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RESUMO

SOUZA, Thais Cristina Silva de. Estudos quantitativos multidimensionais de
correlacdo estrutura-atividade de inibidores peptidicos da HIV-1 protease.
2009. 100 p. Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) — Universidade federal de
Lavras, Lavras, MG.'

A AIDS ¢ uma doenca provocada por um virus especifico, que afeta o
sistema de defesa imunologico. HIV-1 protease ¢ um homodimero, que
desempenha o papel de “tesoura molecular” ao clivar diversas poliproteinas ndo
funcionais em proteinas menores e¢ funcionais, de forma a produzir proteinas
maduras. Segundo o tltimo informativo da The Joint United Nations Programme
on HIV/AIDS - UNAIDS (2009), estima-se que vivem com HIV/AIDS
34.000.000 de pessoas em todo o mundo. Estudos quantitativos de relagdo
estrutura-atividade em 5D e 6D (QSAR-5D e 6D), de 46 inibidores peptidicos
com grupamento diol vicinal central da HIV-1 protease, foram realizados usando
QSAR-5D (RAPTOR, Receptor as Poly Tier Object Representation) ¢ QSAR-
6D (QUASAR, The quase-atomistic receptor modeling). Doze compostos, que
nao fizeram parte dos calculos na etapa de geragdo dos modelos, foram usados
para validar os métodos QSAR-5D e 6D. Os modelos de QSAR-5D e 6D foram
gerados apenas utilizando a metodologia dos minimos quadrados parciais. O
melhor modelo do método QSAR-5D gerou valores de R Freinamento € R Teste iguais
a 0,944 ¢ 0,793, respectivamente. O melhor modelo do método QSAR-6D gerou
valores de R’7reinamento € R Teste iguais a 0,001 e 0,-0,040, respectivamente. Os
métodos servirdo, portanto, para mapear os sitios de interagdo da série de
compostos em estudo e propor modificagdes estruturais com o objetivo de torna-
los mais potentes e, conseqiientemente, melhores inibidores da HIV-1 protease.

1 Orientadora: Profa. Elaine Fontes Ferreira da Cunha - UFLA

vii



ABSTRACT

SOUZA, Thais Cristina Silva de. Quantitative studies of correlation structure
activity of peptides inhibiters of the HIV-1 protease. 2009. 100 p.
Dissertation (Master in Agrochemistry) — Federal University os Lavras, Lavras,
MG.’

AIDS is a disease provoked by a specific virus, which affects the
immunologic defense system. HIV-1 protease is a homodimer, which plays the
role of “molecular scissors” in cleaving several non-functional polyproteins into
smaller and functional proteins in order to generate mature proteins. According
to The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS - UNAIDS (2009), latest
informative, it is estimated that 34,000,000 persons live with HIV/AIDS all over
the world. Quantitative studies of structure-activity relationship on 5D and 6D
(QSAR-5D and 6D) of 46 peptide inhibitors with central vicinal diol grouping of
HIV-1 protease, were performed by using QSAR-5D (RAPTOR, Receptor as
Poly Tier Object Representation) and QSAR-6D (QUASAR, The quase-atomistic
receptor modeling). Twelve compounds, which did not make part of the
calculations at the step of generating the models, were used to validate the
QSAR-5D and 6D methods. The QSAR-5D and 6D models were generated only
by utilizing the partial least square methodology. The best model of the QSAR-
5D method generated values of RzTrammg and Ry equal to 0.944 and 0.793,
respectively. The best model of the QSAR-6D method generated values of e
R2Traimng and Ry equal to 0.001 and 0.-0,040, respectively. Then, the methods
will be useful to map the interaction sites of compounds under study and
propose structural modifications with the objective of making them more potent
and, consequently, better HIV-1 protease inhibitors.

2 Adviser: Profa. Elaine Fontes Ferreira da Cunha - UFLA
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1 INTRODUCAO

A quimica medicinal, quimica biomedicinal ou quimica bioldgica,
compreende a sintese ou isolamento de compostos com atividade bioldgica, a
elucidagdo ou confirmacao da estrutura, a caracterizacao das propriedades fisico-
quimicas, a determinag¢do da atividade biologica, a exploragdo desta atividade ao
nivel molecular ¢ o estudo das relagdes entre estrutura quimica e atividade
biologica.

Um projeto de Quimica Medicinal compreende as etapas de descoberta,
otimizac¢do ¢ desenvolvimento do protdtipo. Entende-se por descoberta a etapa
destinada a eleicdo do alvo terapéutico, util para o tratamento de uma
determinada fisiopatologia, a aplicacdo de estratégias de planejamento molecular
para desenho de ligantes do alvo selecionado; a etapa de otimizagdo compreende
o melhoramento da estrutura do prototipo, através de modificagdes planejadas
com auxilio de técnicas definidas — que podem identificar os diferentes niveis de
contribui¢do farmacoférica, fornecer informacdes sobre a conformagédo bioativa
e antecipar o indice de reconhecimento molecular pelo alvo selecionado; e por
fim a etapa de desenvolvimento do prototipo objetiva a otimizagdo de suas
propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade e
farmacéuticas (solubilidade, odor, sabor), de modo a viabilizar seu uso clinico,
através da preparacdo eventual de pro-farmacos, complexos de inclusdo,
microemulsoes, formulacdes de liberagdo lenta, entre outras.

Dessa forma, as pesquisas na area de quimica medicinal computacional
tém como objetivo desenvolver novos farmacos no combate a doengas como o
HIV, tuberculose, Alzheimer, entre outras. Esta area de pesquisa ¢ de grande
importancia a sociedade e ao mercado, devido a uma economia de tempo e

dinheiro investido na produgao e introdugdo de um novo farmaco no mercado.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aids (HIV)
2.1.1 Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

Especula-se que entre as décadas de 20 e 30, o virus da
imunodeficiéncia simia (SIV, do inglés, Simian Immunodeficiency Virus),
responsavel pela destruicdo das células do sistema imunologico de macacos,
tenha saltado a barreira das espécies e infectado seres humanos, quando um
cagador no oeste da Africa Central foi mordido, manuseou ou ingeriu carne de
uma subespécie de chimpanzé africano infectado pelo SIV (Hahn et al., 2000).

O virus foi isolado no final de 1983, por um grupo de pesquisadores
liderados por Luc Montaigner, do Instituto Pasteur de Paris, Franga, que o
denominou associado a linfoadenopatia (lymphadenopaty associated virus —
LAYV). Simultaneamente, o grupo de Robert Gallo, trabalhando no Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), dos Estados Unidos, relatou o
isolamento de um novo virus linfotropico de célula T humano (human T-
lymphotropic virus — HTLV), denominando-o HTLV do tipo III, pois
acreditavam que um HTLV poderia ser o agente etiolégico da AIDS.
Posteriormente, ficou comprovado que os virus descritos eram os mesmos. Em
1984, ocorreu o primeiro isolamento do virus em individuos assintomaticos,
indicando o estado de portador, sendo este denominado de retrovirus associado a
AIDS (Cunningham et al., 1996; Levy, 1996), e a partir dai foram desenvolvidos
testes para deteccdo de anticorpos no soro de pessoas infectadas, sendo langados
no mercado em 1985 (Ferreira, 1996). Devido a confusdo causada pelas varias
terminologias para um mesmo agente, em 1986, o International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) recomendou o uso da denominacdo virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV) para esse novo agente.



A pandemia causada pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA ou AIDS) atinge populagdes em todas as regides do globo. Desde o inicio
da epidemia, mais de 60 milhdes de pessoas ja foram infectadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana, o HIV (World Health Organization — WHO, 2009).
Segundo o ultimo informativo da UNAIDS em 2008, estima-se que vivem com
HIV/AIDS 34.000.000 de pessoas em todo o mundo (FIGURA 1), sendo
23.600.000 somente na Africa Subsaariana. No ano de 2007, registraram cerca
de 2.000.000 de novos casos de HIV, entre estes estima-se que 370.000 sdo
criangas com menos de 15 anos (The Joint United Nations Programme on

HIV/AIDS — UNAIDS, 2009).
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FIGURA 1 Visdo global da infec¢@o por HIV, no ano de 2007, segundo o ultimo
informe da epidemia mundial de HIV em 2008, publicado pela
ONUSIDA.



Na América Latina (Figura 2 e Tabela 1) os dados mostram que 1.700.000
pessoas entre adultos e criangas vivem com HIV/AIDS, e em 2007 o numero de
novos casos foi de 140.000. Um total de novas infecgdes no mundo em 2007 foi
estimado em mais 3.000.000 novos casos e que 2.000.000 de pessoas morreram
devido a AIDS. E ja ¢ possivel estimar que 50% dos adultos infectados sdo

mulheres (UNAIDS, 2009).
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FIGURA 2 Visdao da America Latina da infeccdo por HIV, no ano de 2007,
segundo o ultimo informe da epidemia mundial de HIV em 2008,
publicado pela ONUSIDA.



TABELA 1 Dados estimados sobre os casos de HIV no mundo e no Brasil.

Numero Estimado de Pessoas que Viviam com HIV entre 2001 e 2007

Adultos e Criancas - 2007 Adultos e Criancas - 2001 Adultos Maiores de 15 anos - 2007
Pais Estimativa Estimativa Baixa Estimativa Estimativa Alta Estimativa iTtt;r;]atlva (Baixa -
Mundial 33000000 30000000-36000000 29500000 27000000-33700000 30800000 28200000-34000000
Brasil 730000 600000-890000 660000 520000-810000 710000 580000-870000

Nuamero Estimado de Pessoas que viviam com HIV

Adultos Maiores de 15 % de Prevaléncia em % de Prevaléncia em
Adultos (15-49 anos) Adultos (15-49 anos) Mulheres Maiores de 15 anos — 2007

anos - 2001
2001 2007
. - . Estimativa ; . Estimativa . . Estimativa . . . . .
Pais Estimativa (Baixa-Alta) Estimativa (Baixa-Alta) Estimativa (Baixa-Alta) Estimativa Estimativa (Baixa-Alta)
Brasil 640000 %gggg 0,6 0,5-0,8 0,6 05,-0,8 240000 200000-310000

Fonte: Conjunto de las Naciones Unidas sobre el HIV/SIDA - ONUSIDA (2009).



A AIDS ¢é uma doenga provocada por um virus especifico, que afeta o
sistema de defesa imunoldgico. Por causa de falhas no sistema de defesa do
organismo humano, microorganismos geralmente ndo patogénicos em condigdes
normais podem invadir e se proliferar no sangue e nos tecidos, provocando
doencas. Por este motivo, esses microorganismos sdo denominados de
“oportunistas”. De forma similar, células cancerosas podem se multiplicar e
gerar tumores (Pearl & Taylor, 1987).

O HIV ja foi identificado em diversos orgdos, tecidos e fluidos humanos
(e.g., sangue, saliva, lagrima, fluido cérebro- espinhal, tecido cerebral, urina,
sémen, leite materno, liquido amnidtico e secregdes vaginais) (Fiocruz), mas,
felizmente, é um virus extremamente labil no meio externo, sendo facilmente
inativado por agentes fisicos (e.g., calor) e quimicos (e.g., hipoclorito de sddio e
glutaraldeido). Em condi¢des experimentais controladas, particulas virais
intracelulares podem sobreviver no meio externo por até um dia, enquanto que
particulas virais livres podem sobreviver por até 15 dias em temperatura
ambiente ou por até 11 dias a 37°C (Universidade Estadual Paulista - UNESP,
2009).

2.1.2 Virus

A palavra virus vem do latim virus, que se refere a venenos. Atualmente,
a palavra ¢é utilizada para descrever os virus bioldgicos, além de designar,
metaforicamente, qualquer coisa que se reproduza de forma parasitaria. Virus
sdo parasitas obrigatérios do interior celular, podendo infectar qualquer
organismo bioldgico, e isso significa que eles somente podem se reproduzir pela
invasdo e possessdo do controle da maquinaria de auto-reproducdo celular. O
termo virus refere-se, geralmente, as particulas que infectam eucariontes

(organismos multicelulares e muitos organismos unicelulares), enquanto que o



termo bacteriéfago ou fago ¢ utilizado para descrever aqueles que infectam
procariontes (bactérias e assemelhados) (Voet & Voet, 1995).

Os virus apresentam uma grande variedade de forma e de tamanho. O
diametro dos principais virus oscila de 15-300 nm. O virus da variola é o maior
virus humano que se conhece (300x250x100 nm), enquanto que o da
poliomielite € o menor virus humano (20 nm de didmetro) (Fundagdo Oswaldo
Cruz - FIOCRUZ, 2009).

Virus de diferentes familias apresentam diferentes morfologias que
podem ser prontamente distinguidas pelo microscopio eletronico. Esta relagao ¢
util para o diagnostico de doengas virais e, especialmente para reconhecer novos
virus responsaveis por infecgdes. Alguns virus tém formas parecidas, dai ser
importante o uso de imunomicroscopia eletrdnica. Um virion pode se apresentar
sob varios formatos: esférico (influenzavirus), de ladrilho (poxvirus), de bastio
(virus do mosaico do tabaco) e de projétil (virus da raiva) (FIOCRUZ, 2009).

No ambiente extracelular, o virus é denominado virion, viron ou virido,
designando uma tnica particula submicroscopica viral na forma encapsulada.
Esta apresenta, para cada tipo de virus, algumas caracteristicas especiais, entre
elas diferentes tamanhos e formas. A estrutura de um grande numero de virus foi
elucidada utilizando microscopia eletronica (Briggs et al., 2006). Os virus nao
possuem uma organizacdo tdo complexa quanto a das células, possuindo, de
fato, uma estrutura simples. Eles consistem basicamente de acido nucléico, acido
desoxiribonucleico (DNA) ou &cido ribonucleico (RNA), envolvido por uma
capa protéica (capsideo) e, em alguns casos, de uma membrana lipoprotéica
(envelope). Os principais constituintes sdo o nucleocapsideo, o tegumento e o

envelope viral representados, esquematicamente, na Figura 3.
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FIGURA 3 Estrutura esquematica do  virus

do HIV. Fonte:

http://teusmapress.evonblogs.com.br/virus-e-suas-funcoes/ -
http://www.geocities.com/mpennafort/hiv_ciclo.html

Nucleocapsideo (Figura 3): A maior parte dos virus tem o seu genoma

protegido por uma capa protéica, chamada de capsideo. O agrupamento das

proteinas virais dd4 ao capsideo uma geometria caracteristica, normalmente

icosaédrica ou helicoidal. O genoma (4cido nucléico), em conjunto com o

capsideo, constitui o nucleocapsideo. Devido a limitagdes no tamanho do

genoma viral, os virus ndo podem codificar uma grande diversidade de

proteinas. Assim, o capsideo viral é formado de subunidades idénticas,

denominadas protdmeros, que se agrupam formando subunidades maiores, os



capsomeros. Assim, um capsideo pode ser composto de centenas de capsémeros,
mas ainda baseada em um simples modelo icosaédrico (Dimitrov, 2004; Cunha,
2006).

Tegumento (Figura 3): O conjunto de proteinas ndo glicosiladas,
localizadas entre o envelope e o capsideo, ¢ denominado de tegumento e tem
como finalidade sinalizar a montagem de alguns virus e conferir maior rigidez a
estrutura (Dimitrov, 2004; Cunha, 2006).

Envelope viral: Muitos virus possuem estruturas de membrana
complexas envolvendo o nucleocapsideo. O envelope viral consiste em uma
bicamada lipidica com proteinas, em geral glicoproteinas, embebidas nesta. A
membrana lipidica provém da célula hospedeira, muito embora as proteinas
sejam codificadas exclusivamente pelo virus (Dimitrov, 2004; Cunha, 2006).

Virus que possuem DNA como material genético podem empregar
diretamente a maquinaria celular para transcrigdo de seus genes, sua replicagdo e
reparo de seu DNA. Isso permite a alguns virus ter um genoma grande como os
herpesvirus, que evoluiram de forma a produzir alguns genes proprios (e.g., para
sintese de nucleotideos e polimerases proprias), ficando mais independentes do
metabolismo celular. Por outro lado, os virus de RNA devem dispor de enzimas
proprias para serem processados, como por exemplo, enzimas de replicagio tais

como RNA replicases e transcriptases reversas.

2.1.3 O Virus HIV

O HIV tem como material genético o RNA, e ¢ classificado como
retrovirus, ndo podendo ser inserido nos cromossomos da célula do hospedeiro
constituidos por DNA. Para isso, este virus possui uma enzima especifica, a
transcriptase reversa (TR), que permite a transcricdo reversa do RNA viral em

DNA viral. Esta enzima, também conhecida como "DNA-polimerase-RNA-



dirigida" foi descoberta por Howard Temin e David Baltimore em 1970
(Weatherall, 2001; Cunha, 2006).

O HIV pertence a familia Retroviridae, ao género Lentivirinae, que
caracteriza os virus de sintomatologia lenta no hospedeiro (Hu et al., 1996;
Soares, 2003). Os lentivirus sdo considerados retrovirus complexos, uma vez
que além dos genes gag, pol e env (presentes em todos os retrovirus), possuem
uma série de genes que codificam proteinas acessorias ou regulatorias (Soares,
2003). As principais fungdes exercidas por estes genes incluem o controle da
transcri¢do, o processamento do RNA, a montagem do virus e a regulacdo da
expressdo génica viral, entre outras. O gene gag codifica proteinas do
nucleocapsideo (pl7, p24, p7 e pb); o gene pol codifica as enzimas protease
(p10), a RT (p160 e p51) e integrase (p32); e o gene env codifica as proteinas do
envelope (gp120 e gp41) (White & Fenner, 1994).

Na Figura 4 sdo apresentadas as proteinas virais associadas & maturagao
do virus do HIV. Todos os lentivirus sdo envelopados por uma bicamada lipidica
(amarela, Figura 5) que é derivada da membrana da célula do hospedeiro
(Summers & Turner, 1999).

Genes adicionais (tat, ver, vif, vpu, nef, vpr) codificam proteinas
acessorias e regulatorias do virus (Tabela 2). As proteinas acessorias sdo
necessarias em diferentes passos da maturagdo da particula viral, afetando a
infecciosidade, a replicagdo e a montagem do virus. As proteinas regulatorias
sdo responsaveis por regular diferentes estagios da replicagdo viral (Vaishnav &
Wong-Staal, 1991).

O esquema da estrutura "classica" de um genoma retroviral ¢ 5'-LTR-
gag-pol-env-LTR-3". As regides LTR ("terminal repetido longo") representam as
duas extremidades do genoma viral que estfo ligadas ao DNA celular da célula

hospedeira apds integragdo e que ndo codificam nenhuma proteina viral.
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TABELA 2 Resumo das fungdes das proteinas codificadas pelos nove genes do

HIV.
Gene Proteinas Codificadas e/ou Funcio das Proteinas
(K'er?lgit al Proteina Estrutural que forma a camada ao redor do RNA viral
) 2006) ? (nucleocapsidio).
Env
(Kjems et al., Glicoproteinas da camada externa (envelope) do virion.
2006)
Pol
(Kjems et al., Enzimas: transcriptase reversa, protease, integrase
2006)
Tat Estimula a transcricdo do DNA proviral do HIV em RNA,

promove a elongagdo do RNA, estimula o transporte do RNA do
HIV do nucleo para o citoplasma e é essencial para a tradugio.
Possui as fungdes do gene Tat.e ¢ também um fator nuclear de

(Wei et al., 1998)

Ver exportagdo importante na troca da expressdo precoce das proteinas

(Weietal., 1998) reguladoras pelas proteinas estruturais que sdo sintetizadas mais
tardiamente.

Vpr Parece ser essencial para a replicagdo viral em células como os

(Miller et al., p

1997) macréfagos

Nef Pode induzir a sub-regulacdo dos CD4 e das moléculas HLA de

(Aiken et al., classe I e II a partir da superficie das células infectadas com VIH-

1994; Collins et 1, também interferir com a ativagdo das células T por ligacdo a
al., 1998; Peter,  varias proteinas que estdo envolvidas nas vias intracelulares de

1998) transdugdo de sinal

(Mari;;l;et al Importante para os mecanismos intracelulares de transporte dos
2003) ’ componentes virais
Vpu Importante para o processo de formagdo de vesiculas, e é também

envolvida quando os complexos CD4-gpl160 sdo degradados no

(Bour etal., 1995) reticulo endoplasmatico
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CA (Neterm)
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IN (N-term)

FIGURA 4 Desenho do virion do HIV maduro circundado pela representagao
em fitas das proteinas virais e dos fragmentos de proteina
caracterizados estruturalmente. As estruturas das proteinas foram
representadas na mesma escala. Onde, SU= glicoproteinas de
superficie, TM=proteinas da transmembrana, MA=matriz protéica,
CA= proteina do capsidio, NC= proteina do nucleocapsidio,
PR=protease, RT=transcriptase reversa, IN=integrase,
Nef=proteinas acessorias.

Adaptado de Summers & Turner (1999).
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Até o momento sdo conhecidos dois tipos antigénicos (variaveis) do
HIV, o tipo 1 (HIV-1) e o tipo 2 (HIV-2), que apresentam de 40 a 45% de
homologia entre suas estruturas primarias, onde 39 dos 99 aminoacidos sdo
idénticos ao serem alinhados (Gustchina & Weber, 1991; Priestle et al., 1995).
Ambos os tipos estdo presentes em amostras de pacientes com AIDS, sendo que
o tipo 1, em comparacdao com o tipo 2, é mais virulento, mais disseminado pelo

mundo, apresenta maior taxa de mutagdo e maior variedade genética (subtipos).

2.1.4 Ciclo viral

Antes do processo de replicagdo propriamente dito ocorrer, qualquer
virus deve ser transportado do meio extracelular (e.g., o sangue ou a linfa do
organismo) para o interior de uma célula hospedeira. Cada tipo de virus
apresenta uma maior ou menor afinidade com um determinado tipo de célula, e,
para atingir este alvo, i.e., a célula hospedeira, o virus deve inicialmente escapar
dos mecanismos de defesa do sistema imune do organismo sendo capaz de se
aproveitar qualquer falha temporaria que o organismo possa apresentar.

O HIV tem a particularidade de ser capaz de atacar os proprios
mecanismos de defesa do organismo, i.e., as células do sistema imunologico
que, normalmente, sd3o encarregadas de elimina-los. O HIV infecta,
particularmente, células de defesa contendo em sua superficie o receptor CD4
(Douek et al., 2002), uma macromolécula encontrada principalmente nas
células-T auxiliares (linfocitos), responsaveis pela secre¢do de citocinas, e
também nos macrofagos, células de defesa responsaveis pela fagocitose de
microorganismos patogénicos.

O processo de replicacdo do HIV, cujo material genético é composto por
RNA, ¢ um pouco mais complexo do que o de virus composto por DNA. Assim,

o ciclo de replicagdao do HIV pode ser dividido, resumidamente, em seis estagios
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(fusdo, transcricdo reversa, integracdo, transcri¢do, tradugdo e formacdo viral),

conforme ¢ ilustrado, esquematicamente, na Figura 5 (Sierra et al., 2005).

Fusdo. O HIV, ao ser reconhecido pela célula-T do organismo, via
interagdo entre o complexo gp120-gp41 e o receptor CD4 da célula hospedeira,
ativa outros receptores da célula hospedeira (e.g., CCR5 e CXCR4) e funde-se a
célula-T, apds a dissociagdo da gp-120 e gp41 ter ocorrido, permitindo a entrada

do capsideo na célula (Pecanha et al., 2002).

Transcrigdo reversa. Apds a fusdo, o capsideo € desencapado liberando
o RNA e enzimas virais dentro da célula hospedeira. A transcriptase reversa
viral traduz o material genético de RNA para DNA de fita dupla e, em seguida, o
complexo nucleo protéico, incluindo o DNA recém formado e as proteinas p31
(integrase) e pl7, é transportado para o nucleo da célula hospedeira em um

processo mediado pela proteina vpr (Pecanha et al., 2002).

Integrag¢do. No nucleo da célula hospedeira, a integrase viral catalisa a
integracdo do DNA viral com o DNA da célula hospedeira, processo que
permite ao HIV “reprogramar” a célula hospedeira para “fabricar” novas

particulas virais (Peganha et al., 2002).

Transcrigdo. O DNA transcreve-se, formando o RNA viral, os quais sdo,
algumas vezes, chamados de RNA mensageiro. A proteina Tat auxilia regulando

o processo de transcricdo do RNA (Aboul-Ela et al., 1995).

Tradugdo. O conjunto de RNAs transcritos ¢ transportado para o
citoplasma, e as poliproteinas virais, constituidas dentro da célula humana,

produzirdo a nova particula do HIV. Estas poliproteinas sdo criadas através da
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tradugdo das informagdes fornecidas pelo mensageiro do RNA, regulado pela

proteina rev (Peganha et al., 2002).

Formagdo Viral. As poliproteinas virais sdo cortadas em partes menores
pela protease viral, formando uma nova particula do HIV, que inclui as enzimas
e proteinas necessarias para a repeticdo do processo replicativo. Uma vez
formada, a nova particula viral sai da célula hospedeira e passa para a corrente
sanguinea, podendo, assim, infectar outras células. Aproximadamente 10,3
bilhdes de novos virions sdo formados diariamente em pessoas que ndo usam

medicamento algum (Swanstrom & Erona, 2000).

Apos a ligagdo e fusdo para a superficie da célula hospedeira, o HIV-1
entra no nucleo da célula hospedeira. A transcriptase reversa sintetiza duplas-
fitas provirais de DNA, que sdo transportadas para o nucleo. A integracdo ocorre
e o subsequente provirus exprime o RNA viral que iré sintetizar proteinas virais
usando os ribossomos do hospedeiro. Novos virions sdo criados pela montagem
e brotagdo através da membrana celular infectada e posterior maturagdo devido a

acoes de proteases (Pomerantz & Horn, 2003).
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2.1.5 Estrutura da HIV-protease

As primeiras estruturas da protease nativa foram quase simultaneamente
resolvidas por trés grupos, duas utilizando proteina produzida por expressdo
heterdloga em E. coli, pelos Merck Research Laboratories (Navia et al., 1989) e
Birbeck College (Lapatto et al., 1989); e uma outra utilizando uma proteina
produzida por sintese total, pela NCI-Frederick (Wlodawer & Vondrasek, 1998).
No entanto, somente as coordenadas dos C-a da estrutura resolvida pelos
pesquisadores da Merck foi publicada, ¢ ainda assim, notou-se que essa estrutura
possuia erros grosseiros no tragado da cadeia (Lapatto et al., 1989; Wlodawer &
Vondrasek, 1998; Kent et al., 2000). Esta enzima ¢ indispensavel para a
maturagdo do virus da AIDS impedindo a formagdo de novos virions, fazendo
desta proteina um dos alvos primarios para terapia com farmacos inibidores
(Batista, 2005).

De forma geral, proteases de retrovirus possuem um sitio ativo composto
de sete subsitios, divididos no minimo, quatro a direita e trés a esquerda do
ponto de clivagem do substrato. O subsitio de clivagem é denominado subsitio
S1/S1’ e é formado por dois residuos de aspartato. A protease reconhece o local
de clivagem na estrutura do substrato protéico pela presenca de uma seqiiéncia
caracteristica de cinco a seis residuos hidrofobicos (Figura 6) (Tozser et al.,

2000).
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S1
S4 — Asp29, Asp30, Met46, 11e47, Gly48, Leu76
S3 — Arg8’, Leu23’, Asp29, Gly48, Gly49, 11e50, Thr80’, Pro81°, Valg2’
S2 — Ala28, Asp29, Asp30, Val32, Ile47, Gly49, 1le50, Leu76, 11e84
S1-— Arg8’, Leu23’, Asp25°, Asp25, Gly27, Gly49, 11e50, Thr80’, Val82’, I1e84’
S1°- Arg8’, Leu23’, Asp25°, Asp25, Gly27, Gly49, 11e50, Thr80’, Val82’, 11e84’
S2°- Ala28’, Asp29’, Asp30°, Val32’, 1le47’, Gly4’9, 11e50°, Leu7’6, 1le81°
S3’- — Arg8, Leu23, Asp29’, Gly48’, Gly49’, 11e50°, Thr80, Pro81, Val82

FIGURA 6 Representacdo esquematica do sitio catalitico da HIV-Pr associado
com um substrato polipeptidico. S e S’ identificam os subsitios
(residuos de aminoacidos) da enzima e P e P’ identificam os
subsitios (residuos de aminoacidos) do substrato polipeptidico. O
polipeptideo representado ¢é Pro-Ala-Val-Ser-Leu-Met-Thr. O
destaque em amarelo e vermelho representa o local de clivagem.
Adaptado da Tozser et al. (2000)

A regido entre os residuos 43-58, chamada de alca (flap), contém as
fitas-f e se fecha sobre o sitio ativo da protease complexada com inibidores ou
substratos, formando um teto (Figura 7). Do ponto de vista mecanico, as duas
grandes algas (ida: do residuo 43 aos 50; volta: do residuo 51 aos 58),

localizadas na parte superior da protease abrir-se-iam, permitindo o encaixe da
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poliproteina (certamente em forma distendida) em seu sitio ativo (Collins et al.,
1995a,b; Batista, 2005). Esses flaps encontram-se abertos na estrutura nao
complexada e esse fechamento sobre o sitio ativo constitui a maior diferenca
entre as estruturas complexada e ndo-complexada da protease (Miller et al.,

1989; Fitzgerald et al.,, 1990; Wlodawer & Vondrasek, 1998). No entanto, as

estruturas das proteases sdo bastante conservadas entre os diferentes complexos,

com RMSD entre os C-o. raramente excedendo 0,6 A (Batista, 2005).

FIGURA 7 Mudanga conformacional provocada pela presenca do inibidor no
sitio ativo. (A) HIV-1 Protease em sua forma livre e em (B) o
complexo com o inibidor. A ligagdo do inibidor induz uma mudanga
conformacional na qual os flaps se fecham sobre o sitio ativo.

A HIV-1 protease ¢ entdo, um homodimero de simetria do tipo C2,
contendo um Unico sitio catalitico, caracterizado pela presenca da triade Asp-
Thr-Gli (Figura 8) caracteristica das aspartil-proteases. No dimero da HIV-Pr, os
monomeros (cadeias A e A’) ndo estdo ligados covalentemente e cada cadeia ¢é
formada por 99 residuos de aminoacidos, contendo uma a-hélice (normalmente

do residuo 87 ao 93) e nove folhas-B (Figura 9). O substrato fica alojado numa
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cavidade formada por estruturas em forma de lago (loop) ¢ a entrada do
substrato nesta cavidade parece estar condicionada a presenca de estruturas
flexiveis que funcionariam com tampas (flaps) que, presumivelmente, estariam
associadas a afinidade da enzima pelo substrato. Dois residuos de Asp
cataliticos, Asp25 e Asp25’, identificados no sitio ativo da HIV-Pr, ligam-se a
uma molécula de 4gua responsavel pela hidrélise das poliproteinas (substratos).
Uma vez que o nucleo da célula infectada comece a produzir longas
cadeias polipeptidicas ndo funcionais, nomeadas como poliproteinas gag-pol
precursoras, na seqiiéncia de eventos, tem inicio a formagdo de virions imaturos
proximos a superficie celular. A protease desempenha seu papel de “tesoura
molecular” ao clivar diversas poliproteinas em proteinas menores e funcionais,
de forma a gerar proteinas maduras. Esta protedlise especifica pode ocorrer
durante a formacao do virion até apos sua liberagdo no plasma (Henderson et al.,
1988). O processamento incompleto das poliproteinas resulta na formacao de
particulas virais imaturas, ndo infecciosas (Crawford & Goff, 1985; Batista,

2005).
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FIGURA 8 Ilustragdo em 3D da HIV-1protease complexada com o inibidor
Saquinavir (codigo 1HXB no PDB). A cor vermelha identifica as
hélices a, ciano as folhas B e cinza as voltas sem estrutura
secunddria fixa. O Saquinavir segue a representacdo: vermelho para
atomos de oxigénio, cinza para carbono e azul para nitrogénio
(atomos de hidrogénio foram omitidos).

2.1.6 Inibidores da HIV-1 protease

O primeiro inibidor de protease de HIV-1 descoberto, foi a pepstatina,
um inibidor de pepsina, que também é uma protease aspartica (Martins, 2007).
Os inibidores de protease (IPs) pertencem a uma classe de compostos
peptidomiméticos que se ligam ao sitio ativo da enzima, ¢ bloqueiam a producao
de virus infecciosos de células infectadas através da inibi¢ao da clivagem das
poliproteinas precursoras necessarias para produzir virions. As particulas
produzidas por células tratadas com IPs contem precursores ndo processados e
sd0 ndo- infecciosas (Peng et al., 1989). Ha dez IPs aprovados pela FDA (Food

and Drug Administration) e em uso atualmente: saquinavir (SQV), indinavir
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(IDV), ritonavir (RTV), nelfinavir (NFV), lopinavir (LPV), amprenavir (APV),
atazanavir (ATV), fosamprenavir (FOS), tipranavir (TPV) e darunavir. Destes,
os mais comumente utilizados no Brasil sdo o nelfinavir, indinavir, saquinavir e
ritonavir. LPV, APV e ATV sdo menos freqilientes nos regimes de tratamento e
TPV ainda néo ¢ utilizado no Brasil. RTV ¢ freqlientemente usado combinado a
outros IPs porque, aparentemente, tem a capacidade de diminuir a metabolizagdo
destas outras drogas, aumentando, assim, o nivel basal de cada uma delas, o que
resulta numa maior eficiéncia (Oliveros, 2005).

A busca de novos agentes mais eficazes contra o virus HIV visa ndo
somente reduzir os efeitos adversos e o nimero de doses e/ou tempo de
tratamento, pois ainda ndo se conhece uma cura para a AIDS, mas

principalmente atender aos pacientes com elevada resisténcia aos medicamentos.

2.2 Inibidores peptidicos com simetria C-2
2.2.1 Grupo diol vicinal

O padrio estrutural que combina um grupo diol vicinal (1,2-di-
hidroxietano ou 1,2- etanodiol ou etileno glicol) central em compostos
peptidicos ou peptideomiméticos com simetria C-2 se tornou uma estratégia
modelo no planejamento de uma série de potentes inibidores da HIV-1 protease
contendo este padrdo estrutural. Estes compostos tém como principal finalidade
explorar a simetria C2 (moléculas com dois eixos/planos de simetria) inerente a
HIV-1 protease. O argumento central desta estratégia ¢ a suposicdo de que, ao
ligar-se no sitio ativo da enzima, o inibidor adota uma orientagdo em que os
eixos de simetria de ambos, inibidor e enzima, coincidem. Entretanto, estudos
de cristalografia de raios-X dos inibidores A-77003, A-76889, A- 76928 ¢ A-
78791 (Tabela 3) com simetria C2 e grupamento diol vicinal central,
demonstram que ele interage com a HIV-1 protease numa conformagio

simétrica ou assimétrica (Hosur & Bhat, 1994; Cunha, 20006).
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TABELA 3 Estrutura quimica dos analogos diol baseado na simetria C-2 .

Compostos X Y
A-77003 R-OH S-OH
A-76889 R-OH R-OH
A-76928 S-OH S-OH
A-78791 S-OH H

As interagdes por ligacdo hidrogénio entre os residuos aspartato
cataliticos da HIV- 1 Pr e o grupo (R)-OH dos diastereoisdmeros (R,S) e (R,R),
evidentemente, induzem um modo de ligacdo assimétrico. A sobreposicao destes
isdmeros demonstra que eles apresentam conformagdes similares, contudo, o
(R,S)-diol ¢ 10 vezes mais potente do que (R,R)-diol. Os autores deste estudo
(Yaakov & Caflisch, 2003) sugerem que, provavelmente, o segundo grupo (R)-
OH do isomero (R,R) deve fazer contato de van der Waals repulsivo com o
residuo de Gly27’ (distncia de ~2,5A entre os 4tomos de oxigénio do grupo
hidroxila e da Gly27’).

Alguns dados da literatura sugerem que apesar da “aparente” simetria C
2 , a HIV-1 protease ndo deve ser simétrica quando estd interagindo com um
ligante (Appelt, 1993), visto que, apenas um grupo aspartato encontra-se
ionizado (Baldwin et al., 1989; Lapatto et al., 1989; Okimoto et al., 2000) ¢ a
flexibilidade de cada mondémero € distinta (Prabu-Jeyabalan et al., 2000).

Desta forma, ndo € tdo relevante basear-se exclusivamente na simetria C
2 para o planejamento de novos inibidores para HIV-1 Pr. Outros fatores como,
por exemplo, a presenca do grupo diol vicinal central podem ser mais
determinantes (Buth et al., 1995).

A partir de 2001, Samuelsson e colaboradores (Samuelsson et al.,

2001a,b,c, 2003, 2005, 2006) desenvolveram uma série de inibidores peptidicos
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da HIV-1 protease contendo um grupo diol vicinal como unidade central e
apresentando simetria C-2. Estruturalmente, a série apresenta dois peptideos
idénticos unidos por grupo diol vicinal (R1-R2-diol-R2-R1), como pode ser
exemplificado pelo composto (2R,3R,4R,5R)-2,5-bis((2,4-difluorobenzil)oxi)-
3,4-diidréxi-N, N'-bis((1R,2S)-2-hidroxi-2,3-diidro-1 H-inden- 1 -

il)hexanodiamino (Figura 9), que apresenta elevada poténcia em ensaios de

culturas de células infectadas com HIV-1 protease.

FIGURA 9 Estrutura dos dois peptideos idénticos, unidos por um grupo diol
vicinal (R1-R2-diol-R2-R1), como pode ser exemplificado pelo
composto derivados de (1S5,2R)-(-)cis-1-amino-2-indanol.

Em 1998, um curto e estereo-controlado método para a sintese de
inibidores C2-simétrico para a HIV-1 protease foi reportada. Nestes inibidores,
uma unidade de diidroxietileno serve como um estado de transi¢do mimetizando
o fragmento e grupos benziloxi como P1/P1’nas cadeias laterais. O nucleo
dessas estruturas de carboidratos base é subsequentemente usado para explorar o

impacto da elongagdo das cadeias laterais de P1/P1’ pela catalise de paladio em
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reagdes acopladas. Esta operacdo permite diversos inibidores (Figura 10) da
HIV-1 protease com altas poténcias em enzimas e culturas de células
(Samuelsson et al., 2005).

Samuelsson e colaboradores observaram em estudos de correlagdo
estrutura-atividade, que inibidores fluorados se mostraram potentes inibidores
quando monofluorosubstituidos, € em alguns casos podem ser comparados a
inibidores como o ritonavir; fato que pode ser em parte explicado pelo
aperfeigoamento da permeabilidade celular atribuido a alta lipofilicidade de

compostos fluoro substituidos (Samuelsson et al., 2001b).
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FIGURA 10 Estado de transi¢do e compostos gerados posteriormente. Adaptado
de Wong & Brik (2003).
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Adicionalmente, Torsten e colaboradores, utilizaram a cristalografia de
raios-X para decifrar a relagdo estrutura-atividade para uma série de inibidores
fluorados. Em geral, a substitui¢do com fllior resulta na utilizag@o eficiente de
volumes acessiveis em subsitios, associados com um aumento do numero de
interagdes de van der Waals e area da superficie na qual se encaixam os
inibidores. Isto reflete em uma significativa inibi¢do da protease, embora menos
eficiente do que seu analogo ndo-substituido. A reducdo geral na eficicia de
ligagdo associada com a substitui¢do com fluor é contraditério com respeito ao
aumento do numero de interagdes de van der Waals. Estruturalmente e
bioquimicamente, dados sugerem que difluor substituintes na posicao orto-meta
de grupos simétricos na cadeia do diol vicinal de inibidores de protease,
preservam a eficécia e significancia da poténcia antiviral (Torsten et al., 2004).

Estudos também mostram a ordem de preferéncia da PR por diferentes
isosteros: hidroxietileno (CH(OH)-CH2) > difluorostatona (CO-CF2-CO) >
estatina (CH(OH)-CH2-CO) > fosfinato (P(O2)H-CH2) > amida reduzida (CH2-
NH). Normalmente, grupos hidrofobicos e aminodcidos ndo naturais sao
incorporados a estes isOsteros para aumentar a poténcia do inibidor. Por
exemplo, o isostero hidroxietilamina facilmente acomoda um grupo aminoacido,
mimetizando assim a ligag@o Phe-Pro ou Tyr-Pro, encontrada em vérios sitios de
clivagem das poliproteinas do HIV (Batista, 2005). E ainda que, embora o
comprimento minimo do substrato seja de sete aminoacidos, um mimético tri ou
tetrapeptidico pode ser um inibidor potente da PR. Em todos os casos, exceto
para a amida reduzida, o grupo hidroxila da jung¢do ndo hidrolisavel ¢
posicionado entre os acidos asparticos da protease, com distdncia para uma
interacdo de ligagdo de hidrogénio com pelo menos um oxigénio do carboxilato
dos acidos asparticos. As ligagdes de hidrogénio se formam, principalmente

entre os atomos da cadeia principal da enzima e do substrato/inibidor e seguem
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um padrdo bastante similar entre os complexos (Figura 11) (Wlodawer &

Vondrasek, 1998; Batista, 2005).
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FIGURA 11 Esquema geral de ligagdes de hidrogénio entre HIV-1 PR e um
substrato representativo. Adaptado de Garg et al. (1999).

2.3 QSAR
2.3.1 Historia do desenvolvimento do QSAR

Tem quase 40 anos desde que a relagdo quantitativa de estrutura-
atividade (QSAR) teve seu primeiro paradigma encontrado na pratica da
agroquimica, quimica farmacéutica, toxicologia, ¢ eventualmente mais facetas
da quimica. Isto pode ser atribuida a for¢a do postulado inicial de que a
atividade ¢ uma fungdo da estrutura como descrito pelas atribui¢des eletronicas,

hidrofobicidade, e propriedades estéricas bem como o rapido e extensivo

27



desenvolvimento em metodologias e técnicas computacionais que tém resultado
em delinear e refinar as muitas varidveis e aproximagdes que definem o
paradigma (Selassie, 2003).

Se utilizados corretamente, métodos computacionais para analise da
correlagdo estrutura-atividade (QSAR) podem fornecer um menor custo € um
menor tempo no desenvolvimento de uma nova droga quando comparados a
procedimentos empiricos (Patrick, 1995). Os mais recentes métodos
desenvolvidos nesta linha sdo os métodos de QSAR-4D (Hopfinger et al., 1997),
QSAR 5D e 6D (Vedani et al., 2005) e MIA-QSAR (Freitas et al., 2005).

2.3.2 Relacdes quantitativas entre estrutura e atividade/propriedade
(QSAR/QSPR)
As relagdes quantitativas entre estrutura e atividade/propriedade

iniciaram-se na década de 1960 com os trabalhos de Hansh & Fujita (1964) que
tiveram como objetivo a construgdo de modelos matematicos correlacionando
propriedades moleculares e estruturais com a atividade biologica (QSAR) ou
qualquer tipo de propriedade fisica ou quimica (QSPR). Assim, os métodos de
QSPR requerem que propriedades moleculares de uma série de compostos, que
na maioria das vezes s3o analogos, sejam conhecidas e estatisticamente
correlacionadas com propriedades de carater diverso associadas a caracteristicas
estruturais e/ou com propriedades moleculares (Ramos, 2005). Dentre os
descritores estruturais ¢ comum o emprego de descritores de contribuicdo por
grupos, topologicos, peso molecular, nimero de doadores e aceptores de ligacao
hidrogénio, nimero de ligagdes que sofrem rotagdo, etc. Os descritores de
carater quantico sdo também muito uteis e utilizados no estudo de inibigdo de
corrosdo, sendo eles: momentos de dipolo (Dip), energia do HOMO (EH),
energia do LUMO (EL), diferengas HOMO-LUMO (Dif), polarizabilidade (Pol),
cargas em sitios especificos, etc (Lipkowitz & Boyd, 1990). Assim, a receita

para o sucesso em correlagdes estrutura-propriedade depende fundamentalmente
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do equilibrio entre os diversos descritores utilizados, sendo essencial o uso de
descritores variados representando de maneira equilibrada o carater local e

coletivo com que se manifesta a particular propriedade em estudo.

2.4 Métodos e indices estatisticos
2.4.1 Coeficiente de correlagao linear (r)

O estudo da correlagdo tem por objetivo medir e avaliar o grau de
relagdo existente entre duas variaveis aleatorias (Toledo et al., 1985). O
coeficiente de correlag@o linear (r) ¢ o instrumento empregado para medir a
correlagdo linear, ou seja, ¢ a medida do grau de relagdo linear entre duas
variaveis, usualmente chamadas de X e Y, e pode assumir qualquer valor
variando de —1 a +1, onde +1 corresponde a uma correlagio direta maxima e —1,
a uma correlagdo inversa maxima. Um valor de coeficiente de correlagdo linear
igual a zero indica que ndo ha qualquer relagdo linear entre as varidveis.
Contudo, a conclusdo de que ndo ha correlacdo linear significativa ndo quer
dizer que X e Y ndo estejam relacionados de alguma forma, e.g., correlagdo nio
linear (Kubinyi, 1997).

Para avaliar o grau de correlagdo entre duas variaveis, ou seja, medir o
grau de ajuste dos valores em torno de uma reta, deve-se utilizar o coeficiente de

correlagdo de Pearson, que é dado, segundo Martins & Donaire (1993), por:

nzxi'yi - (inj(zyi]
i=1 im1 im1
n n 2 n n 2
ny x% —[Zx,) ny v’ —(Zy[]
i=1 i=1 iml =1

(M

Onde n é o numero de observagdes.
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2.4.2 Coeficiente de correlagao linear quadratico (r2 ou RZ)

O coeficiente de correlagdo linear quadratico, %, também conhecido
como coeficiente de determinagdo, ¢ a medida do grau de ajuste da equagdo de
regressao multipla aos dados amostrais. Ele representa a propor¢ao de
discrepancia de uma variavel que é compartilhada com a outra variavel, ou seja,
a propor¢do da discrepancia de uma varidvel que pode ser predita da outra
variavel. A propor¢do de discrepancia que nao pode ser predita ou considerada
pela outra variavel, 1 - R?, é conhecida como coeficiente de alienagio (Gaudio &

Zandonade, 2001).

2.4.3 Anailise de regressio pelo método dos minimos quadrados parciais
(PLS)
PLS ¢ um método de regressdo onde uma matriz de dados (X) ¢

correlacionada com o vetor da funcdo resposta (y) numa combinagao linear e por
meio das componentes principais. As componentes principais sdo otimizadas
para melhor descrever a relagdo entre os blocos x e y simultaneamente (e por
isto, chamadas de wvaridveis latentes). Variaveis latentes sdo combinagdes
lineares das varidveis originais, portanto levam em conta todas as varidveis
dando peso (loadings) a cada um dos scores (descritores projetados). Os
coeficientes do vetor de regressdo indicam quais descritores sdo importantes na
modelagem da propriedade (Gaudio et al., 2002). A dimensionalidade dos dados
originais ¢ reduzida para o nimero de variaveis latentes do modelo que
apresentar o menor residuo da variancia de y. O modelo obtido por PLS ndo
requer mais compostos que descritores, como na regressdo linear multipla
(RLM), além disso, nem todas as variaveis sdo importantes, ja na RLM todas sdo

(Gaudio et al., 2002).
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2.4.4 Validacio cruzada

A validagdo cruzada ¢ uma metodologia utilizada para a escolha do
numero de componentes principais baseada na avaliacdo da magnitude dos erros
de previsdo de um dado modelo de calibracdo. Esta avaliagdo ¢ feita pela
comparagdo das previsdes das concentragdes previamente conhecidas (¢; i =
1:n), e em resumo consiste do seguinte:

1 - Remove-se uma ou mais amostras i do conjunto de calibracdo e
constrdi-se 0 modelo como anteriormente.

2 - Usa-se o novo modelo para prever os dados removidos ¢'..
3 - Calcula-se o erro de previsdo (¢, — '] .

4 - Calcula-se a soma dos quadrados dos erros de previsdo: PRESS

e, —c')%ou a raiz quadrada RMSEP, que ¢ na realidade um desvio

Eter-

adrdo
p \

onde n ¢ o nimero de amostras do conjunto de calibragdo

(Ferreira et al., 1999).
O coeficiente de correlagio linear quadratico da validagio cruzada, q°, é

definido segundo a equacao:

=gt =l e ———— 2

Onde, PRESS (Predictive Sumo f Squares) = X.(¥Yz,z — Veum) S Yixp €

o valor experimental da atividade bioldgica; Yp.q € 0 valor predito pelo modelo;

e Ymedio ¢ @ média dos valores da atividade (ou (Yy)*/n) (Kubinyi, 1993).
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2.4.5 Indice de falta de ajuste

A técnica de PLS inclui um indice denominado de “indice de falta de
ajuste” (em inglés, lack-of-fit, LOF), implementado por Friedman (Karki &
Kulkarni, 2001), e definido pela Equagdo 1.

LOF = —— 3)

onde LSE (least squares error) é o erro dos minimos quadrados
calculado pela diferenga entre os valores experimentais e preditos da atividade; d
(smoothing factor) ¢ um parametro ajustavel que controla o niumero de variaveis
no modelo; ¢ ¢ o numero de variaveis independentes; p é o numero total de
caracteristicas contidas em todas as variaveis independentes; e M é o numero de

amostras no conjunto de treinamento (Cunha et al., 2004).

2.4.6 Validacao externa dos modelos

Segundo Tropsha & Golbraikh (2002) a validagdo externa ¢ um requisito
absoluto para o desenvolvimento de um verdadeiro modelo preditivo QSAR.

O melhor modelo de QSAR-5D ¢ 6D ¢ submetido a validagdo externa
usando o conjunto de teste contendo doze compostos que nao foram incluidos no
desenvolvimento dos modelos de QSAR. Este processo verificara a capacidade

do modelo de predizer a atividade biologica destes doze compostos.

2.4.7 Teste de Scramble

O scramble test deve ser um teste obrigatdrio para qualquer modelo de
QSAR. A filosofia subjacente ¢ a seguinte: a sensibilidade para com os dados
biologicos utilizados para estabelecer um QSAR ¢ testada pela randomizagdo ao

acaso das atividades experimentais dos ligantes do treinamento conjunto
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(AGexp) e entdo a simulagdo ¢ repetida de modo idéntico. Se R®Freinamento €
comparavel ao valor obtido utilizando a randomizagdo dos dados de AG, o
modelo ¢ inutil j& que ndo ¢ sensivel aos dados experimentais utilizados para
estabelecer a relagdo no QSAR. Como uma randomizagdo selecionada, deve-se
acidentalmente ser fechado os verdadeiros valores de AG, assim, Vedani e
colaboradores sugerem que se execute uma série de 2-5 diferentes testes de

scramble (Quasar User’s Guide).
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3 OBJETIVOS

Um alvo no combate a AIDS ¢ a enzima HIV-1 protease, que cliva
diversas poliproteinas em proteinas menores e funcionais, de forma a gerar
novos virus. HIV-1 protease ¢ um homodimero, onde cada mondémero ¢
constituido por 99 aminoacidos com um residuo aspartato catalitico localizado
no centro do sitio ativo. Neste trabalho, estudos quantitativos de estrutura-
atividade em 5D e 6D de 46 inibidores peptidicos com grupamento diol vicinal
central, serdo realizados usando os programas Symposar, Raptor 2.0 (Receptor
as Poly Tier Object Representation) ¢ Quasar 6.0 (The quase-atomistic receptor
modeling) para propor novos candidatos a farmacos anti-HIV. Doze compostos,
que ndo fardo parte dos célculos dos modelos, serdo usados para validar os
métodos SD-QSAR e 6D-QSAR. Para planejar a estratégia a ser empregada para
o desenvolvimento de potenciais inibidores anti-HIV, foram estabelecidos os
seguintes objetivos neste trabalho:

i. Desenvolver uma correlagdo quantitativa entre a estrutura e a
atividade, de um conjunto de treinamento de 34 compostos, sintetizados e
avaliados farmacologicamente, usando os métodos de QSAR.

ii. Comparar os valores de q°, R freinamento € R Tesedos diferentes modelos
de QSAR e visualizar os modelos através de mapas de contorno.

iii. Propor modificagdes dos substituintes nas posi¢des R1, R1’, R2 e
R2’ (Figura 12) a fim de se propor um novo potencial composto com atividade

inibitoria.
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FIGURA 12 Estrutura do esqueleto principal dos inibidores peptidicos da HIV-1
protease com grupamento diol vicinal central.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Dados bioldgicos

Na Tabela 4 estd relacionada a série de inibidores andlogos ao
(2R,3R,4R,5R)-2,5-bis((2,4-difluorobenzil)oxi)-3,4-diidroxi-N,N"-bis((1R,2S5)-2-
hidréxi- 2,3-diidro-1H-inden-1-il)hexanodiamino e seus respectivos valores de
atividade inibitoria da HIV-1 protease.

Os modelos de QSAR-5D/6D foram desenvolvidos usando um conjunto
de 34 compostos (1, 3-5, 7-9, 11, 12, 15-22, 24, 26-27, 29, 31-33, 35-37, 39-41,
43-46) denominado conjunto de treinamento e validados externamente usando
um conjunto de 12 compostos (2, 6, 10, 13-14, 23, 25, 28, 30, 34, 38, 42)
(Tabela 4), denominado conjunto de teste.

Esses compostos foram selecionados a partir de uma série de compostos
a partir de uma série de inibidores peptidicos com diol vicinal da HIV-1 protease
desenvolvidos por Samuelsson (Samuelsson et al., 2001a,b,c, 2003, 2005, 2006),
onde a atividade bioldgica foi avaliada como a constante de atividade inibitoria
(K7) da HIV-1 protease purificada a partir de Escherichia coli (Samuelsson et al.,
2001a,b,c, 2003, 2005, 2006). Os valores de Ki expressos em nM foram
convertidos para M e entdo transformados para —log Ki (pKi). A faixa de pKi
dos compostos (conjunto de teste e¢ treinamento) abrange quatro ordens de
magnitude (5,69-9,24) em unidade logaritmica, e os valores de atividade
bioldgica apresentam uma distribui¢do regular dentro dessa faixa. O grafico da
Figura 13 corresponde a distribuicdo dos valores de pKi dos 46 compostos
listados na Tabela 4.

O composto  (2R,3R,4R,5R)-2,5-bis((2,4-difluorobenzil)oxi)-  3,4-
diidroxi-N,N'-bis((1R,2S)-2-hidréxi-2,3-diidro-1H-inden-1-il)  hexanodiamino,
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corresponde ao composto 14, e foi usado como referéncia neste trabalho por ser
conhecida sua estrutura cristalografica complexada a HIV-1 protease.

A divisdo entre os compostos do conjunto de treinamento e do conjunto
de teste foi feita separando-se os 46 compostos, estruturalmente relacionados,
em quatro subgrupos de acordo com as faixas de valores de atividade biolégica,
e assim retirados dois compostos da primeira faixa, um da segunda, trés da
terceira e seis da quarta faixa, formando um conjunto de teste com doze
compostos, o que corresponde a ~30% dos compostos totais. O Grupo I
compreende compostos com valores de pKi de 5,5 a 6,5; o Grupo II os
compostos com valores de pKi de 6,5 a 7,5; o Grupo III os compostos com
valores de pKi de 7,5 a 8,5; e o Grupo IV, os compostos com valores de pKi de
8,5a9,5. O composto 14, incluido no Grupo IV, ndo foi considerado na selegdo
randomica dos compostos do conjunto teste porque ele é o composto de

referéncia do conjunto de treinamento.
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TABELA 4 Estrutura dos 46 inibidores peptidicos com carbono vicinal central
da HIV-1 protease com os respectivos valores de Ki (nM).

Inibidor R1 e RYI’ R2 e R’ Ki (nM)

OH
% 0,60

1
2 As/© 1,80
X
3 AS 2,30
N —~I
4 \ Y/ 285
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...continua...
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FIGURA 13 Grafico da distribui¢do dos valores de constante de inibi¢ao (pKi)
dos 46 compostos em estudo. Os compostos de treinamento estdo

representados por (m) e os do conjunto de teste por estrela
vermelha.

4.2 QSAR-4D
4.2.1 Médulo Symposar

O modulo Symposar ¢ um software implementado no pacote de
programas Biograf*, que tem como alvo criar um conjunto de dados consistente
com uma alta similaridade de propriedades fisico-quimicas no espago 3D entre
os ligantes, mas que permita configura¢des alternativas posteriores (conjunto de
dados 4D) (Lill, 2006).

As moléculas dos ligantes sdo superpostas em uma ou varias moléculas
modelo, primeiro com base na similaridade 2D da subestrutura, e

subsequentemente, no espago 3D, relacionado com a similaridade dos campos
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fisico-quimicos. Estes dois processos combinam a velocidade da busca de
similaridade 2D com a acuracia e autenticidade da proteina — interagdes de
ligantes no espaco 3D. As moléculas sdo tratadas como flexiveis e sdo
inteiramente relaxadas no fim do processo de alinhamento (Lill, 2006).

O esquema da Figura 14 mostra o procedimento geral do processo de
alinhamento combinando buscas 2D e 3D de similaridades entre as estruturas. A
molécula a ser alinhada deve ser representada pelos diferentes estereoisdmeros e
estados de protonagao, ¢ primeiramente alinhada no espago 2D de uma ou mais
moléculas modelo. Cada modelo pode ser representado pelos diferentes estados
de protonagdo, estereoisdmeros, conformagdes e orientagdes que representam o
modo de ligacdo dos compostos modelos. Depois de alinhada a molécula no
espaco 3D com base na estrutura modelo, a subestrutura ¢ minimizada (Lill,
2006).

Com o intuito de refinar as solugdes obtidas, uma pesquisa com o
método de Monte Carlo subsequente a minimizacao ¢ realizada, a fim de se
identificar combinagdes otimas entre as caracteristicas farmacoforicas 3D ¢ as
moléculas modelos. Opcionalmente, a melhor solugdo 3D (maximo de
similaridade com o melhor modelo de correspondéncia) pode ser utilizada como
modelo para o posterior alinhamento de outras moléculas. Se esta opgdo for
selecionada, as moléculas serdo alinhadas na ordem de suas afinidades

experimentais vinculadas a proteina alvo (Lill, 2006).
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FIGURA 14 Procedimento geral do processo de alinhamento combinando
buscas 2D e 3D de similaridades entre as estruturas no Symposar.

O campo de forga direcional (Figura 15) que estd incorporado no pacote

de programas Biograf*, que inclui os softwares Symposar, Raptor e Quasar -

sendo de extrema importancia para quantificar ligagdes hidrogénio e interacdes

metal-ligante de forma adequada.
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FIGURA 15 Campo de Forga Direcional implementado no pacote de programas
Biograf ™.
Adaptado de Vedani & Hutha (1990).

4.2.2 QSAR-5D
4.2.3 QSAR-5D - adicido da quinta dimensao

A quinta dimensao refere-se a representacdo do receptor. A simulagdo do
encaixe induzido é uma maneira explicita a simulacdo de uma adaptagdo
topologica do modelo da superficie do sitio de ligagdo para moléculas
individuais do ligante. Inclusive, a superficie do modelo do sitio de ligagdo pode
ser ligeiramente encolhida ou expandida, dependendo do tamanho e da topologia
da ligacao do ligante. Como a identificagdo da magnitude correta e mecanismo
do encaixe induzido ndo ¢ possivel na auséncia de uma estrutura verdadeira da
proteina alvo, diferentes protocolos (magnitude dependente de efeitos estéricos,

eletrostaticos, ligacdo hidrogénio ou potencial lipofilico) de encaixe induzido
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sdo0 presentes como cendarios alternativos (QSAR-5D) no QSAR. Uma
penalidade de energia ¢ incluida proporcionalmente a magnitude do encaixe
induzido. Além disso, atributos de ligagdo hidrogénio (doadoras ou aceptoras)
no modelo de receptor sdo permitidas para girar, dependendo das propriedades
da ligagdo hidrogénio da molécula do ligante (Lill, 2007).

Recentemente, foi desenvolvido um método que € capaz de simular
anisotropicamente a simulacdo do encaixe induzido. Duas camadas
espacialmente separadas permitem ambas, a simulagdo de adaptacdo da proteina
local assim como grande mudancas conformacionais, tal como as envolvidas no
agonismo e antagonismo em receptores nucleares. Variagdes na distribuigdo das
propriedades entre a camada interna e externa representam as diferentes
naturezas fisico-quimicas de diferentes sub-bolsas resultado do encaixe induzido
do movimento de proteinas (Lill, 2007).

A simulac¢ao do encaixe induzido de inibidores peptidicos no sitio ativo
podera ser simulado adaptando uma superficie de van der Waals a topologia de
cada molécula do ligante do conjunto de treinamento e de teste. Este
procedimento mimetiza um encaixe local induzido, o que pode ser representado
de forma isotropica (linearmente), anisotropica ou através da minimizacdo de
energia (Vedani & Dobler, 2002). Esta parte do trabalho serd realizada com o
programa RAPTOR 2.0 (Raptor 2.0 User’s Guide).

4.2.4 O Conceito raptor

Raptor ¢ uma abordagem de modelagem-receptor baseada na relagdo
quantitativa estrutura-atividade multidimensional (QSARs). Destina-se a
interpretar intuitivamente modelos de sitios de ligagdo de proteinas e predizer
com acuracia energias livres relativas do sitio de ligag@o. Para alcangarmos este
ultimo objetivo, é de extrema importancia a simulagdo do encaixe induzido. O

Raptor explicita e permite anisotropicamente a representacdo da dupla camada
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do receptor. O encaixe induzido ndo esta limitado aos aspectos estéricos, mas
inclui a variagdo fisico-quimica dos campos ao mesmo. A scoring function usada
para avaliar intera¢des ligante-receptor inclui um termo direcional para ligacao
hidrogénio, um termo para interagdes hidrofobicas e assim, trata dos efeitos de
solvatacdo implicita. Isto faz com que haja independéncia da abordagem do
modelo de carga parcial. Como conseqiiéncia, permite-se uma boa modelagem
das moléculas do ligante no sitio de ligacdo do receptor com diferentes cargas

liquidas (Raptor 2.0 User’s Guide).

4.2.5 Score function
A fungdo no programa Raptor compreende hidrofobicidade (AGpo) € a
ligacdo hidrogénio (AGyg), bem como condi¢des para o custo da adaptagdo

topologica (AGyg) e as mudancas na entropia (TAS) sobre o ligante:

06 = 0Geonse + frolGuo + fusBGis + firbGir + frushGros )

AGeonst € uma contribuicdo de energia para a energia de ligacdo
racionalizada como uma perda global da entropia translacional e rotacional do
ligante ou como um ganho global de entropia devido a dessolvatacao do sitio de
ligagdo. fuo, fus fir © fras sdo fatores escalares que sdo inerentes a um
determinado modelo de receptor, eles sdo otimizados durante a simulagdo para
cada farmaco-alvo especifico e, normalmente, limitado a intervalos especificos
(ex. fuo = 0,75-1,25).

No Raptor, a topologia da molécula do ligante ¢ representada pela sua
superficie acessivel ao solvente (rpone=1,4A). Os campos (ligagdo hidrogénio e
hidrofobicidade) gerados pelos atomos do ligante sdo projetados sobre esta
superficie, mais precisamente, em pontos discretos localizados em posi¢des

equidistantes.

51



A adaptacdo de ambos, campo e topologia do receptor para cada ligante,
¢ alcangado por uma combinagdo de ajuste estérico com a topologia do proprio
ligante (Figura 16) e uma componente de atragdo ou repulsdo entre ligante e
receptor. Este ultimo ¢ obtido pela correlacdo de suas propriedades fisico-
quimicas (hidrofobicidade e propensdo a ligagao hidrogénio) no espaco 3D.

Durante o processo de adaptagdo estérica, os campos gerados pelo sitio
de ligacdo da proteina para o ligante da superficie acessivel ao solvente (SAS)
sdo calculados por interpolagdo linear entre a camada interna e externa da dupla
camada, se o ligante SAS tem porg¢des localizadas no local (setas tracejadas na
Figura 16). Para pontos da superficie localizados dentro da camada interna
(ligantes muito pequenos), este ultimo pode adaptar apenas em parte, para a
topologia do ligante, onde a magnitude do encaixe induzido é proporcional a
distancia e orientagdo dos vetores normais destas superficies (setas solidas na

Figura 16) (Raptor User’s Guide).
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FIGURA 16 Esbogo da molécula do ligante (representado seu SAS; superficie
cinza) na representagdo da dupla camada do receptor (linhas
solidas). Durante o processo de adaptacdo estérica, os campos
gerados pelo sitio de ligacdo da proteina para o ligante SAS sdo
calculados por interpolacdo linear entre interior e exterior da
camada, se o ligante SAS ficar entre as duas camadas (setas
tracejadas). Para pontos localizados na superficie dentro da
camada interna, este Ultimo pode adaptar apenas em parte para a
topologia do ligante (flechas sélidas; linha pontilhada).

Adaptado de Lill et al. (2004).

4.2.6 Algoritmo de otimizacio

Para obter a melhor relagdo entre os valores experimentais e calculados
para os ligantes do conjunto de treinamento, o algoritmo subjacente no Raptor
otimiza a natureza e distribui¢do das unidades mapeadas na dupla camada
representando o receptor. Essas propriedades incluem a hidrofobicidade e
propensdo a ligacdo hidrogénio, as varidveis que descrevem o processo de

adaptacdo, bem como o scaling factor para associar a energia com o encaixe
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induzido. Como critério de qualidade no processo de otimizacdo, a seguinte
expressdo ¢ minimizada:
@ = Zriganted MGt — MG )* (5)

A quarta poténcia foi deliberadamente escolhida, por ela ter gerado
pequenos desvios (que normalmente se aproximam de incerteza experimental).

Em detalhe, os campos hidrofobicos e de ligagdo hidrogénio sdo projetados
para a dupla camada com um peso ponderado pelo AG do correspondente
ligante. Os centros de dominio sdo atribuidos a posi¢do de manifestacdes
inequivocas da hidrofobicidade e propensdo a ligagdao hidrogénio. A atribuigdo
de cada ponto na camada para o dominio ¢ decidida através da comparacao de

seu campo com aquele experimentado no centro do dominio.

4.3 QSAR-6D
4.3.1 O conceito Quasar

Um possivel sitio de ligagdo quase-atomistico refere-se a um elevado
nivel de abstragdo do modelo. As informagdes essenciais sobre o hipotético
receptor é fornecida por meio de um envelope 3D, que rodeia as moléculas do
ligante com uma superficie de Van der Waals, mapeando-a. A topologia desta
superficie 3D do sitio de ligacdo inclui a representagdo das propriedades
mapeadas de interesse, como a hidrofobicidade, cargas parciais, potencial
eletrostatico, e propensdo a ligacdo hidrogénio.

O software Quasar, receptor quase-atomistico, ¢ uma ferramenta de
modelagem QSAR-6D: a quarta dimensdo refere-se a possibilidade de
representar cada molécula por um conjunto de conformagdes, orientagdes,
estados de protonacdo e tautdmeros - reduzindo assim o0s preconceitos

associados com a escolha de conformagdes bioativas; a quinta dimensao refere-
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se a possibilidade de considerar um conjunto de diferentes modelos de encaixe
induzido; a sexta dimensdo permite a avaliagdo simultinea de diferentes
modelos de solvatagdo. Além disso, o Quasar permite a simulagdo de encaixe
induzido local, liga¢do hidrogénio flip-flop, e varios efeitos de solvatagdo.
Interagdes ligante-receptor sdo estimadas com base em um campo de forca
direcional. Uma familia de modelos “quasi-atomistica” de receptor ¢ entdo
gerada usando um algoritmo genético combinado com a ponderacdo da

valida¢do cruzada (Quasar User’s Guide).
4.3.2 Geragao de uma familia inicial de estruturas parentais

As propriedades quase-atomisticas sdo mapeadas para distribuir

igualmente pontos individuais na superficie (Tabela 5).

TABELA 5 Propriedades Atomisticas Mapeadas para a Superficie do Receptor

no Quasar.
Potencial tipo Carga Func¢io nio ligada de
Particula .
nao-ligado Elétrica profundidade
Hidrofobica,
6/12 - ~0.024 keal/mol®
neutra
Hidrofobica, 2
6/12 + eletrostatico +0.10 —0.024 kcal/mol
positiva
Hidrofobica, 5
6/12 + eletrostatico -0.10 —0.024 kcal/mol
negativa
Ligagdo H 10/12 - s
—2.5/-2.0/—1.2 kcal/mol
doadora
Ligacdo H
8% 10/12 - s
aceptora —2.5/-2.0/-1.2 kcal/mol

...continua...
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TABELA 5. Cont.

Ponte Salina, 10/12 + +0.25 —2.5/-2.0/-1.2 kcal/mol®
positiva eletrostatico
Ponte Salina, 10/12 + s
-0.25 —2.5/-2.0/-1.2 kcal/mol
negativa eletrostatico
Ligacao H flip-
s ) 10/12 - —2.5/-2.0/1.2 keal/mol®
flop
Superficie S —0.97/-0.80/-0.46
simétrico 10/12 - iy
Solvente kcal/mol™
Vacuo - - -

1. Os valores de i,j referem-se aos coeficientes de atragdo e repulsdo das fungdes
potenciais ndo ligadas usadas para a interacdo ligante-receptor. A forma geral
deste potencial é: E(r)=A/r'-C/r.

2. A fungio adaptada tem forma geral E(r)=A/r'>-C/t°. Os coeficientes A e C sdo
calculados de acordo com, A=—¢(ri+rj)* ¢ C = *28(ri+rj)6, respectivamente, e

2. Os numeros dados representam & ,Ij e 1; correspondente a energia de

e=(&i. &)
van der Waals do raio de dois 4tomos interagindo.

3. Valores para interagdes —O-H-'Y, >N-H-Y, and —S-H---Y liga¢do hidrogénio,
respectivamente, onde “Y” denota a ligacdo hidrogénio aceptora. Valores
idénticos sdo usados para X--O, XN, e arranjo XS, onde “X” denota a
ligacdo hidrogénio doadora.

4.Particulas com ligacdo hidrogénio flip-flop podem adaptar suas propriedades
(ligagao hidrogénio doadora ou aceptora) para cada molécula ligante dentro dos
limites farmacoforicos, dependendo do seu grupo de interagao funcional.

5. Para evitar forgas repulsivas entre a superficie do solvente e qualquer
molécula do ligante, um potencial simétrico 10/12 (espelhado em r = rp) € usado.
Isto representa uma possivel aproximacao a um solvente movel.

6. Como as particulas virtuais sdo diferentes em raio superior a uma molécula de

agua, a energia associada deve ser corrigida para diferentes volumes: E =
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(2rvp/2,75)3E0; por exemplo, para r,,=0,8 A, E=0,197E,. O 2,75A correspondem

a média da distancia de O-H---O na ligagdo hidrogénio.

Se houver indicios experimentais para uma cavidade do receptor
acessivel ao solvente, partes da superficie do receptor podem ser permitidas ao
representar o solvente. Alternativamente, as regides podem evoluir
dinamicamente a se tornar "vacuo", isto é, ndo povoadas por qualquer
propriedade. Os melhores resultados sdo normalmente obtidos com uma

populagado inicial de 200-500 modelos gerados randomicamente.

4.3.3 Estimativa da energia livre relativa do sitio de ligacao

O conceito de Vedani et al. (1995, 1998) e Zbinden et al. (1998), engloba
a abordagem combinada de Blaney et al. (1982) com o método de Still et al.
(1990) para estimar a energia de solvatagdo do ligante, e um termo para corrigir
a perda de entropia acerca da ligacdo do receptor seguindo Searle & Williams

(1992):

1

FE -

E.
g Elig —rec

—E

I'r

lig — *T':"-l’_i'i,g L ':""—:s':':: lig T ‘—':5:15' adapt

lig (6)
Eiigree< 0; TASpe< 0; Egoig>0  (ligantes hidrofébicos), < 0(ligantes

hidrOﬁliCOS); AEinL,lig > 0; Eenv.adapt,lig >0

O termo Ejigrc corresponde a contribui¢do entélpica para a interagdo
ligante-receptor e ¢ determinado por meio de um campo de forca direcional
(Vedani & Huhta, 1990; Vedani et al., 1995, 1998). O termo Eqqy.jig corresponde
a energia necessaria para tirar o solvente do ligante quando sdo necessarias
ligacdes de um ambiente aquoso para a cavidade hidrofobica do receptor. Este
termo ¢ calculado usando um algoritmo desenvolvido e validado por Styll et al.

(1990). A aproximacdo de Blaney ¢ baseada na suposicdo de que todos os
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ligantes sdo igualmente ancorados dentro do receptor e, portanto, diferengas na
energia de solvatagdo do complexo ligante-receptor sdo insignificantes. Para
sistemas onde os ligantes expdem uma fragdo diferente de sua superficie para a
acessibilidade do solvente em parte do sitio de ligagdo, ¢ possivel definir a
estatica ou a dinamica da acessibilidade do solvente a regido e, assim, corrigir
esta situacdo. TAS,4, € estimado pela designagdo de uma quantia de 0,7 kcal/mol
para toda ligagdo livremente rotacional, excluindo grupos terminais —CH3. O
termo AE, jig conta para um aumento da energia potencial interna do ligante,
enquanto vinculados ao receptor (relativo a uma conformagao de referéncia com
tensdo-livre em solugdo aquosa). Esta correcdo parece necessaria, ja que a
energia interna de uma molécula do ligante pode aumentar, enquanto sua
interagdo com o receptor ¢ maximizada.

Eenvadaptic €Std associado com a absor¢do da energia mediante
modificacdo da envelope médio do receptor para o envelope individual do
receptor. Quando a representacdo da multipla-conformacdo (ou multipla
orientagdo) ¢ utilizada, a contribui¢do de uma entidade individual para o total de
energia € calculado por um fator Boltzmann normalizado:

E'd tot = E E'dg ind - EXP ':_"”' Ei'dg ind menor :' (7

ingmenar |- € 0 fator de normalizagio
Energia livre do sitio de ligacdo, AG,.4, sS40 entdo preditas por meio de
p
uma regressdo linear entre AGey, € Epgg usando as moléculas de ligante do

conjunto de treinamento:

AGyreg = lal.Epgg + 5 (®)
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O declive e o intercepto da equacdo acima sdo inerentes a um
determinado modelo de receptor, sendo posteriormente aplicados para predizer a
energia relativa da ligagdo das diferentes moléculas do ligante estabelecidas no
conjunto de treinamento. Em contraste com outros métodos, Vedani e
colaboradores calibraram cada sistema de receptor com um conjunto de
treinamento (Vedani et al., 1995, 1998; Zbinden et al., 1998), em vez de aplicar

uma func¢do universal para os varios sistemas de proteina-ligante.

4.3.4 Analise da familia modelo

Um critério obrigatorio para validar uma familia de receptores modelos é
a sua habilidade para predizer sua energia livre relativa do sitio de ligagdo para
um conjunto de teste externo de moléculas ligantes, ndo utilizados durante o
modelo de constru¢do. Um desafio mais sério ¢ a chamada corrida teste (do
inglés, scramble test) (Rogers & Hopfinger, 1994). Aqui, os dados de AG do
conjunto de treinamento sdo aleatoriamente misturados com relagdo aos
verdadeiros valores bioldgicos e, a simulagdo ¢ repetida em outras condigdes
idénticas. Se os ligantes do conjunto de teste sdo preditos similarmente e
corretamente  comparados com a verdadeira simulacdo utilizando
decodificadores dos dados de AG, o modelo ¢ inutil, j& que ndo ¢ sensivel aos
dados biologicos como deveria ser para um QSAR.

Outros critérios incluem o valor de q’- validagdo cruzada, a falta de
ajuste (do inglés, lack-of-fif) para os ligantes do conjunto de treinamento, a
variagdo de AGpq a0 longo de todos os membros do modelo da familia, bem
como a uniformidade da distribuicao das unidades mapeadas para o envelope do
receptor. O teste final, porém, é a predi¢do e verificagdo experimental da

atividade dos novos compostos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 QSAR-4D — médulo symposar

O modulo Symposar é um software implementado no pacote de
programas Biograf®, que tem como alvo criar um conjunto de dados consistente
com uma alta similaridade de propriedades fisico-quimicas no espago 3D entre
os ligantes, mas que permita configuragdes alternativas posteriores (conjunto de
dados 4D). O moédulo symposar € um precursor do QSAR 5 e 6D, dessa forma o
resultado obtido nesta etapa esta apresentado na Figura 17, onde o conjunto de
conformagdes e orientagdes dos compostos estdo alinhados na melhor
conformacdo obtida gerada pelo programa. Os alinhamentos realizados geraram
um maximo de duas conformagdes por ligante, com um total de 84

conformacdes geradas.

60



FIGURA 17 Estereorepresentacdo do alinhamento obtido para a série de
compostos em estudo no Symposar.

5.2 QSAR-5D
5.2.1 Analise dos modelos de QSAR-5D

O conceito Raptor foi aplicado para a predi¢ao de afinidades de ligagdes
associadas aos inibidores peptidicos com diol vicinal central (34 compostos no
conjunto de treinamento e 12 compostos no conjunto de teste).

O intervalo de valores de pKi dos 46 compostos abrangem quatro ordens
de magnitude (5,69 a 9,24) em escala logaritmica. O programa Symposar gerou
um conjunto de conformagdes e orientacdes para cada ligante e possiveis
alinhamentos espaciais em 3D. Com base nesses alinhamentos foram realizados

os calculos de QSAR-5D usando o programa Raptor.

61



Os valores de pKi predito e experimental, bem como factor off
(Kiexp/Kicate para Kiexy/Kicaie™ 1.0 € Kigyio/Kieyp, caso contrario) estdo apresentados
na Tabela 6 para o conjunto de treinamento e o conjunto teste. Observa-se que
para o conjunto de treinamento o maximo de desvio de qualquer ligante a partir
do valor experimental ¢ um factor off de 3,084, e para o conjunto de teste, o
desvio maximo de qualquer ligante a partir do valor experimental ¢ um factor off

de 16,205.

TABELA 6 Valores de pKi experimental e predito para o conjunto de
treinamento e conjunto de teste obtidos no QSAR-5D.

Ligantes Experimental Predito Fator off
Conjunto de Treinamento
1 9,22 8,96 1,831
3 8,64 8,76 1,331
4 6,55 7,01 2,983
5 8,55 8,61 1,129
7 7,80 7,49 2,045
8 9,30 8,99 2,053
9 8,91 8,56 1,130
11 8,15 8,21 1,161
12 8,27 8,34 1,176
15 8,48 8,50 1,052
16 8,78 9,03 1,770
17 8,41 8,46 1,135
18 8,30 8,44 1,367
19 9,10 8,82 1,885
20 8,72 8,77 1,125
21 8,74 8,86 1,344
22 8,75 8,76 1,032
24 8,95 9,09 1,375
26 8,76 8,96 1,567
27 8,70 9,01 2,024
29 8,74 8,68 1,152
31 9,00 9,29 1,959
...continua...
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TABELA 6, Cont.

32 6,15 6,52 2,324
33 6,22 5,74 3,059
35 6,70 7,01 2,051
36 6,15 6,63 2,994
37 8,15 8,09 1,146
39 6,10 6,51 2,617
40 6,70 6,95 1,783
41 8,22 8,33 1,276
43 8,32 8,04 1,992
44 6,99 6,94 1,109
45 6,68 6,80 1,329
46 5,80 6,29 3,084
Conjunto de Teste

2 8,74 8,74 1,016
6 8,37 8,54 1,498
10 8,49 8,13 2,251
13 8,40 8,08 2,080
14 8,78 8,71 1,175
23 8,89 8,77 1,326
25 8,70 9,01 2,027
28 8,70 9,18 2,979
30 9,24 8,50 5,505
34 6,40 6,50 1,276
38 7,15 6,75 2,526
42 5,70 6,91 16,205

A Figura 18 apresenta o grafico dos valores de pKi experimental e
predito para os dois conjuntos, treinamento e teste. Uma familia de 15 modelos
de receptores foi criada resultando em um valor de q° (coeficiente de correlagio
da validagdo cruzada — leave one out) de 0,937 e R Fteinamento d€ 0,944 para o
conjunto de treinamento ¢ um valor de R%rese de 0,793 para o conjunto de teste.
Um valor de q°, inferior 0,5 demonstra que o modelo “quase-atomistico” gerado
possa ndo predizer uma boa identificacdo das interagdes hidrofobicas/ligagdo de

hidrogénio existentes, pelo menos ndo em sua totalidade.
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FIGURA 18 Grafico dos valores de pKi experimental e predito para os valores
obtidos no QSAR-5D.

A estereorepresentacdo da dupla camada obtida no Raptor (QSAR-5D)
que melhor se adequa a série de ligantes peptidicos ¢ descrita na Figura 19. A
figura mostra todos os inibidores com suas conformacgdes dentro da dupla
camada do receptor, que ¢é representada por uma superficie colorida que
corresponde a hidrofobicidade e/ou pretensdo a ligagdo hidrogénio. A escala de
hidrofobicidade da superficie pode variar de marrom (muito hidrofébico) para
amarelo (hidrofobico) e cinza (neutro ou hidrofobico). As regides hidrofilicas
estdo representadas em vermelho (aceptor de ligagdo de hidrogénio) e azul

(doador de ligacao de hidrogénio).
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FIGURA 19 Estereorepresentacdo dos modelos do receptor obtidos no encaixe
induzido pela representagdo da dupla camada mapeada de acordo
com as propriedades fisico-quimicas. As cores significam:
castanho = muito hidrofobico; amarelo = hidrofébico; cinza =
neutro ou hidrofobico; vermelho = aceptor de ligacdo de
hidrogénio; azul = doadora de ligagdo de hidrogénio.

Com o intuito de melhor entendermos o modelo obtido, destacamos os
inibidores que possuem maior (8) e menor (43) valor de Ki, representados na
Figura 20, pela dupla camada, interna e externa. Esta escolha ¢ feita, para
melhor observamos que a superficie hipotética gerada ¢ a mesma para todos os
compostos, ¢ assim, podemos comparar ¢ melhor visualizar os substituintes que
favorecem a atividade inibitéria como o composto 8, ou entdo, que
desfavorecem a atividade inibitdria como o composto 43.

Observa-se na camada interna, que as regides do modelo do receptor
préximas aos substituintes em R2/R2’ (ver Tabela 4) sdo predominantemente

hidrofébicas. Proximo ao diol vicinal central encontra-se uma regido aceptora de
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ligagdo hidrogénio, presente também em R1’, indicando que nesta regido
devemos ter um substituinte doador de ligagdo hidrogénio, ¢ em R1 temos
representada uma regido hidrofobica. Encontra-se também no corpo central da
estrutura uma regido vermelha, relativamente proxima aos oxigénios presentes
no diol, que indica uma regido aceptora de ligacdo hidrogé€nio. Na camada
externa, representada por pontos, observa-se que regides vermelhas em cada
substituinte R1/R1° e R2/R2’, indicando que estes dependendo do substituinte,
podem ser regides aceptoras de ligagdes hidrogénio. Destaca-se também, pontos

marrons no corpo central, indicando regides hidrofobicas.
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FIGURA 20 Estereorepresentacao da dupla camada para os inibidores 8 (A) e 43
(B). A camada interna representada em surface e a externa em
pontos.

67



Para identificarmos potenciais sitios e funcionalidades permitidas a um
aumento da afinidade de ligagdo, a funcionalidade de grupos individuais de
ambos, conjunto de treinamento e teste, sdo analisados pela sua contribuigdo a
energia livre ao sitio de ligacdo, AG. A Tabela 7 lista todos os detalhes
entalpicos (eletrostatico, van der Waals e ligagdo hidrogénio), entropicos,
solvatacdo, e contribui¢cdes do encaixe-induzido para o céalculo da afinidade do
sitio de ligagdo. Podemos observar na tabela, que o valor mais favoravel obtido
para a energia de ligag@o hidrogénio foi para o composto 24, que € um composto
difluoro-substituido em R2/R2’e possui também em R1/R1’ atomos de N e O
com pares de elétrons livres para a realizacdo da ligagdo hidrogénio. O valor
menos favoravel obtido para a série de compostos foi para o composto 4, que
apresenta em R2/R2’ um atomo de enxofre ligado a um anel piridinico e em
R1/R1’ um 2,3-diidro-1H-inden-2-ol ligado a uma hidroxila, sendo menos
propenso a ligagdo de hidrogénio, como também pode ser observado pelos seus

valores experimentais.
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TABELA 7 Detalhes entalpicos, entrdpicos, solvatagdo, e contribui¢cdes do

do sitio de ligacao.

encaixe-induzido para o célculo da afinidade

Ligante AG(exp) AG(pred) AAG AG(IF)* TAS* Hidrofobicidade Lig, H StAv
1 -12,362 -12,010 -0,35 0,815 3,415 -8,067 -9,845 0,039
2 -11,722 -11,713 -0,01 0,293 2,775 -7,286 -9,166 0,375
3 -11,579 -11,745 0,17 0,418 2,775 -7,589 -9,022 0,182
4 -8,774 -9,393 0,62 0,259 2,775 -6,514 -7,585 0,065
5 -11,465 -11,536 0,07 1,276 3,628 -7,337 -10,776 0,235
6 -11,215 -11,450 0,24 1,238 3,628 -7,487 -10,502 0,444
7 -10,450 -10,034 -0,42 1,075 3,628 -5,660 -10,750 0,075
8 -12,468 -12,049 -0,42 0,027 2,775 -7,446 -9,078 0,341
9 -11,948 -11,877 -0,07 0,922 3,628 -7,820 -10,280 0,264
10 -11,376 -10,904 -0,47 1,060 3,628 -7,143 -10,121 0,276
11 -10,921 -11,008 0,09 1,085 3,628 -7,273 -10,120 0,193
12 -11,084 -11,178 0,09 1,104 3,628 -7,181 -10,402 0,293
13 -11,257 -10,831 -0,43 1,043 3,628 -7,206 -9,968 0,206
14 -11,773 -11,679 -0,09 1,024 3,628 -7,739 -10,265 0,378
15 -11,371 -11,400 0,03 1,119 3,628 -7,592 -10,228 0,243
16 -11,776 -12,109 0,33 0,863 3,628 -7,898 -10,373 0,048
17 -11,272 -11,346 0,07 1,149 3,628 -7,487 -10,308 0,185
18 -11,127 -11,309 0,18 1,161 3,628 -7,512 -10,259 0,158
19 -12,194 -11,825 -0,37 2,065 4,055 -7,040 -12,577 0,034

20 -11,684 -11,753 0,07 2,092 4,055 -7,156 -12,416 0,109
21 -11,712 -11,884 0,17 2,148 4,055 -7,362 -12,397 0,092
22 -11,725 -11,744 0,02 2,160 4,055 -7,182 -12,449 0,100

..continua...
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TABELA 7. Cont.

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

41
42
43
44
45
46

-11,921
-11,998
-11,667
-11,745
-11,667
-11,667
-11,722
-12,391
-12,064
-8,250
-8,340
-8,576
-8,980
-8,250
-10,931
-9,591
-8,173
-8,980
-11,021
-7,639
-11,151
-9,366
-8,957
-1,773

-11,757
-12,184
-12,078
-12,007
-12,078
-12,302
-11,640
-11,398
-12,455
-8,741
-7,689
-8,718
-9,398
-8,888
-10,852
-9,052
-8,733
-9,317
-11,163
-9,261
-10,771
-9,306
-9,123
-8,429

0,16
0,19
0,41
0,26
0,41
0,64
-0,08
-0,99
0,39
0,49
-0,65
0,14
0,42
0,64
-0,08
-0,54
0,56
0,34
0,14
1,62
-0,38
-0,06
0,17
0,66

2,116
2,172
2,197
2,132
2,231
2,304
1,541
1,688
1,337
4,585
5414
5,477
5,166
4,663
4,603
4,881
5,378
4,455
2,823
5,080
2,225
1,967
2,780
2,503

4,055
4,055
4,055
4,055
4,055
4,055
3,202
3,202
3,202
3,842
5,123
4,055
4,269
4,055
3,628
4,055
3,628
3,415
3,628
4,055
4,055
4,055
4,055
4,842

7,424
-7,505
7,662
7,402
7,632
7,918
6,426
-6,680
6,525
-8,405
-8,475
-8,545
-8,171
-7,963
8,328
-7,824
-8,180
-7,232
-8,388
-8,649
4,714
-5,307
-5,186
-5,381

12,176
-12,579
-12,341
-12,464
-12,405
-12,415
-11,629
-11,281
-12,141
-10,435
-11,422
-11,378
-12,334
-11316
-12,427
-11,836
11,232
-11,627
-10,898
-11,419
-14,009
-11,694
-12,445
-11,706

0,176
0,143
0,128
0,112
0,076
0,144
0,216
0,431
0,220
0,215
0,074
0,732
0,165
0,281
0,227
0,610
0,252
0,149
0,198
0,742
0,173
0,219
0,373
0,109

*AGno)= hidrofobicidade, AGug) = ligagdo hidrogénio, AGr, = custo da adaptagdo topologica e TAS = mudanga na entropia.



O QSAR-5D também gera como resultados todos os coeficientes
necessarios para calcularmos os valores de AG dos modelos gerados (Tabela 8).
Podemos observar na tabela que, dentre os modelos gerados, o modelo que
apresentou o maior valor do coeficiente de validac¢ao da correlagdo cruzada foi o
modelo 6 com um q* igual a 0,937. Assim, se necessario podemos calcular os

valores de energia para cada um dos inibidores de cada modelo gerado.

TABELA 8 Coeficientes das equagdes geradas para os modelos de QSAR-5D
pelo software Raptor.

AG=AG T FaolGre + fasdGre + firldGir + FrosdGrs

2
» Max.
Modelo  AGeonst fho fus fir fras q2 R2 preditiv
Desvio
o

—_

1.386 0.823 1.245 1.145 0.303 0.925 0.934 0.683 2.628

2 1.589 0.768 1.249 1.032 0.302 0.916 0.927 0.749 4.677
3 1.987 0.792 1.147 1.058 0.300 0.907 0.936 0.760 6.301
4 1.861 0.788 1.248 1.338 0.304 0.934 0.946 0.808 4.088
5 1.993 0.750 1.245 1.225 0.304 0.903 0.925 0.648 5.487
6 1.958 0.780 1.188 1.208 0.301 0.937 0.942 0.324 2.141
7 1.663 0.757 1.161 1.194 0.300 0.927 0.922 0.747 2.508
8 1.514 0.754 0.859 1.188 0.301 0.931 0.927 0.548 2.747
9 1.919 0.751 1.101 1.154 0.301 0.928 0.935 0.879 3.061
10 1.972 0.762 1.219 1.175 0.301 0.935 0.936 0.860 2.700
11 0.327 0.773 1.035 1.290 0.301 0.933 0.928 0.660 2.525
12 1.995 0.751 1.124 1.087 0.352 0.920 0.923 0.749 2.884
13 1.399 0.761 1.241 1.259 0.301 0.921 0.921 0.658 2.476
14 1.870 0.778 1.250 1.183 0.302 0.933 0.934 0.659 2.499
15 1.649 0.833 1.175 1.062 0.301 0.932 0.927 0.717 2472
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O modelo do receptor obtido foi validado através do scramble test
(Figura 21) tendo como resultado os valores de R reinamento. de 0,652 para o
conjunto de treinamento. Scramble test consiste em randomizar os valores de
atividade dos inibidores em relagdo a estrutura e repetir os calculos para
obtengdo do modelo do receptor. Se o valor de q* for inferior que o encontrado
sem o scramble test, o modelo ¢ aceito; por outro lado, se o valor de q2 for
comparavel ao obtido na simulagdo sem o scramble test, o modelo do receptor
obtido ndo ¢ sensivel aos dados experimentais. Dessa forma, o modelo obtido

para o QSAR, foi validado e podemos classifica-lo como um bom modelo de

predicao.
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FIGURA 21 Grafico obtido no Scramble Test dos valores de pKi experimental e
predito para os valores obtidos no QSAR-5D.
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Por fim, de acordo com os resultados obtidos para o0 QSAR-5D, temos
que dentre a série estudada diversos compostos que se enquadram na superficie
hipotética gerada, e dentre eles podemos destacar como exemplo os inibidores 1,
8,9 e 19 como sendo os que apresentam em R2/R2’ substituintes hidrofobicos e
em RI/R1’ substituintes que apresentam caracteristicas hidrofobicas e
hidrofilicas, ou seja, que possuem em sua estrutura grupos de carater
hidrofébicos como cadeias carbonicas, mas também grupos hidrofilicos que
possam vir a realizar liga¢des hidrogénio, como por exemplo a presenga de uma
hidroxila. Tudo isso de acordo com a superficie hipotética gerada pelo QSAR-
5D e também pelos valores experimentais encontrados na literatura. Como
exemplo, temos na Figura 22 o inibidor 1, que possui em R2/R2’ apenas cadeias
carbonicas e em R1/R1’ um substituinte que tem carater tanto hidrofébico

quanto hidrofilico (Figura 24).

I
O/// ,

FIGURA 22 Estrutura do inibidor que mais se encaixa a superficie hipotética do
receptor gerado no QSAR-5D. Em vermelho, o substituinte R1/R1’
e em verde, o grupo hidrofobico substituinte em R2/R2’.
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5.3 QSAR-6D
5.3.1 Analise dos modelos de QSAR-6D

O conceito de modelagem de receptor através do software Quasar,
desenvolvido por Vedani e colaboradores (Vedani et al., 2005), é baseado no
QSAR-6D e explicitamente permite a simulacdo do encaixe induzido . O
software Quasar gera uma familia de receptores “quase-atomistico” que sdo
otimizados através de um algoritmo genético. O receptor hipotético ¢
caracterizado por uma superficie de van der Waals tridimensional que circunda
as moléculas do ligante e que ¢ preenchida com propriedades atomisticas
mapeadas para os mesmos. A topologia desta superficie imita a forma 3D do
sitio de ligacdo; as propriedades mapeadas representam outras informacdes de
interesse, como a hidrofobicidade, potencial eletrostatico, e propensdo a ligagdo
hidrogénio.

O conceito Quasar (6D-QSAR), permite a consideragdo simultanea de
diferentes modelos de solvatacdo. Isto pode ser alcancado pelo mapeamento
explicito de partes da superficie com propriedades do solvente (posicdo e
tamanho sdo otimizados pelo algoritmo genético) ou implicitamente.

Das 46 moléculas utilizadas em nosso estudo, definiram-se 34
compostos como conjunto de treinamento e 12 compostos como conjunto de
teste. No Quasar, foi formada uma familia composta por 200 modelos que
evoluiram ao longo dos 5000 crossovers, correspondendo a 200 geragdes. A
simulacdo atingiu uma validacdo cruzada q2 igual a 0,707, um valor R reinamento
de 0,717 € um valor de R%feqte de 0,719. A superficie do receptor ¢ mostrada na

Figura 23.
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FIGURA 23 Superficie mapeada pelas propriedades “quase atomisticas” dos
inibidores peptidicos obtida no QSAR-6D. As cores significam:
verde=ligacdo hidrogénio doadora, amarelo=liga¢do hidrogénio
aceptora, marrom claro= regido hidrofobica carregadas
positivamente, marrom escuro= regido hidrofobica carregadas
negativamente e cinza= regiao hidrofobicas neutra.

Podemos observar na Figura 23 a representacdo do modelo “quase-
atomistico” do sitio de ligacdo que melhor se adapta aos inibidores peptidicos
em estudo. O modelo do receptor obtido pode ser descrito como
predominantemente hidrofobico, com trés regides caracterizadas por ligagdes
hidrogénio que acomodam substituintes hidrofilicos em sua regido central. As
cores mostram que a regido amarela representa ligagdo hidrogénio aceptora, ou
seja, o inibidor deverd possuir em R1 um substituinte doador de ligacdo
hidrogénio. A regido em verde representa uma superficie doadora de ligagdes

hidrogénio, onde o ligante devera apresentar uma regido aceptora de ligagdo
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hidrogénio, o que esta de acordo com a presenca do diol nesta regido. As regides
em marrom-claro e marrom-escuro representam regides hidrofobicas carregadas
positivamente e negativamente, respectivamente; dessa forma o ligante deve
apresentar regides hidrofobicas com cargas opostas as obtidas na superficie do
receptor.

As estereorepresentagdes mostradas na Figura 24 mostram,
respectivamente, as estruturas dos ligantes com menor valor de Ki (Inibidor 8) e
a de maior valor de Ki (Inibidor 42) descritos na literatura dentro da superficie
do receptor. Podemos dizer que, um inibidor que preenche os requisitos
necessarios a superficie do receptor hipotético gerado, possui em R1/R1’ a
presenca de um substituinte hidrofilico e em R2/R2’ substituinte
predominantemente hidrofébico. Desta forma, este composto sera um bom
inibidor, ou seja, um inibidor mais potente; enquanto que o inibidor de menor
poténcia, possivelmente ndo atende a tais requisitos, como por exemplo, uma

regido hidrofobica com carga oposta a da superficie.
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FIGURA 24 Superficie mapeada pelas propriedades “quase atomisticas” dos
inibidores peptidicos 8 e 42, que apresentam o maior e 0 menor
valor de inibi¢do experimental (valor de Ki), obtida no QSAR-6D.
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A esterorepresentagdo da superficie do receptor foi apresentada na
Figura 25; a correlagdo entre os valores de pKiyeq € pKicy, Obtidos no Quasar
(QSAR-6D), sdo descritos na Figura 25 em forma de grafico de pKie, versus
pKipreq para os conjuntos de treinamento e teste; e comparados na Tabela 9. O
maior desvio observado para o conjunto de treinamento foi de 1,49 para o
inibidor 46, € o menor de 0,01 para o inibidor 35; para o conjunto de teste, temos

1,48 para o inibidor 42 e 0,02 para o inibidor 13.

10
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FIGURA 25 Grafico dos valores de pKi experimental e predito para os valores
obtidos no QSAR-6D.

Os valores de AG predito e experimental, assim como seu desvio (AAG),
também sdo apresentados na Tabela 9. Observa-se que o maior valor de AAG
obtido para o conjunto de treinamento foi de 1,400 para o inibidor 43 ¢ o menor
foi de 0,09 para o inibidor 35; ja para o conjunto de teste, temos o maior valor de

1,985 para o inibidor 42 ¢ o menor de 0,017 para o inibidor 13. Temos ainda,
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que os inibidores 13, 35 ¢ 42 apresentaram as mesmas caracteristicas quanto aos

maiores e menores valores em relagdo ao pKi predito obtido no 6D.

TABELA 9 Valores de pKi experimental e predito para o conjunto de
treinamento obtidos no QSAR-6D.

Inibidor Expell')ilr(lllen al Pr‘;'c‘l'i o Desvio AG (exp) AG(pred) AAG
Conjunto de Treinamento
1 9,22 8,87 0,35 -12.362 -11.892 £ 0.153 0.470
3 8,04 8,22 0,41 -11.579 -11.022 £ 0.151 0.557
4 6,55 8,03 -1,48 -8.774 -10.755 £ 0.183 -1.981
5 8,55 8,47 0,08 -11.465 -11.361 £ 0.133 0.104
7 7,80 7,06 0,74 -10.450 -9.462 £0.144 0.988
8 9,30 9,41 -0,11 -12.468 -12.610+£0.179 -0.142
9 8,91 9,06 -0,15 -11.948 -12.144 £ 0.117 -0.196
11 8,15 8,51 -0,36 -10.921 -11.405 £0.137 -0.484
12 8,27 8,31 -0,04 -11.084 -11.142+£0.138 -0.058
15 8,48 8,42 0,07 -11.371 -11.280 £ 0.132 0.091
16 8,78 8,34 0,44 -11.776 -11.185+0.148 0.591
17 8,41 8,22 0,19 -11.272 -11.013 £ 0.153 0.259
18 8,30 8,08 0,22 -11.127 -10.832 £ 0.146 0.295
19 9,10 8,89 0,20 -12.194 -11.919 £0.101 0.275
20 8,72 8,54 0,17 -11.684 -11.449 £ 0.138 0.235
21 8,74 8,84 -0,10 -11.712 -11.850 +£ 0.131 -0.138
22 8,75 8,59 0,16 -11.725 -11.513 £0.127 0.212
24 8,95 9,09 -0,14 -11.998 -12.187 £ 0.181 -0.189
26 8,76 8,67 0,09 -11.745 -11.629 £ 0.162 0.116
27 8,70 8,53 0,17 -11.667 -11.437+£0.167 0.230
29 8,74 8,66 0,08 -11.722 -11.608 £ 0.114 0.114
31 9,00 9,02 -0,02 -12.064 -12.097 £ 0.170 -0.033
32 6,15 6,31 -0,15 -8.250 -8.456 £0.125 -0.206
33 6,22 5,93 0,29 -8.340 -7.955+0.138 0.385
35 6,70 6,69 0,01 -8.980 -8.971+£0.132 0.009
36 6,15 6,64 -0,49 -8.250 -8.908 £0.136 -0.658
37 8,15 7,59 0,56 -10.931 -10.177 £ 0.194 0.754
39 6,10 7,21 -1,12 -8.173 -9.671 £0.127 -1.498
40 6,70 6,94 -0,24 -8.980 -9.299 £0.201 -0.319
41 8,22 7,19 1,03 -11.021 -9.640 £ 0.140 1.381
43 8,32 7,27 1,04 -11.151 -9.751 £ 0.170 1.400
44 6,99 6,66 0,33 -9.366 -8.923£0.175 0.443
45 6,68 7,43 -0,75 -8.957 -9.958 £0.159 -1.001
46 5,80 7,29 -1,49 -7.773 -9.778 £ 0.150 -2.005
Conjunto de Teste
2 8,74 8,25 0,49 -11.722 -11.064 + 0.147 0.658
6 8,37 8,04 0,33 -11.215 -10.775 £ 0.154 0.440
10 8,49 8,61 -0,12 -11.376 -11.540 + 0.148 -0.164
13 8,40 8,38 0,02 -11.257 -11.240 £ 0.188 0.017
14 8,78 8,31 0,47 -11.773 -11.142 + 0.140 0.631
...continua...
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TABELA 9, Cont.

23 8,89
25 8,70
28 8,70
30 9,24
34 6,40
38 7,15
42 5,70

8,70
8,40
8,33
8,72
6,32
6,62
7,18

0,19
0,30
0,37
0,52
0,08
0,53
-1,48

-11.921
-11.667
-11.667
-12.391
-8.576
-9.591
-7.639

-11.665 +0.174
-11.255+0.136
-11.173 £ 0.159
-11.694 + 0.162
-8.475 +0.146
-8.875+0.139
-9.624 +0.154

0.256
0.412
0.494
0.697
0.101
0.716
-1.985

Para identificarmos potenciais sitios ¢ funcionalidades permitidas a um
aumento da afinidade de ligagdo, a funcionalidade de grupos individuais de
ambos - conjunto de treinamento e teste - ¢ analisada pela sua contribuicdo a
energia livre ao sitio de ligagdo, AG. Isso pode ser calculado através dos detalhes
entalpicos (eletrostatico, van der Waals e ligacdo hidrogénio), ligagdes e angulos

de tor¢do, e contribui¢des do encaixe-induzido para o célculo da afinidade do

sitio de ligacdo.

O modelo do receptor obtido foi validado através do scramble test

(Figura 26) tendo como resultado os valores de q° (coeficiente de correlagio

linear quadratico de validacdo cruzada) de -0,053 e um valor de R Treinamento d€

0,001, sendo entdo validado como um bom modelo de predigao.
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FIGURA 26 Grafico obtido no Scramble Test dos valores de pKi experimental e
predito para os valores obtidos no QSAR-6D.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos para o QSAR-6D,
temos que dentre a série estudada diversos compostos que se enquandram na
superficie hipotética gerada, e dentre eles podemos destacar novamente os
inibidores 1, 8, 9 e 19 como sendo aqueles que melhor se adaptam a superficie
hipotética do receptor gerada através dos diferentes modelos de solvatagdo
simultaneamente, por apresentarem em RI1/R1’ substituintes que possuem
carater hidrofilico e hidrofébico de acordo com a superficie obtida e em R2/R2’,
um substituinte predominantemente hidrofobico (Figura 19 e 23). Portanto, os
resultados obtidos no QSAR-6D, corroboram com os resultados obtidos no
QSAR-5D, fornecendo-nos informagdes cruciais para o entendimento da série de

compostos estudada.
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Na literatura, encontramos que os valores minimos de q2 e rzpredmvo
aceitaveis em trabalhos de QSAR sdo respectivamente, 0,5 ¢ 0,7 (Vedani &
Dobler, 2002, 2008). Dessa forma, os nossos resultados sugerem que o trabalho
desenvolvido apresentou resultados aceitaveis e confiaveis, de acordo com os
valores encontrados na literatura para outros conjuntos de dados.

Os estudos de QSAR-5D e 6D, nos forneceram informacoes
caracteristicas dos substituintes R1 e R2, para um melhor encaixe no sitio do
receptor. Temos entdo, em R2/R2’ uma preferéncia por substitutintes
hidrofébicos, ¢ em RI1/R1’ substituintes que possuem caracteristicas tanto
hidrofébicas quanto hidrofilicas, em que dentro da nossa série de compostos em
estudo, destaca-se os compostos 1, 8 ,9 e 19 como sendo os que mais se
aproximaram aos resultados obtidos.

Portanto, a partir dos resultados obtidos, podemos entdo propor a
estrutura de um composto que melhor preencha os requisitos do receptor
hipotético gerado, propor modificagdes significativas em R1/R1°e R2/R2’, e
calcular sua energia (AG) através do QSAR-5D e entdo prever sua poténcia
inibitoria pela relagdo entre energia e Ki.

Nossa proposta de uma estrutura hipotética estd representada na
Figura 27, onde em R1 temos um substituinte hidrofébico, R1’ um substituinte
hidrofilico, podendo vir a realizar liga¢des hidrogénio com o receptor, e em
R2/R2’ um substituinte predominantemente hidrofobico, mantendo em seu

esqueleto principal um peptidio com diol vicinal central.
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FIGURA 27 Estrutura hipotética proposta para estudos posteriores baseados nos
resultados obtidos no estudo de QSAR de inibidores peptidicos
com diol vicinal central.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, construimos e avaliamos modelos obtidos dos métodos de
QSAR-5D e 6D para inibidores da HIV-1 protease, baseado numa série de
inibidores peptidicos com grupamento diol vicinal central. Os melhores modelos
no estudo de QSAR compreendem importantes caracteristicas que podem ser
aplicadas no planejamento de novos inibidores a partir das propriedades fisico-
quimicas desse receptor obtido.

Pelo modelo de QSAR-5D obtido, um bom inibidor, anadlogo aos
inibidores peptidicos com diol vicinal central serd aquele que tiver em R1/R1’
grupos parte hidrofobicos e parte hidrofilicos como cadeias carbénicas com um
heteroatomo com pares de elétrons livres ou ainda presenca de hidroxilas, e em
R2/R2’ grupos predominantemente hidrofoébicos. No estudo do QSAR-6D, que
leva em conta diversos modelos de solvatagdo, apresentou resultados que
corroboraram com os resultados obtidos no 5D. Portanto, dentro da série de
inibidores estudada, destaca-se os compostos 1, 8 ,9 ¢ 19 como sendo os que
mais se encaixam a superficie hipotética gerada, e a partir deles propor novas
estruturas .

Entdo concluimos que o estudo multimensional de QSAR nos fornece
informagdes crucias no estudo de novos potenciais inibidores da HIV-1 protease,
auxiliando-nos no entendimento da influéncia dos grupos substituintes, assim
como o encaixe induzido desses compostos e a presencga de solvente. Podemos,
nesse contexto, sugerir compostos inéditos como potenciais inibidores da

protease do HIV.
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Perspectivas

Temos como perspectivas, dar continuidade no estudo sobre a estrutura
hipotética proposta, fazendo as simula¢des de QSAR-5D e 6D, a fim de avaliar
sua capacidade inibitdria, e posteriormente sugerir novos compostos inéditos que
poderdo vir a ser utilizados no combate ao HIV.

Além disso, como as metodologias de QSAR-5D e 6D sao recentes e
ainda pouco utilizadas no Brasil, temos como proposta fazer a simulagdo dessa
séric de compostos utilizando a metodologia do QSAR-4D desenvolvido por
Hopfinger et al. (1997), a fim de se estudar o comportamento dessa série de
compostos em fun¢do do tempo de simulagdo de dindmica molecular, e assim

comparar os resultados obtidos e as metodologias estudas.
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Abstract: The mam COX 1 idal

are the

¥ dimgs (NSAIDs), NSAIDs exent anti-inflammatory and

analgesic effects trough the mhibition of prostaglandin synthesis by b!ocluug COX activity. Currently rvo COX isoenzymes are known.
CONX-1 and COX-2, P:uuag]nudlm mfluenced by CON-1 mamtain the integnity of the gastric mucosa, On the other hand, prostaglanding

ediate the inflammatory process. The comumon anti-mflammatory drugs (like aspirin, ibuprofen. and naproxen) all

act by blocking the aclm f both the COX-1 and COX-2 enzymes. The COX-2 inhibitors represent a new class of dugs that do not

affect COX-1, but selectiv

¢ block COX-2. This selective action provides the benefits of reducing inflammation without immtating the

stomach. This review will focus on the most recent developments published in the ﬁ;!d pn):.us pamcnl.«r amulluu to pronusing COX-2

whibitors, their chenusiry and biological evaluation, and to new r:hcnur:al and

recent patents of strucrual analogs of the COD

- we will discuss

b and vald i andno\tl polmnn[ pmd-\zus: miazole, indole,

thione derivatives as a fumire target for the uwlm:nl of mflammation. pain and other diseases.

Keywords: Patents, COX-2, anti-inflammatory drugs.

LINTRODUCTION

Inflanymation is entical for our swvival against a hostile world.

It is a local reaction of the vascular and supporting elements of a
tissue fo J.I.ljl.ln Iting in the ft of protein-rich d

[1]. Classical is usually ed with pain and can

result from continuing wear of an overactive immune system that is

constantly turned on so that thL chl} attacks itself. Physical azents,

mtegrity of the gaswic mucosa [3]. On the other hand, prosta-
glandins influenced by COX-2 are expressed in nonmal tissues at
low levels and it is highly induced by pro-inflammatory mediators
in the setting of inflammation. injury. and pain. Fig. 1 illustrates the
first step in their synthesis which is the release of a subsirate fany
acid. from the cellular phospholipids. by the action of the enzvme
phospholipase A2. then the free acids are acted upon h) CO“(-I. and

1 agents and  infecti by COX-2 (al ively termed H
pathogenic organ  can cause acute or clironic infl i h 1 and -2 denominated PGHS-1 and PGHS-2. respec-
Silent infl when the i system ¢ tively). Both enzymes catalyze the same two reactions at different

artack at the cellular level (heart,
the perception of pain, These comtinued insults often rt'sllll in heart
disease. cancer and Alzheim. Inflammatory responses are thought
te be mediated in part by the prostaglanding derived from
arachidonic acid (AA) by the action of the enzyvme cyclooxygenase.
There are drugs, which block the synthesis of prostaglandin through
the inhibition of the enzyme cyclooxygenase (COX). Through this
mechanism, the dmgs belonging to the class of non-steroidal anti-
inflamatory dmgs (NSAID) show. along with the anti-inflamatory
action, negative side effects on the gastrointestinal apparams.

1.1. Enzyme Cyclooxygenase

The enzyme cyclooxygenase (COX. EC 1.14.99.1) uralyzes
the first step of the ransformation of arachidonic acid (AA) nto
different lipid i landins and thromt and
other eicosanoids, sach of which is involved in some aspect of the
inflammatory response [3]. In general. prostaglandins occur at very
low levels in tissues. bur they have profound biological activities. In
structure, they are best considered as derivatives of a C20 saturated
fany acid (prostanoic acid). which does not irself occur in namre.
Thromboxane A (TXA) contains an unstable bicyclic oxygenated
ring struchure. while thromboxane B (TXB) has a stable oxane ring
[4]. The first step in the synthesis of prostanoids is the release of the
substrate fany acid, such as arachidonic acid, from the cellular
phospholipids, by the action of the enzyme phospholipase A2,
Next, the free acids are acted upon by one of wo isoenzymes,
cyclooxygenase-1 (COX-1) and cyclooxygenase-2 (COX-2). COX-
I constirutively c\pms:d 1 most. IJssuca of the human body and

sites. Thus, PGH2 15 converted to PGE2 by a prostaglandin E
synthase, PGE2 in particular has potent pro-inflammatory effects,
including fever ind and pain

Cyclooxygenase enzymes require one calal\.u: mmover from
their peroxidase active site to initiate the cyclooxygzenase reaction.
and the residue of amino acid His 207 (residue numbering based on
sheep seminal vesicle COX-1) is critical for peroxidase activiry [5].
The COX active site is located at the end of a hydrophobic channel
in the enzyme that extends from the membrane-binding region
towards the I;aem r:glou Inhibition of the COXs is the main target

for N v Diugs (NSAIDs).
1.2, N roidal Anti-Infl ¥ Drugs: Action Mecha-
nisms

There are three classes of cyclooxygenase inhibitors, The
differences between them are based on the selectivity regarding the
different isozvmes, COX-1 and COX-2 [6]. Those classes are: 1)

aspinn, is shown to trigger a covalent acefylation in the enzyvme.
ireversibly blockmg its activiry. 2) Ludomerhm:ha naproxen.
and other traditi idal Anti-

Illflmulualory Drugs (NSAIDs), and 3) COX-2 specific inhibitors
(COXIB) [7]. The common anti-inflammatory dmgs (like aspirin,
ibuprofen, and naproxen) all act by blocking the action of both the
COXN-1 and COX-2 enzymes, The COX-2 whibitors represent a
new class of dmgs that do not affect COX-1, bur selectively block
COX-2. COXIBs (celecoxib, parecoxib, rofecoxib, valdecoxib,
eforicoxib. lumiracoxib and deracoxib. Fig. 2) were developed ro
pm\ld.e a sele:ll\.'e agent for COX-2. which at therapeutic doses,
benefit to conventional non-

provides p 2 i and maintaining the

selective r\SAIDs. without the anendamt  COX-1-mediated

*Address comespondence to this author at the Departamento de Quimica,
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Celecoxib (1), the first COXIB developed [8] and rofecoxib (2)
[9] have been licensed by the Food and Drug Administration (FDA)
for the management of mflammatory chronic pain of osteoarthritis,

© 2007 Bentham Science Publishers Ltd.
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Abstract: The high frequency of contammanion by herbicides suggests the need for more active and selective herbicides.
Glyphosate is the active component of one of the top-selling herbicides, which is also a potent EPSP synthase inhibitor.
That is a key enzyme in the shikimic acid pathway, which is found only in plants and some microorganisms. Thus, EPSP
svnthase is regarded as a prime targer for herbicides. In this line, molecular modeling smdies using molecular dynamics
simulations and molecular docking rechniques were performed o understand the interaction of glyphosate and its analogs
with the wild rype enzyme and Gly96Ala mutant EPSP synthase. Our findings indicate some key points for the designing
new selective glyphosate derivates,

Keywords: EPSP synthase, glvphosate, molecular dynamics, molecular docking.

LINTRODUCTION

The availability of computer chemistry programs and the
internet databases are. currently, fundamental instrument for
the discovery and the design of drugs. This mformation
makes possible a quick analysis of biological activity versus

synthase or other enzymes in this important pathway [3]. The
enzyme EPSP synthase catalyzes the wansfer of the
enolpyruvyl moiety of phosphoenolpyruvate (PEP) to the 5-
hydroxyl of shikimate-3-phosphate (S3P) to produce
enolpyruvyl shikimate-3-phosphate and inorganic phosphate

A = P 2 . [4, 11-12]. The EPSP is an important branch-point
physical-chemical proprieties of a great quantity of
PEP
CH,
coo
oo ‘ !
20,P0 coo B
CH;
N 20,P0 okcoor
20,P0 OH 2007 x " coo S
OH o | L seshiki B
Slnkiin.\tos-.:;pho.\pll:l!e Glyphasate ’hEPSP R

Fig. (1). Reaction pathway of Shikimate-3-phosphate.

mteresting molecules [1,2], This account sununarizes recent
efforts to more clearly define the molecular mode of action
of glyphosate [3], [N-(phosphonomethyl)glycine] the
world’s  most  successful commercial  broad-spectrum
herbicide, which the active ingredient of the weed control
agent Roundup [4-6]. That herbicide belongs to chemical
group derived from glyeme, classified as non-selective [7]. It
is well-known that the glyphosate mhibits EPSP synthase
(Senolpyruvoylshikimate  3-phosphate  synthase) m a
reversible reaction, which is competitive versus PEP and
uncompetitive versus S3P [4, 8-10]. No other classes of
commercial herbicides are known which inhibit EPSP

*Address for comespondence to this awthor at the Departamento de
Cuimica. Universidade Federal de Lavras. Campus Universitirio, 37200
000, Lavras-MG. Brazil: Tel: +55-35-38291801: Fax: +85-35-382012
mail: teof@ufla.br
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mtermediate for the symthesis of aromatic amino acids
(phenylalamine, tyrosme, and tryptophan). Glvphosate
appears to occupy the binding site of the second substrate of
EPSP synthase, phosphoenol pyruvate- PEP, mimicking an
intermediate  state of the termary enzyme- substrates
complex*.

While some modification of the PEP structure is
tolerated, even minor structural changes in the glyphosate
skeleton lead to a sigmificant loss in inlibitor potency and
reduced herbicidal activity. Only two closely related analogs.
N-hydroxyglyphosate (1) and N-aminoglyphosate (2), exhubit
mlubition properties nearly comparable to glyphosate (3) [3.
15].

One of the first glyphosate-insensitive enzymes reported
was a Gly96Ala mutant of EPSP synthase from Klebsiella
prewmoniae. The mutant enzyme is insensitive to glyphosate
with unaltered affinity for its first substrate, shikimate-3-

© 200% Bentham Science Publishers Lid.
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Abstract
Rifamicyns (Rifs) are ant ic widely used for the of tub losis (TB); I
less, their efficacy has been limited by a high p ge of 1ons, principally in the rpoB

P
gene. Inthis work, the first three-dimensional molecular model of the hypothetical structures
for the wild-type and D316V and H326L mutants of Myveobacteritm tiberenlosis (nRNAF)
were elucidated by a b logy deling method. In addition, the crientations and binding

affinities of some Rifs with those new were iny d. Our findings conld be
helpful for the design of new more potent rifamycin analogs.
Key words: H logy deling; Ri 1 Mycob um b 1 RNA poly

£
merase; and Docking.
Introduction

Rifamycins (Rifs) are antibiotics extremely effective against tuberculosis and exert
their activity by specific inhibition of bacterial DNA-dependent RNA polymerase
(DDRP) (1, 2). Introduced in 1968 rifampin (RIF) has promoted a meaningful ad-
vance in tuberculosis (TB) chemotherapy (3). However its efficiency has been lim-
ited by mutations principally in rpo8 gene (4-9). The mutations in the position 516,
526, and 531 codon, are responsible for approximately 86% of the strains reported
(10). Rif-resist TB has contributed to become a global emergency with about 8 nul

lion new TB cases and 2 million deaths worldwide annually (9). Whereas several
Rif analogs have been synthesized (1, 11-13), surprisingly little attention has been
given to the molecular base of their action. To worsen this picture, the 3D-structure
of Myeobacterin Tubercnlosis RNA polymerase is unknown so far.

The present paper describes the first three-dimensional molecular model of the hypo-
thetical structures for the wild-type and D516V and H526L mutants of ntfRNAP ob
tained through the use of the homology modeling technique. In addition, we investi-
gated the orientations and binding affinities of some Rifs with those new structures,

Meithodalogy

The amino acid primary sequence of mrRNAP was retrieved from the Swiss-Model
Data Bank (14-17). The search for sequences similar to m/RNAP within the Pro-
tein Data Bank (PDB) (18) was performed with the Basic Local Alignment Search
Tool program (BLAST) (19). The search for the best template for modeling was
carried out by choosing structures possessing a high degree of sequence similarity
with m/RNAP. The crystal structural coordinates of RNA polymerase of Thernis
thermophilus (MRNAP) at 2.5 A resolution (PDB code: 2A69) (20) was used as
template structure to build a three-dimensional model of mRNAP. Sequence align-
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Mycobacterinm mberculosis is a leading cause of infectious disease in the world today. This outlook is aggravated by a
growing number of M. tbereidosis infections in individuals who are immunocompromised as a result of HIV infections,
Thus, new and more potent anti-TH agents are necessary. Therefore, acetolactate synthase (mrALS) was selected as a target
enzyme to combat M. muberculosis. In this work., the three-dimensional molecular model of the hypothetical structure for the
ALS catalytic subunit of M. muberculosis was elucidated by homology modelling. In addition, the orientations and binding
affinities of sulfonylurea inhibitors with the new structure was investigated. Our findings could be helpful for the design of

new, more potent mtAHAS inhibitors.

Keywords: homology modelling: molecular docking: sulphonylureas: Mycebacterium tuberculosis acetolactate synthase

Introduction

Acetolactate synthase (ALS: also known as acetohydrox-
yaeid synthase; EC 2.2.1.6) is the first common enzyme in
the biosynthetic pathway of the branched-chain amino
acids in bacteria, fungi and higher plants [1]. The enzyme
catalyses two parallel reactions: the condensation of two
pyruvate molecules o give rise to 2-acetolactate in the first
step of the valine and leucine synthetic pathway, and the
condensation of pyruvate and 2-oxobutyrate to yield
2-aceto-2-hydroxybutyrate in the second step of isoleucine
biosynthesis [2]. Thiamin diphosphate (ThDP) is the
cofactor of this enzyme and coordinates to a divalent metal
ion suchas Mg?* ., Inaddition, ALS also binds a molecule of
FAD, although this cofactor is unusual because the
reactions catalysed by ALS involve no net reduction or

0x n |3} Bacterial ALSs are composed of large and
small subunits, in an «2B2 heterotetramer. It has been
generally accepted that the large (60-T70kDa) subunits are
catalytic, where pairs of catalytic subunits form an intimate
dimer containing two active sites. The small ones are
regulatory (9.5-54kDa) [4]. The molecular size of the
plant and fungal enzymes is less certain and the enzymes, as
isolated, frequently contain the catalytic subunits only [5].

ALS constitutes a target for five structurally diverse
inhibitor classes: sulphonylureas, imidazolinones, triazolo-
pyrimidines, pyrimidinylthio (or oxy)-benzoates and sul-
phonylamino-carbonyliriazolinones [1]. The sulphonylurea
herbicides were discovered by Levitt et al. and the most
active compounds show an aromatic ring attached to the

sulphur atom and a heterocyclic ring (pyrimidine or triazine)
attached to the distal nitrogen atom. The most known are:
pyrazosulfuron ethyl (PSE). primisulfuron methyl (PSM).
sulfometuron methyl (SM), metsulfuron methyl (MM),
chlorimuron ethyl (CE), chlorsulfuron (CS), thifensulfuron
methyl (TM), nicosulfuron (NS) and triasulfuron (TS). The
sensitivity of ALS to the different sulphonylureas varies
substantially. For example, Duggleby et al. have purified the
wild-type and mutam yeast ALS and determined their
sensitivity to six sulphonylureas [6]. Yeast ALS showed
apparent K; values of 3.25 (CE). 5.08 (SM), 9.40(MM), 5.25
(TM) and 127.0nM (CS). They observed that yeast ALS has
an extended N-terminal sequence that is not present in
bacterial ALS. Additionally, Chang et al. expressed, purified
and characterised the Arabidopsis thaliana ALS  and
observed that it is strongly inhibited by the sulphonylurca
herbicides [7.8]. A. thaliana ALS showed apparent K; values
of ILE(CE). 25.5 (5M). 36.2 (MM). 72.2 (TM) and 54.6 nM
(CS). Choi et al. searched the inhibitory activities of various
sulphonylurea herbicides against the catalvtic subunit of
Mycobacterium tberculosis acetolactate synthase (mtALS),
They suggested that ALS might serve as a target protein
for the development of novel anti-tuberculosis therapeutics
[9,10].

M. tuberculosis is a leading cause of morbidity and
mortality in the world today [11-13]. This fact is
aggravated by a growing number of Mtb infections in
individuals who are immunocompromised as a result of

HIV infections [14]. In addition, the ongoing selection of
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