de QSAR-4D, ~ análise de regressão de mínimos quadrados 

parciais (PLS, "Partial Least Squares") (GLEN, DUNN, SCOTT, 1989) é utilizada para 

promover o ajuste de redução de dados entre as variáveis dependentes (atividade 

biológica observada ou experimental) e os correspondentes valores de GCODs 

(HOPFINGER, 1999). 

Antes de submeter os dados à análise de regressão PLS, dois critérios podem 

ser empregados para aumentar a velocidade de processamento e melhorar a 

qualidade da análise de PLS. O usuário pode 'filtrar' os GCODs utilizando o critério 

de variância ou o de valor mínimo para o descritor. No critério de variância, 

qualquer coluna de descritor que apresentar variância menor que o valor 

especificado pelo usuário pode ser omitida da análise de PLS. No critério de valor 

mínimo para o GCOD, as colunas de GCODs que apresentarem valores de 

ocupação menores que o valor especificado pelo usuário, considerando todo o 

conjunto de moléculas, podem ser omitidas da análise de PLS. Somente um dos 

critérios de pré-tratamento de dados pode ser selecionado. Os descritores com 

maior peso resultantes da análise de regressão PLS serão utilizados como conjunto 

de partida para gerar os modelos finais (otimizados) de QSAR-4D (HOPFINGER. 

1999). 

Neste estudo, a análise de regressão PLS foi empregada para promover uma 

redução inicial dos dados entre as medidas da variável dependente experimental, 
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pMIC. e os correspondentes descritores. GCODs. para cada um dos sete 

alinhamentos. O critério de escolha para o pré-tratamento dos GCODs foi o 'filtro' 

de variância. As varióveis independentes com valores de variância menor que 2.0 

(valor 'default' do programa 40-QSAR 3.0) foram eliminadas. A reduçõo 

automótJç_a dos GCODs pela análise de PLS proporciona a seleçõo dos GCODs que 

apresentam maior correlação com a atividade biológica. Os 200 GCODs que 

tiveram melhor peso na anólise de regressão PLS foram utilizados para constituir a 

série selecionada de descritores para a análise de aproximaçõo da funçõo 

genética (GFA. "genetic function approximation") (ROGERS, 1991; ROGERS. 

HOPFINGER. 1994). 

3.3.8. OITENÇÃ0 DOS Mooaos DE QSAR-40 (IR) 

Nesta etapa são gerados os modelos de QSAR. partindo da construção. 

otimização. comparaçõo e avaliação dos modelos através da utilização de um 

algoritmo genético. GA (HOLLAND. 1975). Os modelos ou equações de QSAR-40 

sõo obtidos pelo método que combina algoritmo genético e mínimos quadrados 

parciais (GA-PLS) existente no programa 40-QSAR 3.0 (HOPFINGER. 1999). O 

algoritmo genético específico implementado no programa 40-QSAR é a análise de 

aproximaçõo da funçõo genética, GFA (ROGERS. 1991; ROGERS. HOPFINGER, 1994). 

Os 200 GCODs que tiveram melhor peso na análise de PLS. para cada um dos sete 

alinhamentos. foram selecionados como conjunto inicial de dados para a análise 

de GA. Outros descritores. nõo provenientes da anólise de QSAR-4D. como por ex .• 

logP (logaritmo do coeficiente de partição n-octanol-ógua). refratividade molar. 

descritores de mecânica quântica. podem ser adicionados. pelo usuório. ao 

conjunto iniciai de dados no começo · desta etapa (HOPFINGER. 1999). 

Considerando-se que a lipofilicidade é fator determinante na farmacocinética e 

farmacodinâmica dos fórmacos (MANNHOLD. van de WATERBEEMD, 2001 ). neste 

estudo, os valores de logP foram calculados (ClogP) para os compostos do 
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conjunto de treinamento, utilizando o programa HyperChem 6.0 (Hypercube, lnc. 

1996), e incluídos na etapa de anólise de GA. 

A vantagem do método GFA é a construçõo e anólise de múltiplos modelos, 

ao invés de apenas um único modelo (ROGERS, HOPFINGER, 1994). Modelos de 

uma populaçõo inicial sõo criados a partir da escolha aleatória de varióveis do 

conjunto formado pelos GCODs de maior peso provenientes da análise de PLS. Os 

modelos sõo avaliados pela medida estatística 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 mínimos quadrados penalizada. Portanto, 

quando dois modelos apresentarem o mesmo LSE ("least square error", erro de 

mínimos quadrados), o que tiver o menor número de termos (descritores) teró o 

melhor (menor) valor de LOF (ROGERS, HOPFINGER. 1994). Novos modelos sõo 

criados pelo processo de recombinaçõo ("crossover"). Este processo consiste na 

combinação de duas ou mais partes dos modelos 'pais' para gerar um novo 

modelo 'filho'. Os modelos 'pais' têm uma parte de seus termos (descritores) 

copiados. Estes termos sõo escolhidos de forma aleatória. Estes 'pedaços de 

modelo' (parte do modelo 'pai' e parte do modelo 'mãe') sõo conectados para 

criar um novo modelo 'filho'. O tamanho dos modelos é parcialmente determinado 

pela medida LOF. Esta medida pode ser controlada pelo fator de ajuste 

("smoothing factor"). O fator de ajuste altera o equilíbrio entre o número de termos 

no modelo (descritores, GCODs) e a reduçõo do erro de mínimos quadrados (LSE), 

além de controlar o 'overfitting' (super ajuste na reta de regressõo). Não hó 

maneira de saber antecipadamente quantos descritores (GCODs) deverão fazer 

parte de um modelo. isto dependeró do sistema ligante-receptor. Geralmente, 

quanto maior e/ou mais flexível for o ligante maior seró o número de descritores 

(GCODs). Entretanto. as regras da estatística impõem um limite de 4 a 5 

observações (compostos) por descritor (HOPFINGER. 1999). 
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Neste estudo. foram utilizadas 10.000 (valor 'default') recombinações na 

análise dos GCODs gerados com células de 1 Â. A freqüência de mutação durante 

o ciclo de otimização de recombinação ("crossover") foi selecionada em 10% para 

cada nova geração de modelos ou equações de QSAR-4D e foram testados 

valores de fator de ajuste de 1 a 2.5. Foi estabelecido que os 1 O melhores modelos 

seriam registrados para a análise de cada um dos sete alinhamentos. 

Muitas 'medidas de diagnóstico' para analisar os modelos resultantes são 

determinadas como parte do processo GA de otimização. Estas medidas incluem: 

a) os descritores empregados na análise como função da operação de 

recombinação ("crossover"): b) correlação cruzada entre descritores e/ou medidas 

de atividade biológica: c) número de modelos significantes: d) coeficiente de 

correlação linear (r2) ; e) coeficiente de correlação quadrático da validação 

cruzada "leave-one-out" (q2) e d) fator de desajuste, LOF (ROGERS.1991: ROGERS. 

HOPFINGER. 1994). 

3.3.9. IDENTIFICAÇÃO DOS MELHORES MoDaos (EQUAÇÕES) DE QSAR-3D 

Esta etapa corresponde à inspeção e avaliação da população de modelos 

obtidos para cada um dos alinhamentos selecionados. O principal objetivo é 

identificar os melhores modelos de QSAR-3D considerando o respectivo 

alinhamento. proveniente da análise de QSAR-4D. Entretanto. este objetivo pode 

ser generalizado para permitir explorar e otimizar os modelos de QSAR-3D não 

somente quanto ao alinhamento. mas também quanto à amostragem 

conformacional. aos IPEs e outros parâmetros metodológlcos (3.3.3). Além disso. o 

melhor modelo de QSAR-3D pode ser identificado utilizando-se uma ou mais 

medidas estatísticas de significância adicionadas de informações provenientes da 

comparação da família de melhores modelos (HOPFINGER. 1999). 
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Neste estudo. os 1 O melhores modelos para cada alinhamento foram 

registrados. Os modelos foram classificados de acordo com seus valores de 

coeficiente de correlação da validação cruzada (xv-r2 ou q 2) (KUBINYI, 1993). 

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

cruzada utilizada é denominada "leave-one-out". Esta técnica consiste na - - ----- - - - -
eliminação dos compostos do conjunto de treinamento. um de cada- v.ez.,-. 

-. - .. --------
aleatoriamente ou de forma sistemática, enquanto os coeficientes da equação são 

recalculados até que todos os.compostos !.E:r:'~am sido eliminados pelo menos uma 

vez. A validação cruzada "leave-one-out" foi empregada para obter a medida da . 

capacidade de predição interna dos modelos no conjunto de treinamento. 

Para cada um dos 1 O modelos selecionados. considerando-se o 

alinhamento testado, foram registradas as seguintes medidas estatísticas ~e 

significância: coeficiente ~e correlação linear (r2), coeficiente de correl0ção da 

validação cruzada (q2), erro de mínimos quadrados (LSE) e fator de-desajuste (LOF). 

O programa de 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER, 1999) transforma os valores de q 2 

em valores ajustados de q2 para que a comparação entre equações (modelos) 

com diferentes números de termos seja possível. 

Além dos medidas estatísticos mencionadas anteriormente, o programo de 

4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER. 1999) fornece a matriz de correlação linear dos resíduos 

(ou erros) de ajuste dos 10 melhores modelos e a matriz de correlação linear dos 

descritores (GCODs) poro cada um 

alinhamento testado. 

dos 1 O melhores modelos, de cada 

A comparação dos coeficientes de correlação linear dos resíduos de ajuste 

entre pores de modelos, gerados nos análises de GFA, é ferramenta importante 

para organizar e explorar informações provenientes de múltiplos bons modelos. 

permitindo, por exemplo. o determinação de um subconjunto de modelos distintos 

em um conjunto de bons modelos. Os valores residuais correspondem à diferença 
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entre os valores de atividade biológica observada ou experimental do conjunto de 

treinamento e os respectivos valores de atividade biológica calculado. Quando um 

par de modelos apresentar valores de resíduo de ajuste semelhantes (R - 1 ). estes 

modelos serõo considerados equivalentes. Um por de modelos é considerado 

distinto, ou seja. os modelos nõo fornecem os mesmos informações, quando os 

valores de resíduo de ajuste forem diferentes (R < 0,5) (ROGERS, HOPFINGER. 1994; 

HOPFINGER. 1999). 

A análise do matriz de correlaçõo linear dos GCODs de cada um dos 1 O 

melhores modelos permite verificar se os variáveis independentes são ou não 

correlacionados entre si. em um mesmo modelo e entre modelos distintos. Ou seja. 

permite constatar se cada variável (GCOD) fornece contribuição único poro cada 

modelo selecionado (princípio do ortogonalidade dos variáveis) (KUBINYI, 1993). ou 

se está fornecendo informação redundante ("overfitting". super ajuste no reto de 

regressão) (TOKARSKI. HOPFINGER. 1997b; HOPFINGER, 1999). 

Neste estudo foram considerados como "outliers" (compostos desviantes) de 

um modelo os compostos cujos diferenças entre os atividades predito e 

experimental excederam em duas vezes o valor de desvio padrão (DP) calculado 

dos resíduos. 

3.3.10. CONJUNTO DE AVALIAÇÃO - VALIDAÇÃO EXTERNA E PREDIÇÃO DOS MODELOS 

Conforme já mencionado, os compostos do conjunto de avaliação não 

participaram do etapa de geração dos modelos, no análise de QSAR-4D (IR). 

Porém, foram utilizados poro validar o(s) modelo(s) obtido(s) com o conjunto de ----,~ -~-------- --
treinamento e avaliar ~ua_cop.ocido.de. de predição (HOPFINGER, 1999). 

os valores de atividade biológico previsto (pMIC) foram calculados paro 

cada composto do conjunto de avolioçõo por meio do substituição dos valores dos 

índices de coordenadas cartesianos gerados pelo ocupação dos descritores nos 

células do grade virtual 3D (GCODs) paro cada um dos compostos do conjunto de 
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avaliação na equação, ou modelo. e seu respectivo alinhamento. resultantes da 

análise do conjunto de treinamento. 

3.3.11. SELEÇÃO E VISUALIZAÇÃO DA CONFORMAÇÃO 'BIOATIVA' 

Nesta etapa. a conformação 'bicativa' para cada composto do conjunto 

de treinamento é idealizada pelo programa de 4D-QSAR 3.0 (HOPFINGER 1999). A 

seleção da conformação 'bicativa' foi realizada empregando como critério a 

identificação de todos os estados conformacionais. para cada composto do 

conjunto treinamento. que estivessem na faixa de energia, AE, da conformação de 

energia mínima global do CEP. obtido nas simulações de DM. O valor de AE 

utilizado neste estudo foi de 5 kcal/mol (valor 'default'do programa de 4D-QSAR 

3.0) (HOPFINGER. 1999). 

As conformações de menor energia selecionadas foram avaliadas 

individualmente. utilizando o alinhamento e o respectivo modelo de QSAR-3D 

escolhidos. atribuindo para a ocupação das células da caixa virtual o valor zero. se 

o IPE em questão não ocupa a célula da caixa no modelo. ou o valor calculado de 

Ao. Jo. So, se o IPE correto ocupa a célula da caixa virtual (HOPFINGER. 1999). 

A conformação de menor energia. dentro da faixa de AE (5 kcal/mol). que 

apresentou a maior atividade prevista (calculada). considerando o modelo e o 

alinhamento escolhidos. foi selecionada como a conformação 'ativa' de cada 

composto do conjunto de treinamento, pelo programa de 4D-QSAR 3.0. As 

conformações postuladas como 'ativas' poderão ser utilizadas como protótipo em 

outras abordagens de CAMD ("Computer-Assisted Molecular Design", 

Planejamento Molecular Auxiliado por Computador) (HOPFINGER, 1999). 

o modelo resultante da análise de QSAR-4D IR deve proporcionar ajuste 

esférico satisfatório e apresentar complementaridade na interação receptor

ligante. Esta verificação deve ser efetuada por meio da exploração das 

informações estruturais do modelo selecionado, considerando-se O alinhamento 
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dos descritores (GCODs) e suas respectivos conformações 'ativos' previstos dentro 

do sítio de interoçõo (HOPFINGER et ai., 1997; ALBUQUERQUE et ai., 1998; 

VENTAKATARANGAN, HOPFINGER, 1999). 

Neste estudo, o onólise dos descritores (GCODs) no sítio ativo do enzima 

cristalizado 1 zld foi realizado por meio do comporoçõo dos informações estruturais 

entre os conformações 'ativos' previstos pelo modelo e alinhamento selecionados 

com o ligante co-cristolizodo (INH). As conformações 'ativos' previstos de cada um 

dos compostos do conjunto de treinamento e seus respectivos descritores foram 

ancorados no sítio ativo do enzima 1 zld utilizando-se como referência o 

alinhamento e modelo selecionados no análise QSAR-4D IR. Distâncias entre 

resíduos de aminoácido do sítio ativo, importantes no processo de interação, e os 

estruturas dos conformações 'ativos' previstos + GCODs e do ligante cristalizado 

foram utilizados como objeto desta comparação. 

No tabelo li estão apresentados os etapas de uma análise de QSAR-40 e no 

fluxograma 1 está representado o método de análise de todos os dados no 

formalismo QSAR-40, originando modelos QSAR-30 finais (HOPFINGER, 1999). 

Tabela li - Seqüência de etapas de uma anólise de QSAR-4D 

Etapa 

2 

3 

5 

6 

Descriçõo 

Seleçõo e construçõo dos modelos 3D dos compostos que serõo analisados; 

Amostragem do conjunto conformacional de cada composto poro gerar o CEP (simulações 

deDM); 

Seleçõo das classes de elementos de interoçõo farmacof6rica. IPEs, poro o grade ou caixa 

3D virtual; 

Seleçõo dos alinhamentos a serem testados; 

Formaçõo do grade de referência e registro do perfil de ocupoçõo dos células do grade 

para cada IPE. de acordo com a medida de ocupaçõo escolhida e com o alinhamento 

selecionado; 

An6lise de PLS - reduçõo de dados. considerando <? conjunto J.Qt~l .9e G~ODs (descritores); ,--- ------ -- -· - - --- ·• ·----- -~----
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Tabela li (continuaçõo) - Seqüência de etapas de uma anólise de QSAR-4D 

Etapa 

7 

8 

9 

10 

Descriçõo 

Utilizaçõo dos GCODs, que foram melhor classificados na an6Iise de PLS, e quaisquer_putros 

descritores selecionados pelo usu6rio para o conjunto inicial de dados da an61ise de GA; 

Retornar à etapa -4 e repetir as etapas -4-7. a menos que todos os alinhamentos selecionados 

j6 tenham sido incluídos na anólise; 

ldentificaçõo dos melhores modelos de QSAR-30 de acordo com os alinhamentos testados; 

Visualizaçõo da conformaçõo 'ativa' de cada composto do conjunto de treinamento. de 

acordo com o modelo e o alinhamento escolhidos. 

Fluxograma 1 - Representaçõo do método de anólise de todos os dados no formalismo 

QSAR-4D, originando modelos QSAR-3D finais 

IPE 

1 

2 

3 

. . ... 
Conjunto de descritores (GCODs) 

xyz=111 

GCOD(l 1 11) 

GCOD(l 11 2) 

GCOD(l 113) 

1 1 2 

GCOD(l 1 21) 

GCOD(l 122) 

GCOD(l 123) 

1 1 3 

GCOD(l 131) 

GCOD(l 132) 

GCOD(l 133) 

GCOD(x1. Y1, 11. ll"E1). GCOD(XJ. Y2, z2.. ll"E2), ..•• GCOD(x... y •. z... ll"E.) 

! '.· } eduç_ã_o ~~ da~o~ ~or PLSj 

GCOD(x1·, y,·. 11', ll"E1"). GCOD(xi. yi. 12· .• ll"E2'), .... GCOD(x.', y.·. z..·. ll"E.") 

t:c~~~f\l~~~-~~-s-~~delos_por ~~;__/ l 
-,.-,. . ·1 

t : • -;;-•; \ ";';· •~~-- ·•••••~·-• •?W ,N'' ."":7 º ''J ,:-~. ' • 1• •·:-'! • •-••• f • ~•-~:-.•::,:~,:\•\:j 

)':.'_·/ Múltlplos bons modelos de QSAR . .. ' '! IA= f1 (GCOD(xi". yi". zi". ll"E11, GCOD(x,", y2·. 12• .• ll"E21, •••• ) 
.': podem ser gerados na otimização por .GA : ; 

'.i\;;-.:i\ :~~---:/: . .::-:. .;_:;;J::.:·~51/~ i~ /_;-:~::.h;.~~· ·--:,~ .. ~~-;--:_,. ·~ •;:;·i(;\l-. ~ _j BA = f2 [ ••• 

l . .. . .. ... _ , ... --~ --···· -~--- ____ .. ,. ___ Jfculdade de Ciências Farm.11 
{ · Ídentlficaçâo do.~elhor-~odelo/alinhamento · ~ Universi,fade de São Pat 

B I B L I OTECA 

, . . . . . . (conj. de treinamento) . . . . . .'i 
...... ,..-•: . . ";_' · ,- : ·-· .. ·---~ · - ·· , :·•~;~-._ ;t::_J :i.2~_.:: .. ·-.. :.:::1...:...:...:::\:-...°,~;.....,:~,'-,-~·-·.: ... :..:·;..., ..... _•; , ... -.:~-- ~ .... : .... 1~~:.,_ ... ::Í 
: ·_.' Validação externa ·e poder de · '1 

L:~~~~~:~~~;17.f ~~'.~1~'.~~~,?~~;1_~,;-j----------l•! 
r, .. ,,.••(r '\:'" •• •• ••.-•, •\"º - ,•• s;• "t • •'e'•• ,.,.,.., • • ,•,•• .•••.~~, • - •I••• "\""•• ••• ,,._\\•"'\1J ,., • .....,,,.. ~ ••••-:-• ._,.-,,_-.- •-.::•~••• ,,,... • -7,-0,, • • I\~ e Vl~u~lizaçcio d~"c;onfori,'.,ação ··ativa;·· : ';, . PÍanejamento d• novas . -:J 
,L\,i . .:.'.) -~~º"l:_.~e trei~a~~n!o_) __ .. :·' _./:_,::---+ ~/, .. · _::<., .. ".'ºléc~l~s .-, _ . .... : j 
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3.4. METODOLOGIA DE fEFF ("fREE ENERGY FORCE flELD", campo de força de energia livre) QSAR· 

30 {DR, Dependente do Receptor) 

3.4.1. OBTENÇÃO E OTIMIZAÇÃO DO MODELO DA ENZIMA (Moos.o DO RECEPTOR) 

A estrutura da enzima lzld (ROZWARSKI et oi., 1998) apresenta 4095 átomos. 

incluindo os átomos de hidrogênio, que foram adicionados. em uma primeira 

etapa, utilizando-se a opção existente no programa HyperChem 6.0 (Hypercube 

lnc., 1996). Então. aos resíduos Arg e Lys foram atribuídas cargas +l e aos resíduos 

Glu e Asp. cargas -1 . Os "lone pairs" (pares de elétrons desemparelhados) foram 

excluídos da estrutura da enzima. por meio de inspeção visual. As moléculas de 

água localizadas na estrutura do complexo cristalizado não foram incluídas no 

modelo. Cargas parciais AMBER (WEINER. KOLLMAN. NGUYEN, 1986: CORNELL et oi., 

1995) foram atribuídas a todos os átomos da estrutura da enzima (TOKARSKI. 

HOPFINGER, 19970). A enzima apresentou carga total igual a 1 (HyperChem 6.0 -

Hypercube lnc .• 1996). 

O tratamento teórico de uma estrutura protéica deste porte, considerando

se todos os átomos e interações. envolveria alto custo em termos de tempo 

computacional. o que justificaria estudos com a utilização de modelos de tamanho 

reduzido de biomacromoléculas (TOKARSKI. HOPFINGER. 19970). 

Neste estudo. foi utilizada a técnica de redução do tamanho ou de corte 

("pruning") da estrutura da enzima. descrita por Tokarski e Hopfinger (1997a. b), 

com a finalidade de torná-la acessível em termos de tempo computacional para as 

simulações de DM. A análise foi restrita aos resíduos de aminoácidos da enzima 

próximos à região do sítio ativo. 

Após assinalar as cargas parciais da enzima. utilizando o campo de força 

AMBER (WEINER. KOLLMAN, NGUYEN, 1986). foram construídos modelos com esferas 

de ralos de 12 e 14 À, utilizando-se como referência o centro de massa do 

complexo formado pelo cofator (NAD) e o fármaco (INH). da estrutura original 
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obtida por cristalografia de raios-X (lzld), no programa HyperChem 6.0 (Hypercube 

lnc., 1996). Somente os 6tomos contidos em cada esfera foram incluídos nos 

modelos e o restante da enzima foi negligenciado. Os resíduos da enzima que 

possuíam pelo menos um 6tomo de hidrogênio desconectado dentro das esferas 

de corte foram incluídos nos correspondentes modelos (TOKARSKI, HOPFINGER. 

1997a). 

O processo de reduçõo de tamanho da enzima resulta em modelos 

formados por conjuntos de 'pedaços de resíduos peptídicos' desconectados. Os 

'pedaços de resíduos peptídicos' separados por menos de cinco resíduos de 

aminoácidos foram 'conectados' pela inclusão dos resíduos de aminoácidos que 

estavam faltando na seqüência da cadeia principal (esqueleto peptídico) dos 

modelos. A terminaçõo dos 'pedaços de resíduos peptídicos' foi efetuada pela 

adiçõo de grupos metila (carga = zero). Este procedimento tem como finalidade 

manter a integridade geométrica local do modelo do sítio ativo da enzima para o 

processo de corte (TOKARSKI, HOPFINGER, 1997a, b). A esfera de 12 Ã não incluiu 

todos os resíduos de amino6cidos do sítio ativo da enzima, entõo, o modelo de 12 Ã 

foi descartado. 

Neste estudo, foi reduzido o tamanho do receptor, lnhA, de 4095 para 1912 

6tomos, desconsiderando-se todos os resíduos fora de uma esfera de 14 Ã. A 

otimização do modelo reduzido da enzima foi realizada utilizando os métodos 

"steepest descent" e "conjugate gradlents" , do programa MOLSIM (DOHERTY, 

1994), com um critério de convergência de energia de 5 kcal/mol. para relaxar 

tensões intra e intermoleculares provenientes do empacotamento cristalográfico. 

Utilizou-se a mesma T do ensaio biológico (31 O K) e constante dielétrica de 3.5 (do 

v6cuo), considerada realística para a representaçõo de interações de curto 

alcance (entre 6tomos ou grupos de 6tomos próximos espacialmente, mas não 
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conectados). Foi utilizado um limite de até 1 O Â para o cálculo das interações nõo 

ligadas. 

O modelo reduzido da enzima (14 Â) contém grupos peptídicos 

desconectados. que poderiam 'vagar' pelo espaço durante os processos de 

minimização e de simulações de DM. A atribuição de massas fictícias elevadas aos 

átomos do modelo reduzido da enzima produziria um 'momentum reservoirs' 

(estado de congelamento). que manteria os átomos do receptor próximos de suas 

posições iniciais referentes à estrutura completa original. mas permitiria alguma 

flexibilidade de posicionamento para acomodar um ligante. por exemplo. O uso de 

massas fictícias é virtualmente o mesmo que usar restrições cartesianas. 

particularmente quando as massas selecionadas sõo muito grandes. Além disso. a 

variaçõo dos valores de massa fictícia constitui um modo conveniente de ajustar os 

movimentos do modelo reduzido. durante as simulações de DM. permitindo a 

reproduçõo aproximada dos movimentos da enzima completa original (TOKARSKI. 

HOPFINGER. 1997b). Assim. aos átomos da cadeia principal peptídica do modelo 

reduzido foram conferidas massas fictícias de 2500 a 5000 u.m.a.. para impedir 

afastamentos significativos da geometria do modelo devido à exclusõo do resto da 

enzima. 

A estabilidade estrutural do modelo reduzido da enzima em relação à 

estrutura cristalográfica original (completa) foi avaliada quanto ao desvio da raiz 

dos mínimos quadrados ("root mean square deviation", r.m.s.), no programa 

HyperChem 6.0 (Hypercube lnc., 1996). pela sobreposiçõo das duas estruturas. 

3.4.2. DINÂMICA MOLECULAR DO MoDao REDUZIDO DA ENZIMA 

Na metodologia de FEFF ("free energy force field", campo de força de 

energia livre). simulações de DM em várias temperaturas sõo processadas com a 

finalidade de se obter uma amostragem do espaço energético dos estados ligado 

e nõo-ligado do sistema ligante-receptor (TOKARSKI. HOPFINGER, 1997b). 
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Tendo como finalidade. neste estudo, obter-se um complexo aceitável do 

ponto de vista estérico, a estrutura minimizada do modelo reduzido da enzima foi 

aquecida lentamente ('warming up'). Partiu-se de uma simulação de DM de 10 ps 

( 10.000 passos. cada passo de 1 fs, com a trajetória dos estados conformacionais 

registrada a cada 20 passos) à T de 25 K e a conformação de menor energia desta 

simulação foi selecionada. A conformação de menor energia do modelo reduzido 

à T de 25 K foi utilizada para desenvolver uma simulação de DM de 1 O ps à T de 50 K 

e a conformação de menor energia desta simulação foi selecionada. Este 

procedimento foi continuado até 300 K, com incrementes de 50 K. A conformação 

de menor energia do modelo reduzido selecionada na simulação de DM à T de 300 

K foi utilizada para desenvolver uma simulação de DM de 1 O ps à T de 31 O K, 

temperatura do ensaio biológico do conjunto de treinamento. 

Os procedimentos de DM foram realizados utilizando o programa MOLSIM 

(DOHERTY, 1994) e as conformações de menor energia foram selecionadas pelo 

programa OSFRAME (The Chem21 Group, lnc.). A seleção da conformação de 

menor energia, representativa do equilíbrio. considera o valor da energia potencial 

total do complexo. 

Nas simulações de DM realizadas utilizou-se um banho térmico (BERENDSEN 

et ai .. 1984) com tempo de relaxação de O, 1 ps, constante dielétrica de 3.5 e um 

limite de até 1 O Ã para o cólculo das interações não ligadas. 

O modelo da camada de hidratação ("hydration shell") proposto por 

Hopfinger (1973) (FORSYTHE, HOPFINGER, 1973) foi incluído na representação do 

campo de força na anólise de FEFF para estimar a energia de solvatação de cada 

estrutura de energia mínima resultante do processo de aquecimento ("warmlng 

up"). A inclusão deste modelo é importante porque considera a competição das 

interações receptor-ligante com as moléculas de ógua. As simulações de DM de 

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

conformações de energia mínima. utilizando o programa MOLSIM (DOHERTY. 1994). 

3.4.3. DOCKING DO LIGANTE MAIS VOLUMOSO 

A conformação de menor energia do modelo da enzima reduzida 

selecionada na simulação de DM à T de 31 O K foi utilizada para o ancoramento 

("docking") do ligante (composto:NAD) mais volumoso do conjunto de 

treinamento. INHd19. proveniente da análise de . QSAR-4D (conformaçõo 

"bioativa"), considerando-se o alinhamento e o modelo escolhidos. 

O ligante INHd19 (composto:NAD). resultante da análise de QSAR-4D. foi 

ancorado no sítio ativo da enzima (modelo reduzido) por sobreposiçõo com a 

estrutura do isonicotínico-acil:NAD complexada no modelo reduzido da enzima. Foi 

utilizada a seqüência de três átomos ordenados do alinhamento escolhido na 

análise de QSAR-4D para o ancoramento do ligante no sítio ativo. Após a 

sobreposiçõo. a estrutura do isonicotínico-acil:NAD foi eliminada do sítio ativo do 

modelo reduzido da enzima. Este procedimento foi efetuado no programa 

HyperChem 6.0 (Hypercube lnc .• 1996). 

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 enzima contendo o ligante INHd 19 foi 

otimizada no programa MOLSIM (DOHERTY, 1994). utilizando as mesmas atribuições 

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

3.4.4. DINÂMICA MOLECULAR DO COMPLEXO ENZIMA-LIGANTE MAIS VOLUMOSO 

A estrutura otimizada do modelo reduzido da enzima contendo o ligante 

INHd19 foi submetida ao processo de aquecimento lento ("warming up") (item 

3.4.2.). As conformações de menor energia de cada simulação de DM em cada T 
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foram selecionadas e suas energias de solvatação foram obtidas, conforme 

descrito no item 3.4.2 .. 

O processo de aquecimento lento permite a obtenção de parâmetros 

termodinâmicos de interação para cada T de simulação e, por conseqüência. 

modelos de QSAR para cada T (TOKARSKI, HOPFINGER, 1997b). Neste estudo, os 

modelos de QSAR foram obtidos com os parâmetros termodinâmicos resultantes à T 

de 310 K. 

O processo de "warming up" apresenta como vantagem a possibilidade de 

se realizar uma varredura do espaço conformacional do complexo enzima-ligante, 

da enzima e do ligante. Em temperaturas mais elevadas, o ligante complexado 

possui liberdade suficiente para procurar seu alinhamento intermolecular (encaixe) 

ideal dentro do sítio ativo (TOKARSKI. HOPFINGER, 1997b). 

A amostragem em diferentes temperaturas permite que as energias cinética 

e potencial dos sistemas envolvidos no processo de interação sejam equilibradas 

uma em relação à outra. Além disso, a análise estatística destas energias permite a 

avaliação da temperatura de simulação em que os parâmetros termodinâmicos de 

ligação estejam mais bem correlacionados com os valores experimentais 

(TOKARSKI, HOPFINGER, 1997b). 

3.4.5. DOCKING DOS LIGANTES 00 CONJUNTO DE TREINAMENTO E DM DOS COMPLEXOS ENZIMA

LIGANTE 

A conformação de menor energia do modelo reduzido da enzima 

contendo o ligante INHd19 selecionada na simulação de DM à T de 310 K foi 

utilizada para o ancoramento ("docking") dos demais ligantes (composto:NAD) do 

conjunto de treinamento, provenientes da análise de QSAR-4D (conformação 

"ativa" prevista), considerando-se o alinhamento e o modelo escolhidos. 

O ancoramento dos ligantes no sítio ativo da enzima foi realizado no 

programa HyperChem 6.0 (Hypercube lnc., 1996) pela sobreposição das estruturas 
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dos ligantes do conjunto de treinamento. provenientes da análise de QSAR-4D, com 

o ligante INHdl9, presente no sítio ativo do modelo reduzido da enzima. utilizando a 

seqüência de três átomos ordenados correspondente ao alinhamento escolhido na 

análise de QSAR-4D. Após a sobreposição de cada ligante, o ligante INHd 19 foi 

eliminado do sítio ativo do modelo da enzima. Este procedimento proporcionou a 

obtenção dos complexos enzima-ligante. 

Os complexos enzima-ligante foram otimizados. no programa MOLSIM 

(DOHERTY. 1994). utilizando-se as mesmas atribuições descritas para a minimização 

do modelo reduzido da enzima (3.4.2.). As estruturas otimizadas dos complexos 

enzima-ligante foram submetidas a simulações de DM de 1 O ps à T de 31 o K e as 

energias de solvatação das conformações de menor energia foram calculadas. 

Neste estudo. o procedimento de "warming up" efetuado com o complexo 

enzima-ligante mais volumoso (3.4.4.) consistiu em uma alternativa de economia de 

tempo computacional para os demais ligantes do conjunto de treinamento. 

permitindo que as simulações de DM fossem realizadas somente na T do ensaio 

biológico. 

Com a finalidade de incluir um descritor no campo de amostragem 

energético que permitisse mais explicações sobre o mecanismo de ação dos 

compostos deste estudo, a ligação covalente entre o carbono carbonílico dos 

ligantes e o C4 do anel nicotinamida do cofator (composto:NAD) foi cindida 

(HyperChem 6.0). Os complexos enzima-ligante com llgaçõo covalente cindida 

foram otimizados no programa MOLSIM (DOHERTY, 1994), utilizando-se as mesmas 

atribuições descritas para a minimizaçõo do modelo reduzido da enzima (3.4.2.). As 

estruturas otimizadas dos complexos enzima-ligante com ligação covalente cindida 

foram submetidas a simulações de DM de 10 ps à T de 310 K e as energias de 

solvatação das conformações de menor energia foram calculadas. Neste caso, a 

conformaçõo de menor energia selecionada na simulaçõo de DM à T de 31 O K de 
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cada complexo foi utilizada para medir a distância entre os átomos envolvidos na 

ligação covalente (HyperChem 6.0) e esta distância (dLcov) foi incluída como um 

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

3.4.6. DINÃMICA MOLECULAR DOS LIGANTES E DA ENZIMA NÃO-LIGADOS 

As estruturas otimizadas dos ligantes provenientes da análise de QSAR-4D IR 

(modelo e alinhamento escolhidos) foram submetidas a simulações de DM de 50 ps 

(50.000 passos. cada passo de 1 fs e trajetória dos estados conformacionais 

registrada a cada 20 passos) à T de 310 K. Utilizou-se um banho térmico (BERENDSEN 

et ai .. 1984) com tempo de relaxação de O. 1 ps, constante dielétrica de 3.5 e um 

limite de até 1 O Â para o cálculo das interações não ligadas. As conformações de 

menor energia foram selecionadas e suas energias de solvatação foram 

calculadas. 

A conformação de menor energia selecionada à T de 31 O K no processo de 

aquecimento lento do modelo reduzido da enzima foi utilizada para amostrar as 

energias da enzima no estado não-ligado. O complexo isonicotínico-acil:NAD foi 

excluído do sítio ativo e, após otimização. a estrutura do modelo reduzido sem o 

inibidor foi empregada como estrutura inicial de uma simulação de DM de 1 O ps à T 

de 310 K. Utilizou-se um banho térmico (BERENDSEN et ai., 1984) com tempo de 

relaxação de 0, 1 ps. constante dielétrica de 3.5 e um limite de até 1 O Â para o 

cálculo das interações não-ligadas. Foram atribuídas massas fictícias de 5000 u.m.a 

aos átomos da cadeia peptídica principal do modelo da enzima. A conformação 

de menor energia foi selecionada e sua energia de solvatação foi calculada. 

Neste estudo, os procedimentos de DM foram realizados utilizando o 

programa MOLSIM (DOHERTY. 1994) e as conformações de menor energia foram 

selecionadas pelo programa OSFRAME (The Chem21 Group, lnc.). O programa 

INTERCALC (The Chem21 Group. lnc.) foi utilizado para obter as energias intra e 

intermoleculares dos complexos enzima-ligante. 
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3.4.7. CONSTRUÇÃO DOS MODELOS OE FEFF Qs.o-3D 

Na metodologia de FEFF QSAR-3D (DR). os termos de energia intra e 

intermoleculares. obtidos a partir das simulações de DM. são considerados os 

descritores (varióveis independentes) para a construção dos modelos de QSAR-3D 

e predição das propriedades termodinâmicas de interação (TOKARSKI, HOPFINGER, 

1997b). Neste estudo, além dos descritores de termos de energia, definidos na 

Tabela Ili. outros descritores, não determinados diretamente dos termos do campo 

energético, foram incluídos como possíveis características dos modelos FEFF QSAR-

30. Estes descritores consideram a distância entre os ótomos envolvidos na ligação 

covalente do ligante (3.4.5.) e as seguintes propriedades do ligante não 

complexado à enzima: energia de HOMO ("highest occupied molecular orbital"; 

energia do orbital molecular ocupado de maior energia - método hamiltoniano 

AM 1 ). energia de LUMO ("lowest unoccupied molecular orbital"; energia do orbital 

molecular desocupado de menor energia - método hamiltoniano AM 1). momento 

de dipolo, ClogP. volume e órea superficial (final da Tabela Ili). As varióveis 

dependentes são as propriedades de interação experimentais (TOKARSKI, 

HOPFINGER. 1997b). Neste estudo. as variáveis dependentes constituem os valores 

de pMIC do conjunto de treinamento. 

A entropia vibraclonal. associada a ligações e ângulos de ligação. não foi 

calculada neste estudo. 

A maioria dos sistemas receptor-ligante apresenta dois problemas inerentes 

relacionados ao desenvolvlmento da abordagem estatística na avaliação de uma 

anólise FEFF QSAR-30. O primeiro refere-se ao número de anólogos (componentes 

do conjunto treinamento), m (observações), ser usualmente pequeno quando 

comparado ao número de possíveis varióveis independentes, n (termos de energia 

FEFF que podem ser classlficados). O segundo trata-se do fato de que muitos dos 

termos de energia (varióveis independentes) são inter-relacionados. Para minimizar 
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estes problemas O~_!JJ~Lo_d..Qs_de PLS ("partia! least squares"), para a redução do ---:. ___________ . - - --- · . -· - . ' 

número de descritores. e __ 9e GFA ("g_enetic function approximation"). para a 
---·-- - - -· ------ • - • .. 4 

otimizaçã_o_ dos modelos, foram incluídos na avaliação estatística de uma análise --
de FEFF QSAR-3D (TOKARSKI. HOPFINGER, 1997b). 

Neste estudo. os descritores. ou termos de energia do campo de força FEFF, 

foram submetidos à análise estatística pela metodologia de GFA/PLS. 

implementada no programa WOLF 5.5 (ROGERS, 1994). A otimização dos modelos 

foi realizada com a análise de GFA (ROGERS, HOPFINGER. 1994). A combinação da 

análise de mínimos quadrados parciais. PLS (GLEN, DUNN, SCOTT. 1989), e regressão 

linear multidimensional foi utilizada para ajustar o número de valores das medidas 

experimentais (pMIC) aos respectivos descritores nos modelos de FEFF QSAR-3D 

envolvidos na otimização por GFA. Na etapa de filtragem dos dados, PLS. o número 

de componentes na análise foi variado de 4 a 6. Na etapa de construção e 

otimização dos modelos por algoritmo genético. os números de recombinações 

("crossovers") testados foram de 25.000 a 70.000 e as taxas de probabilidade de 

mutação testadas foram de 5 % e l O %. O critério para convergência foi a inspeção 

dos valores estatísticos e do número de descritores dos modelos gerados. Foram 

testados valores de fator de ajuste ("smoothing factor"), filtro do PLS. de O, 1 a 1,5. 

Tabela Ili - Definiçõo dos termos do campo de força de energia livre (FEFF) utilizados na 

construçõo dos modelos de FEFF QSAR-3D 

FEFF 

ÃEflf = E.111l - E.., 1- E.,,l 

ô.Edet= ~11l-Ec1e11-Ectell 

ô.Eton = Eton Rl - Etan R - E1ar1 l 

ô.EvdW = EvdW ll - EvdW. - E.- l 

ô.E.. = E.m - E..• - E.n 

ô.EEu = Er .. LR. Er,., t - Er,, l 

ô.EHb = E ..... lR - EHb • - EHb l 

Definiçõo 

Variaçõo na energia de deformaçõo axial das ligações na 

complexaçõo 

Variaçõo na energia de deformaçõo angular na complexaçõo 

Variaçõo na energia torslonol no complexoçõo 

Varioçõo no energia de von der Woals na complexaçõo 

Variaçõo no energia eletrostático (Coulomb) na complexaçõo 

Vorioçõo na energia de interoçõo do tipo 1.~ na complexaçõo 

Vorloçõo na energia de ligaçõo de hidrogênio na complexaçõo 
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Tabela Ili (continuaçõo) - Definiçõo dos termos do campo de força de energia livre (FEFF) 

utilizados na construçõo dos modelos de FEFF QSAR-3D 

FEFF Definíçõo 

6E..,,. = E..,,.LI- E..,.,,- E..,.,l Vorioçõo no energia de solvotoçõo no complexoçõo 

6E.,,._ = E.,,.cs., LI - E..,.cs.,, - Vorioçõo no somo dos energias de deformoçõo axial e angular no 

Eest•d•f l complexoçõo 

6E.,,.c1e1• 10n = Eest•d•f•1ar, LI - Ees1•c1e1+1ar, 1 Vorioçõo no somo dos energias de deformoçõo axial. angular e 

- Ee,••-••ar•l torsionol no complexoçõo 

6Ee1,Hb = Ee1•HbL1- Ee1,Ht>1- E...Hbl Vorioçõo no somo dos energias eletrostótico e de ligoçõo de 

fat(LL.RR.LR) 

Elt(LRJ 

ELI.YdW 

Elt.el 

ELI.Hb 

6fa(LL} = EL1(LL} - El(LL) 

fo(LL) 

El(LL) 

6fa(RR) = ELt(RR) - E1(RR) 

fat(RR) 

E1(RR) 

fa,(LRM) 

6fa(LM)= EL1(LM) - EdLM 

ELt(LM) 

EL(LMJ 

6E1(RM) = fa,(RM) - E,(RM) 

ELt(RM) 

E1(RM) 

Energia de HOMO 

Energia de LUMO 

Volume 

hidrogênio no complexoçõo 

Vorloçõo no somo dos energias eletrostótico, de ligoçõo de 

hidrogênio e de interoçõo do tipo 1,-4 no complexoçõo 

Energia do complexo ligante-receptor 

Energia intermolecular total do complexo ligante-receptor 

Energia de von der Wools intermolecular do complexo ligante

receptor 

Energia eletrostótico intermolecular do complexo ligante-receptor 

Energia de ligoçõo de hidrogênio intermoleculares do complexo 

ligante-receptor 

Somo dos energias eletrostótico e de ligoçõo de hidrogênio 

intermoleculares do complexo ligante-receptor 

Somo dos energias intermoleculares eletrostótico, de ligoçõo de 

hidrogênio e de von der Wools do complexo ligante-receptor 

Vorioçõo no energia intromoleculor do ligante no complexoçõo 

Energia intromoleculor do ligante no complexo 

Energia intromoleculor do ligante nõo-complexodo 

Vorioçõo no energia intromolecular do receptor no complexaçõo 

Energia intromoleculor do receptor no complexo 

Energia intromoleculor do receptor nõo-complexodo 

Energia de solvotoçõo dom complexo ligante-receptor 

Vorioçõo no energia de solvotoçõo do ligante no complexoçõo 

Energia de solvotoçõo do ligante no complexo 

Energia de solvotoçõo do ligante nõo-complexodo 

Vorlaçõo no energia de solvotoçõo do receptor no complexaçõo 

Energia de solvotoçõo do receptor no complexo 

Energia de solvotoçõo do receptor nõo-complexodo 

Distância entre os ótomos que formam o figoçõo covalente (ligante: 

cofotor) no complexo 

Energia do orbital molecular ocupado de maior energia do ligante 

nõo-complexodo 

Energia do orbital molecular desocupado de menor energia do 

ligante nõo-complexodo 

Volume do ligante nõo-complexodo 
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Tabela Ili (continuaçõo) - Definiçõo dos termos do campo de força de energia livre (FEFF) 

utilizados na construçõo dos modelos de FEFF QSAR-3D 

FEFF 

ClogP 

Momento de dipolo 

Superfície_A 

Definiçõo 

logP calculado do ligante nõo-complexado 

Momento dipolar do ligante nõo-complexado 

Área superficial do ligante nõo-complexado 

LR = complexo ligante-receptor; L = ligante; R = receptor; M = meio de solvataçõo (H2Ü) 

3.4.8. IDENTIFICAÇÃO DOS MELHORES MODE1.OS DE FEFF QSAR-30 

Como na anólise de QSAR-40 (IR), os modelos de FEFF QSAR-30 devem ser 

avaliados pelas medidas estatísticas de ajuste, que incluem o coeficiente de 

correlação linear (r2). o coeficiente de correlação da validaçõo cruzada "leave

one-out" (xv-r2 ou q2), erro dos mínimos quadrados (LSE), matriz de correlação linear 
-- ---

das variáveis independentes (descritores) e fator de desajuste de Friedman (LOF) 

(ROGERS, 1991: ROGERS, HOPFINGER, 1994). Estas varióveis sõo calculadas para 

testar a robustez dos modelos. A matriz de correlação linear dos descritores deve ser 

examinada para eliminar modelos em que pares de termos de energia tenham 

coeficientes de correlaçõo linear maiores que 0.5 ("overfitting") (TOKARSKI. 

HOPFINGER, 1997b). 

Neste estudo, os 5 melhores modelos de FEFF QSAR-30 foram selecionados. 

considerando-se as medidas estatísticas mencionadas. 

Com a finalidade de verificar se os 5 melhores modelos selecionados de FEFF 

QSAR-30 apresentavam informações comuns ou distintas, a matriz de correlação 

linear dos resíduos de ajuste (diferença entre as atividades predita e experimental) 

entre todos os pares dos 5 melhores modelos foi computada. 

Modelos serõo considerados equivalentes quando apresentarem 

distribuição muito semelhante dos resíduos de ajuste e com valores de coeficientes 

de correlaçõo elevados, ao passo que modelos serõo considerados diferentes 

quando apresentarem padrões pobremente correlacionados de seus resíduos de 

KERLY FERNANDA MESQUITA PASOUALOTO 



61 

METODOLOGIA 

ajuste e com baixos valores de coeficientes de correlação. Este é o diagnóstico 

para determinar subconjuntos de modelos distintos entre um conjunto de bons 

modelos gerados na análise de GFA (ROGERS, HOPFINGER, 1994; ROGERS, 1997; 

HOPFINGER. 1999). 

Como na análise dos modelos de QSAR-4D, foram considerados como 

"outliers" (compostos desviantes) de um modelo de FEFF QSAR-3D os compostos 

cujas diferenças entre as atividades prevista (calculada) e experimental 

excederam em duas vezes o valor de desvio padrão (DP) calculado dos resíduos. · 

3.4. 9. CONJUNTO DE AVALIAÇÃO - VALIDAÇÃO E PREDIÇÃO DO MODELO 

Da mesma forma que na análise de QSAR-4D (IR), a análise de FEFF QSAR-3D 

utiliza os compostos do conjunto de avaliação pa~~91idar o modelo selecionado 

e avaliar sua caP.9cid9de de predição. ---·- ··-- ...... . - . - - . . --· 

Os procedimentos de DM relatados para os ligantes do conjunto de 

treinamento também foram realizados com os ligantes do conjunto de avaliação, 

considerando os estados ligado e não-ligado do complexo enzima-ligante, para a 

obtenção dos descritores do campo de força de energia livre considerados na 

análise de FEFF QSAR-3D. 

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

obtenção dos descritores do campo de força de energia livre na metodologia de 

FEFF QSAR-3D. 
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Fluxograma 2 - Processo de "warmlng up" realizado com o modelo reduzido da enzima 

~·t~":-o' .. •· . . ·.~--•·: ·- • • ,,.. "" ! , -. :·· .~.:·, ... :. •--· · ... -: · · . ·- - -·· · ··.·-:-:·-·· · • : - : · , .. - - ----~-:--,.--... - -~-:-: :-~,.1 
;\ Éstrutura otimizada do modelo reduildo da enzima (14 Ã} . J 
,t:,, .:_ e .. ... : : .• ,.· .. ,~,.,::-,.,! : - ~~' ~~ ;s ::..~- 2~ / ; .. , _-, :. , .. :. ,;~ 

ft0io~;;fã~ .. ~-~~~.r ?tt:f ~:::_;;1 
.,.-;•::;-~_:• • •:,: ',\~-:-• _.F • • •, • •• :~~:•.: ,•• • ~r.:• -~:~.'S 
<_ Conformação de Em1n . 50 K. ·:"•/ 
_.-..·.• .. : .• ;: . -- .• : . • ·- ... ,._ -:'•- ·_.: ._ .. ____ :·,; •• ;:f, 

i DM 10 ps a 100 K 

: ::::

1~;:~~:f 1~'.Rf ti!~· 
,;· Conformação.de Em1. '150 K ·::<JJ -------
6'·0"'--·, .... ·: ... > ... , ·,·'-' ... : .. ,e._:: 'e-~ •··>"'-''•;,;i:, DM 10 ps a 200 K 

;; c~~;~~~ção de Em1n 310 K·. · < 
~: •. ' .. · •.. ~-: . ~--- ·- .. . •. . .. . -:· ~:-.~-- -~ ._ . !.-! t DM 10 ps a 310 K 
;::,•·::·· . • - .,.,. .· - ... .. :· - . 7••'.'- .. -- .:: ,.,,_ .. - - ·3 
·,. Conformação de Em1~ 300 K : . · .~1 
~.:: .. ..:. .. .J .:. . -·. • . -~-- • -·"- • • • ; ._ --:? ,· .. . -;:..! t DM 10 ps a 300 K 

?\:~~,~;~-~~-ti~· d;·Ê~~ ·2so~{ ::T·c] 
~ •,i, ; • ;-.. c'. .• a.-; ., •· t O~·~;~~:•:· ;;t~ 
~"""'.!\" :-.. -:·~.,.,- · •:·-- ' - ,. 'T, • :. • - '· : .- • ·~i· -:-·.;~-<' ·~···.:···~:,~ •• , .• ,µ 
i·',Corilormação de E..;~ 200 K ·.)' . ; 
[ -\ ' .. -. --.. _.' ;. •. _ · ··· ·· •' .... -.•~·. - . ·.•·. ~--- ~~;--~~- · .- :-==: 
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Fluxograma 3 - Processo de "warming up" realizado com o complexo enzima-ligante INHdl 9 

(ligante mais volumoso do conjunto de treinamento) 

lnlbldor~:~~:~a-NAD ._ ~r:'.{?~,,~~~~~.i~. ~i Ê;~-·!1.o/i~:;~;f ~_~i,~---~~d~-1:~~:d~~.;~i,~~'~] 
i l Docldng (alinhamento• mod.to da anólis• 
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Descritores para FEFF 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. ANÁLISE DE QSA1t-4D 

A abordagem QSAR-4D pode ser aplicada nas duas situações: dependente 

do receptor (DR) e independente do receptor (IR). Na primeira. a geometria do 

receptor (alvo molecular. geralmente uma enzima) estó disponível. Em contraste. 

na segunda. a geometria do receptor nõo é parte dos dados disponíveis para 

desenvolver a análise (HOPFINGER et ai .• 1997). Neste estudo. embora a estrutura 

cristalizada da enzima alvo (1 zld) estivesse disponível. a metodologia de QSAR-4D 

independente do receptor (IR) foi aplicada porque o modo de interaçõo dos 

ligantes com a biomacromolécula alvo nõo está elucidado. Assim. a geometria da 

enzima alvo foi negligenciada. 

A anólise de QSAR-4D tem sido extensivamente validada e aplicada com 

sucesso a um número de diferentes conjuntos de treinamento: inibidores 

benzilpirimidínicos de diidrofolato redutase (HOPFINGER et oi .• 1997). análogos 

abortivos de prostaglandina PGF2<1 (HOPFINGER et oi.. 1997). inibidores de 

transcriptase reversa (RT) HIV-1 (HOPFINGER et oi .. 1997). antagonistas do receptor 

A2 de tromboxana (ALBUQUERQUE et oi .• 1998). inibidores de glicogênio fosforilase 

(VENKATARANGAN. HOPFINGER. 1999), inibidores de diidrofolato redutase do 

Piosmodium falciparum (SANTOS-FILHO, HOPFINGER. 2001 ). análogos do propofol -

receptor GABA (A) (KRASOWSKI et oi .. 2002). inibidores nõo-peptídicos de HIV 

protease (SANTOS-FILHO. HOPFINGER. 2002). Todas estas aplicações sõo exemplos 

de estudos de QSAR-4D independente do receptor (IR). 

Neste estudo. o formalismo QSAR-4D IR foi aplicado para um conjunto de 

hidrazidas. enólogas à isoniazida. Foi considerada a hipótese de que os compostos 

estudados agiriam da mesma forma que o protótipo, conforme descrito por 

Rozwarski e colaboradores (1998). Estes pesquisadores relataram que o mecanismo 

de ação da lsoniazida envolve a formação de ligação covalent8B~~rrt<rJ ~A 

Faculdatl~ de Ciencias Farmacê1 
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ativa do fármaco (supostamente um radical isonicotínico-acil ou ânion) e o anel 

nicotinamida do cofator NAD (carbono 4 do anel) no sítio ativo da enzima enoil

acp redutase do M. tuberculosis (lnhA}, criando uma conexão com o cofator NAD 

(aduto}, que funciona como um inibidor fortemente ligado (Quadro 4) . 

A análise de QSAR-4D considera o farmacóforo. a liberdade conformacional 

e de alinhamento no desenvolvimento de modelos de QSAR-3D para os dados de 

estrutura química e atividade biológica do conjunto de treinamento avaliando a 

média deste conjunto em relação ao tempo, a quarta "dimensão" (HOPFINGER et 

ª'·· 1997). 

Os dez melhores modelos para cada um dos sete alinhamentos. resultantes 

da análise de QSAR-4D, foram ava1iados e os resultados estão apresentados na 

Tabela IV. 

A Tabela IV inclui o número de descritores (GCODs) e as medidas 

estatísticas. como valores de r2 (coeficiente de regressão linear) e q2 (coeficiente de 

correlação de validação cruzada). para os dez melhores modelos de 4D-QSAR, 

considerando cada alinhamento selecionado e um fator de ajuste ("smoothing 

factor") igual a 2.5. O número de outliers (compostos desviantes) em cada modelo 

também está relacionado nesta tabela. 

Tabela IV - Medidas estatísticas e número de descritores encontrados para os dez melhores 

modelos de cada um dos alinhamentos testados 

Alinhamento Node GCODs r2 q2 outlier(s} LSE LOF 

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 1,11-1,75 

4 4-7 0,80-0,88 0,71 -0,80 0-2 0,16-0,27 0,53-0,98 

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 3-6 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 q2 e r2, mas nenhum super ajuste da reta de 

regressão ("overfitting"}, comprovado pelas matrizes de correlação linear das 

variáveis independentes de cada modelo de cada um dos alinhamentos testados. 

O alinhamento 4, que abrange as porções acil e NAD da estrutura dos 

ligantes investigados (3.3.4.), foi CX>nsiderado o mais indicado à obtenção de 

melhores modelos, de acordo com os valores do coeficiente de correlação de 

validação cruzada, q 2, ou seja, os modelos do alinhamento 4 apresentaram 

maiores valores de q 2. Além disso, os modelos do alinhamento 4 apresentaram 

maiores valores de r2 e menores valores de LSE e LOF. 

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

QSAR-4D construídos para o alinhamento 4. 

Tabela V - Medidas estatísticas, número de descritores e número de out/iers poro os dez 

melhores modelos do alinhamento 4 

Modelos N°de GCODs r2 q2 LSE LOF out/ier(s} 

1 6 0,88 0,80 0,16 0,64 o 
2 5 0,87 0,79 0,18 0,53 

3 6 0,87 0,78 0,17 0,68 

4 6 0,87 0,77 0,18 0,72 

5 7 0,87 0.76 0,17 0,98 

6 5 0,84 0,76 0.22 0,63 o 

7 5 0,83 0,75 0,23 0,67 o 
8 5 0,82 0,74 0,24 0,69 2 

9 4 0,80 0,72 0,27 0,61 

10 4 0,80 0,71 0,27 0,61 

Os valores elevados dos coeficientes de correlação linear e de correlação 

de validação cruzada, r2 e q2, para todos os modelos do alinhamento 4 são 

notáveis. Entretanto, os modelos 2, 3, 4, 5, 8, 9 e 1 O apresentaram pelo menos um 

outlier, e, conseqüentemente, foram desconsiderados. 
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O modelo 1, do alinhamento 4, apresentou o maior valor de q 2, nenhum 

outlier e o número de descritores está de acordo com as 'regras' da estatística, que 

impõem um limite de 4 a 5 observações (compostos) por descritor ou parâmetro. 

Apesar de não apresentarem outliers, os modelos 6 e 7 possuíam menores valores 

de r2 e q2 e maiores valores de LSE, em relação ao modelo l . 

A matriz de correlação-cruzada linear dos resíduos de ajuste entre pares de 

modelos do alinhamento 4 foi computada e está apresentada na Tabela VI. A base 

para determinar a correlação linear entre pares destes resíduos de ajuste consiste 

no fato de que um par de modelos equivalente deverá apresentar resíduos de 

ajuste quase idênticos (R"" 1 ), enquanto que um par distinto de modelos deverá ter 

resíduos não correlacionados (R<0,5), conforme relatado por Rogers e Hopfinger 

(1994) e Hopfinger (1999) . 

Tabela VI - Matriz de correlação linear dos resíduos de ajuste para os dez melhores modelos 

do alinhamento 4 

Modelos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1,00 

2 0,95 1,00 

3 0,92 0,98 1,00 

4 0,94 0,99 0,97 1,00 

5 0,92 0,97 0,99 0,97 1,00 

6 0,87 0,76 0,74 0,76 0,75 1,00 

7 0,82 o.as 0,82 o.as 0,81 0,86 1,00 

8 0,82 0,76 0,73 0,75 0,7-4 0,83 0,69 1,00 

9 0,77 0,82 0,79 0,82 0,79 0,89 0,92 0,76 1,00 

10 0,77 0.82 0,79 0,81 0,79 0,59 0,66 0,76 0,62 1,00 

Considerando os dados da Tabela VI. todos os modelos, do alinhamento 4. 

são equivalentes, pois possuem valores de resíduos de ajuste elevados (R .. 1) e 
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correlacionados. Isto significa que existe somente um modelo e . neste caso. é o 

modelo 1 (valores de r2 e de q 2 mais elevados. nenhum outlier e número de GCODs 

condizente com as regras estatísticas). 

O melhor modelo da anólise de QSAR-4D, modelo 1 do alinhamento 4. é 

definido pela seguinte equação: 

pMIC • -11. 94 GCl (np) + 11,37 GC2 (a) + 23.07 GC3 (a) + 1,57 GC4 (a) + 6,43 GC5 (a) + 30,7 6 GC6 (np) -

0,23 

N = 30 r2 • 0,88 q2= o.ao LSE•0,16 LOF = 0,64 (1) 

A equação ou modelo ( 1 J apresenta apenas 2 tipos de elementos 

farmacofóricos de interação (IPEs): qualquer tipo de ótomo (o ou ony) e ótomo 

não polar (np). 

A matriz de correlação linear dos GCODs (varióveis independentes) do 

modelo 1. do alinhamento 4, foi computada e estó apresentada na Tabela VII. A 

finalidade destes dados é constatar se os descritores estão correlacionados entre si. 

em um mesmo modelo (KUBINYI. 1993; TOKARSKI, HOPFINGER. 1997 b ; HOPFINGER. 

1999). 

Tabelo VII - Motriz de correloçõo-cruzodo linear dos GCODs poro o modelo 1 do 

alinhamento 4 

Descritores GCl GC2 GC3 GC4 GC5 GC6 

GCl 1.00 

GC2 -0,01 1.00 

GC3 -0.13 -0,17 1.00 

GC4 -0,15 0.14 -0.09 1,00 

GC5 -0.11 -0,16 -0.01 0,33 1,00 

GC6 -0.00 -0.21 -0.23 0,05 0.35 1.00 
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Como demonstrado na Tabela VII, nenhum dos descritores do modelo 1 estó 

consideravelmente correlacionado com o outro. Isto significa que cada um dos 

descritores fornece informaçõo independente para este modelo. Portanto, nõo 

existe overfitting. 

Visando verificar o poder de predição do modelo 1, do alinhamento 4, os 

valores de atividade biológica, traduzidos como pMIC, de cada um dos compostos 

do conjunto de avaliação foram calculados utilizando a equação ou modelo 1 ( 1). 

A Tabela VIII apresenta os índices de coordenadas dos descritores para 

cada um dos compostos do conjunto de avaliação, onde x, y e z são as 

coordenadas cartesianas referentes à posiçõo espacial dos descritores na célula 

da grade ou caixa 3D virtual. 

Tabela VIII - Índices de coordenadas dos descritores para cada um dos compostos do 

conjunto de avaliaçõo (Test_Set) 

GCl(-1 ,-3,-1) GC2(-3,2,-3) GC3(-1.8.•) GC•( 1,-2,-3) GCS(4,0.•) GC6(•,• ,0) Test_Set 

o 0.102 o 0.06• 0.021 0,01•6 ldv90 

0.039• 0.162 0,0022 0, 13•6 0.0112 0,0078 ldv128 

0,0066 o.ou 0.000• 0,0152 o.aos 0,026• ldv12• 
0,03 0.0•12 o 0,030• 0,0006 0.0038 ldv131 

o 0.1358 0,0028 0,0888 0,0007 0,017• ldv132 

0,0008 º· 163• o o 0.009• 0,012 ldv136 

o 0,127 o o 0,0002 0,0086 INHdSl 

Os valores da Tabela VIII , para cada composto do conjunto de avaliaçõo, 

foram substituídos na equaçõo ou modelo 1 ( 1), do alinhamento 4, para obter os 

valores calculados de atividade biológica (pMIC) e verificar a capacidade de 

predição do modelo. 

A Tabela IX apresenta os valores de atividade biológica experimental 

(A TIV _EXP) e prevista (ATIV _PREV) para cada composto do conjunto de avaliação e 
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os seus respectivos resíduos (diferença entre valores de atividade biológica 

calculada e experimental), considerando o modelo 1 do alinhamento 4. 

Tabela IX - Prediçõo de atividade biológica para os compostos do conjunto de avaliaçõo 

(Test_Set) 

ATIV_EXP ATIV_PREV RESIDUOS Test_Set 

4,22 1,62 -2,60 ldv90 

2.82 1,72 -1, 10 ldv128 

2,70 0,73 -1,97 ldv124 

2,00 0,05 -1,95 ldv131 

1,82 2,10 0,28 ldvl32 

0,52 2,05 1,53 ldv136 

0,22 1.48 1,26 INHd51 

As predições de atividade biológica do conjunto de avaliação estão 

apresentadas na Tabela IX e pode-se constatar que o modelo 1 exibiu um poder de 

predição médio pobre, 42,86%, considerando-se o valor de desvio padrão da 

média dos resíduos, 1,67. Três dos sete compostos (ldv90, ldv 124, ldv 131) 

apresentaram o valor de resíduo maior que o desvio médio. 

Para descartar a possibilidade de que o conjunto de avaliação não era 

representativo do conjunto de treinamento, os conjuntos de treinamento e de 

avaliação formaram um só conjunto e o programa de 4D-QSAR foi rodado 

novamente para o alinhamento 4. 

Na Tabela X estão apresentados os resultados dos dez melhores modelos 

construídos para o alinhamento 4 com o conjunto [trelnamento+avaliação], 

utilizando o valor de fator de ajuste de 2,5. 
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Tabela X - Medidas estatísticas, número de descritores e número de outliers para os dez 

melhores modelos do alinhamento 4 com o conjunto (treinamento+avaliaçõo] 

Modelos N° de GCODs q2 r2 outlier{s} LSE LOF 

1 5 0,60 0,68 1 0,45 1.02 

2 6 0,59 0,69 1 0.43 1.23 

3 5 0.57 0.68 2 0.45 1.04 

4 5 0,57 0,66 0,47 1.08 

5 5 0.56 0,65 0.49 1, 11 

6 6 0,56 0,66 0.47 1,34 

7 5 0.55 0.64 0,50 1,14 

8 4 0,55 0,63 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 q 2 e r2 diminuíram. O modelo 1 

apresentou o maior valor de q 2 e um composto desviante (out/ier). O composto 

desviante deste modelo era o ligante ldv90, que faz parte do conjunto de 

avaliação. 

A matriz de correlação linear dos resíduos de ajuste entre pares de modelos 

do alinhamento 4 para o conjunto [treinamento+avaliação] foi computada e está 

apresentada na Tabela XI, com a finalidade de verificar se os modelos estão ou 

não correlacionados entre si. 
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Tabela XI - Matriz de correlaçõo linear dos resíduos de ajuste para os dez melhores modelos 

do alinhamento 4, conjunto [treinamento+avaliaçõo) 

Modelos 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 1,0Ô 

5 0,87 o.as 0,89 0,91 1,00 

6 0.76 0,74 0,74 o.as· 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 o.as 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 [treinamento+avaliação) apresentaram resíduos de ajuste 

correlacionados entre si (R "' 1 ). indicando que os modelos são equivalentes. Isto 

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

demonstradas na Tabela X, é o modelo 1 (maior valor de q2) . 

O composto desviante do modelo 1 (ldv90) foi eliminado e o modelo foi 

reconstruído. Os valores de q 2 e ~ aumentaram novamente e o número de out/iers 

dos modelos variou de zero a três. O modelo apresentou o maior valor de q2, 

conforme demonstrado na Tabela XII. 
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Tabelo XII - Medidos estatísticos, número de descritores e número de outliers poro o modelo 1 

do alinhamento 4 (conjunto [treinomento+teste)) 

Modelos N°de GCO0s q2 r2 LSE LOF ouf/ier(s} 

1 7 0,77 0,85 0,20 0 ,75 1 

2 6 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 

6 6 0,72 0,81 0,24 0,70 o 
7 6 0,71 0,80 0,26 0,75 

8 6 0,71 0.82 0,23 0,67 2 

9 7 0,71 0.83 0,22 0,83 

10 6 0,69 0.79 0,27 0,79 3 

A matriz de correlação lineqr dos resíduos de ajuste entre pares de modelos 

foi computada a fim de constatar se os modelos resultantes eram ou não 

equivalentes (Tabela XIII). 

Tabelo XIII - Motriz de correlação linear dos resíduos de ajuste poro os modelos do 

alinhamento 4, sem o outlier, ldv90 

Modelos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

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 Ó,99 1,00 

6 0.81 0 ,89 0,89 0,88 0,87 1,00 

7 0,90 0,91 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 ,99 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 XIII, os valores dos resíduos de ajuste dos modelos 

do allnhamento 4 estão correlacionados (R - 1) uns com os outros. com valores 
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elevados de coeficientes de correlação linear. indicando que todos os modelos são 

equivalentes. Então. a hipótese de que o conjunto de avaliação não era 

representativo do conjunto de treinamento foi descartada. 

O ligante ldv90 do conjunto de avaliação perturbou o poder de predição 

do modelo 1, resultante para o conjunto de treinamento com o alinhamento 4. 

provavelmente porque ele é muito mais ativo que o restante dos compostos do 

conjunto de avaliação. O ligante ldv90 é o segundo composto mais ativo, 

considerando os conjuntos de treinamento e de avaliação. Por esta razão, poderia 

estar causando algum desvio na capacidade de predição do modelo escolhido 

como o melhor modelo do alinhamento 4. 

Conforme relatado por Golbraikh e Tropsha (2002). nem sempre um elevado 

valor da medida estatística q2 (q2 > 0.5) é considerado como prova de que um 

modelo apresentará elevada capacidade de predição. É condição necessária. 

mas não suficiente. Estes pesquisadores também sugeriram que o conjunto de 

avaliação deve incluir pelo menos cinco compostos, cujas atividades e 

características estruturais abranjam o conjunto de atividades e características 

estruturais dos compostos do conjunto de treinamento. Este critério é necessário 

para que se obtenham medidas estatísticas confiáveis para a comparação entre 

os valores das atividades experimental e calculada dos compostos envolvidos na 

análise. 

Após ser descartada a hipótese de que o conjunto de avaliação não era 

representativo do conjunto de treinamento, partiu-se para a etapa seguinte da 

análise de QSAR-4D IR: a visualização das conformações 'ativas' previstas pelo 

modelo 1 ( 1 J. alinhamento 4, para cada um dos ligantes do conjunto de 

treinamento (programa 4D-QSAR 3.0) (HOPFINGER. 1999). As conformações 'ativas' 

previstas foram selecionadas considerando-se a identificação de todos os estados 

conformacionais amostrados para cada um dos ligantes dentro de uma variação 
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de energia de 5 kcal/mol (6E) da conformação de energia mínima global do CEP. 

Os GCODs de cada um dos grupos de conformações de menor energia resultantes 

foram empregados para a predição das atividades de cada um dos ligantes 

utilizando a equa.ção ou modelo 1 ( 1), alinhamento 4, e , o confôrmero com maior 

atividade prevista foi selecionado como a conformação 'ativa'de cada ligante. 

As conformações 'ativas' previstas apresentam os grupos fosfato 

protonados, jó que todos os ótomos de hidrogênio foram adicionados às estruturas 

dos ligantes (HyperChem 6.0) antes da otimização e, posterior "input" ao programa 

de 4D-QSAR 3.0. As conformações 'ativas' previstas para dois compostos (o mais 

a tivo e o menos ativo) são demonstrada~ na Figura 5. Os confôrmeros foram 
. 

desenvolvidos utilizando uma grade · ou caixa 3D virtual com células de 1 Ã de 

resolução. Esta medida corresponde ao diâmetro das esferas modeladas para 

representar os GCODs da equação ( 1) resultante da anólise de QSAR-4D. 

Figura 5 - Conformações a tivas previstas pelo modelo 1 , alinhamento 4. da análise de QSAR-

4D. Os ótomos de nitrogênio estão apresentados em azul; os hidrogênios estão em 

branco; oxigênios em vermelho; fósforos em c or de laranja e carbonos em cinza. 

Descritores GCl e GC6 apresentam IPE = np; descritores GC2, GC3, GC4 e GC5 

.apresentam IPE = o ou ony (equação (1)). 

l<ERLY FERNANDA MESQUITA PASQUALOTO 



n 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os descritores que aumentam a atividade biológica são apresentados 

como esferas amarelas (GC2, GC3, GC4, GCS e GC6) e o descritor que diminui a 

atividade biológica (GC 1) é apresentado como esfera verde. A intensidade da cor 

amarela dos descritores que aumentam a atividade estó relacionada com seus 

respectivos coeficientes na equação ( 1) . Quanto maior o valor do coeficiente, mais 

clara a coloração. 

Na Figura 6 estão representados os dois compostos selecionados 

anteriormente (mais ativo e menos ativo) considerando a caixa 3D virtual originada 

pelo programa 4D-QSAR 3.0. 

Figura 6 - Visualízação da conformação 'ativa' prevista e seus respectivos descritores na 

caixa 3D virtual do programa 4D-QSAR 3.0: (a) Ligante IN~ l . mais ativo; (b) ligante 

INHd-49. menos ativo do conjunto de treinamento. 
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Paro verificar se o modelo selecionado se ajusta de forma satisfatória aos 

ligantes do conjunto de treinamento, as conformações 'ativas' previstas de cada 

um dos ligantes e seus respectivos descritores foram ancoradas (docking) no sítio 

ativo da enzima cristalizada lzld, utilizando o alinhamento 4 - modelo 1 como 

referência. Nas figuras 7, 8 e 9 este procedimento pode ser visualizado, por 

exemplo, para três ligantes do conjunto de treinamento, considerando-se os grupos 

de atividade biológica: INHl (mais ativo) , INHd18 (atividade intermediária) e INHd49 

(menos ativo), respectivamente. 

Figura 7 - Ligante INH 1 da anólise de QSAR-4D, com seus respectivos GCODs, ancorado no 

sítio ativo da lnhA (lzld) . 
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Figura 8 - Ligante INHd l 8 da anóllse de QSAR-4D, com seus respectivos GCODs, ancorado no 

sítio ativo da lnhA (1 zld) . 

Figura 9 - Ligante INHd49 da anólise de QSAR-4D, com seus respectivos GCODs, ancorado no 

sítio ativo da lnhA (1 zld). 
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Considerando-se os resíduos do sítio ativo. algumas distâncias foram 

medidas para comparar as possíveis interações entre as conformações 'ativas' 

previstas e seus respectivos descritores, provenientes da análise de QSAR-40, e os 

resíduos de aminoócidos do sítio ativo com as interações entre o fármaco co

cristalizado (INH) e os resíduos de aminoócidos da enzima lnhA. Nas Tabelas XIV, XV 

e XVI estão apresentadas as distâncias entre resíduos de aminoácidos do sítio ativo 

da enzima lnhA e os respectivos descritores dos ligantes INHl. INHd18 e INHd49. 

Tabela XIV - Distôncias entre resíduos de aminoócidos do sítio ativo da enzima lnhA e os 

descritores do ligante INHl (mais ativo) 

GC• (a) GCl(np) GC2(a) GC3(a) GC5(a) GC6(np) 

Met/55 Phe/49 //e 194 Thr/96 /le95 Tyr/58 

s = •.• Â 2.3A N (NH) = 2.1 A O (OH)= 1,9 A o (O=C) = 5.9 A o (OH)= 4,4 A 
C (CH3) = •.• Á Ala/91 Pro193 Leu197 Lys/65 anel= 3.4 A 

Phe/49 O (O=C) = 2.2 Â O (O=C) =3Â N(NH) = 3,7 A N(NH) = 2.7 A Met/03 

(cadela lateral) e (O=C) = 3.• A e (O=C) = 2 A Thr/7 Met/61 C (CH3) = 3,5 Â 

3.6À N = 2.5 À O (OH)= 5.1 A e (CH3) = 1.e A S= 4.3À 

Ser20 s = 3,4 A 
O (OH) = •.9 A 

Tabela XV - Distôncias entre resíduos de aminoácidos do sitio ativo da enzima lnhA e os 

descritores do ligante INHd 18 (atividade intermediária) 

GC• (a) GCl(np) GC2(a) GC3(a) GC5(a) GC6(np) 

Met155 Phe149 lle/94 Thr196 lle95 Tyr158 

s = 6.• A 4À O (OH) =6,5 À O (O=C) = 5.2 Ã O (OH)= 7.5 À 

e (CH3) = 6,6 A Ala/91 Pro/93 Leu/97 Lys/65 anel= 7.5 A 
Phe149 O (O=C) = 3.• Ã N(NH) = 7,7 A N(NH) = 1,8 Ã Met103 

(cadela lateral) e (O=C) = 4,3 A Thr/7 Met/61 C (CH3) = 5.2 A 
5,8Ã O (OH)= 5,8 Ã C (CH3) = 1,9 Ã S=5Ã 

Ser20 S = 3.7 Ã 

O (OH) =3,2Ã 
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Tabela XVI - Dlstõncias entre resíduos de aminoócidos do sítio ativo da enzima lnhA e os 

descritores do ligante INHd49 (menos ativo) 

GC• (o) GCl(np) GC2(o) GC3(o) GC5(o) GC6(np) 

Metl55 Phel-49 lle/94 Thr/96 lle95 Tyr/58 

s = 5,• A ,A O (OH)= 4,2 A O (O=C) = 5,6 A O (OH)= 6 A 
C (CH3J = 5,6 A Alo/9/ Pro/93 Leul97 Lys/65 anel= 6,1 A 

Phe/49 o (O=C) =3A N(NH) = 5,3 A N(NH) = 2,6 A Metl03 

(cadeia lateral) e (O=C) = 3,9 A Metl99 Thr/7 Mef/61 C (CH3) = 4,2 A 
5,6A s = -4, 1 A O (OH)= -4,5 Â C (CH3) = 1,8 A s = •,3 A 

C(CG) = -4, 1 A Ser20 s = 3,5A Met/99 

H(2HG) = 2,6 Â O (OH)= 3 À C(CH3J = 2,8 A 
s = -4,6 A 

De acordo com os dados apresentados na Tabela XIV. referentes ao 

ancoramento da conformaçõo 'ativa' prevista do ligante mais ativo do conjunto 

de treinamento, INHl (isoniazida ativa:NAD). na anólise de QSAR-4 (Figura 7). pôde

se obter as seguintes informações em relaçõo ao complexo lnhA-NAD-INH 

cristalizado (lzld) (ROZWASRKI et ai., 1998): 

O descritor GC4. equaçõo ( 1 J. é responsável por um pequeno aumento na 

atividade biológica (coeficiente= 1.57). Este descritor estó localizado no átomo de 

nitrogênio do anel piridínico (0.6 Ã). Os resíduos de aminoácidos do sítio ativo 

envolvidos em possíveis interações com este descritor sõo a metionina 155 (Met 155) 

e a fenilalanina 149 (Phe149). O descritor GC4 apresenta como IPE qualquer tipo de 

ótomo (a), provavelmente, porque estó localizado numa regiõo que permite 

ligação de hidrogênio com uma molécula de ógua próxima à cadeia lateral do 

resíduo Met155. na estrutura cristalizada, e. também. permite interações 

hldrofóbicas com outros resíduos do sítio ativo. Na estrutura cristalizada do 

complexo lnhA-NAD-INH. o anel piridínico da porçõo isonicotínlco-acil estó cercado 

por resíduos hidrofóbicos. que incluem fenilalanina 149 (Phe 149). glicina 192 

(Gly192). prolina 193 (Pro193). leucina 218 (Leu218). tirosina 158 (Tyr158) e triptofano 

222 (Trp22) (ROZWARSKI et ai .• 1998). A cadeia lateral do resíduo Phel49 está 
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orientada paralelamente ao anel piridínico, permitindo sua participação em uma 

interação do tipo ~staking. A distância entre os dois anéis aromóticos é a mesma, 

tanto na estrutura cristalizada lzld como na conformação 'ativa' prevista do 

ligante INH 1 ancorada no sítio ativo da enzima, proveniente da anólise de QSAR-4D. 

O descritor GC 1, equação ( 1) , é responsóvel pela diminuição da atividade 

biológica (coeficiente= -11,94) e apresenta IPE apoiar (np). A distância entre GCl e 

o ótomo de carbono C49 (Figura 1 O) do anel piridínico é 1,6 Â e a distância entre 

este descritor e a cadeia lateral do resíduo fenilalanina 149 (Phe 149) é 2,3 Â. Grupos 

substituintes apoiares nesta posição (GC 1) poderiam causar impedimento estérico 

impossibilitando a rotação da cadeia lateral do resíduo Phe 149 e, desta maneira, a 

interação ~stacking entre o anel piridínico e o anel aromótico da cadeia lateral do 

resíduo Phe 149 não aconteceria. O GCl também se encontra na região do sítio 

ativo cercada pelos resíduos hidrofóbicos Phe149, Gly192, Pro 193, Leu218, Tyr158 e 

Trp222 . 

GC3O 

Ugante INHl + GC0Ds (GCl-6) 

Figura 10 - Conformação 'ativa' prevista do ligante INHl e seus respectivos descritores: 

demonstração do carbono 49 do anel piridínico. 
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O descritor GC2, equação ( 1 J, é responsável por aumento considerável na 

atividade biológica (coeficiente = 11,37) e está localizado próximo ao átomo de 

nitrogênio da porção nicotinamida do cofator (2,8 ÂJ. Os resíduos que interagem 

com este descritor sõo prolina 193 (Pro/93) e isoleucina 194 (tle/94). Então, o GC2 

pode participar de interações como aceptor e doador de ligações de hidrogênio, 

e também de interações hidrofóbicas, já que está localizado na região do sítio 

ativo formada pelos resíduos hidrofóbicos Phe/49, Gly/92, Pro/93, Leu218, Tyr/58 e 

Trp222. Estes tipos variados de interações explicariam a razão do IPE deste descritor 

ser qualquer tipo de átomo (o). 

O descritor GC3, equação ( 1 J, é responsável por aumento ainda maior que 

o GC2 na atividade biológica (coeficiente = 23,07) e está localizado entre os grupos 

fosfato do NAD. A distância entre o GC3 e o átomo de oxigênio entre os dois grupos 

fosfato é de 2,6 Â. Os resíduos que, possivelmente, interagem com este descritor são 

treonina 196 (Thrl 96), leucina 197 (Leu 197), treonina 17 (Thrl 7) e serina 20 (Ser20). Na 

estrutura cristalizada existe uma molécula de água participando de interações 

entre os resíduos Thr/7, Leu197 e o segundo grupo fosfato do NAD. O descritor GC3 

apresenta IPE para qualquer tipo de átomo (o), o que poderia ser explicado pela 

sua participação em interações como aceptor e/ou doador de ligações de 

hidrogênio. 

O descritor GC5, equação (1), também aumenta, de forma bem 

moderada, a atividade biológica (coeficiente= 6,43) e está localizado próximo ao 

átomo de hidrogênio do grupo hidroxila da primeira rlbose do cofator ( 1, l Â). No 

complexo cristalizado, este grupo hidroxila interage com os resíduos de 

aminoácidos lisina 165 (Lys165) e isoleucina 95 (tle95). Há também uma molécula de 

água interagindo com estes dois resíduos. O descritor GC5 apresenta como IPE 

qualquer tipo de átomo (o), provavelmente, porque pode participar de interações 
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como aceptor e/ou doador de ligações de hidrogênio e também de interações 

hidrofóbicas com o resíduo de aminoácido metionlna 161 (Met 161). 

O descritor GC6, equaçõo ( 1}, é responsóvel por aumento considerável da 

atividade biológica (coeficiente = 30,76) e está localizado próximo ao grupo 

hidroxila da segunda ribose do cofator (l ,5 Â) . Este descritor apresenta IPE para 

grupos apoiares (np) . No complexo cristalizado, a segunda ribose está próxima aos 

resíduos de aminoácido glicina 14 (Gly14) e alanina 22 (A/a22) e a estrutura INH

NAD estó estirada. A conformação 'ativa' prevista do ligante INHl (grupo 

isonicotínico-acil:NAD) na análise de QSAR-40 é 'dobrada' (forma de "U") e 

participa de interações hidrofóbicas com os resíduos de aminoácido tirosina 158 

(Tyrl58) e metionina 103 (Metl03). 

De modo geral, as conformações 'ativas' previstas da análise de QSAR-40 IR 

apresentaram-se mais 'dobradas' que a estrutura do fármaco co-cristalizado. Isto 

poderia ser atribuído, em parte, ao fato de que o perfil conformacional (CEP). 

gerado pelas simulações de DM. foi efetuado com os ligantes isolados, sem 

considerar as possíveis interações com os resíduos de aminoácido do sítio de 

interaçõo. 

Conforme os dados apresentados para o ligante INHd18, de atividade 

Intermediária, na Figura 8 e Tabela XV. pode-se verificar que a conformaçõo 'ativa' 

prevista do ligante INHdl8 (4-nitrobenzóico-acil:NAD) na análise de QSAR-4D 

apresenta-se mais 'dobrada' ("U" mais fechado) que a do ligante INH 1. resultando 

em certos 'colapsos' com os resíduos de aminoácido do sítio ativo da enzima 

cristalizada (lzld), como por exemplo, a segunda ribose do NAD com o resíduo 

metionina 199 (Met199}, a porção adenlna do NAD com os resíduos prolina 193 

(Pro 193) e isoleucina 194 (fie 194) e o impedimento esférico entre o grupo nitro do 

ligante INHdl8 e o anel aromático do resíduo de aminoácido tirosina 158 (Tyrl58). 

Os descritores GC 1 e GC2 nõo estavam localizados na regiõo do sítio ativo cercada 
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pelos resíduos hidrofóbicos Phe149, Gly192, Pro 193, Leu218, Tyr158 e Trp222. Este dois 

descritores são importantes na determinação da atividade biológica (equação ( 1 J J 

e suas mudanças de posição (em relação ao ligante mais ativo) são indicativos 

consideráveis para explicar a atividade intermediária do ligante INHdl8. Cabe 

ressaltar, que os descritores GCl e GC2 participam de interações intramoleculares 

do ligante INHdl8, o que pode ser compreendido pela forma mais 'dobrada' da 

conformação 'ativa' prevista. Além destes dois descritores, o GC3 também sofre 

alteração de posição distanciando-se dos resíduos Thr196 e Leu197. Isto prejudicaria 

de forma significativa a atividade biológica em relação ao composto mais ativo, 

uma vez que a contribuição deste descritor é a segunda mais importante 

(coeficiente = 23.07). 

No caso do ligante inativo, INHd49, pode-se verificar pela análise dos dados 

apresentados na Figura 9 e na Tabela XVI, que além da mudança de posição dos 

descritores GCL GC2 e GC3, em relação ao composto mais ativo INHl, os 

descritores GC2 e GC6 apresentaram interações com um resíduo de aminoácido a 

mais no sítio ativo, a metionina 199 (Met199). Provavelmente. este tipo de interação 

não é desejável, já que estes dois descritores, quando em outras posições, são 

responsáveis pelo aumento considerável da atividade biológica, de acordo com o 

modelo e alinhamento escolhidos neste estudo. 

Como descrito por Hopfinger et oi. (1997), Albuquerque et oi. (1998) e 

Venkatarangan e Hopfinger (1999), a exploração das informações estruturais no 

modelo de QSAR-4D IR é realizada pelo alinhamento dos descritores (GCODs) do 

modelo e suas respectivas conformações 'ativas' previstas dentro do sítio de 

interação para verificar se o modelo de QSAR-4D se ajusta estericamente e 

apresenta complementaridade na interação ligante-receptor. 

Neste estudo. a análise dos descritores (GCODs) no sítio ativo da enzima 

cristalizada utilizando as conformações 'ativas' previstas pela análise de QSAR-4D 
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foi realizada para todos os ligantes do conjunto de treinamento e o critério de 

ajuste, conforme já discutido, foi avaliado em funçõo da comparaçõo das medidas 

de distância dos resíduos de aminoácido do sítio de interaçõo entre o fármaco co

cristalizado, INH. e as conformações 'ativas' previstas dos ligantes e seus respectivos 

descritores, resultantes do modelo 1, alinhamento 4. Considerando-se os 1 O 

compostos mais ativos, o modelo de QSAR-4D IR escolhido (modelo 1. alinhamento 

4) ajustou-se bem para sete compostos. 

Os três compostos que nõo se ajustaram ao modelo 1, alinhamento 4. foram: 

INHd46, INHd20 e INHd23. Apesar de considerados ativos, as possíveis interações 

entre os descritores das conformações 'ativas' previstas do modelo selecionado e 

os resíduos de aminoácido do sítio de interação (medidas de distância) não 

estavam dispostas nos locais considerados adequados, de acordo com a estrutura 

do complexo cristalizado (lzld). Assim, para os compostos INHd46, INHd20 e INHd23 

o modelo selecionado na análise de QSAR-4D IR (modelo 1, alinhamento 4) não 

forneceu informações que possibilitassem a explicaçõo de suas atividades 

biológicas. 

Apesar de incluído na análise de QSAR-4D IR, na etapa de construção e 

otimização dos modelos, o descritor ClogP nõo se fez presente entre os 1 O melhores 

modelos (equações) selecionados para o alinhamento 4 (programa 4D-QSAR 3.0), o 

melhor alinhamento. Portanto, nesta análise, este descritor nõo foi considerado 

significativo. 

Klopmann e colaboradores (1996) consideraram, entre outros fatores à 

contribuição da atividade de derivados de INH, o efeito do valor de pKa de 

algumas hidrazidas. Os valores de pKa das hidrazidas dos ácidos isonicotínico, 

nicotínico. benz61co e cianoacético, por exemplo, estão muito distantes do pH 

fisiológico para serem considerados como tendo qualquer efeito em suas 

reatividades. Todas estas hldrazidas têm seus grupos ácido/básico não-ionizados no 
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pH celular e suas diferenças de reatividade nõo podem ser atribuídas à diferença 

de seus valores de pKa. Sugeriram como elementos característicos da reatividade 

da INH o grupo hidrazida, com seu nitrogênio nucleofílico, e a distância entre os 

nitrogênios piridínico e hidrazídico, que está associada ao processo químico de 

formaçõo de base de Schiff da vitamina 86, Considerando-se o mecanismo de 

inibição de síntese de ácidos micólicos, estes pesquisadores relataram que a INH 

interage de modo covalente. após ligar-se ao cofator da proteína carregadora, 

com um a-cetoácido formado em estágio anterior no processo biossintético dos 

ácidos micólicos. Esta interação interrompe a construçõo dos ácidos micólicos e a 

parede celular micobacteriana toma-se suscetível ao sistema imunológico do 

hospedeiro. 

4.2. ANÁLISE DE fEFF QsAlt-3D 

A análise de FEFF QSAR-3D, proposta por Tol<arsl<i e Hopfinger (1997a, 1997b) 

é considerada metodologia de QSAR-3D DR (dependente do receptor) em que ( 1) 

todas as contribuições de entalpia e entropia da interaçõo receptor-ligante em 

meio solvente são levadas em consideração; (2) as contribuições de entalpia e 

entropia são tratadas como variáveis independentes no desenvolvimento da 

análise de QSAR para a interação receptor-ligante e (3) os modelos de FEFF QSAR-

3D 'ideais' são construídos utilizando um algoritmo genético. 

Segundo Venl<atarangan e Hopfinger (1999), as informações da 

termodinâmica de interação inerentes ao modelo de QSAR-4D IR podem ser 

. avaliadas pela comparaçõo dos termos de energia do modelo de FEFF QSAR-3D 

aos descritores (GCODs) do modelo de QSAR-4D IR. 

Neste estudo, para confirmar a validade do modelo 1 e utilizá-lo como 

alinhamento para a análise de FEFF QSAR-3D, simulações de DM de cada um dos 

compostos empregando o alinhamento da análise de QSAR-4D como ponto de 
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partida foram desenvolvidas para verificar se as menores energias de interação das 

simulações de DM estavam relacionadas com os valores de atividade biológica. 

Isto significa, por exemplo, constatar se o composto mais ativo, INH 1, apresenta a 

menor (melhor) energia de interação. 

A estrutura da enzima lzld, cristalizada por Rozwarski e colaboradores (1998), 

com resolução de 2,7 Â, teve seu tamanho reduzido pela técnica de Tokarski e 

Hopfinger (1997 a) . para torná-la acessível em termos de tempo computacional das 

simulações de DM. O tamanho da enzima foi reduzido de 4095 para 1912 átomos 

(Figura 11). A análise foi restrita aos resíduos de aminoácidos da enzima próximos à 

região do sítio ativo. A sobreposição da estrutura cristalográfica original e do 

modelo da enzima de tamanho reduzido resultou em um desvio da raiz dos mínimos 

quadrados (r.m.s.) de 0,20 Â. Este valor indica que, em termos de posicionamento 

dos átomos, a estabilidade estrutural do modelo reduzido da enzima em relação à 

estrutura cristalográfica foi mantida. 

a b 

Figuro 11 - Visualização dos estruturas do enzima enoil-àcp redutose complexada com o 

inibidor isoniozido e o cofotor NAD. o) enzima original (lzld); b) rl'lodelo reduzido 

do enzima ( 1 4 Á) . Os ótomos de hidrogênio não estão demonstrados. 
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No quadro 8 estão apresentados os valores dos termos de energia poro os 

conformações de energia mínimo (Conf_Emn) selecionados durante o processo de 

"warming up" do modelo reduzido do enzima 1 zld otimizado. Os valores de energia 

potencial total (Eror) correspondem à somo dos valores de energia de deformação 

axial dos ligações (Eest), energia de deformação angular (Edet), energia de torsão 

(Etors), energia de interação do tipo 1.4 (E,.,), energia de von der Woals (EvdW), 

energia eletrostática (Ee1), energia intermolecular de van der Waols e eletrostática 

(Einterv+e1}, energia de solvatação (Eso1v) e energia de ligação de hidrogênio (EHb). 

Quadro 8 - Termos de energia obtidos no processo de "warming up" do modelo reduzido da 

enzima lzld cristalizada com o inibidor (isonicotínico-acil:NAD) 

25 K . · !24,51_ ·, 564,74 202.79 .. _..·J828.18 .• · -976,19 .. _-1920.28 ·. -583,91' . '.' -93.18 . : -16560.30 .-17413.64 . 

50 K . 161,38 . :. 641.76 .. 223.61 . . ).824.68 .~987,69 •. ~1890.40 -665.33 ./. -~100.12 . •• -16589.37 ·-17381.48 . 

•.· i'oó .f,')t> 280,30 :(J~~~;J; . :>.'226.lj' 1859,86'\.·"' ~960,10 :20:22.~1 - .· . '..605, 13 . :·,-.< 11 i,7'6 ·;_, ~16467,44 ~17129,IO ': 
. . . - J .-... _,.:, . 

. , 150 K i/ 363.49 873,72 .... 260.24 ,j:._( 187.]A9· .. 2 ~940.94 .:<':~1986,66 -674,95 . -91 ,92 -16469.92 .. -16795,45 ': 
··-- ·•···, . .: .. -· . 

200 K . 511.15 988.84 · ·_ - .,: ·.. · · · · '.;.95_·,s --16411.26 -1"71 .aa -: 264.77 '·1838.92 · .. . ,897,71 . · · . -1957.47 -.-707.97 · .,.. 

563.72 \ I I0Í.50 . 311.64 · -1995.23 -608.16 · · -77.52 . . -16337.04 . -15990.38 : 
- .. .. \ .. 

_689.88 :Jl107.07 327.43 :-1976.82 . -64!,07 - . · -68.21 · -16549.77 · .'c15978.95 

722.5/ ·'< 1 ÍÚ,96 . ·3~.74 .. ;·l~~.Óâ . , ~27.i( i -2056.~2-. \. 0 700.03 ... >'•:-75.65 · . ~16519.40 -16012.60 . 

-~ .... ·.~,·-:-;:~).:,-_:--_.,: .. . <~\::,:~;:;,;..,·.\...··.-·:.:.~ . ..-.. ; ~, )·--~·-... ~ . .:.· l:;~~:.} ... -..... · ..... ~.: .:,,-.'.,,': __ ':~:l' .... · .. ':-, :-..::·_,·-.-: .:.·. {~-:.. .. ~ . .::•.:; .. . · ._,_._:::·.:· ~--~~-·' . <·•· .. : ... J 
• As uildades dos valores de energia sôo kcol/mol. E., • energo de defoonoçõo oxlol dos lgoções; E.., = energia de 

defoonoçõo ongula; Eton • energia de l01Sõo; Et.• = energo de lnleroçõo do tipo 1,4; E- = energia de von der Wools; 

E. = energia elelrostóllca; e:.-.. • energia lnlermolecua de von der Wools e elelroslóllco; Eo. • energia de 

solvaloçõo; 6-. • energia de lgaçõo de hidrogênio; Eio1 • energia polenclol lotol. 

De acordo com o quadro 8, o conformação de energia mínimo do modelo 

reduzido da enzima 1 zld selecionada à T de 31 O K apresentou energia potencial 

total de -16.012,60 kcal/mol. Esta conformação foi utilizado pará o ancoromento do 

ligante mais volumoso do conjunto de treinamento resultante da análise de QSAR-

4D (modelo 1 ), considerando o alinhamento 4. No Tabela XVII estão apresentados 

os volumes das conformações 'ativas' previstas dos compostos do conjunto de 

treinamento obtidos com o programa HyperChem 6.0 (Hypercube lnc., 1996). 
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Tabela XVII - Volume das conformações 'ativas' previstas dos compostos do conjunto de 

treinamento, resultantes da análise de QSAR-4D IR 

Ligantes Volume (À3) 

INHl 1626,81 

INHd2 1609,59 

INHd31 1711,35 

INHd43 1704,89 

INHd14 1679,34 

INHd20 1685,34 

INHd46 1695,25 

INHd37 1618,21 

INHd15 1631,39 

INHd23 1694,55 

INHd29 1765,01 

INHdl6 1719,93 

INHd18 1631,75 

INHd25 1638,56 

INHd30 1702,94 

INHd44 1626,72 

ldv130 1554, 19 

INHd22 1692,30 

INHd27 1738,45 

INHd34 1676,73 

INHd42 1759,05 

INHd47 1723,97 

INHd45 1712,63 

ldv107 1731,74 

ldv126 1671,79 

INHd19 1800,91 

ldv125 1749,43 
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Tabelo XVII (continuoçõo) - Volume dos conformações 'ativos' previstos dos compostos do 

conjunto de treinamento, resultantes do onólise de QSAR-4D IR 

Ligantes 

INHd41 

INHd48 

INHd49 

Volume (Ál) 

1718,30 

1680,99 

1646,46 

Conforme resultados da Tabela XVII, o ligante de maior volume do conjunto 

de treinamento foí o INHd19. A conformação 'ativa' prevista deste ligante, 

resultante da análise de QSAR-40 (modelo 1). foi ancorada na conformação de 

energia mínima a 31 O K do modelo reduzido da enzima lzfd, utilizando o 

a linhamento 4. O complexo enzima-ligante INHd19 otimizado foi submetido ao 

proced imento de "warming up" e os termos de energia das conformações de 

energia mínima (Conf_Emin) selecionadas em diferentes temperaturas estão 

apresentados no quadro 9, bem como seus valores de energia potencial total (Emr) 

resultantes deste processo. 

Quadro 9 - Termos de energia obtidos no processo de "worming up" do modelo reduzido da 

enzima lnhA com o ligante INHdl 9 (conformoçõo 'ativo' previsto do anólise de 

~Conf_Em1n 

25 K 

50 K 

100 K 

150 K 

._ 200 K 

250 K 

300 K 

310 K 

QSAR-4D IR) 

129,49 566,08 

180,23 .' 629,80 

212,16 

219.46 

286,53 ' 760,50 ,243,04 

402,68 885,34 271.5~ 

492,00 1013,64 306.88 

604,14 1082,01 318,36 

7p6,37 . 1186,02 350,97 

733,31 1252,56 336,86 

. :,_.!_'. ... ·-· ~ -

1804,17 

1809.86 

1812,50 

-975,35 

0976.91 

-954,92 

1833,92 · -925.34 

1809,38 -909,65 

1849,05 -869,19 

1888,86 -832.08 

1884,31 · -832,90 

' Ee1 
-, .. 

-1951.28 

-2016.27 

.-207_2.22 

,-2068,39 

-2161,91 

-2135,37 

-2038,88 

-204J,93 

.. - - - 1 
Einí-e1 • : -:~ .~ >.· _-:_ ~-~.(, ~- : · .: Etot . ; l 
. . • ·'-- -· - - - - _.,_ . .. ~-- -'·· . : ;:,._ :l 

-660,82 -52,84 -17102.70 -18031,09 

-668,51 -58,27 -17022,94 -17903,55 : 

-710.58 -56,28 -16970,;l,5 -17661.78 

:677,58 · ~ 1 :69 -'1.6968,45 . -17307,93 

-729.56 -61.35 -17031 ,29 -17271.86 

-788.28 -61.74 -16757.11 -16758.13 

-614,24 °78,55 ~163~.17 -15801.70 . 

-625.37 -6~.43. -16399.89 -1577QA8 

• As unldodes dos valores de energia sõo k.cal/mol. E.,1 = energia de deformaçõo axlal das lgações; E... • energia de 
deformaçõo angular. E, ... = energia de torsõo; E,., = energia de lnteraçõo do Hpo 1,4; ~ • energia de ver, der Waals; 
E.. = energia eletrost6tlco; 6,,,- " energia Intermolecular de van cler Waals e eletrost6Hca: e- • energia de 
solvataçõo; E!t:t = energia de Bgaçõo de hidrogênio; Eror = energia potencial total. . 
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Conforme o quadro 9, a conformação de energia mínima do modelo 

reduzido da enzima com o ligante INHd19 selecionada à T de 310 K apresentou 

energia potencial total de -15.770.48 kcal/mol. Esta conformação foi utilizada para 

o ancoramento dos demais ligantes do conjunto de treinamento resultantes da 

análise de QSAR-4D (modelo 1 ), considerando o alinhamento 4. Os termos de 

energia resultantes da simulações de DM de 1 O ps a 31 O K dos complexos enzima

ligante otimizados, incluindo a energia potencial total, estão apresentados no 

quadro 10. 

Quadro l O - Valores dos termos de energia resultantes das simulações de DM a 31 O K dos 

complexos enzima-ligante (E-L) 
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Quadro 10 (continuaçõo) - Valores dos termos de energia resultantes das simulações de DM 

a 31 O K dos complexos enzima-ligante (E-L) 

Complexos E-l E • .t Edel E- E1,4 EvdW Ee1 Ei--.. .. E,. E"" E101 

INHd42 701,38 1218,52 385,75 1883,63 -773,77 -1985,92 -568,52 -66.25 · ~16029,62 -15234,80 

INHd47 571 ,49 1173,16 331,45 1826,45 ~11.82 - 1850.17 -469,42 -70,67 -15710,10 -15009,63 

INHd45 681,43 1235,43 389,10 1873,81 -790,74 -2009,24 -599,72 -58,59 -16099,30 -15377,82 

ldv107 574,91 1079,49 344,21 1882,08 -779,68 -1850,76 -449,22 -63,63 -16243,73 -15506,33 

ldv126 650,35 1239,10 363,79 1872,11 -77.4,31 -2001.87 -566,79 -76,05 -16242,13 -15535,80 

INHd19 703,04 1241,53 345,76 1894,93 -828,06 -2038,50 -ó 15,40 -67,17 -16328,53 -15692,40 

ldv125 654,49 1235,51 378,32 1864,93 -764,29 -1983.39 -437,96 -74,95 -15351,43 -14478,77 

INHd41 701,20 1255,82 364,63 1817,40 -770.16 -2042,26 -594,87 -ól.23 -15792.18 -15121.65 

INHd48 646,45 1255,82 381.00 1886,78 -781,77 -1915,72 -491.99 -ól.20 -16071.43 -15152,06 

INHd49 673.08 1253.59 374,22 1894,05 -747,61 -2029.55 -463,91 -55,64 -1~483.64 -14585,41 

• As unidades dos valores de energia sõo kcal/mol. E.,., = energia de deformaçõo axial das Dgações; Ecs., = energia de 

deformação angular: E,on = energia de torsào: E,., = energia de interação do tipo 1 ,4; E..,..= energia de va"I der Waols; 

E... = energia elelroslólica : Ein,..,,.., = energia intermolecular de van der Waals e eletrostática: E- = energia de 

solvataçõo: Óib = energia de figação de hid<ogênio; E,01 = energia potencial total. 

Comparando-se os valores de ErOT (Conf_Emrn a 31 O K) para os complexos E-L 

com o inibidor co-cristalizado (INH) (Quadro 8) e com o ligante INHl, proveniente 

da análise de QSAR-4D. pode-se observar que o complexo com o ligante INH 1 

apresentou maior energia potencial total e sua estrutura está mais 'dobrada' do 

que a do inibidor cristalizado, no sítio de interação. A porção acil das duas 

estruturas (INHl e INH) ocupa, praticamente, o mesmo espaço na enzima, mas a 

porção NAD do ligante INHl apresenta outra disposição no sítio de interação em 

relação à porção NAD do inibidorco-cristalizado(Figura 12). 
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Figura 12 - Visualização das conformações de energia mínima a 31 O K dos complexos E-l 

com o ligante INHl (a) e com o inibidor co-cristalizado, INH (b), respectivamente. 

Os hidrogênios do modelo reduzido da enzima não estão demonstrados. O 

ligante INH 1 e o inibidor co-cristalizado INH estão apresentados em modelo 

"CPK" e os resíduos de aminoácidos em "stick" (Weblab Viewerlite 4.0) . Os 

átomos de hidrogênio do ligante INH 1 e do inibidor INH estão demonstrados em 

esferas brancas; os demais átomos estão em esferas azuis. 

Os termos de energia resultantes das simulações de DM a 31 O K dos 

complexos E-L otimizados, com a ligação covalente entre o carbono carbonílico 

dos compostos e o C4 do anel nicotinamida do NAD (cofator) cindida, estão 

apresentados no quadro 11, incluindo a energia potencial total. Após a cisão da 

ligação covalente, o grupo hidrazida da porção acil de cada um dos ligantes foi 

reconstruído. A porção NAD de cada ligante também foi reconstruída por meio da 

adição de um átomo de hidrogênio ao C4 do anel nicotinamida e as estruturas 

minimizadas dos complexos modelo reduzido da enzima com ligante reconstruído 

(porção acil e porção NAD separadas, no sítio ativo) foram submetid a s a 

simulações de DM a 31 O K. 
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Quadro 11 - Valores dos termos de energia resultantes das simulações de DM a 310 K dos 

complexos E-L com a ligação covalente entre a porção acil e o NAD dos 

ligantes cindida 

c~n:,plexo~ E_-L_ -~.. Ei .. .,.,... e_, ENb Etor 
~... • .. - - - • ,;,:::- ~""l ... -:-.. ,_ •• 7_- ;,_.,.:,,· ~t~_ ... ·-:-7:7:~ 

686.5:.i 1 !92.28 _;37_2:1 :·1892.:)6 · -aÍ 5:8&. -1946.78 :541,94 · -tSB,5~ _- -.~l'§7~,o6:·.-,_-J5021p~ 1 ... ,,., - . . 

110.06 12A6,12 350,18 ·1859,4à .-~799:s,1 . -195( 47 .. ~54~.11. . -·:_- :-69.~5 : . ._14;~,-.:.-1:·\!-47~ 77 ,; 

E.s1 

INHl 

INHd2 

INHd31 

INHd43 

INHdl4 . 

INHd20 

INHd4,6 

INHd37 

INHd15 

INHd23 

INHd29 

INHd16 

INHd18 

INHd'.?5 -

INHd30 

INHd44 

ldv130 

INHd22 

INHd2?' 

INHd34 

INHd42 

INHd47 

INHd45 

ldvl07 

ldv126 

INHd19 

ldv125 

INHd41 

INHd48 

INHd49 

_-682;8·~ · ' 1264.J2 362,2'il ; 18~0 '.~~-- :;l~~~j;, · ~204_1 :.fo: , -~ 19:os :· ·_ ... --~s>,s>;{.;_~ :·· -i~24;~_ ~:~_;:;~~-~.~-.1 

. 652,5/ 1261. 13 · "·-372,32· •1835.96 _-856:44 ··.::-.1.960. 18 / •-638,;o".' ' ·.:52:~9· ··,: ·:- _.;'~32;4:/·-~,; 12:fi e·,-_.9 · , 

-~ --: ~~i'~-~ _ _1

1

.2

2

1

19

1..

0

11

7

. 35 Új ·1 ~f ;.'6~ /··~zé~.~~---, _:í ~68-~( -.. · -s~;_;~ -. __ -6-k

7

_'_;90

1

_

8

_ :, _'.?i~:~j-t,}i~:-2~ 1 
699,26 403,_62 1855:12 "8Ó3;ío "-: ~20~7/6 , . ~ · :.S70,63.. .,-1 ~.I~ .. · 215656.95 ! 

6!,4._~5 1228:42 311,39 .1?12.s>í,~ .'606;9o ::•: 19fÚ<r · > -526A6 __ --:6_~}~ .. ,-: ~}°Jf~;é\-/-:é~--~~-:t 
609,27 1231.94 335.39 1847,34 :~·5?.24 ~2062,8·t -"732A9 a66,4f : .:.1615?,?B : -1,.~'.~) 

667,03 1?39.78 359,67 1897,98 -7ey5.20:· --~1918,11 

14~2.22 12-48.72 378,89 1919,0~ . -151.99 •; -~31 ~61 

686.37 1239,76 · 362,86 1867,91 -812.27 -1963,43 

664.14 1214,47 385.14 1837,15 · · ~n8:09 -1929,74 

704,13 1205,61 · 352.35 1889.21 -77l,85 -2062:1~ 

654,76 

706,06 

1233,81 

1223.34 

372.3~ 

391,58 

692,80 1184,27 ,381.95 

679,08 . 1199,99 ,. 366,8 

. ... -~· 
. 1860,64 -769,27 -203_6,0~ 

·,' 1: \, '),. 

1~41,07 ., -8Ó7,86 .. -2037,90 , 

1919,97 .0769,43 -2090,83 
'• ,{ ·'. . •.', ' 

181_6, 94 ·: -809,34 _ -1982.86 

· 673,20 1189,38 390,32 1900,90 -783,35_ · -203Ó,28 

-1600;55 1247,09 370,86 ,1862,16 _ -33?,5~_ -)955,22 

686.º-6 .1231.61 _ 331 ,4~ _ •!~g~. 3??,?1 .. :t?lo!~o 
562,68 1038.82 301,08 1896,92 -836,78 -1949,07 

641.75 1157,8 369,49 1850,79 -793,82 -1836,22 

683.21 1243,04 412,47 1813,84 -819,53 -1996,05 

681,80 1234,35 395,09 1828,38 -801 ,02 -2003,56 

691,13 1175,7 373,06 1884,8 ·· -171,86 -1922,66 

718.05 1200.3 377,02 1830,8 -802,54 -2006,57 

-:,478,09 

0 2_1_á;95 

-537,68 

-.!'198.~8 

~4.88 

0 599,54 

:,554,58 

-614, 14 

.-5~.74 

.-557,49 

-163,01, . .-

. -4i.?.5_4 

-511.53 

-475,26 

-553.38 

-525,56 

-473,40 

-544,42 

641.23 1211.09 370,01 1818,95 -775.43 -1837,00 -462.73 

678,65 1237.81 381. 12 1850. 92 -798,83 -1984,07 · -518.44 

695,84 1208,82 396,36 1892.10 -81~.61 -2010,28 

702.05 1243.1 O . 354.78 1868.37 -79Q,04 - l 'i>88,47 

-596,60 

-587.43 

-~5._78 : -~1r:! :? ··\_lf9;5,t 5~ 

·-6§,2~ .''" -16223,12 ' '-i l3~~.09 

-63,10 

-61.3Ô: f_ :Y569~.92 ·•i48n.03 
._ ... • .• -·>' 

' -51..15 _. .c15+41_:.:S6 c.1 4-~.32 i 

~8,29 -~ 15627 ,48·:.;i_ i -4978. 'i>6 • 
-. ·:, . ' . . , : . 

'• ·;:-.. ., -• 
094,0'4 .. 0]'5796.23 ---~1~~28,56 \ 

-59,99 ·· -16113.40 . . ~_fs:.~;'. 
. - : ·.. . ·: 

-77.•~ . 01~~:1s.-> 1)8~.33 ., 
. .- . . -. 

-6?,25, -1~,30--. --149,42.87 1 
. . . . . . , -: . \ . . : -~~ . i 

~9.-_?:S -15918;14 ·;;.1~;51 ! . ~ :~·.: -..,~. ~<:~~: ~}->~ :_ --· 1 
..:11{,{Ú. · .. ;,J 5"89,-08.,.: . d 4624.39"" 

-68,01 -1635;3,70 -15?19,59 

-81.05 -15441.97 , :.-146Ó8,49 

-68,65. . •, -15947 .25 ;: l 5232~ 

-72.44 -156=?,0:9''- . :,-J~ .. ?5 
-77,58 -15~7,Q6 , 1~7,87 

-75p40 -16154.99 ·-1-5457.39 . ·:... ·.- ... 
-67.040 -15586~20 -J 4687. 12 ' 

-!,l ,75 -1~22.~ -14637.04 . 

-57.71 .-1659Ú1 -~15879.35 

~71 ,63 ,_ .--16022.57, . . -t~291'ª4 

• As unidades dos valores de energia sõo lccal/mol. E.., = energia de deformaçõo axial das lgações; e.., • energia de 

deformaçõo angular; E1on = energia de torsõo; E, .• = energia de lnleraçõo do tipo 1.4; E.- = energia de von der Wools; 

Ee1 = energia elelrostótlca; 1:i.,..,. .. = energia Intermolecular de von der Wools e eletrostóllco; E.w ,. energia de 

solvataçõo; E.., = energia de Rgaçõo de hidrogênio; Eror = energia potencial total. 
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As conformações de menor energia dos complexos E-L apresentadas no 

quadro 11 foram utilizadas para medir a distância entre os átomos de cada ligante 

(composto:NAD) que participam da ligação covalente entre a porção acil e o NAD 

e este dado foi utilizado como mais um descritor na construção dos modelos de 

FEFF QSAR-3D. Apesar da limitação dos parâmetros de energia resultantes das 

simulações de DM, devido à condição assumida na reconstrução dos ligantes após 

a cisão da ligação covalente, este descritor teria como propósito introduzir nos 

modelos hipóteses a respeito do mecanismo de ação dos compostos em estudo, 

considerando-se a aproximação dos compostos do conjunto de treinamento ao 

c ofator NAD, no sítio de interação. Os valores da distância entre os átomos 

envolvidos na ligação covalente (dLcov), entre a porção acil e NAD, dos compostos 

do conjunto de treinamento, nas conformações de menores energias resultantes 

das simulações de DM 1 O ps a 31 O K, estão apresentados no quadro 12. 

Quadro 12 - Valores de distância entre os átomos envolvidos na ligação covalente (dLcov) 

entre a porção acil e o NAD dos ligantes nos complexos E-L IEmrn a 310 K) do 

conjunto de treinamento 

Complexos E-L 
,:•,. - • .. . ·. 
. . . .· JN.Hl 

dlcov (Â) 
• - .'. j 

. .-.... ~ º! 

5, 17 

iNHdJ6 ,4;à7 
. :• 

~ ., _-:· .· !~li~~f \:·:: ·:r:'.·:·: ... ·;: · .. · :·_(S:~--~/ 
~ ::~:.:., · 'l!':IJ:l_d2§ . ..::.:·· · .:=· ~:~;3,,,.,9"" ........ ~ 
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Quadro 12 {continuaçõo)- Valores de distância entre os ótomos envolvidos na ligaçõo 

covalente {dLcov) entre a porçõo acil e o NAD dos ligantes nos 

complexos E-L (Em1n a 31 O K) do conjunto de treinamento 

Complexos E-L d~{Á) 

INHd30 ll,24 

· tNHé:144 · 
'· 

3;79 

ldv130 . 3.77 

'INHd22 9:33 

' INHçj27 5,21 . 
i 

1 
INHd34 _5,68 1 -
INHd42 5,60 

INHd47 5,81 

INHd•5 4.33 

ldvl07 6,10 

ldv126 4.51 

INHd19 4,14 

ldvl25 7,36 

INHd•l 10,40 

INHd•8 5.40 

INHd49 6.42 

Os valores dos termos de energia para os estados não-ligados do ligante e 

da enzima também foram calculados para se obter os descritores de energia que 

serão utilizados na construção dos modelos de FEFF QSAR-3D. 

Os termos de energia do estado não-ligado da enzima foram obtidos a 

partir da simulação de DM de 1 O ps a 31 O K da estrutura otimizada correspondente 

à conformação de energia mínima do modelo reduzido da enzima (31 O K) com o 

inibidor co-cristalizado excluído do sítio ativo. Os valores dos termos de energia, 

incluindo a energia potencial total estão apresentados no quadro 13. 
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Quadro 13 - Valores dos termos de energia resultantes da simulaçõo de DM de 1 O ps a 31 o K 

do estado nõo-ligado do modelo da enzima lnhA (sem o inibidor co-cristalizado) 

Enzima E..i E,., EvdW ~ - 'E.~ - El'!fv· 

310 K 680,15 1160,38 341.96 2252,97 -757,64 -2059.10 -62.09 -14352.8'4 

• As unidades dos valores de energia sõo kcal/mol. E.,, = energia de deformaçõo axial das Ugações: E.,.1 = energia de 

deformaçõo angular: E100 = energia de torsõo; E1., = energia de inleraçõo do tipo 1.4: E.- = energia de vcn der Waals; 

Eo, = energia eletrostática: ón,...,.., = energia Intermolecular de van der Waals e eletrostática: E- = energia de 

solvalaçõo: E.., = energia de figaçõo de hidrogênio; Etor = energia potencial total. 

Os termos de energia do estado não-ligado dos ligantes do conjunto de 

treinamento foram obtidos a partir de simulações de DM de 50 ps a 31 O K das 

estruturas otimizadas provenientes da análise de QSAR-4D (conformações 'ativas' 

previstas pelo modelo 1. do alinhamento 4) . Os valores dos termos de energia, 

incluindo a energia potencial total estão apresentados no quadro 14. 

Quadro 14-Valores dos termos de energia resultantes das simulações de DM de 50 ps a 310 

K do estado não-ligado dos compostos do conjunto de treinamento 
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Quadro 14 (continuaçõo)- Valores dos termos de energia resultantes das simulações de DM 

de 50 ps a 31 O K do estado nõo-ligado dos compostos do 

conjunto de treinamento 

l. - -·· . . : • :, :-··-· ··•. / ·."•::• •'". ,:'' ,:'. . ., ' ~ , •. ·· .. ~ •. · ·--• . . -:; , -.• · r. - ··,":, ,.. f,,· ...• .,.'. ·•. ::. , ...-.• , .: _ · 

··· Ligantes ·: · E.., ··, ·E., · · ·. E- · '·· E1., · . E,,_ . E., E..,., EHb · Ero, " 
~i-:. -- - :·- -~_::<::·,-:·, --~-~~ -_:.-"P : ' ·· .. ·:;; ·:•:: · . --.,~-"-::· :-:-·:-·•··. "'··.···._;~:-_:-- _ · 1 ::=--·.-: -.-.· ·:··- :_- -··:···. :.,. ·_.: ·--~---··~--~~~-· .. ·· · ~ :~ 

/' JNHd« --,:'.- 30,45 :· . . ibf · _: 24.11 __ .... ·. ~417,73 . ·-15.78 .. , 84,71 · .. _- -Í6.Ú 0

••• •• -277,31 . - -516,68 :J 
i'. ldvl~ :.:.-r· 25.76 . -} -~1;/ _:.· ~-21.~·-_:.:'.·\ 410,5Í :'._':-i9,03 ... 112.46 '. .. ,

0
14,96 -'_,· :;~,63 ··. __ 5j;,<X/ i 

.; ·-· · ·.-: ~-·::~ -: :.:._ .. --_ .... ., :.-/· ·_ .·-. ·-. '·•_::. ·-~-:-----------.: : ... .-·- .... -... _ .. · __ .. :_ ·-·- _.-·,·.·~"-_._--: ;·i 
·•· INHd22 38. 13 · · ,' 64>46 . , ·20,75 -:· -426,72 ·:. ·-20,08 . 113.41 .-13.99 . -381,73 ·,,-. · ·-605,77 . ; 
,:: . . . :.,· .. -. ;: ",: ·. -. .. : . . ...... ·. . . . · .. · ·.···- . _' . . . . .. ·. . . . . . .· .- . : -.;.::. .. . . . · . . ~ 
i · INHd27 . : · ·37,~ . ,_,, 69.70 ': . ·27,.27 . · . ',· -40~,40 . -21.34 · 108,24 : 16,6'! ~:' .-.;345,96 ·•·. · ,.547,59 :.J 
.';;_ .l~H~/ .::~:;;:::~5\9 __ :: \;/) 8 .. 2.~ \.',,,,.;~,;6_\ ::}~--~ 1.~.5t .'~'. ·::~i;.~;:;;: } qa.3~ .• ::..::_~·,:~:QO \ ~·,,'.:k,;9:~ .).i.~~! 5,~; :.J 

INHd42 : - 33,66 .. ':.62,90 ... 21.67 . ·· ·,-396,59 -16,81 125.76 -9,91 -417,82 '· -597,14 

INHd47 ... 29, 18 . ' 56,70 

· INHd45 

ldvl07 

ldvl26 

INHd19 .. 

21,80 . . 65,76 

29,75 .64,11 

23,07 70,78 

33,31 71.65 

28,18 0409,81 :, -20,87 96,78 . · -15,38 .-301,24 

25,45 -389.69 -18,92 114.59 -9,53 °340,10 

27.72 : ""11,65 .· ~15.50 96,04 -14.01 -269.14 

30,60 -411}.99 ·-17,11 114,02 -15,43 -274,36 

23,64 -409.56 -18,90 109,33 -16,37 -369,08 

ldvl25 .-,, --24,69 87,58 27,82 · ·. ~1_9,02 -16,61 · 113.36 -12, 17 -302,01 

• 75,92 ·: 22,77 -: -419.43 -17,90 .1.07,77 , .. -14,15 -355,03 
.,, . . 

-536.46 

-530,65 

-492,68 

-487,41 

-575,98 

-496,36 

-571,51 

' _;.. ÍNHd48 _:: .. 29.58 

i·, ;NHd49 ·,) ,:)'·'. 32,28 

·. 78,12 "; '.33,57 i -427,71 -23,58 121.98 -11 .95 ·-330,48 -530.47 

. 68.54 .. :.:·,--:27,51. · ._:: '~07.40 .,, -18,23 ,,· 120,15 < 10.;31 , ___ ._'-338.98 . . . _,.: -526,44 .; 

• As unidades dos valores de energia sõo kcal/mol. E.st = energia de defcxmoçõo oxlol dos lgações; Eó.1 = energia de 

deformaçõo angular; E,.., "' energia de torsõo; E1.• = energia de lnteroçõo do tipo 1,4; e- • energia de ver, der Woas; 

e.. = energia eletrostótlca: ew- = energia lntermofecuta de ver, der Wods e eletrostólica: e- = energia de 

solvatoçõo; E,.,"' energia de lgoçõo de hidrogênio; Ero, = energia potencial total. 

Como mencionado na metodologia (item 3.4.7.), outros descritores não 

determinados diretamente dos termos de campo energético foram incluídos na 

construção dos modelos de FEFF QSAR-3D. Além da distância dos átomos 

envolvidos na ligaçõo covalente entre a porçõo acil e o NAD dos ligantes (dtcov), 

outras propriedades do ligante no estado não-ligado foram determinadas. Estas 

propriedades foram calculadas para as conformações de menor energia 

resultantes das simulações de DM de 50 ps a 31 O K e Incluem: energia do orbital 

molecular ocupado de maior energia (energia de HOMO), energia do orbital 

molecular desocupado de menor energia (energia de LUMO), momento de dipolo, 

coeficiente de partlçõo n-octanol/ógua calculado (ClogP), volume e área 
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superficial. As propriedades ClogP, volume e órea superficial foram obtidas com o 

programa HyperChem 6.0 (Hypercube, lnc., 1996) e as energias de HOMO e LUMO 

e o momento de dipolo foram obtidos com o programa MOPAC (método 

hamiltoniano AMl, DEWAR et ai., 1985). Estas propriedades estõo apresentadas no 

quadro 15. O programa HyperC_hem 6.0 baseia-se no método de fragmentaçõo de 

átomos, desenvolvido por Ghose, Pritchett e Crippen (1988). para o cálculo do 

coeficiente de partiçõo. Para moléculas orgânicas. o método gera um coeficiente 

de correlaçõo (r) com os valores experimentais de 0,92 e um erro padrõo de 0.36. 

Quadro 15 - Propriedades dos ligantes no estado nõo-ligado incluídas na construçõo dos 

modelos de FEFF QSAR-3D 

' ---~·. . 

LUMO (eV) 
.• · r• , "', t ; .• 

. ·, .. · ,:· 

... :_·; ·••· 

.· . ') :• 

1:., . .- INHd29 '.- ·.-.. · 1688,36 .'•···.,_. i _. 841.70 .:. ' .. -2,26 · ., . • -. -8,99 -1.65 .. , ' · . . -8 ,1 8 · -·.'; 

- 1,35 

... '-2.49 · 
' ::_ ... .... ; .. 

. . sl ,88 ·. · · 
. . _, : . . . '·· \ ~ . . . . . , .. . ·. . : . . \. . -~! 

.:-.. ~2,04 ·. :. · -8.67. · .. ::., -1,62 .. 6,49 ·. , · ··1 
. : ' . .. ~ . ·. . ;~ 

·: • ;_ ·. •• • -· 
0 1 ,63 : _ .. _'.::. _: . . 3. 94 . · _- .. \i 

. -3,92 .: : . _-.- l9,37 :_, ,::. ·:-· ·0 1.68 . . : . . 8,74 . · '.~ 
. ,•., . .-: \ 

· . . ·,012,03 

à'-i2.0~ .:·. :· . ~3.~9 : :_,-.... ··::-- "8:91 . ·.• -_:':' :; -1_.o·s .· .. ·. _·.-· ... _" ,/;}4 ·: _ _. :i 
~~·;:-':1NHd27'·. ·. , '.'' •1693.02 : ... ; • :., 836.36, .· .. ·: ::· ~.99a . ,, .. :.S.67 : __ · ·. · ~i':39 . . ·, ~-- : , . 9,67 · ;J 
;~L::·;~~-d;l~:~-__;:.::~: ,._;J_z~~\ i.\ -. ,:j;_ :· .-.'.?.~4-~4 · -~; >:: :), ;i,P. .:~.-. 

0

·( ,_-;_c~.3;.__ ,. · ... . :;ÚO ... ; '· .\ .; ,: .. .?.,~ :~. .'t 

·•· · INHd42 ·· 
./·:. .,·,: 

.1702,96 

INHd47 · . · :( ·1698,50 . 

.', ·,· 
• \i. ~--

851,83 

· .- . ' '• 866.03 

.. ·· -3,28 . -8,99 -.1.55 7,78 

.. -3,51 .. ,. -9.28 ·-1 ,78 2.39 : ; 

~ •· -~ 
),',,_ ,;_!t-!Hd45 . '.,, ·>,-:1632.~ -.- .. : .. '·.;,: :.'813.~8 .. : .. :_(~t-~ .16 ·:. ;:;:_; . . ~9.05 ... _;,:"·· .. ,~J.Í3 · · .... ·.':;".- .. 4.76 . ·,;· ~ .... ~ 

SP.JIJílªJ~WJt!;j SCl:JU?!'.) .ip apep1nJe,:j 

V J =! 1 O 1 ·1 Q I Q 
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Quadro 15 (continuaçõo) - Propriedades dos ligantes no estado nõo-ligado incluídas na 

construçõo dos modelos de FEFF QSAR-30 

Ligantes Volume (Â1) Superfície (Â2) ClogP' HOMO(eV) LUMO (eV) Dipolo (debye) 

ldv107 1771,18 920.14 -2.94 -8.75 -1,47 9,54 

ldv126 1684.79 881,67 -3.41 -9.29 -1.75 13.50 

INHd19 1697,58 846.96 -5.63 -8.66 -1.25 13.16 

ldv125 1653.94 854.98 -4.20 -9.13 -1.58 11.02 

INHd41 1697.89 875,57 -3,27 -8.68 -1.14 10.96 

INHd48 1645.99 814,11 -3.10 -9,08 -1.19 8.51 

INHd49 1770.04 921,52 -2.74 -8,96 -0,52 12.97 

Superfície = 6reo superficial; ClogP = coeficiente de pcrtíçõo n-octonot/óguo calculado por Ghose, Pritchell e Crippen 

(1998); HOMO = energia do orbital molecular ocupado de maior energia; LUMO • energia do orbital molecular 

desocupado de menor energia; dipolo = momento de dipolo. 

A partir dos valores dos termos de energia obtidos com as simulações de DM 

à T 31 O K para os ligantes e o receptor em seus estados ligado e não-ligado, os 

descritores do campo de força de energia livre (FEFF) (Tabela Ili, item 3.4.7.) foram 

determinados e utilizados na construção dos modelos de FEFF QSAR-3D. A Tabela 

XVIII apresenta as medidas estatísticas. número de descritores e de compostos 

desviantes (out/iers) para os cinco melhores modelos obtidos com 50.(X)() 

recombinações ("crossovers") e taxa de probabilidade de mutação de 10%. O 

valor do fator de ajuste ("smoothing factor") utilizado foi 0.56. 

Tabela XVIII - Medidas estatisticas. número de descritores e número de outliers para os cinco 

Modelos 

2 

3 

5 

melhores modelos de FEFF QSAR-30 

N° descritores r2 q2 

6 0,79 0.61 

5 0,74 0,55 

5 0,74 0,55 

5 0,74 0.55 

5 0,74 0.55 

LSE 

0,28 

0 ,35 

0 ,35 

0.35 

0 .35 

LOF 

0,60 

0.63 

0.6-4 

0.6" 

0.65 

outlier(s} 

o 

o 

2 

Os valores de r2 e de q 2 são menores do que os valores obtidos paro os 

modelos da anólise de QSAR-4D IR. 
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A abordagem de FEFF ("Free Energy Force Field") requer informações 

termodinâmicas de interação explícitas. Infelizmente, apenas um número pequeno 

de sistemas receptor-ligante apresenta suas energias livres de interação (iiGs) 

disponíveis. Entretanto, a energia livre de interação pode ser estimada, de forma 

relativa, pela utilização de constantes de ligação e/ou constantes de inibição in 

vitro, como ICso (TOKARSKI, HOPFINGER, 1997b). Cabe lembrar que, neste estudo, as 

medidas de atividade biológica constituem dados qualitativos ou semi

quantitativos (MIC) e isto, provavelmente, contribuiu significativamente para a 

diminuição de qualidade dos modelos resultantes. 

O modelo 1, apesar de apresentar valores mais elevados de q 2 e r2, possui 4 

compostos outliers e, quando estes desviantes foram eliminados e o programa 

WOLF 5.5 (ROGERS, 1994) foi novamente processado, os novos modelos resultantes 

também possuíam outliers. Por este motivo, o modelo 1 foi descartado. 

Os modelos 2, 3, 4 e 5 apresentaram valores similares de medidas estatísticas 

e a matriz de correlação linear dos resíduos de ajuste entre pares de modelos foi 

computada para verificar se estes modelos eram ou não equivalentes (ROGERS, 

HOPFINGER, 1994; HOPFINGER, 199). Na Tabela XIX estão apresentados os dados da 

matriz de correlação linear dos resíduos de ajuste dos modelos de FEFF QSAR-30 

resultantes. 

Tabela XIX - Matriz de correlaçõo linear dos resíduos de ajuste entre pares de modelos da 

análise de FEFF QSAR-3D 

Modelos 2 3 5 

1,00 

2 0,40 1,00 

3 0.41 0,98 1,00 

4 0,39 0,98 0,99 1,00 

5 0,37 0,97 0,99 0,99 1,00 
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Conforme os dados do Tabela XIX. os modelos 2. 3, 4 e 5 estõo 

intercorrelacionados (R - 1 ). apresentando coeficientes lineares de resíduos de 

ajuste elevados. Isto indica que estes modelos · são equivalentes ou que existe 

apenas um modelo. Poro escolher entre os quatro modelos equivalentes. que 

apresentaram medidos estatísticos similares (Tabelo XVIII), optou-se pelo número de 

outliers. Os modelos 3 e 4 nõo apresentaram compostos desviantes e suas 

respectivas equações, (3) e (4). estõo descritos abaixo: 

pMIC = 2,33 + 0,001 (superfície_A - 3-42,28)2 - 0,06 (fa(LM) + 8,86)2 + O, 10 (ClogP + 5,63)2- 0,003 (Ei.,(RM) + 

55.78)2 - 0,000-4 (óE- - -48,62)2 

N = 30 q2 = 0,55 r2 = 0,7-4 LSE = 0,35 LOF = 0,6-4 (3} 

pMIC = 2,36 + 0,001 (superfície_A - 3-43,-46)2 - 0,06 (EL(LM) + 8,99)2 + O, 10 (ClogP + 5,63)2 - 0,003 (EU1(RM) + 

55,78)2 - 0,000-4 (óEio,, - -48.62)2 

N = 30 q 2 = 0,55 r2 = 0,7-4 LSE = 0,35 LOF = 0,6-4 (4} 

As equações ou modelos (3) e (4) são praticamente iguais, reforçando o 

resultado indicado pela matriz de correlação linear dos resíduos de ajuste, com os 

mesmos descritores de energia e propriedades do ligante no estado não-ligado. 

Então. o modelo (3) foi utilizado para a predição dos valores de pMIC paro o 

conjunto de ovalioçõo. 

o modelo (3) apresento dois descritores nõo relacionados com o campo de 

forço de energia livre (órea de superfície e ClogP) e três descritores do campo de 

energia (energia de solvataçõo do ligante nõo-complexado • fa(LM), energia de 

solvataçõo do receptor no complexo. ELR(RM), e, variação da energia torsional na 

complexaçõo, âEtors). 

Cabe destacar que nos dois modelos, (3) e (4). nõo hó dependência de 

ótomos polares e. de acordo com os coeficientes. os descritores que contribuem na 

atividade biológico sõo a órea de superfície e o coeficiente de partição calculado 

dos ligantes. 
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Os compostos do conjunto de avaliação também foram submetidos às 

simulações de DM a 310 K como descrito anteriormente. Os valores dos termos de 

energia para os estados ligado e não-ligado estão apresentados nos quadros 16 e 

17, respectivamente. 

Quadro 16 - Valores dos termos de energia resultantes das simulações de DM de 1 O ps a 31 O K 

das conformações de energia mínima dos complexos enzima-ngante (E-L) para o 

conjunto de avaliaçõo 

Complexos E•L E... Edel E- E1.• E.- E.. Ei........... E'°"' ENb Erot 

i,:; '.Ef {z.~1t}};}~:t:I'i:~t }~;I~~ Itt·-';:·· ·~:;:;:•· :::::; 
. . : ldvl31 

ldvl36 

INHd51 

.. / .... 
667.6'! :---, 123].42 · 380.27 · 1904.01 ·-790.85 . -2053.63 ·. -576,78 

657,4 · 1296,86 '· 403.61 1839,41 -799.84 ·-2017,06 

693,~7 . •• 1262,2.•( :0 :375,67 1904,32 •.~748,36 -:?109,37 

-529,8 

~73,3 

-74.55 : ~15991.66 -15304.08 

-70,04 -16233.56 -15453,02 

-70,83 -15639,92 -14905.58 

• As unidades dos valores de energia soo lccol/mol. E.si = energia de deformoçõo axial dos lgoções: e.,., • energia de 

deformaçõo angular: e- = energia de tOllõo; e,,. = energia de lnteraçõo do tipo 1,4: e- ,. energia de von der Wools: 

E. • energia eletrostólica: 1:w- = energia lntermolecula de von der Waols e eletrostóllca: e- = energia de 

solvatoçõo: e.., = energia de lgoçõo de hidrogênio: &or = energia polenciol total. 

Quadro 17 - Valores dos termos de energia resultantes das simulações de DM de 50 ps a 31 O K 

das conformações de energia mínima dos ligantes do conjunto de avaliaçõo 

.. ~' ~; . \ . .. . . :. . .· ~ .. : . : . . ' . ,. _ .. --.- .. , .. 

. ... :'",• : . 

. . . ' 

:· • ·· ... ldvi36.' . .'. . .24.72 : '87,94 ' .. 29,37 :409,67 .: -23,03 102.01 . -13.1_7 --376,82 .. -578,64 ; 

:·.( ,,.::'!NH.~1. ::. i .;.:.)?.~! ,;,;,. -:70,9Q. : ., .. ~~-IJ,i ... . ,--388,'.?4 , .. ·-'.?1.~ ., .. 87:39 .. .. ·-l 1.9_9 ~6.07 , ... . c5J6.94 . 

• As unidades dos valores de energia sõo lccol/mol. E.si = energia de deformaçõo oxlol dos Dgoções: e.,., = energia de 

deformoçõo angular. E1on ,. energia de tOllõo: Ei.• = energia de lnteroçõo do ttpo 1.4; e- = energia de von der Wools: 

e. • energia eletrosl61ica; Einl- = energia lnlermoleculor de von der Wools e eletrostótlca; e- ,. energia de 

solvatoçõo: e.., • energia de Ngaçõo de hidrogênio: &or = energia potencial total. 
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As propriedades dos ligantes (conformações de energia mínima resultantes 

das simulações de DM de 50 ps a 31 O K) do conjunto de avaliação no estado nõo

llgado estão apresentadas no quadro 18. 

Quadro 18 - Propriedades dos ligantes do conjunto de avaliaçõo no estado nõo-ligado 

1~ : ._ ,\' .; : •• • .' C• . , --~--~.; . ~- • .., 1. ;'• •• •• ,··· .. • • •• • • - ~ , • . -·- : .. •,- - . ;.-

.,.,:," Ídv131/''_;'.',• ,·i. 1582,81 ·; , :,_·',:, :: .· '796.0_._r,>L\\ ~~,3;?3 ,·: 

,~2.)id~1if :.:·j,;·;: 1sa~.64·.-~:,;:éi;/:J.102.sa'. :it/L:.:.i9~ 

ldv136 

· INHd51 

1648,10 

1852,33 · 

821,95, . 

923,95 

·.' -2.24 . 

-3.22 

-8.93 

-8.63 

-1.28 

-0.88 : 

2.32 

8,78 
SUperficle = área superficial; ClogP = coeficiente de patlçõo n-octcrool/~ cclculado por Ghose, Pritchett e Crippen 

(1998); HOMO = energia do orbital molecular ocupado de mcior energia; LUMO = energia do orbital molecula 

desocupado de menor energia; ápok) " momento de ápok). 

Os valores dos termos de energia do conjunto de avaliação foram utilizados 

para determinar os descritores do campo de força de energia livre (FEFF) (Tabela Ili, 

item 3.4.7.) considerando o modelo de FEFF QSAR-3D selecionado, equação (3), 

para se obter os valores de atividade biológica (pMIC) e verificar a capacidade de 

predição do modelo 3. 

A Tabela XX apresenta os valores de atividade biológica experimental 
J 

(ATIV_EXP) e prevista (ATIV_PREV) para cada composto do conjunto de avaliação e 

os seus respectivos resíduos (diferença entre · valores de atividade biológica 

calculada e experimental). considerando o modelo ou equação (3). da análise de 

FEFF QSAR-3D. 
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Tabela XX - Prediçõo de atividade biológica para os compostos do conjunto de avaliaçõo 

(Test_Set) 

ATIV_EXP ATIV_PREV Resíduos Test_Set 

4,22 5,78 -1,56 ldv90 

2,82 4,26 -1,44 ldv128 

2,70 4,53 -1,83 ldv124 

2,00 3,53 -1,53 ldv131 

1,82 3,35 -1 ,53 ldv132 

0,52 1,94 -1,42 ldv136 

0,22 5,63 -5,41 INHd51 

As predições de atividade biológica para o conjunto de avaliação estão 

apresentadas na Tabela XX e pode-se constatar que o modelo 3 exibiu um poder 

de predição médio muito pobre, 28,6 %. considerando-se o valor de desvio padrão 

da média dos resíduos. 1.46. Cinco dos sete compostos (ldv90. ldv124. ldv131. 

ldv 132, INHd51) apresentaram o valor de resíduo maior que o desvio da média. Este 

resultado não foi tõo surpreendente considerando-se os valores das medidas 

estatísticas. q 2 e r2. do modelo 3. 

Neste estudo. a comparação entre os modelos da anólise de QSAR-4D IR e 

de FEFF QSAR-3D RD. sugerida por Venkatarangan e Hopfinger (1999). não foi 

possível porque os modelos resultantes são diferentes (coeficiente de correlaçõo 

linear dos resíduos de ajuste= 0,25). Além disso. os dados disponíveis de atividade 

biológica (MIC) nõo eram os preconizados por Tokarskl e Hopfinger 11997b) para a 

anólise de FEFF. Somados aos aspectos mencionados estõo, ainda, a natureza do 

sistema em estudo e a limitação _da ferramenta computacional. visto que no 

tratamento de sistemas multo flexíveis (enzima) o Investigador fica limitado à 

execução de simulações de DM muito curtas (10 ps). que, na maioria das vezes. 

não detectam os estados conformaclonais mais aproximados àquele da Interação. 
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5. CONCLUSÕES 

Considerando-se a hipótese de que o conjunto de hidrazidas investigado 

apresentaria mecanismo de açõo similar ao do fórmaco protótipo, isoniazida. na 

enzima lnhA do M. tubercu/osis. pode-se constatar com a anólise de QSAR-4D IR 

que: 

- a presença de grupos substituintes apoiares no carbono (C49) do anel 

piridínico (ligante INH 1) diminui consideravelmente a atividade biológica. Este tipo 

de substituinte, nesta posiçõo, nõo permitiria a rotação da cadeia lateral do resíduo 

Phe 149 e, desta maneira. impediria a interação ,r-sfoc/óng entre o anéis piridínico e 

aromótico do resíduo Phe149. Todavia. a presença de grupos apoiares na hidroxila 

da segunda ribose da porçõo NAD do ligante permitiria melhor interação com os 

resíduos de aminoócido TyrlSB e Met103. aumentando a atividade biológica de 

maneira significativa; 

- a presença de grupos substituintes doadores e/ou aceptores de ligação de 

hidrogênio no ótomo de nitrogênio da porção nicotinamida do ligante contribuiria 

para o aumento da atividade biológica porque permitiria interações com os 

resíduos de aminoócido Pro193, lle194. Da mesma forma, este tipo de substituintes 

no oxigênio entre os dois grupos fosfato do NAD do ligante contribuiriam para o 

aumento da aitvidade biológica. devido às possíveis interações com os resíduos de 

aminoócido Thr196, Leu 197, Thrll e Ser20. 

De acordo com as condições adotadas neste estudo. a análise de QSAR-4D 

IR mostrou-se ferramenta útil do CAMD para fornecer informações aproximadas no 

desenvolvimento de novos agentes potenciais de combate à tuberculose. apesar 

da medida dos dados de atividade biológica (MIC) nõo ser considerada 

adequada. 
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A metodologia de FEFF QSAR-3D constitui ferramenta importante à 

obtenção de parâmetros termodinâmicos de interação receptor-ligante, 

contribuindo de formo relevante ao planejamento racional de novos moléculas. 

Contudo, neste estudo. o onólise de FEFF QSAR-3D foi prejudicado devido à 

natureza do sistema estudado e dos dados de atividade biológico. A técnico 

computacional ainda oferece certos limitações aos sistemas flexíveis (enzima) poro 

o processamento dos simulações de DM. O investigador fico limitado à execução 

de simulações de DM muito curtos. que, no maioria dos vezes, nõo detectam o 

estado conformocionol de interação mais adequado. 

Considerando-se os condições assumidas neste estudo e o natureza do 

sistema estudado e dos dados de atividade biológico (MIC), entre os duas técnicos 

aplicados, o análise de QSAR-4D IR forneceu os melhores resultados. 
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Considerando-se os resultados da análise de FEFF QSAR-3D, como tentativa 

de melhorar a qualidade das informações obtidas, sugere-se que a síntese de 

algumas das hidrazidas do conjunto estudado seja efetuada e ensaios de inibição 

enzimática sejam realizados. Desta forma, serão obtidos dados de atividade 

biológica quantitativos e, conseqüentemente, mais indicados para a utilização em 

análises de campo de força de energia livre. 

O conjunto de hidrazidas deste estudo também poderá ser utilizado para 

mapeamento do sítio ativo da enzima mutante (Ser<J4Ala) através da análise de 

QSAR-4D e, desta forma, poderão ser obtidas informações relevantes para o 

planejamento de inibidores de cepas MOR. 

Considerando-se a homologia entre as enzimas enoil redutase do M. 

tuberculosis e da E. coli, estudos poderão ser realizados com a família experimental 

de diazoborinas, que agem na enzima enoil redutase da E. coli. utilizando-se a 

mesma metodologia adotada neste estudo para que informações estruturais 

adicionais sejam obtidas e aplicadas no planejamento de novos inibidores. 

Visando melhorar o desempenho das análises realizadas neste estudo, ou 

seja, obter melhores modelos mesmo utilizando medidas de atividade biológica 

semi-quantitativas (MIC), sugere-se a inclusão de descritores significativos 

provenientes da anólise de QSAR com dados de interação de membrana do M. 

tuberculosis (programa ADMET/MI-QSAR) em uma nova análise de QSAR-4D IR e de 

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