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RESUMO
O processo de planejamento e desenvolvimento de novos farmacos é um trabalho
complexo, que demanda elevados investimentos de tempo e dinheiro. Estratégias de
planejamento de farmacos auxiliadas por computador, CADD (Computer-Aided Drug
Design) vém se destacando, pois minimizam gastos e tempo, além de poder explorar um
namero maior de alvos bioldgicos e moléculas promissoras. A maléaria € uma doenca
endémica grave na Africa e América do Sul, causada por protozoarios do género
Plasmodium. Em 2012 foram estimados 207 milhdes de casos e 627.000 mortes, de
acordo com a Organizagdo Mundial da Sadde. A enzima diidroorotato desidrogenase
(DHODH) atua na quarta etapa da biossintese de pirimidinas, € um alvo validado para o
planejamento de novos agentes antimalaricos. O objetivo geral deste trabalho foi
desenvolver regras de relacdo entre estrutura e atividade (SAR) e modelos robustos e
preditivos de relagdes quantitativas entre estrutura e atividade bidimensionais (QSAR-
2D), utilizando um conjunto de triazolopirimidinas descritas na literatura como
inibidores da DHODH de P. falciparum (PfDHODH). Foram desenvolvidas regras de
SAR utilizando os métodos de analise de agrupamentos, cliffs de atividade e landscapes
de atividade. Além disso, desenvolveu-se e validou-se varios modelos de QSAR-2D e
de holograma QSAR (HQSAR). As andlises de SAR, permitiram estabelecer requisitos
estruturais essenciais para a atividade antimalarica das triazolopirimidinas, como
substituintes haletos de alquila no anel triazolopimidinico, substituintes hidrofébicos na
posicdo para no anel benzénico, todos de acordo com o espago quimico da cavidade de
interacdo da PfDHODH. Os modelos de HQSAR e QSAR-2D apresentaram bons
parametros estatisticos e boa capacidade preditiva. Os mapas de contribuicdo de
HQSAR também estdo de acordo com o espaco quimico da cavidade de interacdo da
PfDHODH. Os dados obtidos servem como guia para o planejamento de novos

antimaléricos com maior poténcia.

Palavras-chave: Maléaria, Plasmodium falciparum, planejamento de farmacos,
diidroorotato desidrogenase, SAR, QSAR.
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ABSTRACT
Drug discovery and development process requires high investments of both time and
money. Strategies for drug design aided by computers, CADD (Computer-Aided Drug
Design) have gained prominence over the last decades, in order to minimize the impact
of those costs. CADD techniques also allow the exploration of a greater number of
biological targets and promising molecules. Malaria is an endemic disease in Africa and
in South American caused by the protozoa of the genus Plasmodium. In 2012, 207
million cases and 627,000 deaths were estimated, according to the World Health
Organization. The enzyme dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) catalyzes the
fourth step of the pyrimidine biosynthesis, and consists in a validated target for the
design of new antimalarial agents. The aim of this study was to develop structure-
activity relationships (SAR) rules and to generate quantitative structure-activity
relationships (QSAR) models using a set of triazolopyrimidines described in the
literature as inhibitors of DHODH from P. falciparum (PfDHODH). SAR rules were
established using methods of clustering, activity cliffs and activity landscapes. In
addition, several models of 2D-QSAR and hologram QSAR (HQSAR) were developed
and validated. The SAR analyses allowed the understanding of the basic structural
requirements for the antimalarial activity of triazolopyrimidines, like alkyl halides
substituents on the triazolopimidinic ring, hydrophobic substituents in the para position
on the benzene ring, all in agreement with the chemical space inside the active site of
the PFDHODH. The HQSAR and 2D-QSAR models showed good statistical parameters
and good predictive ability. The HQSAR contour maps were also consistent with the
chemical space of the active site of the enzyme. The results of this study could serve as

guide for the design of new antimalarials with higher potency.

Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, drug design, dihydroorotate
dehydrogenase, SAR, QSAR.
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1. INTRODUCAO
1.1. Malaria

A maléria é uma doenca endémica grave que acomete o homem desde o0s
primordios da humanidade, representando uma ameaca de satde publica principalmente
para criancas e gestantes (BURROWS, 2012). Ha relatos que a maléria tenha sido a
principal causa de morte entre os primatas precursores do Homo sapiens. Varias
referéncias da literatura antiga ja descreviam sintomas idénticos aos de malaria. Em
2.700 a.C., o Canon Chinés da medicina, Nei Ching, descreveu o quadro sintomatico da
maléria e as relagbes entre febres e melancolias prolongadas. Da mesma forma,
manuscritos do século VI a.C., mencionam febres mortais semelhantes a maléria que
afligiam a populacdo da antiga Mesopotamia (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-
VILLAR, 2008).

A primeira intervencdo terapéutica utilizada surgiu apenas em 1639, quando
padres jesuitas aproveitaram-se do conhecimento dos povos Maia de utilizar cascas da
arvore Cinchona officinalis no tratamento de febres. Todavia, foi apenas em 1820 que
os quimicos franceses Pelletier e Caventou identificaram o alcaléide quinina (Figura 1)
como o ingrediente ativo da casca de Cinchona sp. e a tornaram o principal
quimioterapico disponivel para o tratamento naquela época (BUTLER, KHAN,

FERGUSON, 2010).
_CH,

Figura 1 — Estrutura quimica do primeiro farmaco antimalarico utilizado, quinina.

Mesmo com vaérios relatos da historia, a luta contra a malaria so teve inicio apés
as descobertas de Laveran em 1880. Ele descobriu que a maléria era causada por um
parasito e Ross em 1898, o qual provou que a transmissao da doenca ocorria através da
picada de um mosquito infectado (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).
Estas descobertas abriram novos caminhos para medidas de controle e tratamento da
doenca, incluindo a instalacdo de telas em janelas, reducéo de criadouros do mosquito
através de mudancas nos habitos agricolas, aplicacdo de inseticidas como o dicloro-

difenil-tricloroetano (DDT) e descoberta de novos antimalaricos (HAY et al., 2004). Em
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1955, a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) criou o programa mundial de
erradicacdo da maléria através da implementacdo de inseticidas e do farmaco cloroquina
nas medidas iniciais de controle da doenca. Quando o programa foi oficialmente
encerrado em 1969, mais de 37 paises foram declarados livres da doenca, entretanto
refletiu em um quadro de resisténcia generalizada a praticamente todos os inseticidas e a
cloroquina (NAJERA, SILVA, ALONSO, 2011).

1.1.1. Epidemiologia

De acordo com a OMS, estima-se que em 2012 ocorreram 207 milhdes de casos
de maléria e 627.000 mortes em todo mundo. Os casos estdo distribuidos nos paises da
Africa, Asia, Oceania e América Latina. Os paises Angola, Republica Democratica do
Congo, Sudéo, Etiopia, Mocambique, localizados na Africa, e a India, no continente
Asidtico, apresentaram os maiores nimeros de casos confirmados de malaria, superiores
a 1 milhdo em 2010 (WHO,2012) (figura 2).

® g0

° <10 000

[ ] 10 000-49 999

[ ] 50000199 999

[T 200 000499 999

I 500 000-1 000 000

I -1 000 000 [ ] Dados ngo apiicaveis 0 1250 2500 5,000 Kilometers
[ = =

I:l Paises ndo endémicos Nao aplicavel

Figura 2 — NUmero de casos confirmados de malaria no mundo em 2010 (WHO, 2012).

A maléria é causada por protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa, do
género Plasmodium spp., sendo transmitida através da picada de fémeas do mosquito
Anopheles ssp. (PHILLIPS; RATHOD, 2010). Ha outras situagdes de transmissao
menos frequentes, como transfusdo de sangue, compartilhamento de agulhas

contaminadas e transmissao vertical, antes ou durante o parto (WHO, 2014).
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Ha cerca de 100 espécies de Plasmodium, mas somente cinco sdo capazes de
causar a doenca em humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale (Africa) e
P. knowlesi (sudeste da Asia) (BRAY, GARNHAM, 1982; PRICE et al., 2007) . Entre
eles, o P. falciparum € o parasito mais prevalente e responsavel por mais de 90% das
mortes, seguido pelo P. vivax, o segundo mais comum e o responsavel pela forma
reincidente da doenca (SINGH et al., 2008)

No Brasil, 99% dos casos de malaria estdo restritos a Amazbnia Legal,
totalizando cerca de 310 mil novos casos por ano, quase todos causados pelo P. vivax
(75% dos casos). Apesar da baixa incidéncia, quando comparada aos 194 milhdes de
casos no continente africano, onde uma crianga morre por minuto, o quadro endémico
nesta regido representa gastos substanciais para o Sistema Unico de Satde (SUS),
chegando a aproximadamente US$ 120 milhdes apenas em 2010. Apesar da redugéo de
26% das taxas de mortalidade entre os anos 2000 e 2010, a malaria ainda continua
sendo um problema grave de salde publica, estando presente em 109 paises de clima
tropical e subtropical, nos quais as condi¢cbes ambientais favorecem a manutencdo e

desenvolvimento dos vetores da doenca (WHO, 2014).
1.1.2. Ciclo bioldgico do parasito
O Plasmodium possui um ciclo de vida complexo, dividido em vérias etapas:

ciclo hepético, ciclo eritrocitario e ciclo esporoncogdnico. A Figura 3 apresenta as
etapas envolvidas no ciclo de vida do Plasmodium spp.
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Figura 3 — Ciclo de vida do Plasmodium no homem e no mosquito. As setas azuis
indicam as formas assexuadas hepaticas e eritrociticas do parasito e as setas vermelhas
indicam as formas sexuadas. (1) o mosquito fémea do género Anopheles liberam
esporozoitos no sangue do hospedeiro, (2) que posteriormente invadem os hepatocitos,
multiplicam-se assexuadamente e se transformam em esquizontes (3). Em seguida
dezenas de esquizontes sdo liberados na circulacdo (4), invadem os eritrocitos,
multiplicam-se assexuadamente (5) liberando trofozoitos que multiplicam-se
sucessivamente em ciclos intermitentes (6). Trofozoitos se diferenciam em formas
sexuadas denominadas gametdcitos (7) e sdo ingeridos por outro mosquito (8). No
inseto, 0os gametdcitos se diferenciam em macrogametdcitos e microgametdcitos, se
fundem e d&o origem a um zigoto (9). O zigoto se diferencia em oocineto (10), que por
sua vez migra até o intestigo e da origem a um oocisto (11). Ao final oocistos migram
até as glandulas salivares, tornando possivel a infeccdo em outro hospedeiro humano
(12) (Adaptado de: CDC, 2012).

O processo infeccioso inicia ap6s a liberacdo de merozoitos das glandulas
salivares do mosquito para a corrente sanguinea (1) do hospedeiro (YAMAUCHI et al.,
2007). Em seguida os parasitos percorrem a circulagdo sanguinea até chegar aos
hepatocitos (2), local onde se multiplicam e diferenciam em esquizontes
assexuadamente (ciclo hepatico) por um periodo de 7-12 dias (3) (STURM et al., 2006).
Ao final deste periodo, dezenas de merozoitos séo liberados na circulacdo sanguinea
para infectar eritrocitos (4), dando inicio ao ciclo eritrocitario. (MOTA et al., 2001;
PRUDENCIO, RODRIGUEZ, MOTA, 2006). Cada eritrocito infectado é alvo de
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repetidos ciclos de multiplicagdo assexuada (5), a medida que os trofozoitos formados
rompem estas células liberando citocinas e uma enorme carga parasitaria para invadir
outros eritrocitos (6) (YAMAUCHI et al., 2007; MILLER et al., 2002; COWMAN,
CRABB, 2002).

Os trofozoitos também se diferenciam em formas sexuadas chamadas de
gametocitos (7). Estas formas constituem parte de um mecanismo essencial para
disseminacdo da doenca, ou seja, outro mosquito ndo contaminado pode picar o
hospedeiro infectado (8) e ingerir gametdcitos iniciando o ciclo esporogdnico da
doenca. No mosquito, os gametdcitos se diferenciam em macrogametocitos e
microgametdcitos e se fundem dando origem um zigoto (9). Em seguida o zigoto se
diferencia na forma oocineto (10) e migra até a parede do intestino médio do mosquito
dando origem a um oocisto (11). O tempo necessario para que o parasito complete o seu
ciclo no mosquito varia de espécie para espécie. Os esporozoitos formados nos oocistos
sdo liberados na hemolinfa do inseto e migram até as glandulas salivares, tornando
possivel a infecgdo em outro hospedeiro humano (12) (TUTEJA, 2007).

O periodo de incubacdo da doenca varia de 7 a 14 dias, podendo, contudo,
chegar a varios meses devido as formas latentes de P. vivax e P. malariae. A crise
aguda da maléria caracteriza-se por episodios de febre, calafrios, tosse, dificuldade
respiratoria, dor nas articulacdes, dor de cabeca, diarreia, vomitos e convulsdes. Os
intervalos entre as febres acompanham os ciclos repetidos de obstrucdo dos eritrocitos,
repetindo-se a cada 48 horas para infec¢bes por P. vivax e P. falciparum e de 72 horas
para infeccOes causadas pelos demais parasitos (TUTEJA, 2007).

O quadro clinico da malaria pode ser leve, moderado ou grave, dependendo da
espécie do parasito, da quantidade de parasitos circulantes, do tempo de doenca e do
nivel de imunidade adquirida pelo paciente. Os quadros graves estdo sempre associados
ao P. falciparum, uma vez que esse parasito acarreta complicacBes clinicas como
ictericia, insuficiéncia renal, anemia grave e obstrucdo dos capilares que levam sangue
ao cérebro (MILLER et al., 2002; TUTEJA, 2007).

Na maioria dos casos a maléria ndo representa um risco a vida, entretanto, esta
doenca & extremamente perigosa para mulheres gravidas e criancas. A invasdo do
parasito na placenta representa um problema durante a gravidez, estando sempre
associada ao parto prematuro, ao baixo peso do bebé e a morte do recém-nascido
(SNOW, MARSH, 1998; GEERTRUYDEN et al., 2004).
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1.1.3. Quimioterapia

Os farmacos antimaléricos sdo baseados em compostos naturais ou sintéticos
identificados ha mais de 70 anos. Os antimalaricos eritrociticos atuam nas formas
presentes nos eritrocitos do homem, enquanto os antimalaricos gametociticos atuam nas
formas sexuadas do parasita do individuo infectado, de forma que quando este é picado
por outro mosquito se evita a disseminacdo da doenca. Por ultimo, existem os farmacos
esporonticidas, que sdo aqueles que atuam nas formas hepaticas da doenca (FRANCA,
SANTOS, VILLAR, 2008; GRIMBERG, MEHLOTRA, 2011).

A conduta terapéutica na utilizacdo dos farmacos antimaléricos leva em
consideracdo a tolerabilidade, seguranca (especialmente em gestantes e criangas
pequenas) e tratamento em regimes de curta duracdo. Apesar da grande quantidade de
antimalaricos disponiveis, atualmente se preconiza o0 uso de associacdes entre
antimalaricos com mecanismos de acédo distintos, tornando o tratamento mais efetivo e
evitando a expansdo dos casos de resisténcia (PETERSEN, EASTMAN, LANZER,

2011). As principais opcdes terapéuticas utilizadas atualmente estdo descritas abaixo.

1.1.3.1.  4-aminoquinolinas

A cloroquina (Figura 4) foi a primeira 4-aminoquinolina utilizada no tratamento
da malaria. Introduzida na terapéutica no final dos anos 40 para a prevencao de maléria
em larga escala, este farmaco ja foi considerado o tratamento padrdo devido a sua
eficacia, acessibilidade e seguranca, mesmo durante a gravidez. O mecanismo de acdo
da cloroquina foi alvo de intensas pesquisas durante décadas. Estudos sugerem que 0
mecanismo de acdo da cloroguina envolve o sistema processo de polimerizacdo do
heme no vaclolo digestivo (COMBRINCK et al., 2013). Acredita-se que cloroquina
possa se ligar a hematina, um dimero de heme e impedir o processo de desintoxicacao
de heme livre, levando o parasito a morte pelo acumulo de heme téxico (EGAN, 2008;
FITCH, 2004).

A cloroquina também possui a mais longa meia-vida entre os antimalaricos,
proporcionado efeito quimioprofilatico durante quase 60 dias. Por outro lado isso
também favorece o aumento da resisténcia, uma vez que o parasito pode ficar exposto a
baixas concentracOes deste farmaco por longos periodos de tempo. Atualmente, as cepas
de P. falciparum resistentes a cloroguina ja estdo distribuidas em quase todas as regides
endémicas do mundo (ALKADI, 2007; PETERSEN, EASTMAN, LANZER, 2011,
WELLEMS, PLOWE, 2001). O principal mecanismo de resisténcia a cloroquina esta
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relacionado a mutagdes no gene Plasmodium falciparum cloroquine resistance
transporter (pfcrt), que confere alteragdes nos transportadores de membrana; e
mutacdes no gene Plasmodium falciparum multidrug resistance | (pfmdr 1) podem
aumentar os niveis de resisténcia, pois dificulta o acesso ao grupo heme (AVAR-

BOGER; SHAPIRO 2005).
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Figura 4 — Estruturas quimicas da cloroquina, piperaquina e amodiaquina.

A piperaquina (Figura 4) é outro antimalarico da classe das 4-aminoquinolinas e
possui meia-vida de 5 semanas. Estudos demonstram que este farmaco possui
mecanismo de agdo semelhante a cloroquina (FIVELMAN, ADAGU, WARHURST,
2007). A piperaquina é utilizada na China desde a década de 70, fato que resultou no
aparecimento de cepas resistentes de P. falciparum. Hoje este farmaco é aplicado na
terapia combinada com endoperoxidos (DAVIS et al., 2005; WARHURST et al., 2007,
YEKA et al., 2013).

A amodiaquina (Figura 4) é um pro-farmaco estruturalmente semelhante a da
cloroquina, diferindo-se apenas por um grupo 4-hidroxi-anilino ligado ao anel
quinolinico. Possui uma meia-vida curta (3 horas) e mecanismo de acdo exercido pelo
metabolito desetilamodiaquina de forma semelhante a cloroquina. Atualmente a
amodiaquina apresenta um perfil de resisténcia semelhante a cloroquina, uma vez que
ambos apresentam resisténcia cruzada (STEPNIEWSKA, WHITE, 2008; SA et al.,
2009; HAYESHI et al., 2008).

1.1.3.2.  8-aminoquinolinas
A primaquina (Figura 5) € uma 8-aminoquinolina com meia-vida de 6 horas
(EDWARDS et al., 1993). Atualmente, este farmaco é a Unica terapia aprovada para o
tratamento das formas hepaticas reincidentes de P. vivax (WELLS, BURROWS,
BAIRD, 2010). Vérios estudos demonstraram o0s beneficios da associacdo da
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primaquina e cloroquina, levando a um estado de reversdo da resisténcia a cloroquina
(EGAN, 2006; BRAY et al., 2005; SANCHEZ et al., 2004). Entretanto, este farmaco é
contra-indicado em individuos com deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase, uma enzima responsavel por manter niveis adequados de NADPH
(Nicotinamida Adenina Dinucleotidio Fosfato na forma reduzida), que se associa a
quadros graves de anemia hemolitica (BEUTLER et al., 2007; MANGANELLI et al.,
2013 VON SEIDLEIN et al., 2013;).

primaquina

Figura 5 — Estrutura quimica da primaquina.

1.1.3.3.  Alcoois quinolinicos

A quinina (Figura 6) é um dos fa&rmacos mais antigos no tratamento da malaria e
mesmo assim ainda é utilizada para o tratamento dos casos graves de cepas resistentes
de P. falciparum. O seu mecanismo de acdo ainda ndo € completamente compreendido,
sabe-se apenas que é semelhante ao da cloroquina, podendo se acumular no vactolo
digestivo do parasito e inibir a desintoxicacdo de heme. (FITCH, 2004).
Adicionalmente, este farmaco apresenta meia-vida bem curta, o parasito fica menos
tempo em contato com o farmaco, propriedade que provavelmente contribuiu para a
escassez de resisténcia (BUTLER, KHAN, FERGUSON, 2010; MENG et al., 2010;
BRIOLANT et al., 2011).

Outro &lcool quinolinico bastante utilizado é a mefloquina (Figura 6), um
antimalarico cuja meia vida varia entre 14-18 dias, 10 vezes mais potente que a quinina
e utilizado no combate ao P. falciparum resistente a cloroquina (FRANCA, SANTOS,
VILLAR, 2008; STEPNIEWSKA, WHITE, 2008). Embora tenha sido introduzido na
terapéutica da malaria desde a decada de 70 (COWMAN, GALATIS, THOMPSON,
1994), seu mecanismo de acdo ainda ndo esta completamente elucidado. A Unica
confirmacéo parte de experimentos in vitro, os quais demonstraram que a mefloguina
pode se ligar ao heme e impedir a desintoxicacdo ( COMBRINCK et al., 2013; FITCH,
CHAN, CHEVLI, 1979; EASTMAN, FIDOCK, 2009).
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Polimorfismos no gene Plasmodium falciparum multidrug resistance | (pfmdrl)
estdo relacionados a resisténcia a quinina e mefloquina. (AVAR-BOGER; SHAPIRO,
2005).
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Figura 6 — Estruturas quimicas da quinina e mefloquina.

1.1.3.4. Atovaqguona

A atovaquona (Figura 7) é um farmaco amplamente utilizado no tratamento de
doencas infecciosas, como a toxoplasmose e pneumonia causada por Pneumocystis
carinii. Seu mecanismo de acdo envolve o impedimento do transporte de elétrons na
mitocdndria através da inibicdo do complexo Il (citocromo bcl), inibindo a biossintese
de pirimidinas. (NIXON et al., 2013). Este farmaco possui meia-vida entre 2-3 dias e
seu uso é recomendado em associacdo com a proguanila. Trata-se de uma opcdo
terapéutica de custo elevado e com alta susceptibilidade ao aparecimento de resisténcia
(GIL et al., 2003; PAINTER et al., 2007; POROLLO et al., 2012).

Mutacbes no gene Citocromo b conferem resisténcia a atovaquona, que
ocasionam mutacdes no sitio ativo da enzima-alvo, resultando na diminuicdo da

afinidade de ligacéo do farmaco. (AVAR-BOGER; SHAPIRO, 2005).
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Figura 7 — Estrutura quimica da atovaquona.
1.1.3.5. Antifolatos
Os farmacos antifolatos sdo divididos em dois grupos de acordo com seus
mecanismos de agdo. O primeiro grupo inclui os inibidores competitivos da

diidropteroato sintetase (DHPS). Exemplos de inibidores desta enzima sdo a dapsona e
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sulfadoxina (Figura 8). O segundo grupo de farmacos antifolatos é representado pelos
inibidores seletivos da enzima diidrofolato redutase (DHFR), a qual também é
envolvida no processo de sintese de acidos nucléicos e aminoacidos. Os principais
inibidores desta enzima sdo proguanila e pirimetamina (Figura 8) (FRANCA, SANTOS,
VILLAR, 2008).

MutagOes pontuais nos genes das enzimas-alvo Pfdhfr (DHFR) e Pfdfps (DHPS)
estdo associadas a resisténcia a pirimetamina e sulfadoxina, respectivamente, em P.
falciparum (BASCO; RINGWALD, 1998).
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Figura 8 — Estruturas quimicas da dapsona, sulfadoxina, proguanila e pirimetamina.

Devido ao efeito sinérgico obtido pela inibicdo das enzimas diidropteroato
sintetase e diidrofolato redutase, os fa&rmacos antifolatos séo utilizados em associagdo. A
combinacdo sulfadoxina/pirimetamina foi introduzida na década de 70 com nome
comercial de Fancidar®, apés o surgimento de parasitos resistentes a cloroquina. Esta
associacdo era considerada eficaz, barata, bem tolerada e com taxa adesdo muito alta
devido a sua dose Unica. Entretanto, devido ao rapido aparecimento de resisténcia,
atualmente essa associacdo é usada exclusivamente para gestantes (UHLEMANN,
KRISHNA, 2005). Ja associacao de dapsona e proguanila ndo é recomendada desde que
se descobriu que ela poderia induzir hemolise em individuos com deficiéncia da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase (LUZZATTO, 2010).

1.1.3.6. Endoperdxidos
A artemisinina e derivados (Figura 9) sdo farmacos esquizonticidas e
gametocidas da classe dos endoperdxidos considerados juntamente com a quinina, 0

tratamento de escolha na quimioterapia de individuos infectados por cepas de P.
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falciparum multirresistentes (BRAY, WARD, O’ ILL, 2005). Sao lactonas
sesquiterpénicas, com grupo endoperoxido essencial para atividade antimalérica. Desde
a sua descoberta e isolamento da planta Artemisia annua, até sua caracterizacdo como
antimalarico eficaz, a artemisinina foi base para a concepcdo de novos derivados
semissintéticos como diidroartemisinina, artesunato e arteméter (Figura 9), com
solubilidade, absorc¢éo e distribuicdo tecidual otimizadas (EASTMAN, FIDOCK, 2009).
O mecanismo de acdo dos farmacos desta classe envolve a clivagem do grupo
endoperoxido, levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio capazes de alquilar
proteinas especificas e fundamentais para a sobrevivéncia do parasito (O’ NEILL,
BARTON , WARD, 2010).

A resisténcia a artemisinina esta relacionada a uma maior expressao do gene
pfmdr I (AFONSO et al., 2006) e a resisténcia ao artesunato foi comprovada que esta

ligada a uma mutacdo no gene da ubiquitina (HUNT et al., 2007).

artenusato arteméter

Figura 9 — Estruturas quimicas da artemisinina, diidroartemisinina, artesunato e

arteméter.

Recentemente, novos estudos apontam o aparecimento e expansdo de cepas de
P. falciparum resistentes ao farmacos endoperdxidos (CARRARA et al., 2013;
DONDOREP et al., 2009; FALL et al., 2013; KYAW et al., 2013; MALMBERG et al.,
2013) e caracterizacdo do efeito neurotdxico apresentado através da administragédo
intramuscular ou exposicdo por via oral a longo prazo (EFFERTH, KAINA, 2010; LI,
HICKMAN, 2011).
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clinica de

Diante do aparecimento de cepas multirresistentes aos farmacos antimalaricos

disponiveis, a pesquisa de novos farmacos tem sido impulsionada nos ultimos anos.

Entretanto, o panorama atual dos novos candidatos a farmacos antimaléricos envolvidos

em estudos clinicos é prevalentemente representado por pesquisas envolvendo

associacOes entre farmacos ja existentes, adequacédo de doses para pacientes pediatricos

e na pesquisa por novas formulacGes (formas dispersivel, injetavel e intrarretal). A

Tabela 1 apresenta os principais candidatos a farmacos antimalaricos que estdo em fase

clinica de desenvolvimento, no ano de 2014 (MMV, 2014).

Tabela 1 — Candidatos a farmacos antimalaricos que estdo em estudos clinicos (Fonte:

MMV,2014).
Fase | Fase 11 Fase 111 Registro Fase IV
artemeter + rectal
DSM 265 0Zz439/PQP tafenoquina lumefantrina artesunato
Takeda (Monash GSK Novartis MMV/WHO-
University/UNMC/STI) TDR
diidroartemisina + artemeter + sulfadoxina
CDRI 97-78 0Z439/FQ piperaquina lumefantrina pirimetanima
IPCA sanofi pediatrica dispersivel +amodiaquina
Sigma-Tau Novartis Guilin
mmvagonss - ferroquine o JUEE L el
(UCT) Sanofi Aventis . 0 p jeta
University of lowa Guilin
n-terc-butil fosmidomicina + co-trimoxazol dudrﬁzriemm
isoquina piperaquina Institut of Tropical ineraquina
LSTM/GSK Jomaa Pharma Medicine piperaq
Sigma-Tau

azul de metileno
University of
Heidelberg

SAR97276
Sanofi Aventis

artemisona
UHKST

DF02
Dilafor
KAE609
Novartis
KAF 156
Novartis

arterolane +
piperaquina
Ranbaxy

naftoquina +
artemisinina
KPC

pironaridina +
artesunato Shin
Poong/
University of
lowa
ASAQ
Sanofi Aventis
/DNDi
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1.2 Planejamento racional de novos antimalaricos

O desenvolvimento das areas “Omicas” como gendmica (CROOKE, 1998),
protedmica (WILKINS et al., 1996), metabolémica (WISHART, 2008), juntamente
com o avanco de técnicas da bioinformética e de métodos de elucidacao estrutural, tais
como cristalografia de raios-X e ressondncia magnética nuclear (RMN), tem
possibilitado a elucidacéo estrutural e mecanismos bioquimicos de um nimero cada vez
maior de alvos moleculares (SEOANE et al. 2013). A descoberta de um alvo molecular
promissor e a elucidacdo do seu papel no processo fisiopatoldgico estudado, por sua
vez, é fundamental para o planejamento racional de farmacos (COHEN, 1996;
PATRICK, 2013). A abordagem racional no planejamento de farmacos fundamenta-se
na identificacdo de alvos moleculares para a acdo de novos agentes terapéuticos,
podendo buscar subsidios na aplicacdo de técnicas computacionais, para as quais a
modelagem molecular é uma ferramenta importante (PATRICK, 2013).

O processo de planejamento de compostos com atividade antimalarica baseia-se,
principalmente, na investigacdo e comparacao dos mecanismos bioquimicos associados
a sobrevivéncia do parasito. Gragas aos avangos no conhecimento acerca da bioquimica
do P. falciparum, alcangados pelo sequenciamento do seu genoma e proteoma, diversas
vias metabdlicas até entdo desconhecidas, puderam ser investigadas (GARDNER et al.,
2002).

1.2.1 Bases Moleculares para o Planejamento Racional de Novos Antimalaricos

1.2.1.1 Diidroorotato desidrogenase de Plasmodium falciparum (PfDHODH)

As pirimidinas podem ser sintetizadas por duas vias bioquimicas existentes na
maioria dos organismos, a via de salvacdo e a via de novo. Porém, as espécies de
Plasmodium obtém pirimidinas unicamente pela via de novo, em contraste, as células
humanas sdo capazes de sintetizar pirimidinas a partir das duas vias. Assim, a via de
novo de biossintese de pirimidinas € considerada uma via potencial para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos antimalaricos (CARVALHO, 2008;
PHILLIPS, RATHOD, 2010; VYAS, GHATE, 2011). A enzima diidroorotato
desidrogenase (DHODH) atua na quarta etapa de sintese de pirimidinas, compostos
necessarios para a sintese de DNA, RNA, glicoproteinas e fosfolipidios. E portanto, um

alvo molecular, validado, para o planejamento de novos antimalaricos. E uma
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flavoenzima que catalisa a oxidagéo de diidroorotato (DHO) em orotato (ORO) (Figura
10) (CARVALHO, 2008; PHILLIPS, RATHOD, 2010; VYAS, GHATE, 2011).
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Figura 10 — Biossintese de pirimidinas pela via de novo em Plasmodium. O processo envolve
seis enzimas: a glutamina amidotransferase bifuncional (GAT), carbamoil-fosfato sintetase
(CPS), carbamoiltransferase aspartato (ACT), diidroorotase (DHOtase), diidroorotato
desidrogenase (DHODH), orotato fosforibosiltransferase (OPRT) e orotidina-5'-monofosfato
descarboxilase (OMPDC). L-glutamina, L-glutamina; CP, carbamoilfosfato; Asp, &cido L-
aspartico; CA, carbamoil aspartato; DHO, diidroorotato; OA, acido orético; OMP, orotidilate;
UMP, uridilate. A (DHODH) atua na quarta etapa, utiliza a flavina mononucleotideo (FMN)
como cofator nas duas etapas da reacdo, reducdo e oxidacdo (Adaptado de: PHILLIPS,
RATHOD, 2010).

A auséncia de pirimidinas pela via de salvacdo em Plasmodium foi
primeiramente demonstrada pela analise da incorporacdo de precursores radiomarcados
em acidos nucléicos e por ensaio enzimatico, e foi também confirmado pelo término do
sequenciamento do genoma (PHILLIPS, RATHOD, 2010). A enzima DHODH catalisa
as reagdes de oxidacdo/reducdo na biossintese dos nucleotideos de pirimidina. Durante
essas reacdes, a DHODH utiliza a flavina mononucleotideo (FMN) como cofator nas
duas etapas da reacdo. Na primeira etapa, o diidroorotato (DHO) é reduzido para orotato
(ORO), enquanto que a flavina mononucleotideo (FMN) é reduzida (FMNH2). Na
segunda etapa, 0 FMN ¢€ reoxidado através do auxilio de um segundo substrato, um
agente aceptor de elétrons (Figura 10) (CARVALHO, 2008; PHILLIPS, RATHOD,
2010; VYAS, GHATE, 2011).
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As enzimas DHODH podem ser classificadas em duas classes, classe 1 e classe
2, considerando-se sua estrutura primaria, localizacdo celular, natureza do segundo
substrato e origem bioldgica. As enzimas DHODH da classe 1 sdo encontradas
principalmente em bactérias Gram-positivas, estdo associadas ao citosol e sdo
subdivididas nas classes 1A, 1B e 1S. As DHODH de classe 2 séo encontradas
principalmente em bactérias gram-negativas e eucariotos e estdo relacionadas a
membranas citosélicas e mitocondriais. Caracterizam-se pela extensdo na regido N-
terminal que permite juncdo com membranas (CARVALHO, 2008; PHILLIPS,
RATHOD, 2010).

De maneira geral, ambas classes de enzimas apresentam como elemento
estrutural central o dominio B/a-barril em que estd o sitio de ligacdo para o cofator
FMN. Essa estrutura terciaria consiste de uma regido central formada por 8 fitas beta
paralelas rodeadas por 8 alfa hélices (dominio catalitico). Na parte superior do barril, o
sitio redutor do orotato é formado por trés fitas 3 antiparalelas, que formam o bolso de
ligacdo do substrato e do FMN. Nessa regido também é encontrada a alca catalitica, que
atua como “tampa” do barril, que controla a entrada do substrato e saida do produto do
sitio catalitico (Figura 11). A base do barril € formada por um par de fitas 8
antiparalelas (CARVALHO, 2008; PHILLIPS, RATHOD, 2010).

Figura 11 — Representacdo da estrutura 3D em fita da PFDHODH co-cristalizada com o
inibidor DSM1 (PDB ID: 3165). As a-hélices sdo apresentadas em azul ciano, as folhas-f em
marrom, os ligantes sdo apresentados em modelo CPK: o FMN com atomos de carbono em

azul, o DSM1 com atomos de carbono em rosa, o orotato em turquesa (DENG et al., 2009).
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A enzima DHODH é um alvo validado (GOLDENBERG et al., 1999) para o
tratamento de doengas imunossupressoras e seus inibidores possuem potencial
terapéutico como agentes anti-inflamatorios e antiparasitarios (PHILLIPS; RATHOD,
2010). O inibidor da DHODH humana (HsDHODH) leflunomida (ARAVA®) esta em
uso clinico para o tratamento da artrite reumatoide (seu metabolito ativo é o A77 1726)
(Figura 12). O brequinar também é um inibidor da HsDHODH e possui agdo
antitumoral e imunossupressiva. Os inibidores da DHODH de Helicobacter pylori e da
Enterococcus  faecalis  causam inibicio  do  crescimento  bacteriano
(CHRISTOPHERSON, LYONS, WILSON, 2002; HEIKKILA et al, 2006).
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Figura 12 — Estrutura do inibidor de HsSDHODH leflunomida (A) e seu metabdlito ativo
(B).

1.2.1.2 Triazolopirimidinas, inibidores PFDHODH

Estudos realizados por pesquisadores das Universidade do Texas South Western,
Universidade de Washington e Monash Universidade, identificaram através de ensaios
de triagem biol6gica automatizada em larga escala (HTS, do inglés, high throughput
screening), o composto, (5-metil-[1,2,4] triazolo [1,5-a] pirimidin-7il)naftalen-2-amina
(Composto 26), uma triazolopirimidina, TPZ, (ICso 0,047 uM), potente e seletiva para
PfDHODH (PHILLIPS et al., 2008).

A partir deste protdtipo, uma serie de TPZ foram sintetizadas e testadas em
PfDHODH (Phillips et al., 2008, GUJJAR et al., 2009, DENG et al., 2009, GUJJAR et
al., 2011, COTERON et al., 2011, e MARWAHA et al., 2012). Nestes estudos, todas as
sinteses foram guiadas por estudos de relacdo estrutura-atividade (SAR). As analises de
SAR mostram que substituintes hidrofébicos nas posicées R e R'; favorecem a poténcia
na enzima PFDHODH (Tabela 2).
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Tabela 2 - Triazolopirimidinas com o0s respectivos valores de 1Cso em
PfDHODH.

R’y
HWQ\R'Z
R4 Z 2 °N
Ry °N .4'\:>_R
Composto R R, R, R, R ICs0 (UM)
26 H H CHs fenil - 0,047%0,02
27 H H CHs naftil - 0,056%0,02
22 H H CH; CF; H 0,28+0,02
82 CF,CHs H CH; CF; H 0,038
83 CF,CH3 H CHs SFs H 0,033

O modo de ligacdo dessas TPZs foi elucidado por cristalografia de raios-X da
PfDHODH com os seus inibidores (Compostos 26, 27, 22 e 82). Estes compostos se
ligam através de duas cavidades hidrofébicas do sitio de interacdo e por ligagcdo de
hidrogénio dos nitrogénios 1 e 3 (N) do anel triazolopirimidinico com His185 e o
nitrogénio 5 com Arg 265 (DENG et al., 2009b) (Figura 13 - A).

Figura 13 — Estruturas 3D obtidas a partir da cristalografia de raios-X da PfDHODH em
complexo com os inibidores 22 (DSM 1), PDB ID 3165, (azul); 26 (DMS 2), PDB ID 3168,
(rosa); 27 (DMS 74), PDB ID 316R, (alaranjado) (A) e 82 (DMS 267), PDB ID 3SFK (B).
(Adaptado: (COTERON etal., 2011; DENG et al., 2009b)
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Estudos de QSAR realizados com TPZ relevaram que descritores espaciais,
eletronicos, termodindmicos e estruturais sdo importantes para determinar a atividade
inibitdria das TPZs em PfDHODH (OJHA; ROY, 2010; SHAH et al., 2012). Estudos de
docking inferiram que hidrofobicidade é necessaria para maior poténcia (OJHA; ROY,
2010). Os compostos planejados com esses estudos mostraram boa preditividade in
silico de acordo com os modelos de QSAR (OJHA; ROY, 2010).

Atualmente o composto 83 (DMS 265) encontra-se em estudos clinicos de fase I.
Este composto inibe a PfDHODH seletivamente em relacdo a seu ortdlogo humano
(ICs0 33nM e 2500nM, respectivamente). Ele é biodisponivel por via oral ( ratos: F=57-
68%, t1, = 12-28h), e eficaz in vitro (ECsp — 43nM (3D7) e in vivo em camundongos
(EDsp = 2,8 mg/kg/dia) (COTERON et al., 2011).

1.3. Pesquisa, Desenvolvimento & Inovacéo de novos farmacos

O processo de PD&I de novos farmacos pode ser divido em duas grandes fases:
(i) a fase pré-clinica, identificacdo e validacdo de alvos moleculares, descoberta de
moléculas capazes de representar novas entidades quimicas (NCE, do inglés New
Chemical Entities) e otimizacéo; e (ii) a fase clinica, visa garantir a seguranca e eficacia
de um novo candidato a farmaco em seres humanos (LOMBARDINO, LOWE, 2004;
MENDOZA, 2011). As duas fases estdo esquematizadas na Figura 14.

gl =

Fase Pré-Clinica

Concepcio do projeto Proposta e sintese de Avaliacio da eficacia e Sintese em larga escala, Requisico da
Abordagem do problema. um composto novo ou seguranca dos compostos formulacio e testes de patente
Estudo in silico e in vitro modificado in vitro e in vivo. estabilidade do cadidato.

Escolha do composto Avaliacdo dos efeitos a
candidato longo prazo em animais
Fase Clinica
Fase IV Submissdo a Requisicio da Fase lll: avaliaces Fase Il estudos de Fase |: estudos
farmacovigilancia agéncia regulataria aprovacio de um de ADME eficacia e seguranca de toxicidade

naovo farmaco

Figura 14 - Etapas do processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos
(LOMBARDINO; LOWE, 2004).



35

Na fase pré-clinica busca-se identificar e otimizar moléculas pequenas com
atividade moduladora sobre o alvo bioldgico selecionado. Para tanto, a validagdo do
alvo biologico é essencial na determinacdo do seu envolvimento na fisiopatologia da
doenca a ser tratada. O processo de validacdo pode ser realizado através da supressdo da
expressdo do gene alvo, estabelecendo assim sua relevancia no processo fisiopatoldgico
e avaliando sua capacidade de gerar resposta farmacol6gica no controle da doenca
(ELEGRINB, GILL, PLOWRIGHT, 2012; TAMIMI, ELLIS, 2009; RENSLO,
MCKERROW, 2006; SIGOILLOT, KING, 2011). Moléculas capazes de modular o
alvo estabelecido, por sua vez, podem ser obtidas através de produtos naturais, sintese
ou quimica combinatéria. E possivel também explorar o imenso espaco quimico-
bioldgico através de organizacdo de bases de dados, aplicacdo de filtros moleculares e
emprego de métodos como ensaios biolégicos automatizados (HTS, do inglés, High-
Throughput Screening) e triagem virtual (VS, do inglés, Virtual Screening)
(BAJORATH, 2002; BADRINARAYAN, SASTRY, 2011; SCIOR et al., 2012;
SUKUMAR, DAS, 2011). Uma vez disponiveis e avaliadas experimentalmente quanto
a capacidade moduladora do alvo proposto, as moléculas mais promissoras Sao
selecionadas para posterior otimizacdo, buscando-se melhorar suas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas em ensaios in silico, in vitro e in vivo (HUGHES
etal., 2011; LOMBARDINO, LOWE, 2004).

Apoés avaliacdo inicial do potencial terapéutico dos novos candidatos a
prototipos de farmacos, estes sdo submetidos a fase clinica de desenvolvimento para
confirmacdo da seguranca e eficacia. A fase clinica é classicamente dividida em quatro
fases (I-1V). Na fase | séo realizados estudos de toxicidade em um grupo pequeno (20 a
100) de voluntéarios saudaveis. Na fase Il os estudos séo realizados em pacientes com a
doenca ou desordem (100 a 300 individuos) para se avaliar a dosagem, eficacia e
seguranca da composicdo. Ja durante a fase Ill sdo realizadas avaliacOes
farmacocinéticas em um grupo maior de individuos (300- 3.000 ou mais), provenientes
de regides geograficas distintas e escolhidos randomicamente. Nesta fase o candidato a
farmaco é comparado com o tratamento preconizado e determina-se sua efetividade
(FDA, 2006; MCGEE, 2006). Os candidatos a farmacos aprovados ao final da fase Il
sdo submetidos a anélise juntamente com a documentacdo dos resultados obtidos e 0s
protocolos utilizados nos ensaios, visando obter dos 6rgédos reguladores a autorizacao

para comercializacdo. Uma vez aprovado e inserido no mercado, tém-se inicio a fase 1V,
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na qual o medicamento serd comercializado e extensivamente monitorado quanto a
eventuais efeitos indesejados (MCGEE, 2006).

A descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos € um processo longo e
complexo que demanda alto investimento (LOMBARDINO, LOWE, 2004). Estima-se
para o lancamento de um Unico farmaco no mercado, em media, 12 a 15 anos gastos no
processo de PD&I e custos de aproximadamente US$800 milhdes, podendo chegar a
US$ 1,8 bilhdo (CBO, 2006; PAUL et al., 2010). Os investimentos requeridos sdo
justificados pelos altos custos dos estudos clinicos, bem como o grande numero de
compostos descartados do processo de desenvolvimento por falharem durante alguma
das etapas do estudo. Estima-se que, de cada 250 compostos selecionados durante a fase
pré-clinica, apenas 5 sdo aprovados para 0s estudos clinicos subsequentes, resultando,
ao final, em um Unico farmaco aprovado para comercializacdo (PHRMA, 2011). Além
disso, parte do montante contabilizado no processo de PD&I refere-se a custos
direcionados ao marketing para a inser¢cdo do novo farmaco no mercado (ADEUSI,
2011).

A industria farmacéutica investiu cerca de U$51,1 bilhdes em 2011 na busca de
inovagdes terapéuticas (PHRMA, 2014). Apesar do investimento crescente em PD&l,
ndo h4 um aumento proporcional no nimero de novos farmacos inseridos no mercado.
Entre 1950 e 2008, estimativas apontam custos de desenvolvimento maiores e
estagnacdo do numero de farmacos aprovados pelos 6rgdos reguladores. Dentre os
fatores responsaveis por este quadro, destacam-se o modelo de PD&I adotado, cujas
etapas sequenciais das fases de estudo demandam muito tempo, bem como o aumento
das exigéncias regulatorias (MUNQOS, 2009).

Para manter a lucratividade, a industria farmacéutica tem investido na pesquisa e
desenvolvimento de blockbusters, termo inglés que designa farmacos com rendimentos
anuais superiores a US$1 bilhdo (ADEUSI, 2011; EUROPEAN COMMISSION, 2008;
PHRMA, 2011). Recentemente, observa-se também o aumento de investimentos em
terapias personalizadas com a pesquisa de farmacos ‘niche-busters’, 0S quais Sa0
desenvolvidos para mercados especificos, tais como pacientes transplantados,
portadores de doencga de Parkinson e portadores de sindromes genéticas (MITTRA,
TAIT, 2012). Nota-se, ainda, que 0s medicamentos lideres de vendas emergem de
classes terapéuticas cujo maior mercado é constituido por paises ricos, como farmacos
hipolipemiantes, antineoplasicos e moduladores do sistema nervoso central. Assim, o

modelo de PD&I adotado pela indUstria concentra-se prioritariamente nessas classes
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terapéuticas, visando o lancamento de farmacos capazes de garantir rapidamente o

retorno do investimento.

1.3.1. Quimica Medicinal e a Génese Planejada de Farmacos

Segundo a definicdo da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry), a Quimica
Medicinal possui carater multidisciplinar e envolve a invencdo, descoberta,
planejamento e desenvolvimento de compostos biologicamente ativos, incluindo
também o estudo do metabolismo e relagcBes entre a estrutura quimica e a atividade
biologica. Assim, a Quimica Medicinal constitui uma ciéncia essencial no processo de
PD&I de novos farmacos, abrangendo multiplas areas de conhecimento (WERMUTH et
al., 1998).

O planejamento racional, baseado na elucidacdo da etiologia e dos processos
bioguimicos envolvidos na doenca, permite otimizar o processo de descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos. Através do uso de diversas estratégias é possivel
utilizar conhecimentos prévios do mecanismo de intervencdo terapéutica pretendido e
do alvo terapéutico escolhido para propor moléculas capazes de modular
adequadamente o alvo eleito (COHEN, 1996; PATRICK, 2009).

O planejamento de novos candidatos a agentes terapéuticos e otimizacao destes
pode ser obtido por diferentes estratégias da Quimica Medicinal. A escolha da estratégia
a ser adotada depende da elucidacdo da estrutura do alvo terapéutico eleito
(BARREIRO, 2009). O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de
complexos ligante-receptor permite a aplicacdo de estratégias de planejamento de
farmacos baseado na estrutura (SBDD, do inglés Structure-based Drug Design).
Quando a estrutura do alvo eleito ndo é conhecida, métodos de planejamento de
farmacos baseado no ligante (LBDD, do inglés Ligand-based Drug Design) podem ser
utilizados, explorando propriedades e caracteristicas do substrato natural ou de séries de
ligantes bioativos. As estratégias de SBDD e LBDD podem ser usadas conjuntamente
no planejamento racional, uma vez que fornecem informagdes complementares
(COHEN, 1996).



38

1.3.2. Relagbes Quantitativas entre estrutura quimica e atividade bioldgica
(QSAR)

O planejamento, desenvolvimento e otimizacdo de novos ligantes bioativos a
partir de colecGes de compostos pode ser realizado através de métodos que relacionem
dados bioldgicos a estrutura quimica. Neste contexto, 0 emprego das relagdes entre a
estrutura e atividade (SAR, do inglés, Structure-Activity Relationships) e os estudos de
relacbes quantitativas entre estrutura e atividade (QSAR, do inglés Quantitative
Structure-Activity Relationshisps) sdo ferramentas Uteis a descoberta de novos
candidatos a protdtipos de farmacos. Métodos de QSAR, classificados de acordo com a
dimensionalidade dos descritores que utilizam, estabelecem quantitativamente a
correlacdo entre propriedades da estrutura quimica das moléculas e a atividade bioldgica
gue as mesmas possuem. Assim, atraves de um conjunto de dados sdo desenvolvidos
modelos matematicos capazes de prever a atividade bioldgica de moléculas externas ao
conjunto que deu origem ao estudo (HANSCH, FUJITA, 1964). A figura 15
esquematiza o processo de desenvolvimento dos modelos de QSAR, em que sdo
necessarios: (i) compostos com atividade bioldgica/propriedade e (ii) descritores
(TROPSHA, 2010).

Milhares de descritores moleculares estdo
disponiveis para compostos organicos

E Constinucionais, topoldgicos, estruturais,
mecanico-quanticos, fragmentos, estéricos, A
farmacoféricos, geométricos, termodinamicos, |
S conformacionais, etc. T
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aplicagdo.

Figura 15 — Processo de desenvolvimento do modelo de QSAR (adaptado TROPSHA, 2010)



39

A metodologia de QSAR foi inicialmente estabelecida na década de 1960,
pelos trabalhos de Hansch e Fujita. Esses pesquisadores, demonstraram que a atividade
bioldgica pode ser linearmente correlacionada com diferentes parametros fisico-

quimicos, sendo expressa pela Equacéo (1).
Log%zan+b6+xEs+d 1)

onde C representa a concentragdo molar do composto necesséria para produzir uma
resposta bioldgica definida, 7 a contribui¢do hidrofobica, & o efeito eletronico, Es efeito
estérico, d o termo independente e a, b e x 0s respectivos coeficientes determinados por
andlise de regressdo (HANSCH, FUJITA, 1964; HANSCH, 1969).

Alguns anos depois, Hansch propds a extensdo do modelo linear para o
parabdlico, quando percebeu que a resposta bioldgica de compostos com carater
hidrofobico estagnava ou reduzia ap6s atingir um valor maximo. A partir deste
problema, foi percebido que compostos com alta hidrofobicidade podem ficar retidos
nas barreiras lipofilicas, portanto tém menor probabilidade de atingir os sitios
bioldgicos de acdo (HANSCH, 1969). O modelo parabdlico proposto com base numa
série de dados pressupde uma relacdo de segunda ordem da hidrofobicidade, expressa
como o logaritmo do coeficiente de particdo entre octanol e agua (Log P), com a
atividade bioldgica (DEBNATH, 2001), conforme descrita pela Equacéo 2.

Log %= a(Log P)*> + BLog P + x (2)

Na década de 1970, Kubinyi desenvolveu um modelo bilinear que descreve
a dependéncia ndo-linear da atividade bioldgica sobre o carater hidrofobico, no qual o
termo B corresponde ao movimento do composto em sistemas multicompartimentados,
como o sistema biologico, de acordo com o descrito pela Equacdo 3 (KUBINYI, 1997;
TAVARES, 2004; DEBNATH, 2001).

Log %zaLogP—bLog(ﬁP+1)+ X 3)

No inicio do QSAR, apenas parametros fisico-quimicos e mecéanico-
quanticos estavam disponiveis para serem usados como descritores (SELASSIE; ONE,
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2003). Entédo, percebeu-se que nem toda informagdo molecular era extraida por ensaios
experimentais, o que impulsionou esforcos para extrair informagdes codificadas na
estrutura da molécula em nimeros — chamados de descritores moleculares — através de
um caminho teérico (CONSONNI; TODESCHINI, 2010).

Diferentes tipos de descritores quimicos refletem diferentes niveis de
representacdo estrutural. Esses descritores podem ser classificados quanto a sua
“dimensionalidade” em unidimensionais (1D), baseados em propriedades fisico-
quimicas e da formula molecular (ex., massa molecular, refratividade molar, logP, entre
outros); bidimensionais (2D), que descrevem propriedades que podem ser calculadas de
uma representacdo 2D (ex., numero de &tomos, numero de ligagdes, indices de
conectividade, entre outros); e tridimensionais (3D), que dependem da conformacao das
moléculas (ex., volume de Van der Waals, area de superficie acessivel ao solvente, entre
outros) (XUE; BAJORATH, 2000).

Outra classificacéo diz respeito a natureza desses descritores, que podem ser: (i)
constitucionais, que sdo derivados da composicdo atbmica do composto (ex., peso
molecular, nimeros de dtomos e ligagdes); (i) topologicos (ex., indices de Randi’c); (iii)
geométricos, que sdo derivados de coordenadas 3D (ex., volume molecular, area de
superficie polar, entre outros); (iv) eletrostaticos, que sdo derivados da substituicdo de
cargas parciais (ex., indices de polaridade, carga parciais, entre outros); e (v) quanto-
mecanicos, que sdo derivados das funcdes de onda dos elétrons (ex., energia dos orbitais
moleculares) (CONSONNI; TODESCHINI, 2010).

Muitos programas estdo disponiveis para o calculo de descritores moleculares,
como DRAGON® (Talete SRL, Milan, Italy), CDK®
(http://www.rguha.net/code/java/cdkdesc.html), CODESSA®

(http://www.semichem.com/codessa/), entre outros.

Na década de 1980, os avancos em hardware e software, permitiram o
estudo das propriedades tridimensionais (3D) (COHEN, 1996; OOMS, 2000). Em
consequéncia, a metodologia descrita como QSAR tridimensional (3D) surgiu. Os
descritores do QSAR-3D estdo relacionados ao calculo de propriedades correspondentes
a estrutura 3D dos ligantes (metodo independente do receptor, IR) ou do complexo
ligante-receptor (método dependente do receptor, DR). Estes descritores podem ser
classificados em globais (moleculares) e locais (atdmicos). Os descritores globais
representam uma categoria mais simples, em que os descritores (volume molecular, area

molecular superficial) sdo derivados da estrutura molecular como um todo, engquanto
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que os descritores locais sdo derivados de fragmentos ou partes da estrutura molecular
(&tomos, grupos farmacoféricos) (ALBUQUERQUE et al., 2007; VERLI et al.,2002).

Nesta mesma década, Hopfinger introduziu a analise conformacional das
estruturas e a obtencdo de descritores globais 3D da forma molecular aos estudos de
QSAR, criando 0 método denominado Andlise da Forma Molecular (MSA, do inglés,
Molecular Shape Analysis) (HOPFINGER, 1980). Em 1988, Cramer e colaboradores
descreveram a metodologia de Analise Comparativa de Campos Moleculares
(Comparative Molecular Field Analysis, CoMFA), a técnica de QSAR-3D mais
utilizada no mundo. Essa técnica demonstra que a propriedade bioldgica dos compostos
pode ser correlacionada com as energias estérica e eletrostatica (descritores locais)
provenientes das interacdes formadas com o ligante no sitio ativo do alvo biologico
(CRAMER, PATTERSON, BUNCE,1988).

Em 1997, a metodologia de QSAR-4D foi introduzida por Hopfinger e
colaboradores (HOPFINGER et al., 1997). Esta técnica baseia-se em na abordagem de
QSAR-3D, que utiliza uma amostragem conformacional obtida através de simulacéo
por Dinamica Molecular (DM), reduzindo a dificuldade em identificar a conformacao
bioativa. Dimensfes adicionais foram incorporadas aos métodos, QSAR, como por
exemplo, o Quasar QSAR-5D (VEDANI, DOBLER, 2002), no qual a teoria do encaixe
induzido é considerada, ou seja, a adaptacdo do sitio de ligacdo do receptor a cada
ligante individual e, mais recentemente, o Quasar QSAR-6D (VEDANI, DOBLER,
LILL, 2005), que considera os modelos de solvatagdo simultaneamente.

A utilizacdo de técnicas de QSAR parte do preceito de que todos os
compostos utilizados na andlise interagem da mesma maneira no sitio ativo de
determinado alvo bioldgico. Entretanto, cada meétodo QSAR difere na forma de
descrever as propriedades estruturais (descritores) dos compostos e como encontrar
relacbes quantitativas entre as propriedades e a respectiva atividade (WERMUTH,
2008).

1.3.2.1 Holograma QSAR (HQSAR)

O HQSAR (HQSAR, Tripos®) ¢ um método de QSAR-2D no qual a estrutura
molecular bidimensional é convertida em notacfes lineares, ou seja, sequéncias
numéricas que codificam a estrutura 2D das moléculas do conjunto de dados, e as

~

informacgbes codificadas pelos descritores Dbidimensionais sdo relacionadas
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quantitativamente a atividade biolégica (LOWIS, 1997; SEEL, TURNER, WILLETT,
1999).

O método se baseia no conceito de impressdo digital molecular (do inglés,
fingerprint) da estrutura 2D molecular, conhecida como holograma molecular (LOWIS,
1997; SEEL, TURNER, WILLETT, 1999), também é considerada uma técnica de
QSAR fragmente-based.

Todos os fragmentos moleculares possiveis (lineares, ramificados, ciclicos e
sobrepostos) sdo obtidos e posteriormente distribuidos pelo holograma. Cada posicéo do
holograma contém a frequéncia com que um determinado fragmento aparece na
molécula, sendo que fragmentos iguais que ocorrem mais de uma vez sdo sempre
alocados na mesma posicdo. Informacgbes tridimensionais, tais como hibridacdo e
quiralidade, também sdo codificadas nos hologramas moleculares (LOWIS, 1997;
Tripos, 2010a). Uma vez que as estruturas quimicas sdo representadas em seus
hologramas moleculares correspondentes, 0 HQSAR nao requer o célculo e a selecdo de
descritores fisico-quimicos comumente usados como descritores em outros modelos de
QSAR-2D. Além disso, para a geracdo de modelos de HQSAR nédo sdo necessarios 0
conhecimento das conformacdes bioativas das estruturas e o alinhamento molecular, o
que torna 0 HQSAR um método rapido e aplicavel a grandes conjuntos de dados
(LOWIS, 1997; Tripos, 2010a).

Os modelos de HQSAR sdo desenvolvidos empregando-se o método de
regressdo multivariada por quadrados minimos parciais (PLS, do inglés Partial Least
Squares). Para andlises de QSAR, o PLS € um método bastante utilizado por possibilitar
a analise de conjuntos de dados com ndmero de varidveis independentes muito superior
ao numero de variaveis dependentes, uma vez que o PLS reduz os descritores a
variaveis latentes ortogonais (HASEGAWA, FUNATSU, 2012).

O processo de obtencdo do holograma molecular e dos modelos de HQSAR esta

representado na Figura 16.
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Figura 16 — Esquema do processo de geracdo dos hologramas moleculares e dos modelos de
HQSAR.

Durante o processo de modelagem de HQSAR, varios parametros relevantes
para a obtencdo dos hologramas, que afetam a qualidade dos modelos, podem ser
definidos, tais como:

. comprimento do holograma - define o numero de posi¢bes
disponiveis para que diferentes fragmentos sejam incorporados;
. tamanho dos fragmentos - define 0 nUmero méximo (N) e minimo

(M) de &tomos contidos em cada fragmento a ser gerado;

. distincdo dos fragmentos — define o tipo de informacdo 2D a ser
inclusa na criacdo dos descritores.

Como, em geral, o comprimento do holograma é menor que o nimero total de
fragmentos diferentes gerados, fragmentos distintos sdo alocados no mesmo holograma.
A maneira com que os fragmentos sdo distribuidos nas posicdes do holograma
influencia diretamente a qualidade dos modelos. O algoritmo ciclico de verificagcdo de
redundancia (CRC, do inglés, cyclic redundancy check) avalia varias combinacdes de
distribuicdo de fragmentos nas diferentes posicdes do holograma molecular para
impedir que haja a colisdo de fragmentos, ou seja, evita que fragmentos distintos e
importantes sejam alocados em uma mesma posicdo no holograma. Além disso,
diferentes numeros primos de comprimentos de holograma sdo utilizados, o que reduz a
chance da colisdo de fragmentos e consequente perda de informagdo (LOWIS, 1997;
SEEL, TURNER, WILLETT, 1999).

Os parametros utilizados para distinguir os fragmentos sdo ajustaveis, e de
fundamental importancia, pois definem o tipo de informacédo 2D que sera incluida na

criacdo dos descritores. Na Tabela 3 sdo apresentados os diferentes pardmetros de
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distingdo dos fragmentos considerados no metodo HQSAR. Combinagdes desses
parametros séo utilizadas, para a escolha daquela que resulte nos melhores resultados
estatisticos (LOWIS, 1997; SEEL, TURNER, WILLETT, 1999).

Tabela 3 — Parametros de distingdo dos fragmentos no método de HQSAR

Distincao dos fragmentos Definicdo dos parametros de distin¢éo de fragmentos

Atomo (A) Fragmentos diferenciados com base no tipo de 4tomo

Fragmentos diferenciados com base no tipo de ligacdo quimica
simples, dupla, tripla e aromatica)
Fragmentos diferenciados com base no tipo de hibridizacéo dos
atomos contidos no fragmento
Fragmentos séo distinguidos com base na presenca e nimero de
atomos de hidrogénio
Fragmentos séo distinguidos de acordo com a presenga de centros
estereogénicos
Fragmentos séo diferenciados com base na presenga 4&tomos
doadores e aceptores de ligagdo de hidrogénio

*Parametros semelhantes. Ao incluir o pardmetro Ligacdo (B), porém, a vizinhanca dos &tomos é levada em
consideragdo, o que permite distinguir fragmentos que possuam o0 mesmo tipo de hibridagéo, mas estejam localizados
em diferentes ambientes quimicos. Por exemplo, H-C=C-H (etileno) e H-C:C-H (benzeno). Neste caso ambos 0s
4tomos de carbono possuem hibridizagdo sp?, o que os diferencia é que no etileno a ligagdo é dupla e no benzeno a
ligacéo é aromatica.

Ligacéo (B)*
Conectividade (C)*
Hidrogénio (H)
Quiralidade (Ch)

Doadores e aceptores (DA)

Apds definir os parametros a serem utilizados, o0 método de PLS € usado para a
geracdo do modelo matematico de HQSAR, considerando os hologramas gerados, que
sdo os descritores, como varidveis independentes e a atividade biol6gica como variével
dependente, identificando-se os padrdes de fragmentos subestruturais correlacionados
com a resposta bioldgica. Como nos demais métodos de QSAR, a atividade biol6gica
das moléculas externas ao conjunto de dados utilizado na construcdo do modelo, porém
estruturalmente semelhantes, dentro do espaco quimico ou do dominio de aplicabilidade
a este conjunto, podera ser prevista (LOWIS, 1997; SEEL, TURNER, WILLETT,
1999).

Um modelo de QSAR é capaz de predizer a atividade de qualquer composto
qguimico. No entanto, se sua estrutura quimica for muito diferente das estruturas
utilizadas na construcdo do modelo, essa predigdo pode ser incorreta, pois 0 modelo ndo
cobre o espaco quimico de tal estrutura. Logo, a determinacdo do dominio de
aplicabilidade é necessario para o modelo ser aceito (TROPSHA, 2010).

Além de permitir a previsdo da atividade bioldgica, 0 HQSAR gera mapas de
contribuicdo 2D, fornecendo dados topologicos a partir dos quais é possivel visualizar

os fragmentos moleculares importantes para a atividade bioldgica em estudo. Assim,
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essas informagdes podem orientar a sintese de novas moléculas com propriedades
otimizadas, o que representa uma vantagem adicional do HQSAR diante de outros
métodos de QSAR-2D (HONORIO, GARRATT, ANDRICOPULO, 2005; LOWIS,
1997; SEEL, TURNER, WILLETT, 1999).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver regras de relacdo entre estrutura
e atividade (SAR) e gerar modelos robustos e preditivos de QSAR-2D, utilizando um
conjunto de triazolopirimidinas inibidores da PfDHODH, buscando-se elucidar os
requisitos estruturais relevantes a atividade biologica desta classe de compostos, com

vistas ao desenvolvimento de novos agentes antimalaricos.

Obijetivos especificos:

1. Realizar estudos de relagdo entre estrutura e atividade (SAR) para um
conjunto de 132 triazolopirimidinas, inibidores da PfDHODH,;

2. Desenvolver modelos robustos e preditivos de QSAR-2D e HQSAR para
um conjunto de 132 triazolopirimidinas inibidores da PfDHODH, a fim de se elucidar
dos requisitos estruturais importantes a atividade bioldgica da classe investigada;

3. Analisar os mapas de contribuicdo 2D e utilizd-los como guias em

futuros trabalhos no planejamento de novos antimalaricos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Computadores e softwares

Todos os estudos foram realizados no Laboratério de Planejamento de Farmacos
e Modelagem Molecular (LabMol), em estacbes computacionais operando em Linux.
Os softwares utilizados estdo disponiveis através de licengas adquiridas pelo LabMol,

académicas e/ou colaborativas.

3.1.2. Conjunto de dados

Para os estudos de modelagem, selecionou-se um conjunto de dados de
triazolopirimidinas da literatura [(GUJJAR et al., 2011), (GUJJAR et al., 2009),
(COTERON et al., 2011) e (MARWAHA et al., 2012b)] com valores de concentragdo
inibitdria de 50% (ICso) que foram obtidos sobre as mesmas condicdes experimentais.
Os valores de ICso dos compostos foram transformados para a escala logaritmica pICs
(-log ICsp). A faixa de atividade do conjunto de dados abrangeu trés unidades
logaritmicas, com valores variando de 4,24 a 7,72.

As estruturas quimicas dos compostos do conjunto de dados e seus respectivos
valores de atividade biologica, expressa em 1Csg, estdo representados na Tabela 4.
Tabela 4 — Estruturas quimicas e respectivos valores de 1Csy e plCsp para 132
triazolopirimidinas inibidores da PFDHODH.

N AT N
Ri2 N-N Ri~ n-N
- )\\\>—R < )\\\>—R
R,” "N~ °N R, ” "N~ °N
Composto | R \ Ar | Ri | Ro | Rz | ICso(uM)* | plCs
1 H 4-Br-Ph H CHs - 0,78+0,25 6,11
2 H 4-CHs-Ph H CHs - 4,2+0,35 5,38
3 H 4-OCHz-Ph H CHs; - 4,6+0,14 5,34
4 H 4-OCF3-Ph H  CHgs - 1,240,21 5,92
5 H 4-OCHF,-Ph  H  CHjs - 2,8+0,28 5,55
6 H 4-NO,-Ph H CHs - 4,3+0,14 5,37
7 H 4-Ce¢Hs-Ph  H  CHs - 5,3+0,8 5,28
8 H 4- C¢HsCH,- H  CHs - 2,2+0,32 5,66
Ph
9 H 2,3-di-F-Ph  H CHs - 39+7,5 4,41
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N AT N T
R, N R4 -N
Z "N N\
< Js R < s )R
R,” "N~ °N R,” "N~ °N
Composto | R | Ar Ri | Rz | Rs | ICsouM)* | plCs
10 H 234-tri-F- H  CHjs - 29+4.4 4,54
Ph
11 H 2,35-tri-F- H CHs - 17+3,6 4,77
Ph
12 H 2-F-4-CH- H CHjs - 27+2,8 4,57
Ph
13 H 35-di-F-Ph  H CHs - 9,4+1,2 5.03
14 H 3-CH3z-4-F- H CHs - 46 5,34
Ph
15 H 3-CF3-4-Cl- H CHs - 0,8+0,28 6,10
Ph
16 H 3-CF3-4-Br- H CH; - 0,45+0,07 6,35
Ph
17 H 3-CF3-4- H CHjs - 1,55+0,49 5,81
CHs-Ph
18 H 3,4-di-CHs- H  CHjs - 0,35+0,21 6,46
Ph
19 H 3-CF3-4-CN- H  CHs - 4,9+0,7 5,31
Ph
20 H 3-F-4-CHs- H CHs - 0,86+0,09 6,07
Ph
21 H 3-F-4-CF- H CHs; - 0,077+0,03 7,11
Ph
22 H 4-CF3-Ph H CHjs - 0,28+0,02 6,55
23 H 4-SFs-Ph H CHs - 0,13 6,89
24 H 4-ClI-Ph H CHs; - 1,6+0,24 5,8
25 H 3-Cl-Ph H CH;s - 1,4+0,13 5,85
26 H 2-naftil H CHjs - 0,047+0,02 7,33
27 H 2-antracenil H CHs - 0,056+0,02 7,25
28 H 3-F-Ph H CHs; - 9,2+0,2 5,04
29 H 3-CHs-Ph H CHs; - 4,9+0,52 5,31
30 H 3-CF3-Ph H CHs; - 14" 4,85
31 H 4-F-Ph H CHs - 19+2,0 4,72
32 H 4-etil-Ph H CHs; - 0,61 6,21
33 H 4-n-propil-  H  CHjs - 0,99 6,0
Ph
34 H 4-n-butil-Ph  H  CHs - 0,28" 6,55
35 H 4-n-pentil-Ph - H  CHj - 0,82 6,09
36 H 4-n-hexil-Ph  H  CHjs - 4,2 5,38
37 H 4-n-heptil H CHs - 24" 4,62
38 H 4-iso-propil-  H  CHs - 0,22 6,66

Ph
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Tabela 4 — Continuagéo

N AT N T
Ri2 N-N Ri2 n-N
< Js R < s )R
R,” "N~ °N R,” "N~ °N
Composto | R | Ar [ Ri | Re [ Ry [ ICso(uM)* [ pICso
39 H A-terc-butil- H  CHj - 0,078" 7,11
Ph
40 H 4-ciclo- H CHs - 0,42 6,38
propil-Ph
41 H 4-vinil-Ph H CH; - 0,80" 6,10
42 H A-gtinil-Ph H CHs - 1,17 5,96
43 H 4-CH,CF;- H  CHs - 2,5 5,60
Ph
44 H 4-S-CF-Ph H  CHj - 0,61 6,21
45 H 4-SFs-Ph H CHs - 0,13 6,89
46 H 4- H CHs - 54 5,27
OCH,CgHs-
Ph
47 H 4-N(CHs)- H  CHjs - 0,82 6,09
Ph
48 H 4- H CH; - 3,5 5,46
pirrolidinil-
Ph
49 H 4-OC(CH3)s- H  CHs - 44" 4,36
Ph
50 H 4- H CH; - 1,07 6,0
C(CH3),CN-
Ph
51 H 3-F-4- H CHs - 0,035 7,46
C(CHs)s-Ph
52 H 3-F-4-CI-Ph  H CHs - 0,55 6,26
53 H 3,4-di-CFs- H  CHs - 0,54 6,27
Ph
54 H 3,5-di-F-4- H  CHs - 0,197 6,72
CF5-Ph
55 H 5,6,7,8- H CHs - 0,064" 7,19
tetrahidro-2-
naftil
56 H 5-indanyl H  CHs - 0,22" 6,66
57 H 5- H CH; - 1,6 5,80
benzodioxoli
|
58 H 5- H CHs - 0,09 7,05
benzotiofenil
59 H 2-CF3-5- H  CH; - 21" 4,68
benzo-
imidazolil

60 H 4-CF3-Ph H CoHs - 0.78 6,11




50

Tabela 4 — Continuagéo

N AT N T
Ri2 N-N Ri2 n-N
< Js R < s )R

R,” "N~ °N R,” "N~ °N
Composto | R | Ar [ Ri [ R | Rs [ ICs(uM)* [ pICs
61 H 4-CF4-Ph H CFs - 1,7 5,77
62 H 4-CF5-Ph H Cl - 0,17 6,77
63 H 4-C(CH3)- C,H CHjs - 1,7 5,77

Ph 5
64 H 4-OCFs-Ph  C,H CHg - 3,2 5,49
5
65 H 3-F-4-CHjs- -C3He- - 1,4" 5,85
Ph

66 iso-Pr 3-Cl-Ph H CHs - 0,12 6,92
67 iso-Pr 4-CF3-Ph H CHj - 0,117 6,96
68 iso-Pr 4-SFs-Ph H CHs - 0,107 7
69 iso-Bu 4-CF5-Ph H CHs - 2,0 5,7
70 tert-Bu 4-CF5-Ph H CHs - 0,46 6,34
71 tert-Bu 4-SF5-Ph H CHs - 0,55 6,26
72 sec-Bu 4-CF5-Ph H CHs - 0,38" 6,42
73 sec-Bu 4-SFs-Ph H CHs - 0.33" 6,48
74 cicloPr 4-Cl-Ph H CHs - 0,88" 6,06
75 cicloPr 3-Cl-Ph H CHs - 0,82 6,09
76 cicloPr 4-CF5-Ph H CHs - 0,14 6,85
77 CHcicloPr 4-Cl-Ph H CHs - 12" 4,92
78 CHcicloPr 4-CF5-Ph H CHs - 1,77 5,77
79 CHcicloPr 4-SFs-Ph H CHs - 57 5,24
80 CF,CH3 4-Cl-Ph H CHs - 0,038" 7,42
81 CF,CH3 3-CI-Ph H CHs - 0,054 7,27
82 CF,CHj 4-CF5-Ph H CHs - 0,038" 7,42
83 CF,CHj 4-SFs-Ph H CHs - 0,033" 7,48
84 CF,CH,CHs 4-Cl-Ph H CHs - 0,034" 7,47
85 CF,CH,CH; 3-Cl-Ph H CHs - 0,030" 7,52
86 CF,CH,CH; 4-CF5-Ph H CHs - 0,019" 7,72
87 CF,CH,CH; 4-SFs-Ph H CHs - 0,075 7,12
88 CF; 4-CF3-Ph H CHs - 0,035 7,46
89 CF; 4-SFs-Ph H CHs - 0,030" 7,52
90 CH,0OCH; 4-Cl-Ph H CHs - 2,2 5,66
91 CH,0CH; 3-Cl-Ph H CHs - 1,7 5,77
92 CH,0OCH, 4-CF5-Ph H CHs - 0,41° 6,39
93 CH,OCH; 4-SFs-Ph H CHs - 0,39 6,41
94 CH,CH,OCH;  4-CF3-Ph H CHs - 2,5 5,6
95 CH,CH,OCH;  4-SFs-Ph H CHs - 2,5 5,6
96 SCHs 4-CI-Ph H CHs - 0,030" 7,52
97 SCH, 3-ClI-Ph H CH;s - 0,026 7,59
98 SCHs 4-CF5-Ph H CHs - 0,036" 7,44
99 SCHs 4-SFs-Ph H CHs - 0,030" 7,52
100 SO,CHs 4-Cl-Ph H CHs - 0,045" 7,35
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Tabela 4 — Continuagéo

N AT N T
Ri2 N-N Ri2 n-N
< Js R < s )R
R,” "N~ °N R,” "N~ °N
Composto | R | Ar [ Ri [ R | Rs [ ICs(uM)* [ pICs
101 SO,CHj 3-CI-Ph H CHs - 0,16 6,8
102 SO,CHj 4-CF4-Ph H CHs - 0,090" 7,05
103 SO,CHj 4-SFs-Ph H CHs - 0,11" 6,96
104 OCHjs 3-ClI-Ph H CH;s - 0,50 6,30
105 OCH, 4-Cl-Ph H CHs - 0,46" 6,34
106 OCH,CH; 3-ClI-Ph H CH;s - 0,40 6,40
107 OCH,CHj 4-Cl-Ph H CHs - 0,056 7,25
108 CH,CHj 4-CI-Ph H CHs - 0,28” 6,55
109 OCH,CHs 4-SF5-Ph H CH;s - 0,057 7,24
110 OCH,CH,0C 3-Cl-Ph H CHs - 49 5,31
Ha
111 CH,CHjs 3-Cl-Ph H CHs - 0,24" 6,62
112 CH,CHj 4-CF3-Ph H CHs - 0,087 7,06
113 CH,0OH 4-Cl-Ph H CH;s - 53 5,28
114 CH,OH 3-Cl-Ph H CHs - 6,1 5,21
115 CH,CH,OH  4-CF;-Ph H CH;s - 0,93" 6,03
116 H - H CHs; ciclo- 58" 4,24
dodecil
117 H - H CHs 2- 0,5 6,3
indanil
118 H - H CH; 5-F-2- 0,61" 6,21
indanil
119 H - H CH; 5-Br-2- 1,2" 5,92
indanil
120 H - H CH; 5,6-di- 4,6 5,34
OCHg-
2-
indanil
121 H - H CH; 1,234- 0,54" 6,27
tetrahid
ro-2-
nafti
122 H - H CH; 6-F- 0,63" 6,20
1,2,3,4-
tetra-
hidro2-
nafti
123 H - H CH; 6-Cl- 0,67 6,17
1,2,3,4-
tetra-
hidro2-

nafti




52

Tabela 4 — Continuagéo

N AT N T
R, N R4 -N
Z N Z> N
< Js R < s )R
R,” "N~ °N R,” "N~ °N
Composto | R | Ar | Rt | Rz | Rz | ICso(uM)* | plCs
124 H - H CHsz 2-fenil- 15~ 4,82
etil
125 H - H CHsz 3-fenil- 26 4,59
propil
126 H - H CHsz n-hetil 8,6 5,07

*x

127 4,8+0,38 5,32
HN

128 /N 27+6,3 4,57
L0
HN

129 CF; 0,077+0,08 7,11

*%

130 4,8+0,7 5,32
HN

*%*

131 0,4+0,09 6,4
HN

K

132 0,44+017 6,36
HN
N
D
N
H

%rro dos resultados experimentais, ‘sem dados referentes ao erro experimental, ~modificacéo

bioisostérica do scaffold triazolopirimidinico. Em negrito, as estruturas do conjunto teste.
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3.2. Métodos

3.2.1. Padronizacdo do conjunto de dados e preparo das estruturas

O fluxo de trabalho referente a modelagem de QSAR desenvolvido neste
trabalho foi realizado em trés etapas principais: (i) padronizacdo do conjunto de dados,
preparo e analise (selecdo de compostos e descritores) e (ii) construcdo de modelos, e
(iii) validacéo e selecdo dos modelos.

As estruturas dos compostos foram desenhadas no programa MarvinSketch
versdo 5.12 (ChemAxon), constituido por estruturas em 1D (SMILES) e 2D
(bidimensional). Os compostos foram preparados usando o protocolo desenvolvido por
Fourches e colaboradores (2010), no qual contra-ions foram removidos e quimiotipos
especificos como grupamentos nitro e aromaticos foram normalizados usando o

programa Standardizer (v.5.3, ChemAxon, Budapest, Hungry, www.chemaxon.com). A

presenca de duplicatas, isto é, compostos idénticos reportados mais de uma vez no
conjunto de dados, foi identificada usando o ISIDA Duplicates (VARNEK et al., 2008)
e HITQSAR (KUZ’MIN et al., 2008). Quando as propriedades bioldgicas associadas a
duas estruturas repetidas eram iguais, um dos compostos foi removido. Contudo,
quando as propriedades biolégicas eram significativamente diferentes, ambos foram
removidos. Ao final deste processo de preparo de estruturas, obteve-se um conjunto
com 132 triazolopirimidinas devidamente padronizadas para os estudos de modelagem

molecular.

3.2.2. Estudo da relacdo entre estrutura e atividade (SAR)

3.2.2.1.  Andlise de agrupamentos hierarquicos
A HCA (do inglés, hierarchical clustering analysis) € um método de
aprendizado ndo supervisionado. Nesse estudo empregou-se o método Sequential
Agglomerative Hierarchical Non-overlapping implementado no software ISIDA Cluster
(http://infochim.u-strasbg.fr) (VARNEK et al., 2008). Nesse método, cada composto

representa um grupo (do inglés, cluster) no inicio. Entdo, 0s n compostos séo agrupados
iterativamente em grupos usando suas distancias euclidianas armazenadas em uma
matriz quadrada de distancias simétricas (n * n). Os dois objetos mais proximos
(compostos ou grupos) séo iterativamente identificados e agrupados para formar um

novo grupo. A matriz de distancias é atualizada com as novas distancias separando o
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novo grupo dos outros, de acordo com o tipo de acoplamento selecionado pelo usuario
(nesse estudo foi usado o acoplamento completo). O processo se repete até que reste
apenas um grupo. A relacdo sequencial de formacdo dos grupos resulta em um grafico
hierarquico chamado de dendograma. Esse software gera um dendograma e um mapa de
calor da matriz de distancia colorida de acordo com a similaridade/dissimilaridade entre
0S compostos.

3.2.2.2.  Analise de cliffs de atividade
O fluxo de trabalho referente a modelagem de SAR desenvolvido neste trabalho
foi realizado em trés etapas principais: (i) preparo do conjunto de dados (estruturas 2D
e CDK) (ii) geracdo de descritores fingerprints, (iii) calculo da similaridade entre os
compostos através do coeficiente de Tanimoto. Todo esse fluxo de trabalho foi
desenvolvido na plataforma KNIME, através de um workflow desenvolvido pelo grupo
de pesquisa do LabMol.

3.2.3. Divisdo dos conjuntos treinamento e teste

O conjunto de dados foi dividido racionalmente em um conjunto de treinamento
(80%) e um conjunto teste (20%) utilizando o algoritmo Kennard-Stone modificado,
implementado no pacote ksaR v.0.7 para R, disponivel na pagina web de nosso grupo de
pesquisa (http://labmol.farmacia.ufg.br/ksar). Essa divisdo foi utilizada para a
construcdo dos modelos de HQSAR e QSAR-2D.

3.2.4. HQSAR

O modulo de HQSAR da plataforma SYBYL-X v.1.2 (Tripos, Inc., St. Louis,
MO, USA) foi empregado na geragdo dos modelos de HQSAR para o conjunto de
inibidores da enzima PfDHODH. As analises de HQSAR foram realizadas através de
uma abordagem de triagem-erro, buscando-se a combinagcdo que fornega a melhor
consisténcia interna. Os modelos foram construidos com diferentes combinagdes dos
parametros de distingdo de fragmentos: atomos (A), ligacdes (B), conectividade (C),
presenca de atomos de hidrogénio (H), quiralidade (Ch) e doadores e aceptores de
ligagdo de hidrogénio (DA). Tamanhos de comprimento de holograma disponiveis no
programa (53, 59, 61, 71, 83, 97, 151, 199, 2557, 307, 353, 401), além de comprimentos

adicionais (499, 673, 809 e 997), para evitar a colisdo de fragmentos nos hologramas
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moleculares. Varia¢cdes do nimero maximo e minimo de atomos nos fragmentos foram
avaliados (2-5, 3-6, 4-7, 5-8, 6-9 e 7-10).

Em seguida, os padrGes de frequéncia dos fragmentos nos hologramas
gerados (variavel independente) foram correlacionados as varidveis dependentes
utilizando o método de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS).

A validacéo interna dos modelos bem como a determinacdo do numero ideal de
componentes PLS foi realizada pela técnica de validacao cruzada leave-one-out (LOO).
Nesta técnica, cada composto é retirado uma vez e 0 modelo de HQSAR é reconstruido,
ao final é feito uma média dos valores obtidos, gerando entdo o modelo final de
HQSAR.

Para a determinacdo dos outliers, foi calculado o valor residual, que é a
diferenca entre o valor de atividade bioldgica experimental e a predita. Calculou-se
entdo o desvio padrdo médio dos valores de residuais, e compostos que excederam o
valor de duas vezes o valor de desvio padréo, ou seja 95%, intervalo de confianca (I1C),
foram retirados. Apds a retirada dos outliers, foram realizadas novas andlises de PLS
para a construcdo dos modelos finais de HQSAR.

O método de HQSAR também fornece informacdes visuais de quais fragmentos
dos compostos sdo favoraveis ou desfavoraveis para atividade biolégica, através de um
mapa de cores. As cores na regido do vermelho do espectro (vermelho, laranja
avermelhado e laranja) refletem contribuicGes desfavoraveis ou negativas. Cores na
regido do verde (amarelo, azul esverdeado e verde) refletem contribuices favoraveis ou
positivas. Atomos com contribuicbes intermediarias sdo representados em branco
(HQSAR™ MANUAL, 2010).

3.2.5. QSAR-2D

Os modelos de QSAR-2D foram construidos na plataforma KNIME, seguindo
um workflow (Figura 17) desenvolvido em nosso grupo de pesquisa. Foram utilizados
diferentes métodos de regressdo para construcdo dos modelos de QSAR-2D, sendo eles
Partial Least Square (PLS), Rondom Forest (RF), Support Vector Machines (SVM),
Gradient Boosting Machine (GBM), GAMBoost e Kernel-based Regularized Least
Squares (KRLS). Foram calculados descritores CDK-2D no software PaDEL (YAP,

2011) e utilizados como variaveis independentes na geragdo dos modelos de QSAR-2D.
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Figura 17 — Workflow desenvolvido na plataforma KNIME para geragdo dos
modelos de QSAR - 2D

3.2.6. Validagéo externa dos modelos de HQSAR e QSAR-2D

A validacdo externa de todos os modelos de QSAR foi realizada
empregando-se 0 conjunto teste contendo 26 compostos, a fim de se verificar a
capacidade preditiva dos melhores modelos obtidos. A capacidade preditiva dos
modelos gerados foi avaliada utilizando do coeficiente de correlagdo preditivo
(r,fred); coeficiente de correlacdo modificado (r;2); diferenca entre rn’ € r'm> (4rn’);
coeficiente de correlacdo de concordancia (CCC); teste de Durbin Watson,

correlacdo entre os residuos (d); método Golbraikh e Tropsha (G&T).

3.2.6.1. Coeficiente de correlagéo preditivo (Tﬁred)

O coeficiente de correlagido preditivo (rgred) foi calculado conforme a

equacao (4):

r: =1-— @i y)? @)
pred Zli\]:ﬁeSte(Yi_ Vreste)?

onde N representa 0 numero de compostos; §; é o valor de atividade bioldgica predita
do conjunto teste; y; é o valor de atividade bioldgica experimental do conjunto teste; e
Vieste € @ Mmedia das atividades bioldgicas dos compostos do conjunto teste (CHIRICO,
GRAMATICA, 2012; CONSONNI, BALLABIO, TODESCHINI, 2010; CONSONNI,
BALLABIO, TODESCHINI, 2009).
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3.2.6.2. Coeficiente de correlacdo modificado (r’)

O rn? é um parametro de validacdo externa adicional que considera a
diferenca real entre os valores preditos e experimentais (MITRA et al., 2010; ROY,
MITRA, 2012; ROY et al., 2013; ROY et al., 2012a; ROY et al., 2012b). O calculo de
rm? é descrito pela equacio (5):

rm? = r? (IpyJr? —1d) (5)

onde 2 representa o coeficiente de correlagdo entre os valores observados (eixo-y) e
preditos (eixo-x) com interseccdo em zero no eixo das ordenadas e abscissas, 0 7Z
representa o coeficiente de correlacdo entre os valores observados (eixo-y) e preditos
(eixo-x) sem interseccdo em zero no eixo das ordenadas e abscissas.

O parametro r,, possui algumas derivacdes, a equacéo (6) descreve a inversao dos eixos

no plano cartesiano para a obtencdo do valor inverso de ry’ (r’in?):

/

r fn =r2 (1 ’rz—r/ 3) (6)

onde 2 representa o coeficiente de correlagdo entre os valores observados (eixo-y) e
preditos (eixo-x) com interseccdo em zero no eixo das ordenadas e abscissas, 0 1’3
representa o coeficiente de correlacdo pela inversdo entre os valores observados (eixo-x)
e preditos (eixo-y) sem interseccdo em zero no eixo das ordenadas e abscissas. A Figura
18 apresenta os coeficientes de correlagdo com e sem intersecdo em zero, obtidos a

partir da inversdo dos eixos x e y.
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Figura 18 — Gréaficos de regressdao com e sem interceptacdo em zero: dados preditos
estdo plotados do eixo X e experimentais no eixo Y (A); com inversdo dos eixos (B)
(ROY etal., 2013).

A correlacdo entre os valores experimentais (eixo-X) e preditos (eixo-y) é a
mesma entre os valores experimentais (eixo-y) e preditos (eixo-x), entretanto isso ndo
ocorre quando a interseccéo é definida como zero. Portanto, o valor de 1,2 sera diferente
do r'2, e a diferenca de (1,2 delta) podera ser utilizada como medida de previsdo (ROY

et al., 2012), de acordo com o demonstrado na equagéo (7):

r2 delta = abs (1,2 — rfn) @)

Além disso, como um dos valores de ;2 e r’2, pode penalizar fortemente a
qualidade do modelo em termos de previsdo, a média destas duas variaveis,

representada pela equacao (8) foi calculada.

5 2
(rin "2'T m) (8)

1,2 médio =
3.2.6.3. Coeficiente de correlacédo de concordancia (CCC)

O coeficiente de correlacdo de concordancia (CCC) verifica o qudo pequenas séo
as diferencas entre dados experimentais e dados externos previsdes ajustados,
independentemente da sua escala, conforme a equacdo 9. (CHIRICO; GRAMATICA,
2012)

n _ ~ N
2 55X (yi- 9 3i-9)
SEXT (yi— )2+ BEXT (9;- $)2+ npxr (7- 9)2

cce = 9)

7,0
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N representa o numero de compostos; §; é o valor de atividade biologica predita

do conjunto teste; y; é o valor de atividade bioldgica experimental do conjunto teste;

Vieste € @ Media das atividades bioldgicas dos compostos do conjunto teste; e § média

dos valores de predicéo.

3.2.6.4. Método de Golbraikh e Tropsha (G&T)

Golbraikh e Tropsha estabeleceram apds uma cuidadosa analise que a validacao
externa, utilizando um conjunto que ndo participa da construcdo dos modelos € a Unica
maneira de estabelecer um modelo de QSAR confidvel. Portanto, para modelos de
QSAR confiaveis o valor do coeficiente de correlacdo preditivo deve maior ou igual 0,7
(GOLBRAIKH; TROPSHA, 2002).

3.2.6.5. Teste de Durbin Watson de correlacao entre os residuos (d)

O teste de Durbin-Watson é utilizado para detectar a presenca de auto correlagdo
(dependéncia) nos residuos de uma analise de regressdo. Este teste é baseado na
suposicao de que os erros no modelo de regressdo sdo gerados por um processo auto
regressivo de primeira ordem (DURBIN; WATSON, 1950), conforme equacdes 10 e
11.

S AW

T, = W (10)
»n vy w2
u = % (11)
J=

Entdo, r . <d <r,.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacéo do conjunto de dados

Os estudos de SAR e QSAR foram desenvolvidos para um conjunto de 132
triazolopirimidinas da literatura (GUJJAR et al.,, 2011, GUJJAR et al., 2009;
COTERON et al., 2011; MARWAHA et al., 2012), com valores de concentragdo
inibitdria de 50% (ICso) que foram obtidos sobre as mesmas condicdes experimentais,
um requisito essencial para os estudos de QSAR e obtencdo de modelos confiaveis
(OECD, 2007). Os valores de ICso variam de 58uM a 0,019uM, uma faixa de variagao
considerada grande. Esses valores foram transformados para escala logaritmica, cuja a
variacdo passou a ser de 3 unidades logaritmicas, variacdo normalizada, necessaria para
0s estudos de QSAR.

4.2. Estudos de relagdo entre estrutura e atividade (SAR)

4.2.1. Andlise de agrupamentos hierarquicos

A andlise de agrupamentos hierarquicos dividiu os compostos em 2 grandes
grupos (clusters), cluster a e cluster b (Figural9). As estruturas de cada cluster séo
semelhantes, como observado no mapa de calor. No mapa de calor, as cores quentes,
tons de vermelho e alaranjado, representam dissimilaridade entre os compostos, e cores
frias, tons de azul e violeta, similaridade. Em cada cluster, a e b, as cores estdo em tons
de azul, logo compostos estruturalmente semelhantes. O mapa de calor, representando a
matriz de distancias das estruturas, e o dendograma do conjunto de dados sdo
apresentados na Figura 19.

No cluster a estdo os compostos com substituintes hidrofébicos na posicao para
do anel benzénico (posicdo 1) menos volumosos, além substituintes no anel
triazolpirimidinico (posicdo 5) (Figura 20). No cluster b, estdo compostos com
substituintes hidrofobicos, volumosos (posi¢do 1) e sem substituintes na posi¢do 5 do
anel triazolopirimidinico.  Apesar dos compostos apresentar o mesmo scaffold
(esqueleto) triazolopirimidinico, o conjunto € estruturalmente diverso. A distancia
Euclidiana entre os dois clusters varia de 193,48 a 1160, 90, indicando a variedade dos

compostos.
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Euclidean Distance . . . :
1160.90 967.42 773.94 580.45 386.97 193.48

[ -
Figura 19 - Analise agrupamentos hierarquicos para o conjunto de dados: dendograma (A) e mapa de calor da matriz de distancias organizadas
com base na similaridade estrutural (B) (violeta/azul = similar; amarelo, vermelho = dissimilar).
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Figura 20 — Representacdo estrutural de alguns compostos do cluster a (A) e compostos

do cluster b (B), ao meio o scaffold triazolopirimidinico, presente em todos os

compostos.

4.2.2. Analise de cliffs de atividade

O estudo das caracteristicas estruturais que influenciam na atividade bioldgica
dos compostos permite estabelecer relagfes e assim propor novas estruturas que possam
ser ainda mais potentes (WASSERMANN; WAWER; BAJORATH, 2010). Pequenas
mudangas na estrutura dos compostos que geram grandes variacbes no valor da
atividade bioldgica é denominada com cliff de atividade (WASSERMANN; WAWER;
BAJORATH, 2010). Os cliffs de atividade explicam como alguns compostos
estruturalmente semelhantes apresentam valores de atividade bastante diferentes. A
Figura 20 apresenta a representacdo 3D da paisagem descontinua de atividade do
conjunto de dados, calculada baseada na distancia euclidiana. O plano x/y representa a
projecdo 2D das estruturas no espago quimico pelos descritores e 0 eixo z representa a
poténcia dos compostos. Os picos e vales na mesma regido (regides de cliffs)
correspondem a relacdo estrutura-atividade heterogénea dos compostos, ou seja,

moléculas similares com poténcia alta e baixa. Regido no mesmo espago, com picos em
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vermelho/amarelo representam os compostos com maior poténcia, enquanto que regiao

com vales em verde representam 0s compostos com mais baixa poténcia.
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Figura 21 — As figuras A e B sdo representacfes 3D da paisagem descontinua de atividade (activity
landscape), calculada baseada na distancia euclidiana. O plano x/y representa a projecdo 2D das
estruturas no espago quimico pelos descritores e 0 eixo z representa a poténcia dos compostos. Os
picos e vales na mesma regido (regidoes de cliffs) correspondem a relacdo estrutura-atividade
heterogénea dos compostos, ou seja, moléculas similares com poténcia alta e baixa.
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O landscape, desse conjunto, (Figura 21) mostra que compostos estruturalmente
similares, estdo no mesmo espago quimico, apresentam variacbes de potencia,
picos(maior poténcia) e vales (baixa poténcia), no mesmo espaco. Compostos com
essacaracteristica € denominado cliffs de atividade. Portanto, este é conjunto
descontinuo.

Na Tabela 5 estdo apresentados os compostos do conjunto que séo considerados
cliffs, dado obtido a partir do indice de relacdo estrutura-atividade SALI, do inglés,
Structure-Activity Landscape Index. SALI, identifica os cliffs, pontos de inflexdo
importantes do landscape no mesmo espaco quimico. O valor de SALI é calculado pela
razdo da diferenca da poténcia de dois compostos pela diferenca da similaridade entre
eles. (BAJORATH et al., 2009) (Equacéo 12).

SALL, = oAl (g9

1-sim(i,j)

Onde, Aj e Aj, € o valor de poténcia, sim a similaridade entre as estruturas i e j
entre elas. Valores alto de SALI, sdo compostos com alta semelhanca estrutural, mas
grandes diferencas de poténcia, portanto cliff (BAJORATH et al., 2009).

Tabela 5 - Estruturas que representam cliffs de atividade.

Cpd Estrutura 1Csq (ULM) pICso Distancia SALI

N N\ CH,

1 0,78+0,25 - -

13 ©/NH 9,4+1,.2 5,03 0,051 21,060

28 9,2+0,2 5,04 0,051 20,865
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Cpd Estrutura 1Cs0 (UM) pICso Distancia SALI
N N CH,
S ~N
T2
N
31 L 19+ 2,0 4,72 0,051 27,105
F7 :
<N§(N\ CH,
Ntz
11 . " 17+ 3,6 4,77 0, 098 13,735
0
N N CH,
S N
.9
N
9 ; :NH 39+ 7,5 4,41 0,098 17,425
F
.
N N\ CHy
<Q
N
10 NH 29+ 4,4 4,54 0,098 16,093
iog
F
<N§‘/N\ CH,
S
30 F e 14 4,85 0,100 12,600
o
F NQ‘/N\ CHy
.
Y
88 NH 0,035 7,46 0,100 13,500

el

F
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Cpd Estrutura 1Cs0 (UM) pICso Distancia SALI
N N CH,
S AN
T
N
59 21 4,68 0,100 14,300
F HN NH
T
I
N N CHy
RS AN
<Q
N
27 " 0,056+0,02 7,25 0,105 10,830
N\ N\ CH,
Y
NN
26 N 0,047+0,02 7,33 0,105 11,590
FH\\Y?(
F —N /
80 I 0,038 7,42 0,119 11,004
N N CH,
S AN
T
N
12 n 27+ 2,8 4,57 0,119 12,936
|=Ij\<m3
CHy N CH,
) \%( AN
F NN
82 HN 0,038 7,42 0,122 10,742

E

“Estrutura utilizada para comparag&o com as demais na anélise de cliffs.
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Os compostos que sdo considerados cliffs de atividade representam 12% do
conjunto total. Analisando os compostos 1 e 31, na tabela 4, com substituintes bromo
(Br) e fluor (F) na posicéo para do anel benzeno, o F e o Br fazem parte da familia dos
halogénios, e portanto, tém algumas caracteristicas semelhantes do ponto de vista
quimico, logo se esperaria uma atividade biologica semelhante, para compostos com
esses substituintes. No entanto, 0 composto 31, apresenta uma significativa diminuicéo
da atividade, 1Cso 19uM, com relacdo ao composto 1, 0,78uM. Vale ressaltar que o F é
bem menos volumoso que o Br (raio atdmico do F, 0,50A, raio atbmico do Br, 1,15)
(MAHAN; MYERS, 1995), entdo o volume ocupado por esta regido da molécula na
cavidade de interacdo com a enzima é importante para a potén ia. De acordo com 0s
estudos de raios-X da PfDHODH, (PDB ID: 316R, 3165, 3168 e 3SFK, ) (COTERON et
al., 2011; DENG et al., 2009) (Figura 22), compostos com substituintes hidrofobicos no
anel benzénico realizam interagdes com o bolso hidrofébico da PfDHODH, o explica a

maior poténcia de compostos com maior volume.

Gly535, Leu531,

Phe227, PhelS8S,

Leul89,Met536,

Tleu237, Leu240 Ligagao de hidrogénio
NH —» com His 185

and Leul97

NG N,N Arg265, His185,
| /J\ / Mleu237, Gly181,
. ~ N Leul76, Cysl75,
Q N Cys184, Val532
Leul72, Leul76, ﬂ and [.eul72

Cysl75 and Cys184 L ) .
Ligagdo de hidrogénio

com Arg 256

Figura 22 — Interacdes mais importantes feitas com a PfDHODH (VYAS; GHATE,
2011)

Os compostos 80, 82 e 88 tambem foram cliffs, sdo mais potentes que o
composto 1, 1Csp, 0,038uM, 0,038uM e 0,035uM, respectivamente. Estes compostos
possuem um substituinte hidrofébico trifluormetil, compostos 82 e 88, e cloro (Cl) na
posicdo para do anel benzénico, requisito que favorece a poténcia, de acordo com o
cristal, também possui substituinte hidrofobico, haleto de alquila, composto 80 e 82, e
trifluormetil, no anel triazolopirimidinico. Outras informagdes das estruturas de raio — X

da PFDHODH (Figura 23) indica outra regido de interacdo hidrofobica da enzima com



68

estes substituintes dos compostos, favorecendo a poténcia. Logo, substituinte
hidrofébico nesse anel também favorece a poténcia.

Arg 265(A)

Tle 26MA)

Figura 23 - (A) Sitio de interacdo da enzima PFDHODH co-cristalizada com o ligante
(DMS 267) (PDB ID: 3SFK). (B) Ligplot das interacbes do inibidor com os
amino&cidos da enzima.
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Portanto, os compostos denominados cliffs apresentam essa caracteristica devido
ao espaco quimico da cavidade de interacdo da PFDHODH com os ligantes.

Diante dessas carateristicas do conjunto de dados, alguns requisitos estruturais
essenciais para a atividade bioldgica foram elucidados e estdo representados na figura
24. Alem disso, conclui-se que devido a diversidade do conjunto, ha um dificuldade na
construcdo de modelos de QSAR, em que se preconiza 0 uso de um conjunto

homogéneo.

Substituintes CF,, SF;, Br, C1
na posi¢iio para e orto.

R

Os nitrogénios sio importantes
para o reconhecimento no sitio
ativo do receptor.

Substituintes haletos de alquila,
com no maximo 3 carbonos.

Figura 24 - Requisitos estruturais necessarios para a atividade antimalarica de
triazolopirimidinas, de acordo com o estudo de SAR.

4.3. Divisao do conjunto de dados para construcao dos modelos de QSAR

O conjunto de dados foi dividido em conjunto treinamento e conjunto teste
contendo 80% e 20% dos compostos, respectivamente. Para essa divisdo utilizou-se o
método racional com o algoritmo Kernnard-Stone modificado. Essa divisdo racional
pode assegurar uma maior diversidade estrutural dos compostos em ambos o0s
conjuntos. O conjunto treinamento foi constituido por 102 compostos e 0 conjunto teste
por 26 compostos. A faixa de distribuicdo da atividade biol6gica entre esses dois
conjuntos esta representada na Figura 25.
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Frequéncia

m Conjunto treinamento

4,24 -
474+ 594

4,74 5,74 -
: 5,24 ’ 6,24 -
: 5,74 ) 6,74 -
624 ¢4

7,24
Distribuicdo pIC50 7,74

Conjunto teste

= Conjunto total

Figura 25 - Representacdo grafica da distribuicdo dos valores de plCso nos conjuntos

teste, treinamento e conjunto total.

4.4. HQSAR

A construcdo de modelos HQSAR ¢ sensivel a variagdes nos parametros que
especificam o comprimento do holograma molecular, tamanho e tipo de fragmento
codificado, bem como as diferentes combinacdes destes parametros. Por isso, varias
combinacbes de distingdes de fragmento e comprimentos de holograma foram
investigadas, buscando as combinacbes que apresentassem melhores parametros
estatisticos.

A obtencéo dos fragmentos moleculares foi realizada utilizando as seguintes
distingdes de fragmentos: atomos (A), ligacdes (B), conectividade (C), atomos de
hidrogénio (H), quiralidade (Ch) e doadores e aceptores (DA). Inicialmente, essas
distingdes de fragmentos foram combinadas empregando o tamanho padrdo de
fragmento (4—7 4tomos). As analises foram realizadas utilizando os 12 comprimentos de
holograma disponiveis como padrdo do SYBYL-X v.1.2, de 53 a 401 (53, 59, 61, 71,
83, 97, 151, 199, 257, 307, 353 e 401) (SEEL, TURNER, WILLETT, 1999).

Adicionalmente, outros comprimentos de holograma maiores foram testados (601, 809 e
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997), com a finalidade de se investigar a influéncia do aumento do comprimento do
holograma na geracdo dos modelos de HQSAR. Os modelos que apresentaram
resultados estatisticos com g2 > 0,5 a partir das anélises de PLS foram considerados para
futuras analises e estdo apresentados na (Tabela 6) (TROPSHA; GRAMATICA;
GOMBAR, 2003).

Tabela 6 — Resultados das analises de HQSAR para vérias combinacdes de distin¢do de
fragmentos utilizando o tamanho padrdo de fragmento (4-7), com conjunto de
treinamento constituido por 102 compostos.

Modelo Distincao q° r* SEE HL N
1 A 0,50 081 063 353 7
2 A/H 0,50 0,82 0,63 401 8
3 A/DA 0,50 0,86 0,65 401 10
4 A/B/C 0,53 0,87 0,61 307 8
5 A/C/H 0,52 0,87 0,63 401 10
6 A/H/Ch 051 082 0,62 401 8
7 A/H/DA 0,54 088 0,61 353 10
8 A/B/C/H 052 085 0,62 151 9
9 A/B/C/Ch 0,53 087 061 307 8
10 A/C/H/Ch 052 086 0,62 401 9
11 A/C/H/DA 050 0,86 0,63 401 9
12 A/B/C/H/Ch 0,52 0,87 0,62 151 10

13 A/B/IC/H/IDA 053 0,92 0,62 353 12

14 A/B/C/H/Ch/DA 055 0,86 0,60 353 8
g% coeficiente de correlacdo da validagdo cruzada (LOO); r?, coeficiente de correlacdo de determinagdo
maltipla; SEE, erro padréo estimado; HL, comprimento do holograma; N, nimero de variaveis latentes ou
componentes PLS. Distin¢do de fragmento: A, &tomos; B, ligagdo; C, conectividade; H, hidrogénio; Ch,
quiralidade; DA, doador e aceptor.

A anélise dos compostos que ndo foram bem preditos pelos modelos foi feita
através da andlise dos valores residuais, sendo a diferenca entre o valor de atividade
experimental e predito. Os compostos que apresentaram valores residuais maiores do
que duas vezes o desvio padrdo dos residuos foi considerado como outlier, ou seja, 0
composto nao foi bem predito pelo modelo. Apenas seis modelos, representados na

Tabela 7, apresentaram melhores resultados quando foram retirados compostos outliers.
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Tabela 7 — Modelos de HQSAR gerados apds a retirada dos outliers.

Modelo | Distingdo | q° | r* [SEE|HL | N | Compostos removidos

5 A/C/H 0,67 097 0,53 401 17 114,132,30,34,37
7 A/HIDA 069 095 051 353 14 127,16,132,37,30
8 A/B/C/H 063 091 054 151 11 89,30,37

10 A/C/H/ICh 0,63 0,88 0,54 401 8 114,132,30,34
11 A/C/HIDA 0,67 0,93 0,52 401 12 132,34,37,58
12 A/B/C/H/Ch 0,65 0,93 0,53 151 12 89,131,30,37

o, coeficiente de correlacdo da validago cruzada (LOO); r?, coeficiente de correlacdo de determinacéo
multipla; SEE, erro padrédo estimado; HL, comprimento do holograma; N, nimero de variaveis latentes ou
componentes PLS. Distincdo de fragmento: A, dtomos; B, ligacdo; C, conectividade; H, hidrogénio; Ch,
quiralidade; DA, doador e aceptor.

Os compostos 127, 131, 132 apresentam 0 esqueleto triazolopiridinico com
mudanca na posicao dos nitrogénios, fato que pode explicar porque estes compostos ndo
ndo foram bem preditos pelos modelos, e portanto, e apresentaram comportamento de
outliers. Ja os compostos 30, 34, 37 apresentam substituintes do anel benzénico ligado a
amida, de cadeia longa em relacdo aos demais substituinte do conjunto, o que pode
explicar o fato de ndo serem bem preditos.

Em seguida, a variacdo do tamanho dos fragmentos foi investigada para os
melhores modelos de HQSAR gerados (apresentados na Tabela 7). Estes parametros
foram modificados de maneira a incluir fragmentos maiores ou menores dentro do
holograma molecular. Os resultados desta analise (Tabela 8), demonstrou que apenas o
modelo A/C/H teve melhora, dos parametros estatisticos, ao realizar a mudanca do
tamanho de fragmento para 3-6 atomos (qioo = 0,70, r> = 0,96 e SEE = 0,51) (Tabela 7).

Tabela 8 — Influéncia dos diferentes tamanhos dos fragmentos nos parametros
estatisticos nos melhores modelos de HQSAR.

Modelo | Distincdo | fragmento [ g° | r* |SEE | HL | N

5 A/C/H 3-6 0,69 096 0,51 401 15
7 A/H/DA 4-7 0,69 095 051 353 14
8 A/B/C/H 4-7 0,63 091 0,54 151 11

10 A/C/HICh 4-7 0,63 088 0,54 401 8
11 A/C/H/DA 4-7 0,67 093 0,52 401 12

12 A/B/C/HI/Ch 4-7 0,65 093 0,53 151 12

o, coeficiente de correlacdo da validacdo cruzada (LOO); r*, coeficiente de correlacdo de determinaco
maltipla; SEE, erro padréo estimado; HL, comprimento do holograma; N, nimero de variaveis latentes ou
componentes PLS. Distingdo de fragmento: A, atomos; B, ligagdo; C, conectividade; H, hidrogénio; Ch,
quiralidade; DA, doador e aceptor.
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Por esta razdo, os modelos 5 (A/C/H; qfao = 0,69, r* = 0,96 e SEE = 0,51),
modelo 7 (A/H/DA; ¢?,, = 0,69, r* = 0,95 e SEE = 0,51), modelo 8 (A/B/C/H; ¢?,, =
0,63, r’ = 0,91 e SEE = 0,54), modelo 10 (A/C/H/Ch; ¢?,, = 0,63, r* = 0,88, SEE =
0,54) e modelo 11 (A/C/H/DA; q%,, = 0,67, r* = 0,93 e SEE = 0,52) e modelo 12 (a%,,

= 0,65, r* = 0,93 e SEE = 0,53) foram considerados para analises posteriores.

Estes modelos foram avaliados quanto a sua capacidade preditiva dos compostos

do conjunto teste, que ndo foram utilizados na constru¢do dos modelos, e os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabelas 9 e 10, e na Figura 26

Tabela 9 — Valores experimentais e preditos de plCso dos compostos do conjunto teste

calculados para os seis melhores modelos.

pI1Cso
Composto  Modelo5*  Modelo 7 Modelo 8° Modelo 10° Modelo 11°  Modelo 12
Exp.” Pred” Exp. Pred. Exp. Pred. Exp. Pred. Exp. Pred. Exp. Pred.
9 441 497 441 544 441 499 441 555 441 510 441 4,94
11 477 452 477 465 4,77 493 4,77 530 4,77 489 4,77 4,73
13 503 520 5,03 506 503 520 503 553 503 526 5,03 5,08
15 6,10 650 6,10 575 6,10 642 6,10 6,21 6,10 569 6,10 6,34
20 6,07 546 6,07 599 6,07 535 6,0/ 552 6,07 548 6,0/ 531
24 580 639 580 6,18 580 6,16 580 6,26 580 593 580 6,21
25 585 6,35 585 592 585 6,29 585 6,25 585 5,74 585 6,33
28 504 547 504 568 504 544 504 578 504 540 5,04 543
41 6,10 6,16 6,10 6,02 6,10 564 6,10 6,33 6,10 6,39 6,10 5,79
43 560 590 560 574 560 7,17 560 570 560 591 560 7,26
65 585 523 585 524 585 506 585 548 585 528 585 4,80
66 6,92 6,76 6,92 6,71 6,92 668 6,92 692 692 6,69 6,92 6,53
74 6,06 633 6,06 648 6,06 6,19 6,06 6,43 6,06 633 6,06 6,14
80 742 718 742 740 742 691 742 723 742 745 7,42 6,99
84 7471 129 147 147 147 7,12 747 694 747 750 7,47 7,17
88 746 754 746 759 746 634 746 7,11 746 738 7,46 6,28
90 566 6,07 566 600 566 576 566 602 566 585 5,66 5,82
91 577 6,03 577 574 577 589 577 6,01 577 567 577 594
97 759 728 759 702 759 738 759 700 759 706 7,59 747
104 6,30 6,39 6,30 6,16 6,30 624 6,30 631 6,30 6,19 6,30 628
106 6,40 653 6,40 6,20 640 6,31 6,40 6,44 6,40 6,32 6,40 641
109 724 6,83 724 6,76 7,24 6,67 7,24 6,84 724 705 7,24 6,69
111 6,62 6,60 662 6,25 6,62 652 6,62 655 662 6,27 6,62 6,52
113 528 6,29 528 545 528 565 528 6,25 528 570 5,28 5,64
115 6,03 6,88 6,03 6,28 6,03 6,23 6,03 6,66 603 683 6,03 6,15
131 6,82 6,67 682 6,74 682 752 682 6,70 682 700 6,82 7,77

distincdo de fragmento: *A/C/H, "A/H/DA, *A/B/C/H, “AIC/H/Ch ! AICI/H/DA e TA/B/C/HICh. "Valor de

plCso experimental , Valor de plCs, predito.
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Foram calculados os valores de desvio padréo para cada modelo (Tabela 10). O
desvio padrdo é calculado através do valor de residuo de cada composto do conjunto
teste, residuo é a diferenca entre o valor experimental e o predito. Valores de residuos
que excederam uma vez o valor do desvio padréo, estdo fora do intervalo de confianca
de 99%, portanto sdo considerados mal preditos. Esse pardmetro permite avaliar a
capacidade de predigcéo de cada modelo. O modelo com maior capacidade de predigédo
foi o A/BIC/H/Ch, 80,77%e A/B/C/H 73,08%. No entanto, apenas essa avaliacdo ndo

permite caracterizar um modelo como bom, é necessario analisar outros parametros.

Tabela 10 — Desvio padrdo dos valores de preditividade (o), para os seis melhores
modelos e capacidade preditiva.

Modelo  Distingdo  Desvio padrdo o Capacidade preditiva (%)

5 A/C/H 0,41 69,23
7 A/H/DA 0,37 69,23
8 A/B/C/H 0,55 73,08
10 A/C/HICh 0,46 65,38
11 A/C/H/DA 0,35 65,38
12 A/B/C/HICh 0,59 80,77

A Figura 26 apresenta a representacdo grafica dos valores experimentais e
preditos (calculados) de plCsy para oS compostos do conjunto de treinamento
(quadrados pretos) e teste (quadrados brancos) para os seis melhores modelos de
HQSAR.
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Figura 26 - Representacdo grafica dos valores experimentais e preditos de plCso
obtidos com os modelos (A) A/C/H, (B) A/H/DA, (C) A/B/C/H, (D) A/C/HICh (E)
A/C/H/DA e (F) A/B/C/H/ICh de HQSAR para os compostos do conjunto de
treinamento (preto) e teste (branco).

Com o objetivo de obter um valor mais representativo da capacidade preditiva,
foi calculado o 7.4 (CHIRICO; GRAMATICA, 2012). O 75,4 é uma medida de

ajuste que permite estimar a capacidade preditiva de um modelo considerando ambos
conjuntos, de treinamento e teste, cujo valores preconizados para um bom modelo é
maior que 0,6. Além de outros pardmetros como rn>> 0,5, coeficiente de correlacio
modificado, maior Ar’<0,2, diferenca entre ry? e r’w’, CCC > 0,8, coeficiente de
correlacdo de concordancia, d =2, teste de Durbin Watson, correlacdo entre os residuos.

Na tabela 11 esta representado o valor desses parametros para cada modelo, os modelos

8

mireinamento

Oteste

mireimanento

Oteste

mtreinamento

Oteste
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que apresentaram os melhores resultados foram A/H/DA (r,.,= 0, 822; CCC = 0,893;
rm” = 0,689; 4 rn’ = 0,175 e d = 1,965 e A/C/H/IDA (4= 0, 834; CCC = 0,904; 1y =
0,731; 4 ry? = 0,158 e d = 1,885).

Tabela 11 — Resultados estatisticos da validacdo externa para os seis melhores modelos
de HQSAR.

Modelo | Distingdo | r2,

ed\ccc\ I’ \Armz\ d \

5 A/C/H 0,751 0,857 0,660 0,203 1,787
7 A/H/IDA 0,822 0,893 0,689 0,175 1,965
8 A/B/C/H 0,599 0,762 0,452 0,178 2,372

10 A/C/H/Ch 0,681 0,773 0,400 0,354 1,672

11 A/C/H/DA 0,834 0,904 0,731 0,158 1,885

12 A/B/C/H/Ch 0,549 0,753 0,430 0,068 2,289
rpzred, coeficiente de correlagdo preditivo, r,’, coeficiente de correlagdo modificado, Ar’, diferenca entre
rm> e r’n2, CCC, coeficiente de correlagdo de concordancia, d, teste de Durbin Watson, correlagdo entre
os residuos. Melhor modelo representado em negrito.

Além de prever a atividade bioldgica de compostos ndo incluidos no conjunto de
treinamento, os modelos de HQSAR fornecem informacdes referentes as contribuicoes
individuais sobre os fragmentos moleculares que estdo diretamente relacionados com a
atividade bioldgica. Essas informacdes sdo expressas através dos mapas de contribuicao.
Para verificar a contribuicdo dos diferentes fragmentos da molécula em relacdo a
propriedade bioldgica avaliada, o0 mddulo de HQSAR do SYBYL-X 1.2 utiliza um
codigo de cores para atribuir aos atomos suas diferentes magnitudes de contribuicao.
Segundo o codigo utilizado, cores na regido do vermelho do espectro (vermelho, laranja
avermelhado e laranja) refletem contribuicdes desfavoraveis ou negativas, enquanto
cores na regido do verde (amarelo, azul esverdeado e verde) refletem contribuicdes
favoraveis ou positivas. Atomos com contribuicdes intermediarias s&o representados em
branco, e &tomos constituintes da maxima estrutura comum, por sua vez, sao mostrados
em azul ciano.

A Figura 27 apresenta 0s mapas de contribui¢do obtidos do modelo de HQSAR
gerado com as distingdes de fragmentos A/C/H/DA, utilizando os compostos mais
potente do conjunto de dados (composto 86, 98 e 87), e na figura 28 os compostos
menos potentes (composto 116, 110 e 128). Este modelo foi selecionado pois
apresentou os melhores parametros de preditividade externa de acordo com o
preconizado, (r2..q > 6, 14..4= 0, 834; CCC = > 0,8 CCC = 0,904; ry° = 0,6, Iy’ =
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0,731; 4 rn? <02, 4 ry? = 0,158, d = 2, d = 1,885) (CHIRICO; GRAMATICA, 2012) e

mais informacdes na analise dos mapas de contribuic&o.

by “&

ot oF o

;‘~~; B

Composto 86 pICs, 7,72 Composto 87 pICs, 7,12 Composto 98 pIC;5, 7,44

Figura 27 — Representacdo grafica dos mapas de contribuicdo de HQSAR para o0s
compostos mais potentes do conjunto de dados (86, 87 e 98 ), utilizando o modelo
gerado com os fragmentos A/C/H/DA. Em azul ciano esta representado a maxima

substrutura comum dos compostos.

Os composto mais potente, do conjunto de dados apresentam substituintes
hidrofébicos com o grupo trifluormetila (CF3) e penta-fluor-sulfono na posicédo para do
anel benzénico em verde, favoravel, sendo portanto, associado ao aumento de poténcia
deste composto. O grupo haleto de alquila, nos composto 86 e 87, e o tiol, todos com
caracteristica hidrofébica, ligado ao carbono na posi¢cdo 5 do anel triazolopirimidinico
também esta associado ao aumento de potencia, pois os atomos de fldor, estdo em
verde, favoravel e o enxofre em amarelo, também favoravel. Todas essas informacdes
de regides favoraveis a poténcia estdo em concordancia com a cavidade de interagcdo da
PfDHODH, obtidos atraves dos das estruturas raio — X, além dos dados obtidos com os
estudos de SAR deste trabalho.

Contribuicdo
positiva

Neutro

Contribuigao
negativa
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I 1 Contribuicao
positiva

Neutro

. Contribuicdo
negativa

HN HC—0,
.!"%\-‘;/ CH,
Composto 116 pICs, 4,24 Composto 110 pIC;, 5,31 Composto 128 pIC;y 4,57

Figura 28 — Representacdo grafica dos mapas de contribuicdo de HQSAR para 0s
compostos, menos potentes do conjunto, 98, 87, 110 e 128 utilizando o modelo gerado
com os fragmentos A/C/H/DA. Em azul ciano esta representado a maxima substrutura

comum dos compostos.

A diminuicdo da poténcia estd associada a mudanca do tipo de anel ligado ao
nitrogénio na posicdo 1, pois fragmentos do ciclo-dodecil estdo em vermelho e
alaranjado, sendo portanto desfavoraveis, como no composto 116, e fragmentos no
heterociclico ligado ao nitrogénio da posicdo 1, do composto 128, também apresenta
regido em vermelho desfavoravel. O nitrogénio na posicdo 4 esta em vermelho,
desfavoravel, para os compostos 116 e 128, o carbono na posicéo 5 e a metila ligada ao
carbono na posicdo 9, estdo em alaranjado, desfavoravel no composto 116. Indicando
que o anel triazolopirimidinico, que é o e scaffold do conjunto de dados, se torna
desfavoravel ao aumento da poténcia dos compostos, quando ndo tém substituintes
essenciais. Estes dados também estdo em com concordéncia com as estruturas
critstalograficas descritas na literatura e os estudos de SAR realizados neste trabalho.

No entanto, quando o substituinte do carbono 5 possui atomos oxigénio é
desfavoravel a poténcia, atomos de oxigénios em vermelho, composto 110, as
caracteristicas e tamanho do substituintes do carbono nessa é importante para a aumento

da poténcia. Estd dados também estdo em conformidade com espaco quimico da
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cavidade de interagdo, em um bolso hidrofobico faz interagdo em essa regido do

ligantes.

45 QSAR-2D

A utilizacdo de diferentes métodos de aprendizado de maquina para construcdo
dos modelos de QSAR permite identificar qual o melhor método que pode gerar os
melhores modelos. Os resultados estatisticos de modelos de QSAR-2D gerados para 0s

conjuntos de treinamento e teste estdo resumidos na Tabela 12.

Tabela 12 — Caracteristicas estatisticas dos modelos de QSAR-2D de para os inibidores
de PFDHODH utilizando os diferentes métodos de regressao.

Conjunto treinamento (n=102) Conjunto teste (n=28)
r? 9 RMSE  CCCiy Te CCC rn Drl G&T D
PLS® 0,94 0,65+0,16 0,56+0,14 0,97 0,40 0,69 033 004 R 200
GAMBOOST 0,88 0,63+0,17 0,55+0,12 0,92 0,73 080 046 030 R 1,77
RF 0,95 0,61+0,19 0,57+0,15 0,95 083 087 059 020 R 1,87
GBM® 0,98 0,69+0,14 0,51+0,17 0,99 085 091 0,74 014 A 193
svm? 0,99 0,73+0,14 0,47+0,12 0,99 084 09 073 015 A 185
KRLS® 0,99 0,72+0,14 0,47+0,11 0,99 084 09 0,74 010 A 198

*Partial Least Squares; "Random Forest; © Gradient Boosting Machine ; “Support Vector Machines
Radial Cost, °Kernel-based Regularized Least Squares. g°, coeficiente de correlacéo da validacéo cruzada

(LOO); r? coeficiente de correlagdo de determinacdo maltipla; RMSE, erro padréo estimado; rgred,

coeficiente de correlagéo preditivo, r.Z, coeficiente de correlacdo modificado, Arp, diferenca entre I e
r’w2, CCC, coeficiente de correlacdo de concordancia, d, Durbin Watson, correlacéo entre os residuos.

A utilizacdo de diferentes métodos de aprendizado de maquina levou a modelos
de QSAR-2D robustos e preditivos, com consisténcia interna e robustez adequados
(Tabela 12). Os trés melhores modelos foram gerados utilizando GBM, SVM e KLRS
(destacados em negrito na Tabela 12).

Para a validacdo externa, utilizou-se os compostos do conjunto teste. Pode-se
observar que trés modelos se mostraram superiores, sendo eles GBM, SVM, KLRS. O

modelo KRLS apresentou os resultados de predigdo externa mais satisfatorios (17,4 =

0,84, CCC = 0,90, r,>= 0,74, Dr? = 0,10, d = 1,98 e G&T = aceito), sendo portanto,

selecionado como o melhor modelo de QSAR-2D. Na figura 29 esta a representacéo

grafica dos valores experimentais e preditos de plCsy obtidos com 0 modelo KLRS.
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Este modelo podera ser utilizado em estudos de triagem virtual, para auxiliar na selecdo

de compostos com atividade inibitoria contra a enzima PfDHODH.

Experimental

o Teste
" Treinamento

Figura 29 - Representacdo grafica dos valores experimentais e preditos de plCso
obtidos com o modelo KRLS de QSAR- 2D para 0os compostos do conjunto de

treinamento (rosa) e teste (azul).

O dominio de aplicabilidade do conjunto teste calculado por distancia Euclidiana

kNN esta representado na figura 30. Pode-se observar que somente o composto 41 esta

fora do dominio de aplicabilidade; portanto as estruturas do conjunto teste usado para

validacdo externa dos modelos estdo no mesmo espaco quimico dos compostos

utilizados na construgdo dos modelos, ou seja, do conjunto treinamento, logo séo

confiaveis as predicdes feitas.
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dncia Eucli
]

Dist

104 106 108 11 199 113115 13 131 15 20 24 25 28 41 43 65 66 T4 B0 B4 BB 9 90 91 97

Compostos

Figura 30 — Dominio de aplicabilidade calculado para os compostos do conjunto teste.
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5. CONCLUSOES

e As analises SAR para o conjunto de triazolopirimidinas permitiu
identificar requisitos estruturais necessarios para atividade bioldgica dos
Compostos.

e Anadlise de cliffs de atividade e de landscape de atividade caracterizou o
conjunto de dados como descontinuo, em que pequenas mudancas nos
compostos podem gerar grandes variagdes na potencia.

e Os dados obtidos com o estudo de SAR e os mapas de contribuicdo de
HQSAR estdo em concordancia com o espaco quimico da cavidade de
interacdo da PfDHODH e fornecem informagdes importantes para o
planejamento de novos potenciais inibidores PfDHODH.

e Os modelos de HQSAR e QSAR-2D para os inibidores da PFDHODH
apresentaram bons pardmetros estatisticos e boa capacidade preditiva,
com elevada consisténcia interna e externa, podendo ser utilizados para a
previsdo da atividade biologica de compostos ainda nao sintetizados.

e Os dados obtidos servem de guia para o planejamento de novos
compostos com maior poténcia, evidenciando que as estratégias CADD
sdo ferramentas importantes para o planejamento racional de novos

candidatos a farmacos com propriedades otimizadas.
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