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RESUMO

ESTUDOS QSAR DE DERIVADOS DE PIRIMIDONAS, PIRIMIDINAS E
PIRIDOPIRAZINAS CARBOXAMIDAS INIBIDORAS DA HIV 1 INTEGRASE

O campo do planejamento de farmacos auxiliado por computador tem
atraido atencéo no que se refere a descoberta de novos antirretrovirais para uso
na farmacoterapia da AIDS. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver
modelos matematicos que possam prever a atividade anti HIV1-IN de analogos
ainda nado sintetizados de pirimidonas, pirimidinas e piridopirazinas
carboxamidas, agilizando assim a obtencdo de novos compostos protoétipos de
farmacos. Desta maneira, foi selecionado da literatura um conjunto de 199
compostos descritos como inibidores da reacdo de transferéncia de fita e
desenvolvido estudos de QSAR 2D e 3D. Para o primeiro utilizou-se a
metodologia de selecao de varidveis Ordered Predictors Selection (OPS) e para
o segundo Planejamento Fatorial Fracionario (Fractional Factorial Design, FFD)
e OPS. Os modelos em ambos os estudos foram construidos atraves da
regrressao por quadrados minimos parciais (PLS). Em relacdo aos estudos de
QSAR 3D, foram empregadas duas diferentes metodologias para o calculo dos
campos de interacdo molecular (Molecular Interaction Fields, MIFs): GRID e
GRIND (GRId-INdependent descriptors). Ademais, foram também utilizados
descritores de propriedades farmacocinéticas provenientes do software Volsurf+
(extraidos de MIFs gerados com GRID) para construcdo de modelos em
associacdo com descritores 2D. Os modelos com boa qualidade estatistica,
foram empregados para predicdo das atividades de um segundo conjunto de
dados (conjunto de predicdo, N=145). Os resultados para as previsdes foram
satisfatorios. Os dominios de aplicabilidade de Willians e Euclidiano em relacéo
as amostras do conjunto de predicéo revelam que as predi¢des ndo ocorreram
por extrapolacdo. Além disto, o descritor Et (energia total da molécula),
selecionado para o modelo QSAR 2D é consistente com achados bibliograficos
prévios. Em relacdo ao estudo 3D, as caracteristicas mais relevantes (interacdes
N1-N1 e DRY-O) se mostram coerentes com o farmacéforo da respectiva classe
sob estudo.

Palavras Chaves: AIDS; GRIND, VOLSURF; OPS; PLS.



ABSTRACT

QSAR STUDIES OF PYRIMIDONES, PYRIMIDINES AND PYRIDOPYRAZINES
CARBOXAMIDES DERIVATIVES AS INHIBITORS OF HIV 1 INTEGRASE

The computer-aided drug design field have attracted attention with regard to the
discovery of new antiretroviral for use in AIDS pharmacotherapy. Thus, the aim
of this study was to develop mathematical models that can predict the anti HIV1-
IN activity of analogues not synthesized from pyrimidones, pyrimidines and
pyridopyrazine carboxamides, reducing the time to obtain new prototypes of
drugs. Therefore, it was selected from the literature, a set of 199 compounds
described as strand transfer reaction inhibitors and developed 2D and 3D QSAR
studies. For the 2D QSAR was used the Ordered Predictors Selection (OPS)
methodology in order to develop the variable selection and Fractional Factorial
Design (FFD) and OPS for the 3D QSAR. The models in both studies were
constructed using partial least squares (PLS). Regarding the 3D QSAR studies,
were employed two different methodologies for the calculation of the molecular
interaction fields (MIFs): GRID and GRIND (GRid-INdependent descriptors). In
addition, they were also used descriptors of pharmacokinetic properties from the
Volsurf+ software (extracted from MIFs generated with GRID) for building models
in combination with 2D descriptors. The statistical models with good quality were
used to predict the activities of a second data set (prediction set, N=145). The
resultants predictions were satisfactory. The Williams and Euclidean applicability
domains for the set of samples reveal that the predictions did not occur by
extrapolation. Moreover, the descriptor Et (total energy of the molecule), selected
by the QSAR 2D model is consistent with earlier findings. Further, for the 3D
study, the most relevant characteristics (N1-N1 interactions and DRY-O) are
coherent with the pharmacophore of the class under study.

KEYWORDS: AIDS; GRIND, VOLSURF; OPS; PLS.
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1. INTRODUCAO

Uma das abordagens mais utilizadas no campo do planejamento de
farmacos auxiliado por computador séo os estudos de relacdo estrutura atividade
quantitativa (QSAR: quantitative strucuture-activity relationships). Esta
abordagem encontra ampla aplicacéo para a avaliagdo do impacto em potencial
de produtos quimicos na saude humana, em sistemas ecolégicos e em
processos tecnologicos.

Considerando a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos
antirretrovirais, uma classe de compostos detentores de atividade contra o virus
da imundeficiéncia humana (HIV: human immunodeficiency virus) amplamente
estudada sdo os derivados de dicetoacidos (DCAs). Estes compostos sao
conhecidos por inibirem a enzima HIV-integrase (HIV-IN), pois podem quelar o
cofator Mg?* e inibir a reacdo de transferéncia de fita (ST: strand transfer)
catalizada por esta enzima.

Pirimidinas, pirimidonas e piridopirazinas sdo compostos heterociclicos,
0S quais na presenca do grupamento carboxamida apresentam o farmacéforo
dos DCAs. Um dos fatos que torna esta classe terapéutica atrativa para o
desenvolvimento de novos antirretrovirais € que as células de mamiferos néao
apresentam enzimas homologas a HIV-IN, o que aumenta a especificidade
destes farmacos, apresentando baixo potencial de toxicidade.

As metodologias de QSAR baseiam-se na hipotese de que, utilizando
modelos matematicos, € possivel prever a atividade biolégica de novos
analogos, auxiliando na selecdo daqueles de maior interesse em sua
preparacao. Assim, este trabalho foi realizado com intuito de obter um modelo
QSAR estatisticamente validado, com alta capacidade de predicdo de novos
inibidores da HIV-IN derivados de pirimidinas, pirimidonas e piridopirazinas
carboxamidas, potencialmente util como ferramenta de apoio ao planejamento

de novos derivados.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo a obtencdo de modelos QSAR
estatisticamente validados, com alta capacidade preditiva, potencialmente Gteis
para a predicdo da atividade inibitoria sobre a HIV1-IN, ou seja, Uteis como
ferramenta de apoio ao planejamento de novos derivados. Para cumprir este
objetivo, foram selecionados da literatura 199 derivados de pirimidonas,
pirimidinas e piridopirazinas previamente sintetizados que apresentaram
atividade quando ensaiados por um mesmo protocolo. Além disto, utilizar os
modelos obtidos como ferramenta para uma melhor compreensdo do

mecanismo de acdo dos referidos compostos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HIV/AIDS

A infeccdo pelo virus HIV ocorre através de relacdes sexuais sem
protecdo (anal ou vaginal), transfusdo de sangue contaminado,
compartilhamento de agulhas contaminadas, trasmissao vertical (da mée para
feto ou recém-nascido) durante a gravidez, parto ou amamentagédo (GALLO e
MONTAGNIER, 2002; WHO, 2014a). Um amplo espectro de apresentactes
clinicas pode ocorrer, desde a fase aguda (que pode ser assintomatica,
oligossintomatica ou se manifestar como sindrome retroviral aguda) até a fase
avancada, com as manifestacdes que definem a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS: acquired imunodeficiency syndrome) (BRASIL, Ministério da
Saude, 2008).

A AIDS caracteriza-se por ser uma patologia de longa duragdo, com um
grande espaco de tempo entre a exposicdo ao agente etioldgico e um profundo
estado de imunossupressao (o0 estagio mais avancado da infeccéo), e pode levar
de 10 a 15 anos para um portador desenvolver a doenca. A imunossupressao
ocorre devido a uma dréastica redugdo no numero de linfocitos T CD4+ (LT-
CD4+), células responséaveis pela ativacdo de outros linfocitos que realizam a
defesa do organismo, sendo esta a principal caracteristica desta patologia.
Entretanto, macrofagos, mondcitos e células de Langerhans, entre outras, sao
também susceptiveis a infeccdo (PECANHA et al., 2002; GALLO, 2002;
REQUEJO, 2006; WHO, 2014a).

A medida que a infec¢éo progride, o sistema imunoldgico se torna mais
debilitado e o organismo mais suscetivel a diversas infeccbes oportunistas
(WHO, 2014a), em especial a tuberculose e a pneumonia, os dois quadros
patolégicos que mais causam O6bitos em pacientes (FERREIRA, 1996). A
infeccdo pelo HIV predispbe o surgimento de varias neoplasias, especialmente
linfoma ndo-Hodgkin e sarcoma de Kaposi (SCHULZ et al., 1996; FROHLICH et
al., 2000), provavelmente devido a uma interferéncia com o controle tumoral
mediado pelo sistema imune (FROHLICH et al., 2000). O aparecimento de
infecgbes oportunistas e neoplasias é definidor da AIDS (BRASIL, Ministério da

Saude, 2008). Também ja foram descritas doencas por dano direto a certos
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orgaos a processos inflamatérios, como miocardiopatia, nefropatia e
neuropatias, que podem estar presentes durante toda a evolucdo da infeccéo
pelo HIV (BRASIL, Ministério da Saude, 2008).

Para estimar o progndéstico e avaliar a indicagdo de inicio da terapia
antirretroviral, monitora-se a evolucdo da contagem de LT-CD4+, cuja contagem
normal varia de 800 a 1200 células/mm?, e a quantificacédo plasmatica da carga
viral do HIV. Os individuos que apresentam contagem média de 500 células/mm3
sdo definidos como infectados pelo agente etioldgico (soropositivos) ou
portadores, e individuos com contagem inferior a 350 células/mm? (limite
brasileiro) sdo considerados doentes de AIDS. A contagem de LT-CD4+ é
utilizada internacionalmente como marcador do estado imunoldgico dos
individuos, enquanto que a quantificacdo da carga viral (CV) serve como
marcador do risco de queda subsequente nas contagens LT-CD4+ (BRASIL,
Ministério da Saude, 2008).

3.2 Histoérico

Apesar das evidéncias de mortes causadas pela AIDS ha diversas
décadas, os primeiros relatos oficiais datam de junho de 1981 em Los Angeles
e Nova lorque (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; GALLO, 2002). A possibilidade
de que o agente etiolégico fosse um virus, levou os pesquisadores Robert C.
Gallo e Luc Montagnier & hipotese de que o HTLV-1 (human T lymphotropic virus
type 1) poderia ser o agente, pois as possiveis vias de transmissdo eram as
mesmas. Além disto, 0 mesmo marcador biolégico, uma diminuicdo nos niveis
de LT CDA4+, era observado. No inicio de 1983 o grupo de Gallo encontrou
sequéncias de DNA relacionadas ao HTLV somente em dois individuos de um
grupo de 33 pessoas com AIDS. Ja o grupo de Luc Montagnier encontrou tragos
de transcriptase reversa (TR), enzima ja conhecida e essencial para o HIV, no
sobrenadante da cultura de linfocitos de pacientes, sem que ocorresse a
precipitacdo imune de anticorpos para HTLV. Em 1984, com o crescimento do
virus isolados de pacientes em culturas de LT CD4+, confirmou-se que o HIV,
da subfamilia dos lentiretrovirus, era o agente etiolégico da doenca (GALLO,
2002; REQUEJO, 2006).
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Atualmente, acredita-se que a infeccao tenha surgido por volta dos anos
1900 na regido sudeste da republica do Camardes (FARIA et al., 2014), sendo
gque o mesmo passou de primatas para o homem, sendo provavelmente um
descendente resultante de muta¢Bes do virus da imunodeficiéncia simia (SIV:
simian imunodeficiency virus) (FORATTINI, 1993; REQUEJO, 2006). Cerca de
85% dos isolados de HIV a partir de seres humanos sédo agrupados em dois
tipos, o HIV-1 e HIV-2, sendo o primeiro o principal agente etiolégico, enquanto

0 segundo é restrito a algumas regibes da Africa Ocidental e Central
(REQUEJO, 2006).

3.3 Morfologia e ciclo replicativo do HIV

A estrutura morfolégica dos HIV-1 e 2 inclui proteinas estruturais,
funcionais, um genoma de acido ribonucleico (RNA) protegido por um capsideo
localizado dentro de um envelope viral constituido por uma bicamada lipidica de
origem celular, e por glicoproteinas (GLP) virais complexas, denominadas env,
incorporados neste envelope (Figura 1). A env constituida pelas GLP’s gp41,
transmembrana, e gp120, que fica exposta ao meio externo, possui a funcéo de
fixacdo e fusdo do virus com as células hospedeiras, e conducao da entrada na
célula alvo (GREENE et al., 2012; HUGHES e ADMIRAAL, 2012).

O capsideo é formado pela proteina viral p24, e é envolvido pela pl7,
conhecida como matriz. Na parte mais interna encontram-se 0s elementos mais
importantes: dois filamentos simples de RNA protegidos por um nucleocapsideo
formado pela proteina p7 e as trés enzimas virais essenciais, transcriptase
reversa (HIV-TR), protease (HIV-PR) e integrase (HIV-IN) (Figura 1) (DOMS e
MOORE, 2000; PECANHA et al., 2002; FANALES-BELASIO et al., 2010). No
citoplasma, o RNA de cadeia simples é convertido em acido desoxirribonucléico
complementar (cDNA) pela HIV-TR. Este novo material genético € integrado ao
genoma da célula hospedeira pela HIV-IN, formando o pro-virus maduro, que é
capaz de sintetizar novas fitas de RNA genémico viral e de RNA mensageiro
(RNAm viral) (PECANHA et al., 2002; GREENE et al., 2012). Como 0 processo
de integragdo causa danos ao material genético, este também é relacionado
como uma das causas dos canceres causados por retrovirus (SCHULZ et al.,
1996).
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Figura 1 Morfologia do HIV.

Fonte: Adaptado de manual técnico para o diagndstico da infecgdo pelo HIV (BRASIL, Ministério da Satde, 2013a).

O ciclo replicativo do HIV é constituido de vérias etapas, e cada uma
apresenta potencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra

a AIDS (Figura 2). As etapas do ciclo sdo denominadas:

(1) Adsorcao/fusao: envolve a interacao das glicoproteinas do envelope com
os receptores CD4 e de quimiocinas (CCR5 ou CXCR4) localizados na superficie
da célula hospedeira (DOMS e MOORE, 2000; GREENE et al., 2012);

(2) Desencapsulamento: ap6s a fusé@o ocorre o desencapsulamento. Estudos
sugerem o envolvimento da fosforilagdo de proteinas de matriz virais e
alteracdes locais de pH na promocédo do desencapsulamento. Este processo
leva a liberagdo do genoma e enzimas virais no citoplasma da célula hospedeira
(GREENE et al., 2012);

(3)  Transcricao reversa: no citoplasma a HIV-TR promove a sintese de cDNA,
catalisando reacdes de polimerizacdo de DNA dependente de RNA. Ela também
realiza a clivagem da porgéo de RNA do hibrido RNA-DNA formado durante o
processo (atividade ribonuclease) (PECANHA et al., 2002; GREENE et al.,
2012);
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(4) Formacdo do complexo cDNA viral/integrase: o cDNA e a HIV-IN
combinam-se no citoplasma, formando o complexo de pré-integracédo (PIC),
sendo em seguida rapidamente transportado para o nucleo da célula hospedeira
(PECANHA et al., 2002; FANALES-BELASIO et al., 2010; GREENE et al., 2012);

(5) Integracédo: a HIV-IN também promove a integracao estavel do cDNA no
DNA hospedeiro. Esta enzima cliva nucleotideos de cada extremidade 3' do
cDNA criando duas extremidades coesivas, realizando em seguida 0 processo
conhecido como transferéncia de fita, formando assim um pro-virus maduro
(PECANHA et al., 2002; FANALES-BELASIO et al., 2010; GREENE et al., 2012);

(6) Transcricdo: a transcricdo inicial do cDNA em RNAm resulta na sintese
de proteinas reguladoras, tais como Tat (trans-acting transcription
transactivator). Na auséncia de Tat, as RNA polimerases sao geralmente
incapazes de transcrever sequéncias maiores que algumas centenas de
nucleotideos, de modo que esta proteina estimula a transcricao e a formacao de
particulas de RNA mais longos (PECANHA et al., 2002; FANALES-BELASIO et
al., 2010);

(7)  Tradugéo das proteinas virais: 0 RNAm transcrito é transportado para o
citoplasma, onde serdo traduzidos (PECANHA et al.,, 2002). As proteinas
maiores formadas séo clivadas pela HIV-PR, formando proteinas menores e
funcionais. Aquelas codificadas pelos genes gag e pol formardo o nucleo,
enquanto aqueles codificados pelo gene env formam as GLP (FANALES-
BELASIO et al., 2010; GREENE et al., 2012);

(8) Montagem: as particulas virais sao inicialmente montadas proximo a
membrana celular na forma de particulas imaturas formadas por um

glicoproteico, RNA genémico e poliproteinas virais (PECANHA et al., 2002);

(9) Brotamento e maturacao: as particulas imaturas montadas migram para a
superficie da célula. As grandes moléculas proteicas precursoras sao entao
clivadas pela HIV-PR resultando em novas particulas virais infecciosas. Durante

o brotamento, em que ocorre a fusdo da particula viral com membrana da célula
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hospedeira, o HIV obtem o envelope viral. Nos linfécitos-T este processo ocorre
por gemulacéo na superficie das células, enquanto nos monadcitos e macréfagos
ocorre acumulo de particulas virais nos vacuolos intracelulares, que sdo entdo
libertados (PECANHA et al., 2002; FANALES-BELASIO et al., 2010; GREENE
et al., 2012).

|I| Linfécito T CD4+

virus HIV

A“
EAm/

TRANSCRIPTASE
REVERSA

&

D ——
- PROTEINAS VIRAIS
A ATIVAS AAA

HIV INTEGRASE
A
A
A

NOVO ViRUS

NUCLEO CELULAR

PROTEINAS VIRAIS

HIV PROTEASE INATIVAS

Figura 2 Ciclo replicativo resumido do HIV. 1) Adsor¢ao/fuséo; 2) Transcricao
reversa; 3) Integracdo; 4) Traducdo; 5) Montagem e liberagdo, baseado em
PECANHA et al., 2002; FANALES-BELASIO et al., 2010.

3.4 Epidemiologia

O HIV continua sendo um grande desafio para a saude global. Segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (World Health Organization,
WHO), até o final de 2013, trinta e cinco milhées de pessoas viviam com o HIV
no mundo (WHO, 2014a). Desde o inicio da epidemia, quase 75 milhdes de
pessoas foram infectadas com o virus HIV e cerca de 36 milhdes de pessoas
foram a 6bito. Globalmente, estima-se que 0,8% dos adultos com idades entre
15-49 anos estdo vivendo com o HIV em todo o mundo (Figura 3). A Africa
Subsaariana continua sendo a regido mais afetada, com quase 1 em cada 20
adultos infectados, respondendo por 71% das pessoas infectadas em todo o
mundo (WHO, 2014b).



0.1%
0.2%

0.3% - 5%

Figura 3 Distribuicdo global da prevaléncia de HIV em individuos com idade

entre 15-49 anos.
Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2014b).

Média global: 0.8%

Estima-se que 1,6 milhdo de pessoas vivam com HIV na América Latina.
A maioria dos casos (75%) se concentra em cinco paises — Argentina, Brasil,
Colémbia, México e Venezuela. A regido teve queda de 3% em novas infeccoes
entre 2005 e 2013, mas os indices variam de pais para pais. No Brasil, as
infeccdes por HIV aumentaram 11% entre 2005 e 2013. No ano de 2012, o pais
registrou 47% de todos 0s novos casos contabilizados na América Latina
(BRASIL, Ministério da Saude, 2014b).

Desde os anos 1980, a vigilancia epidemioldgica do HIV/AIDS Brasil é
baseada na notificacdo compulséria de casos de AIDS por meio do Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN) da Secretaria de Vigilancia em
Saude do Ministério da Saude. Segundo dados do ultimo boletim epidemiol6gico
sobre HIV/AIDS, em dezembro de 2013 aproximadamente 718 mil pessoas
viviam com HIV/AIDS no Brasil. Em relacdo a distribuicdo da infeccdo nas
diferentes regides brasileiras, 0 maior nimero de casos se concentra na regiao
sudeste (Grafico 1) (BRASIL, Ministério da Saude, 2013b).

A prevaléncia na populacdo em geral € muito baixa quando comparada a
dos paises da Africa. Porém, ocorre uma concentracéo em determinados grupos
mais vulneraveis, como homens que fazem sexo com homens, travestis,
transexuais, usuarios de drogas, profissionais do sexo, nos quais a prevaléncia
pode ser maior que 10%. Entre 2003 e 2012 as maiores taxas de deteccéo de

AIDS no Brasil foram observadas entre individuos com 30 a 49 anos. Entretanto,
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observa-se uma tendéncia de queda na taxa nesta faixa, além de uma leve

estabilizacao entre os individuos com 40 a 49 anos. Também se observa uma

tendéncia de aumento entre os jovens de 15 a 24 anos e entre 0s adultos com
50 anos ou mais (BRASIL, Ministério da Saude, 2013b).
58% 5,1%

13,9%

20,0%

55,2%

Norte ™ Nordeste " Sudeste = Sul Centro-Oeste

Gréfico 1 Distribuicdo percentual de casos de AIDS por regido no Brasil, dados

coletados no periodo de 1980 a dezembro de 2013.
Fonte: Disponivel em Boletim Epidemioldgico - AIDS e DST, Ministério da Saude, Brasil, 2013b.

Em relacdo a mortalidade, desde a descoberta dos primeiros casos (1980)
até o ano de 2012, foram declarados 265.698 ébitos classificados como causa
basica “doengas pelo HIV". Mais da metade ocorreram na Regido Sudeste
(62,6%). A Regido Sul representa 17,1%, o Nordeste 11,6%, o Centro-Oeste
4,9% e o Norte 3,8% (Gréfico 2) (BRASIL, Ministério da Saude, 2013b).
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Grafico 2 Coeficiente de mortalidade por AIDS segundo Unidade Federada.
Brasil, 2012.

Fonte: Disponivel em Boletim Epidemiolégico - AIDS e DST, Ministério da Saude, Brasil, 2013b.
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3.5 Profilaxia

A descoberta de uma vacina eficaz que previna ou cure a infecgéo por
HIV permanece em aberto (ESTE e CIHLAR, 2010). Poucas vacinas entraram
em ensaios clinicos de fase Ill e apenas uma mostrou protecdo parcial contra a
infeccdo pelo HIV-1 (SMITH et al., 2014). No respectivo estudo, voluntarios
saudaveis com baixo risco de infeccdo receberam doses de uma vacina com
vetor viral recombinante expressando 0s genes gag, pro e env, juntamente com
a gpl120. Os voluntarios do grupo vacina adquiriram 31,2% menos infec¢des pelo
HIV-1 do que os no grupo placebo, apés 3 anos de estudo. Além disso,
anticorpos anti-gp120 encontravam-se presentes em 90% dos pacientes apos
20 semanas. Citotoxicidade celular dependente de anticorpos para alvos
revestidos com gp120 foi detectada em 75% dos pacientes, porém esse efeito
sofria reducdo em 20 semanas (RERKS-NGARM et al., 2009). A maior
dificuldade na gerac@o de uma vacina eficaz reside no fato de que o inéculo de
HIV é composto por uma populacdo geneticamente diversa, pois o virus passa
por uma alta incidéncia de mutacfes em seu matérial genético, permitindo que
durante o curso da infeccéo consiga escapar de uma resposta imune apropriada
(ESTE e CIHLAR, 2010; SMITH et al., 2014).

Assim, no que tange as abordagens visando a prevencdo, as medidas
mais efetivas disponiveis sdo as estratégias do uso de preservativos, educacao
sexual, controle de sangue e derivados sanguineos, entre outras medidas
preventivas, as quais ainda constituem as melhores abordagens para evitar a
contaminagao pelo HIV, enquanto a terapia antirretroviral continua sendo a

melhor abordagem para o tratamento dos pacientes (BRODER, 2010).

3.6 Terapia antirretroviral

Em 2013 a OMS lancou as novas recomendacles clinicas para
tratamento das pessoas soropositivas, levando em consideracéo a estimativa de
que 26 milhdes de pessoas em todo o mundo, portadores do HIV em paises de
baixa e média renda, sejam elegiveis para a terapia com medicamentos
antirretrovirais (ARVs). Dentre estas recomendaces clinicas esta o tratamento
dos adultos, adolescentes e criancas o mais cedo possivel, iniciando a terapia

antirretroviral (TAR) em todos os individuos com uma contagem de células CD4
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igual ou inferior a 500 células/mm?3, dando prioridade aos individuos com
infeccdo grave ou avancada pelo HIV e aos que possuam uma contagem de
células CD4 igual ou inferior a 350 células/mm3. Além disto, a TAR deve ser
iniciada com qualquer contagem de células CD4 em pessoas co-infectadas com
o0 virus da hepatite B (HBV), com doenca hepatica cronica grave, com parceiros
soropositivos em casais soro discordantes, mulheres gravidas ou lactantes e
criangas menores de cinco anos de idade (WHO, 2013).

No Brasil, a Lei 9113/96 dispde sobre a obriga¢ao do estado de distribuir,
de forma universal e gratuita, os medicamentos para o tratamento dos portadores
do HIV. Segundo dados de dezembro de 2012, 313 mil pessoas recebem
regularmente os remédios para tratar a doenca. Atualmente, 21 medicamentos
antirretrovirais estdo disponiveis para distribuicdo gratuita pelo governo brasileiro
(Tabela 1) (BRASIL, Ministério da Saude, 2014a e 2015).

Tabela 1 Farmacos antirretrovirais distribuidos gratuitamente para tratamento da
AIDS no Brasil.

Classe Farmacos
Inibidor de transcriptase reversa Abacavir, Didanosina, Estavudina,
nucleosideo-nucleotideo Lamivudina, Tenofovir, Zidovudina,

Lamivudina/Zidovudina

Inibidor da transcriptase reversa nao- Efavirenz, Nevirapina e Etravirina.
nucleosideo
Inibidor de protease Atazanavir, Darunavir, Fosamprenavir,

Indinavir, Lopinavir, Nelfinavir, Ritonavir,

Saquinavir e Tipranavir.

Inibidor da fusédo Enfuvirtida

Inibidor da integrase Raltegravir, Dolutegravir*

Fonte: Ministério da Saude, Brasil, 2014a e 2015.
* O medicamento Dolutegravir foi incorporado a lista de antirretrovirais distribuidos pelo ministério da satde em Novembro
de 2015 e estara disponivel para a populacao a partir de 2016.

O prognostico da infecgédo pelo HIV melhorou drasticamente gracas aos
medicamentos antirretrovirais, porém ainda ha grandes desafios para a terapia
medicamentosa. Resisténcia, toxicidade, complexidade de certos regimes e a
adesao do paciente ao tratamento permanecem como grandes desafios. A baixa

adesdo € a principal causa de falha terapéutica, sendo um fator determinante
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para os resultados de longo prazo. A perda de controle virologico como
consequUéncia da ndo-adesao pode levar ao surgimento de resisténcia total ou
parcial aos antirretrovirais devido a mutagdes que levam a variagdes no genoma
viral (SOSA, 2007; AFANI S e GALLARDO O, 2011; INFO, 2014). O surgimento
e a velocidade de aparecimento de cepas resistentes a diferentes combinacdes
de farmacos disponiveis no mercado, inclusive pela resisténcia cruzada entre
farmacos de uma mesma classe, constitui outro fator limitante da terapia
(PECANHA et al., 2002).

As falhas na aderéncia dos pacientes a TAR também ocorre devido a alta
taxa de efeitos colaterais causados pelo uso dos antirretrovirais, sendo os mais
comuns efeitos gastrointestinais como vémitos, nauseas, diarreias, dores
abdominais, efeitos colaterais gerais como dispepsias, adinamias (reducao da
forca muscular), astenias, além de efeitos neuroldégicos como cefaleias, insonia,
parestesias periorais, e efeitos dermatoldégicos como pruridos, exantemas,
modifica¢bes da cor da pele (LIGNANI JUNIOR et al., 2001; GIR et al., 2005).

As complicacdes metabdlicas também se tornaram uma das principais
desvantagens da TAR. O acumulo anormal de gordura visceral e subcutanea
como lipoatrofia (diminuicdo da gordura nos membros e face) sdo duas
complicagbes que s&o vistas com frequéncia elevada em pacientes recebendo
ARVs. Esta distribuicdo irregular de gordura no corpo decorrente do uso
prolongado dos medicamentos foi caracterizada como sindrome lipodistréfica do
HIV. Do mesmo modo, o aumento de triglicérideos e de colesterol nestes
pacientes, e o aumento da resisténcia periférica a insulina, levando a diabetes
mellitus (DM), leva ao aumento do risco de doenga cardiovascular. Outras
desordens metabdlicas observadas foram o aumento da pressédo diastélica,
colesterol total, diminuicdo do HDL, aumento do PAI-1 (inibidor do ativador do
plasminogénio) e tPA (ativador do plasminogénio tecidual) (SOSA, 2007; DE
ALENCAR et al., 2008).

Pelos fatores apresentados, fica evidente a necessidade da descoberta
e/ou desenvolvimento de novos e eficientes farmacos ARVs que sejam efetivos
para compor regimes terapéuticos adequados, menos toxicos e com atividade
contra virus resistentes (SOSA, 2007; ESTE e CIHLAR, 2010).

3.6.1 Farmacos antirretrovirais
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O tratamento da infeccdo pelo HIV tem evoluido continuamente. A
disponibilidade de diferentes farmacos e seu uso combinado transformou o
tratamento dos pacientes de tal modo que a morbidade e mortalidade declinaram
drasticamente (BRODER, 2010). Tradicionalmente, a pesquisa para o0
desenvolvimento de novos antirretrovirais contra o HIV tem se concentrado na
inibicdo dos sitios ativos enzimaticos virais (SERRAO et al., 2013), porém o ciclo
de replicacdo complexo deste virus oferece muitas oportunidades para
intervencgédo farmacoldgica (PECANHA et al., 2002; ADAMSON e FREED, 2010;
ESTE e CIHLAR, 2010).

Até o fim de 2014, vinte e oito medicamentos antirretrovirais pertencentes
a seis classes farmacoldgicas diferentes foram aprovados para o tratamento do
HIV/AIDS (PAU e GEORGE, 2014): inibidores da transcriptase reversa
nucleosideo-nucleotideos (ITRN), inibidores da transcriptase reversa nao-
nucleosideos (ITRNN), inibidores de protease (IP), inibidores da fusdo (IF),
antagonistas do co-receptor CCR5 (ACCR5) e inibidores da integrase (IIN)
(BRODER, 2010; ESTE e CIHLAR, 2010; MEHELLOU e DE CLERCQ, 2010;
BRASIL, Ministério da Saude, 2014a). Dependendo do estado e da idade do
paciente, a TAR é composta por no minimo trés antirretrovirais combinados,
sendo dois medicamentos de classes diferentes (que poderdo ser combinados
em um s6 comprimido) (BRASIL, Ministério da Saude, 2014a) de maneira a inibir
duas etapas da replicacéo viral, podendo diminuir em até 100 vezes o ritmo de
producdo do virus (MELO et al.,, 2006; PORTELA e LOTROWSKA, 2006).
Geralmente, 0 esquema terapéutico de primeira linha € composto por dois ITRNs
e um terceiro agente, este ultimo, geralmente pertence a classe dos ITRNNs ou
um dos varios inibidores de protease. Medicamentos de classes farmacologicas
mais recentes, como o raltegravir ou maraviroc, ou novos farmacos de classes
existentes anteriormente, com perfis de resisténcia melhorados (por exemplo,
darunavir, tipranavir e etravirina) sdo opc¢fes para pacientes que exibem
resisténcia aos esquemas de tratamento de primeira linha (ESTE e CIHLAR,
2010).

3.6.2 Inibidores da transcriptase reversa nucleosideo-nucleotideos (ITRN)
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O primeiro antirretroviral para uso clinico, o Retrovir® (Azidotimidina ou
Azidovudina, AZT) (Figura 4 A), um ITRN, foi aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) americano em 1987 (CIHLAR e RAY, 2010; ESTE e
CIHLAR, 2010). Ap6s 27 anos, estdo atualmente disponiveis para uso na
terapéutica anti-HIV o0s seguintes medicamentos desta classe: didanosina,
zalcitabina, estavudina, lamivudina, abacavir tenofovir disoproxil fumarato (pro-
farmaco para a administracao oral do tenofovir) e a emtricitabina (Figura 4) (PAU
e GEORGE, 2014).
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Figura 4 Estrutura quimica dos ITRN’s em uso clinico. A) AZT; B) didanosina; C)
zalcitabina; D) estavudina; E) lamivudina; F) abacavir; G) tenofovir disoproxil; H)
emtricitabina.

O dominio catalitico da transcriptase reversa, heterodimero p66/p51,
chamado de dominio “palma”, apresenta dois sitios de ligagdo que podem ser
considerados alvos para intervengdo quimioterapica. Os ITRNs agem no sitio de
ligagcdo do substrato, porém precisam sofrer fosforilacdo intracelular que os
converte em sua forma 5'-trifosfato (Figura 5). Assim, eles competem com seus
correspondentes enddgenos para incorporacdo pela TR. Se o inibidor for

incorporado a cadeia de DNA em formacgéo, ele atua como um terminador de
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cadeia. J& os ITRNNs agem em um sitio alostérico (PECANHA et al., 2002;
CIHLAR e RAY, 2010; MEHELLOU e DE CLERCQ, 2010).
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Figura 5 Fosforilacdo intracelular do AZT. Etapas 1 a 4: fosforilagdo do AZT por
enzimas quinases intracelulares; 4 associacdo como substrato alternativo da TR;
5 incorporagdo ao material genético viral e interrup¢céo da cadeia. Adaptado de
PECANHA et al., 2002; CIHLAR e RAY, 2010.

3.6.3 Inibidores da transcriptase reversa ndo-nucleosideos (ITRNN)

Os ITRNNs (Figura 6) ndo necessitam de fosforilacédo intracelular para
exercer sua acao farmacoldgica, uma vez que atuam em um sitio alostérico, sua
principal vantagem em relagdo aos ITRNs. Esta resulta em uma mudanga
conformacional que leva a inativagdo enzimética. Porém, em virtude destes
farmacos apresentarem praticamente o mesmo modo de ligacdo, mutacdes que
levam a resisténcia a farmacos desta classe podem levar a resisténcia cruzada
(PECANHA et al., 2002; ESTE e CIHLAR, 2010; PAU e GEORGE, 2014).
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Figura 6 Estrutura quimica dos ITRNN’s em uso clinico. A) nevirapina; B)
etravirina; C) efavirenz; D) delavirdina, E) rilpivirina.

3.6.4 Inibidores de protease (IP)

Os IPs (Figura 7) exibem sua acao através da ligagdo com o sitio catalitico
da protease, conduzindo ao blogueio das atividades proteoliticas desta enzima.
Assim, as particulas virais infecciosas maduras ndo sao formadas, uma vez que
a HIV protease é a responsavel pelo processamento das poliproteinas virais,
levando a formacé&o das proteinas estruturais e funcionais do virus (PECANHA
et al., 2002; MEHELLOU e DE CLERCQ, 2010; PAU e GEORGE, 2014).
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Figura 7 Estrutura quimica dos inibidores de protease em uso clinico. A)
saquinavir; B) indinavir; C) ritonavir; D) nelfinavir; E) amprenavir; F) lopinavir; G)
fosamprenavir; H) atazanavir; 1) tipranavir; J) darunavir.

3.6.5 Inibidores da fuséo (IF)

Uma das principais etapas da infecgdo por HIV é a interacdo entre a
gpl20 e o receptor na superficie celular CD4. Isto resulta em mudangas

conformacionais que levam ao desmascaramento de um segundo sitio de
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ligacdo na gp120 para co-receptores. O estabelecimento da ligacdo produz uma
conformacao ativa da proteina transmembrana gp4l, que permite a fusdo do
virus com a membrana celular (MEHELLOU e DE CLERCQ, 2010). O unico IF
aprovado € o enfuvirtide (Figura 8), o qual interfere com este processo atraves
da ligacdo a gp4l, de maneira a impedir que ocorram as mudancas
conformacionais. Devido ao seu mecanismo de acao Unico, hdo ha resisténcia
cruzada com outros antirretrovirais. Entretanto, deve ser administrado por via
subcutanea duas vezes ao dia, produzindo na maioria dos pacientes algum grau
de reacdo no local da injecdo, que se manifesta como dor, eritema, nédulos,

equimoses, além de reacdes de hipersensibilidade (PAU e GEORGE, 2014).
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Figura 8 Estrutura quimica do enfuvirtide.

3.6.6 Antagonistas do co-receptor CCR5 (ACCR5)

A fusdo também depende da ligacdo da gpl20 a receptores de
guimiocinas, ou co-receptores, sendo 0s mais importantes o0 CCR5 e CXCR4
(MEHELLOU e DE CLERCQ, 2010). O maraviroc (Figura 9), introduzido em
2007, é o unico antagonista de CCR5 aprovado para utilizagdo em pacientes
sujeitos a cepas virais que utilizam como co-receptor o CCR5. Este farmaco liga-
se seletivamente ao CCR5, e assim bloquea a interacdo do HIV. No entanto, ele
nao bloqueia a entrada de virus do HIV CXCR4-tropico ou cepas que utilizem
tanto o0 CCR5 quanto o CXCR4 para entrada na célula hospedeira. Assim, deve
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ser realizado um teste de tropismo antes de sua prescricdo (PAU e GEORGE,
2014). Atualmente, € o0 Unico agente terapéutico que tem como alvo uma

estrutura da célula hospedeira.
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Figura 9 Estrutura quimica do maraviroc.

3.6.7 Inibidores da integrase

Os inibidores da integrase compdem a mais recente classe de farmacos
anti-HIV aprovada para uso clinico no tratamento da AIDS, sendo a HIV-IN um
dos alvos mais promissores para pesquisas de novos antirretrovirais (DI SANTO,
2014).

A incorporacdo do DNA proviral no DNA cromossémico da célula
hospedeira € um elemento essencial no ciclo de replicacdo do HIV, este
processo, conhecido como integracao, é realizado por intermédio da HIV-IN. Os
[INs blogqueiam esta enzima, ligando-se a interface do complexo IN-DNA,
impedindo que seja realizada a formacao de ligacGes covalentes entre o DNA
hospedeiro e o DNA proviral, evitando a incorporacgéo deste ultimo (MEHELLOU
e DE CLERCQ, 2010; PAU e GEORGE, 2014). Atualmente, existem apenas trés
inibidores da integrase licenciados pelo FDA: raltegravir (2007), elvitegravir
(2012) e dolutegravir (2013) (Figura 10). Estes agentes séo classificados como
inibidores de transferéncia de fita da integrase (INSTI: integrase strand transfer
inhibitors), os quais atuam quelando atomos de Mg?* que a enzima utiliza como
cofator (VOET et al., 2011; CARCELLI et al., 2014; PAU e GEORGE, 2014).

Os INSTI séo bem tolerados e potentes, podendo diminuir rapidamente
o conteudo de RNA viral. Todos os farmacos desta classe, devido ao seu

mecanismo de acdo, podem ligar-se a cations polivalentes e, assim, tém o
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potencial de interacdo com medicamentos como antiacidos de magnésio,
aluminio e calcio (PAU e GEORGE, 2014).
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Figura 10 Estruturas quimicas dos inibidores da HIV-IN em uso clinico. Em A
raltegravir; B elvitegravir; C dolutegravir.

3.7 Integracéao e HIV-integrase como alvo para farmacos

O processo de integracdo é dividido em duas fases, ambas realizadas
pela HIV-IN: a reacdo de processamento 3'(3’P), que corresponde a clivagem
endonucleotidica de 2 nucleotideos do 3’-terminal do cDNA viral, e a reagéo ST,
etapa em que o cDNA é incorporado ao DNA da célula hospedeira. A integracéo
ocorre dentro do complexo de nucleoproteinas, chamado de complexo de pré-
integracdo (PIC), formado no citoplasma, apés a transcricao reversa, pelo cDNA
e proteinas virais como a HIV-IN e posteriormente transportado para o nucleo
celular (VOET et al., 2011; DI SANTO, 2014).

A HIV1-IN (Figura 11) é uma proteina de 32 kDa, composta por trés
dominios estruturais: N-terminal (NTD, residuos 1 a 50), onde ocorre a ligacéo
com Zn?*, central catalitico (CCD, residuos 51 a 212), que contém a triade
catalitica formada por trés aminoacidos acidos altamente conservados (acidos
asparticos 64 e 116, e acido glutamico 152) responsaveis pelas reagbes 3'P e
ST, e o C-terminal (CTD, residuos 213 a 288), onde ocorre a ligacdo ao DNA
(MELO et al., 2006; VOET et al., 2011; DI SANTO, 2014). As estruturas dos trés
dominios foram determinadas individualmente, além das estruturas do dominio

CCD ligado aos dominios NTD e CTD. As interagdes entre estas subunidades
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sdo altamente dinamicas, uma propriedade que € essencial para a funcéo
biol6gica da HIV1-IN (DI SANTO, 2014).
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Figura 11 Em A: representacao da estrutura da integrase de HIV (WIELENS et
al., 2005). Em B: representacao tridimensional do complexo IN-DNA de PFV
(prototype foamy virus), cddigo no Protein Data Bank (PDB) 30S0 (MAERTENS
et al., 2010).

No dominio NTD estéo dois residuos de histidina e dois de cisteina, os
responsaveis pela coordenacgdo e ligacdo a atomos de Zn?* (esta regido é
conhecida como “HHCC zinc-binding motif”), que seriam importantes, porém néo
essenciais, para a funcao biologica. Apesar de sua funcédo biolégica ainda néo
ter sido determinada com exatiddo, o mais aceito € que o NTD interaja com o
dominio catalitico, formando um multimero essencial para as reagbes 3'P e ST,
além de facilitar a multimerizacdo da integrase (ERIKETI et al., 2007). Presente
no dominio central catalitico, a triade catalitica Asp 64, Asp 116 e Glu 152
apresenta grupos carboxilato carregados negativamente coordenados com dois
fons metalicos Mg?*, os quais atuam como cofatores enzimaticos. No dominio
CTD ocorre a ligagdo ao DNA do hospedeiro de forma inespecifica. Embora a
atividade catalitica ocorra primariamente devido a agdo do dominio principal,
tanto o CTD quanto o NTD s&o necessarios para ambas as reagdes de 3'P e ST
(VOET et al., 2011; BLANCO e MARTINEZ-PICADO, 2012).

O processo de integracdo inicia-se no citoplasma, apds a converséo do

RNA viral em DNA. O material genético do HIV reune sequéncias especificas de
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quatro nucleotideos (CAGT) dentro de regifes de repeticdes terminais longas
(LTR: long terminal repeat,) em cada porcéo final da fita de DNA viral. A enzima
reconhece estas sequéncias e catalisa a clivagem dos nucleotideos GT das
extremidades 3', originando um DNA processado com o final CAOH-3’ (Figura
12). Esta reacgdo ocorre através da hidrélise “one-step” da ligacao fosfodiéster do
dinucleotideo 3'-CA. Para que este procedimento ocorra sdo necessarios ions
metalicos Mg?* e um nucledfilo. Os a&tomos do metal ativam moléculas de agua,
as quais atuam como nucledfilo desta reacdo. Posteriormente, o grupo OH
ativado ataca a ligacao fosfodiéster no nucleotideo adenosina e como produto
desta reacdo tém-se CAOH -3’e 5-GT-3’ (ERIKETI et al., 2007; DI SANTO,
2014).
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Figura 12 Etapas da integracao.

O grupo hidroxila do terminal 3’-OH formado sera o nucledfilo que a
integrase necessita para atacar as ligac6es fosfodiéster em ambas a fitas do
DNA hospedeiro, abrindo a cadeia e permitindo a incorporagcdo do material
genético viral, em uma reacado de transferéncia de cadeia, ou transferéncia de
fita (Figura 12), que ocorre no ndcleo. Esta reacao também necessita de &tomos
de Mg?* para ocorrer. Neste processo, a HIV-IN catalisa a reacéo de juncéo das
terminacdes 3’-OH do DNA viral com 5’-fosfato do DNA do hospedeiro, a qual é
seguida de etapas de reparacao e ligacdo (ERIKETI et al., 2007; VOET et al.,
2011; DI SANTO, 2014). Os ions metalicos desempenham um duplo papel
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durante a etapa ST: eles ajudam a estabilizar o complexo DNA-enzima e facilitam
o fluxo de carga do grupamento viral 3'-OH para o grupo 5-OH do DNA
hospedeiro (DI SANTO, 2014) (Figura 13).
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Figura 13 Representacéo da atividade dos 4&tomos de Mg?* durante a etapa de
transferéncia de fita. Ataque da extremidades 3 -OH do DNA viral (em vermelho)
a ligacéo fosfodiéster do DNA do hospedeiro (em azul) sendo coordenado por
ions metalicos (DI SANTO, 2014).

O processo de obtencdo de complexos cristalograficos da HIV-IN
completa e ligada ao DNA permanece muito complexo, fazendo com que 0s
estudos cristalograficos que auxiliam no entendimento da acdo desta enzima tém
se focado no uso de retrovirus relacionados. O mais empregado para este fim é
o PFV. Apesar de ser inofensivo, a estrutura de sua integrase (Figura 14) é muito
semelhante a do HIV, e € um excelente modelo para estudos de integracao

retroviral (MAERTENS et al., 2010).

Figura 14 Demonstracdo do processo da integragéo realizado pela integrase.
Em A o DNA do hospedeiro e em B DNA viral. Representacéo tridimensional do
complexo IN-DNA de PFV (PDB 30S0).
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Os INSTI podem ser considerados uma classe de farmacos promissores,
pois atuam em um alvo novo comparado aos primeiros medicamentos
introduzidos na pratica clinica, possuem atividade contra cepas de HIV-1
resistentes aos inibidores da HIV-TR e HIV-PR, além do fato de que células de
mamiferos ndo apresentam enzimas integrase, o que torna essa classe
altamente especifica contra o virus e, portanto, de baixo potencial para
toxicidade (BLANCO e MARTINEZ-PICADO, 2012).

3.8 Mecanismo de inibicdo da HIV-IN pelos INSTI

A guelacdo do cofator Mg?*, mecanismo pelo qual os INSTI exercem sua
acdo, provou ser uma estratégia de sucesso na concepcao de inibidores desta
enzima (CARCELLI et al.,, 2014), de maneira que um grande numero de
compostos detentores desta atividade tém sido estudados como inibidores da
HIV-IN, como os dicetoacidos (GOLDGUR et al., 1999) (DCA’s), e analogos
como as naftiridonas (GARVEY et al., 2008), além dos acidos 4-quinolona-3-
carboxilicos (DAYAM et al., 2008), pirimidonas carboxamidas (ROGOLINO et al.,
2012) (Figura 15) e outras classes quimicas relacionadas aos DCA’s (VOET et
al., 2011)
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Figura 15 Estrutura quimica de compostos detentores de atividade anti HIV-IN
de diferentes classes quimicas. A) DCA; B) naftiridona; C) acido 4-quinolona-3-
carboxilico; D) pirimidona carboxamidas.

Os DCAs séo p-dicetonas derivadas do &acido benzopiravico.
Normalmente, cetonas apresentam duas formas tautoméricas, a propria cetona
e seu enol correspondente, sendo a primeira mais estavel, sendo que em

algumas situacdes o equilibrio pode ser deslocado a favor da forma endlica. Nas
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B -dicetonas este equilibro tautomérico € deslocado a favor do enol (no caso,
ceto-enol), pois ocorre a formacdo de uma ligacdo hidrogénio intramolecular
entre o oxigénio carbonilico e o hidrogénio endlico (Figura 16) (RUSTICI et al.,
2006). Este grupamento, quando na presenca de ions metélicos e de pH bésico,
pode ser facilmente desprotonado, gerando um dianion que pode interagir com
dois ions divalentes (MAURIN et al., 2004). Isto faz com que os DCAs e
compostos relacionados consigam quelar os co-fatores da HIV-IN (CARCELLI et
al., 2014).
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Figura 16 Estrutura do acido benzopirtvico e representacédo do equilibrio ceto-
endlico deslocado a favor da forma endlica.

Outra caracteristica estrutural importante para a inibicdo da reacdo ST
pelos DCAs e analogos € a presenca de uma cadeia lateral aromatica ligado ao
grupamento dicetona por uma cadeia flexivel. A estrutura mais comum entre 0s
inibidores mais potentes € um grupamento benzila (-CH2-Ph) substituido por um
ou mais atomos de halogénio, inclusive sendo encontrado na maioria dos
compostos que estdo ou ja foram submetidos a ensaios clinicos (COTELLE,
2006) e aos farmacos inibidores da HIV-IN jA em uso (Figura 10) (CARCELLI et
al., 2014). Esta importancia reside no fato de que esta subestrutura liga-se a
HIV1-IN através da interacdo com uma alca desordenada na enzima formada
pelos residuos de aminoacidos 140 a 149. Essa ligacdo ocorre primariamente
por uma interacao hidrofébica aromatica com o residuo Tyrl43, sendo que a
presenca de mutacdes neste aminoacido em cepas virais leva a resisténcia ao
Raltegravir. Na integrase de PFV este residuo corresponde a Tyr 212, o qual
auxilia a formacéo da alca correspondente (residuos 209 a 218) neste virus,
assim como a Pro 214, conforme pode ser visualizado na Figura 18 (HARE et
al., 2010; METIFIOT et al., 2011).

Além dessas caracteristicas estruturais, é possivel que outras interacdes
também sejam necessarias para que ocorra a inibicao da reacao ST pelos DCA’s
e analogos, como ligagbes hidrogénio, que foram observadas em estudos de
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docagem e dinamica molecular (GOLDGUR et al., 1999; HEALY et al., 2009;
ROGOLINO et al., 2012). O farmacoforo dos DCA'’s é representado na Figura
17.

Anel aromatico ou

heteroaromético Carboxilato/Bioisdstero

Grupo B-dicetoacidos

Figura 17 Farmacoforo dos DCA’s, adaptado de ROGOLINO et al., 2012.

A partir da estrutura dos DCAs, muitos estudos foram desenvolvidos, com
diferentes classes de estruturas quimicas analogas, até que o primeiro sucesso
atil na pratica clinica veio apenas em 2007, com a aprovacdo pelo FDA e
lancamento do raltegravir (N-[(4-flGor-fenil)-metil]-1,6-di-hidro-5-hidroxi-1-metil 2-
[1-metil-1-[[(5-metil-1,3,4-0xadiazol-2-il)-carbonil]-amino]-etil]-6-0x0-4 pirimidino-
carboxamida) (VOET et al., 2011; ROGOLINO et al., 2012; PAU e GEORGE,
2014), ou Isentress®, pela Merck. O esquema 2D simplificado da ligagdo do
raltegravir ao sitio de ligacéo da PFV-IN é apresentado na Figura 18. As Figuras
18 a 20 apresentam os trés farmacos da classe dos IN em uso clinico, destaca-
se a ligacdo ao metal Mg?* e a interacdo com o aminoacido Pro 214, as quais
sdo essenciais para a inibicao da reacdo ST pelos DCAs e anélogos.
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Figura 18 Esquema 2D da ligagédo do raltegravir ao sitio de ligacdo da PFV-IN.
Figura gerada com o software PoseView (STIERAND et al., 2006) a partir de
PDB 30YA.
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Apobs o0 sucesso da pesquisa com o raltegravir, muitas outras tentativas de
desenvolvimento de farmacos que atuassem pelo mesmo mecanismo foram
realizadas utilizando estruturas bioisosteras dos DCAs e através da estratégia
de simplificacdo molecular. Estes estudos levaram a descoberta do elvitegravir,
segundo farmaco da primeira geragcao dos inibidores da HIV-IN, (6-[(3-cloro 2-
flaor-fenil)metil]-1-[(2S)-1-hidréxi-3-metil-butan-2-il]-7-metoéxi-4o0xo-1,4
dihidroquinolina- 3 &cido carboxilico), o qual € um monocetoacido (MCA),
resultante de modificacbes no nucleo DCA (DI SANTO, 2014). O esquema 2D
simplificado da ligacdo do elvitegravir ao sitio de ligacdo da PFV-IN é
apresentado na Figura 19.

Posteriormente, foi langado no mercado o primeiro farmaco da segunda
geracdo de inibidores da HIV-IN, o dolutegravir (3S,7R)-N-[(2,4-difldorfenil)-
metil]-11-hidréxi-7-metil-12-oxo0-4-oxa-1,8-diazatriciclo[8.4.0.0]tetradeca-10,13-
dieno-13-carboxamida) (DI SANTO, 2014). A Figura 20 apresenta o esquema 2D
simplificado da ligacao do dolutegravir ao sitio de ligacao da PFV-IN.

e i 02144
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Figura 19 Esquema 2D da ligacéo do elvitegravir ao sitio de ligacdo da PFV-IN.
Figura gerada com o software PoseView (STIERAND et al., 2006) a partir de
PDB 3L2U.
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Figura 20 Esquema 2D da ligacdo do dolutegravir ao sitio de ligacdo da PFV-IN.
Figura gerada com o software PoseView (STIERAND et al., 2006) a partir de
PDB 3L2U.

Além da inibicdo da etapa de ST, outras estratégias tém sido pesquisadas
com intuito de promover inibicdo do processo de integracao: (i) inibicdo da
interacdo do cDNA ao sitio ativo da enzima, através da ligacdo a extremidade
do cDNA (antagonistas da ligacdo da HIN-IN ou do PIC ao DNA viral)
(PANNECOUQUE et al., 2002; VOET et al., 2011); (ii) inibicdo da multimerizacao
da HIV-IN, impedindo assim que a enzima desenvolva sua atividade biologica
(VOET et al., 2011); (iii) inibicdo da interagéo da HIV-IN com cofatores celulares,
como a LEDGF/75, uma proteina que atua como um determinante do sitio de
integracdo no genoma viral (ERIKETI et al., 2007; VOET et al., 2011; BHATT et
al., 2014).

3.9 Pirimidonas/Pirimidinas/Piridopirazinas

Pirimidonas sdo compostos heterociclicos contendo o nucleo base
representado na Figura 21, sendo provenientes de estruturas chamadas de
pirimidinas. Este nucleo é uma das estruturas heterociclicas de maior relevancia
bioldgica, aparecendo com destaque nas estruturas dos acidos nucleicos e em
muitos compostos farmacologicamente ativos (DHUGURU et al., 2011; PATEL
et al., 2014). As pirimidinas compdem uma classe de compostos de enorme

interesse para as pesquisas ha area do desenvolvimento de novos farmacos com
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acao anti-HIV. Varios antirretrovirais ja em uso séo derivados destes compostos
atraves de insercdes de diferentes substituintes em seu nucleo basico, como por
exemplo, 0 AZT e o raltegravir (PATEL et al., 2014).

0 HO 0
NH ‘ SN Nl)\/(OH ~N
R
AN B N c N pN

Figura 21 A) Nucleo base das pirimidonas; B) pirimidinas; C) dihidroxipirimidinas;
D) N-metilpirimidona.

Focando-se na inibicdo do processo de transferéncia de fita, apds a
descoberta dos DCAs foi descoberto que um derivado de pirimidona contendo
o farmacéforo dos DCA’s (Figura 22) apresentava agao inibitéria sobre a HIV-IN
(PATEL et al., 2014). Posteriormente, algumas pirimidinas (dihidroxipirimidinas)
carboxamidas e N-metilpirimidonas (Figura 23) foram testadas para avaliacdo da
capacidade inibitéria sobre a HIV-IN, mostrando-se potentes. A presenca do
grupamento carboxamidas (Figura 23) provou ser de grande valia para atividade
anti-HIV das estruturas contendo o farmacéforo DCA. A partir desses nucleos
bases supracitados, muitas variagcbes com diferentes substituicdes foram
realizadas, gerando diversas estruturas como as pirimidonas biciclicas,
pirimidonas com anéis tiazolicos, variacdes de dihidroxipirimidinas, entre outros
compostos com atividade anti HIV-IN, levando em ultima andlise a descoberta
do raltegravir (MAERTENS et al., 2010; PATEL et al., 2014).

Figura 22 Composto pirimidinico baseado em (-dicetoacido. Em A porcdo
pirimidinica, em B porgédo B-dicetoacida, em C carboxila como um bioisostero
presente no farmacoforo dos DCA’s. Adaptada de Patel e colaboradores (PATEL
et al., 2014).
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Figura 23 Estrutura com insercéo do grupamento carboxamidas a pirimidona.

Piridopirazinas sao estruturas hetero-biciclicas que possuem o ndcleo
basico demonstrado na Figura 24. Dihidroxipiridopirazinas (Figura 24) sao
estruturas derivadas das piridopirazinas, e apresentam atividade anti HIV-IN pelo
mecanismo de inibi¢do da transferéncia de fita, sendo compostos relacionados
aos DCAs (WAI et al., 2007).
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Figura 24 Estrutura basica das piridopirazinas em A; dihidroxipiridopirazinas em
B.

3.10 Planejamento de farmacos auxiliado por computador

O desenvolvimento de um novo farmaco envolve estudos altamente
complexos e interdisciplinares. Por muito tempo, este processo era realizado
apenas com ensaios biolégicos e modificacdes de estruturas quimicas utilizando
sintese organica ou a partir de produtos naturais. Atualmente, além das técnicas
classicas de sintese e ensaios biolégicos, métodos como Cristalografia de
Proteinas, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Ensaios em Larga Escala
(High—Throughput Screening), Quimica Combinatéria, e varios outros, sdo de
larga utilizacdo no desenvolvimento de novos compostos quimicos. Entre eles
encontra-se 0os métodos de Planejamento de Farmacos Auxiliado por
Computador (CADD: Computer-Aided Drug Design), area que envolve uma série
de técnicas computacionais Uteis para descobrir, planejar e aperfeicoar in silico
compostos biologicamente ativos, com a finalidade de serem utilizados como
novos farmacos (SANTOS FILHO e ALENCASTRO, 2003; BARREIRO et al.,
1997; SANT'ANNA, 2002; LIMA, 2007).
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As pesquisas de CADD sobre inibidores de HIV-IN evoluiram apos
cristalizacdo e depdsito no PDB do complexo 1QS4 (GOLDGUR et al., 1999).
Além de ter sido muito util para confirmar a regido onde se localiza a triade
catalitica, este complexo ajudou a aumentar a compreenséao sobre a forma como
esta enzima age e sobre 0 mecanismo de acdo dos inibidores. Também foi
possivel a realizacao dos primeiros estudos de docagem molecular, uma vez que
o arquivo cristalografico se tornou disponivel publicamente (BARRECA e
MONFORTE, 2006; ROGOLINO et al., 2012; BHATT et al., 2014). Abordagens
de CADD vém sendo utilizadas ha anos para pesquisar 0s varios aspectos
necessarios para o planejamento racional de inibidores da HIV-IN.

Além dos trabalhos baseados na estrutura do alvo molecular supracitados,
varios estudos QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) foram
realizados com diversas classes de compostos, no intuito de determinar quais
descritores quimicos sdo importantes para o planejamento de novos prototipos
baseado apenas na estrutura de ligantes e aumentar a compreensao sobre o
mecanismo de inibicdo (MELO et al., 2006), como os estudos de Raghavan e
colaboradores (1995), Mahindra e Kulkarni (2002), Saiz-Urra e colaboradores
(2007), Magalhaes e colaboradores (2013) e Bhatt e colaboradores (2014).

A realizacéo dos estudos in silico voltados para o planejamento de novos
farmacos vem despertando o interesse de autoridades regulatérias e industrias.
O estimulo para a realizacdo destes estudos visa, basicamente, a reducao de
custos gerais e aumento da velocidade na obtencdo de bons resultados, a
diminuicao da utilizacdo de animais de laboratorio, e um melhor gerenciamento
ambiental dos sistemas produtivos, gracas a geracao de uma menor quantidade
de residuos quimicos e biolégicos decorrentes dos processos de sintese e
ensaios biolégicos (ERIKSSON, L. et al., 2003).

3.10.1 QSAR

Uma das abordagens mais utilizadas em CADD para o planejamento de
novas moléculas candidatas a farmacos e para predi¢cao do potencial de impacto
ambiental de substancias quimicas sdo os estudos QSAR. Esta abordagem
baseia-se na hipotese de que o comportamento de uma classe de compostos

analogos em um sistema bioldgico in vitro ou in vivo pode ser quantitativamente
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descrito por modelos mateméaticos multiparamétricos (FERREIRA et al., 2002;
TAVARES, 2004).

Estes modelos, quando obtidos com sucesso, sao capazes de explicar as
complexas relacdes entre as variaveis independentes (VI) e dependentes (VD)
em estudo. No caso em questdo, as VIs sdo descritores moleculares que
codificam aspectos estruturais e propriedades fisico-quimicas de interesse. Ja
as VD correspondem a uma ou mais atividades biolégicas. Ferramentas
matematicas sdo empregadas com intuito de obter equac¢des que descrevam as
variacbes na propriedade de interesse em funcdo dos descritores, e desta
maneira, possam ser utilizadas para realizar a predicdo de uma atividade
biolégica, ou mesmo outra propriedade fisico-quimica de interesse.
Posteriormente a obtencdo das equacdes (modelos), estas podem ser
empregadas para orientar a sintese de novas moléculas com propriedades
otimizadas, pois de antemdo ter-se-a a provavel poténcia terapéutica ou
toxicidade do mesmo, o que indicara se pode haver interesse ou ndo em sua
preparacdo. Como os estudos QSAR consideram diferentes moléculas com
diferentes poténcias perante um mesmo sistema biologico, os modelos de
predicdo que utilizam os descritores consideram o quanto a atividade esta
variando em funcédo destes descritores, que por sua vez dependem basicamente
das variacdes nas estruturas quimicas em estudo (FERREIRA et al., 2002;
KUBINYI, 2008; MONTANARI, 2011).

Atualmente, em estudos QSAR, estdo disponiveis para uso diferentes
tipos de descritores moleculares. A Tabela 2 apresenta as principais classes de
descritores moleculares, de acordo com a classificacdo e segundo a metodologia
utilizada para obté-los (MONTANARI, 2011).
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Tabela 2 Classificacdo dos descritores moleculares.

Classe Exemplo de descritores
Constitucionais Massa molar, nUmero de elétrons de
valéncia
Fisico-quimicos Ponto de fuséo, solubilidade
Topoldgicos indices de Randic, indices de kier
Geomeétricos (estruturais) Comprimentos de angulos de ligacao,

volume de Van der Waals

Eletrénicos Cargas atbmicas, momento dipolar
Combinados Densidade de carga superficial, indices

eletrotopoldgicos

Fonte: MONTANARI, 2011.

3.10.1.1 Métodos de selecdo de variaveis/construcdo dos modelos
QSAR

Em QSAR, normalmente sdo obtidos descritores em numero muito
elevado. Assim, € necessario utilizar metodologias que selecionem aqueles que
mais contribuem para a atividade biologica, os quais fardo parte do modelo
(MARTINS, 2010). O processo de selecdo de variaveis baseia-se em encontrar,
dentre aquelas selecionadas para estudo, aqueles sub-conjuntos capazes de
produzir modelos matematicos que descrevam adequadamente os valores
observados da atividade bioldgica (FERREIRA et al., 2002).

Existem varios métodos disponiveis na literatura para a realizacdo da
selecdo de variaveis, estes sdo empregados em conjunto com as metodologias
de obtencdo dos modelos mateméaticos (FERREIRA et al., 2002; MONTANARI,
2011). Para a selecao, as ferramentas mais empregadas sdo os métodos de
busca sistematica, algoritmo genético e quimiométricos.

Em relacdo a obtencdo dos modelos, os métodos mais empregados sédo
0s baseados em regressao linear, como exemplo tem-se a regressao linear
multipla (multiple linear regression, MLR), regressao por quadrados minimos
parciais (partial least-squares, PLS), regressdo por componentes principais
(principal component regression, PCR), e métodos nao-lineares como o0s
baseados em redes neurais artificiais (MARTINS e FERREIRA, 2013).

Historicamente, a regressdo multivariada era feita usando MLR, o qual

tem bom desempenho quando o numero de descritores € menor do que o
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namero de compostos. Porém, programas modernos de modelagem usados em
estudos de QSAR geram um elevado numero de descritores que frequentemente
sdo altamente correlacionados entre si, especialmente em anélises de QSAR-
3D a 6D. Levando isto em consideracdo, o método MLR nado pode ser usado
nesses casos, a menos que se faca uma selecdo de variaveis criteriosa. Para
evitar esses problemas, séo utilizados métodos de projecao, também conhecidos
como métodos de regressao bilineares, como o PCR ou PLS. Quando esses
métodos séo aplicados, o numero de descritores e as correlagbes entre eles
deixam de ser um problema (MARTINS e FERREIRA, 2013).

3.10.1.2 Validacao dos modelos QSAR

Para que uma equacdo de regressdo seja usada como um modelo
matematico de previsdo € preciso que ela seja validada através de diversos
testes estatisticos. Esta validacdo deve ser realizada antes de sua interpretacao
e utilizacao, para que atividades biol6gicas ou outras caracteristicas de interesse
sejam previstas de maneira confidvel. Os testes estatisticos devem ser usados
para avaliar a capacidade de previsdo dos modelos em relacdo aos compostos
gue auxiliaram na construgéo destes, processo denominado validacéo interna, e
também a compostos que ndo foram empregados em sua obtencdo, ou
validacdo externa (KIRALJ e FERREIRA, 2009).

Em relacdo a validacao interna (Tabela 3), os testes estatisticos avaliam
o grau de ajuste, significancia e previsibilidade. O grau de ajuste do modelo &
avaliado através dos parametros R? (coeficiente de determinacdo mdltipla) e do
RMSEC (raiz quadrada do erro da calibracdo). Para avaliacdo da significancia é
aplicado o teste F (Teste de Fischer). O grau de previsibilidade do modelo, na
validacdo interna, é testado pela validacdo cruzada através da excluséo
individual de uma amostra, reconstrucao do modelo sem esta, e finalmente o uso
do modelo para calcular o valor da amostra excluida. Ao final deste processo é
possivel obter 0 QZ%.00 (coeficiente de determinacdo entre as atividades
biolégicas observadas e preditas durante o processo de validagdo cruzada
leave-one-out, LOO), o qual representa a quantidade de informacdo ou

variabilidade que o modelo pode prever. Na validacdo cruzada & também
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calculado o RMSECYV (raiz quadrada do erro da validacao cruzada), que deve
apresentar o menor valor possivel (FERREIRA et al., 2002).

Na validacdo interna também s&o realizados os testes de validacdo
cruzada leave-N-out (LNO), visando medir a robustez do modelo. Nesse teste
retira-se um numero de compostos do modelo (o “N”), o qual é reconstruido sem
0S mesmos, e 0 hovo modelo é utilizado para prever a atividade das amostras,
podendo-se, entdo calcular o Q?.no (coeficiente de correlagéo entre as atividades
biolégicas observadas e preditas durante o processo de validacdo cruzada
leave-N-out). Além disto, faz-se a andlise da possibilidade de que as
variabilidades explicadas e preditas pelo modelo devem-se a ocorréncias ao
acaso (KIRALJ e FERREIRA, 2009; MARTINS, 2010b; MARTINS e FERREIRA,
2013). Com este intuito, emprega-se o teste de randomizacdo do y (y-
randomizagao), em que se constroem modelos paralelos com os valores de
atividade bioldgica trocados, enquanto que os descritores originais sdo mantidos
inalterados. Desta maneira, espera-se que 0s modelos paralelos construidos
nestas condi¢es sejam de qualidade ruim e com valores de Q?bem menores do
gue o valor obtido para o modelo original (MARTINS e FERREIRA, 2013).

Tabela 3 Parametros estatisticos empregados na validacao interna.

PARAMETRO SIGNIFICADO EQUACAO
R? Coeficiente de X Y i Vopsi — Vei)?
determinacgo * O S ot = a7
RMSEC Raiz quadrada do erro )
da calibragao @ rMSEC = |2 Wobsi = Yei)®
n
F Teste F (com 95% de
confianga, a =0,05) ° Xi (Vobsi = Yei)®
F = k
Zi (yobsi — }_’obs)2
n—-p-1
Q%00 Coeficiente de Q%L00
determinacdo da i Vobsi — Voi)?
validacéo cruzada ¢4 =1- Y. Vovsi — Vons)?
RMSECV Raiz quadrada do erro

Zi (yobsi - .VVL')Z

da validacéo cruzada ¢ RMSECV = \/
n

aqualidade do ajuste; ° significancia; ¢ validag&o cruzada, se n = 1, e teste de robustez leave-N-out, se n > 1; ¢ qualidade
da predic&o interna; y: atividade bioldgica; ¥: atividade biolégica média; obs: valores experimentais; ci: atividade estimada
no modelo de regresséo para o conjunto de treinamento completo; vi: valor obtido na validacdo cruzada LOO; n: nimero
de compostos do conjunto de treinamento; p: nimero de variaveis latentes Yobsi : atividade média observada para o
conjunto de treinamento completo.
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A validacdo externa avalia a capacidade de predicdo das atividades
bioldgicas de compostos que ndo foram utilizados para constru¢cdo do modelo.
Desta maneira, pode-se comparar as atividades previstas com o valor real. Com
este intuito, escolhe-se uma aliquota de amostras que néo serdo incluidas no
processo de construcdo do modelo, ou conjunto de teste. Enquanto que, as
amostras que fardo parte da construcdo do modelo sdo nomeadas conjunto de
treinamento. Assim, constréi-se um modelo com as moléculas do conjunto de
treinamento e a atividade bioldgica das amostras do conjunto de teste é
calculada pelo modelo construido (também pode ser referido como modelo real).
Como a atividade biologica real das amostras do conjunto de teste é conhecida,
pode-se fazer uma comparacéo entre o valor previsto pelo modelo e o valor real
utilizando-se parametros estatisticos (GOLBRAIKH et al., 2003; MARTINS,
2010b). Desta maneira, a validacdo externa é muito mais confiavel para
assegurar a capacidade preditiva do modelo quando comparado com a validacéo
cruzada, justamente pelo fato de que os compostos ndo sdo usados para a
construcdo do modelo (GOLBRAIKH e TROPSHA, 2002; TROPSHA, 2010).

Para avaliar a capacidade de previsdo do modelo na validacédo externa,
um dos parametros mais empregados € o coeficiente de determinacdo da
validacao externa (RZpred). Utilizar apenas o R?peq para avaliar a qualidade da
predicao externa ndo € suficiente porque o resultado desejado é um ajuste exato
dos dados, e ndo apenas uma correlacdo linear. Gobraikh e Tropha (2003)
sugeriram a realizacdo de dois testes para confirmar a qualidade preditiva
externa: a avaliacdo das inclinacdes das retas, obtidas em uma regressao feita
entre os valores observados (dados experimentais) e preditos pelo modelo (k) e
entre os preditos e observados (k’), e a avaliacdo do valor absoluto da diferenca
entre os coeficientes de determinacdo centrados na origem das duas mesmas
regressbes (R% e R'%). Os coeficientes de determinacdo podem ser obtidos
realizando uma regressao simples entre os valores experimentais e preditos na
validagdo externa, mas com a reta centrada arbitrariamente na origem dos
dados.

Além dos testes citados acima, Roy e colaboradores (2008) sugeriram
uma nova métrica de validacao externa semelhante ao conceito de Golbraikh e
Tropsha (CHIRICO e GRAMATICA, 2011), o r? (coeficiente de correlagéo

modificado). Os autores afirmam que mesmo com um R?pred com valor adequado
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pode ocorrer que os valores preditos e observados ndo sejam proximos, pois
existe a possibilidade de haver consideravel diferenca numeérica entre estes,
entretanto, manter uma boa correlacédo no geral (ROY et al., 2013).

O rm? é calculado com base na correlacdo entre os dados de resposta
observados e previstos do conjunto teste com intercepto (r?) e sem a intercepgéo
(r20) (ROY et al., 2013) (Figura 25). A partir de rm?, através da troca dos eixos
das atividades observadas e preditas calcula-se rm’2. Em seguida, faz-se a
analise da capacidade de predicao externa utilizando a média de r2 modificado

(Average rm?) e variagao de r? m (Arm?), propostos por Roy et al. (2012).
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Figura 25 Regressdes para os resultados obtidos em um conjunto arbitrario de
dados com e sem interceptacao: (A) dados previstos séo plotados ao longo do
eixo X, enquanto os dados observados sao plotados ao longo do eixo Y; (B) eixos
sdo trocados. *AO: atividade observada; AP: atividade prevista. Adaptado de
ROY et al., 2013.

A média destes dois Ultimos parametros resulta no average rm? enquanto
que a diferenca entre estes resulta na variacao de r? n (Arm?). Estes parametros
avaliam de maneira bastante rigorosa a capacidade preditiva dos modelos
QSAR, determinando a proximidade entre a atividade observada
experimentalmente e a prevista. O uso destes critérios visa garantir uma minima
confiabilidade, qualidade e eficacia dos modelos de regresséo para fins praticos
(KIRALJ e FERREIRA, 2009; DE MELO, 2012; ROY et al., 2013). Os parametros
mais empregados para avaliar a capacidade preditiva dos modelos, usados na

validagéo externa estéo listados na tabela 4.
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PARAMETRO SIGNIFICADO EQUACAO
R%pred Coeficiente de determinacdo da i Vobsi — Vevi)?
R?*pred =1 — —
validacdo externa © 2i(Vobsi — Yobs)
k ek’ InclinacBes das linhas das k= 2iVobsi = Yevi)
regressoes Li Yevi
lineares de predicéo ©
K = Zi(yobsi - yevi)
Zi Yobsi
|R%-RZ| Diferenca absoluta entre os
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4. METODOLOGIA

4.1 Conjunto de dados

Para este estudo, foram utilizados 199 inibidores de HIV-IN previamente
disponibilizados na literatura, sendo este conjunto formado por: (i) derivados de
pirimidonas previamente sintetizados e testados por FERRARA et al., 2010,
MURAGLIA et al., 2008, GARDELLI et al., 2007, DI FRANCESCO et al., 2008,
NIZI et al., 2009, PETROCCHI et al., 2009 e DONGHI et al., 2009; (ii) derivados
de pirimidinas descritos por PACE et al.,, 2007, SUMMA et al.,, 2006 e
PETROCCHI et al., 2007; (iii) derivados de piridopirazinas descritos por WAI et
al.,, 2007. Todos estes compostos apresentaram a capacidade de inibir o
processo de transferéncia de fita (ST) realizado pela HIV-1 integrase. Moléculas
gue se apresentavam como a forma de misturas racémicas foram excluidas.
Todos os compostos foram ensaiados pela metodologia descrita por HAZUDA et
al., 1997. Através de uma analise minuciosa das estruturas quimicas presentes
em cada uma das referéncias citadas constatou-se que todas apresentavam o
mesmo farmacoforo dos DCAs apresentada na Figura 17.

A atividade inibitéria enzimatica foi medida quanto a concentracdo
necessaria (em nanomolar, nM, ou micromolar, uM, dependendo da referéncia)
para reduzir em 50% a reacao de ST (ICso). Os valores observados de 1Cso foram
convertidos em seus correspondentes —loglCso (ou plCso), € desta maneira as
atividades ficaram distribuidas dentro do intervalo de 3.067 unidades
logaritmicas (plCso 5.602 a 8.699).

O conjunto de dados foi divido em dois subconjuntos. O primeiro foi
destinado a modelagem dos dados (conjunto de treinamento), com 54
compostos (ver material suplementar artigo, destaques nas Tabelas 1 a 9)
selecionados de modo a representar adequadamente a variabilidade estrutural
e a faixa de atividade biolégica do conjunto de dados. O segundo, com os demais
compostos, foi utilizado como um conjunto de predi¢do, visando avaliar o
potencial dos modelos como ferramenta de apoio a sintese de novos derivados,
levando em conta que este é o objetivo principal de estudos QSAR aplicados a

planejamento de novos farmacos.
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4.2 Modelagem Molecular

Estudos de modelagem molecular foram utilizados em varios momentos
neste trabalho. Esta abordagem compreende um grande conjunto de métodos
computacionais que auxiliam a tornar mais eficiente o processo de planejamento
racional de compostos bioativos. Segundo a IUPAC (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada), modelagem molecular pode ser definida como “a
investigacdo de estruturas e propriedades moleculares pelo uso de quimica
computacional e técnicas de visualizacdo grafica, visando fornecer uma
representagcdo tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias”
(SANT'ANNA, 2002). Utilizando esta abordagem, podem ser obtidas
propriedades moleculares especificas ou padrfes de similaridade estrutural
entre diferentes moléculas que, por sua vez, podem apresentar relacdo com uma
determinada atividade biolégica ou propriedade de interesse. Para isto, sao
realizados calculos de energia de conformacdo, de propriedades
termodinamicas, de orbitais moleculares e estatisticos (BARREIRO et al., 1997,
JENS et al., 2003). Outra é a visualizacao tridimensional de moléculas, isoladas
ou na forma de complexos com macromoléculas de interesse bioldgico
(especialmente enzimas), o que permite a obtencédo de informacdes sobre os
requisitos estruturais necessarios para a interacdo de um farmaco com seu
receptor (BARREIRO et al., 1997).

Considerando o exposto, as estruturas dos compostos que formam o
conjunto de dados (material suplementar artigo, ver destaques nas Tabelas 1 a
9) foram construidas no programa HyperChem 7 (HYPERCUBE, 2002) com base
na estrutura cristalogréafica de cédigo DOTRUZ (Figura 26) extraida do banco de
dados Cambridge Structural Database (CSD) (CAMBRIDGE, 2007).

Todas as geometrias foram otimizadas, com intuito de se obter estruturas
com minimos de energias, utilizando a teoria de mecéanica molecular (MM+)
através do método Polak-Ribiere, e em seguida a nivel semi-empirico em Austin
Model 1 (AM1). Estas otimizagbes também foram realizadas no HyperChem 7
(HYPERCUBE, 2002). Posteriormente, os arquivos de saida foram convertidos
para arquivos de entrada do programa Gaussian 0.9 (GAUSSIAN INC., 2009)
utilizando o software Open Babel (OPEN BABEL, 2011). Neste programa, as

estruturas foram otimizadas ao nivel ab initio, inicialmente em Hartree-Fock (HF)
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e, em seguida, pela Teoria do Funcional de Densidade ou DFT (Density
Functional Theory). Os calculos DFT foram realizados usando o funcional B3LYP
e as funcdes de base foram 6-311G++(d, p). As fun¢des difusas (++) nos calculos
em DFT representam melhor sistemas anionicos, uma vez que adi¢ao de orbitais
s e p muito difusos melhora a descricdo de pares de elétrons de alta energia
(FORESMAN e FRISCH, 2002; SANT’ANNA, 2009). A utilizacdo dessas funcdes
deve-se ao mecanismo de quelacdo do metal magnésio pelos compostos que
apresentam o farmacoforo dos DCA'’s, conforme descrito anteriormente, como é

0 caso das estruturas aqui estudadas.

OH

H.C
. OH

O OH

Figura 26 Estrutura base cristalografica utilizada para constru¢ao do conjunto de

compostos. Em A representacdo da geometria 3D e em B 2D.

4.3 Estudo QSAR-2D

QSAR bidimensional envolve principalmente a representacdo 2D grafica
de moléculas e a informacao contida na mesma. Nessa andlise, a informacgéao
guimica €é derivada a partir das estruturas moleculares 2D. No entanto, 0 QSAR
bidimensional também pode incluir descritores moleculares, assim como
parametros fisico-quimicos, entre outros. A descricdo molecular codificada na
forma de descritores varia de contagens atdbmicas simples, medidas de peso
molecular ou mesmo caracteristicas espaciais ou geomeétricas complexas as
quais podem ser associadas aos descritores bidimensionais com intuito de
agregar maior quantidade de informacédo quimica a um modelo QSAR (ROY e
NARAYAN DAS, 2014).

4.3.1 Obtencéao dos descritores

Utilizando as estruturas tridimensionais otimizadas, foram obtidos os

seguintes descritores eletronicos: cargas parciais de Mulliken, NBO (Natural
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Bond Orders) e CHELPG (Charges from Electrostatic Potential Grid-based),
energia dos orbitais moleculares de valéncia (Exomo-1, EHomo, ELumo, ELumo+1),
momento de dipolo total (D) e nos eixos X, y e z (Dx, Dy e Dz), e energia total
(Et). Além disso, utilizando as equacgfes descritas por TODESCHINI e
CONSONNI (2009) e os valores obtidos para os descritores de energia dos
orbitais moleculares, foram derivados mais 10 descritores: GAP (diferenca
energética entre Enomo, € ELumo), indice de energia de ativacdo (activation
energy index, AEIl), fracdo de energia HOMO/LUMO (HOMO/LUMO energy
fraction f(H/L)), dureza (hardness, n), potencial de ionizagao (ionization potential,
IP), afinidade eletronica (electronic affinity, EA), suavidade (softness, S), indice
de eletrofilicidade no estado fundamental (electrophilicity index in the ground
state, wecs), indice de eletrofilicidade (eletrofilicity, w) eletronegatividade
molecular (molecular electronegativity, x). Deste modo, foram utilizados no
estudo 52 descritores de carater eletrénico, os quais foram obtidos através do
software Gauss View 5 (Semichem Inc, 2009).

As geometrias de menor energia também foram utilizadas no programa
Dragon 6.0 (TALETE, 1997) para a obtencdo dos descritores das seguintes
classes: constitucionais (constitucional descriptors), descritores de contagem de
grupos funcionais (functional groups counts), descritores de carga (charge
descriptors), propriedades moleculares (molecular properties), contagem de
circuitos e caminhos (walk and path counts), indices de informacao (information
indices), indices de adjacéncia de ponta (edge adjancency indices), indices de
cargas topoldgicas (topological charge indices), descritores topoldgicos
(topological descriptors), indices de conectividade (connectivity indices),
descritores geométricos (geometrical descriptors), auto correlagbes 2D (2D
autocorrelations), auto correlacdes 3D (3D autocorrelations), pares de atomos
2D e 3D (2D e 3D atom pairs), autovalores de Burden (Burden eigenvalues),
descritores 3D de Morse (3D-MoRSE descriptors), autovalores baseados em
indices (eigenvalues-based indices), descritores GETAWAY (GETAWAY
descriptors). De modo geral, estas classes podem ser descritas como descritores
constitucionais, topolégicos, geométricos ou moleculares. Ao final foram gerados
4855 descritores.

Apos a derivacdo dos descritores, foram aplicados os filtros para reducéo

de variaveis, também disponiveis no programa Dragon 6.0. Assim, foram
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reduzidos descritores através da eliminacdo de um membro dentre pares com
alta correlacdo entre si (maior do que 0,9). Além disto, foram eliminados
descritores invariantes e quase-invariantes, além daqueles que apresentavam
desvio padrdo menor que 0,001, visando a exclusdo de dados invariantes.
Finalmente, foi realizada uma redu¢do manual, com intuito de excluir descritores
com baixa variacdo, os quais nao foram previamente eliminados pelo programa,
ja que estes ndo agregam informacao relevante para o modelo. Como resultado,
obteve-se uma matriz com 863 descritores. Esta Ultima matriz foi submetida a
mais uma etapa de reducédo de descritores no programa QSAR Modeling
(MARTINS e FERREIRA, 2013): foram excluidos aqueles que apresentavam
correlacéo absoluta com a atividade bioldgica (|r|) abaixo de 0,3, visando eliminar
descritores que apresentassem variacdo numérica, porém  pouco
correlacionados com a variavel dependente. Assim, a matriz utilizada para a

etapa de selecao de variaveis era constituida por 319 descritores.

4.3.2 Selecdo de variaveis e construcao dos modelos

Para realizacdo da selecdo de variaveis e construcdo dos modelos foi
utilizada a associacdo entre o algoritmo de selecdo por preditores ordenados
(Ordered Predictors Selection, OPS) e a regressdo por quadrados minimos
parciais (PLS). O OPS é um método de selecédo que atribui importancia a cada
descritor de acordo com um vetor informativo, para que em seguida a matriz de
descritores seja rearranjada de modo que 0s mais importantes sejam
representados pelas primeiras colunas da matriz, sendo entéo escolhidos dentre
estes os mais relevantes e diversos modelos PLS sdo construidos aumentando-
se a quantidade de descritores (MARTINS, 2010; MARTINS e FERREIRA,
2013).

No método de regressdo PLS a matriz de descritores é correlacionada
com o vetor atividade bioldgica (ou vetor Y). Assim, os dados sdo otimizados
para estimar os valores de Y, originando novas variaveis X’, ou variaveis latentes
(VL). Estas novas variaveis tém a vantagem de serem ortogonais entre si. Assim,
o problema da correlagéo entre as variaveis, uma limitacdo em RLM, ndo impede
sua aplicabilidade (FERREIRA et al., 2002; MARTINS, 2010).
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A associacdo entre o OPS e PLS empregada neste estudo esta
implantada no programa QSAR Modeling (MARTINS, 2010). O método OPS foi
utilizado considerando inicialmente o valor de RMSECYV (raiz quadrada do erro
da validacdo cruzada), seguido dos valores de QZ2.00, com intuito de obter
modelos com o menor erro e com boa capacidade de previsdo. Os modelos
foram construidos utilizando dados autoescalados, pré-processamento que
consiste em subtrair de cada elemento de uma coluna da matriz de dados o valor
médio da respectiva coluna e dividir o resultado pelo seu desvio padrdo. Com
este procedimento, a influéncia de uma variavel dominante € minimizada em
calculos posteriores. Quando as variaveis tém diferentes unidades ou quando a
faixa de variagdo dos dados é grande, ocorréncia comum em QSAR faz-se
necessario o autoescalamento das variaveis (MARTINS e FERREIRA, 2013).

4.3.3 Validacdo dos modelos

O uso de um modelo de predi¢édo é condicionado a sua prévia aprovacao
em uma série de testes estatisticos. Isto visa garantir que as variaveis
dependentes de interesse sejam previstas de maneira mais confiavel possivel.
O método mais empregado de validacdo de modelos QSAR consiste em duas
etapas: (i) testes usados para avaliar a capacidade de previsdo dos modelos em
relacdo aos compostos que auxiliaram em sua construcao, ou validacao interna,
(ii) e testes de avaliacdo da previsdo para compostos que nao foram empregados
na obtencdo, ou validacdo externa (KIRALJ e FERREIRA, 2009; TROPSHA,
2010).

Na etapa de validacao interna foram utilizados os parametros descritos na
Tabela 3, permitindo assim a avaliacao do grau de ajuste dos dados pelo modelo,
a significancia do modelo e a sua capacidade de predicdo interna. Nesta etapa
deve-se avaliar a robustez dos modelos, através da validagédo cruzada leave-N-
out (LNO), com uso do coeficiente de determinacdo entre as atividades
biolégicas observadas e preditas durante o processo de validagdo cruzada
leave-N-out (Q?%.no). Este teste foi aplicado para N= 1-14 (26% do conjunto de
dados) e repetido seis vezes para cada “N”. Também foi avaliado a presenga de
correlacdo ao acaso nas informacdes explicadas e preditas, através do teste de
randomizacdo do y (y-randomizagéao) (KIRALJ e FERREIRA, 2009), onde
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apenas este vetor é reandomizado. Foi utilizada a abordagem sugerida por
Eriksson e colaboradores (2003) onde o |r] entre o vetor y original e os vetores
randomizados € utilizado para avaliar a presenca de correlacbes espurias
(ERIKSSON et al., 2003). Estes testes foram realizados nos programa QSAR
Modeling (MARTINS, 2010). Também foram utilizados os testes de Roy
aplicados a validagéo cruzada (Average rm?Loo—scaled e Arm?.0o—scaled) (ROY
e MITRA, 2012; ROY et al., 2013), calculados com o software gratuito Xternal
Validation Metric Calculator 1.0 (http://dtclab.webs.com/software-tools).

Para a validacdo externa (Tabela 4), um conjunto-teste de 13 compostos
(35, 45, 66, 72, 86, 97, 98, 121, 157, 164, 171, 195 e 196), totalizando 24 % do
conjunto de treinamento, 0s quais sao representativos da faixa de variacao da
atividade biologica e da variabilidade estrutural das amostras (MARTINS e
FERREIRA, 2013). Como a atividade biolégica das amostras do test set é
conhecida, pode-se fazer uma comparacao entre o valor previsto pelo modelo e
o valor real, utilizando parametros estatisticos (GOLBRAIKH et al., 2003). Assim,
a validacao externa é muito mais confiavel para assegurar a capacidade preditiva
dos modelos QSAR, pois as amostras ndo foram utilizadas na construcdo dos
modelos (GOLBRAIKH e TROPSHA, 2002; TROPSHA, 2010). A qualidade da
predicdo foi avaliada através dos pardmetros descritores na Tabela 6. Para o
calculo dos parametros avaliados na validacdo externa, também foi empregado
0 software Xternal Validation Metric Calculator 1.0
(http://dtclab.webs.com/software-tools).

Além dos testes ja citados, foi também realizada a deteccdo de outliers,
0S quais sao valores atipicos, apresentando um grande afastamento dos demais
da série para a previsdo da atividade biolégica em relacdo a experimental, ndo
sendo capazes de se encaixar em um modelo QSAR (VERMA e HANSCH, 2005;
MARTINS, 2010; MARTINS e FERREIRA, 2013). Para a identificacdo de
compostos outliers levou-se em consideracao a analise dos residuos de Student

pelos respectivos leverages.

4.4  Estudo QSAR-3D

Estudos de relacdo estrutura atividade quantitativa tridimensionais, ou

QSAR-3D, tém como objetivo encontrar correlacdo estatistica entre descritores
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tridimensionais, cuja disposicdo no espaco da origem a campos de interacéo
moleculares (MIFs, molecular interaction fields), e a atividade biologica sob
estudo (VERMA et al., 2010). Os MIFs representam o processo de interacdo do
ligante com o receptor, e podem ser calculados através de duas abordagens
distintas: (i) baseados no receptor, onde os MIFs identificam regibes em que
determinados grupos quimicos podem interagir favoravelmente, sugerindo
posicdes onde um ligante deva alocar grupos quimicos 0s quais possam
determinar interagfes quimicas; e (ii) baseados nos ligantes, onde as regides
nas moléculas que mostram energia favoravel de interacdo representam
posicbes onde grupos de um potencial receptor poderiam interagir
favoravelmente com estes ligantes. Para isso, usam-se diferentes sondas ou
atomos de prova, através dos quais se podem obter, para um determinado
conjunto de ligantes, posicdes em que interacdes especificas constituem um
“sitio receptor virtual” (SRV). Esta entidade abstrata define um local ideal para
complementar uma determinado composto quimico e representaria a potencial
capacidade de um ligante interagir com uma biomolécula (PASTOR et al., 2000;
VERMA et al., 2010).

Com intuito de desenvolver os estudos de QSAR-3D, foram empregadas
duas diferentes metodologias para o calculo dos MIFs: descritores GRIND (GRid-
INdependent Descriptors) (PASTOR et al., 2000) e descritores de propriedades
farmacocinéticas provenientes do programa VolSurf+ (CRUCIANI et al., 2000),
0s quais sao extraidos de MIFs gerados com GRID (GOODFORD, 1985) para

construcdo de modelos em associacédo com descritores 2D.

4.4.1 GRIND

Os métodos tradicionais de QSAR-3D dependem da etapa de
alinhamento, a qual muitas vezes consome longo tempo para sua realizacéo e
pode introduzir viés do usuério. Desta maneira, 0 modelo é sempre dependente
do alinhamento. Existem varios métodos para superar este problema, mas, em
geral, as transformacdes necessarias impedem uma interpretacdo simples dos
modelos resultantes. O método GRIND apresenta descritores moleculares para
compor modelos tridimensionais independentes do alinhamento. Estes

descritores sao derivados de tal forma a serem altamente relevantes para a
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descricdo das propriedades biologicas dos compostos em estudo, serem
guimicamente interpretaveis e faceis de calcular (PASTOR et al., 2000; DAMALE
et al., 2014).

O funcionamento deste método também é baseado na construcdo do
SRV, obtido através de atomos de prova como por exemplo, o N1 (nitrogénio
amida), que é empregado para calcular energias de interacdo relacionadas a
ligacbes de hidrogénio. Entretanto, os descritores GRIND constituem um
pequeno grupo de variaveis que representam as relagcbes geomeétricas entre
regides relevantes do SRV, e assim sdo independentes das coordenadas de
onde os MIFs séo calculados. De maneira geral, a obtencédo destas variaveis
envolve trés passos principais: (i) calculo dos MIFs: os compostos séo
posicionados no centro de um grade virtual (ou caixa) com intuito de calcular as
energias de interacdo dos diferentes grupos nos ligantes com diferentes atomos
de prova localizados nas intersec¢des do grid gerando os MIFs; (ii) filtragem dos
MIFs, pois ja que nem todos os pontos de interacdo presentes no MIFs
descrevem informacéo de interacéo entre os &tomos de prova e grupos quimicos
nos ligantes, € necessario filtrar a informacé&o contida nos MIFS; (iii) codificacdo
do SRV em descritores GRIND. Uma vez gerados os valores das interacdes que
compdem os MIFs, estes s&o codificados na forma de descritores GRIND, de
maneira que estes representem as relacbes geométricas entre as regides do
SRV. Para isto, o0 algoritmo empregado calcula o produto dos valores energéticos
de interacdo entre todos os pares de interacdes possiveis. Deste modo, a
informacao nédo € mais dependente das posi¢cbes 3D no espaco (PASTOR et al.,
2000).

441.1 Célculo dos MIFs e descritores GRIND

Para desenvolver o método GRIND foi empregado o programa Pentacle
(MOLECULAR DISCOVERY, 2015). Os MIFS foram calculados utilizando quatro
atomos de prova diferentes: sonda DRY (representa interagfes hidrofobicas),
oxigénio carbonila (O sp? carbonila, representa grupos aceptores de ligacdo de
Hidrogénio), N1 (Nitrogénio amida, representa grupos doadores de ligacédo de
Hidrogénio), sonda TIP (representa a forma da molécula, em termos de pontos

estéricos relevantes). As regides com o MIF mais relevantes foram extraidas e
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filtradas mediante a aplicacdo do algoritmo AMANDA (DURAN et al., 2008)
implantado no programa Pentacle. Em cada interseccdo do grid de 0.5 A, a
energia de interacdo (Exyz) foi calculada como uma soma das energias de
Lennard-Jones (estéricas), ligacao de hidrogénio e interacdes eletrostaticas. Os
limites de corte para os valores energéticos dos atomos de prova foram aplicados
segundo o padrdo do programa (-0,5 DRY; -2.6 O sp?; -4.2 N1, -0,75 TIP). O
algoritmo MACC2 (Maximum Auto-and Cross-Correlation) (PASTOR et al., 2000)
foi utilizado para codificar as interagdes pré-filtradas em descritores GRIND. Os
valores obtidos a partir desta analise foram representados diretamente em
correlogramas no programa, em que o produto dos valores das energias é
representado versus a distancia que separa essas interacdes. De maneira geral,
o método GRIND possui vantagens sobre outros métodos 3D, uma vez que é
independente do alinhamento molecular e possui adicionalmente as sondas para

calculo das ligacfes de Hidrogénio e interacdes estéricas (DAMALE et al., 2014).

44.1.2 Selecédo de variaveis e construgdo dos modelos

Para proceder a selecdo de variaveis utilizou-se a selecdo por
Planejamento Fatorial Fracionario (FFD, fractional factorial design) (BARONI et
al., 1993) e a construcdo dos modelos foi feita a partir do método PLS. O
procedimento de FFD tem como objetivo selecionar as variaveis que tém o maior
efeito sobre a previsibilidade, para isso este método emprega o desvio padréo
do erro de predicdo (SDEP, standard deviation of error of predictions,) para
avaliar e decidir se um determinado grupo de variaveis sera mantido ou
descartado do modelo final, dependendo da mudanca no desempenho na
validacdo cruzada leave-one-out, relacionados com esses mesmos grupos
(BARONI et al., 1993; TOSCO e BALLE, 2011). Em relacdo a construcdo de
modelos QSAR-3D, devido ao fato de que o nimero de descritores usados nas
abordagens tridimensionais é muito elevado os métodos baseados em regressao
linear maltipla ndo podem ser utilizados. Deste modo, o emprego do PLS permite
a obtencdo de modelos QSAR com varidveis ortogonais entre si dentro de uma
gama de solugdes possiveis (VERMA et al., 2010). Os modelos QSAR GRIND
foram construidos usando PLS com dados autoescalados. Os métodos de

selecdo de variaveis e constru¢do dos modelos foram utilizados considerando a
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qualidade estatistica dos modelos, em relacdo aos parametros R2, Q%00 €
SDEP, com intuito de obter modelos com boa capacidade preditiva e menor erro.

44.1.3 Validacao dos Modelos

A avaliacdo da qualidade estatistica Tabela 5 dos modelos GRIND
também foi realizada utilizando os parametros descritos na Tabela 3. Os testes
citados acima foram aplicados nos modelos GRIND com o uso do software
Pentacle (MOLECULAR DISCOVERY, 2015). Também foram utilizados os
testes de Roy aplicados a validacao cruzada (Average rm?.oo—scaled e Arm?.00—
scaled) (ROY e MITRA, 2012; ROY et al.,, 2013). Todos os modelos foram
construidos com dados autoescalados. A impossibilidade de extracdo dos dados
dos modelos gerados neste programa impediu com que outros testes de
validacdo fossem usados. Assim, somente o modelo auxiliar (contendo 54

compostos) € apresentado.

4.4.2 Modelos VolSurf+

Campos de interagdo moleculares tridimensionais em geral contém uma
guantidade grande de dados, os quais podem ser redundantes ou pouco
correlacionados com a atividade bioldégica em questdo. Levando isto em
consideracdo, novas ferramentas sd0 necessarias para a extracdo de
descritores uteis de MIFs e correlacionar estas informacfes com as estruturas
moleculares. Desta maneira, uma das metodologias disponiveis para extrair
informacdes relevantes de campos tridimensionais e codifica-las em um namero
reduzido de descritores € o método VolSurf+ (CRUCIANI et al., 2000).

VolSurf+ €& um protocolo automatico para conversdo de campos
moleculares 3D em descritores fisico-quimicos relevantes. Estes, de modo geral,
sdo faceis de entender e correlacionar com propriedades farmacocinéticas,
principalmente relacionadas a permeacdo em membranas, uma vez que a
interacdo de drogas com membranas biolégicas é mediada por propriedades da
superficie molecular como forma e tamanho da molécula, forcas de van der
Waals, eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas. Tais

propriedades citadas podem ser extraidas de campos tridimensionais, 0s quais
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calculam interacdes energéticas ao redor da superficie molecular. De modo
geral, este método funciona em duas etapas: (i) calculo dos MIFs utilizando o
campo de forca GRID (GOODFORD, 1985); (ii) calculo dos descritores VolSurf+
a partir das informagdes tridimensionais, 0s quis basicamente se referem ao
tamanho e forma da molécula e das regides hidrofobicas e hidrofilicas, além do
balanco entre estas ultimas (CRUCIANI et al., 2000).

4421 Geracédo dos MIFs/descritores Volsurf e 2D

Os seguintes atomos de prova foram empregados: H20 (usada para
simular os processos de solvatacdo e dessovaltagéo); sonda Dry (representa
interacdes hidrofdbicas); oxigénio carbonila (O sp? carbonila, representa grupos
aceptores de ligacdo de Hidrogénio), N1 (Nitrogénio amida, representa grupos
doadores de ligagdo de Hidrogénio). Posteriormente, foram geradas as
seguintes classes de descritores VolSurf+: descritores de forma e tamanho
molecular, de regides hidrofilicas e hidrofébicas, de momentos de energia de
interacdo e mistos. Ao total foram gerados 128 descritores VolSurf+.

Com o intuito de ampliar a quantidade de informacdo quimica a ser
investigada na construcdo dos modelos e associar as metodologias de QSAR
3D com QSAR 2D, os descritores Volsurf foram aliados com os descritores das
classes constitucionais, topolégicos, geométricos (obtidos no programa Dragon
6.0 (TALETE, 1997) e eletrdnicos (obtidos no programa Gauss View 5
(GAUSSIAN INC., 2009) ja anteriormente empregados no estudo 2D. Para isto,
as variaveis obtidas no programa VolSurf+ (CRUCIANI et al.,, 2000) foram
exportadas e inseridas em uma matriz juntamente com 0s outros descritores
citados. ApGs a derivacdo dos descritores, foram aplicados os filtros para
reducdo de variaveis, disponiveis no programa Dragon 6.0 (TALETE, 1997):
eliminacdo de um membro dentre pares com alta correlacéo entre si (maior do
que 0,9), descritores invariantes e quase-invariantes, desvio padrdo menor que
0,001, eliminacdo manual (exclusao de descritores com baixa variagao, os quais
nao foram previamente eliminados pelo programa). Como resultado, obteve-se
uma matriz com 717 descritores. Ainda, esta matriz foi submetida a mais uma
etapa de reducédo de descritores no programa QSAR Modeling (MARTINS e

FERREIRA, 2013): foram excluidos aqueles que apresentavam correlacéo
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absoluta com a atividade biolégica (|r]) abaixo de 0,3, visando eliminar
descritores que apresentassem variacdo numérica, porém  pouco
correlacionados com a variavel dependente. Assim, a matriz utilizada para a

etapa de selecdo de varidveis era constituida por 360 descritores.

4.4.2.2 Selecédo de variaveis e construcdo dos modelos

Para realizacédo da selecao de variaveis e constru¢cao dos modelos, assim
como no estudo QSAR 2D, foi utilizada a associacdo entre o OPS e PLS
implantada no programa QSAR Modeling (MARTINS, 2010). O método OPS foi
utilizado considerando inicialmente o valor de RMSECYV, seguido dos valores de
Q?2Loo, com intuito de obter modelos com o menor erro e com boa capacidade de
previsdo, além disto, as equacdes foram construidas utilizando dados
autoescalados.

Os modelos gerados associando-se os descritores Volsurf com outros
descritores 2D foram validados pelo mesmo protocolo de validagédo usado no

estudo QSAR-2D, ja descrito anteriormente.

4.5 Avaliacéo da predicao

Para avaliar o potencial dos modelos QSAR como ferramenta de apoio a
sintese de novos derivados, os modelos validados satisfatoriamente foram
submetidos a predicdo de um segundo conjunto (conjunto de predicédo, n=145)
(Material suplementar artigo, Tabela 1 a 9). Para isto, foi empregado o parametro
de raiz quadrada do desvio médio (RMSD, root mean square deviation) para
avaliar o erro das predi¢des. Além disto, os compostos foram avaliados quanto
a adequacéo no dominio de aplicabilidade do respectivo modelo utilizado para a
predicdo. Foram empregados tanto os testes de dominio de aplicabilidade
euclidiano quanto o de Willians (TROPSHA et al., 2003; WOLD et al., 2008).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 QSAR 2D
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O melhor modelo obtido € apresentado na equacédo 1. A analise dos
residuos de Student pelos respectivos leverages mostrou que o modelo ndo
apresenta nenhum outlier (amostras anémalas) (VERMA e HANSCH, 2005;
MARTINS, 2010; MARTINS e FERREIRA, 2013). Desta maneira, o modelo real
obtido foi formado por 7 descritores, que deram origem a quatro VLs (informacao
acumulada: 77,438%; VL1: 34,142%; VL2: 6,744%; VL3: 12,657%; VL4: 23,894).
Os resultados dos testes de validagao interna e externa sao disponibilizados na
tabela 5.

pICso= 7,503 + 1,740 (VE1_B(p)) — 30,263 (R5m+) — 1,111 (Eig09_EA(bo)) +
0,827 (H2m) — 0,140 (Mor28s) — 0,001 (Et) — 26,036 (SpPoSA_X)

Equacédo 1 Modelo de predicéo real A

A qualidade do ajuste dos dados, ou variancia explicada pelo modelo,
equivale a 75,6%, ja& que o minimo recomendado é 60% (R? > 0,6), este
apresenta valor satisfatorio. O RMSEC representa a variabilidade na atividade
ndo explicada pelo modelo e, consequentemente, deve ser o menor possivel,
também apresenta valor aceitavel (KIRALJ e FERREIRA, 2009; DE MELO,
2012). A razao entre a variabilidade explicada pelo modelo e a variabilidade que
permanece sem explicacdo € expressa pelo resultado do teste F (95% de
confiancga, a=0,05). Considerando que o valor obtido € maior que seu valor critico
(Fc=2,641, para p=4, n-p-1=35), e que quanto maior o valor de F, mais
significativo € a equacgdo, o modelo A pode entdo ser classificado como
significativo (GAUDIO e ZANDONADE, 2001; MARTINS e FERREIRA, 2013).

A previsibilidade interna foi testada pela validacdo cruzada LOO, que
avalia a quantidade de informacéao ou variabilidade que um modelo pode prever.
Se esta apresentar elevado grau de previsibilidade, seu Q%00 serd o mais
proximo possivel de 1, com minimo recomendado é 0,5 (50% da informacéo ou
variabilidade), enquanto o RMSECYV deve apresentar o menor valor possivel. Os
resultados mostram que o modelo € capaz de prever 63,2% de informagéo, com
um RMSECYV associado de 0,456. Para os parametros average rm?.oo—scaled e

Arm? 00—scaled, modelos com boa previsibilidade devem apresentar valores
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superiores a 0,5 para o primeiro e menores que 0,2 para o segundo, resultados
que foram aqui obtidos (ROY et al.,, 2012). Finalmente, a diferenca entre os
valores de R2 e Q?Loo é de apenas 0,124, o que indica que a probabilidade de
estar ocorrendo sobreajuste dos dados € muito pequena (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001; BESALU e VERA, 2008; MARTINS e FERREIRA, 2013).
Assim, considerando o exposto, 0 modelo A possui boa capacidade de predicéao,
é significativo, e possui e baixa tendéncia de sofrer sobreajuste.

Na Figura 27 e 28 sdo apresentados os graficos correspondentes aos
resultados dos testes de validacdo cruzada LNO e randomizacdo do y. A
robustez do modelo foi avaliada através do procedimento de leave-N-out, outro
processo de validagdo cruzada, onde um maior nUmero de amostras s&o
retiradas do conjunto de dados (geralmente, entre 20 a 30%). Como resultado,
avalia-se a oscilacéo nos valores de cada Q?.no € do Q%.no médio em relagdo
ao valor de Q?.00, e do desvio padrao de cada replicata (KIRALJ e FERREIRA,
2009). Neste estudo, foi realizado um processo de leave-14-out (26% do
conjunto de treinamento). Na Figura 27, pode-se observar que o modelo pode
ser considerado robusto, pois mantém seu Q2.no (0.610) em apenas 0.022
unidades menor que 0 Q2Loo, algumas variacdes sédo observadas nos resultados,
entretanto o valor para a maior variacao individual em relacdo ao Q?.o0o foi de
apenas 0,079 unidades (Q2%.14-0= 0.553). Assim, o resultado pode ser
considerado aceitavel.

Ja o teste de randomizacdo do y (Figura 28) é realizado através de
modelos paralelos, os quais mantém as colunas de descritores originais
enquanto os valores do vetor y séo aleatoriamente alterados. Os modelos
resultantes devem apresentar baixa qualidade estatistica. Segundo Eriksson et
al. (ERIKSSON et al., 2003), deve-se realizar uma regressao entre os valores
absolutos das correlacdes de Pearson, |r|, entre o vetor y original e cada novo
vetor obtido apés uma aleatorizacdo, com os valores de R? ou Q200
correspondentes. As interseccOes das retas obtidas devem apresentar
interceptos menores que 0,05 para Q%.oo € menores que 0,3 para R? para que o
modelo possa ser considerado livre de correlacbes espurias (KIRALJ e
FERREIRA, 2009; MARTINS e FERREIRA, 2013). O resultado obtido mostra
gue o modelo obtido apresenta baixa probabilidade de sofrer de correlacédo ao

acaso.
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Figura 27 Resultados da validacao cruzada Leave -14- out do modelo A.

Quanto a validacédo externa, os resultados apresentados na Tabela 5
mostram que o modelo real A foi aprovado em todos os testes adotados. Alguns
autores sugerem que o valor limite de RZyed deve ser maior que 0,6
(GOLBRAIKH et al., 2003), enquanto outros propdem valores maiores que 0,5
(PRATIM ROY et al., 2009). Apesar de o ultimo valor ser 0 mais comumente
encontrado na literatura, o valor obtido neste estudo foi de 0,735, mostrando uma
Otima capacidade preditiva.

Independente dos valores adotados, a maioria dos autores atualmente
concorda que o uso somente do R?%pyred NA0 € suficiente para avaliar a capacidade
preditiva externa de um modelo. GOLBRAIKH et al., 2003 e Roy et al., 2012
propuseram alguns parametros para avaliacdo do poder de predicdo externa de
modelos QSAR baseados nas inclinacdes de regressdes centradas na origem
(ou seja, o resultado de uma previsao ideal). Pode-se observar pelos resultados
dos parametros k, k' (resultados esperados: dentro do intervalo de 0,85 a 1,15),
|R%- R?| (resultado esperado: < 0,3) (GOLBRAIKH e TROPSHA, 2003),
average I'm? pred —Scaled (resultado esperado: > 0,5), e Arm2pred —Scaled (resultado
esperado: < 0,2) (ROY e MITRA, 2012; ROY et al., 2013) que o modelo obtido
possui boa capacidade de predi¢cdo (ROY et al., 2012).
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Figura 28 Valor dos interceptos para Q2% 0o € R? no processo de randomizagéo

do y do modelo A.

5.2 QSAR3D

5.2.1 GRIND

A fim de identificar bons modelos 3D um modelo PLS inicial foi construido,
usando o conjunto completo de 550 variaveis disponiveis no software Pentacle
(MOLECULAR DISCOVERY, 2015). Isto resultou em um modelo de 5 VLs com
um valor de R? de 0,930, Q200 de 0,170, e RMSCV 0,900, resultado muito
insatisfatorio. Assim, a selecédo de variaveis foi aplicada para reduzir o numero
de descritores com intuito de melhorar a qualidade estatistica dos modelos. Isto
resultou no modelo B representado na Figura 29 com 91 descritores e 5 VLs
(informacédo acumulada: 45,180%; VL1: 12,460%; VL2: 13,340%; VL3: 8,570%;
VL4: 5,360; VL5: 5,450%), o qual mostra grande melhora nos parametros
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avaliados. Detalhes sobre os principais descritores apresentados por este
modelo estéo identificados na Tabela 7. Os resultados dos testes de validacao

sao disponibilizados na Tabela 5.

Figura 29 Representacao tridimensional do modelo GRIND. A e B representam
a sobreposicao dos descritores sobre a molécula menos e mais ativa do conjunto
de dados (174 e 76 respectivamente). As linhas representam os intervalos de
distancia entre os descritores mais influentes sobre o modelo. As coloragdes dos
pontos na figura indicam o tipo de interacdo que os descritores representam.
Verde representa interagdes do tipo TIP, amarelo DRY, azul N1 (grupo doador
de ligacao Hidrogénio na molécula) e vermelho O (grupo aceptor).

A qualidade do ajuste dos dados do modelo B equivale a 94,0%,
apresentando valor satisfatorio. O RMSEC representa a variabilidade na
atividade nao explicada pelo modelo e, consequentemente, deve ser o menor
possivel, também apresenta valor aceitdvel (KIRALJ e FERREIRA, 2009). A
significancia do modelo foi avaliada pelo teste F (95% de confianga, a=0,05),
sendo o valor obtido maior que seu valor critico (Fc=2,40, para p=5, n-p-1=48).
Levando em considera¢cdo que quanto maior o valor de F, mais significativo é a
equacdo, o modelo B pode entdo ser classificado como significativo, uma vez
que apresenta um valor muito acima do valor de referéncia. Este valor de
referéncia é dependente dos parametros apresentados pelo modelo a ser
testado e varia para cada caso (GAUDIO e ZANDONADE, 2001; MARTINS e
FERREIRA, 2013). A previsibilidade interna foi testada pelo Q%00 e pelo
RMSECV. Os resultados mostram que o modelo é capaz de prever 71,0% da
informagao, com um erro associado de 0,530, valores considerados adequados
para um modelo de predicdo. Para os parametros average rm?.oo—scaled e

Arm?.00—scaled, o modelo B novamente apresenta valores satisfatérios (0,618 e
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0,091), o que reforca a qualidade preditiva do modelo. Finalmente, a diferenca
entre os valores de R2 e Q? oo é de 0,230, resultado dentro do limite aceitavel,
indicando que o modelo nao sofre sobreajuste dos dados (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001; BESALU e VERA, 2008; MARTINS e FERREIRA, 2013).
Desta maneira, € possivel afirmar que o modelo B possui boa capacidade de

predicdo, é significativo e possui e baixa tendéncia de sofrer sobreajuste.

5.2.2 Modelos Volsurf/Descritores 2D

Em relacdo a associacdo de descritores Volsurf 3D com os 2D, o melhor
modelo obtido é apresentado na equacao 2. A analise dos residuos de Student
pelos respectivos leverages mostrou que o modelo ndo apresenta nenhum
outlier. O modelo real selecionado foi formado por 9 descritores, que deram
origem a quatro VLs (informacdo acumulada: 71,340%; VL1: 35,255%; VL2:
8,056%; VL3: 18,494%; VL4: 9,535%). Dentre os descritores que compde este
modelo seis séo das classes geométrica e topologica (Eig09_EA(bo), R5m+,
H2m, VE1_B(p), SpPosA_X, Mor28s), dois séo eletronicos (Ete CG.Chelpg6) e
apenas um descritor Volsurf foi selecionado (SKIN). Quando comparado com o
modelo A (2D) nota-se que o modelo C se mostra bastante semelhante em
termos dos descritores selecionados (0s mesmos descritores das classes
topologica e geométrica estao presentes nos dois modelos), o que reforca a
importancia destes para a predicédo da atividade inibitoria da HIV-1 Integrase. Os
resultados dos testes de validacdo interna e externa sdo disponibilizados na
Tabela 5.

pICso= 8,239 - 1,018 (Eig09_EA(bo)) — 25,032 (R5m+) + 0,635 (H2m) + 1,678
(VE1_B(p)) — 24,017 (SpPosA_X) — 0,718 (CG.Chelpg6) -0,001 (Et) + 0,117
(SKIN) — 0,107 (Mor28s)

Equacéao 2 Modelo de predicéo real C

A variancia explicada pela equacao 2, equivale a 75,0%, enquanto o seu
erro associado RMSEC apresenta valor de 0,376, o qual representa a
variabilidade na atividade nédo explicada pelo modelo (KIRALJ e FERREIRA,
2009; DE MELO, 2012). Os resultados para o teste F (95% de confianga, a=0,05)
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do modelo C se apresentam satisfatérios, considerando que o valor obtido &
maior que seu valor critico (Fc=2,641, para p=4, n-p-1=35) o modelo C pode
entdo ser classificado como significativo (GAUDIO e ZANDONADE, 2001;
MARTINS e FERREIRA, 2013). Em relacdo a avaliacdo da previsibilidade
interna, o Q2%Loo corresponde a 0,553 enquanto o RMSECV possui valor de
0,503, resultados dentro dos limites esperados. Ademais, a diferenca entre os
valores de R2 e Q?Loo é de apenas 0,197, o que indica que a probabilidade de
estar ocorrendo sobreajuste dos dados é pequena (GAUDIO e ZANDONADE,
2001; BESALU e VERA, 2008; MARTINS e FERREIRA, 2013).

Para os parametros average rm?.oo—scaled e Arm?.oo—scaled, este modelo
apresentou valores de 0,425 e 0,198, respectivamente. Segundo a literatura,
modelos com boa previsibilidade devem apresentar valores superiores a 0,5 para
0 primeiro e menores que 0,2 para o segundo parametro (ROY et al., 2012).
Embora, para o Arm?.oo—scaled o valor apresentado se mostre dentro do
intervalo adequado, para average rm?.oo—scaled o mesmo ndo acontece. Isto
indica que este modelo mesmo apresentando bons resultados para os demais
testes, falha na capacidade preditiva interna.

Nas Figuras 30 e 31 sdo apresentados os graficos correspondentes aos
resultados dos testes de validagcdo cruzada LNO e randomizagéo do y. A
robustez deste modelo foi também avaliada através do procedimento de leave-
14-out (26% do conjunto de treinamento). Na figura 30 pode-se observar que o
modelo C néo pode ser considerado robusto, pois para algumas amostras o seu
Q2.no apresenta variagdes maiores que 0,100 unidades em relacdo ao QZ.oo
(0,553), 0 que pode ser visto no gréafico com distribuicdo ndo estavel nesta faixa
de valores. Para o teste de randomizacgéo do y as intersec¢des das retas obtidas
devem apresentar interceptos menores que 0,05 para Q2%.oo € menores que 0,3
para R2 para que o modelo possa ser considerado livre de correlacdes espurias
(KIRALJ e FERREIRA, 2009; MARTINS e FERREIRA, 2013). A Figura 31
mostra o resultado obtido neste teste para o modelo C, através da analise desta
figura é possivel perceber que o modelo obtido apresenta baixa probabilidade de

sofrer de correlacdo ao acaso.
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Figura 30 Resultados da validagdo cruzada Leave -14- out do modelo C.
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Figura 31 Valor dos interceptos para Q%00 € R? no processo de randomizacéo

do y do modelo C.
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Os resultados da validacao externa sao apresentados na Tabela 5. Pela
analise desta tabela nota-se que o modelo real C néo foi aprovado novamente
em apenas um dos testes adotados. Segundo os parametros de R?pred (resultado
esperado: > 0,6) (GOLBRAIKH et al., 2003), k e k’ (resultados esperados: dentro
do intervalo de 0,85 a 1,15), |R?%- R*?o| (resultado esperado: < 0,3) (GOLBRAIKH
e TROPSHA, 2002) a equacédo 2 apresenta boa capacidade preditiva externa,
uma vez que em todos estes testes valores desejados foram alcangados.
Entretanto, segundo as métricas de average rm?pred—Scaled (resultado esperado:
> 0,5) e Arm%pred—Scaled (resultado esperado: < 0,2) (ROY e MITRA, 2012; ROY
et al., 2013) o modelo obtido ndo possui boa capacidade de predicao, pois
apresenta valor adequado para apenas a primeira métrica citada (ROY et al.,
2012). Desta maneira, segundo o exposto, o0 modelo C embora apresente bons
valores para a variabilidade explicada, seja significativo, possua baixa tendéncia
de sofrer sobreajuste e apresente resultados satisfatorios em alguns testes de
previsibilidade, ndo pode ser considerado um modelo com boa capacidade
preditiva e robusto.

Tabela 5 Comparacdo dos parametros estatisticos dos modelos resultantes.

Parametro Modelo A Modelo B Modelo C Valor
referéncia
N° de compostos 40 54 40 -
N° de descritores 7 91 9 -
N° de variaveis 4 5 4 -
latentes
R2 0,756 0,940 0,750 > 0,6
F 27,111 150,20 26,25 > Valor
referéncia
Valor referéncia teste 2,641 2,408 2,641 -
F

RMSEC 0,371 0,180 0,376 < Possivel
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RMSECV 0,456 0,530 0,503 < Possivel
Q200 0,632 0,710 0,553 >0,5
R2- Q200 0,124 0,230 0,197 <0,3
Average r'm?Loo— 0,510 0,618 0,425 >0,5
scaled
Arm? 00—scaled 0,199 0,091 0,198 <0,2
Informacao 77,438% 45,180% 71,340% -
acumulada
Outlier 0 0 0 -
R2pred 0,735 - 0,670 > 0,6
Average mZpred— 0,645 - 0,553 >0,5
scaled
Arn?oreq—scaled 0,053 - 0,232 <0,2
k 1,049 - 1,005 0,85<k<1,15
kK’ 0,950 - 0,991 0,85<k'<1,15
| R%- R?| 0,126 - 0,183 <0,3

5.3 Avaliagcdo da predicéao

Posteriormente ao processo de validacdo estatistica, 0 modelo A e B, os
quais obtiveram resultados satisfatorios nos testes a que foram submetidos,
tiveram seu poder preditivo também avaliado através de um segundo conjunto
de moléculas inibidoras da enzima HIV-1 Integrase (conjunto de predicéo,
n=145) (ver material suplementar artigo, Tabela 1 a 9). Estas, por sua vez, sao
provenientes das mesmas fontes dos compostos do conjunto de treinamento.

Este teste de predicdo foi aplicado para avaliar o potencial dos modelos QSAR
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como ferramenta de apoio a sintese de novos derivados. Para isto, estas
moléculas foram avaliadas quanto a adequacéo no dominio de aplicabilidade do
respectivo modelo utilizado para a predicdo. Foram usados tanto os testes de
dominio de aplicabilidade (DA) euclidiano quanto o de Willians (TROPSHA et al.,
2003; WOLD et al., 2008). A avaliacdo do DA dos compostos para o0 modelo B
nao pode ser realizada devido ao fato de que para a aplicacao destes testes séo
necessarios os dados de todos os descritores que compdem o modelo para todo
0 conjunto de compostos avaliado e que o software empregado para a
construcdo dos modelos ndo permite a extracdo destes dados.

As predicdes da atividade biolégica sob estudo para o conjunto de
predicdo (N=145) foram realizadas com os modelos auxiliares A (equacao 3) e
B. Modelos auxiliares séo construidos a partir da utilizacdo de todas as amostras
do conjunto de treinamento (neste caso 54 moléculas). Embora tanto o modelo
de treinamento quanto real sdo formados pelos mesmos descritores, o primeiro
citado possui quantidade maior de informagdo quimica em relacdo ao modelo
real (40 moléculas). Para isso, as equacfes dos modelos auxiliares devem
apresentar grande semelhanca (sinal e grandeza dos coeficientes na equacgéao)
em relacdo aos modelos reais, com intuito de serem consideradas equivalentes.

Em relacdo ao RMSD entre os valores preditos e observados o valor para
o0 modelo A foi de 0,698, enquanto que para o modelo C foi de 0,628. Apesar de
estar acima dos valores obtidos para os parametros RMSEC, RMSECV e
RMSEP, apenas 15 amostras (10,34% do conjunto avaliado) para o modelo A
(Material suplementar artigo, Tabela 10) e 8 compostos (5,52%) para o modelo
C (Anexo 1, Tabela 1) apresentaram residuos acima de 1 unidade logaritmica,
resultado que pode ser considerado aceitavel quando analisado o grande
namero de compostos submetidos a predicéo.

Na Figura 32, sdo apresentados os dominios de aplicabilidade pelas
abordagens de Willians (Fig. 32a) e pela distancia euclidiana (Fig. 32b) para o
modelo A. No primeiro, apenas 6 amostras (4,14% do segundo test set) ficaram
localizados fora do dominio, apesar da amostra 103 (Material suplementar,
Tabela 5) estar muito préxima da linha limite superior de residuos. Ja no dominio
de aplicabilidade Euclidiano, nenhuma das amostras apresentou uma distancia
média normalizada (normalized mean distance) maior que a linha limite. Assim,

€ possivel propor que as predi¢cdes das atividades realizadas para as amostras
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gue compdem o segundo test set ndo séo frutos de extrapolagéo, e que o modelo

€ representativo do espaco quimico das moléculas em estudo.

pICso= 8,131 + 1,549 (VEL_B(p)) — 36,773 (R5m+) — 1,195 (Eig09_EA(bo)) +
1,251 (H2m) — 0,164 (Mor28s) — 0,001 (ET) — 25,000 (SpPosA_X)

Equacédo 3 Modelo de treinamento A

n=54; outliers: 0; LVs= 4; informacado acumulada: 79.755%; R? = 0.759; RMSEC
= 0.372; F(2.790)= 50.538; Q?%.00 = 0.679; RMSECV= 0.430

Student residuals
o
(=]
Normalized mean distance
o

0.20 0.30 0.40 0.50 0.60
Leverage

Figura 32 Resultados dos testes de dominio de aplicabilidade. Todas as
amostras do estudo (n = 199) sdo apresentadas. A: residuos de Student versus
valores de leverage (DA de Willian). As amostras do segundo test set fora do
espaco quimico sdo representados como pontos vermelhos. A linha vertical é o
valor limite (0,222). B: DA euclidiano. A linha horizontal € o valor limite de
distancia média normalizada.

5.4 Descritores selecionados

Embora os modelos A e B tenham-se mostrados adequados para fins de
predicdo, quando possivel deve-se realizar a interpretacdo mecanistica do
modelo em relagdo ao mecanismo de acdo das moléculas em estudo, quando
este for conhecido (OECD, 2007). Pirimidonas, pirimidinas e piridopirazinas
carboxamidas sao compostos relacionados aos DCA’s, que inibem a HIV-1 IN
por quelacdo dos cofatores Mg?* presentes no sitio de ligacdo através de
ligacbes com a triade catalitica formada pelos residuos Asp64, Aspl16, and
Glul52. Também estdo presentes outras interacbes, em especial interacbes

hidrofébicas da cadeia lateral aromatica com uma al¢a desordenada formada
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pelos residuos 140-145 (HARE et al., 2010; METIFIOT et al., 2011; CARCELLI
et al., 2014).

Para o modelo A os descritores selecionados pertencem a categorias
diversas (Tabela 6), sendo dois topolégicos, quatro geométricos e um eletrdnico.
Os coeficientes PLS autoescalados mostram que todos os descritores sao
relevantes para o modelo. Apesar das duas primeiras categorias serem de dificil
interpretacdo, o descritor molecular Er (e outros descritores termodinamicos)
pode ser relacionado com a estabilidade molecular (DU TOIT et al., 2005;
LOHRAY et al.,, 2006; PHILLIPS et al., 2008). De modo interessante, este
descritor foi anteriormente selecionado no modelo previamente publicado por de
Melo e Ferreira (2009) (DE MELO e FERREIRA, 2009) para um conjunto de 33
dihidroxipirimidinas carboxamidas, obtido pela mesma abordagem (OPS/PLS).

Tabela 6 Descritores selecionados no modelo A e seus respectivos
coeficientes/coeficientes padronizados (abordagem de autoescalamento).

Simbolo Descritor Classe Coeficiente
autoescalado
VE1_B(p) Coeficiente da soma do ultimo Topoldgico/ 0,552
autovetor da matriz Descritores
Burden/ponderado pela baseados na matrix
polarizabilidade 2D
R5m+ Autocorrelacdo R méxima Geomeétrico/ —0,484
entre atomos separados por 5 Descritores
ligagBes quimicas/ GETAWAY 2

ponderada pela massa

Eig09_EA(bo) Autovalor n.9 da matriz de Topoldgico/ -0,550
adjacéncia de ponta/ indices de
ponderado pela ordem de adjacéncia de ponta.
ligacédo
H2m Autocorrelacdo H entre Geomeétrico/ 0,288
atomos separados por 2 Descritores
ligagdes quimicas/ ponderada GETAWAY @
pela massa
Mor28s Sinal 28/ Geométrico/ -0,265
ponderado pelo I-estado Descritores 3D-

MoORSE b
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Er Energia total da molécula Eletrénico/ -0,397
Descritor
termodinamico

SpPosA X Soma positiva espectral Geométrico/ -0,237
normalizada a partir da matriz Descritores
Chi baseados em Matriz
2D

Maiores detalhes em List of molecular descriptors calculated by Dragon (TALETE srl, 1997) e Propriedades quimico-
quéanticas empregadas em estudos das relagfes estrutura-atividade (ARROIO et al., 2010).

2 GATEWAY: Geometry, Topology And Atom-Weights Assembly.

® MoRSE: Molecule Representation of Structure based on Electron diffraction.

Em relacdo ao modelo B, a Figura 33 apresenta os coeficientes PLS dos
descritores que compdem o modelo. Através da analise desta figura nota-se que
a atividade é sumariamente relacionada com interagdes do tipo N1-N1 (grupos
doadores de ligacdo Hidrogénio nos compostos) e interacdes do tipo DRY-O
(Hidrofébicas e grupos aceptores de ligacdo Hidrogénio nos compostos) uma vez
gue seus coeficientes PLS s&o os que possuem maiores valores (picos em azul
e alaranjado).

0.125

0.100

0.075

0.050

0.025 m “
o LI |

= ]

-0.050

-0.075

| |||‘|| I
NI

-0.100

-0.125

-0.150

0.175 DRY-DRY 0-0 N1-N1 TIP-TIP DRY-0 DRY-N1 DRY-TIP 0-N1 O-TIP N1-TIP

Figura 33 Coeficientes PLS mostrando os descritores diretamente (valores
positivos) e inversamente (valores negativos) correlacionados com a atividade
anti HIV-1 Integrase no modelo B.

A Tabela 7 apresenta os 10 descritores mais relacionados com a atividade
biolégica em ordem de importancia e um detalhamento dos intervalos de

distancias das respectivas interacdes
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Tabela 7 Descritores GRIND e suas correspondentes distancias apresentados
segundo a ordem de importancia no modelo B. Tais variaveis foram identificadas
como as mais correlacionadas com atividade biologica em estudo (segundo o
coeficiente PLS).

Variavel Distancia Correlograma Coeficiente PLS
148 15,2 -16,6 A N1-N1 -0,167
261 16,4 - 16,8 A DRY-O 0,120
338 32-36A DRY-TIP -0,119
246 10,4 -10,8 A DRY-O -0,112
447 28-32A O-TIP -0,111
59 1.6-20A 0-0 -0,0942
502 28-32A N1-TIP -0,0927

72 6,8-72A 0-0 0,0909
349 76-8,0A DRY-TIP -0,0886
392 28-32A O-N1 0,0881

Os descritores 148 e 261 sdo os mais relacionados com a atividade
bioldgica, de acordo com seus coeficientes. Estes descritores sdo das classes
de interagbes N1-N1 e DRY-O. Conforme anteriormente mencionado, estes tipos
de interacdes sdo de extrema relevancia para a atividade bioldgica segundo o
modelo B. Considerando o exposto acima, uma analise mais aprofundada destes

descritores foi realizada.

Figura 34 Detalhamento do descritor 148, intervalos de distancia representados
pelas linhas azuis. A, B e C representam a sobreposicéo das interagdes do tipo
N1-N1 sobre as moléculas 174, 45 e 76 com atividades baixa, intermediaria e a
mais alta respectivamente.

A interacdo N1-N1 dentro do intervalo 15,2 a 16,6 A representada pelo
descritor 148 se mostra direcionada para a posi¢cdo horizontal na molécula

menos ativa do conjunto de dados (174) (Figura 34). Ao ocorrer o deslocamento
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desta interacao no sentido vertical a atividade sofre aumento, conforme pode ser
visto na Figura 34 para as moléculas com atividade intermediaria e alta (45 e 76).
Ao observar as moléculas com atividades mais altas nota-se que estas
apresentam maior numero de atomos de nitrogénio ao longo do esqueleto da
molécula, dentro do intervalo representado pelo descritor 148 e posicao
deslocada, explicando o acréscimo em sua capacidade de inibir a enzima HIV-1
integrase. Isto se deve ao fato de que o coeficiente deste descritor € negativo.
Desta maneira, quanto mais deslocado o descritor estiver, menor o seu valor e

consequentemente maior a atividade biologica.

Figura 35 Detalhamento do descritor 261, intervalo de distancia representado
pela linha vermelha. A e B representam a sobreposi¢cao das interagcdes do tipo
DRY-O sobre as moléculas 174 e 190, com atividades baixa e alta
respectivamente.

Através da analise da Figura 35, percebe-se que o descritor 261 localiza
a interacdo do grupo aceptor de ligacdo Hidrogénio proximo aos atomos de
oxigénio, os quais quelam o metal Mg?*, em uma distancia dentro do intervalo
16,4 a 16,8 A de um ponto de interacdo hidrofobica (anel benzénico substituido
com cloro). Com isto, a atividade do composto 190 é maior que 0 174, o qual ndo
possui estas interacdes dentro deste intervalo. Nota-se também, que os atomos
de oxigénio e o grupo hidrofébico citados fazem parte do farmacoforo da classe
de compostos aqui estudado, reforcando a importancia deste tipo de interacéo
para a atividade inibitoria sobre a HIV-1 Integrase.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel obter trés modelos QSAR multivariados
empregando as metodologias de QSAR 3D e 2D, para um conjunto de 199
pirimidinas, pirimidonas e piridopirazinas carboxamidas as quais tém a
capacidade de inibir in vitro a reacédo ST catalisada pela HIV 1-IN. Os testes de
validagéo indicaram que tais modelos s&o significativos e ndo apresentam
correlacdo ao acaso, porém somente o modelo A (2D) e B (3D) possuem boa
capacidade de predicéo e robustez. Além disso, os modelos propostos validados
satisfatoriamente foram utilizados para previsao da atividade inibitéria sobre a
HIV1-IN de um grande conjunto de dados, e os valores das previsdoes obtidos
mostraram um resultado satisfatorio. Finalmente, a interpretacdo mecanistica
reforca a confiabilidade dos modelos. Para o modelo A apesar da maioria dos
descritores selecionados serem de origem topolégica e geométrica, o descritor
Et (energia total da molécula) é consistente com achados bibliogréaficos prévios.
Enquanto que para o modelo B, as interagdes entre N1-N1 e DRY-O se mostram
altamente influentes sobre a atividade biolégica. O modelo B apresentou um
RMSD ligeiramente menor que A, e também um menor nimero de compostos
com erro menor que uma unidade logaritmica, o que indica que ele apresenta
um potencial de uso superior ao modelo A. Porém, a impossibilidade de
exportacdo de dados pelo programa Pentacle impossibilitou a realizacdo de
testes de validacao externa e de determinacdo de dominio de aplicabilidade, o
gue permitiria uma comparacao mais adequada com o modelo A. Desta maneira,
o modelos obtidos A e B podem ser Uteis para a concepcao de novos inibidores
de HIV1-IN, com potencial para o desenvolvimento de compostos protétipos de

novas drogas antirretrovirais.
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8. Anexos
8.1 Anexo 1

Tabelal Detalhamento dos valores preditos pelo modelo B e observados para
a variavel independente para o conjunto de predicdo (N=145).

Composto y real y pred Residuo
1 7,699 7,349 0,350
2 8,000 7,273 0,727
3 7,824 7,153 0,671
4 8,000 7,124 0,876
5 8,000 7,147 0,853
6 7,824 7,170 0,654
7 8,046 7,115 0,931
8 8,000 7,294 0,706
9 7,678 7,195 0,483
11 7,569 7,293 0,276
13 7,698 7,365 0,333
15 7,208 7,130 0,078
16 8,000 7,178 0,822
18 7,000 7,204 -0,204
20 6,699 7,101 -0,402
22 7,046 7,361 -0,315
23 7,699 7,201 0,498
24 6,887 7,351 -0,464
25 7,523 7,202 0,321
27 7,699 7,152 0,547
28 7,699 7,209 0,490
29 7,523 7,171 0,352
30 7,699 7,210 0,489
31 7,699 7,420 0,279
32 7,523 7,290 0,233
33 7,494 7,339 0,155
34 8,301 7,307 0,994

37 8,222 7,251 0,971



38
39
41
42
43
44
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
68
69
70
73
74
75
77
78

79

7,699
8,301
8,000
7,824
8,097
7,208
8,301
7,678
8,097
8,155
8,155
7,678
8,097
8,301
8,301
8,046
7,921
8,222
8,301
8,155
8,046
8,222
8,155
8,523
7,678
8,301
8,097
8,222
8,699
8,222
8,301
8,222

8,000

7,324
7,247
7,210
7,212
7,286
7,486
7,142
7,170
7,426
7,325
7,378
7,274
7,031
7,344
7,329
7,382
7,362
7,513
7,239
7,264
7,383
7,374
7,204
7,229
7,304
7,322
7,296
7,401
7,266
7,310
7,310
7,277

7,053

0,375
1,054
0,790
0,612
0,811
-0,278
1,159
0,508
0,671
0,830
0,777
0,404
1,066
0,957
0,972
0,664
0,559
0,709
1,062
0,891
0,663
0,848
0,951
1,294
0,374
0,979
0,801
0,821
1,433
0,912
0,991
0,945

0,947
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80
81
82
83
85
87
88
89
90
91
92
93
94
96
99
100
101
102
104
105
106
107
108
109
112
113
115
116
117
118
119
120

122

8,000
8,000
7,699
7,699
8,000
7,699
7,699
7,699
7,699
7,699
7,155
7,155
7,046
6,745
8,097
8,301
7,721
8,155
8,000
8,155
8,154
8,154
7,721
7,921
7,585
7,444
7,678
7,721
7,602
7,678
7,678
7,656

7,444

7,012
7,109
6,903
6,979
7,253
7,198
7,045
7,053
7,234
6,990
7,017
7,106
7,152
7,074
7,260
7,195
7,393
7,187
7,103
7,083
7,301
7,420
7,308
7,266
7,242
7,221
7,238
7,209
7,095
7,242
7,095
7,192

7,226

0,988
0,891
0,796
0,720
0,747
0,501
0,654
0,646
0,465
0,709
0,138
0,049
-0,106
-0,329
0,837
1,106
0,328
0,968
0,897
1,072
0,853
0,734
0,413
0,655
0,343
0,223
0,440
0,512
0,507
0,436
0,583
0,464

0,218
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123
124
125
126
128
129
131
132
134
136
137
138
139
141
142
145
146
148
150
151
152
153
154
156
158
159
160
161
162
163
166
168

169

7,155
7,745
8,046
6,770
7,620
6,733
7,301
7,678
7,745
7,000
7,699
7,699
7,301
6,824
6,824
7,222
7,155
6,699
7,301
7,222
7,398
8,000
7,284
7,097
7,222
7,097
6,699
7,301
7,071
7,770
7,398
6,678

7,699

7,187
7,309
7,081
7,127
7,314
7,289
7,119
7,270
7,223
7,003
7,167
6,972
7,040
7,083
7,231
6,894
7,018
7,022
7,230
7,235
7,320
7,208
7,105
7,180
7,028
7,108
6,952
7,094
6,953
7,044
7,192
7,052

7,035

-0,032
0,436
0,965
-0,357
0,306
-0,556
0,182
0,408
0,522
-0,003
0,532
0,727
0,261
-0,259
-0,407
0,328
0,137
-0,323
0,071
-0,013
0,078
0,792
0,179
-0,083
0,194
-0,011
-0,253
0,207
0,118
0,726
0,206
-0,374

0,664
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170
173
175
176
177
178
179
182
183
184
185
186
189
192
193
194
198

199

6,215
6,699
8,000
7,301
7,699
7,046
7,301
7,398
7,155
6,886
7,301
7,699
8,000
7,000
7,398
6,638
7,398

7,699

7,043
7,041
7,212
7,071
7,155
7,067
6,899
7,086
7,088
7,081
7,286
7,207
7,053
6,864
6,892
6,870
6,986

7,092

-0,828
-0,342
0,788
0,230
0,544
-0,021
0,402
0,312
0,067
-0,195
0,015
0,492
0,947
0,136
0,506
-0,232
0,412

0,607
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8.2 Anexo 2

Artigo revista: Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems

Relacdo Estrutura Atividade Quantitativa de pirimidonas, pirimidinas e piridopirazinas
carboxamidas inibidoras da HIV 1 Integrase usando Selec¢éo por preditores ordenados (OPS) e
Regressdo por Quadrados Parciais Minimos (PLS)

Luana Janaina de Campos?, Eduardo Borges de Melo**

4Laboratorio de Quimica Medicinal e Ambiental Teodrica (LQMAT), Departamento de
Farmacia, Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), Rua Universitaria
2069, Cascavel, Parang, 85819-110, Brasil.

*Autor correspondente. Fone: (55 45) 3220-3256; e-mail:

eduardo.b.de.melo@gmail.com

Neste estudo foram modelados 199 compostos derivados de pirimidonas, pirimidinas e
piridopirazinas carboxamidas com atividade inibitéria sobre a HIV 1 Integrase.
Posteriormente, um estudo QSAR multivariado foi realizado com 54 moléculas
empregando Selegdo por Preditores Ordenados (OPS) e Quadrados Minimos Parciais
(PLS) para a selecdo de variaveis e construcdo dos modelos, respectivamente. As classes
de descritores utilizados foram constitucionais, topologicos, eletrotopoldgicos e
geométricos ou moleculares. O modelo real selecionado mostrou-se robusto e livre de
correlagdo ao acaso, além disto demonstrou qualidade estatistica interna e externa
satisfatoria (R?= 0,756, RMSEC= 0,371; Fpe1)= 27,111; Q% 00= 0,632; RMSECV=
0,456; Average rm?.oo-scaled= 0,510; Arm?.oo-scaled= 0,199; R?pred =0,735; Average
Im2preq—Scaled= 0,645; Arm?preq—Scaled= 0,053; K=1,049; K’=0,950; |R%- R %|= 0,126).
Uma vez validado estatisticamente, o modelo de treinamento foi empregado para predi¢ao
das atividades de um segundo conjunto de dados (conjunto de predi¢do, N=145). O
RMSD entre os valores observados e preditos foi de 0,698. Apesar de ser um valor fora
dos padroes, apenas 15 (10,34%) das amostras exibiram valores de residuos superior a 1
unidade logaritmica, resultado considerado aceitavel. Os resultados para os dominios de
aplicabilidade de Willians e Euclidiano em relagdo as amostras do conjunto de predigédo
revelam que as predi¢Ges ndo ocorreram por extrapolacao e que o modelo é representativo
do espaco quimico dos compostos em estudo. Além disto, o descritor selecionado Et
(energia total da molécula) é consistente com achados bibliograficos prévios.

Palavras Chaves: QSAR; Integrase; Carboxamidas; AIDS; OPS; PLS.
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1. Introducgéo

Uma das abordagens mais utilizadas no campo do planejamento de farmacos
auxiliado por computador sdo os estudos de relacdo estrutura atividade quantitativa
(QSAR). Esses estudos se baseiam no fato de que as propriedades de moléculas organicas
dependem de sua estrutura quimica, e podem ser quantitativamente descritas por modelos
matematicos multiparamétricos [1, 2]. Esta abordagem encontra ampla aplicacao para a
avaliacdo do impacto em potencial de produtos quimicos na satude humana, em sistemas
ecoldgicos e em processos tecnoldgicos [3].

Considerando a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos
antirretrovirais, uma classe de compostos detentores de atividade anti-HIV (Human
Immunodeficiency Virus) amplamente estudada sao os derivados de dicetoacidos (DCAS).
Estes compostos séo conhecidos por inibirem a enzima HIV-integrase (HIV-IN), pois
podem quelar o cofator Mg?* [4, 5]. Atualmente, os farmacos Raltegravir [6, 7],
Elvitegravir [8] e Dolutegravir [9] (Fig. 1), capazes de inibir a reacdo de transferéncia de

fita (strand transfer, ST) catalizada por esta enzima, ja sdo utilizados na terapéutica.

H,C HsC HO
A =N B
O_ N
O~ °NH
HsC CH,
F\©\, I N’CHS
NH A
0
O OH
OH O CH,
F =
C (o] A N/j
NH
SN o

Fig. 1. Estruturas quimicas dos inibidores da HIV-IN em uso clinico (A: raltegravir; B:

elvitegravir; C: dolutegravir).

Os farmacos mostrados na figura 1 podem ser enquadrados na classe dos
inibidores de transferéncia de fita da integrase (integrase strand transfer inhibitors,
INSTI). Pirimidinas, pirimidonas e piridopirazinas s&o estruturas heterociclicas contendo
0S nucleos basicos representados na Fig. 2, os quais na presenga do grupamento
carboxamida apresentam o farmacoforo dos DCAs. A partir destes nucleos bases, uma
grande quantidade de derivados ja encontra-se descrita na literatura [10, 11]. Um dos

fatos que torna esta classe terapéutica atrativa para o desenvolvimento de novos
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antirretrovirais é que as células de mamiferos ndo apresentam enzimas homologas a
integrase, 0 que aumenta a especificidade destes farmacos contra o virus, apresentando
baixo potencial de toxicidade [12].

As metodologias de QSAR baseiam-se na hipotese de que, utilizando modelos
matematicos € possivel prever a atividade bioldgica de novos analogos, auxiliando na
selecdo daqueles de maior interesse em sua preparacao [2, 13]. Assim, o objetivo deste
trabalho foi obter um modelo QSAR estatisticamente validado, com alta capacidade de
predicdo de novos inibidores da HIV-IN derivados de pirimidinas, pirimidonas e
piridopirazinas carboxamidas, potencialmente util como ferramenta de apoio ao
planejamento de novos derivados. Desta maneira, foi selecionado da literatura um
conjunto de 199 compostos descritos como inibidores da reagédo de transferéncia de fita
[14-24]. O estudo foi realizado utilizando a metodologia de selecdo de variaveis Ordered
Predictors Selection (OPS) [25], sendo o modelo construido utilizando quadrados

minimos parciais (PLS).

Fig. 2. Ndcleo basico das piridopirazinas em A; pirimidonas em B; pirimidinas em C;

insercdo do grupamento carboxamidas a pirimidona.

2. Materiais e métodos
2.1  Conjunto de dados

Foi selecionado da literatura um conjunto de dados formado por 199 compostos
descritos como INSTR em relagdo a HIV-1 IN, sendo este conjunto formado por: (i) 134
compostos derivados de pirimidonas sintetizadas e testadas por Ferrara et al. [14],
Muragliaetal. [15], Gardelli et al. [16], Di Francesco et al. [17], Nizi et al. [18], Petrocchi
et al. [19] e Donghi et al. [20]; (ii) 56 derivados de pirimidinas Pace et al. [21], Summa
et al. [22] e Petrocchi et al. [23]; e (iii) 9 derivados de piridopirazinas Wai et al. [24].
Segundo os autores, todos os compostos foram ensaiados pelo mesmo protocolo [26].

Derivados descritos como misturas racémicas foram excluidos do estudo. A estrutura base
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do conjunto é apresentada na Fig. 3. No material suplementar (Tabelas 1 a 9) séo

disponibilizados os compostos utilizados no estudo e suas respectivas atividades

biologicas.
0
OH
HN ‘
. OH
N
HN
SR

Fig. 3. Estrutura basica. Representacdo 2D.

A inibicdo enzimética foi medida quanto a concentragdo necessaria (em
nanomolar, nM, ou micromolar, pM, dependendo da referéncia) para reduzir em 50% a
reacdo de ST (ICso). Os valores observados foram convertidos em seus correspondentes
—loglCso (ou plICso), e desta maneira as atividades ficaram distribuidas dentro do intervalo
de 3.067 unidades logaritmicas (pICso 5.602 a 8.699).

O conjunto de dados foi divido em dois subconjuntos. O primeiro foi destinado a
modelagem dos dados, com 54 compostos (material suplementar, ver destaques nas
Tabelas 1 a 9) selecionados de modo a representar adequadamente a variabilidade
estrutural e a faixa de atividade bioldgica do conjunto de dados. O segundo, com 0s
demais compostos, foi utilizado como um conjunto de predicdo, visando avaliar o
resultado hipotético do uso do modelo obtido na anterior proposicdo destes derivados,
levando em conta que este € 0 objetivo principal de estudos QSAR aplicados a

planejamento de novos farmacos.

2.2  Modelagem molecular

As estruturas dos 199 compostos do conjunto de dados foram construidas a partir
de uma estrutura cristalogréafica similar (cédigo DOTRUZ) obtida no Cambridge
Strucutural Database (CSD) [27]. Todas as moléculas foram inicialmente otimizadas em
mecénica molecular (MM+), com otimizagBes alternadas com ciclos de dinamica
molecular (1 ps, 300 K). O procedimento foi repetido até que a energia obtida ndo variasse
de maneira significativa, indicando a obtencdo de uma possivel estrutura de energia
minima. Em seguida, os compostos foram otimizados por mecénica quantica, na
sequencia dos niveis de teoria Austin Model 1 (AM1), Hartree-Fock (HF/6-31Gd,p) e,
finalmente, pela Teoria do Funcional de Densidade (B3LYP/6-311G++d,p). As funcbes
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difusas (++) foram utilizadas porque a adicdo de orbitais s e p muito difusos melhora a
descricdo de pares de elétrons de alta energia [28], 0 que as tornam interessantes quando

é considerado o mecanismo de a¢do dos compostos aqui estudados.

2.3 Descritores moleculares

Utilizando as estruturas otimizadas, foram obtidos os seguintes descritores
eletronicos: cargas parciais de Mulliken, NBO (Natural Bond Orders) e CHELPG
(Charges from Electrostatic Potential Grid-based), energia dos orbitais moleculares de
valéncia (Exomo-1, Enomo, ELumo, ELumo+1), momento de dipolo total (D) e nos eixos X,
y e z (Dx, Dy e Dz), e energia total (Et). Além disso, utilizando as equagdes descritas por
Todeschini e Consoni [29] e os valores obtidos para os descritores de energia dos orbitais
moleculares, foram derivados mais 10 descritores: GAP (diferenca energética entre
Enowmo, € ELumo), indice de energia de ativacgdo (activation energy index, AEl), fracdo de
energia HOMO/LUMO (energy fraction, f(H/L), (hardness, n), potencial de ionizagéo
(ionization potential, IP), afinidade eletronica (electronic affinity, EA), (softness, S),
indice de eletrofilicidade no estado fundamental (electrophilicity index in the ground
state, wgs), indice de eletrofilicidade (eletrofilicity, ) eletronegatividade molecular
(molecular electronegativity, y). Deste modo, foram utilizados no estudo 52 descritores
de caréter eletronico.

As geometrias de menor energia também foram utilizadas no programa Dragon 6
para a obtencdo de descritores das seguintes classes: descritores constitucionais
(constitucional descriptors), descritores de contagem de grupos funcionais (functional
groups counts), descritores de carga (charge descriptors), propriedades moleculares
(molecular properties), contagem de circuitos e caminhos (walk and path counts), indices
de informacéo (information indices), indices de adjacéncia de ponta (edge adjancency
indices), indices de cargas topoldgicas (topoldgical charge indices), descritores
topoldgicos (topological descriptors), indices de conectividade (connectivity indices),
descritores geométricos (geometrical descriptors), auto correlacbes 2D (2D
autocorrelations), auto correlages 3D (3D autocorrelations), pares de atomos 2D e 3D
(2D e 3D atom pairs), autovalores de Burden (Burden eigenvalues), descritores 3D de
Morse (3D-MoRSE descriptors), autovalores baseados em indices (eigenvalues-based
indices), descritores GETAWAY (GETAWAY descriptors), descritores RDF (RDF

descriptors), descritores WHIM (WHIM descriptors), perfis moleculares de Randic
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(Randic molecular profiles), indices ETA (ETA indices), impressdes digitais CATS2D
(CATS2D finger prints). De modo geral, estas classes podem ser descritas como
descritores constitucionais, topoldgicos, eletrotopolégicos e geométricos ou moleculares.

A matriz de descritores obtida passou por um processo de reducdo de variaveis,
devido a grande quantidade obtida. Assim, ainda no Dragon 6, o total foi reduzido através
da eliminacdo de um membro dentre pares com alta correlacdo entre si (maior do que
0,9), de descritores invariantes ou quase-invariantes, e aqueles que apresentavam desvio
padrdo menor que 0,001. Finalmente, foi realizada uma redugéo manual, com intuito de
excluir descritores com baixa variagdo ndo eliminados pelo programa. Em seguida,
utilizando o programa QSAR Modeling [30], foram excluidas aquelas variaveis que
apresentassem valores absolutos dos coeficientes de correlagdo de Pearson com a
atividade biologica (|r|) abaixo de 0,3, visando eliminar descritores que n&o
apresentassem informacdo relevante para a construcdo dos modelos. Este processo

resultou em uma matriz de descritores formada por 319 descritores.

2.4 Estudo QSAR

Durante o desenvolvimento de modelos QSAR, os descritores moleculares
constituem a ferramenta bésica que transforma a informagdo quimica em informacéo
numeérica adequada para a aplicacdo de procedimentos computacionais [29]. Os
descritores podem ser obtidos por procedimentos experimentais [31] ou tedricos. Estes
ultimos, mais utilizados, sdo obtidos através de diferentes teorias, como quimica quantica,
teoria de grafos, dentre outras [29]. Devido ao grande numero de descritores, faz-se
necessario utilizar metodologias que automatizem a selecdo daqueles, dentre o0s
disponiveis, que mais contribuem para a atividade bioldgica. Estes descritores serdo
aqueles utilizados para construir os modelos mais adequados para descrever atividade
bioldgica em investigacdo [2, 32]. Neste estudo foi utilizado o método OPS [25], um
algoritmo iterativo para selecdo de variaveis que utiliza regressao por PLS [33] para a
construcdo de modelos. Este método seleciona as variaveis através de um rearranjo da
matriz de descritores de acordo com sua relevancia. Deste modo, a varidvel mais
importante é disposta na primeira coluna da matriz, a segunda mais relevante na coluna
subsequente, e assim por diante [25, 30]. Esta reorganizacao é realizada segundo um vetor
informativo (vetor de regressdo do PLS, vetor de correlacdo, e o produto entre eles) [25].
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Os descritores selecionados sdo utilizados para a construcdo de modelos também
utilizando a regressdao por PLS. Esta abordagem é interessante para problemas
quimiométricos, uma vez que projeta o grande ambiente possivel de informag&o contida
nos descritores para um espago pequeno, na forma de varidveis latentes (LVS),
mutuamente ortogonais entre si [2, 34, 35]. A construcdo dos modelos, também foi
necessario pré-processar os dados, pois conjuntos de dados de QSAR geralmente
consistem em variaveis que possuem diferentes unidades e/ou grandes faixas de variacao.
O método bésico para estudos QSAR, e que foi utilizado neste estudo, é o
autoescalamento [30]. Esta abordagem consiste em subtrair de cada elemento de uma
coluna da matriz de dados o valor médio da respectiva coluna, e dividir o resultado pelo
desvio padrdo da mesma. Assim, a influéncia de uma varidvel dominante é minimizada.

Os modelos obtidos através do uso da abordagem OPS foram classificados
segundo critérios estatisticos. Inicialmente, os modelos foram classificados pela raiz
quadrada do erro da validacdo cruzada (Root Mean Square Error of Cross-Validation,
RMSECYV), com o objetivo de obter um conjunto reduzido de descritores que poderiam
levar a modelos com baixo erro. Nos ciclos subsequentes, o coeficiente de determinacéo
da validacdo cruzada leave-one-out (Q%.00) foi utilizado para auxiliar na selecio do
subconjunto de descritores que levassem a melhor capacidade de predicdo. Este processo
foi repetido de maneira iterativa até que o modelo com maior valor de Q%00 € menor

namero de descritores quanto possivel fosse encontrado.

2.5 Validacdo dos modelos

O uso de um modelo de predicdo € condicionado a sua prévia aprovagao em uma
série de testes estatisticos. Isto visa garantir que as variaveis dependentes de interesse
sejam previstas de maneira mais confiavel possivel. O método mais empregado de
validacdo de modelos QSAR consiste em duas etapas: (i) testes usados para avaliar a
capacidade de previsdo dos modelos em relacdo aos compostos que auxiliaram em sua
construcdo, ou validacdo interna; (ii) e testes de avaliacdo da previsdo para compostos
que ndo foram empregados na obtencéo, ou validagéo externa [36, 37].

Em relacdo a validacdo interna, o grau de ajuste do modelo foi avaliado através
do coeficiente de determinagdo multipla (R?) e do erro associado medido pelo
correspondente raiz quadrada do erro da calibracdo (RMSEC). A significancia da
regressdo avaliada utilizando o teste de Fischer (F, 95% de confianga, a=0,05). O grau de

previsibilidade do modelo avaliado pela validagdo cruzada LOO, onde é obtido 0 Q? oo,
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e seu associado, expresso pelo RMSECV, que deve apresentar o menor valor possivel [2,
36]. Também foram utilizados os testes RmSquare aplicados a validacdo cruzada
(Average rm’Loo—scaled e ArmLoo—scaled) [38, 39].

Nesta etapa, também deve ser avaliada a robustez dos modelos, através da
validagdo cruzada leave-N-out (LNO), com uso do Q%o (coeficiente de determinagdo
entre as atividades bioldgicas observadas e preditas durante o processo de validagédo
cruzada leave-N-out). Este teste foi aplicado para N=1-14 (26% do conjunto de dados) e
repetido seis vezes para cada “N”. Também foi avaliado a presenga de correlagdo ao acaso
nas informacgdes explicadas e preditas, através do teste de randomizacdo do y (y-
randomizacgdo) [36], onde apenas este vetor é randomizado. Foi utilizada a abordagem
sugerida por Eriksson e colaboradores, onde o |r| entre o vetor y original e os vetores
randomizados € utilizado para avaliar a presenca de correlagGes espdrias [40].

Para a validacdo externa, um conjunto-teste de 14 compostos (35, 45, 66, 72, 86,
97,98, 121, 147,157, 164, 171, 195 e 196), totalizando 26 % do conjunto de treinamento,
0s quais sdo representativos da faixa de variacéo da atividade bioldgica e da variabilidade
estrutural das amostras [30]. Como a atividade biolégica das amostras do test set é
conhecida, pode-se fazer uma comparacdo entre o valor previsto pelo modelo e o valor
real, utilizando parametros estatisticos [41]. Assim, a validacdo externa é muito mais
confidvel para assegurar a capacidade preditiva dos modelos QSAR, pois as amostras nao
foram utilizadas na construcao dos modelos [37, 42]. A qualidade da predicdo foi avaliada
através do coeficiente de determinacdo da validacdo externa (R%pred), da raiz quadrada
do erro quadratico médio da predicdo externa (RMSEP), das estatisticas de Gobraikh e
Tropsha (k, &’ e |R%-R *o|) [41] e RmSquare aplicados a validacio externa (Average rm>—
scaled e Arm>-scaled) [43, 44].

Os parametros utilizados foram selecionados para avaliar de maneira bastante
rigorosa a capacidade preditiva dos modelos QSAR, determinando a proximidade entre a
atividade observada experimentalmente e a prevista. O uso destes critérios visa garantir
uma minima confiabilidade, qualidade e eficacia dos modelos de regressdo para fins
praticos [36, 38, 45]. As equacdes utilizadas para obter os pardmetros estdo disponiveis

na Tabela 1.
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Tabela 1
Parametros estatisticos empregados para a validacdo interna/externa.
PARAMETRO SIGNIFICADO EQUACAO
R? Coeficiente de RZ 1 Yi Vobsi — Vei)?
determinagéo? Yi Wobsi — Yei)?
RMSEC Raiz quadrada do erro s ¥
da calibragio® RMSEC = J 84 — Yei
F Teste F°
Zi (yobsi — Yci )2
F = k
Zi (yobsi — YObs)
n—p-—1
Q%Loo Coeficiente de 02100 = 1 S opsi — Voi)?
determinacéo da 2i Wobsi = Vobs)?
validacdo cruzada®
RMSECV Raiz quadrada do erro s )
da validagdo cruzada® RMSECV = \] - y(’bs; Yol
RZpred Coeficiente de Rpred = 1— Y Vonsi — Veni)?
determinacéo da 2iWobsi = Vobs)?
validacdo externa®
RMSEP Raiz quadrada do
L. _ Zi (yobsi B yevi)z
erro quadratico RMSEP = "
médio da predicao
externa
kek’ InclinacBes das = YiVobsi — YVewi)
linhas das regressoes 2i Yevi

lineares de predicdo®
— Zi(yobsi - :Vevi)

kl
Zi Yobsi
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[R%-R?’g| Diferenca absoluta . (1 Y Vobsi — kyobsi)2>
entre os coeficientes > Wobsi — Yevi)?
de determinacgéo
multipla®
) Z(yobs - kyobs)2
R 0 1 - _ 2
Z(yobs - YObsi)
Average rm>—scaled Média de r? ) 2+ 17 m?)
- Médiar,* =
modificado 2
escalado®
Arm>—scaled Variagdo de r? Ay 2 = |rp?— 1"y 2
modificado
escalado®
Yiscaled Valor da atividade  Yi scaled
bioldgica observado Y — Ymin(obs ou evi)

ou predito escaladof Ymax(obs ou evi) — Ymin(obs ou evi)

3 qualidade do ajuste; ° significancia; ¢ validacdo cruzada, se n = 1, e teste de robustez
leave-N-out, se n > 1; Y qualidade da predicéo interna; ¢ validacao externa; ' pré-tratamento
de dados; y: atividade biologica; V: atividade bioldgica média; obs: valores
experimentais; ci: atividade estimada no modelo de regressdao para o conjunto de
treinamento completo; vi: valor obtido na validacdo cruzada LOO; n: nimero de
compostos do conjunto de treinamento; p: nimero de variveis latentes; Yobsi : atividade
média observada para o conjunto de treinamento completo; evi: valor obtido na validagédo
externa; rm?: coeficiente de correlagdo modificado obtido a partir da regressdo com dados
observados e preditos; » 'm°: coeficiente de correlagdo modificado obtido da regressdo com
a troca de eixos.

2.6 Teste dos modelos

Apb6s o modelo representado pela equacdo 1 ser validado interna e externamente, seu
respectivo modelo de treinamento (n=54) foi utilizado para a previsdo da atividade de 145
compostos analogos do conjunto de dados estudado, obtidos das mesmas fontes bibliograficas. O
uso do modelo de treinamento (equacdo 2) para a predi¢do da atividade biolégica deste segundo

conjunto de predicéo se deve ao fato de que este modelo contém maior quantidade de informacéo
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quimica a respeito da classe de compostos aqui estudados em relacdo ao seu respectivo modelo
real (equacdo 1). Este teste teve como objetivo avaliar o potencial do modelo como ferramenta
de apoio a sintese de novos derivados. Para isto, estes compostos foram avaliados quanto a
adequacdo no dominio de aplicabilidade do modelo. Foram utilizados tanto os testes de dominio

de aplicabilidade euclidiano quanto o de Willians [46, 47].

2.7 Softwares

A construcdo do conjunto de dados e as otimizaches aos niveis mecanica
molecular e semi-empirico foram realizadas no programa HyperChem 7 [48]. As
otimizagGes em HF e DFT foram realizadas no programa Gaussian 09 [49]. Os descritores
eletronicos foram obtidos no programa Gauss View 5 [50], enquanto para os demais foi
utilizado o programa Dragon 6 [51]. O processo de reducdo de variaveis por alta
correlacdo entre si e baixo desvio padrdo também foi realizada através do programa
Dragon 6. O programa OpenBabel 2.3.1 [52] foi usado para realizar todas as conversdes
de formatos quimicos, quando necessario.

As etapas de reducdo de variaveis por baixa correlacdo com a atividade bioldgica,
selecdo de variaveis (OPS), construcdo dos modelos (PLS) e validacdo interna foram

realizadas no programa QSAR Modeling [30] (http://lgta.igm.unicamp.br). Os modelos

foram refinados com o auxilio do programa Pirouette 4 [53]. A validacdo externa foi
realizada com o Xternal Validation 1.0, enquanto o dominio de aplicabilidade euclidiano
foi obtido utilizando o programa Euclidean Applicabilty Domain 1.0 (ambos disponiveis

em http://dtclab.webs.com/software-tools). Finalmente, o dominio de aplicabilidade de

Willians e alguns parametros da validagdo interna e externa foram calculados através de

uma tabela Excel “in house”.

3. Resultados e discussao

O melhor modelo obtido é apresentado na equacdo 1. A analise dos residuos de
Student pelos respectivos leverages mostrou que o modelo ndo apresenta nenhum outlier
(i.e., amostras andmalas) [30, 32, 54]. Desta maneira, 0 modelo real obtido foi formado
por 7 descritores, que deram origem a quatro VLs (informagdo acumulada: 77,438%;
VL1: 34,142%; VL2: 6,744%; VL3: 12,657%; VL4: 23,894). Os valores dos descritores
dos 54 compostos do conjunto de dados, além dos valores observados e previstos
(validacéo cruzada e externa) sdo apresentados na Tabela 2. Os resultados dos testes de

validacdo interna e externa séo disponibilizados na Tabela 3.


http://lqta.iqm.unicamp.br/
http://dtclab.webs.com/software-tools

98

pICso= 7,503 + 1,740 (VE1_B(p)) — 30,263 (R5m+) — 1,111 (Eig09_EA(bo)) + 0,827
(H2m) — 0,140 (Mor28s) — 0,001 (E) — 26,036 (SpPosA_X)
1)

A gualidade do ajuste dos dados, ou variancia explicada pelo modelo, equivale a 75,6%,
sendo o minimo recomendado é 60% (R? > 0,6). O RMSEC representa a variabilidade na atividade
ndo explicada pelo modelo e, consequentemente, deve ser o menor possivel, também apresenta
valor aceitavel [36, 45]. A razdo entre a variabilidade explicada pelo modelo e a variabilidade que
permanece sem explicagdo é expressa pelo resultado do teste F (95% de confianga, 0=0,05).
Considerando que o valor obtido é maior que seu valor critico (F.=2,641, para p=4, n-p-1=35), e
que quanto maior o valor de F, mais significativo é o modelo, 0 modelo 1 pode entdo ser
classificado como significativo [30, 55].

A previsibilidade interna foi testada pela validacdo cruzada LOO, que avalia a
quantidade de informacdo ou variabilidade que um modelo pode prever. Se esta
apresentar elevado grau de previsibilidade, seu Q? oo sera 0 mais proximo possivel de 1,
com minimo recomendado de 0,5 (i.e., 50%), enquanto 0 RMSECV deve apresentar o
menor valor possivel. Os resultados mostram que o modelo é capaz de prever 63,2% de
informag&o, com um RMSECV associado de 0,456. Para os pardmetros average rm’.oo—
scaled e Arm? oo-scaled, modelos com boa previsibilidade devem apresentar valores
superiores a 0,5 para o primeiro e menores que 0,2 para o segundo, resultados que foram
aqui obtidos [56]. Finalmente, a diferenca entre os valores de R? e Q? Loo € de apenas
0,124, o que indica que a probabilidade de estar ocorrendo sobreajuste dos dados é muito
pequena [30, 55, 57]. Assim, considerando o exposto, 0 modelo 1 possui boa capacidade

de predicao, é significativo, e possui e baixa tendéncia de sofrer sobreajuste.



Tabela 2

Valores dos descritores selecionados para as amostras do conjunto de dados e resultados dos processos de predicéo (validacéo cruzada e
externa).
Compounds VE1 B(p) R5m+ Eig09 EA(bo) H2m Mor28s Er SpPosA_X plCsc plCso  Residue

real pred
10 3,941 0,034 1,948 2,215 1,907 -1915,737 0,292 7,620 7,402 0,218
12 3,924 0,028 1,948 1,809 1,532 -1846,779 0,292 7,494 7,174 0,320
14 3,979 0,026 1,948 2,292 -0,927  -1990,986 0,300 7,721 8,164 -0,443
17 3,785 0,028 1,500 1,629 -0,336  -1282,780 0,292 6,721 6,927 -0,206
19 3,791 0,025 1,500 1,635 -0,776  -1358,006 0,299 6,745 7,010 -0,265
21 3,786 0,030 1,266 1,626 1,137 -1604,213 0,295 7,097 7,209 -0,112
26 3,799 0,027 1,734 1,807 -0,027  -1451,533 0,289 7,215 7,082 0,133
35* 4,153 0,045 1,500 1,870 -1,143  -1713,448 0,274 8,155 7,987 0,168
36 3,888 0,030 1,388 1,560 -0,151  -1204,151 0,288 7,796 6,994 0,802
40 4,376 0,026 1,875 1,676 -3,267  -1564,887 0,288 8,222 8,578 -0,356
45* 4,025 0,024 1,663 1,642 -1,836  -1495,413 0,298 7,119 7,284 -0,165
46 4,030 0,023 1,687 1,782 -1,563  -1569,431 0,293 8,523 7,829 0,694
65 4,065 0,030 1,751 2,110 -0,601 -1811,369 0,291 8,046 8,165 -0,119
66* 4,075 0,029 1,751 1,879 -1,789  -1488,389 0,291 8,398 7,487 0,911
67 4,092 0,028 2,046 1,828 -2,545  -1523,892 0,289 7,602 7,698 -0,096

71 4,080 0,029 2,046 1,878 -1,611  -1527,685 0,289 7,208 7,593 -0,385




72*
76
84

86*
95

97*

98*

103

110

111

114

121*

127

130

133

135

140

143

144

147*

149

4,096
4,084
3,840
3,782
3,957
3,977
3,998
4,300
4,184
4,184
4,372
3,909
4,004
4,202
4,224
3,657
3,920
3,631
3,565
3,709
3,575

0,028
0,028
0,050
0,025
0,039
0,040
0,039
0,022
0,020
0,022
0,022
0,027
0,022
0,025
0,037
0,048
0,028
0,027
0,030
0,026
0,028

2,046
1,751
1,713
1,108
1,935
1,927
1,946
1,500
1,751
1,751
1,982
1,500
2,072
2,073
2,071
1,298
1,866
1,242
0,720
1,500
1,866

1,927
2,043
1,833
1,253
2,324
1,551
1,568
1,953
1,702
1,787
1,896
1,555
1,767
2,065
2,345
1,602
1,706
1,575
1,536
1,635
1,796

-1,711
-2,083
-0,506
-0,422
5,017
-1,279
0,526
0,722
1,699
0,499
0,459
0,608
1,718
0,750
0,452
-0,119
-1,422
0,377
0,602
0,614
0,193

-1543,745
-1500,575
-1698,641
-1204,603
-1695,212
-1474,812
-1569,484
-1604,218
-1204,152
-1886,785
-1641,131
-1201,734
-1565,863
-1680,405
-1922,338
-1445,307
-1452,917
-1204,149
-1126,698
-1223,810
-1397,132

0,289
0,291
0,270
0,287
0,275
0,286
0,285
0,291
0,297
0,297
0,300
0,304
0,295
0,300
0,301
0,300
0,303
0,301
0,290
0,298
0,299

7,886
8,699
7,222
7,698
7,046
6,638
6,310
8,301
7,456
7,921
7,745
6,886
6,733
7,638
7,678
6,301
6,824
5,910
6,699
7,301
5,699

7,362
7,852
7,927
6,924
7,369
6,562
6,490
8,575
7,016
8,127
7,940
6,309
6,964
7,558
7,823
6,237
6,871
6,586
7,070
6,235
6,409

0,524
0,847
-0,305
0,774
-0,323
0,076
-0,180
-0,274
0,440
-0,206
-0,195
0,577
-0,231
0,080
-0,145
0,064
-0,047
-0,676
-0,371
1,066
-0,710

100



155
157*
164*

165

167
171*

172

174

180

181

187

188

190

191
195*
196*

197

3,787
3,878
3,698
4,171
3,960
3,600
3,536
3,538
3,616
3,626
3,643
3,620
3,632
3,777
3,878
3,852
3,845

0,026
0,026
0,041
0,035
0,045
0,045
0,052
0,076
0,044
0,042
0,050
0,044
0,059
0,037
0,049
0,043
0,051

1,500
1,500
1,291
1,766
1,899
1,293
0,927
0,927
1,293
1,293
1,293
1,293
1,293
1,018
0,894
0,884
0,902

1,468
1,659
1,362
1,531
1,850
1,655
1,816
1,859
1,719
1,600
1,711
1,801
2,644
1,338
1,457
1,803
1,716

0,248
-0,543
0,380
0,427
-0,997
0,441
0,045
0,247
-0,040
-0,076
1,162
0,684
0,819
1,795
1,832
1,160
1,924

-1282,771
-1358,000
-1366,664
-1520,341
-1598,985
-1422,026
-1726,748
-1742,796
-1520,543
-1445,311
-1505,255
-1505,254
-2325,226
-1129,316
-1450,356
-1450,358
-1450,358

0,294
0,296
0,299
0,297
0,297
0,304
0,301
0,301
0,306
0,299
0,299
0,297
0,299
0,293
0,293
0,290
0,292

7,056
7,585
6,000
7,523
6,215
5,780
7,000
5,602
6,260
6,959
6,796
7,155
8,000
5,983
6,432
7,398
6,420

6,675
6,897
5,918
6,937
6,915
5,783
6,756
6,369
6,327
6,349
6,100
6,462
7,439
6,506
6,545
7,151
7,063

0,381
0,688
0,082
0,586
-0,700
-0,003
0,244
-0,767
-0,067
0,610
0,696
0,693
0,561
-0,523
-0,113
0,247
-0,643

* Compostos selecionados para a validagédo externa.

101



102

Tabela 3

Resultados dos parametros estatisticos para 0 modelo 1.
Parametro Valor
R? 0,756
F 27,111
Valor referéncia do teste F 2,641
RMSEC 0,371
RMSECV 0,456
Q%00 0,632
R?- Q?Loo 0,124
Average rm’.oo—scaled 0,510
Arn’Loo-scaled 0,199
Informagédo acumulada 77,438%
Outlier 0
RZpred 0,735
RMSEP 0,422
k 1,049
k’ 0,950
| R%- R % 0,126
Average r'nm’prec—scaled 0,645
Arm?rec—Scaled 0,053

Na Figura 4 sdo apresentados os graficos correspondentes aos resultados dos testes

de validacdo cruzada LNO e randomizacdo do y. A robustez dos modelos foi avaliada

através do procedimento de leave-N-out, outro processo de validagdo cruzada, onde um

maior nimero de amostras € retirado do conjunto de dados (geralmente, entre 20 a 30%).

Como resultado, avalia-se a oscilagio nos valores de cada Q%.no & do Q%.no médio em

relacdo ao valor de Q? oo, e do desvio padrdo de cada replicata [36]. Neste estudo, foi
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realizado um processo de leave-14-out (26% do conjunto de treinamento). Na figura 4a,
pode-se observar que o modelo pode ser considerado robusto, pois mantém seu Q%.no
(0.610) em apenas 0.022 unidades menor que 0 Q% oo, algumas variaces sdo observadas
nos resultados, entretanto o valor para a maior variagdo individual em relagio ao Q?Loo
foi de apenas 0,091 unidades (Q%.130= 0.541), e 0 maior desvio padrdo obtido para as
hexaplicatas correspondentes a cada “N” foi de apenas 0,059 (Q?L60). Assim, o resultado
pode ser considerado aceitavel.

Ja o teste de randomizacdo do y (Figura 4b) é realizado através de modelos
paralelos, os quais mantém as colunas de descritores originais enquanto os valores do
vetor y sdo aleatoriamente alterados. Os modelos resultantes devem apresentar baixa
qualidade estatistica. Segundo Eriksson etal. (2003) [58], deve-se realizar uma regressao
entre os valores absolutos das correlacdes de Pearson, |r|, entre o vetor y original e cada
novo vetor obtido ap6s uma aleatorizacio, com os valores de R? ou Q%00
correspondentes. As intersec¢Oes das retas obtidas devem apresentar interceptos menores
que 0,05 para Q%.oo € menores que 0,3 para R? para que 0 modelo possa ser considerado
livre de correlacdes espurias [30, 36]. O resultado obtido mostra que o modelo obtido

apresenta baixa probabilidade de sofrer de correlacdo ao acaso.

0.800

0.750 (A) (B)
0.700
0.650 o + %

o 0600 & ; } } ? a : I

(o] o ! L1 T
0.550 2 I
0.500 Intercept:
0.450 R?=0.118
0.400 Q% p0=-0.404

0 1 2 3 4 5 65 7 8 9 10 11 12 13 14 0 0.2 04 06 08 1
LNO cross-validation (N=1 to 14) rlyrand,y)

Figura 4. Resultados da validagdo cruzada LNO (A) e do teste de randomizacéo do y (B).

Quanto a validacdo externa, os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que o
modelo real foi aprovado em todos os testes adotados. Alguns autores sugerem que o valor limite
de R%yeq deve ser maior que 0,6 [41], enquanto outros propdem valores maiores que 0,5 [44].
Apesar de o ultimo valor ser 0 mais comumente encontrado na literatura, o valor obtido neste
estudo foi de 0,735, mostrando uma 6tima capacidade preditiva.

Independente dos valores adotados, a maioria dos autores atualmente concorda que o0 uso

somente do R%yeq N30 é suficiente para avaliar a capacidade preditiva externa de um modelo.
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Golbraikh et al. (2003) [41] e Roy et al. (2012) [38, 44] propuseram alguns parametros para
avaliagdo do poder de predicdo externa de modelos QSAR baseados nas inclinagdes de regressoes
centradas na origem (ou seja, o resultado de uma previsdo ideal). Pode-se observar pelos
resultados dos parametros k, k> (resultados esperados: dentro do intervalo de 0,85 a 1,15), |R%-
R | (resultado esperado: < 0,3) [42], average n’ prei—Scaled (resultado esperado: > 0,5), e Alm?pred
—scaled (resultado esperado: < 0,2) [38, 39] que o modelo obtido possui boa capacidade de
predicdo [56].

Com a aprovagdo nos testes de validagdo interna e externa, o modelo de
treinamento (equacdo 2) foi utilizado para a predicdo das atividades do segundo test set
(conjunto de predicdo, n=145) (ver material suplementar tabela 1 a 10). O RMSD (root
mean square deviation) entre os valores preditos e observados foi de 0,698. Apesar de
estar acima dos valores obtidos para os parametros RMSEC, RMSECV e RMSEP, apenas
15 (10,34%) das amostras apresentaram residuos acima de 1 unidade logaritmica (ver
material suplementar, Tabela 10), o que pode ser considerado aceitavel. Na Figura 5, sdo
apresentados os dominios de aplicabilidade (DA) pelas abordagens de Willians (Fig. 5a)
e pela distancia euclidiana (Fig. 5b). No primeiro, apenas 6 amostras (4,14% do segundo
test set) ficaram localizados fora do dominio, apesar da amostra 103 (material
suplementar Tabela 5) estar muito proxima da linha limite superior de residuos. Ja no
dominio de aplicabilidade Euclidiano, nenhuma das amostras apresentou uma distancia
média normalizada (normalized mean distance) maior que a linha limite. Assim, é
possivel propor que as predicGes das atividades realizadas para as amostras que compdem
0 segundo test set ndo sdo frutos de extrapolacdo, e que o modelo é representativo do

espaco quimico das moléculas em estudo.

pICso= 8,131 + 1,549 (VE1_B(p)) — 36,773 (R5m+) — 1,195 (Eig09_EA(bo)) + 1,251
(H2m) — 0,164 (Mor28s) — 0,001 (Et) — 25,000 (SpPosA_X)

)
n= 54; outliers: 0; LVs= 4; informagdo acumulada: 79.755%; R? = 0.759; RMSEC =
0.372; F(2.790)= 50.538; Q200 = 0.679; RMSECV= 0.430;
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Student residuals
o
o
Normalized mean distance
o
o

0.20 0.30 0.40 0.50 0.60
Leverage

Figura 5. Resultados dos testes de dominio de aplicabilidade. Todas as amostras do
estudo (n = 199) sdo apresentadas. A: residuos de Student versus valores de leverage (DA
de Willian). As amostras do segundo test set fora do espaco quimico sdo representados
como pontos vermelhos. A linha vertical é o valor limite (0,222). B: DA euclidiano. A

linha horizontal é o valor limite de distancia média normalizada.

Embora o modelo obtido tenha-se mostrado adequado para fins de predicéo,
quando possivel deve-se realizar a interpretagdo mecanistica do modelo em relacdo ao
mecanismo de agdo das moléculas em estudo, quando este for conhecido [59].
Pirimidonas, pirimidinas e piridopirazinas carboxamidas sdo compostos relacionados aos
DCA’s, que inibem a HIV-1 IN por quelacdo dos cofatores Mg?* presentes no sitio de
ligagdo através de ligagdes com a triade catalitica formada pelos residuos Asp64, Asp116,
and Glul52. Também estdo presentes outras interacBes, em especial interacoes
hidrofobicas da cadeia lateral aromatica com uma alca desordenada formada pelos
residuos 140-145 [5, 60, 61]. Os descritores selecionados pertencem a categorias diversas
(Tabela 4), sendo dois topolégicos, quatro geométricos e um eletrénico. Os coeficientes
PLS autoescalados mostram que todos os descritores séo relevantes para o modelo.
Apesar das duas primeiras categorias serem de dificil interpretacdo, o descritor molecular
Er (e outros descritores termodinamicos) pode ser relacionado com a estabilidade
molecular [62-64]. De modo interessante, este descritor foi anteriormente selecionado no
modelo previamente publicado por de Melo e Ferreira (2009) [65] para um conjunto de

33 dihidroxipirimidinas carboxamidas, obtido pela mesma abordagem (OPS/PLYS).
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Tabela 4

Descritores selecionados no modelo 1 e seus respectivos coeficientes/coeficientes
padronizados (abordagem de autoescalamento).

Simbolo Descritor Classe Coeficiente
autoescalado
VE1 B(p) Coeficiente da soma do Topoldgico/ 0,552
ultimo autovetor da matriz Descritores baseados
Burden/ na matrix 2D
ponderado pela
polarizabilidade
R5m+ Autocorrelacdo R maxima Geomeétrico/ —0,484
entre &tomos separados por 5 Descritores GETAWAY
ligacdes quimicas/ é
ponderada pela massa
Eig09 EA(bo) Autovalor n.9 da matriz de _ Topoldgico/ —-0,550
adjacéncia de ponta/ Indices de adjacéncia
ponderado pela ordem de de ponta.
ligagdo
H2m Autocorrelacéo H entre Geomeétrico/ 0,288
atomos separados por 2 Descritores GETAWAY
ligagdes quimicas/ ponderada a
pela massa
Mor28s Sinal 28/ Geométrico/ - 0,265
ponderado pelo I-estado Descritores 3D-
MoORSE °
Er Energia total da molécula Eletronico/ -0,397
Descritor
termodinédmico
SpPosA_X Soma positiva espectral Geomeétrico/ -0,237

Descritores baseados
em Matriz 2D

normalizada a partir da
matriz Chi

Maiores detalhes em List of molecular descriptors calculated by Dragon [66] e Propriedades
quimico-quanticas empregadas em estudos das relagdes estrutura-atividade[67].

8 GATEWAY: Geometry, Topology And Atom-Weights Assembly.

b MoRSE: Molecule Representation of Structure based on Electron diffraction.

4. Concluséo

Neste estudo, foi possivel obter um modelo QSAR multivariado utilizando um
conjunto de 199 pirimidinas, pirimidonas e piridopirazinas carboxamidas as quais tém a
capacidade de inibir in vitro a reagdo ST catalisada pela HIV-IN. O modelo obtido
apresentou excelente ajuste, poder de predicdo interna e externa, o desempenho na

validagdo cruzada LNO mostra que este é robusto e no teste de randomizacdo do y é
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perceptivel que o modelo ndo apresenta correlacdo acaso. Além disso, a equacgao proposta
foi utilizada para previsdo da atividade inibitoria sobre a HIVV-IN de um grande conjunto
de dados, e os valores obtidos mostraram um resultado aceitavel, incluindo dominio de
aplicabilidade, tanto por abordagem baseada nas predi¢cdes (método de Willians) quanto
nos descritores moleculares selecionados (método euclidiano). Finalmente, a
interpretacdo mecanistica reforga a confiabilidade do modelo, apesar da maioria dos
descritores selecionados serem de origem topoldgica e geométrica. Assim, 0 modelo
obtido pode ser util para a concepcdo de novos inibidores de HIV 1-IN, com potencial

para o desenvolvimento de compostos prot6tipos de novas farmacos antirretrovirais.
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8.3 Anexo 3

Material suplementar Artigo

Tabela 1

Compostos descritos por Ferrara et al. (2010), pertencentes a classe das 2-pirrolidinil-N-metil pirimidonas

carboxamidas.

o}
HaC OH
\N |
= NH 2
S S
o)

R1

Composto R! plCso  Composto R! plCso

1 c-Pr @F 7.699 8 CO-pirazina 8.000
s

2 CHa(3-isoxazol) @F 8.000 9 COCONMe; 7.678
J

3 COMe @F 7.824 10CT COMe 7.620
J

4 CO;Me @F 8.000 11 COMe 7.569
s

5 CONMe; @F 8.000 12CT COMe 7.494
J

6 SO,;Me @F 7.824 13 CO;Me 7.698
s

7 SO,;Me @F 8.046 14 CT CO;Me 7.721
s

CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.
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Tabela 2
Compostos descritos por Gardelli et al. (2007), pertencentes a classe das N-metil pirimidonas
carboxamidas e compostos descritos por Nizi et al. (2009), pertencentes a classe das

dihidroxipirimidinas carboxamidas e N-metil pirimidonas carboxamidas.

o)
.
R\N | OH F
2/}\\ NH
R N
0
Composto R! R? plCso Composto R?! R? plCso
152 Me O/z, 7.208 242 Me ano,,,.,o,g 6.887
N N
\CH3 \CH3
162 Me H;C 3 8.000 258 Me N 7.523
2N i
N g’ Yo
N N
CHj
CH3
172 CT Me Hsc'm.o/z 6.721 262 CT Me \H/NH 7.215
N o} \Og
AN N
CH, N
CH3
182 Me HO',,.,O/z 7.000 272 Me F\O/% 7.699
N N
\CHa \CH3
192 CT Me MeO.,.,, O,‘g 6.745 282 Me F'm..C,/‘g 7.699
N N
\CH3 \CH3
20° Me  EtO.. O/% 6.699 292 Me F>O(z 7.523
F
N\ N
CHs CHs
*21S* CT H M, w7097  *30RP Me Q - 7.699
C\N/H PP
k/NH
*228P H HaC,, o 7.046  *31S Me a oH 7.699
. I 2%
C{ Hac/”\N/\k
" © K/NH



*23sP

H

HiC,
o

CHj

7.699
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aGardelli et al. (2007) e ®Nizi et al. (2009).
* R e S enantibmeros.

CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.

Tabela 3

Compostos descritos por Petrochi et al. (2009), pertencentes a classe das pirazino
carboxamidas.

pirimidonas

O
_X OH F
RN
2,N>8\\ NH
R N
Composto R! R? X plCso Composto R?! R? X  plCso
32 CH; Me 7.523 56 CH. @_\ 0 8.046
o
33 co H 7.494 57 CH; @ 0 7.921
£
34 co H 8.301 58 CH; <;:>_\ 0 8222
\_( >
35 CT SO, H 8.155 59 CH; . 0 8301
N/
\ /O
36 CT CH, H 7.796 60 CH; Ha 0 8.155
N/l\J
\ [
37 CH, Me 8.222 61 CH; HSC\N/N\ 0 8.046
Ty
38 CH;, H 7.699 62 CH;, N 0 8222
N/
A
39 CH, COMe 8.301 63 CH; HNﬁ_\ 0 8155
=/ &
40 CT CH, COCON(Me); 8.222 64 CH; N 0 8523



41

42

43

44

45 CT

46 CT

47

48

49

50

o1

52

53

54

55

CH2

CH>

CH>

CH:

CH>

CH2

CH:

CH2

CH:

CH;

CH;

CH:

CH:

CH:

CH:

SOzMe

CONHCH2CH3

SO.N(Me),

CHzN(Me)z

CH;N(CHCHs)2
CHz-morfolina

CONH:
CONHMe

CON(Me),

CO-morfolina

CO-pirrolidina

CO-(4-CHs-

piperazina)

COOH

CN

>

o

o

8.000

7.824

8.097

7.208

7.119

8.523

8.301

7.678

8.097

8.155

8.155

7.678

8.097

8.301

8.301

65 CT

66 CT

67 CT

68

69

70

71 CT

72 CT

73

74

75

76 CT

77

78

CH:

CH>

CH>

CH2

CH>

CH2

CH:

CH2

CH:

CH:

CH:

CH:

CH:

CH:

115

N 0 8.046
fJ‘s

Oy

/N
Uy

ch\ﬂ_z_\f
/O
A

N
N\/ X
\N_ &

N\
CHj

N
HBC\N/ \ﬁ_\
\ _

N=—N

o

8.398

7.602

7.678

8.301

8.097

7.208

7.886

8.222

8.699

8.222

8.699

8.301

8.222

CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.
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Tabela 4
Compostos descritos por Di Francesco et al. (2008), pertencentes a classe das N-metil
pirimidonas carboxamidas.

R 0
OH HaC OH F
NF | MY |
3 \N NH\/R ) C>H‘\N
H4C > CH o)
CHs o ® 07 R
Composto R! R? plCso Composto R! pl1Cso

79 OH 8.000 91 NH> 7.699
80 OH 8.000 92 NHCH:; Me 7.155
81 OH 8.000 93 NH(CH>), Me 7.155
82 OH 7.699 94 NHCH(Me), 7.046
83 OH 7.699 95 CT NHCH,CF; 7.046
84 CT OH 7.222 96 N(Me), 6.745

85 0 @F 8.000 97 CT C 6.638
HN
i,
86 CT o} 7.698 98 CT WA 6.310
Y __/ :

87 0] 7.699
A =
NH Y
88 0] EP/F 7.699
.1111
07 “NH-CHj4
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89 0] F 7.699
-
N

90 0 F 7.699

SO,Me

CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.

Tabela 5

Compostos descritos por Muraglia et al. (2008), pertencentes a classe das pirimidonas biciclicas carboxamidas.

0
0
OH F
X~ N
= NH
N
1 o
Composto R! X plCs Composto R! RZ2 X plCso
99 H 0 8.097  *106R o Me 1 8154
N
HyC” ~g- ¥
o% %o
100 H 1 8301  *107S s Me 1 8154
N
HyC” ~g- ¥
O% %O
101 H 2 7.721 *108R o Me 1 7.721
no
l\ll &
CHj
(0]
*102R EHs WPT: 1 8.155 *109S )L Me 1 7.921
HyC” \/\/Sg TCH, H3C\N 3
o o |
CH,
*103S CT ?Hs e 1 8.301 *110R CT )OL Me 2 7.456
N N
HyC” O}sgo\CHa Hac\h'l &
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*104R HBC\N/\ w 1 8.000 *111S CT o Me 2 7921
K/ l\ll HaC )L
~g S N 3
AN |
CHj
*105S HsC 1 8.155
s
N
%O
* R e S enantidbmeros.
CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.
Tabela 6
Compostos descritos por Donghi et al. (2009), pertencentes a classe das pirimidinas carboxamidas.
o)
OH
" F
X NH
OXN\R1 0]
R CHs;
Composto R! R? plCso Composto R? R? plCso
112 Me NMe; 7.585 116 Et NEt; 7.721
113 Et NMe; 7.444 117 Et §_N:3 7.602
114 CT nPr NMe; 7.745 118 Et (\o 7.678
HN\)
115 iPr NMe; 7.678 119 7.678

Et (\N/C"b
\)

2
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N\,

0
i OH = o F
= N N
N N NH
NH
AN \N ~_R | N
R’ o) o177 R ©
Composto R! R? plCso Composto R? R?  plCso
120 H F 7656 129 T Et  6.733
Q EJK/N\CHa
P
121 CT NHMe F 688 130 CT o (\o Et 7.638
,LQQ QJK/N\)
122 NHEt F 7444 131 e Et 7.301
! Lo~
P |
=N
123 NMe, F 7155 132 9 Et 7.678
9 SN
b |
=
124 NHCOPh :gp 7.745 133 CT o Et 7.678
IILJI\[N\>
& \
S
125 Me F 8.046 134 2 o Et 7745
9 I
P N
126 (\o F 6770
,‘F\/N\) ,,QQ
127 CT jL F 6.733
e (D
f‘r‘vN\) S
128 CH,NHCOPh @F 7.620
4

CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.
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Tabela 7
Compostos descritos por Pace et al. (2007), e compostos descritos por Summa et al. (2006), pertencentes a
classe das dihidroxipirimidinas carboxamidas.

OH
OH
N7
R1)\N/ NH\Rz
O
Compost R! R? plCso Composto R! R? plCso

0

135¢ CT Gjﬁ CH(CH)P 6301  149° CT = HC. ~_% @/F 5.699
h bn £
136° iPr F7.000 150° THs F 7301
s A S
137¢ p-tOlII @/F 7.699 151°¢ e |CH3 \QF 7.222
AN N
e H3(3\/<CH3 &
¢ -tiazoli F c NH F
138 2-tiazolil ﬁ/ 7.699 152 HiC” ><“11L @/ 7.398
& HC” CHy o
139¢ 2-piridil F 7301 153¢ Hsf F8.000
& Hee Zﬁh’“ &
140° CT “ecoﬁ J@F 6.824 154¢ Fa§ J@ﬁ 7.284
Nz ”'HLS
H3C0 "1’1 r\ss‘ HSC/ J‘S‘
141° @ F 6824 155°CT HaG F 7.056
/N
N HaC S &
o
142¢ CHy & F 6.824 156¢ HsT F7.007
rL H3C/N S
Hye™” & &
143° CT % F 5910 157 CT HaG F 7585
HN & He N &
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144° CT e QF 6.699 158¢ H @/F 7.222
|—|3,C/r\l\/LIIZ’Z & £

1454 Me QF 7.222 1599 CH(Me)NMe @/F 7.097
& &

1464 ©ﬁa J@j 7.155 1609 CH2NMe, @/F 6.699
& &

147¢ CT ©ﬁs‘ J@F 7.301 1614 C(Me),NMe, @/F 7.301
& &

148¢ CH(Ph)NMe; F 6.699
,\:“‘

¢ Pace et al. (2007) e ? Summa et al. (2006).
CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.

Tabela 8
Compostos descritos por Petrochi et al. (2007), pertencentes a classe das dihidroxipirimidinas carboxamidas.
OH
OH
N| X ||Q1
S 7 N
YT

0

Compost R! R? plCso Composto R?! plCso

0

RZ
162 D H 7.071 177 H n 7.699
&

163 @ H 7.770 178 H , 7.046
% Hsc\;jg
164 CT O H 6.000 179 H y 7.301
*

165 CT 1-Naftaleno H 7.523 180 CT H ’i@ 6.260



166

167 CT

168

169

170

171 CT

172 CT

173

174 CT

175

176

(S)-CH(CH5)-2-
naftil

(R)-CH(CHa)-2-
naftil

1-Naftaleno

(1S)-1-Indane

(1R)-1-Indane

CHs

7.398

6.215

6.678

7.699

6.215

5.780

7.000

6.699

5.602

8.000

7.301

181 CT

182

183

184

185

186

187 CT

188 CT

189

190 CT

122

4%

=)

ot
(@]
I

(9]
T
@

7 500t

vy

m

o

]

6.959

7.398

7.155

6.886

7.301

7.699

6.796

7.155

8.000

8.000

CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.
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Tabela 9
Compostos descritos por Wai et al. (2007), pertencentes a classe das dihidroxipiridopirazinas

carboxamidas.

0O OH

Composto R! R? X plCso Composto

R? X plCso

Rl
191 CT F\@\ H (CH2)3 5.983 196 CT /@\ H (CH2)2 7.398
& cl &
192 F\@ H (CH2)2 7.000 197 CT CK@\ H (CH2)2 6.420
¢ ¥
193 F\@ H CH=CH 7.398 198 F:@\ H (CH2)2 7.398
e cl rad
194 @ H (CH2)2 6.638 199 F\@\ CN (CH2)2 7.699
¢ &
195 CT H (CH2)2 6.432
&

Cl

CT: composto pertencente ao conjunto de treinamento.



124

Tabela 10
Detalhamento dos valores dos descritores presentes no modelo (equagéo 1) para 0s compostos do conjunto de predi¢cdo (N=145), valores preditos pelo

modelo e observados para a variavel independente.

Composto  VE1 B(p) R5m+ Eig09 _EA(bo) H2m Mor28s (E7) SpPosA_X y real ypred  Residuo
1 3,810 0,027 1,557 1,727 0,380 -1420,128 0,294 7,699 7,347 0,352
2 3,851 0,024 1,900 2,141 1,665  -1587,626 0,294 8,000 7,586 0,414
3 3,899 0,029 1,500 1,814 2,143 -1456,117 0,291 7,824 7,411 0,413
4 3,937 0,028 1,500 1,912 1,717 -1531,368 0,300 8,000 7,549 0,451
5 3,978 0,026 1,670 1,893 1,614 -1550,804 0,293 8,000 7,670 0,330
6 4,018 0,030 1,552 2,057 1,207 -1891,381 0,283 7,824 8,589 -0,765
7 4,162 0,025 1,673 1,889 2,784 -1986,052 0,287 8,046 8,377 -0,331
8 4,208 0,025 1,991 2,127 1,829 -1679,976 0,298 8,000 7,942 0,058
9 4,101 0,026 1,991 2,020 -0,402  -1664,176 0,294 7,678 8,055 -0,377
11 3,946 0,027 1,948 1,762 1,646  -1495,446 0,292 7,569 7,052 0,517

13 3,962 0,028 1,948 1,872 0,626 -1931,037 0,300 7,698 7,581 0,117
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15

16

18

20

22

23

24

25

27

28

29

30

31

32

33

3,778
3,785
3,787
3,792
3,857
4,007
3,799
3,809
3,788
3,788
3,808
4,245
4,082
3,970

3,787

0,029
0,026
0,026
0,024
0,031
0,031
0,022
0,027
0,027
0,027
0,029
0,026
0,038
0,031

0,034

1,158
1,500
1,500
1,500
1,401
1,500
1,993
1,798
1,500
1,500
1,500
1,717
1,687
1,500

1,500

1,594
1,598
1,704
1,623
1,604
1,653
1,782
2,094
1,699
1,774
1,961
2,147
2,105
1,568

1,802

-0,417
0,561
0,290
-1,374
1,519
-1,213
-0,085
2,075
1,915
1,325
0,818
1,152
1,233
-1,967

0,344

-1243,455
-1282,779
-1318,695
-1397,336
-1243,473
-1356,865
-1589,115
-1886,798
-1342,726
-1342,723
-1442,004
-1926,089
-1886,776
-1243,449

-1238,893

0,297
0,292
0,292
0,297
0,294
0,291
0,299
0,280
0,292
0,292
0,284
0,284
0,286
0,290

0,283

7,208
8,000
7,000
6,699
7,046
7,699
6,887
7,523
7,699
7,699
7,523
7,699
7,699
7,523

7,494

7,414
7,135
7,351
7,558
6,942
7,754
7,182
8,056
7,067
7,258
7,832
9,022
8,209
7,626

7,316

-0,206
0,865
-0,351
-0,859
0,104
-0,055
-0,295
-0,533
0,632
0,441
-0,309
-1,323
-0,510
-0,103

0,178
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34

37

38

39

41

42

43

44

47

48

49

50

51

52

53

4,022
3,970
3,837
4,129
4,269
4,175
4,417
4,021
4,069
4,078
4,107
4,123
4,107
4,128

4,074

0,039
0,028
0,028
0,028
0,029
0,031
0,028
0,026
0,029
0,028
0,028
0,029
0,030
0,029

0,028

1,500
1,500
1,500
1,500
1,500
1,500
1,593
1,645
1,599
1,609
1,647
1,912
1,899
2,061

1,599

1,757
1,528
1,578
1,601
1,942
1,720
1,977
1,583
1,756
1,729
1,750
2,004
1,952
1,941

1,712

0,193
0,309
-0,086
-2,254
-1,745
-1,329
-2,081
-1,758
-1,134
-1,958
-2,372
-2,981
-1,066
-2,230

-0,776

-1278,214
-1243,462
-1243,463
-1356,835
-1792,098
-1451,533
-1886,776
-1416,768
-1412,207
-1451,525
-1490,832
-1643,501
-1568,272
-1662,950

-1432,078

0,283
0,290
0,290
0,285
0,276
0,290
0,281
0,286
0,286
0,294
0,288
0,294
0,291
0,290

0,286

8,301
8,222
7,699
8,301
8,000
7,824
8,097
7,208
8,301
7,678
8,097
8,155
8,155
7,678

8,097

7,504
7,313
7,234
8,309
9,492
8,237
9,716
7,973
8,102
8,081
8,364
8,456
8,030
8,203

8,052

0,797
0,909
0,465
-0,008
-1,492
-0,413
-1,619
-0,765
0,199
-0,403
-0,267
-0,301
0,125
-0,525

0,045
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54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

68

69

70

73

4,045
4,112
4,143
4,063
4,047
4,069
4,109
4,081
4,070
4,058
4,069
4,090
4,097
4,096

4,088

0,030
0,028
0,029
0,034
0,026
0,028
0,029
0,027
0,028
0,028
0,028
0,029
0,030
0,028

0,028

1,502
2,007
2,007
2,051
1,655
1,751
1,781
2,046
1,751
1,751
1,751
1,751
2,046
2,046

2,046

1,641
1,726
1,795
1,687
1,744
1,793
1,846
1,769
1,949
1,785
1,866
2,002
1,971
1,911

1,979

-1,844
-1,733
-1,785
-0,747
-1,470
-1,638
-2,059
-1,705
-2,549
-2,266
-1,378
-1,600
-1,048
-1,496

-2,062

-1335,706
-1474,556
-1490,596
-1529,916
-1510,245
-1468,511
-1507,833
-1507,836
-1484,540
-1468,510
-1488,389
-1504,419
-1543,756
-1527,724

-1543,746

0,294
0,293
0,293
0,293
0,293
0,291
0,290
0,289
0,291
0,291
0,291
0,291
0,289
0,289

0,289

8,301
8,301
8,046
7,921
8,222
8,301
8,155
8,046
8,222
8,155
8,523
7,678
8,301
8,097

8,222

7,840
7,665
7,788
7,161
8,074
8,017
8,206
7,790
8,379
8,093
8,086
8,304
7,885
7,940

8,121

0,461
0,636
0,258
0,760
0,148
0,284
-0,051
0,256
-0,157
0,062
0,437
-0,626
0,416
0,157

0,101
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74

75

77

78

79

80

81

82

83

85

87

88

89

90

91

4,075
4,109
4,126
4,092
3,631
3,662
3,741
3,765
3,778
3,773
3,907
3,940
3,957
4,047

3,935

0,030
0,025
0,029
0,029
0,029
0,026
0,025
0,043
0,037
0,029
0,025
0,042
0,042
0,048

0,052

2,046
1,781
1,781
2,046
0,707
1,131
1,500
1,571
1,861
0,726
1,500
1,572
1,933
1,715

1,476

1,845
1,920
2,028
1,867
1,438
1,287
1,337
1,551
1,643
1,463
1,349
1,530
1,821
1,827

1,591

-2,130
-1,576
-2,543
-2,313
-1,530
-2,236
-3,002
-1,623
-1,352
0,186
-0,913
0,007
-0,771
0,274

0,017

-1523,864
-1523,859
-1539,897
-1539,904
-1110,677
-1165,295
-1143,018
-1318,751
-1410,973
-1149,986
-1182,327
-1358,061
-1450,289
-1737,940

-1318,743

0,289
0,290
0,290
0,289
0,283
0,289
0,284
0,288
0,282
0,283
0,284
0,288
0,282
0,270

0,279

8,699
8,222
8,301
8,222
8,000
8,000
8,000
7,699
7,699
8,000
7,699
7,699
7,699
7,699

7,699

7,851
8,382
8,571
7,988
7,930
7,413
7,422
6,830
7,037
7,916
7,391
6,882
7,211
7,814

6,882

0,848
-0,160
-0,270
0,234
0,070
0,587
0,578
0,869
0,662
0,084
0,308
0,817
0,488
-0,115

0,817
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92

93

94

96

99

100

101

102

104

105

106

107

108

109

112

3,942
3,942
3,951
3,983
3,581
3,709
3,663
4,300
4,361
4,361
4,166
4,166
4,236
4,236

4,341

0,035
0,035
0,034
0,041
0,035
0,034
0,033
0,023
0,023
0,022
0,026
0,023
0,024
0,023

0,025

1,626
1,677
1,929
1,811
0,843
1,045
1,226
1,500
1,960
1,960
1,780
1,780
1,697
1,697

1,977

1,556
1,505
1,555
1,494
1,466
1,469
1,451
1,876
1,837
2,095
2,000
1,874
1,832
1,802

1,925

0,131
-0,310
-0,399
-0,135
0,826
1,394
2,889
0,792
1,837
1,675
-0,776
-1,769
1,016
0,549

0,446

-1397,387
-1436,712
-1436,714
-1397,370
-1070,135
-1109,460
-1148,774
-1886,788
-2058,901
-2058,900
-2039,484
-2039,484
-1564,900
-1564,902

-1562,480

0,285
0,289
0,278
0,281
0,298
0,301
0,299
0,291
0,293
0,293
0,289
0,289
0,298
0,298

0,298

7,155
7,155
7,046
6,745
8,097
8,301
7,721
8,155
8,000
8,155
8,154
8,154
7,721
7,921

7,585

7,204
7,091
7,193
6,892
6,702
6,571
6,142
8,982
8,429
8,815
8,945
9,060
8,022
8,098

8,021

-0,049
0,064
-0,147
-0,147
1,395
1,730
1,579
-0,827
-0,429
-0,660
-0,791
-0,906
-0,301
-0,177

-0,436
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113

115

116

117

118

119

120

122

123

124

125

126

128

129

131

4,362
4,430
4,374
4,396
4,361
4,396
3,782
3,925
3,981
4,183
3,858
3,981
4,037
4,189

4,384

0,023
0,023
0,022
0,022
0,022
0,022
0,036
0,026
0,029
0,028
0,035
0,026
0,030
0,025

0,024

1,980
2,000
2,048
2,178
2,106
2,178
1,324
1,500
1,500
2,108
1,500
1,670
2,148
1,944

2,160

1,891
1,924
1,814
1,996
1,982
1,989
1,591
1,600
1,682
2,129
1,655
1,763
1,970
1,822

2,017

1,396
-1,302
0,483
0,771
0,809
1,364
1,051
0,507
1,380
1,284
0,871
2,013
0,628
1,514

1,245

-1601,806
-1641,130
-1680,459
-1773,921
-1679,247
-1773,921
-1107,037
-1241,061
-1241,031
-1506,902
-1146,366
-1433,031
-1546,220
-1518,603

-1601,563

0,299
0,292
0,305
0,300
0,302
0,300
0,301
0,301
0,295
0,300
0,297
0,299
0,302
0,294

0,303

7,444
7,678
7,721
7,602
7,678
7,678
7,656
7,444
7,155
7,745
8,046
6,770
7,620
6,733

7,301

7,939
8,719
7,896
8,173
8,037
8,067
6,483
7,097
7,183
7,521
6,676
7,179
7,072
7,577

7,804

-0,495
-1,041
-0,175
-0,571
-0,359
-0,389
1,173
0,347
-0,028
0,224
1,370
-0,409
0,548
-0,844

-0,503
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132

134

136

137

138

139

141

142

145

146

148

150

151

152

153

4,417
4,303
3,545
3,888
3,637
3,865
3,879
3,928
3,429
3,796
3,947
3,759
3,777
3,682

3,683

0,025
0,026
0,029
0,028
0,045
0,037
0,029
0,026
0,037
0,027
0,026
0,027
0,026
0,028

0,027

2,160
2,085
0,703
1,500
1,293
1,500
1,500
1,863
0,317
1,500
1,842
1,212
1,426
0,710

1,500

2,030
2,148
1,424
1,632
2,015
1,745
1,673
1,689
1,389
1,322
1,725
1,473
1,484
1,463

1,489

0,848
1,117
-0,601
0,477
0,742
-0,194
0,238
0,340
0,153
-0,493
1,445
-0,043
-0,957
-0,198

-0,375

-1601,568
-1599,320
-1071,354
-1223,818
-1521,298
-1200,529
-1279,175
-1357,814
-992,706

-1085,222
-1357,802
-1205,339
-1244,663
-1166,030

-1204,102

0,303
0,301
0,294
0,296
0,298
0,301
0,302
0,292
0,295
0,307
0,295
0,287
0,297
0,296

0,292

7,678
7,745
7,000
7,699
7,699
7,301
6,824
6,824
7,222
7,155
6,699
7,301
7,222
7,398

8,000

7,899
7,927
7,317
7,119
7,035
6,855
7,064
7,148
7,033
6,371
6,991
7,393
7,155
7,585

6,879

-0,221
-0,182
-0,317
0,580
0,664
0,446
-0,240
-0,324
0,189
0,784
-0,292
-0,092
0,067
-0,187

1,121
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154

156

158

159

160

161

162

163

166

168

169

170

173

175

176

3,847
3,861
3,394
3,649
3,565
3,759
3,589
3,541
3,960
4,540
3,646
3,646
3,544
3,545

3,625

0,027
0,026
0,037
0,031
0,030
0,028
0,043
0,047
0,046
0,052
0,042
0,042
0,044
0,041

0,047

1,500
1,500
0,098
0,818
0,720
1,212
1,293
1,295
1,899
1,879
1,408
1,408
0,927
1,840

1,694

1,494
1,590
1,325
1,485
1,555
1,489
1,563
1,618
1,861
1,766
1,726
1,726
1,806
1,914

2,121

0,153
0,121
0,265
0,558
0,138
-0,828
0,261
0,298
-1,045
-0,593
-0,082
-0,082
-0,034
0,819

0,494

-1243,421
-1322,103
-953,373
-1166,022
-1126,696
-1205,339
-1405,986
-1445,312
-1598,989
-1559,637
-1483,428
-1483,428
-1742,799
-1880,433

-1880,432

0,284
0,296
0,301
0,295
0,290
0,287
0,304
0,302
0,297
0,302
0,298
0,298
0,301
0,298

0,299

7,284
7,097
7,222
7,097
6,699
7,301
7,071
7,770
7,398
6,678
7,699
6,215
6,699
8,000

7,301

7,292
7,254
6,953
7,223
7,489
7,505
6,282
6,211
6,978
7,322
6,758
6,758
7,378
6,606

6,971

-0,008
0,157
0,269
-0,126
-0,790
-0,204
0,789
1,559
0,420
-0,644
0,941
-0,543
-0,679
1,394

0,330
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177

178

179

182

183

184

185

186

189

192

193

194

198

199

3,627
3,645
3,622
3,610
3,606
3,711
3,661
3,605
3,615
3,867
3,907
3,812
3,941

3,977

0,044
0,039
0,038
0,038
0,043
0,031
0,031
0,066
0,045
0,042
0,042
0,043
0,043

0,038

1,694
1,293
1,293
1,293
1,293
1,834
1,809
1,293
1,293
0,902
0,926
0,883
0,904

1,367

1,767
1,599
1,608
1,586
1,608
1,872
1,805
2,281
1,931
1,423
1,583
1,125
2,066

1,516

-0,200
-0,327
-0,144
0,314
-0,077
0,115
0,036
0,000
0,727
1,299
1,489
1,478
0,853

1,934

-1537,590
-1520,544
-1520,543
-1445,314
-1445,314
-1637,093
-1637,098
-1865,608
-1505,254
-1090,004
-1088,784
-990,736
-1549,622

-1182,266

0,299
0,306
0,305
0,297
0,298
0,304
0,303
0,298
0,298
0,292
0,292
0,297
0,292

0,298

7,699
7,046
7,301
7,398
7,155
6,886
7,301
7,699
8,000
7,000
7,398
6,638
7,398

7,699

6,413
6,722
6,730
6,733
6,610
6,908
6,814
7,012
6,882
6,856
7,057
6,130
8,268

6,572

1,286
0,324
0,571
0,665
0,545
-0,022
0,487
0,687
1,118
0,144
0,341
0,508
-0,870

1,127
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