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RESUMO

Compostos anti-HIV-1 compreendem inibidores de ragualvos
bioldgicos diferentes, tais como as enzimas HIMgase, integrase e
transcriptase reversa, assim como proteinas de tus@&ntrada, visando reduzir
ou bloquear a replicacdo do virus HIV no organisnfectado. Atualmente, a
terapia medicamentosa se da pela combinacdo dadasmadministrados como
coquetéis inibidores das diferentes etapas dacagglo viral. Com o objetivo de
propor compostos anti-HIV-1 com mudltiplos alvos eomalternativa para um
tratamento menos exaustivo, foram desenvolvidosetosdMIA-QSAR para
compostos com atividade denominada anti-HIV-1 e células da linhagem
MT4 (modelo 1) e inibidores da enzima transcripteseersa (modelo 2) que
apresentaram resultados estatisticos satisfatdiniios das analises, sendo para
0 modelo 1Ir2., de 0,934g2de 0,677 a2,g.de 0,639 e, para 0 modelaZ, de
0,910,02de 0,663 er2qde 0,667. Em razéo da similaridade estrutural eogtre
compostos destas duas classes, novos compdste} foram propostos, os
guais tiveram suas bioatividades preditas pelosefosdconstruidos, além de
passarem por estudos de ancoramento molecddankihg para validar tais
predicdes. Um novo composto propodBo,apresentou-se como um promissor
agente com multiplos alvos, com elevado valor poedi? plGo (8,69) edocking
score(-129,7 kcal mot) maior ou semelhante aos demais compostos, além de
ligacBes de hidrogénio adicionais com os residwmsaminoacidos Lys-101,
Lys-103 e Tyr-318 da enzima transcriptase reveosay como interacaa-
stacking com Tyr-188. Andlises teoricas preliminares dos apetros
farmacocinéticos evidenciaram os composto® B como comparaveis aos
melhores compostos das 3 séries (composidse 113), podendo ser bem
absorvidos, distribuidos, metabolizados e excrstado

Palavras-chave: Antirretrovirais. Transcriptasesrea. Multiplos alvos. QSAR,
MIA-QSAR.



ABSTRACT

HIV-1 inhibitors include compounds of some differehiological
targets, such as the HIV protease, reverse trgnase and integrase enzymes,
as well as fusion or entrance proteins, to reducelark the replication of the
HIV virus in the infected organism. Currently, drtlygerapy is given by the
combination of drugs administered as cocktails nfikitors of the different
stages of viral replication. With the aim of projgs anti-HIV-1 compounds
with multiple target as an alternative to improve ttreatment, MIA-QSAR
models were developed for compounds with anti-HI\#etivity towards the
MT4 cell line (model 1) and inhibitors of the resertranscriptase enzyme
(model 2), giving satisfactory statistical resultisat is, Model 1 with & of
0.934, g2 of 0.677 andggof 0.639, while for Model 2 gz of 0.910, g2 = 0.663
and r&s 0.667. Given the structural similarity between tmenpounds of these
two classes, new compounds-F) were proposed and their bioactivities were
estimated by the QSAR models, and additional deckindies were performed
to validate these predictions. The proposed comp®iwas calculated to be a
promising agent toward multiple targets due tohigh predicted plg value
(8.69) and docking score (-129.7 kcal mol - 1), ckhare larger than or similar
to other compounds, possibly because of hydrogedibhg with the amino acid
residues Lys-101, Lys -103 and Tyr-318 of the regdranscriptase enzyme and
n-stacking interactions with Tyr-188. Preliminary etiietical analysis of
pharmacokinetic parameters showed that compoAralisdB are comparable to
the best compounds of each class (compotd@sand113 and, therefore, they
are expected to be well absorbed, distributed, otiteed and excreted.

Keywords: Antiretroviral drugs. Reverse transciggtaMultiple targets. QSAR.
MIA-QSAR.
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1 INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do ingl&sman
immunodeficiency virgsé o retrovirus patogénico causador da AIDS, dwmeng
caracterizada pela perda progressiva de linfoditasixiliares CD4do sistema
imunolégico humano, responsavel pela defesa donmm@ contra infecgdes e
doencas(CHEN et al., 2008). A depressédo de tais célulasyqrada pela
proliferacdo do virus HIV no organismo infectadavydrece o desenvolvimento
de doengas oportunistas, complicagBes neurolégicasoplasias que séo, na
maioria dos casos, responsaveis pelo alto indicébites em portadores da
doenca (HUTCHINSON, 2001).

Essa epidemia continua a ser um dos grandes degadia a saude
global, uma vez que, segundo a Organizacdo Muddi8laide (OMS), cerca de
35,3 milhdes de pessoas vivem com HIV em todo odouSomente em 2012,
2,3 milhdes de pessoas foram infectadas e 1,6 oniticireram em decorréncia
da doencga, principalmente devido ao acesso inadega®s servicos de
tratamento e atencéo (AIDS EPIDEMIC UPDATE, 2013).

O estudo do ciclo replicativo do HIV possibilitouidentificacdo de
alguns alvos macromoleculares suscetiveis a inteée terapéutica (BRITO,
2011). Atualmente, o tratamento consiste no usobawmado de diferentes
antirretrovirais, conhecidos como coquetéis, querat como inibidores das
etapas chave do ciclo de reproducdo do virus: fusamscricdo reversa,
integracéo, transcricdo e traducdo com formaca@udsinas virais (BRITO et
al., 2008; CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008).

Uma vez que ndo existe cura para a doenga, o sonddicamentos
anti-HIV tem como objetivo reduzir ao maximo a @avral no menor intervalo

de tempo possivel, evitando o enfraguecimento dtersa imunoldgico do
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organismo infectado, proporcionando melhor quakdaexpectativa de vida ao
individuo portador da doenca.

Apesar dos inimeros avangos na terapéutica conwaus HIV, a
eficacia do tratamento é limitada pelo surgimenéo cgpas resistentes aos
antirretrovirais disponiveis, a toxidez desses &mws e pela baixa resposta
terapéutica de alguns individuos. Como consequéacidescoberta de novos
alvos terapéuticos, bem como o desenvolvimentootiEenges inibidores para os
alvos j& conhecidos, continua sendo um desafio @artamunidade cientifica
(CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008).

Nesse sentido, técnicas computacionais, como galguantitativa
entre estrutura quimica e atividade (QSAR, do m@@antitative Structure
Activity Relationship tém se destacado como uma ferramenta eficaz no
desenvolvimento de novos protétipos bioativos, @ca@mbinar subestruturas
quimicas (FREITAS, 2007; GOODARZI; FREITAS; FERRRAR 2009),
evitando a sintese aleatoria e testes biolégicemsns nas etapas que envolvem
a sintese e producdo dos farmacos (FREITAS; BROWRARTINS, 2005).
Além disso, a aplicacdo de estudos de ancorameolecutar oudockingséo
Uteis na validacdo e auxiliam na interpretacdo daslos bioquimicos,
associados a estudos preliminares de parametrasadacinéticos ADME
(absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao).

Visando colaborar para um tratamento menos exausgbiara o0s
pacientes que fazem uso dos coquetéis anti-HIV,resepte trabalho foi
realizado com o objetivo de elaborar novos probt&tipe antirretrovirais que
apresentem atividade protetora das células dagathaM T4, ou seja, impedem
a infeccdo dos linfocitos T CD4elo virus HIV-1 e a transcricdo reversa do
HIV simultaneamente, pela aplicacdo da metodoldgi®-QSAR e pela
posterior combinagdo de subestruturas dos compostasmaiores atividades

biolégicas de cada série de dados utilizada nalesitambém foram realizados
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estudos delockinge analise do perfil farmacocinético das estrutprapostas, a
fim de validar o carater preditivo do modelo comisto e colaborar para um

melhor entendimento do perfil farmacol6gico dosa®omibidores propostos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 AIDS

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, idglés Acquired
Immunodeficiency Syndroiné a doencga infecciosa sexualmente transmissivel
que mais mata em todo o mundo, fato que a manténo aom importante
problema de salde publica mundial. E uma doencaniogem cura e a maior
parte da populagéo infectada vive em paises enma@sanento, sobretudo na
Africa. Contudo, no Brasil, ja foram notificadosrc® de 600 mil casos
(CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008).

Acredita-se que o0 virus da imunodeficiéncia singdV( do inglés
simian immunodeficiency virfys que acomete o sistema imunolégico de
macacos, tenha chegado a espécie humana apésatamtacadores humanos
com primatas através do sangue, da carne ou daidaald uma espécie de
chimpanzé infectad@HAHN et al., 2000). Embora os primeiros sintomas d
uma doenca até entdo desconhecida tenha surgidwaftar de 1978, em
homossexuais dos Estados Unidos e da Suécia (HAREISDMEIER, 2002),

a doenca foi descoberta em 1981, nos Estados Urtitudo o virus HIV sido
isolado em 1983, a partir de um paciente com lefiagatia generalizada
(CHEN et al., 2008).

Em 1984, foi realizado o primeiro isolamento \dous em individuos
assintomaticos associado a AIDS, sendo denominatiml@ de portador do
virus e, a partir dai, por fazer parte da famRigtroviridae foi classificado
como um retrovirus (CUNNINGHAM et al., 1996; LEVY996), ou seja, virus
que apresenta genoma constituido por duas fitgdesnde RNA, cuja principal
caracteristica é a transcricdo reversa do matgeiaético por meio da enzima

transcriptase reversa viral.
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Apds atingir e adaptar-se a espécie humana, ovietsoHIV tornou-se
transmissivel entre humanos, principalmente atrdeésangue, sémen, secre¢cao
vaginal e leite materno de pessoas infectadas,fé@fi¢ada pelo aumento na
densidade populacional e pelo comportamento da laciou (HILL;
ROSENBLOOM; NOWAK, 2012).

E importante ressaltar que a infeccéo pelo HIV déiermina a AIDS
imediatamente e os aspectos de como e quando @nteacinfectados irdo
progredir para a expressao da doencga permanecermaBsos (SALDANHA;
ANDRADE; BECK, 2009).

Segundo o Departamento de DST (doengas sexualtnensmissiveis),
AIDS e Hepatites Virais do Ministério da Saude,|B® corresponde ao estagio
mais avancado da infeccdo pelo HIV, quando o si&tamunolégico j& ndo
consegue exercer sua funcéo de defesa devido ¢aedansideravel do nimero
de linfécitos T CD4, o que torna o organismo vulneravel a diversanchs
desde um simples resfriado a infec¢des mais graves) tuberculose ou cancer
gue, muitas vezes, levam o paciente a 6bito (BRiTQl., 2000).

2.2 HIV

O HIV é um dos retrovirus da familRetroviridaee génerd_entivirus
(do latimlentug que, como tal, compartilham determinadas propded, como
longo periodo de incubacdo antes da manifestac8@idmeiros sintomas da
doenca, infecgdo das células do sangue e do sistermaso e supressédo do
sistema imune (VAISHNAV; WONSTAAL, 1991).

Ele se constitui de um germe microscépico com 800& nm de
didametro, com envelope lipoproteico ligeiramentéresn, capsideo cilindrico e
genoma formado por duas fitas moldser(s¢ simples de RNA linear
(FERREIRA; RIFFEL; SANT'ANA, 2010).
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Por apresentar o RNA como material genético, o Héve dispor de
enzimas prOprias para que seja processado, exisspd a forma de um
complexo de ribonucleoproteinas que, como mostnadeigura 1, é constituido
pela transcriptase reversa TR (p51/p66), a protPasd€p9) e a integrase IN
(p32), sendo o nucleo viral composto por uma grardgside antigénica (p24)
(ROY; LEONARD, 2005). Além disso, devido a sua ipaeidade de
autorreplicacdo, precisa infectar uma célula queirdecomo hospedeira para a
producao de novos virus (VAISHNAV; WONSTAAL, 1991).
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Proteinas Cépsula Proteina de Proteina de
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Figura 1 Estrutura de um virus e morfologia doaeittus causador da AIDS
Fonte adaptado de Google Imagens (2013)
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Existem dois tipos de HIV, o HIV-1 e o HIV-2, conmmilaridade
gendmica de apenas 40% (FERREIRA; RIFFEL; SANT'ARB10). O HIV-1
corresponde a estirpe viral responsavel pela nepamtemia mundial e é mais
virulento e mutavel que o HIV-2, que causa a AlDSigrlentamente e esta
restrito, principalmente, a Africa Ocidental (HILROSENBLOOM; NOWAK,
2012). Como consequéncia, os individuos infectag@nas com o HIV-2 tém,
em geral, sobrevida mais longa (BRITO, 2011).

Os alvos da infecgdo pelo HIV em humanos sdo chyle apresentam
receptores CD4 em suas superficies, como macréfaghdas que percorrem o
organismo combatendo microorganismos) e, principate) os linfocitos T-
auxiliares do sistema imunoldgico que se encongamtirculacdo na corrente
sanguinea (BRITO, 2011; RAFFANTI; HAAS, 2006). Taisceptores sao
glicoproteinas monoméricas da superfamilia das dagiebulinas que
apresentam quatro dominios e séo utilizados peléIHpara adentrarem nas
células alvo.

As duas glicoproteinas virais do envelope, gpl2Guferficie e gp4l
transmembrana, interagem com o0s receptores ceufai®l, favorecendo a
fusdo virus-célula, que permite que o material gemédo virus HIV seja
lancado no citoplasma da célula hospedeira, danéioiao processo de
replicacao viral.

Ainda no citoplasma da célula infectada, 0 RNA geicd € transcrito
em uma fita dupla de DNA pro-viral pela TR viralagds a transcricao reversa,
o DNA é integrado as proteinas virais e celuldgste complexo nucleoproteico
€, entdo, transportado para o nicleo celular eptadiia de DNA € inserida no
cromossomo do hospedeiro por acédo da IN viral,eopprmite a ocorréncia das
primeiras transcicbes do DNA pré-viral pela RNAiparase |l celular com a
producdo de RNAs genOGmico e mensageiro virais. iplasma, as fitas de

RNA mensageiro virais sdo traduzidas produzind@agproteinas que daréo
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origem as proteinas virais (CIUFFI; BUSHMAN, 200ERREIRA; RIFFEL;
SANT'ANA, 2010; SIERRA; KUPFER; KAISER, 2005).

Por fim, as proteinas do envelope viral migram eirserem na
membrana plasmatica juntamente com as poliprotébaase Gag-Pol, na qual
comecam a montagem do virion (particula viral cetgl direcionada pela
poliproteina Gag. Dessa forma, as enzimas viraiiNA gendmico e os demais
compostos celulares se associam no nucleocapsiddoro que, mais tarde, ira
brotar da membrana plasmatica ainda como um virm@turo (FERREIRA;
RIFFEL; SANT'ANA, 2010; SIERRA; KUPFER; KAISER, 2BP como
mostrado, de maneira simplificada, na Figura 2.

A maturidade ira ocorrer com a ativacdo da PR ésa@o brotamento
gue, autocataliticamente, cliva as poliproteinag ®@aGag-Pol, liberando as
proteinas estruturais e as enzimas. As proteirdisidnais sofrerdo futuras
interagcbes, formando o nucleocapsideo cénico et@ipa MA é associada ao
envelope viral. E o processamento das proteinassviela protease que, além
de amadurecer os virions formados e liberados,oo®mn particulas virais
infecciosas (CIUFFI; BUSHMAN, 2006; FERREIRA; RIFEESANT'ANA,
2010; SIERRA; KUPFER; KAISER, 2005). Assim, os of$ liberados da
replicacdo estdo prontos para infectar novas cElelgroliferar por todo o
organismo.
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Figura 2 Ciclo de vida resumido da replicacédo vitalHIV
Fonte Cunico, Gomes e Vellasdonior(2008)

A medida em que o virus vai se replicando, o nunserdinfocitos T
CD4" ¢é reduzido e o sistema imunoldgico torna-se frzaflo. Perante o
potencial catastréfico do virus no organismo eipdotde conhecimentos acerca
do mecanismo de replicacdo viral, farmacos antovetis foram propostos
para o tratamento da AIDS.

2.3 Farmacos antirretrovirais

A descoberta do mecanismo biossintético do DNA¢émada de 1950,
trouxe consigo a esperanca de que um nucleosideseja, um composto que
apresenta uma base nitrogenada ligada a uma pdritmsse ou desoxirribose)
guimicamente modificada, pudesse bloqueé-lo. Airpdesta hipotese, varios
analogos de nucleosideos foram sintetizados natiemtde, inicialmente, ser

utilizados como inibidores da replicacdo de céltlasorais (SOUZA, 2005).
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Diante disso, Horwitz et al. (1964) sintetizaramoonposto denominado
AZT (3-azido-2,3—didesoxitimidina), conhecido coamdotimidina, zidovudina
ou retrovir, com inicial atividade antitumoral (H@RTZ et al., 1964; SOUZA,
2005).

Somente em 1985 o AZT foi reconhecido como um dubida
transcriptase reversa do virus HIV, apds sua ap&mvgelo 6rgdo norte-
americano de controle sobre produtos farmacéuticog;ood and Drug
Administration(FDA), comercializado pelos laboratérios BurrougkeHcome,
a partir de 1987 (SOUZA, 2005).

Com a descoberta do AZT, inUmeras substéncias feratetizadas para
0 combate da replicagdo do HIV e, em 1995, um syimbidor da transcri¢cao
reversa, conhecido como lamivudina (3TC), tambéwe teeu uso como
antirretroviral aprovado pelo FDA (SOUZA; STORPIBTI2004; STYRT;
PIAZZA-HEPP; CHIKAMI, 1996), sendo liberado paraou<linico. As
estruturas quimicas de ambos os inibidores da TH (& 3TC) encontram-se
representadas na Figura 3.
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a) AZT by 3TC

Figura 3 Formula estrutural da zidovudina e da \aiina
Fonte adaptado de Souza e Storpirtis (2004)
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Apesar do emprego de inibidores da transcriptasasa no tratamento
da AIDS desde 1987, avancos mais significativos eoaplicacdo da terapia
antirretroviral s6 foram possiveis gracas aos estudue esclareceram a
imunopatogénese desta infeccdo (DOURADO et al.,.6200AUCI, 1988;
HAMMER; YENI, 1998; RIO et al., 1991).

Para inibir a replicacdo viral, trés classes den&&os foram, entéo,
desenvolvidas. Sdo elas: os inibidores analogaaideosideos da transcriptase
reversa (INTR), os inibidores ndo analogos de msftleos da transcriptase
reversa (INNTR) e os inibidores da protease (PR)UZBA; STORPIRTIS,
2004).

Os INTR (Figura 4) sdo caracterizados por sua d@de de se
incorporar a cadeia de DNA que o virus cria, todaaa defeituosa e, assim,
impede a reproducdo do HIV no organismo infecta®d6MARD et al., 2000;
BRASIL, 2009; SOUZA; STORPIRTIS, 2004).
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Figura 4 Estruturas quimicas dos inibidores an&ode nucleosideos da
transcriptase reversa (INTR) disponiveis no mercadoa uso
clinico

Fonte adaptado de Souza (2005)

Os inibidores ndo analogos de nucleosideos dactiptese reversa
(INNTR), representados na Figura 5, sdo os blogqueaddiretos da acdo da
enzima transcriptase reversa, ou seja, impedem auenzima realize a
transcricdo do RNA viral em DNA pro-viral e dé séngdia aos eventos
responsaveis pela formacdo de novos virus (AYMARRIe 2000; BRASIL,
2009; SOUZA; STORPIRTIS, 2004).
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Figura 5 Representantes dos inibidores analogosnog@teosideos da TR

para o tratamento da AIDS
Fonte adaptado de Souza (2005)

J& os inibidores da PR (Figura 6) atuam bloqueandgdo da enzima
protease, impedindo a producdo de proteinas vraia as novas copias de
células infectadas pelo HIV (AYMARD et al., 2000RBSIL, 2009; SOUZA;
STORPIRTIS, 2004).

Estudos desenvolvidos na década de 1990 mostraram as
interrupcdes na replicacdo do HIV, provocadas pslo dos antirretrovirais,
atreladas a rapidez na replicacdo viral e meia ydesmatica (48 horas),
facilitavam o desenvolvimento de resisténcia viaals farmacos até entéo
disponiveis. Com isso, o tratamento monoterapicsqaa ser substituido por
associacdes entre tais medicamentos, para melhoedetividade da terapia
antirretroviral (DHAMI et al., 2009; GREENE et a2008; MIRANDA et al.,
2010).
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Figura 6 Estruturas quimicas dos medicamentos disps no mercado,
capazes de inibir a protease viral
Fonte adaptado de Souza (2005)
(...Continua...)
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No dia 13 de novembro de 1996 foi sancionada, resiBra Lei fi
9.313, que garante aos portadores do HIV/AIDS ceitdir de receber
gratuitamente, pelo Sistema Unico de Salde (SW8pst os medicamentos
necessarios ao tratamento correto da doenca (SAIHMMNANDRADE;
BECK, 2009. A politica para a assisténcia aos individuosdtg#dos pelo HIV
e/ou com AIDS, estabelecida nesta lei, inclui tambéutras modalidades
assistenciais quimioprofilaticas e que visam a c¢adudas internacdes
hospitalares, tais como assisténcia ambulatoripb@alizada, hospital-dia e
assisténcia domiciliar terapéutica (DOURADO et2006).

2.3.1 Terapia antirretroviral altamente ativa

Instituida em 1996, a terapia antirretroviral akkae ativa (HAART do
inglés Highly Active Antiretroviral Therapy se d& pela combinacdo dos
inibidores da protease e da transcriptase revelesdprma a ser efetiva na
reducdo da carga viral plasmética de HIV-1 (COLONMIR LOPES;
FIGUEIREDO, 2006; JOHNSTON et al., 1998; PATERSQNile 2000). Esta

combinacdo de farmacos com diferentes acgles, é@gatpopularmente
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conhecida como coquetel, visa melhorar a eficAeiap€utica e retardar o
surgimento de resisténcia viral (DHAMI et al., 20@REENE et al., 2008;
MIRANDA et al., 2010) com o consequente declinio marbidade e da
mortalidade dos portadores do HIV/AIDS.

A resisténcia viral desenvolvida nesse tipo deatnanto pode estar
relacionada a fatores distintos e variar entre lasses de antirretrovirais,
podendo ocorrer, inclusive, resisténcia cruzadaewnidendo da eficacia da
posologia e da adesdo do paciente ao tratament®RDBIER et al., 2009;
MIRANDA et al., 2010; ZUCKERMAN; PILLAY, 2007).

A estratégia de se combinar farmacos antirrem@/icom diferentes
alvos de acdo provou ser uma estratégia mais mficigue os regimes
monoterapicos (BRITO, 2011; DE CLERCQ, 2004, 2(HATTORUSSO et al.,
2005). As combina¢Bes mais comuns incluem doisré@s ihibidores da TR,
sendo dois INTR associados a um INNTR e um inibaoPR (BRITO, 2011;
JANSSEN et al., 2005), podendo ser manejada, @fa paciente, de acordo
com o aparecimento de resisténcias, toxicidadermdumdades (BRASIL, 2009;
FERREIRA; RIFFEL; SANT'ANA, 2010).

Nos ultimos anos, entretanto, a necessidade dessmibnovas classes
de antirretrovirais ficou mais evidente e molécudapazes de atuar em novos
alvos relacionados ao agente etiolégico e a fisadpgia da AIDS, e, portanto,
nao susceptiveis a resisténcia cruzada com os dasmaté entdo existentes,
passaram a ser amplamente estudadas (MIRANDA @0410).

Além dos ja conhecidos inibidores da transcricdensa e da protease,
outros dois alvos passaram a ser objeto de eseldapmunidade cientifica: os
inibidores de fusdo ou entrada (U), que impedenuséid e a consequente
entrada do virus HIV na célula hospedeira e osdailes da integrase (IN), que

blogueiam a atividade da enzima integrase respehgé&la integracdo entre o
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DNA do HIV e o DNA da célula humana (VILAR; SANTANAURIARTE,
2006).

Desde 2003, quatro novos farmacos foram aprovpdtis FDA. Sao
eles a enfuvirtina, o maraviroc, o raltegravir etaavirina (BRITO, 2011; DE
CLERCQ, 2010). A enfuvirtina, cujo nome comercialFézeon" (Roche),
também conhecida como T-20, foi o primeiro farmdeasma nova classe a ser
aprovado desde a introducdo dos inibidores de gwetéBRITO, 2011; DE
CLERCQ, 2004, 2010; LABONTE; LEBBOS; KIRKPATRICKQR3). Trata-se
de um polipeptideo linear com 36 aminoacidos, aoméoFigura 7, que atua
prevenindo a fuséo e a entrada viral na célula hanl@RITO, 2011; KILBY et
al., 1998; LALEZARI, 2003).

CH3CO-Tyr-Thr-Ser-Leu-lle-Glu-Glu-Ser-Gln- A sn-Gln-Gln-Glu-Lys- Azn-

Glu-Gln-Glu-Leu-Leu-Glu-Leu-Asp-Lys-Trp-Ala-Ser-Leu-Trp-Asn- Trp-FPhe-HHa

Figura 7 Sequéncia de aminoacidos do farmaco emifioiai
Fonte: Brito (2011)

O maraviroc, ou Selzenf®) (Pfizer), é um inovador inibidor da
entrada no HIV-1 em células humanas (BRITO, 201&; CLERCQ, 2010),
representado estruturalmente na Figura 8, apropatio FDA, em agosto de
2007, como o primeiro farmaco para o tratamentbli61 com especificidade
para o receptor de quimiocina CCR5. E um antagosisketivo dos receptores
de quimiocinas que previne a interacdo da gpl20 ocomeceptor CCRS5,
necessario para a entrada do virus na célula,dduen combinagcdo com outros
antirretrovirais (BRITO, 2011; KURITZKES; KAR; KIRRATRICK, 2008;
TSIBRIS; KURITZKES, 2007).
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Figura 8 Estrutura quimica do farmaco maraviroc
Fonte adaptado de Brito (2011)

O raltegravir (Figura 9) foi o primeiro farmacobidor da integrase do
HIV-1 aprovado pelo FDA, em outubro de 2007 (BRIT2ZD11; DE CLERCQ,
2010; DEEKS, 2008). Atua inibindo a integracao deADviral ao genoma da
célula hospedeira (BRITO, 2011; BRITO et al., 20B@MMIER; JOHNSON;
MARCHAND, 2005) e corresponde a um alvo terapéuéitrativo pelo papel
chave que exerce, assim como a transcriptase &@eversa protease
(ALBUQUERQUE et al., 2007; BRITO, 2011).

M
H3C\(r" "‘H-.N o
A I

Figura 9Estrutura quimica do farmaco raltegravir
Fonte adaptado de Brito (2011)
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A etravirina, comercialmente conhecida como Inte#8hou Tibotec, é
um inibidor ndo nucleosideo da TR aprovado pelo FBr janeiro de 2008,
representado quimicamente na Figura 10. E indipada o tratamento do HIV-
1, em combinacdo com outros antirretrovirais paaeigntes que ja fizeram
algum tratamento prévio e que tenham variantes lifelHesistentes a outros
farmacos dessa classe (BRITO, 2011; DE CLERCQ, ;2dMUBRICH et al.,
2008). Assim como os demais INNTR, atua ligandasssitio alostérico da TR,
préximo ao sitio catalitico, impedindo a replicagé&al (BRITO, 2011; BRITO
et al., 2000).

NH-
N Br
| P
SLE CHx
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CN CN

Figura 10 Estrutura quimica do farmaco etravirina
Fonte adaptado de Brito (2011)

Embora muitos avancos continuem ocorrendo na teraptirretroviral,
ainda nao héa cura para a AIDS e o coquetel amtxieal deve ser administrado
de modo continuo e por tempo prolongado (por todeéda do paciente). A
adequacdo do estilo de vida deve ser abordada @mtiedcio do tratamento e
regularmente durante o acompanhamento da doergia; asmo devem ser
esclarecidos o risco de efeitos adversos e a idpoa do manejo terapéutico

para reduzir tais efeitos.
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Por se tratar de uma combinacgéo de farmacos, dasmquetel anti-
HIV torna o tratamento exaustivo e a ndo adesdma das principais causas
(somada aos efeitos adversos e resisténcias) i tilapéutica. Nesse
sentido, medicamentos que apresentem multiplasdaties tornam-se uma
alternativa na busca por melhorias na terapiaratrtviral ao colaborar na
reducdo da quantidade de drogas a serem admiaistragtreladas a
possibilidade de que apresentem melhor perfil faotiaético e poténcia frente

ao virus HIV.

2.4 Atividade anti-HIV-1

A atividade anti-HIV-1 esté relacionada a interi@pgeletiva de uma ou
mais etapas especificas e necessarias para anmardd ciclo de reproducao
do virus HIV-1 no organismo infectado.

As enzimas virais responsaveis pela replicacdoHid-1 sédo a
transcriptase reversa (TR), a integrase (IN) e @tepse (PR), além das
glicoproteinas gp41 e gp120 para a fuséo virudecdllma vez que o HIV tenha
alcancado o interior das células humanas, o mesyde per sua replicacdo
atenuada ou destruida por meio de medicamentoatgam na inibicdo dessas
proteinas virais essenciaiSomo foi dito anteriormente, tais alvos, incluiralo
gp4l e gpl20, tém sido aplicados ao desenvolvimeite farmacos
antirretrovirais usados na terapia atual.

O ponto primario de contato entre o envelope éralcélula hospedeira
(linfocitos T e macrofagos) se da entre a gpl2@mieelope viral e o receptor
celular CD4, o que causa mudancas conformaciomaggph20, favorecendo sua
ligagdo ao correceptor quimiocinico CCR5 ou CXCRetéptores acoplados a
proteina G) essenciais ao reconhecimento da céluta(CUNICO; GOMES;
VELLASCO JUNIOR, 2008; MELO, 2011; ROCHE et al., 2013).
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A interacdo da gpl20 com o0s receptores celulamebémn provoca
alteracdes conformacionais na gp41, que resultaimseacdo e na exposicao do
peptideo de fusdo na membrana celular, desencadlegm@cesso de fusédo das
membranas e formacao de um poro, conforme Figurapbt onde o capsideo
viral penetra no citoplasma da célula hospedeial(®] 2011).

gpd1

e
Regides ’
variaveis

ey

Trimero nativo —»= Ligacdo ao CD4 — Ligagéo ao correceptor —- Inicic da fusdo das
Insercdo do peptideo de fuséo membranas

Figura 11 Adsorcdo e fusdo do virus HIV-1 a memarghasmatica da
célula infectada
Fonte Doms (2004) e Melo (2011)

A inibicdo seletiva dos correceptores quimiocini€BSR5 e CXCR4
impede a interacdo com a gpl120, blogueando a enttadirus na célula. Um
exemplo desse tipo de inibicdo é a provocada peldicamento antirretroviral
Maraviroc, citado anteriormente. A fuséo virus-t®luambém pode ser
impedida por meio da inibicdo do rearranjo estaltutas glicoproteinas do
envelope viral (gp4l e gpl20), assim como ocorie pso do anti-HIV-1
enfuvirtina que atua na gp41, impedindo a entrademis na célula.

Uma vez ocorrida a fusdo, a enzima viral trantasi reversa (TR)
recodifica o material genético do HIV, converteridde RNA para DNA, pois

sé assim ele consegue entrar no nucleo da célalssemir o controle dos
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mecanismos de replicacdo da célula hospedeira (EXR8 2009; SOUZA,
2005).

No inicio da transcricéo viral ocorre a ligacaoiniciador tRNA® ao
sitio PBS (do inglégrimer binding sit¢ na extremidade 5’ do RNA viral, para
gue a TR inicie a sintese da fita de DNA complearer® dominio de Rnase H
da TR degrada o RNA usado como molde, permitindbajsegmento de DNA
complementar recém-sintetizado associe-se a extael®i3’ do RNA viral para
completar a sintese da fita de DNA (MELO, 2011).

Isolada do HIV-1 (Figura 12) a TR apresenta-se aoforma de
heterodimeros, consistindo em quantidades equigsotder dois polipeptideos de
pesos moleculares de 66kDa e 51kDa, derivadosid®gehs proteoliticas da
subunidade 66kDa, catalisada por uma proteaseicamttf pelo virus. Os sitios
de atividade polimerasicas estdo associados aosnidesmde ambos os
polipeptideos, enquanto o sitio para a atividaoentcledsica H esta associado
ao dominio terminal carboxilico do polipeptideo @&kDa (PEREIRA et al.,
1996).

Figura 12 Enzima HIV-1 TR
Fonte adaptado de Souza (2009)
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A TR representa um alvo de relevante importancia peelaboracao de
drogas capazes de bloquear infeccbes por retroyindendo ser inibida de
forma direta ou competitiva.

Ap6s a transcricdo reversa, dupla fita de DNA édpartada do
citoplasma para o nlcleo da célula, na qual, emcassio com a enzima
integrase (IN) ligada a aos términos do DNA viis#, integra ao genoma da
célula hospedeira (PEREIRA et al., 1996). O prazeéssintegracdo ocorre com
mais frequéncia em regides transcricionalmenteasitie € modulada pela
interacdo da proteina LEDGF/p75 com a cromatinaare{MELO, 2011).

A enzima IN do HIV-1 apresenta 32kDa e 288 amiidmcque formam
uma cadeia polipeptidica simples que se dobra ém dominios funcionais
(MELO, 2006), conforme Figura 13. O dominio N-temali (residuos de
aminoacidos 1-50), no qual se encontram dois reside histidina e dois de
cisteina que promovem a ligacdo com ¢*Zm dominio central catalitico
(residuos 50-212), com aminoacidos acidos altamepteservados Asp64
(denominado D64), Aspll6 (D116) e Glu52 (E152), wmm@nte designados
“DDE”, onde se ligam dois fons de Kige, por fim, os residuos 213 a 288
formam o dominio de ligacdo C-terminal do DNA, quentém residuos de
aminoacidos basicos e aparenta ter a funcdo dedigaentar o DNA proviral
ao genoma do hospedeiro (CARVALHO, 2011; MELO, 2006
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Figura 13 Enzima HIV-1 IN e seus dominios
Fonte Carvalho (2011)

O dominio central DDE (D64, D116 e E152) é crupiala a atividade
da enzima integrase que atua por meio de duassetapaiclo de replicacdo
viral que podem ser inibidas com a finalidade @gbéar a multiplicacéo viral.

Em primeiro lugar, a IN catalisa a clivagem enddeoitdica do 3'-
terminal do DNA viral clivado (c-DNA) e, posterioemte, permanece ligada no
complexo pré-integracéo catalisando a insercac@NA viral no cromossomo
hospedeiro, processo denominado Etapa de Transiferée Fita, no qual o
atomo de oxigénio 3'-terminal do DNA viral clivadaca a ligacédo fosfodiéster
do DNA hospedeiro através dos dois fons dé'NIGARVALHO, 2011).

Ap6s a integragdo, o ciclo replicativo do HIV-1gse através da
transcricdo do DNA em RNA viral (RNA mensageiro, &N), com o auxilio da
proteina Tat. O conjunto de RNAs transcritos ésppantado para o citoplasma
da célula, no qual séo produzidas poliproteinagsyipor meio da traducéos das
informacdes fornecidas pelo RNAmM (SOUZA, 2009).

Ap6s a montagem e o brotamento, a particula Wmahada sofrera
maturacdo por acdo da enzima HIV-1 protease (PB§ iga clivar as

poliproteinas em proteinas menores e funcionaimydondo uma nova particula
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infecciosa que inclui as enzimas e as proteinasssadas para que 0 processo
replicativo se repita (MELO, 2011; SOUZA, 2009).

A HIV-1 PR é um homodimero que contém um Unicio sftalitico. A
regido entre os residuos de aminoacidos 43-85 deademalcaf(ip) contém as
fitasf, como mostrado na Figura 14, que se fecha solmiticoativo da PR
complexada com inibidores ou substratos. Os mondsneéo estdo ligados
covalentemente e cada cadeia é formada por 99uosside aminoacidos,
contendo uma-hélice (aminoacidos 87-93) e nove foll&SOUZA, 2009).

Figura 14 HIV-1 PR, com destaque (circulo vermelpada as alcas que se
fecham sobre o sitio ativo da enzima, quando coxapla
Fonte adaptado de Souza (2009)

O processamento incompleto das poliproteinas eesatformacéo de
particulas virais imaturas nao infecciosas, o qaatém a PR como um alvo
atrativo no desenvolvimento de antirretroviraigilfado pela determinagédo da
estrutura tridimensional da proteina isolada e pelthecimento dos sitios de

clivagem e do mecanismo de catalise dessa classezdnas.
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2.5 Inibidores da transcriptase reversa (anti-TR-1)

Mais de duas décadas apdés a descoberta do virus ditida nos
deparamos com inimeros desafios para a comprednsawarios aspectos que
essa epidemia apresenta (POLEJACK; SEIDL, 2010). prévaléncia da
infeccdo e as taxas de incidéncia variam considereente e paises
subdesenvolvidos, como a Africa Subsaariana, sdmais afetados (NASH;
EIUL, 2006; POLEJACK; SEIDL, 2010).

Inibidores da transcricdo reversa do HIV foram pameiros
antirretrovirais estudados e lan¢cados no mercadm @dratamento clinico da
AIDS. A transcriptase reversa viral catalisa a @g&o do RNA viral em DNA
pré-viral, um estdgio considerado chave na repicagdo virus HIV
(RAVICHANDRAN; AGRAWAL, 2007). Seu papel centralrmantém como o
principal alvo (WEITMAN et al.,, 2011), tanto em n®rs da terapia
antirretroviral a ser adotada para cada pacientacdedo com a evolucdo da
doenca, omo para o0 desenvolvimento de novos esefis farmacos para o
combate da AIDS.

A transcricdo do RNA gendmico viral é consideraddRlependente,
ocorrendo a sintese da fita complementar de DNAardirpda fita molde de
RNA. Ao memo tempo, esta fita dupla de DNA e RNAidrolisada pela
ribonuclease H (RNAse H) da TR, seguida pela atlidda DNA polimerase
gue sintetiza a segunda cadeia de DNA, partindiitalae DNA ja sintetizada
como modelo. Essas trés atividades de TR intedigagtram o DNA de fita
dupla que, subsequentemente, é conectado ao DN@miem celular por uma
segunda enzima retroviral, a integrase do HIV(WEMN/et al., 2011).

O blogueio de cada uma das atividades da TR temag@ooser Util na
protecdo de células-alvo, ao impedir a entradalmten celular e a continuacao

dos mecanismos de replicacédo da célula hospe@&dZA, 2005).
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Como foi dito anteriormente, os inibidores da TRIiem os analogos
nucleosideos (INTR) e os ndo nucleosideos (INNTd&®htudo, atualmente,
estdo disponiveis no mercado, para uso cliniccar@dogos de nucleotideos
tenofovir e adefovir, cujas estruturas quimicadadisponiveis na Figura 15.
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Figura 15 Estruturas quimicas dos anélogos de atideos da TR adefovir
e tenofovir. Os compostos 1 e 2 sdo seus pro-farmac
desenvolvidos para contornar o problema da baixab#made
em agua e biodisponibilidade, quando administradi®ral

Fonte adaptado de Cunid@pmese Vellascalunior(2008)

Os inibidores de nucleosideos diferem dos inibslate nucleotideos
pela necessidade de serem transformados em seabdfites, ou seja, eles
atuam como pré-fArmacos na inibicdo da transceptaversa do HIV e,

consequentemente, impedem a formagédo do DNA VCBINICO; GOMES;
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VELLASCO JUNIOR, 2008). Esta transformacdo ocorre por acdo de emzima
guinases do hospedeiro que trifosforilam intracelakente estes analogos
(SOUZA; STORPIRTIS, 2004). Em contrapartida, odibores nucleotideos ja
apresentam um radical fosfato em sua estruturar@igs), estando prontos ou
ativos para a inibicdo direta da atividade da trptase reversa apés duas
fosforilagbes (CUNICO; GOMES; VELLASCQUNIOR, 2008).

A enzima AMPquinase é a responsavel pelas duasrilegBes do
adenovir e do tenofovir, para que eles possam impgedtamente a transcricao
do RNA em DNA (CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008

Os INNTR séo inibidores ndo competitivos que gari a um sitio
alostérico da enzima e, como resultado desta géera sitio ativo responsavel
pela formacdo da dupla hélice do DNA tem sua nuidule e flexibilidade
restritas, reduzindo a eficiéncia enzimatica (CUNJGGOMES; VELLASCO
JUNIOR, 2008; SHEN et al., 2003). Farmacos destssel (nevirapina,
delavirdina e efavirenz) apresentam grande potensiendo amplamente
utilizados como componentes da HAART, em especiaarapina, que é um
dos poucos farmacos utilizados na prevencdo damiiasdo do HIV de mée
para filho (transmissédo vertical) (CUNICO; GOMESEM.ASCO JUNIOR,
2008).

Embora mais de 30 compostos estruturalmente difesga tenham sido
identificados como inibidores da TR do HIV, graqdete dessas estruturas tem
suas fases clinicas suspensas por motivos comaidade, propriedade
farmacocinética ruim, baixa eficadiavivo e poténcia insuficiente contra virus
mutantes (CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008; BDH.ERCQ,
2004).

Contudo, a utilizag@o dos inibidores da TR em fierale combinagéo
continua apresentando resultados animadores &ll, &007), pois favorecem a

diminuicéo da resisténcia aos farmacos, além derserdicados para prevenir a
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transmissdo vertical da doenca (SOUZA; STORPIRTER04). Tais
caracteristicas mantém este alvo de acdo comooatgeestudos na busca por
inibidores mais potentes, com melhores perfis faotiaéticos, menores efeitos
colaterais e melhor espectro de atividade a difesetepas resistentes.

2.6 A quimica medicinal e o planejamento de farmaso

As condi¢bes adequadas para o surgimento do poodessiescoberta
racional de um novo farmaco foram criadas a pddirinicio do século XX,
atribuicdo da Quimica Medicinal, fruto da multigiade de fatores que
envolvem o planejamento molecular de novas estsitoapazes de apresentar
os efeitos farmacologicos desejados, com biodigilmdde adequada ao seu
uso terapéutico (BARREIRO, 2002; MONTANARI, 2011).

Como uma disciplina multidisciplinar envolvendo ade Quimica
Orgéanica—Farmacologia—Quimica Computacional, a @@ainMedicinal se
dedica ao estudo das razGes moleculares da ac&ardwos, a relacdo entre
estrutura quimica e atividade biolégica/farmacalagialém do planejamento
racional de novos agentes terapéuticos (BARREIR@22 MONTANARI,
2011; WERMUTH, 1996).

Estudos estimam que o custo total para o desenvehidb de um novo
farmaco pode ultrapassar um bilhdo de délares, dénrenvolver um tempo
médio de doze a quinze anos, até que todas asgetigsale 0 seu planejamento
até o lancamento no mercado para uso clinico, sempridas
(MONTANARI, 2011). Este dispendioso sistema é diéedem duas grandes
fases: (i) descoberta, fase pré-clinica ou pesduéseca e (i) desenvolvimento
ou fase clinica, como ilustrado na Figura 16 (BARRE, 2002; GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; LOMBARDINO; LOWE, 2004).



45

Concepgdo do

Awvaliagio das

Proposta e

projeto e abordagem int d v propriedades biologicas
do problema s esel, € {10 as das moléculas obtidas
P P moléculas et e e o
(in silico e in vitro) (in vitro e in vivo)

Sintese em larga Patente da nova
escala, fonmulagio maolécula e proposta
e teste de de nvestigagdo de
estabilidade. um neve fammaco

Fase Climica I: Fase Clinica II: Fasze I11:
Estudoes toxicidade => Estudos de Estudos de eficdcia,
em individuos eficacia e seguranga & ADME

(numero elevado de

saudaveis seguranca :
pacientes)

Fase IV: Requisi¢do e
Farmacovigilincia <= submissio de um
novo fimace

Figura 16 Etapas do processo de descoberta e ddgemento de farmacos
Fonte adaptado de Guido, Andricopulo e O(@a10)

Com a finalidade de reduzir o tempo e os altososushvolvidos no
processo, modelosn silico ou assistidos por computadores estdo sendo
aplicados na selecdo de um nimero menor de matéauserem avaliadas em
ensaiosin vitro e in vivo, maximizando as chances de identificacdo deaio
entidades quimicas (NCEs) qualificadas (MONTANARI11).

Por vezes, embora 0 novo medicamento chegue aaestino final
(comercializacdo), o sucesso farmacoterapéutico aédontece devido a
problemas posteriores quanto a sua farmacocinéigaerda de sua eficacia
terapéutica, ao desenvolvimento de efeitos advermusideraveis e, até mesmo,
por razBes comerciais (SILVA, 2013; WATERBEEMD; GBRD, 2003).
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Como a acdo dos farmacos é resultante de interadéstes com
sistemas biolégicos, ha dependéncia entre fatelasionados a sua estrutura
guimica e suas propriedades fisico-quimicas queinffuenciar a interacdo do
medicamento com a biofase e sua consequente dig&ib nos diversos
compartimentos que compdem o sistema biolégico ARES, 2004).

Nos ultimos 40 anos, foram desenvolvidas variasi¢ds para auxiliar e
simplificar a busca por novos alvos terapéuticogue fez do processo, antes
intuitivo, agora racional (SILVA, 2013). A modelagamolecular representa um
dos mais importantes avanc¢os no planejamento eswolderta de um farmaco,
sendo também uma importante ferramenta na otinézadedum protétipo ja
existente ou, até mesmo, obtido pelo proprio estigdmodelagem molecular.

Seu desenvolvimento se deu, em grande parte, dexddoavangos
computacionais que permitiram a obtencdo de prdgdies especificas de
determinada molécula que poderao influenciar adgé® com o receptor. Por
meio de programas de computador é possivel desardsdrutura da molécula e
realizar calculos de otimizacdo geométrica, bem ccarstudos de andlise
conformacional, facilitando o planejamento raciodal novas moléculas que
satisfacam as propriedades eletrdnicas e estrsitpaaa um melhor encaixe no
sitio receptor (RODRIGUES, 2001) e, consequentespanh possivel melhor

efeito farmacolégico.

2.7 QSAR como ferramenta para a elaboracdo de novasmndidatos a

farmacos

Diante dos avancos cientifico-tecnolégicos obstysaem diversas
areas, como a biologia estrutural, molecular e,e@&apnente, a quimica

computacional, a busca racional por novos compastosu-se uma realidade,
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sendo esta Ultima uma das &reas mais promissorste t®vo século
(BARREIRO, 2002; RAUPP; SERRANO; MARTINS, 2008).

Inseridos neste contexto encontram-se os estu@®SRQ(do inglés
Quantitative Structure-Activity Relationshjpsgjue tratam da capacidade de se
correlacionar quantitativamente a atividade e/apppedade quimica ou fisica
com a estrutura molecular de um determinado cormpesim a finalidade de
colaborar para o planejamento de novas substawcoas perfil terapéutico
especifico e que atenda as necessidades (NEVES, €it988; TAVARES,
2004).

A aplicagdo desta metodologia, além de tentarocoat o problema
gerado pelos altos custos da producdo e desenwsltonde um novo farmaco
por meio de métodos convencionais, uma vez queembsp as sinteses
experimentais exploratérias, também apresentaempiatl de reduzir o tempo e
os esfor¢os necessarios para a criacdo ou a n#ltiosi farmacos atuais em
termos de eficacia (AFANTITIS et al., 2006).

As técnicas utilizadas em QSAR tiveram inicio e863, conforme
Tabela 1, quando Cross observou que a toxicidadélatmis em mamiferos
aumentava quando sua solubilidade em agua dimiMAERTINS, 2010).
Contudo, a sistematizacdo das analises neste gpmetodologia deve ser
associada ao trabalho de Hansch e Fujita, de I8#64jual foram utilizados
como descritores o coeficiente de particdo octagol (LogP), a constante de
Hammetto atuando como um descritor eletrdnico e o paranuetigofilicidade
n (equacédo 1), definido em analogia ao descritdrégleEo (MARTINS, 2010).

Assim, o modelo de Hansch e Fuijita (1964) foi ddéirpela relacdo dos
efeitos dos substituintes na mesma estrutura bésinaa atividade bioldgica de

acidos benzadicos, conforme equacéao 2.
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o-Log K, _Log Kg (1)
- Log P, — Log Py (2)

em que B representa o coeficiente de particdo do compostorijem néo
substituido (com H) ey o termo correspondente para o derivado substituid

porx.
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Tabela 1 Histérico da metodologia QSAR, em ordeanoldgica

Obzervou que a toxicidade de alcodis em mamiferos
Cross - 1863 | aumentava quando suas solubilidades em agna
diminuam.

Postularam que existia uma relagio entre as atividades
Crum Brown e

Fraser - 1868 | Plologicas e as estruturas quimicas.

Propds que a toxicidade de alguns alcodis e éteres eram
Richet - 1893 | inversamente proporcionais a suas solubilidades em

agua.

Meyer e Descreveram wm pardimetro gue pode ser considerado
Overton - 1900 | como wm precursor do atual LogP, o coeficiente de

particdo octanol’agua.

Dissociagdo de acidos benzoicos meta ou para-
Hammett substitiidos em H:D a 23°C, sendo denominada
1937 constante de Hammett {0).

Estudou o comportamento de diversas propriedades em
Fergunson |relacio i atividade toxica de diferentes séres
1939 homologas de compostos.

Postularam que para wma séne de compostos sinulares,
a contribuwicio do substihunte & aditiva e dependente de
seu tipo e sua posigio.

Free e Wilson
1964

Hansh e Fujita | Sistematizacio das analises em QSAFR.
1964

Fonte: Hammett (1937), Hansch et al. (2002), Mar{2010) e Silva (2013)

Assim, ja no final da década de 1960, os modelo&ARQ&mecaram a
ser utilizados como uma ferramenta pratica na ifiea¢do das propriedades

relacionadas com a atividade bioldgica exercida fNMIANARI, 2011).
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Em 1988, as técnicas QSAR sofreram uma grandedramsgdo a partir
da insercao de parametros moleculares tridimensidigando conhecido como
QSAR 3D. A partir dai, foi considerada a influénd&diferentes conférmeros,
estereoisdmeros ou enantibmeros e esse tipo ddariog#dica no alinhamento
das estruturas moleculares de acordo com um faforacéomum, derivado do
conhecimento da interacdo farmaco-receptor (MARTISS10). Introduzida
por Cramer, a analise comparativa do campo moledcCitdMFA, do inglés
comparative molecular field analysi baseada na representacéo das moléculas
em sua forma tridimensional, alinhadas no intede®muma caixa 3D virtual ou
grade (grid) (CRAMER; PATERSON; BUNCE, 1988; MARTSN2010).

Associadas aos conceitos de similaridade entreredifies aspectos
moleculares, outras abordagens QSAR foram propostasesentando a
evolugdo desse tipo de metodologia. Assim, Hopfirgel. (1997) propuseram
0 chamado QSAR 4D, que incorpora liberdade confoiznal ao
desenvolvimento de modelos do tipo 3D, fazendo goena mudanca do estado
molecular constitua a quarta dimensdo. A geomelmiaeceptor também foi
incorporada ao método QSAR 4D, para tornar a reptasao do sistema mais
fiel a realidade. Esse método foi denominado QSBRIdpendente do receptor
(RD-4D-QSAR) (PAN; TSENG; HOPFINGER, 2003).

A representacdo do receptor, com a simulacdo daixeninduzido e a
adaptacdo topoldgica do modelo da superficie dmddtligacdo para moléculas
individuais do ligante, é caracteristica do QSAR® FVEDANI; DOBLER,
2002), enquanto a possibilidade da simulagéilico dos efeitos adversos
provocados por compostos quimicos tornou-se reig@r meio da avaliacédo
simultanea de diferentes modelos de solvatacdajodarigem ao QSAR 6D
(VEDANI; DOBLER; LILL, 2005).

Diante da necessidade da inclusdo de modelos lmsseadlimenséo do

receptor ou na interagdo virtual entre receptarig, obtidos por modelagem
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por homologia, foi desenvolvido o QSAR 7D. Tal elfisacdo leva em
consideracdo a dimensionalidade ou a complexidadeestruturas proteicas
(POLANSKI, 2009). Apesar de ndo denomina-lo dessend, Martin (2009)
sugere que a sétima dimensdo em QSAR deveria eoasickfeitos de
tautomerizacéo.

Diversas outras abordagens vém sendo utilizadasstudos de QSAR,
entre as quais se destacam CoMSIA (KLEBE; ABRAHAMEITZNER,
1994), HQSAR (LOWIS, 1997), MIA-QSAR (FREITAS; BROWMARTINS,
2005) e LQTA-QSAR (MARTINS et al., 2009), cada uoman suas limitacdes,
vantagens e desvantagens, compartilhando o objetimum da obtencéo de

modelos preditivos e aplicaveis o mais préximo paessla realidade.

2.7.1 Critérios e regras em metodologias QSAR

A construcdo de modelos matematicos que correlagioa estrutura
guimica e a atividade de uma série de compostobgnsa (FERREIRA;
MONTANARI; GAUDIO, 2002) envolve uma série de prdeaentos e regras
que acompanharam a evolucdo que esse tipo de rogedoem sofrendo ao
longo dos anos.

Inicialmente, é preciso realizar uma busca nealitea pela definicdo do
problema que se deseja investigar, obtendo-se ciomieto sobre a doenca de
interesse e dos mecanismos de acdo dos composinEag disponiveis para
combaté-la (MONTANARI, 2011).

A partir dai é selecionada uma série congénerealejinimo, 20 a 30
compostos com similaridade estrutural e que apresematividades e/ou
propriedades quimicas experimentalmente conhe@dasedidas conforme o

mesmo protocolo de ensaio, expressas como a daifwaef(ED) ou a
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concentracdo molar inibitéria (IC) necessaria gamduzir determinado efeito
biolégico (MARTINS, 2010; MONTANARI, 2011).

Essa busca na literatura ndo garante que todaslésulas selecionadas
deverdo, obrigatoriamente, participar da construgiio modelo QSAR.
Moléculas identificadas comoutliers ou seja, aquelas que apresentam um
comportamento ndo analogo ao das demais, devemcrieriosamente
analisadas, para que a molécula seja mantida onméawdelo. Trata-se de um
processo laborioso, pois, muitas vezes, a retidedam composto do modelo
pode prejudicar sua capacidade preditiva e suaeréocdo pode influenciar a
estabilidade do mesmo (MARTINS, 2010; SILVA, 2013).

Com isso, os descritores podem ser obtidos e, sglégdo prévia, sao
selecionados aqueles que se mostrarem Uteis estado, ou seja, aqueles que,
devido a mudangas na estrutura molecular, causaarvanacdo semelhante na
resposta bioldgica que produzem (MONTANARI, 2011).

O proximo passo € constituido pela construcdo ealwacdo dos
modelos construidos quanto a capacidade preditivabustez e a significancia
(MONTANARI, 2011). A confiabilidade do modelo ndmde ser garantida
apenas por valores 6timos de(¥0,8) ou § (>0,5), mas por um conjunto de
testes estatisticos, entre os quais se destaclidacé@a externa (MARTINS,
2010).

Segundo Golbraikh e Tropsha (2002), a validacdereat consiste na
escolha de um conjunto de amostrasest setque ndo fara parte da construcéo
do modelo, mas que terd suas atividades biolégiabmuladas pelo modelo
construidoEste tipo de validacdo é a Unica maneira de segdcaim modelo
QSAR confiavel, sendo, atualmente, uma validacéigatdria em metodologias
QSAR (GOLBRAIKH; TROPSHA, 2002; MARTINS, 2010).

Como as estruturas quimicas ndo contém a infornesglacionada a

atividade biologica de forma explicita, as infores; referentes as atividades
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biolégicas devem ser extraidas das estruturas mmafode descritores
moleculares, o que exige cuidados mais complexoSRMNS, 2010). Tais
descritores acentuam diferentes propriedades gasmiiplicitas na molécula,
gue vdo desde parametros fisico-quimicos, elewénizi mecanico-quanticos,
até caracteristicas geométricas ou topoldgicasndééculas, podendo, entéo, ser
correlacionadas diretamente com a atividade (MARS[IN010; WEBER,
2008).

Além disso, deve-se atentar para 0s erros edigitou experimentais
presentes no conjunto de amostras, pois, enquantprimeiros podem ser
facilmente identificados e contornados, equivosasatater experimentais ndo
podem ser sanados durante a modelagem, uma vezirgleendo se dispde de
métodos capazes de reconhecé-los. A remocado deostasmue se encontram
fora do limite de correlacdo do método empregadmmo; por exemplo,
compostos inorganicos, organometalicos, sais euragt ajuda a minimizar os

erros envolvidos no processo de modelagem mole(silavA, 2013).

2.7.2 Analise multivariada de imagens aplicada ao AR

Uma variedade de descritores multidimensionais tesido
extensivamente aplicada na geracdo de modelos @R et al., 2008) que
requerem a triagem conformacional e o alinhamenid dbs ligantes
(GOODARZI; FREITAS, 2009), exigindo um maior custmmputacional.
Contudo, descritores moleculares 2D, usualmenteritta®s fisico-quimicos
referidos em analises QSAR classicas, ndo tém ssirado inferiores aos
descritores 3D, sendo extremamente potentes quantmnveniéncia e a
simplicidade dos calculos (CORMANICH; NUNES; FREI$A2012; TIAN;
ZHOU; LI, 2007).
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A analise multivariada de imagens aplicada em Q8AR-QSAR, do
inglés Multivariate Image Analysis applied to QSARFREITAS; BROWN;
MARTINS, 2005) tem se mostrado igualmente predjtpmarém, mais rapida,
barata e simples de operar, uma vez que utilizgeéma 2D para a geragado de
descritores (FREITAS, 2007), em comparacgédo aos idam&todos disponiveis.

Em MIA-QSAR, as imagens desenhadas por meio dgrqummas para
desenho de estruturas quimicas em duas dimensddisyal acesso, tém seus
pixels tratados numericamente como binarios, que irdopoora matriz de
descritores essencial para a constru¢do do mazeioy mostrado na Figura 17.
Baseado no sistema de cores RGBraaligreen-blugo pixel preto corresponde
ao digito 0 e pixels brancos serdo representadosngenero 765, obtido pela
soma do valor correspondente a cada cor do sisiR@B, ou seja, 255
(FREITAS; BROWN; MARTINS, 2005).

As modificacdes estruturais, ou mudanca na podigosubstituintes
em uma série congénere de moléculas, correspondeaiteeacdes nas
coordenadas daggixels da imagem, e essas alteracdes explicam a variéncia
bloco Y, o bloco correspondente as variaveis dependetdds, como as
atividades biolégicas (CORMANICH; NUNES; FREITAS)12).
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Figura 17 Conversdo das estruturas quimicas em maiziz de dados
binarios, em que ogixels pretos da imagem da estrutura
correspondem ao digito Opgxels brancos (espa¢os em branco)
correspondem ao digito 765, de acordo com o sistgnaores
RGB

E possivel perceber a importancia de se desenhaetamente as
estruturas para a constru¢cdo do modelo MIA-QSARa wer que a série de
descritores altera-se conforme a representacd@2Btdutura quimica, obtendo-
se a correlacdo (SILVA, 2013). Por isso, é impdgamanter a mesma
disposicdo dos atomos, dos grupos substituintedire@io da cadeia carbonica
para todas as estruturas da série, embora sefio v@ssaltar que diferencas,
como a representacdo do grupo substituinte metfa, como -Me ou como -
CHs;, nédo ird afetar os resultados, desde que todosoagostos sejam
desenhados da mesma forma, respeitando esseodi@&ODARZI; FREITAS;
JENSEN, 2009; SILVA, 2013).

Para comprovar que descritores MIA podem codifipewpriedades
guimicas e que a correlacdo nao é obra do acasmteenente foi divulgado o
trabalho desenvolvido por Cormanich, Nunes e Fe{#012), no qual foi
construido um modelo MIA-QSAR, a partir de uma esé&odngénere de 70

derivados benzimidazélicos com atividade tricomiolsicexperimentalmente



56

conhecida. Este modelo foi comparado a um segumdizlm MIA-QSAR, cujas
imagens correspondiam as letras do alfabeto e faramelacionadas aos
respectivos nimeros do ordenamento do alfabeteejaii a letra A corresponde
ao numero 1, & letra B ao nimero 2 e assim sueessite. Como era de se
esperar, 0 primeiro modelo apresentou boa cormelagdquanto o segundo
modelo ndo resultou em correlagdo alguma, demankira utilidade deste
método na predi¢cdo da atividade biol6gica de cotoposongéneres de uma
determinada classe de substancias bioativas (CORMAN NUNES;
FREITAS, 2012).

Ao agrupar calculos matematicos com propriedadsgsofquimicas, a
gama de possibilidades de estudos via MIA-QSAR gliada (SILVA, 2013),
destacando-se a relevancia deste método como uiffaana descoberta e no
desenvolvimento de novos farmacos. Nesse sentid@todo proporciona uma
andlise muito adequada, uma vez que a interpretaséal desempenha um
importante papel em todas as formas de analisedades, sendo facilmente
acessivel para ambos, recém-chegados e usudriogades (FREITAS;
BROWN; MARTINS, 2005).

2.8Docking e analises de parametros farmacocinéticos

O docking ou ancoramento molecular, € uma das mais imposgante
técnicas de investigacdo de compostos capazedeatagin com um dado sitio
macromolecular que inclui enzimas, receptores mute acidos nucleicos ou
canais idnicos. E um procedimento essencialmentgugtacional que gera um
grande numero de estruturas de possiveis ligeamatisa a viabilidade do modo
de ligacéo e classifica os candidatos segundo slgritérios (MONTANARI,
2011).
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Atrelado as metodologias QSARdockingpode colaborar na validagéo
e na interpretacdo de dados bioquimicos, ao awalgotencialidade ligante de
cada estrutura por meio de célculos da energiagiatede interacdo ou encaixe
rigido, da minimizacdo da energia potencial doesist (encaixe parcialmente
flexivel) ou por meio da simulagdo da dinamica mwler (encaixe flexivel),
gue pode incluir o calculo de propriedades terméodinas como paradmetros de
avaliacdo (MONTANARI, 2011).

A aplicacdo de uma funcdo de pontuacdo pode fac#itescolha do
ligante pela classificagdo dos candidatos, de acawth 0 grau de interagdo com
0 sitio de ligacdo, baseada na soma de contrimligspecificas, como
interacBGes hidrofobicas, de van der Waals, ligagfehkidrogénio e interactes
eletrostaticas (MONTANARI, 2011).

Pelo uso do programa Molegro Virtual Docker® (MVOHOMSEN,;
CHRISTENSEN, 2006), por exemplo, é possivel catcalanteracao ligante-
alvo por meio do uso de suas estruturas tridimeagoque podem ser obtidas
por modelos de comparagcdo ou homologia e por erpatos de cristalografia
de raios X ou de espectroscopia de ressonancia étieggmuclear (RMN)
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

A andlise energética permite predizer se procesgdeculares podem
ou nao ocorrer sob determinadas condi¢des, emrwrgia equivale & soma da
energia potencial calculada a partir de forcasietintermoleculares atrativas
ou repulsivas e a energia cinética decorrente danmemtacdo molecular. Como
as técnicas de quimica computacional tém, por igéfin que a menor energia
do sistema corresponde a estabilidade, encontranfarmacédo mais estavel de
uma molécula é encontrar sua forma de menor en@@4BFARENA, 2008).

Colaborando para o conhecimento acerca do compentamde

candidatos a farmaco, estdo disponiveis ferramentasputacionais que
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auxiliam na compreenséao da biodisponibilidade doal compostos propostos e
na selecdo de candidatos considerados promissores.

A fase farmacocinét&determina o tempo e o curso do principio ativo
pelo corpo humano e refere-se a absorcdo (A), &ibdigdo (D), ao
metabolismo (M) e a excrecdo (E) que garantem waatle concentracdo do
farmaco na faixa terapéutica desejada por um perigmolongado
(MONTANARI, 2011; WILLIAMS; LEMKE, 2002).

Para que uma molécula seja considerada uma bo&atnd farmaco,
além dos parametros ADME, alguns requisitos devamatendidos. Os critérios
avaliados incluem a “Regra dos Cinco” de Lipinkigual considera os valores
de lod® [ 5, peso molecular! 500, nimero de aceptores de ligacdo de
hidrogénio (nNON)[1 10 e numero de doadores de ligacdo de hidrogénio
(nOHNH) 1 5 (LIPINSKI et al., 1997), relevantes para o0 estute um
prototipo.

Propriedades moleculares, como solubilidade, lhpgfiligacdo de
hidrogénio e area de superficie polar (TPSA), afetdiretamente o perfil
farmacocinético de farmacos e tém contribuido paraotimizacdo de
propriedades de ADME (MONTANARI, 2011).
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetjewal de elaborar e
propor novas estruturas quimicas com multipla daide frente ao virus HIV-1,
ou seja, compostos caracterizados por apresentadade anti-HIV-1 em
células da linhagem MT4 e capazes de inibir a emtianscriptase reversa viral

(anti-TR-1), simultaneamente.

3.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

a) modelar as atividades biolégicas de duas sérieantigetrovirais
com atividades diferentes frente ao virus HIV-lilizaindo o
método MIA-QSAR e, pela combinacdo das subestrsitunais
ativas de cada série, propor estruturas com paiemsiiltipla
atividade, empregando-se os modelos MIA-QSAR coftiis;

b) realizar estudos ddockingutilizando o programa Molegro Virtual
Docker®, para avaliacdo bioquimica das interacéeginma-
substrato das estruturas propostas;

c) calcular parametros ADME das moléculas propostes gealiacédo
farmacocinética preliminar dos possiveis candidatas

antirretrovirais.

4 METODOLOGIA
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Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério ded®agem Molecular
do Departamento de Quimica da Universidade Federdlavras (UFLA), por
meio do uso de uma estacdo de trabalho SamsumgNustel"” , e dividido
em trés etapas:

a) determinagdo do conjunto de dados;
b) construcdo dos modelos MIA-QSAR (1 e 2) e propdgtanovos
inibidores com suposta multipla atividade;

c) dockinge avaliacdo de parametros farmacocinéticos.

Inicialmente, foi realizada uma busca, na litamtpor um conjunto de
moléculas pertencentes a uma série congénere, ermgue, para a aplicacéo da
metodologia MIA-QSAR, é exigida similaridade egstral para que seja
efetuado o alinhamento bidimensional, além da m#&tede dos compostos
apresentarem atividades biolégicas experimentabmeihecidas.

Foram selecionadas para o estudo trés séries depostma que
apresentam atividade antirretroviral frente as ladluda linhagem MT4
(linfécitos T CD4), aqui denominada como anti-HIV-1 e atividade itditia da
enzima transcriptase reversa (TR) do virus HIV-1 amii-TR-1. Assim, o
método MIA-QSAR foi empregado para a construcdodds modelos, de
acordo com a atividade antirretroviral de cadaes#geterminada para o estudo.

Em seguida, foram propostas estruturas com ambaatidgades
descritas, por meio da combinagéo das subestrunaisativas do conjunto de
dados envolvido no estudo.

Para avaliar a afinidade ligante-receptor, foi Ggula a técnica de
ancoramento molecular, odocking. Também foram efetuadas avaliagcbes

preliminares acerca de alguns parametros farmagimds dos inibidores
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propostos, por meio da utilizagcdo dos programasingjpiration, PK/DB e da
Plataforma ACD/Percepta, disponiveis nos sitesp:/htiolinspiration.com,
http://miro.ifsc.usp.br/pkdb/ e http://acdlabs.cprofiucts/percepta/,
respectivamente.

4.1 A construcdo dos modelos MIA-QSAR

Foram obtidas, da literatura (FREEMAN et al., 199MAR; SINGH,;
TIWARI, 2011; LEONARD; ROY, 2004), trés séries dempostos com certa
similaridade estrutural, conforme Figura 19 (sulotsta em negrito), e valores
experimentais de atividade antirretroviral (antvHl e anti-TR-1), totalizando
120 estruturas quimicas, como mostrado na TabelRos modelos MIA-
QSAR, modelo 1 ou anti-HIV-1 e modelo 2 ou anti-TRforam construidos,
conforme o tipo de atividade biol6gica das estaguguimicas do conjunto de
dados.

Uma das séries utilizadas (série 3) apresentoascestruturas quimicas
com valores experimentais para ambos os tipos idielate biolégica (anti-
HIV-1 e anti-TR-1) e, por esta razao, tais estaguioram incluidas nos dois
modelos construidos, conforme a atividade apredanta

As estruturas quimicas foram sistematicamente ntesks,
independentemente do tipo de atividade biolégicemipenhada, utilizando-se
0 programa para desenho em 2D, ChemSketch (ADVANCHEMISTRY
DEVELOPMENT - ACD, 2009).

Como ilustrado na Figura 18, cada imagem foi clwdathente
transferida para uma area de trabalho do aplicafaint do Microsoft
Windows, com dimensdes previamente definidas em 500xpb&Is. A

definicdo do tamanho da area de trabalhd?aimt € obrigatéria, pois todas as
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matrizes deverdo apresentar a mesma dimensao pastevior alinhamento das
estruturas.

Em seguida, unpixel localizado na porc¢ao superior do anel benzénico
comum a todas as estruturas quimicas (em destaguéigura 18) foi
selecionado e, uma a uma, as estruturas foram amvite tal forma que este
pixelfosse ajustado na coordenada 250xii®@Isda area de trabalho.

Este procedimento corresponde ao alinhamento 2D deit®
manualmente com o auxilio de umouse.A ferramenta ZOOM, do aplicativo
Paint, permite que a imagem seja aumentada de 100% p@atéa, §®r exemplo,

0 que facilita a escolha e a selecéd@ukel e o arraste da estrutura quimica até a

coordenada a ser fixada.



Tabela 2 Séries de compostos usadas na constrogaoatielos MIA-QSAR

1-25 26-52 53-75 76-90 91-120
HH;
z
n O N e [ e
| Y.
)YJ\ N s e o
H R,
\‘.L_“ g 05 (1%
o
B - HC HC HC
M; HH; HH;
H3
Série 1 Série 2 Serie 3
Composto R R Rs R X Y Z R Anti-HIV-1 TR
1 AZT 8,00
2 OH 5,30
3 OCHs 5,05
4 OCH,CH; 4,64
5% OCH,CH,CH; 5,05
6 OCH(CH;), 4,66
7 O(CH,)sCHs 4,72
8 O-ciclobutil 5,30
9 OGsHs 4,55
10* OCH,CgHs 5,10
11 NH; 5,70
12 HNCH;, 4,28
13* HNCH,CH; 4,77
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Tabela 2, continuacao

Composto R R, Rs R X Y Z Anti-HIV-1 TR
14 HN(CH,),CHs 4,92
15 HN-ciclopropil 4,74
16 HN(CH,)sCHs 4,54
17 HN-ciclobutil 4,85
18* HN(CH,).fenol 3,95
19 CH3NCH; 4,68
20 CH3;NCH,CH; 4,92
21* CHsN(CHy),CH; 4,96
22 CHsN-ciclopropil 5,40
23 N(CH,)3 5,05
24* N(CH,)4 5,10
25 Cl 5,22
26 H Cl 2,6-difluorofenol NH CH (0] 6,62
27 Cl H 2,6-difluorofenol NH CH (0] 4,53
28 H Cl 2,6-difluorofenol (e} CH (0] 5,43
29 H Cl 2,6-dichlorofenol NH CH (0] 5,42
30* H Cl 4-i-propilfenol NH CH (0] 5,55
31 H Cl a-naftol NH Ch (0] 6,06
32 H Cl B-naftol NH CH O 5,20
33 H Cl 3,5-dimetilfenol NH CH O 7,49
34 H Cl 3,5-dimetilfenol NH S O 8,70
35* H Cl 2,6-difluorofenol NH S O 5,81
36 H Cl 2,6-difluorofenol NH CH S 6,13
37 H Cl 2,6-difluorofenol NH CH O 6,27
38 H Cl 3,5-dimetilfenol NH CH S 7,12
39 H Cl 3,5-dimetilfenol NCOCH CH; O 7,93
40* H Cl 3,5-difluorofenol NH CH O 6,54
41 H Cl 3,5-difluorofenol NH S O 7,16
42 H Cl 3,5-difluorofenol NCOCH CH; O 5,78
43 H CHs 2,6-difluorofenol NH CH O 4,73
44 H CHs 2,6-difluorofenol NH S O 6,71
45% H CHs 3,5-dimetilfenol NH CH O 7,12
46 H CHs 3,5-dimetilfenol NH SQ (@) 8,20

¥9



Tabela 2, continuacao

Composto R R, Rs R X Y Z R Anti-HIV-1 TR
47 H CHs 3,5-difluorofenol NH S@ (0] 7,19
48 F Cl 3,5-dimetilfenol NH CH (0] 6,03
49 F Cl 3,5-dimetilfenol NH SQ (0] 6,35
50* F Cl 2,6-difluorofenol NH CH (0] 4,54
51 H CK 3,5-dimetilfenol NH CH (0] 6,37
52 H CK 2,6-difluorofenol NH CH (0] 5,26
53 H 4,84 5,06
54 2-OCH 5,37 5,57

55*% 3-OCH 5,22 5,82
56 2-CH 4,80 -
57 3-CH 5,21 6,02
58 4-CH 3,94 5,24
59 2-Cl 5,39 514
60* 3-Cl 5,13 4,80
61 4-Cl - 4.92
62 2-Br 4,52 -
63 3-Br 5,29 4,82
64 3-F 5,01 4,92
65*% 2-CN - 5,04
66 3-CN 5,76 5,96
67 4-CN 4,36 -
68 3-CR 4,89 5,15
69 3-NH 4,50 -
70* 2,5-C} - 5,46
71 3,5-(CH), 6,37 5,96
72 3,5-C) - 6.92
73 3-Cl, 5-CH 5,75 577
74 3-OCH, 5-CH; 5,70 6,85
75*% 3-0OCH, 5-Ck 5,29 4,89
76 2-OCH 5,32 4,92
77 3-OCH 4,80 4,72
78 2-CH 4,03 -
79 3-CH 4,53 5,00

<9



Tabela 2, continuacao

Composto

R

Re

R Anti-HIV-1 TR
80* 4-CH 431 -
81 2-Br 441 -
82 3-Br 7,10 5,32
83 4-Br 4,69 -
84 2-CN 5,41 5,00
85+ 3-CN 4,85 -
86 3-CRk 4,40 -
87 3,5-(CH), 6,47 6,30
88 2,5-Cl 5,01 5,20
89 3-Cl, 5-CH 6,49 6,28
90* 3-OCH, 5-CF; 5,68 6,04
91 H 5,70 5,16
92 2-OCH 6,22 5,85
93 3-OCH 6,04 6,22
94 4-OCH 4,60 4,88
95+ 2-CH 5,64 5,35
96 3-CH 6,40 6,70
97 4-CH 5,02 514
98 2-Cl 5,39 523
99 3-Cl 6,23 6,40
100* a-Cl 5,52 -
101 2-Br 5,30 4,92
102 3-Br 6,27 6,70
103 4-Br 4,70 -
104 2-F 5,52 5,30
105* 3-F 5,52 -
106 2-CN 5,27 522
107 3-CN 5,62 5,74
108 4-CN 4,10 -
109 3-CRk 4,46 5,28
110* 2,5-Cl 6,52 6,52
111 3,5-Cl 7,15 7,52
112 3,5-(CH), 8,00 8,15

99



Tabela 2, conclusao

Composto R Ry Re R X Y R Anti-HIV-1 TR
113 3-Br, 5-CH 7,70 8,52
114 3-Cl, 5-CH 7,52 8,30
115* 3-OCH, 5-CH 7,30 8,00
116 3-OCH, 5-CF 7,05 7,40
117 3-OH, 5-CH 6,37 -
118 3-OCHCH;, 5-CHs 7,22 -
119 3-O(CH),CHs, 5-CHs 7,22 -
120 3-O(CH):CHs, 5-CHs 6,22 6,40

Valores de atividade anti-HIV-1 e TR expressos é@yp
* Compostos destinados a validacdo externtestsetios modelos construidos
Fonte: Freeman et al. (1995), Kumar, Singh e Ti01L1) e Leonard e Roy (2004)

19
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Apés conferir se a estrutura quimica encontravixada na coordenada
correta (250x19(0ixely, cada imagem foi salva contmtmaps (.bmp). Esta
etapa é considerada fundamental na analise, poistpeque cada imagem em
um plano bidimensional seja sobreposta a outragdalamigem a um arranjo
tridimensional em que as partes comuns entre astwisis da série congénere
estejam congruentes, conforme Figura 19. Dessaafoo® substituintes e as
por¢bes das moléculas que variam entre si explisawariancia dos dados

bioldgicos (diferentes valores de atividade biatéyi

COMPOSTOS

[ 500 x 500 colunas

500 pixels
\ | /
Y
COMPOSTOS

H5Cl El

Figura 19 Sobreposicdo das estruturas quimicasrmafifio do arranjo
tridimensional. Em negrito estd a por¢do similas éatruturas
sobrepostas e as porcdes varidveis sdo 0s substguique
respondem pela variacdo na atividade biolégica delac
composto

Fonte: Guimaraes et al. (2014)
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Em MIA-QSAR, as imagens correspondem ao desenhcestasturas
guimicas em 2D e o método se fundamenta no uspixielsdas imagens como
descritores, uma vez que pixels podem ser tratados numericamente como
binarios, em que a cor branca equivale ao digitb @60s pixels pretos
correspondem ao digito 0, de acordo com o sistentiks RGB. O digito 765
provém da soma das cores vermelha, verde e elillgreene blue do RGB),
cada uma equivalente a 255 e a auséncia das teisdmsistema responde pela
cor preta ou digito 0.

As modifica¢gBes estruturais, ou mudancas na poslodosubstituintes
em uma série congénere de estruturas quimicagndesm por alteracdes nas
coordenadas dopixels da imagem, refletindo na variancia do bloco Y das
atividades bioldgicas.

A formacdo do arranjo tridimensional pelo alinhaioe ou a
sobreposicao das estruturas é importante pelabiaisile de ser desdobrado
em um arranjo bidimensional de descritores (max)iz o que permite sua
regressdao com 0 bloco Y das atividades biologipas, meio de minimos
guadrados parciais (PLS bilinear, do ingt&stial least squarés método de
calibracdo multivariada mais indicado quando o mnde descritores excede o
namero total de amostras do estudo. O procedimeata o tratamento e a
andlise das imagens, ilustrado na Figura 20, ewmsuwdos a seguir demonstram
como as imagens podem ser carregadas e convestidésnarios por meio do
programa Matlab.

Cadapixel da area de trabalho definida em 500x500 correspandga
descritor, 0 que resultou, apos o desdobramentanemmatriz X composta por
250.000 descritores (500 x 500= 250.000). Cadal@dhmatriz X corresponde a
uma estrutura quimica pertencente ao conjunto desgaendo descrita por uma

sequéncia de descritores 0 ou 765, de acordo @amdopixel da imagem.
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O conjunto de dados composto por um total de 12Cculas foi
dividido de acordo com os dois tipos de atividabieddgicas desempenhadas
pelas estruturas quimicas selecionadas para ooefnt-HIV-1 e anti-TR-1).
Dessa forma, o conjunto referente a atividade Hivi-L foi composto por 90
estruturas, enquanto o conjunto com atividade tinilai frente a enzima
transcriptase reversa (TR) era formado por 78 campoAssim, foram obtidas
duas matrizes X, uma para cada modelo a ser c@strde acordo com a

atividade bhiolégica experimental apresentada.
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[filename, MAP]=imread(filename.bmp','bmp’);
filename=double(filename);

filename=(filename(:,:,1)+filename(:,:, 2)+filename(.,:,3));
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& 1] 0 0 [}

=S [ 0 0 0

Coordenada 190x250 ,-'J 4590 I L o g L

I/ & | 765 765 765, 765

500 pleels 765, 765 765 765

Figura 20 Interface do programa Matlab, utilizadogeracdo da matriz X
de descritores. Abaixo s&o ilustrados a construgdoarranjo
tridimensional e o desdobramento da matriz

A matriz X da série com atividade anti-HIV-1 apmsedimensao de 90
linhas (compostos) por 250.000 colunas (descriforgjuanto a matriz X da
série anti-TR-1 foi composta por 78 linhas por 280.colunas, pois as etapas
de desenho das estruturas quimicas e o alinhamerRaint foram realizadas

simultaneamente, sendo definida a mesma dimensadrem de trabalho
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(500x500 pixels e mesma coordenada (250x189@el9 para o total de 120
moléculas participantes do estudo.

Isto explica o fato de ambas as matrizes apresentarmesmo ndmero
de colunas (500 x 500 = 250.000). A conversdo deitesas quimicas em
sequéncias numéricas, ferramenta do método MIA-QSARmMa analogia ao
funcionamento dos computadores que, por meio dega®dinarios (0 e 1),
formam sequéncias que sédo traduzidas em letrasanoma e figuras, dentre
outros.

Com a finalidade de agilizar os calculos, as cawtan variancia zero,
Como 0s espagos em branco comuns a todas as inagaesgartes congruentes
das estruturas quimicas, foram removidas pelo pnogr Matlab 7.5
(MATHWORKS, 2007), ocasionando a reducao dos deses da matriz X e a
consequente reducdo da demanda computacional.rd@dimento reduziu a
matriz X das atividades anti-HIV-1 para a dimens&90x4015, ou seja, 0
namero de descritores desta matriz passou de Zb@&@ 4015, enquanto a
matriz X anti-TR-1 passou a apresentar dimenso@8x2977.

Para a construcdo dos modelos MIA-QSAR, os corjuddados (90
amostras do modelo 1 e 78 do modelo 2) devem satidbs em conjunto
treinamento e teste. O conjunto testetari setdestinado a validacdo externa
obrigatdria nesse tipo de metodologia é compost@@% do total das amostras
destinadas ao estudo.

Antes de se efetuar a divisdo dos conjuntos desdaniotreinamento e
teste, foi realizada a andlise da presenceoutbers para ambas as séries,
conforme descrito a seguir.
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4.2 Identificacdo deoutliers

A deteccdo de amostras anbmalas, conhecidas eratdita como
outliers é aplicada para garantir que as amostras que @@par o conjunto
treinamento a ser utilizado na construcdo do modeloegressao formem um
conjunto homogéneo (MARTINS; FERREIRA, 2013).

Compostos estruturalmente diferentes dos demaisoau valores de
atividade biolégica atipicos podem influenciar deneira negativa os resultados
obtidos pelo modelo construido e sua remocdo djuetn de dados pode
melhorar a qualidade estatistica do modelo, emteva ser reconsiderada a
delecdo, no caso de conjuntos de amostras de tamadhzido (MARTINS,
2010).

A identificagdo de estruturas anémalas em um cémjde dados pode
ser realizada por um procedimento considerado commmguimiometria. A
analise de componentes principais (PCA, do indgléscipal Components
Regressioné utilizada devido a sua capacidade de compreeatssi dados em
funcdo da existéncia de correlacédo entre diverasiaweis medidas (SABIN;
FERRAOQ; FURTADO, 2004).

Por meio de PCA, dados complexos sdo apresentadioa forma de
gréficos que evidenciam informacdes relevantesistersa. PCA (PEARSON,
1901) criap variaveis latentesyj como combinacdes lineares dowariaveis
originais ), de tal maneira que 0S novos eixos ortogonaisngomentes
principais, PCs) sdo construidos para explicarraag@ maxima possivel em
apenas algumas dimensodes

Y, = eTX = euX; + epXy + . + ek, (3)

em que o vetor;@esconhecido estabelece a combinacao linearj paka...,p.
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Uma propriedade importante das PCs é que elasosdjpletamente néao
correlacionadas e ortogonais entre si, ou sejafamacdo contida em uma
delas ndo esta presente em outra. Além disso, Gatmoimportante esta na
quantidade de informagcdo dos dados originais qua ecana dessas novas
variaveis é capaz de descrever (MONTANARI, 2011).

Desse modo, foi desenvolvida uma analise de conmpemerincipais
(PCA) para agrupar as amostras com propriedadesismmes, por meio do uso
do programa Chemoface (NUNES et al., 2012), comten¢do de identificar
possiveiutliersno conjunto de dados.

E importante deixar claro que a remocéo de amodtas ser realizada
de forma cautelosa, pois uma explicacdo quimicdioldgica deve ser dada
para cada amostra classificada como atipica (MASTIRERREIRA, 2013).

4.3 Validacbes e calibracdo dos modelos MIA-QSAR

Para a construcdo dos modelos MIA-QSAR, os doiguntrs de
amostras (89 anti-HIV-1, pois uma amostra foi reid@we 78 inibitérias da TR)
foram divididos entre si, em grupos treinamentod@ele 80% dos compostos
de cada série) e teste (20% dos conjuntos de dadoamostras pertencentes ao
grupo teste foram escolhidas de forma aleatéritaralo-se os valores extremos
de plGy mantendo-se uma distribuicdo regular de tais vala® longo do
conjunto formado.

As validacdes estatisticas sdo necessarias para qdelo construido
possa ser considerado robusto e preditivo. Alématldacdo externa (conjunto
teste), também ¢é aplicada a validacdo interna arada leave-one-out
(LOOCV, deixe uma de fora), para se determinar merd 6timo de variaveis

latentes ou componentes PLS para a constru¢do delondIA-QSAR.
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Na validacdo cruzada, o conjunto treinamento @idie® em grupos e
varios modelos com o mesmo nimero de variaveisitetesdo construidos,
sempre deixando uma molécula de fora do modelo.akavel dependente
(atividade biolégica) €, entdo, prevista pelo modesnstruido para a molécula
gue ficou de fora e este processo é repetido atéteplas as moléculas do
conjunto treinamento tenham sido deixadas de fara wez, caracterizando o
leave-one-out.Dessa forma, é possivel ter uma ideia inicial dalepode
previsibilidade e robustez, e bons modelos deveraseptar valores dé>,5
(rZLOOCV) e fea> 0,8 (calibragéo), segundo a literatura espeeidiiz

Apos a definicdo do nimero 6timo de variaveis kaempela validacdo
cruzada, os modelos MIA-QSAR foram obtidos por nug#auma regressao por
minimos quadrados parciais (PLS) entre a matrideteritores e o bloco Y
referente as atividades biolégicas das estruturaBnigas do conjunto
treinamento, como ilustrado na Figura 21. O méteds, geralmente, produz
modelos mais parcimoniosos, com um nimero menémtdees e mantendo um
bom ajuste, sendo um dos mais utilizados em maigidd QSAR (MARTINS;
FERREIRA, 2013).

] 4.7959
765 765 765 765/ e
2 mol2 I 765 765 765 765 5.2147
g 765 765 765 765, | 5.9393
E ! 765 765 765 765 (5.3872
g I 765 765 75 765 4.5229
= 765 765 765 765, 5.2024
& 265 785 785 765 5.0088
765 765 765 765 sty
A . 5.7620

=} =
2 mol6 765 765 765 765, acee
g I 765 765 765 765 i
k 0 0 [ 0 48970
g Il mol7 |I i 2 2 ol ] 4.5017
&) I 0 0 [ o 6.3665
| mol8 | 765 765 765 765 5.7545

765 765 765 765, £,6550

Y

Regressio

Figura 21 Calibracdo do modelo MIA-QSAR por meio da regrespao
minimos quadrados parciais (PLS)
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Segundo Golbraikh e Tropsha (2002), a forma majarsede se atestar
o carater preditivo de modelos QSAR (que inclui &ado MIA-QSAR) é por
meio da aplicacdo da validagdo externa para unogesgie fest set Este tipo
de validacéo, ilustrada na Figura 22, utiliza o elodconstruido para prever a
atividade biolégica (plépreg das moléculas pertencentes ao conjunto teste, ou
seja, moléculas que nédo participaram da constrdganodelo. Como os valores
experimentais das atividades biologicas de taistoutds sdo conhecidos, é
possivel comparar os valores experimentais e pgegior meio de parametros
estatisticos similares aos da validacédo cruzadas Bwdelos devem apresentar
valores de%.s>0,5.

| Matriz X | | Eloco ¥ |
? mol2
g
F -g - P | Bloco ¥ | | Bloco ¥ |
= mol6
§||__mor w | |
=
mollg 8 &Is | Predito | | Experimental |
mo - | |

Validacsio Externa Modelo Calibrado

Figura 22 Validagéo externa test set

Uma limitacdo da validacdo cruzada é que ela néweée sozinha a
significAncia estatistica do poder de predicdamestdo para o modelo e, para
isso, é utilizada uma validagédo adicional denonang#idandomization.Nesse
tipo de validacéo, esquematizada na Figura 23pacobY, referente aos valores
das atividades biologicas experimentais g6, € randomizado, de forma que
cada plGeexpnN&0 mais corresponda a sua verdadeira amostrat{eatguimica
gue é responsavel pela atividade exercida), sestégpeocesso realizado com a
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finalidade de atestar que o modelo obtido ndo & dbracaso. Apés a regresséo
da matriz X com o bloco Y randomizado, esperam-atores de Fang
consideravelmente menores que 0s resultados olides o ey @ fim de

provar a relacdo existente entre uma estruturaicaiendeterminada atividade

bioldgica.
MatrizX | [ Bloco |

? mol2

£

ﬁ =

: -
& m |:> |:> Regressao
=

E, mol7

gl _molg |

| Modelo Calibrado I | Randomizacio |

Figura 23 Randomizacdo do bloco Y e sucessiva segrecom a matriz X
intacta via PLS. O processo é repetido algumas syepara
atestar a correlacdo do modelo obtido pela caléwacg

Outras validagbes adicionais podem ser aplicadasendipo de
metodologia, sendo sugeridos dois calculos simpléteis para esta finalidade.
O primeiro, proposto por Roy et al. (2010), refeeed determinacéo d,mou
coeficiente de correlacdo ao quadrado modificabtido conforme a Equacéao
4, que comprova que os resultados da validac@nexhdo somente exibem
boa correlagdo entre plg&xperimentais e preditos, mas que ambos apresentam
valores similares (MITRA; SAHA; ROY, 2010; OJHA &, 2011; ROY et al.,
2010, 2012),
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Pm=1r [1- @ -r?)*] 4

em que T e 12 correspondem aos valores do coeficiente de coérelap
quadrado entre os valores de fl@bservados e preditos para o conjunto teste
com e sem intercepto, respectivamente.

Ja o segundo, denomina‘hi%b, proposto por Mitra, Saha e Roy (2010), é
aplicado com a finalidade de validar orandomization. Este parametro
determina a diferenca estatistica entre os vatteds, (r*da calibraciod Pang
(r* da randomizacao) e é calculado de acordo com acBquh Sdo aceitaveis
valores de %, e Cr2p iguais ou superiores a 0,5 (MITRA; SAHA; ROY, 2010;
OJHA et al., 2011; ROY et al., 2010, 2012).

2 =1 (1% — rrand)” (5)

Ap0s a construcdo dos dois modelos, foram propastwos candidatos
a antirretrovirais com ambas as atividades sime#tarente, por meio da
estratégia de combinar as subestruturas mais akiveada série.

Tais compostos com suposta mdltipla atividadetérero virus HIV-1
passaram por estudos deckinge andlise dos paradmetros farmacocinéticos a
seguir, com a finalidade de atestar o desenvolvineas atividades biolégicas

sugeridas.
4.4Docking
Apls a busca pela estrutura cristalografica da eTRo complexo

glicoproteico gpl120 e gp4l (associadas a atividanteHIV) no Banco de
Dados de Proteinas (PDB), representadas pelososo@8i96T, 1GON e 20T5,
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respectivamente, foram realizados os estudos deranento molecular, ou
docking para as estruturas propostas. O programa MolegitoaViDocker®
(MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) foi utilizado pma prever a
conformacdo mais provavel de cada ligante no ottedas macromoléculas
selecionadas no PDB. A func&oore MolDock (Esor9 Utilizada na MVD® é

definida por

E‘scora = EInta-r - E‘Intfa (6)

em que . corresponde a energia de interacdo ligante-proteifg., € a

energia interna do ligante.

4.5 Parametros farmacocinéticos e biodisponibilidaal

A “regra dos cinco” de Lipinski, assim conheciddoffato de os valores
de fronteira serem 5, 500, 2*5 e 5, é aplicadaralidatos a farmacos com a
finalidade de avaliar o perfil farmacocinético distcompostos.

De acordo com esta regra, que estabelece pesoutanle&00, logP<
5, nimero de aceptores de ligacdo hidrogénig) @ 10 e nimero de doadores
de ligacdo hidrogénio fany) < 5, moléculas que violam mais de um desses
valores de referéncia podem apresentar probleméaciaeados a sua
biodisponibilidade por influenciar no comportamedéiomolécula no organismo
vivo (LIPINSKI et al., 1997).

Por meio do programa Molinspiration (MOLINSPIRATION
CHEMINFORMATICS, 1986), foram calculados e avaliadmarametros que
incluem a regra de Lipinski, juntamente com argeesicial polar da molécula,
denominado TPSA.
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A andlise computacional do perfil fisico-quimi¢armacocinético e de
seguran¢a (ADMET), que envolve a absor¢éo, a bisgéo, o metabolismo e a
excrecdo, foi realizada para as moléculas com piailttividade propostas no
estudo por meio do moéduloPercepta do programa ACDLabs
(PLATAFORMA..., 2013).

Introspeccbes similares foram obtidas utilizanglo-s programa
Hologram QSAR Technique, desenvolvido por Modd.g2808), de acesso por
meio da pégina www.pkdb.ifsc.usp.br. Esta base perna avaliacdo
computacional da absor¢éo intestinal humana, aidpodibilidade oral, a
penetracdo a barreira hematoencefélica e a solathédi de novos candidatos a

farmacos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia utilizada neste estudo foi a condtvuge dois modelos
MIA-QSAR, a partir da combinacdo de trés sérieesteuturas quimicas com
dados experimentais em pKTICs, em mol/LY) para atividades anti-HIV-1 e de
inibicdo da transcriptase reversa do HIV-1 (antkIR

Vale ressaltar que se entende por atividade ditidHa inibicdo da
atividade de uma ou mais enzimas (TR, IN ou PRjtefmas do envelope viral
gp41l e gpl20 ou correceptores (CCR5 e CXCR4) eiadvno processo de
infec¢cdo da célula alvo e replicacao do HIV-1 ngaoismo infectado.

Diante das trés séries de compostos disponiveimdelo 1 foi obtido
pela combinacéo das séries 1 e 3, num total de®Pastos com atividade anti-
HIV-1 e 0 modelo 2 se deu pela combinacdo dos dadssséries 2 e 3,
totalizando 78 compostos com atividade inibitoaaldR (anti-TR-1).

Contudo, o composto 1 (substituinte AZT) foi idéodido como um
outlier, provavelmente devido a complexidade da estrutarseu substituinte R
e, por este motivo, foi removido do conjunto deatadAssim, 89 compostos
com atividade anti-HIV-1 foram selecionados paratigipar do estudo e
divididos em conjunto treinamento (71 composto8%&io total de compostos
do grupo) destinado a calibracdo e a validacdoadajze conjunto teste,
formado por 18 estruturas, para o desenvolvimergovdlidacdo externa
obrigatéria para esse tipo de metodologia.

O conjunto de dados do modelo 2 ndo apreseotiliers e seus 78
compostos foram, entdo, divididos, dos quais 6&8nfiodestinados ao conjunto
treinamento e 15 compostos, ao conjunto teste.

ApGs a construcdo dos modelos 1 e 2, novos iméidfmram propostos
pela combinacdo de subestruturas dos compostosatas de cada uma das

séries 1 e 3, e 2 e 3, caracterizados como mutighor apresentarem por¢des
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anti-HIV-1 e anti-RT-1 que, de acordo com o estigdm atividades que ndo se

correlacionam, sendo, portanto, distintas.

5.1 Modelo 1: anti-HIV-1

A atividade anti-HIV-1, aqui descrita, foi testaglgerimentalmente em
ambito celular (frente as células MT4), tendo sitdservada estreita correlacéo
entre a regulacdo dos receptores de superficie €€B4oténcia da atividade
anti-HIV-1, para uma série de compostos macroci§MERMEIRE et al.,
2003).

Contudo, néo foi possivel definir o alvo enzimaii€®4, gp41 e gpl20,
TR, IN ou PR), visto que h& a possibilidade dei@@ib de um ou mais alvos
biolégicos, simultaneamente.

Uma vez que ndo houve correlagdo linear entrevalatie anti-HIV-1 e
anti-TR-1 aplicada neste estudo, os compostos ptopgela combinacdo de
subestruturas mais ativas de ambas as séries yatesentar um alvo diferente
da TR e, ja que as atividades anti-TR-1 sdo codhscpode-se dizer que tais
compostos tém, pelo menos, dois alvos distintos.

Como foi dito anteriormente, o método utilizado ecanstrucdo dos
modelos foi 0 MIA-QSAR (FREITAS; BROWN; MARTINS, B3), em que o0s
descritores binarios (0 e 765), derivados poels das imagens das estruturas
guimicas bidimensionais, foram correlacionados atmdos biol6gicos
correspondentes por meio de regressao por minioaayados parciais (PLS).

Nesse tipo de metodologia, as imagens das estsutguimicas do
conjunto de dados séo sobrepostas a partir davdesgdo de unpixel comum
a todas as estruturas da série e a porcdo vadavet substituintes respondem

pela varidncia no bloco Y referente as bioatividadenquanto as partes
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congruentes da série sdo utilizadas no alinham2bBto necessario para o
desdobramento da matriz X que sofrera a regressao.

Valores de ¥ e o foram utilizados na avaliacdo dos modelos, sendo
definidos como

1= [(E(ys— §YZ(yi- ¥)] (7

em que ycorresponde aos valores de pl@xperimentaisy; sdo os valores
estimados/preditos de pj§& [J corresponde aos valores médios desp&ao

considerados bons modelos QSAR valores?driperiores a 0,8 € gqcima de

0,5.

Embora o0 modelo 1 compreenda os compostos dals@te&vidade anti-
HIV-1 para determinadas células da linhagem MT#@os linfocitos T CD?%

e da série 3 (estruturas com atividade inibitogal® e atividade anti-HIV-1),
ndo existe correlagdo entre a poténcia anti-HIV-& @ibicdo da TR para
compostos da série 3, ou seja, o fato de determinathposto ser altamente
ativo (elevado plg) contra um dos alvos biolégicos nao significa,
necessariamente, que apresente eficacia simifgefe® segundo ou mais alvos.

Numa analise preliminar utilizando os pixels dasagens para a
aplicacdo a técnica PCA, o composto 1, o mais aléveua série, representado
no grafico como molécula 69, foi identificado comen outlier, por ter
apresentado um comportamento anémalo quando codmpaaas demais,
provavelmente devido a complexidade da estrutuisedesubstituinte R (AZT),
nao podendo fazer parte do modelo de calibragéo.

Foi construido um grafico (Grafico 1) decores da componente
principal 2 (CP2) eixo Wersuscomponente principal 1 (CP1) eixo X. A CP1 é
definida pela direcdo que descreve a maxima vaséshes dados originais e,
neste caso, explica 90, 95% do sistema. A segumdaanente principal (CP2)
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tem a direcdo de maxima variancia dos dados nospabe ortogonal a CP1,
aqui explicando 3, 57% do sistema.

e _ﬁ‘-ﬂ—-. . .
'?:53-5’; 3 B &
- }.frﬂ

1t wn 505 &

CPZ (3,57%4)

I [y e

-:I-'l 4 --1..2 -1 -'JIB -3Il':in -3I' -'.1'2 3
= 10
CP1 (90,95%%)

Gréafico 1 Grafico descoresda componente principal 2 (CP2) eixov¥rsus
componente principal 1 (CP1) eixo X

Apb6s sua remocado do conjunto de dados, o modetd dohstruido a
partir das 89 estruturas restantes nesta séried €bnjunto treinamento e 18 no
conjunto teste).

Como resultado, 0 modelo 1 apresentou tgmde 0,934 (erro quadrado
médio, RMSE, de 0,239), utilizando-se 9 variaveientes PLS, conforme o
Gréfico 2. A validacdo cruzad@ave-one-outresultou em um gde 0,678
(RMSE de 0,535), enquanto a validacdo externamatumie obrigatoria para
atestar a confiabilidade de modelos QSAR, apreesenztgte igual a 0,632
(RMSE de 0,489).
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Gréfico 2 Determinacdo do nimero 6timo de variavaeientes PLS para o
modelo 1

Além disso, foi desenvolvida uma validacdo adidiodanominada Y-
randomization baseada na randomiza¢éo do bloco Y (atividade$diaals) e
sua posterior regressao com a matriz X de desgsitgmantida intacta). Como
resultado para uma média de 10 repeticdes, foidobtf,..q de 0,646,
consideravelmente menor que o resultado obtido@&ea, conforme Tabela 3,
0 que prova que a relacdo existente entre umatwstrquimica e determinada

atividade bioldgica ndo é obra do acaso.

Tabela 3 Resultados estatisticos obtidos para oelbnogor meio da
utilizacao de 9 variaveis latentes PLS

Parametro  Calibracao LOOCV Conjunto teste  ravidomizatiofi
re 0,934 0,677 0,632 0,64610,05

RMSE 0,239 0,535 0,489 0,552+0,04

#média de 10 repeticdes
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Para garantir maior confiabilidade ao modelo MIAABSconstruido,
foram realizadas mais duas validagbes adicionafs; au ¥ modificadoe 0°r?,.
O P, obtido para o modelo 1 foi de 0,500, enquantér’p foi de 0,519,
considerados aceitaveis, conforme os valores dwérafia (MITRA; SAHA;
ROY, 2010; OJHA et al., 2011; ROY et al., 2010,201

Os bons resultados do modelo 1 (incluindo as wglies) confirmam

sua satisfatéria capacidade preditiva, represemaldaGrafico 3.
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Gréfico 3 plG, experimentais/ersusajustados/preditos da série de compostos
com atividade anti-HIV-1 (modelo 1).

5.2 Modelo 2: anti-TR-1

Abordagem semelhante a utilizada no desenvolvionéatmodelo 1 foi
aplicada as séries 2 e 3, na constru¢gdo do modeldados de atividade
inibitéria frente a enzima TR estdo disponiveisapambas as séries (2 e 3),

embora a série 3 apresente também dados sobvedadei anti-HIV-1.
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Assim, os novos candidatos a inibidores da TR adimional atividade
anti-HIV-1 podem ser propostos pela combinacaoutbestruturas dessas duas
diferentes classes. Uma vez que dados de variélecianbas as séries tenham
sido incluidos em um (nico modelo QSAR (modelcegjruturas mistas podem
ter suas atividades inibitérias da TR estimadas peldelo, bem como podem
ser validadas por estudosdiecking.

Partindo dos 78 compostos com bioatividade inilsté@la TR (63 no
conjunto treinamento e 15 no conjunto teste), oeatm@ foi construido por
meio de regressdo por minimos quadrados parcidiS) (R, utilizando 8
variaveis latentes (conforme Gréfico 4), foi obtidm satisfatério modelo de
calibracéo ¢= 0,910 e RMSE = 0,318).

RMSECWY

.
s

-:.-_- ‘H..Hq_.

HH-H._—"-\-__.__—I—I

M 1 v 1 M 1 M 1 M 1
Q z 4 -] k] 10

" de variaveis latentes
Gréfico 4 Nimero 6timo de variaveis latentes (Ph&p o modelo 2

A validacdo cruzadieave-one-outesultou em umgde 0,663 (RMSE
= 0,621) e a validacéo externa apresent@uigual a 0,667 (RMSE = 0,636).
Com a randomizacdo do bloco Y e sua regressdo comattiz X intacta, foi
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obtido, para uma média de 10 repeticbes, MmO 609 com RMSE= 0,663. Os

dados estatisticos das analises realizadas estimdus na Tabela 6.

Tabela 4Parametros estatisticos obtidos para o modelo MB®R 2

Parametro  Calibragéo LOOCV Conjunto teste  ravidomizatiofi
re 0,910 0,663 0,667 0,609+0,02

RMSE 0,318 0,621 0,636 0,663+0,03

#média de 10 repeticdes

Para o modelo 2 também foram realizadas as vakdag@icionais para
0 Piesie € Frang O P, que avalia o resultado obtido para’gyy foi satisfatorio
(0,570), igualmente a‘&uzp, usado para validar Gidna gue também se manteve
dentro do recomendado pela literatura (0,523) (MATBAHA; ROY, 2010;
OJHA et al., 2011; ROY et al., 2010, 2012).

O modelo 2, assim como o modelo 1, mostrou-sendtipredicdo de
novos compostos, tendo confirmada a sua satisdat@pacidade preditiva pelo
Grafico 5.
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Gréfico 5 plG, experimentaissersusajustados/preditos da série de compostos
com atividade inibitéria de TR (modelo 2)

5.3 Proposta de novos possiveis inibidores

E importante deixar claro que o fato de determir@moposto da série 3
(que apresenta valores de atividade biolégica HiMiL e anti-TR-1) ser
altamente ativo contra um dos alvos biolégicos (@R anti-HIV-1) nao
significa, necessariamente, que 0 mesmo apresetdadgi similar frente ao
segundo ou mais alvos, ou multipla eficacia.

Apés a construcao dos modelos MIA-QSAR 1 e 2, ospstos mais
ativos (maiores valores de bioatividade) de cada S&eram suas subestruturas
combinadas, de acordo com cada tipo de atividaslédita apresentada (anti-
HIV-1 e inibidores da TR) e, em seguida, seusspi@am preditos por seus
respectivos modelos.

Dessa forma, em relacdo ao modelo 1 (atividadéHdvtl), as

moléculas mais ativas das séries 1 e 3 (11, 1123 HEigura 24) foram
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combinadas por meio de suas subestruturas (panteenelho e preto), dando

origem a diferentes compostos com suposta atividatieHIV-1.

Molécula 11 Molécula 112 Molécula 113
MHo
AN
| P -
N 0, 0y, ~d
ug )
L =
NC
NH., NH
12 14 36
pICs0Eg. = 3,70 pICs0Exg. - 8,00 PICs0Eg. = 7,70

Figura 24Compostos biologicamente mais ativos das série8,1de acordo
com os valores de atividade experimental, que focambinados
(parte em vermelho de uma molécula com a parteamtetoutra)
para a proposta de novos inibidores com atividadieHiV-1

As combinacdes relevantes para este trabalho fasanealizadas pela
parte em vermelho da molécula 112, denominada &room a parte preta da
molécula 11, referente ao nimero 2 e, dessa faamaeguintes combinagfes
foram possiveis3-2 (molécula A)5-2 (molécula B) €-4 (molécula C).

J& em relagdo a proposta de novos inibidores tiwidaale inibitéria da
TR (referente ao modelo 2), foram utilizadas as écwlhs mais ativas
experimentalmente das séries 2 e 3 (34 e 113)pwuafFigura 25, utilizando-se

0 método de combinacgéo entre suas subestruturapimguor novos inibidores.
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Molécula 34 Molécula 113
HEE %ff'EHE HEE Hf,EIr
| = | o

D‘“\w: D:k.:
TI“N)J\NH T
0 0 |
o
NC
NH.,
HaC
7.8 9-10
PICz0Exg. - 8,70 PICspEsy. - 8,52

Figura 25 Compostos biologicamente mais ativosedRrpentalmente, das
séries 2 e 3, que foram combinados (parte em vlong¢ uma
molécula com a parte preta de outra) para a prapdstnovos
inibidores com atividade inibitéria da TR, confornmeodelo
MIA-QSAR 2

A combinacado das subestrutua8 deu origem ao composto D (Figura
26). Porém, ao combinar as subestrutidra6, foi obtida uma estrutura presente
no conjunto de dados (molécula 112) e, por estaoratal possibilidade foi
descartada.

Ao utilizar a técnica de combinar subestruturasaapostos altamente
ativos € importante que se mantenha o esqueleicobdsmum a todas as
estruturas. Assim, semelhante ao que foi descrito t@balhos anteriores
(ANTUNES; FREITAS; RITTNER, 2008; PINHEIRO et aR008; SILVA,
2013), foi observado sinergismo por meio do ustaecombinagdes, ou seja, 0
composto B originado a partir deste tipo de metmgial apresentou
bioatividade, calculada pelo modelo MIA-QSAR 1 gigre ao de seus

compostos de origem.
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Figura 26 Novos compostos com atividade anti-HIV-1 (A-C),hidor da
TR (D) e compostos propostos com dupla ou maiddatdes (E
e F). Os compostos A-D tiveram suas atividades dgiobs
preditas pelos modelos construidos de acordo comas su
respectivas atividades exercidas. Contudo, os @saldedocking
score(kcal mol') séo referentes apenas & enzima TR

Notavelmente, compostos que apresentam o grupixgldfsdo os mais
ativos (maiores valores de atividade biolégicayélde 3, revelando a influéncia
da ligacdo polar S=O sobre a atividade anti-HN\Efn associa¢édo, grupos nao
polares e volumosos no anel benzénico induzirantiyemeente o efeito das
interacBes hidrofébicas nas posicfes 3 e 5, nedlethos valores de atividades
biolégicas de tais compostos. Além disso, o sulisté amino (NH) pode atuar

tanto como receptor de ligacdes de hidrogénio quemtno doador de prétons,
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indicando ser o responsavel pela maior atividadeatoposto 11 da série 1,
exceto quando comparado ao composto 1, cuja hidade ndo pode ser
assegurada pelo modelo 1, por nao ter participadsud construcaamitlier
excluido do modelo).

O composto A também apresentou elevado valor @g piledito (7,72),
enquanto C ndo alcancou atividade consideravek{pl€,09). Isto revela que o
anel benzénico substituido desempenha importanfel pam termos de
bioatividade, ao contrario do fragmento de purimas séries congéneres de
atividade anti-HIV-1.

Apesar de nao ter sido observado efeito sinéngic@strutura D, vale
ressaltar a importancia de se manter o grupo $uibs 3,5-(CH), em vez do
atomo de bromo, apesar de sua preferéncia poradesv2-aminobenzonitrila.
Embora haja semelhanca entre os substituintesangetiromo, por exemplo, em
relacdo a hidrofobicidade de ambos, eles difergmifgiativamente em outros
aspectos que podem afetar a energia de ligacastddauea (enzima) que o0s
contém.

Além dos compostos A-D, foram propostas as esasthre F que, por
serem obtidas pela combinagéo da porcdo AZT (atiadanti-HIV-1 disponivel
no mercado para uso clinico) do composto 1 conmstgteras dos inibidores
mais ativos da TR (112 e 113), representados nardigy7, esperam-se, como

resultado, novos compostos com mdltipla atividadaratroviral.
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NH., NH
AT Molécula 112 Molécula 113

Figura 27 Estruturas quimicas do AZT e dos commo4dti? e 113 que, ao
serem combinadas, deram origem aos compostos Ecent
suposta multipla atividade antirretroviral

O grupo azido (B do composto AZT foi ligado ao anel benzénico
(carbono 2) da molécula 112, dando origem ao cotoffisla a ligacdo do AZT
(pelo mesmo grupo citado anteriormente) a molétlizagerou o composto F,
representado na Figura 26. Contudo, como o comgdofioe contém a por¢cao
AZT) ndo participou da calibracdo do modelo MIA-GFSAL por ter sido
identificado como unoutlier, ndo foi possivel calcular as atividadeslogicas
das estruturas propostas E e F pelos modelos ctostr

O desempenho dos compostos propostos (A-F) entieeg; atividades
biolégicas apresentadas foi avaliado por meio déicegdo de estudos de
ancoramento moleculad@cking, com a finalidade de se identificar a presenca

de dupla ou mais atividades em uma mesma estmuimsca.

5.4 Estudos deadocking ou ancoramento molecular

Foram obtidas, por meio do PDB, as estruturasatinas da TR e das

glicoproteinas gp120 e gp41, supostamente relatéena atividade anti-HIV-1
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(frente &s células MT4), representadas pelos régpeacddigos 3C6T, 1GON e
20T5.

A partir dai foram realizados estudos de ancorémerolecular para
avaliar o encaixe e o alinhamento das estruturggoptas A-F no interior dos
sitios ativos da TR, gpl20 e gp4l, por meio do pamg Molegro Virtual
Docker® (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006), sendo as epbsicdes
baseadas no composto AZT disponivel comercialmenteo um inibidor da
HIV-TR 1.

Teoricamente, a por¢do AZT do composto 1 (que perticipou da
construcdo dos modelos MIA-QSAR) pode ser combiraslastruturas dos
inibidores mais ativos da TR (112 e 113), como ritesanteriormente, dando
origem a potentes compostos (E e F) que deverialuiriros tipos de atividade
biolégica que Ihes deram origem (anti-HIV-1 e itdbia da TR) e, com isso, as
energias correspondentes a ligacdo desses compéstesF) no interior da
enzima TR e das glicoproteinas gpl120 e gp4l (rfesen atividade anti-HIV-
1) poderiam ser calculadas utilizando-se abordades®eadas na interacéo
ligante-receptor.

Assim, o AZT foi combinado aos compostos 112 e (idibidores da
TR mais ativos da série). Porém, ao se realizastgdos delockingpara os
compostos obtidos por esta combinagéo (E e F)ddeads superficiais sitios de
ligacdo da gpl20 e gp4l, ndo foram possiveis aigd@wdo encaixe e o
alinhamento dos ligantes devido aos altos graushdedade das estruturas no
interior dos sitios ativos, dificultando a precisados resultados e
comprometendo sua confiabilidade.

O ancoramento de alguns compostos com dadosvitiad# anti-HIV-1
experimentais (série 1 e 3) no interior das gpl18p4l resultou em energias de
ligacdo (k.9 que ndo se correlacionam com os valores de @speativas

bioatividades experimentais, devendo ser descamatl analise do estudo.
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Diferente do que foi relatado em estudos anteri@@&RMANICH; NUNES;
FREITAS, 2012), neste caso a referida atividadéHihM-1 deve ser descrita
por mecanismos mais complexos envolvendo, provaghkn a inibicdo de mais
de um alvo enzimético e a presenca de cofatores.

Diante da impossibilidade do ancoramento das ml@égropostas no
interior das gp120 e gp4l para avaliar a atividadé-HIV-1, os dados de
docking scoreapresentados na Figura 26 para os compostos Aefengse a
interacdo de tais compostos apenas com a enzimap®R, todos eles
apresentam, em sua estrutura quimica, por¢deshidoires desta enzima.

Os dados obtidos pettockingcorrelacionam-se razoavelmente berh (R
= 0,684, Grafico 6) com os valores de atividadeeerpental dos compostos
selecionados para comparacdo (34, 72, 87, 112 g apdsar dos valores
residuais relativamente elevados para 87 e 112.o0Cordocking pode ser
utilizado para avaliar as predicdes feitas por nugometodologias QSAR e
valores de coeficiente de correlacdo ao quadrafjoafima de 0,5 serem
geralmente considerados aceitaveis em validacGste ¢ipo de metodologia,
tais abordagens podem ser utilizadas para gerapreemsdes confiaveis a
respeito da inibicdo da TR gerada pelos compostmoptos (A-D).
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Gréfico 6 Correlagdo entre valores de pkXxperimentais dos inibidores da TR
selecionados e os valoresaiecking scores

Docking score (kcal mol™

O resultado dalockingcorrespondente ao composto D foi similar ao do
melhor inibidor experimental da TR (composto 34, bdla 2).
Surpreendentemente, o composto B, que se mostropromissor candidato
anti-HIV-1 (de acordo com o modelo 1), também sestnooi um promissor
inibidor da TR condocking scorale -129,7 kcal mal

Além disso, como mostrado na Figura 28, o comp@st@presentou
ligacdo de hidrogénio com os residuos de aminoadigie-101, Lys-103 e Tyr-
318 e interagiu com Tyr-188 através de ligacaamiori-stacking
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Figura 28 Composto B ancorado no sitio ativo damaZlR

O composto A, embora tenha apresentado afinidadeadR (J = -
131,13 kcal mal) ao estabelecer interacdes de hidrogénio com iduegle
aminoacido Lys-101 e-stackingcom Tyr-188, mostrou-se com potencial de
atividade anti-HIV-1 inferior aos seus compostosodigem, ao contrario do

apresentado pelo composto B.
5.5 Anadlises dos parametros farmacocinéticos
Os compostos propostos A e B (Figura 26) se mesirgromissores

agentes antirretrovirais e, embora pertencam acelmdd (atividade anti-HIV-

1), apresentam em suas estruturas quimicas pargdesatividade experimental
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inibitéria da TR (derivadas dos compostos 112 ¢,ld@&lendo, portanto, atuar
em mais de um alvo biolégico.

Para ser considerado um bom farmaco sdo necessa@iliém de
consideravel poténcia, boa absorcédo e perfil faocinético adequado. Os
compostos mais ativos 1, 34, 112 e 113, além dusoptos A-F, tiveram suas
capacidades de absorcao avaliadas por meio doougsmgrama Molinspiration
(MOLINSPIRATION CHEMINFORMATICS, 1986), que se bésena
aplicacdo da regra dos cinco de Lipinski e dadoSR{eA (provavel habilidade
de absorcao) para avaliar e predizer a biodisgatddie de novos candidatos a
farmacos.

Os resultados estdo descritos na Tabela 5, naégpaésivel perceber
gue 0s compostos propostos A-C apresentaram ptdapkes melhoradas,
guando comparados ao composto 1 (mais ativo d& sérii-HIV-1). Os
compostos A e B nao violaram nenhuma das cincorigdgudes envolvidas na
regra de Lipinski, sendo considerados candidatosmigsores, quando
comparados aos compostos com melhores atividagesimentais (112 e 113).
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Tabela 5 Calculo dos parametros da regra dos ailechipinski e TPSA
para avaliacdo de alguns dos compostos com valleregividades
experimentais e para 0s compostos propostos (A-F)

Composto  LogP TPSA MW noN noENH ~ Violagdes Volume
1 -5,223 2705 3445 19 7 3 4482
34 3,529 719 336.8 3 1 0 266.8

112 2,747 839 2864 4 2 0 2481
113 3,107 839 3512 4 2 0 2495
A 1,767 1133 3114 7 1 0 263.7
B 2,128 113.3 3762 7 0 265.0
C -0.447 161.8 2903 g 6 1 2293
D 3.66 71.9 3812 3 1 0 271.2
E 2,053 196.2 539.6 13 4 2 449 8
F 2414 196.2 604.4 13 4 2 4511

Além disso, tais compostos (1, 34, 112, 113, Afdram submetidos a
avaliacdo computacional ADME (absor¢do, distribojcdmetabolismo e
excrecao), que utiliza como parametro a regra ow® @e Lipinski (LIPINSKI
et al., 1997) em conjunto com propriedades farmiaéticas obtidas por meio
do programa Hologram QSAR Technique (MODA et d@10%). De acordo com
os dados da Tabela 6, os compostos propostos Aflosgaram melhores na

maioria das propriedades analisadas, tendendonaaseibem absorvidos.
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Tabela 6 Pardmetros farmacocinéticos computaciopaia 0s compostos
com atividades experimentais e para os composimsoptos (A

_F)
Composto  HIA (%)  F (%) PPB (%) BBB (logBB) Solubilidade (logS)°

1 8333 - 4745 2.66 321
34 93.35 - 94,50 0,77 5,73
112 94,30 85.98 86.97 044 3,85
113 9527 85.93 83.43 0,27 3,92
A 94,68 - 65,66 1,15 2,54
95.66 - 62,12 -0.98 -2,60

C 100.00 97.88 77,66 -0.82 2,58
D 100.00 80,36 83,67 -0.78 535
E 78.17 66,41 100,00 -1,78 547
F 79.36 67.81 100.00 -1.67 5,53

E esperado que D comporte-se de forma muito semelhaos
inibidores da TR experimentalmente disponiveis (342 e 113), uma vez que
seus dados farmacocinéticos e da regra dos cinddpdeski foram bastante
consistentes. Contudo, € importante ressaltar quea® apresentou efeito
sinérgico em relacdo a atividade predita anti-TR,seja, ndo apresentou
atividade biolégica superior a de seus compostasigem (34 e 113).

Em relagéo ao perfil fisico-quimico, farmacocinétiecde seguranca dos
compostos propostos, foi realizada analise comjmralc utilizando-se a
Plataforma ACD/Perceptgd PLATAFORMA..., 2013). Dentre 0s compostos
analisados (A-F), B se destacou ao apresentar lesntados fisico-quimicos,
mostrando ser um composto com boa solubilidadesengo viola nenhum dos
parametros referentes a regra dos cinco de Lipiaskim como 0os compostos A
eD.
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Sobre os par@metros farmacocinéticos de absorca&iribuicao,
metabolismo e excre¢do por transporte passivo, mpesto B mostrou-se
altamente permeavel a membrana das células irgsstPaco-2 e altamente
absorvido pelo intestino humano (100% para HIApeékmeabilidade intestinal
de candidatos a farmacos, juntamente com a salab#i, afeta sua
biodisponibilidade oral. Compostos com HIA>70%, coéno caso do composto
B, sdo considerados bem absorvidos quando admathistivia oral.

Com relacdo ao perfil de seguranca, B ndo se campacomo
substrato da glicoproteina P (Pgp), que é a redpehgelo transporte de
compostos a uma grande variedade de células, ssstdodado clinicamente
relevante. Candidatos a farmacos que sao substatasibidores da Pgp séo
considerados indesejaveis, devendo ser excluidofadas iniciais da concepcédo
de novos medicamentos.

Além disso, B nao € inibidor de quatro das cincziraas envolvidas no
metabolismo de farmacos CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 eP8M, sendo
indefinido para CYP2C19. Tais andlises colaboram padeteccdo precoce de
compostos que poderdo apresentar problemas mebobu interacdes
medicamentosas relacionadas ao metabolismo dosare$ambém se mostrou
indefinido para o teste de genotoxicidade Amesglizatio para avaliar o
potencial mutagénico de candidatos a farmacos eimbmor do canal de
potassio hERG, que atesta a seguranca do mesmelagda a uma possivel
cardiotoxicidade.
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6 CONCLUSAO

A combinacdo de subestruturas de inibidores dasdrgptase reversa
(anti-TR-1) e compostos com atividade anti-HIV-gnfsqualquer relacdo com
os dados inibitérios da TR) proporcionou, como ltago, compostos com altas
atividades preditas e bons parametros farmacoco®ttalculados, podendo
atuar como multiplos alvos frente ao virus HIV-1.

A presenca do grupo sulfonila (§@ do anel benzénico dissubstituido
(3-Br e 5-CH) desempenhou importante papel em relacdo a hiedi® dos
COMpOStos propostos.

Dentre eles, 0 composto B mostrou-se promissor pagaercicio da
multipla atividade proposta neste estudo, com dastgara o efeito sinérgico
observado para a atividade anti-HIV-1 e bons redok frente a transcriptase
reversa viral, confirmados por estudosiddekingque identificaram a ocorréncia
de ligacdo de hidrogéniorestackingcom residuos especificos de aminoacidos.

Além disso, ao realizar analises referentes aal gésito-quimico e
farmacocinético dos compostos propostos (A-F), Bestacou em relagéo a sua
biodisponibilidade oral e seguranca, apresentands besultados em relagéo a
possiveis cardio e genotoxicidade.

Este estudo serve de suporte para o desenvolvimdatanovos
compostos derivados de B, Uteis e, até mesmo, matentes como

antirretrovirais com duplo ou mais alvos.
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