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RESUMO

Ha algum tempo, orgdos de saude em todo mundo, tem demonstrado grande
preocupacdo com a prevaléncia da esquistossomose, bem como a resisténcia as
terapias atuais. A esquistossomose trata-se de uma enfermidade inclusa no grupo de
doencas tropicais negligénciadas e é causada pelo verme S. mansoni. Para o
desenvolvimento de novos compostos 0s quais visam combater este parasita, € de
grande interese o estudo da inibicdo de alvos essénciais ao seu ciclo. Dentre os
diversos alvos estudados, a enzina histona deacetilase 8 do Schistosoma mansoni
(smHDAC8) € uma proteina atraente para o planejamento de drogas
esquistossomicidas, pela justificativa de que a smHDACS8 é essencial para o parasita
e ndo é presente no hospedeiro humano. Os derivados do acido hidroxindmico sdo
potentes inibidores enzimaticos da smHDACS8. Assim, visando o planejamentos
racional de novos inibidores smHDACS, foi realizado um estudo de QSAR para
produzir um modelo capaz de prever a atividade biolégica para esta classe de
compostos. Todas estruturas foram desenhadas e otimizadas para etapa de docking.
As conformac@es obtidas no docking, foram utilizadas para caculo dos descritores e
consequentemente, construcdo do modelo de QSAR-3D. Um modelo com 3
descritores de Lennard-Jones e 1 de Coulomb foi capaz de predizer a atividade
biologica para o conjunto de treinamento (R2 = 0.92, RMSEC = 0,42). Além disso, foi
capaz de prever o valor de ICsp para um subconjunto externo (Q2%ext = 0.85) de
amostras. A interpretacéo dos descritores levou a varios insights sobre a relacao entre
atividade e estrutura dos inibidores smHDACS8 baseados em hidroxamatos. Dessa
forma, novos compostos podem ser planejados e ter suas atividades biologicas

previstas in silico pelo modelo de QSAR-3D.

Palavras chave: Esquistossomose; SmHDACS; QSAR; modelagem molecular



ABSTRACT

For some time, health agencies worldwide have shown great concern about the
prevalence of schistosomiasis, as well as resistance to current therapies.
Schistosomiasis is a disease included in the group of neglected tropical diseases and
is caused by the worm S. mansoni. For the development of new compounds which aim
to combat this parasite, it is of great interest to study the inhibition of essential targets
in its cycle. Among the various targets studied, the histone deacetylase 8 enzyme from
S. mansoni (smHDACS) is an attractive protein for planning schistosomicidal drugs,
justifying the fact that smHDACS is essential for the parasite. Hydroxinamic acid
derivatives are potent enzyme inhibitors of sSmHDACS8. Thus, aiming at the rational
planning of new smHDACS inhibitors, a QSAR study was carried out to produce a
model capable of predicting the biological activity for this class of compounds. All
structures were designed and optimized for the docking stage. The conformations
obtained in the docking were used to calculate the descriptors and, consequently,
construction of the QSAR-3D model. A model with 3 Lennard-Jones and 1 Coulomb
descriptor was able to predict the biological activity for the training set (R2 = 0.92,
RMSEC = 0.42). In addition, it was able to predict the IC50 value for an external subset
(Q2%ext = 0.85) of samples. The interpretation of the descriptors led to several insights
on the relationship between activity and structure of hydroxamate-based smHDACS8
inhibitors. In this way, new compounds can be planned and have their biological

activities predicted in silico by the QSAR-3D model.

Keywords: Schistosomiasis; SmMHDACS8; QSAR; molecular modeling
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1 INTRODUCAO
1.1 Esquistossomose

As doencas tropicais negligenciadas caracterizam um grupo seleto de
enfermidades as quais, na sua grande maioria, possuem parasitas como agentes
causadores. Estes parasitas possuem ciclos de vida variados, bem como
fisiopatologias distintas, caracterizando mecanismos fisiopatolégicos complexos que
engajam os experimentos para elucidacdo de métodos capazes de interromper o ciclo
de vida, preferencialmente, em seu principal hospedeiro definitivo: o ser humano
(Brasil, 2019a).

Dentre as doencas negligenciadas, pode-se destacar a esquistossomose, a qual
se trata de uma doenca com ocorréncia desde a Africa e leste mediterraneo, até o sul
da América, atingindo principalmente a regido do caribe, Venezuela e Brasil (Brasil,
2019b). A figura 1 apresenta a distribuicdo desta doenca no mundo, na qual o Brasil

exibe regibes com prevaléncia moderada.
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Figura 1. Distribuicdo da esquistossomose no mundo em 2012.

Distribution of schistosomiasis, worldwide, 2012
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Fonte: World Health Organization (Disponivel em:

<https://www.who.int/schistosomiasis/Schistosomiasis_2012-01.png?ua=1>).

A esquistossomose apresenta duzentos e vinte milhdes de infectados no mundo e
mais de trés milhdes de infectados no Brasil. Aproximadamente duzentos milhdes de
pessoas necessitaram de tratamento preventivo em 2016; dos quais mais de cem
milhdes eram criancas em idade escolar. No Brasil, quase dois milhées de pessoas
necessitaram de tratamento preventivo no mesmo ano (WHO, 2016a). Apenas paises
em situagdes criticas recebem apoio da organizagdo mundial de saude (OMS) para
tratamento preventivo; a Figura 2 apresenta as regides do mundo que mais

necessitam de um tratamento preventivo da esquistossomose.
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Figura 2. Regides que necessitam de tratamento preventivo no mundo em 2016.

Legenda: Na cor branca, paises que ndo necessitam de tratamento preventivo para
esquistossomose; na cor laranja, paises que necessitam de tratamento preventivo para

esquistossomose.

Fonte: World Health Organization (Disponivel em:

<http://apps.who.int/neglected_diseases/ntddata/sch/sch.html>)

Dados do ministério da saude apontam o estado de Alagoas com maior nimero
de casos em area endémica, no periodo de 2000 a 20016 (Brasil, 2016). O ultimo
levantamento quanto ao numero de 6bitos por esquistossomose no Brasil, por regido
e unidade federada, entres 0os anos de 1996 a 2015, explicita o estado de Alagoas

com a terceira maior média de mortalidade (Brasil, 2017).

O alto niumero de Gbitos por esquistossomose evidencia a ineficacia e toxicidade
dos tratamentos atuais, onde a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos
se torna uma problematica eminente. No entanto, por se tratar de uma doenca

negligenciada, ndo atrai a industria farmacéutica para investimento.

E interessante ressaltar que, atualmente, as pessoas infectadas sdo tratadas
principalmente com dois farmacos esquistossomicidas: praziquantel e oxamniquina
(figura 3). Existem relatos do aumento da resisténcia a principal linha de tratamento;

o praziquantel (Whang, 2012). A OMS possui projetos de incentivo para erradicacao
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de parasitoses humanas. (WHO, 2016a). Acredita-se que este seja um ponto
interessante e que dai possam surgir oportunidades de investimento em pesquisas

voltadas para o desenvolvimento de novos farmacos nesta area.

Figura 3. Estruturas quimicas dos farmacos praziquantel e oxamniquina.

Praziquantel Oxamniquina

Fonte: Elaborado pelo autor.
1.2 Schistosoma mansoni

O S. mansoni, parasita causador da esquistossomose, possui parte de seu ciclo
no ser humano, causando diversas complicacdes clinicas. (Figura 4). Os ovos
depositados pelos vermes adultos no trato gastrointestinal inferior do homem, eclodem
em condi¢cdes ideais, liberando o0s miracideos, passando pelo hospedeiro
intermediario até chegar a forma de cercarias, as quais infectam o homem. No ser

humano o verme se desenvolve até a fase adulta para prosseguir o ciclo (Brasil, 2014).
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Figura 4. Ciclo de vida do S. mansoni.
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Fonte: (Brasil, 2014).

O parasita possui um ciclo extenso e diversas possibilidades de alvo para
farmacos. As enzimas importantes para sobrevivéncia do parasita podem servir como
alvo para um possivel inibidor do ciclo parasitario. Dentre as enzimas presentes no S.
mansoni, as mais estudadas s&o: histona deacetilase 8 (sSmHDAC8) (HEIMBURG et.
al., 2016), arginase (HAI et. al., 2014), endopeptidase de aspariginil (MCKERROW,
2008), enzima de catabolizacdo de NAD+ (MULLER-STEFFNER et al., 2017) e tio-
redoxina glutationa redutase (GUGLIELMO et al. 2014).
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1.3 ENZIMA HDACS8 DO S. mansoni (smHDACS)

Dentre os ultimos estudo realizados com as enzimas histona deacetilases
(HDAC’s), tem-se observado que estas enzimas podem ser consideradas alvos
atrativos, uma vez que estao diretamente ligadas com a replicagdo do parasita. Ainda
assim, nota-se que estas enzimas possuem diversas isoformas, sendo a mais

intensamente estudada pela sua importancia para o ciclo do S. Mansoni.

Investigacdes recentes mostraram que as HDAC'S desempenham um papel
fundamental na regulacédo génica transcricional e na progressao do ciclo celular de
parasitas eucariotos (ANDREWS, 2012). Diversos estudos demonstraram atividade
antiproliferativa de inibidores de HDAC’S em importantes doencas parasitarias e
alguns deles sao apresentados na figura 5 (ANDREWS; PIERCE, 2012).

Figura 5. Exemplos de inibidores que apresentaram atividade antiproliferativa

frente a HDAC’'S em diversos parasitas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A smHDACS é a enzima (da familia das HDAC’S) mais abundante no parasita e,
esta presente em todo o ciclo de vida deste verme (DUBOIS, 2009). Existem diversos

depdsitos no banco de dados de proteinas (PDB) referentes a enzima smHDACS.
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Estas estruturas 3D possuem diversas resolucdes e diferentes moléculas
complexadas junto a proteina. Como exemplo, uma estrutura 3D da smHDACS8 pode

ser visualizada na Figura 6.

Figura 6. Estrutura 3D do smHDACS8 (cédigo PDB: 6HTT)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados cristalograficos de alvos proteicos sdo essenciais para estudos de
QSAR — método que sera mais bem explanado ao longo do texto. A smHDACS8 possui
cadeias em alfa-hélice e algumas folhas beta, que dao mobilidade conformacional as
cadeias peptidicas. O principal ponto a se destacar é a presenca do elemento Zinco*?
no centro da proteina. Este metal, junto a alguns residuos de aminoacidos, séo
extremamente importantes para 0 modo de interacdo e atividade bioldgica dos
inibidores que seréo discutidos em seguida. Os residuos de aminoacidos que compde

o sitio catalitico da enzima smHDACS estéo dispostos no quadro 1.



Quadro 1. Descrigcéo

dos residuos que

compde o sitio ativo da enzima

smHDACS.
Residuo de Cddigo no cristal Tipo de interacao Residuos
aminoacido do PDB intermolecular essenciais
Aspartato ASP186 Coordenacgéo com Essencial
Zinco
Aspartato ASP285 Coordenacéo com Essencial
Zinco
Glicina GLY150 Ligacao de Nao
hidrogénio essencial
Histidina HIS141 Empilhamento Pi Nao
essencial
Histidina HIS142 Ligacao de Nao
hidrogénio essencial
Histidina HIS188 Coordenacéo com Essencial
Zinco
Histidina HIS292 Ligacéo de Néao
hidrogénio / essencial
empilhamento Pi
Lisina LYS20 Ligacéo de Nao
hidrogénio essencial
Fenilalanina PHE216 Hidrofobica N&o
essencial
Prolina PRO 291 Hidrofobica N&o
essencial
Tirosina TYR341 Ligacao de Nao
hidrogénio essencial
Zinco*? ZN Interacao Essencial
coordenada

Fonte: elaborado pelo autor.
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1.4 Inibidores smHDACS8

Diversos estudos tém relatado moléculas com atividade inibitoria frente a
smHDACS8 (BAYER et al., 2018; CABY et al.,, 2017; STOLFA et al., 2014). Como
exemplos podemos citar os derivados de mercaptocetoamidas e derivados do
hidroxamato (figura 7). Assim como outras classes de inibidores, estes compostos
possuem, a capacidade de interagir com avidez no sitio catalitico no qual esta contido

o elemento Zn*2, desempenhando um papel inibitério diante da smHDACS.

Figura 7. Estruturas quimicas dos derivados de mercaptoacetoamida e

Hidroxamato.

Derivado Mercaptoacetocamida Derivado Hidroxamato

Fonte: Elaborado pelo autor.

Até o momento, foi verificado que inibidores de smHDAC8 devem possuir trés
elementos essenciais para interacdo no sitio catalitico: (i) um grupo que possua
extrema afinidade pelo elemento Zn*? e aos residuos de aminoéacidos que o circundam
(ver quadro 1); (ii) um grupamento espacador e (iii) um grupo volumoso que se
estende até a entrada da cavidade hidrofobica do sitio (MAREK et al., 2018). Um
exemplo de estrutura basica de uma seérie de inibidores smHDAC8 pode ser
visualizado na figura 8. O desenho mostra um inibidor com alguns exemplos de grupos
substituintes para o grupo espagador e para 0 grupamento que se estende a entrada

do sitio.
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Figura 8. Caracteristicas estruturais gerais de inibidores smHDACS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
1.5 Planejamento racional de novos Farmacos

E sabido que para ocorrer o desenvolvimento de um novo farmaco, desde a
descoberta e sintese de uma estrutura, até o produto que chega ao paciente, se trata
de um processo demorado que demanda empenho de equipes multiprofissionais e
especializadas. O custo para tudo isso € alto. Portanto, se faz necessario o
desenvolvimento de técnicas que racionem a relacado tempo/custo de forma positiva.
E dentro desta visdo que se opta por realizar o planejamento racional de novos
compostos. Tal tipo de planejamento é acoplado a diversas técnicas, nas mais
diversas etapas de desenvolvimento de um novo farmaco. Neste sentido, o presente
trabalho se intensifica na etapa inicial e primordial, que se trata da elaboracéo e
descoberta de possiveis moléculas que possam chegar ao status de hit ou composto
lider. A figura 9 apresenta um fluxograma que abrange o tempo e o valor gasto para

se desenvolver um farmaco.
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Figura 9. Fluxograma do processo de descoberta e desenvolvimento de

farmacos.
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Fonte: (ARODOLA; SOLIMAN, 2017).
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Os estudos de modelagem molecular séo as principais ferramentas tedricas no

campo da quimica medicinal, as quais tém sido largamente usados para descoberta

de novos farmacos. A modelagem molecular abrange todos os métodos usados para
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modelar ou imitar o comportamento das moléculas. Os métodos de modelagem
molecular séo utilizados nos campos da quimica computacional, design de farmacos,
bioinforméatica e ciéncia dos materiais, para estudar sistemas moleculares que variam
de pequenos sistemas quimicos a macromoléculas biolégicas e conjuntos de
materiais. A caracteristica comum dos métodos de modelagem molecular é a
descricdo do nivel atomistico dos sistemas moleculares. Isso pode incluir tratar os
atomos como a menor unidade individual (uma abordagem de mecanica molecular)
ou modelar explicitamente protons e néutrons com seus quarks, anti-quarks e elétrons
com seus fétons (uma abordagem quimica quantica) (RAMACHANDRAN et al., 2008;
ANDREW, 2001).

1.6 Computer-aided drug-design (CADD)

As técnicas de modelagem molecular sdo diversas, onde cada uma possui uma
aplicacao diferente, que deve ser apreciada para cada caso. Dentro do campo da
modelagem molecular, existem os estudos de CADD, o qual tem como objetivo o
desenvolvimento e melhora da eficacia de farmacos usando ferramentas
computacionais modernas, as gquais se encaixem como rapidas e econdmicas em
comparacao aos métodos convencionais. A abordagem de CADD ja foi aplicada em
varios farmacos de sucesso, como na descoberta dos quimioterapicos imatinib e
nilotinib (DRUKER; LYDON, 2000; WEISBERG et al., 2005). Outro exemplo, é o
farmaco alisquireno, usado no tratamento de hipertenséo arterial, o qual foi descoberto
através de estudos de modelagem molecular (WOOD et. al., 2003). A estrutura 2D

dos medicamentos citados anteriormente estdo apresentados na figura 10.
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Figura 10. Estrutura quimicas dos farmacos Imatinib, Nilotinib e Alisquireno.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em termos gerais, o CADD é subdividido em duas areas: Structure-based Drug
Design (SBDD) e Ligand-based Drug Design (LBDD). O SBDD abrange ferramentas
utilizadas para o desenvolvimento de farmacos baseadas na estrutura, ou seja, no
alvo de acéo o qual o farmaco planejado ira interagir, que pode ser uma proteina ou
uma sequéncia de DNA, por exemplo. O LBDD consiste em técnicas baseado na
estrutura de ligantes, os quais podem ser farmacos ja usados clinicamente, ou hits em
fase de triagem, por exemplo (ARODOLA; SOLIMAN, 2017; AUGEN, 2002). A figura
11 apresenta um fluxograma com as diferentes ferramentas in silico utilizadas no

planejamento de farmacos.
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Figura 11. Diferentes ferramentas in silico usadas no design de farmacos.
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Fonte: (ARODOLA; SOLIMAN, 2017).
1.6.1 Structure-based Drug Design (SBDD)
1.6.1.1 Virtual screening (VS)

Uma das principais ferramentas de SBDD é o virtual screening (VS). No VS, é
possivel realizar uma triagem com diversos alvos macromoleculares, ou pequenos
ligantes ja conhecidos, a fim de se construir um modelo farmacoférico e, a partir disto,
realizar o desenho de novas moléculas. No VS existem dois métodos: o structure-
based virtual screenig (SBVS) e o ligand-based virtual screening (LBVS) (GIMENO et
al., 2019).

No SBVS é realizada a ancoragem de uma biblioteca de moléculas para um,

ou varios alvos, a fim de selecionar um subconjunto desses compostos com base no
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score de ligagdo atraves do docking molecular (esta ferramenta sera explanada mais
adiante neste manuscrito). No LBVS, sao utilizadas as informacdes presentes em
ligantes ativos conhecidos, sem a necessidade de conhecimento do alvo molecular.
Assim, abordagens virtuais baseadas em ligantes podem ser empregadas no intuito
de se encontrar novas moléculas, avaliando-se a semelhanca entre os ligantes
candidatos a farmaco e os compostos ativos conhecidos. Em ambos os casos, SBVS
e LBVS, o intuito principal é conhecer o modelo farmacoférico ideal para interacéo
(BANEGAS-LUNA; CERON-CARRASCO; PEREZ-SANCHEZ, 2018; WU; ARIGHI,
ROSS, 2017).

1.6.1.2 Molecular docking

No campo da modelagem molecular, o docking € um método que prediz a
orientacdo preferida de uma molécula em um sitio de ligacdo. O conhecimento desta
orientacdo pode ser usado para prever a forca da associa¢éo ou afinidade de ligacéo
entre duas moléculas usando, por exemplo, fungBes de pontuacdo. O encaixe
molecular (docking) € um dos métodos mais freqlientemente usados no projeto de
farmacos com base na estrutura, devido a sua capacidade de prever a conformacéo
de ligacdo de pequenas moléculas no sitio de ligacdo de um alvo apropriado. A
caracterizacdo do comportamento de ligacdo desempenha um papel importante no
planejamento racional de farmacos, bem como na elucidacdo de processos
bioquimicos fundamentais. Este método consiste em calcular a energia livre de Gibbs
entre duas espécies quimicas, geralmente pequenas moléculas e macromoléculas
bioldgicas. Estes valores sao expressos em Kcal/mol e quanto mais negativo for esse
valor, significa que maior é a interacdo entre uma determinada molécula com os
aminoacidos de uma proteina, por exemplo (JOHN R.GIUDICESSI, BA.MICHAEL
J.ACKERMAN., 2008).
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1.6.2 Ligand-based Drug Design (LBDD)
1.6.2.1 Quantitative structure-activity relationship (QSAR)

De forma geral, o QSAR é um método empregado para correlacionar a
atividade biolégica de uma gama de compostos com suas respectivas estruturas
quimicas, de forma quantitativa. Para tanto, realiza-se a constru¢cdo de um modelo
estatistico capaz de prever a atividade bioldgica de moléculas para um determinado
alvo. Os estudos de QSAR séo extremamente confidveis, uma vez que podem ser
validados quanto a robustez estatistica, servindo como métrica de confiabilidade aos
resultados obtidos (VERMA, 2010).

Neste tipo de estudo, inicialmente, € importante a realizacdo de uma revisao
bibliografica apurada, na qual algumas caracteristicas devem ser levadas em conta
como os critérios de incluséo para compor o banco de dados do estudo. S&o eles: (i)
todas as moléculas usadas devem possuir estrutura quimica completamente
elucidada; (ii) atividade biologica definida para o alvo em questdo; e (iii) que o
protocolo usado para os testes de atividade biolégica seja 0 mesmo em todas as séries
inclusas no banco de dados. (FOURCHES, 2010).

Os estudos QSAR que codificam apenas propriedades fisico-quimicas séo
chamadas de QSAR-2D. Ainda existem modelos de QSAR-3D a 6D, que também
utilizam os métodos de regressao citados anteriormente para criar modelos de
predicdo. A diferenca entre eles sdo os tipos de descritores utilizados (XUE;
BAJORATH, 2000). Em um QSAR 3D sédo consideradas propriedades estéricas e
eletrdnicas das moléculas. Quando se usa simulagces de dinAmica molecular para
gerar as conformacgdes das moléculas, considera-se uma variante a mais no estudo,

e, portanto, o0 modelo de QSAR gerado € denominado 4D.

Desta forma, o QSAR baseia-se na ideia de que moléculas anéalogas
pertencentes a uma mesma classe e um mesmo sistema biolégico possam ter suas
propriedades de interacdo quantificadas através de modelos matematicos. O modelo

de QSAR deve clarear as variaveis independentes que sdo os descritores 0s quais
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codificam aspectos estruturais e fisico quimicos de interesse, e as variaveis
dependentes, que séo as atividades biolégicas de uma classe de compostos.

O termo variavel dependente em QSAR é designado as atividades biologicas
obtidas de estudos experimentais in vivo ou in vitro. Normalmente s&o utilizados
valores de ICso (dose necesséria para inibir 50% da atividade biologica de um
determinado alvo), DLso (dose necessaria para matar 50% da populagdo de um
determinado organismo vivo), Ki (coeficiente de inibicdo enzimética), e MIC
(concentracdo inibitoria minima) (NANTASENAMAT et al., 2009).

Desta forma, tem-se em um estudo de QSAR a constru¢cdo de uma matriz, na
qual as variaveis independentes (propriedades da molécula) estdo dispostas no eixo
X, e as variaveis dependentes (valores de atividade biolégica) no eixo Y. Os valores
dispostos nessa matriz sdo correlacionados atraves da regresséo linear multivariada
através de diversas abordagens, incluindo o Comparative Molecular Field Analysis
(CoMFA), Comparative Molecular Similarity indices Analysis (COMSIA) e o Hologram
Quantitative Structutre Activity Relationship (HQSAR).

A abordagem mais citada de QSAR-3D é conhecida como CoMFA
(CRAMMER; PATTERSON; BUNCE, 1988). No QSAR-3D, a estrutura 3D de uma
molécula é colocada dentro de uma caixa virtual, representando um sitio ativo
hipotético rigido, onde sédo avaliadas as propriedades eletrostaticas e estéricas dos
compostos. Estas propriedades sao traduzidas em energias de interacdes em cada
ponto de uma grade na caixa virtual. Primordialmente, sdo calculados os potenciais
de Coulomb (QQ) e de Lennard-Jones (LJ), sendo chamados de descritores
moleculares. Para o potencial QQ temos descritores eletrostaticos e para o potencial
LJ, descritores de Vander Waals. As equacbes 1 e 2, demonstram como Sao

calculados os potenciais QQ e LJ respectivamente.
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Fonte: (PAULO et al.,2009).

Legenda. EQQ: Energia dos descritores eletrostaticos; Evdw: energias dos descritores de Van
der Waals (WDV); Qsonda: carga do atomo sonda; gk: carga parcial do atomo k da molécula;
D: constante dielétrica; rsondak: distancia da sonda dentro da grade virtual até o atomo k da
molécula; A e C: constantes dependentes do raio de van der Waals parametrizados para o
campo de for¢a usado no célculo da energia.

Para se entender como estas equac¢fes sdo aplicadas no campo molecular, é
necessario compreender que as moléculas se encontram dispostas em um espaco
tridimensional (uma grade virtual). A figura 12 demonstra uma representacéo
simplificada de como uma molécula é inserida dentro de uma caixa virtual, para a
realizacdo dos célculos dos descritores moleculares. A partir de cada atomo, as
equacdes sao aplicadas para calcular a interacdo entre 0 mesmo e um atomo sonda,
no caso um carbono sp3. O resultado de cada equacédo gera um descritor eletrostatico
e um descritor de Vander Walls para cada ponto na grade. A partir disto, espera-se a
geracdo de algumas dezenas de milhares de descritores. Sao estes valores que sao
postos na matriz, e correlacionados aos valores de atividade através da regressao

linear multivariada.
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Figura 12. Representacédo simplificada de uma molécula inserida na caixa

virtual para célculo dos descritores moleculares.

QQsonda ‘

rsondak

Fonte: Elaborado pelo autor.

Note que, analisando em conjunto, as equacbes 1 e 2 com a figura 11, é
perceptivel que uma molécula esta inserida em uma grade virtual 3D. Um atomo de
oxigénio (gk) da molécula, estd a uma distancia “X” (rsondak) do atomo sonda
(Qsonda). Alguns valores de constantes séo aplicados na equagao, como a constante
dielétrica (D). Outros valores sdo constantes, porem dependentes do raio de Van der

Walss utilizado pelo campo de forca escolhido (A e C).

No entanto, para alcancgar a primazia na constru¢cdo de modelos de QSAR, é
necessario que todas etapas que antecedem a construcao dele, sejam feitas de forma
criteriosa, obedecendo padrfes e métodos consistentes ja citados na literatura. Todo
modelo de QSAR deve seguir os padrbes e normas técnicas exigidos pela
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD). A OECD é uma
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organizagdo econdmica intergovernamental com 36 paises membros, fundada em
1961 para estimular o progresso econémico e o comércio mundial. E necessario que
um bom modelo de QSAR possua um processo de validacdo transparente com
determinacéo objetiva da confiabilidade. Em novembro de 2004, os paises membros
da OCDE estabeleceram os principios de validacdo dos modelos QSAR visando uma
avaliacao regulamentar destes modelos. Os principios acordados fornecem a base
para avaliar a aplicabilidade regulatéria dos modelos de QSAR e contribuem para seu

uso aprimorado e uma avaliagdo eficiente (OECD, 2004, 2007).

Segundo os padrées da OECD, um modelo de QSAR adequado deve possuir:
(i) Um ponto final definido; (i) um algoritimo inequivoco; (iii) um dominio de
aplicabilidade definido; (iv) medidas apropriadas de qualidade de ajuste, robustez, e
previsibilidade; esse possivel (v) uma interpretacdo mecanicista.

1.7 Importancia do QSAR na quimica medicinal

Os métodos atuais de busca de novos farmacos contam com forte contribuicéo
dos estudos de QSAR, os quais visam a identificacdo de compostos lideres e dao
embasamento fisico-quimico para o planejamento de analogos mais especificos, com
maior atividade intrinseca ou com melhor perfil farmacoldgico. Desta forma, aumenta-

se as chances de sucesso de insergdo de novos farmacos no arsenal terapéutico.

Diversos trabalhos tém demonstrado a alta aplicabilidade do QSAR para o
descobrimento de novos hits. Esta ferramenta se adequa a proposta do planejamento
racional de farmacos, possibilitando ao pesquisador, prever qual sera a atividade de
uma determinada molécula antes de sua sintese. Através do QSAR, pesquisadores
conseguiram encontrar novos hits com atividade esquistossomicida semelhante ao
farmaco praziquantel (NEVES et al., 2016). Uma anélise de QSAR bem sucedida foi
relatada na descoberta de inibidores potentes da tirosina fosfatase humana, sendo
usados como ponto de partida para o desenvolvimento de quimioterapicos que
combatem células cancerigenas (TAHA et al., 2007). As analises de QSAR também
foram citadas em estudos de sucesso que relataram o desenvolvimento de novas

moléculas capazes de inibir enzimas bacterianas e células do parasita Trypanosoma
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cruzi.(MELO-FILHO et al., 2019; TAHA et al., 2008; TUFFAHA; HATMAL; TAHA,
2019).

Em muitos casos, o uso integrado de estratégias de SBDD e LBDD pode gerar
informacdes Uuteis no planejamento de farmacos, por meio da sinergia e
complementaridade de conhecimentos entre as estratégias. Diversos estudos
apresentam resultados satisfatorios utilizando a combinacédo de técnicas de SBDD e
LBDD (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010) (COMB 0). As diversas técnicas
combinadas, podem maximizar os resultados obtidos. Pesquisadores obtiveram
sucesso ao combinar as ferramentas de docking e QSAR-3D no desenvolvimento de
inibidores seletivos da desidrogenase presente no parasita T. cruzi, (GUIDO et al.,
2008). A integracdo dos métodos também é citada na identificacdo de potentes
farmacos desenvolvidos para o tratamento de fibrodisplasia 6ssea (SATO et al., 2020).

Neste sentido, o presente trabalho visou a aplicacéo de técnicas de modelagem
molecular, para o desenvolvimento de um modelo de QSAR-3D capaz de prever a
atividade bioldgica (in silico) de moléculas, frente a enzima smHDACS.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver um modelo de QSAR-3D para o planejamento racional de novos
inibidores HDAC8 do S. mansoni.

2.2 Objetivos especificos
« Padronizar um conjunto de moléculas contidas na literatura com atividade

frente a smHDACS;

* Preparar e otimizar estruturas 3D da enzima smHDACS8 para realizacado dos

estudos de docking;
» Realizar o docking de todo o conjunto de moléculas com a enzima smHDACS;
» Calcular descritores moleculares 3D para todo o conjunto de moléculas;

« Criar e validar estatisticamente o modelo de QSAR-3D, segundo os padrdes da
OECD;

« Entender a nivel molecular a relacdo existente entre as estruturas quimicas das

classes de moléculas em estudo e suas respectivas atividades bioldgicas;
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Estacao de trabalho

Todos os célculos foram realizados usando workstation, Dell
Precision Workstation T7810, com processador Intel® Xeon® E5-2623 v3 (4C, 3.0
GHz, 10 Mb Cache, 105 w), com duas placas de video NVIDIA® Quadro® NVS510 de
2GB (4DP), memodria de 16 GB (4x4GB) 2400 MHz DDR4, e disco rigido SATA de 1
TB (7200 RPM).

3.1.2 Conjunto de dados

Para compor o conjunto de moléculas, foram utilizados 73 derivados de
hidroxamatos ou mercaptoacetoamidas (KANNAN et al. 2014; STOLFA et al., 2014;
HEIMBURG et al., 2016; BAYER et al., 2018). As moléculas estédo dispostas no anexo
1.

3.2.1 Padronizacao do conjunto de dados e preparo das estruturas 3D dos ligantes

Inicialmente, foram inseridos ao banco de dados todos os inibidores da enzima
smHDACS, descritos na literatura com estrutura quimica definida, atividade biolégica
determinada com mesma ordem de grandeza, e mesmo protocolo de ensaios de
atividade bioldgica (as estruturas utilizadas neste estudo estdo dispostas no ANEXO

1, ao final deste manuscrito).

Foi calculado o estado de protonagédo de cada molécula, de acordo com o pH
fisiologico. Foram atribuidas as cargas positiva ou negativa, nos casos em que a
molécula se encontrava na sua forma ionizada no pH fisiologico. No software Marvin
foi calculada a conformacdo energeticamente mais estavel, de acordo com as
seguintes especificacdes: geometria Hessian, QM DFT, Célculo Hessian, nivel de
teoria DFT (B3LYP / 6 31G *) e cargas derivados de Merz-Singh-Kollman.

3.2.2 Preparo das estruturas 3D da enzima smHDACS8

As estruturas cristalinas da smHDACS8 foram pesquisadas no banco de dados

PDB. Foram escolhidos os cristais com melhor resolucéo (resolucéo < 3.0 Angstrém).
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e que possuiam ligantes complexados. Dentre as estruturas selecionadas, foi
pesquisado quais ligantes complexados (no sitio catalitico da enzima smHDACS8) se
assemelhavam mais com o esqueleto principal das 73 moléculas que compde o banco
de dados. Foi verificado o grau de similaridade dos cristais da enzima smHDACS.
utilizando-se o médulo match maker do USCF Chimera (PETTERSEN, 2004). As
estruturas das proteinas foram otimizadas quanto ao estado de protonag¢do no pH
fisiologico e, também foram adicionadas cargas formais AM1BCC. As moléculas
otimizadas, junto aos cristais aprimorados, foram usadas para os estudos de docking

molecular.
3.2.3 Docking

Para as simulagbes de docking, foram utilizados 3 softwares diferentes:
Autodock vina (TROTT, 2010), Autodock 4.2 e o ICM (Molsoft). Para a escolha do
tamanho ideal da caixa, todas as moléculas foram submetidas a ensaios com 3
dimensfes: 9x12x 64,14 x17 x 11 A e 19 x 22 16 A. As conformacdes geradas para
cada ensaio de docking foram inspecionadas visualmente a fim de se encontrar qual
conformacao mais se assemelhava a conformacéo do ligante complexado ao cristal.
Apos analise, foi escolhida 1 conformacao preferivel para cada molécula, segundo os
parametros estabelecidos. Todas as estruturas foram salvas em um Unico arquivo,

para realizacao da etapa de calculo de descritores.
3.2.4 Célculo dos descritores moleculares e constru¢do do modelo de QSAR-3D

Apo6s obtencdo da conformacao ideal para todas as moléculas da série, foram
utilizados os potenciais de QQ e LJ para calculo dos descritores moleculares. O
Open3DQSAR foi utilizado para calcular dezenas de milhares de descritores dispersos
em um espaco 3D. Foram utilizados filtros de variaveis para exclusdo descritores

redundantes.

Nas etapas seguintes, os inibidores foram separados em dois conjuntos: interno
(ou treinamento) — o qual contém as moléculas utilizadas para construcéo do modelo
— e conjunto externo (ou validagdo) — composto por moléculas usadas para validagéao

do modelo de QSAR (todas estruturas utilizadas nos conjuntos interno e externo,
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estdo dispostas no ANEXO 1 ao final deste manuscrito). Para a sele¢do das moléculas
de cada grupo, foi utilizado o uso de um dendograma gerado pelo software ICM,
baseado na similaridade das estruturas e suas respectivas atividades bioldgicas,

separando as moléculas em clusters.

Os descritores calculados de LJ e QQ, para o conjunto interno foram
submetidos ao software Nanobridges (AMBURA et. al.,, 2009) Para geracdo dos
modelos de QSAR. os melhores foram submetidos aos testes de validagdo para
escolha daquele que melhor descreveu a atividade biolégica.

3.2.5 Validacdo do modelo de QSAR-3D

Inicialmente, foi analisado o valor de R2 para o conjunto interno. No R?, os

valores de atividade experimental do conjunto interno foram plotados com os valores

de atividade calculados pelo modelo de QSAR.

A validacdo externa do modelo foi avaliada pelo desvio entre os valores de

atividade biolégica experimentais e os preditos pelo modelo.

Os valores preditos pelo modelo foram calculados da seguinte forma: para cada
molécula, foram selecionados os valores dos descritores que melhor descrevem a
atividade biolégica, segundo o modelo de QSAR 3D. O vetor de regressédo (VR) de
cada descritor foi multiplicado pelo valor de cada descritor molecular, e foi realizada
entdo a somatdria destes valores. Esta somatdria foi multiplicada pela constante do
modelo. O resultado desta operacéo foi descrito como a atividade biolégica predita
pelo modelo, para cada molécula.

Para averiguar a qualidade da previsao externa, foi analisada a inclinagao da
reta entre os valores preditos e experimentais (Q2 externo). Nesta etapa da validacao,
as moléculas que compdem o conjunto externo, ou seja, que ndo foram usadas para

construgcédo do modelo, foram submetidas ao modelo de QSAR-3D.

Para verificar se os descritores obtidos no modelo de QSAR estavam realmente
relacionados com a farmacodinamica dos compostos, foi avaliado o intercepto do R2

para o teste denominado y-randomization. No y-randomization foram construidos
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novos modelos de QSAR usando os mesmos descritores calculados anteriormente,
porém, com os valores de atividade biologica embaralhados. Estes modelos foram
reconstruidos N vezes o numero de moléculas do conjunto interno. Com isso, para
cada modelo reconstruido com atividades embaralhadas, foi gerado um valor de R2.
Com estes valores, foi realizado o intercepto da reta em relacéo ao valor de R? do

modelo original.

Para avaliar o grau de previsibilidade do modelo foi realizada uma validagdo
cruzada utilizando o teste Leave-One-Out (Q2LOO). Foi excluida uma amostra de
cada vez do conjunto de treinamento. O procedimento foi realizado quantas vezes for
0 numero das amostras do conjunto de treinamento. A diferenca entre o valor
experimental e o estimado para as amostras retiradas foram usados para calcular o
erro padrdo da validagéo cruzada (SEV, standart error of validation) e o coeficiente de
correlacdo da validacdo LOO (Q2).

O Processo denominado Leave-N-out foi usado para avaliar a robustez do
modelo de QSAR-3D. Foram retiradas do conjunto de treinamento N amostras em
bloco. Um novo modelo foi construido sem estas amostras, e os valores de atividade
bioldgica séo previstos para o bloco de amostras separadas para validacao.

Em seguida, foi realizada uma interpretacdo mecanicista dos descritores

contidos no melhor modelo avaliado.
3.2.6 Interpretacdo mecanicista dos descritores moleculares

Foi realizada uma interpretacdo minuciosa dos descritores no espaco 3D.
Foram explanadas quais interacdes sao favoraveis ou desfavoraveis, no ponto o qual
se encontra cada descritor dentro do sitio ativo. Esta interpretacdo foi realizada da
seguinte forma: foram comparados, para cada descritor, quais moléculas possuiam o
menor e 0 maior valor para o referido descritor. Em seguida foi verificado qual grupo
funcional, nas duas moléculas, se encontrava mais proximo do descritor analisado. A
partir disto, foi distinguindo grupos favoraveis ou desfavoraveis para interacao a partir
da natureza dos descritores. Esta analise foi realizada para cada descritor obtido no
modelo de QSAR-3D.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Construcdo do banco de dados

Os 73 inibidores selecionados a partir da literatura, possuiam estrutura quimica
definida, sem presenca de moléculas com centros quirais indefinidos. Todas
estruturas possuiam valores de atividade biol6gica hna mesma grandeza, com valores
de ICso e boa variabilidade de atividade biologica, desde a escala micromolar até a
nanomolar (nM). Esta variabilidade foi importante para que as equagdes de regressao
linear utilizadas fossem capazes de correlacionar valores de atividade baixos, porém
nao inativos, até valores altos, com as diversas propriedades moleculares das
estruturas. Todas as moléculas escolhidas apresentavam o mesmo tipo de ensaio
enzimatico a enzima smHDACS8. O desenho 2D de todos inibidores utilizados neste
estudo e suas respectivas atividades, bem como os artigos cientificos os quais estas

moléculas foram retiradas, estdo dispostos no ANEXO 1, ao final deste manuscrito.
4.2 Estruturas 3D da smHDACS

Ao todo, foram encontrados 28 depodsitos referentes a cristais de smHDACS.
As estruturas cristalograficas que melhor outorgaram os padrées estabelecidos no

item 3.2.2 para escolha dos cristais estéo dispostos na tabela 1.

Tabela 1. Cristais da enzima smHDACS utilizados no estudo de docking.

Cédigo PDB Resolucdo (Angstrém) Série de ligante
cristalografado
4BZ6 2.0 Hidroxamatos alifatticos
Hidroxamatos
6HTT 1.748 _
Benzilicos
4CQF 2.3 Mercaptoacetoamidas

Fonte: Protein data bank (https://www.rcsb.org/)

As determinacdes experimentais sdo bases magnificentes nos estudos de modelagem

molecular. Portanto, é de grande interesse a escolha de estruturas cristalograficas,
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nas quais contenham ligantes, com o maior grau de paridade possivel com as
moléculas da série. Com as enzimas retiradas do PDB, foi possivel ter referéncias
primorosas, as quais abrangem todas classes de inibidores presentes no banco de
dados. Neste sentido, os hidroxamatos alifaticos foram submetidos aos estudos de
docking com o PDB de cddigo 4BZ6, os hidroxamatos benzilicos com o PDB 6HTT, e

as poucas mercaptoacetoamidas, com o PDB 4CQF.

No entanto, em um estudo de docking, as conformacdes de todas as moléculas
devem possuir um eximio alinhamento, sendo necessério atencdo ao usar estruturas
enzimaticas de codigos diferentes. E interessante ressaltar que, por mais que estas
estruturas escolhidas possuam ligantes complexados, categoricamente distintos,
existe grande similaridade em suas estruturas peptidicas, como pode ser visualizada
na sobreposicao dos cristais apresentada na figura 13. As 3 estruturas da smHDACS8

estado representadas nas cores amarelo, azul e verde.

N&o necessariamente estas estruturas necessitam de extrema similaridade.
Porém, é de grande valia que o grau de similaridade seja alto para que os resultados
das simulacfes de docking sejam precisos o suficiente para gerar conformacdes de
ligantes que se sobreponham. Na figura 13, é perceptivel um notavel alinhamento
entre as estruturas, principalmente em relacdo aos aminoacidos que cercam o sitio
ativo. Podem ser vistos as conformacdes de folha beta e alfa hélice sobrepostas. A
titulo de exemplo, pode-se observar 3 residuos de histidina, pertencentes a cada uma
das estruturas, sobrepostos, assinalados por setas de cor preta. Desta forma, foi
possivel realizar os estudos de docking com cristais diferentes sem alteracbes

significativas dos residuos de aminoacidos que circundam o sitio ativo.
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Figura 13. Sobreposi¢cao dos cristais da enzima smHDAC8 escolhidos para

realizacdo do estudo de docking.

Fonte: elaborado pelo autor.
4.3 Otimizagao e alinhamento dos modelos moleculares

Apbs o célculo das conformacgdes 3D de todos compostos e padronizagédo das
estruturas proteicas, foi realizado o estudo de docking. Para tanto, foram utilizados 3
tamanhos de caixa diferentes. Por mais semelhantes que as moléculas sejam em seu
esqueleto principal, existem moléculas pequenas formadas por 10 atomos, até
moléculas mais extensas contendo 25 atomos ou mais. Desta forma, em uma caixa
muito pequena moléculas grandes poderiam néo ter espaco suficiente para que fosse
verificada de forma correta as conformacgfes obtidas por docking. Da mesma forma,
moléculas menores, em caixas grandes, poderiam fugir ao sitio ativo, devido as
proprias inconsisténcias dos algoritmos usados. De qualquer forma, foi primordial para
escolha das conformacdes a semelhanga com o ligante co-cristalizado com a enzima

smHDACS. Os tamanhos de caixa escolhidos podem ser visualizados na figura 14
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Figura 14. Tamanhos selecionados para caixas nas simulacdes de docking.

19x22x16 A

Legenda: Na cor vinho: enzima smHDACS. Linhas finas verdes: limites dimensionais da caixa.

Bastfes em verde lim&o: ligante.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Outro fator que aprimorou a metodologia de docking utilizada neste trabalho foi
o0 emprego de mais de um software para geracao das conformacdes. Ao todo, foram
219 simulacdes (3 tipos de caixa para cada molécula) em 3 softwares diferentes,
resultando num total de 657 simulacdes de docking. Cada simulacdo gerou 10
conformacdes. Cada conformacao foi analisada minuciosamente, sem excecdo. No
total, foram realizadas 6.570 analises, inspecionadas visualmente, para se chegar a

73 conformacdes (1 para cada inibidor) prediletas.

Como ja mencionado, as moléculas utilizadas no estudo foram analisadas
guanto a conformacéo adquirida e ndo conforme ao score obtido por docking. Isto se
da pelo fato de que para um estudo de QSAR, a escolha de uma conformacao analoga
a conformacdo do ligante natural da série — molécula contida no depdsito
cristalografico da proteina no site PDB — ser mais importante do que uma conformacao
com alto score de docking (THILAGAVATHI, 2003). Portanto, selecionando cada
conformacdo mais relevante obteve-se um pool de conformacdes, que pode ser

visualizado na Figura 15.

A conformacao escolhida se torna um dos pontos chave para obtencédo de um
modelo preditivo. Pois € a partir das coordenadas espaciais de cada ligante que séao
calculados os descritores moleculares que se traduzem em pontos de interacdo e por
conseguinte serdo visualizados no espaco 3D do sitio ativo da enzima.
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Figura 15. Alinhamento das conformagdes ap0s docking inclusas no sitio ativo
da enzima smHDACS.

LOOP 6 LOOP I

Legenda: ligantes em formato de bastdo. Enzima smHDACS8 em forma de bastéo e folhas alfa
e beta. Elemento zinco em forma de bola na cor cinza. Em verde escuro: cadeias da enzima
smHDACS8. Em vermelho: atomos de oxigénio. Em azul: atomos de nitrogénio. Em verde:
atomos de cloro. Nesta visualizac¢éo, todas outras cores néo citadas, representam cadeias de

carbono.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os inibidores se encaixaram no sitio ativo com semelhanca aos seus
respectivos ligantes cristalografados, bem como apresentaram um modo de interacao
ja relatado em estudos anteriores (MAREK et. al., 2018). Devido a similaridade
conformacional entre os ligantes submetidos ao docking e os ligantes contidos nos
cristais (do site PDB) da enzima smHDACS, é sugestivo que ambos apresentem
interagcbes intermoleculares similares. Dentre estas interagdes, pode ser citada a
interacdo com o elemento zinco, essencial a atividade biolégica. Outra interacao,
ocorre na porcdo contraria da molécula que interage com o elemento zinco; esta
regido da enzima, é subdividida em dois loops, 0s quais sdo denominados de loop 1
e loop 6. A presenca de grupos hidrofobicos nestas regides possibilitam estabilidade
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conformacional & molécula, de tal forma que ela permaneca préxima ao elemento

zinco.

Estes dados sustentam relevante resultado para os estudos de docking, pois
denotam que as conformacgdes obtidas, coincidem com as conformacdes obtidas por
cristalografia de raios-x, dos cristais da enzima smHDAC8 depositados no PDB.
Consequentemente, foram observadas analisando a distancia entre os residuos de
aminoacidos e os grupos funcionais de cada molécula, intera¢des intermoleculares
semelhantes as citadas nos artigos publicados anteriormente. Assim, as

conformacdes obtidas podem ser usadas com seguranca para calculo dos descritores.
4.4 Calculo dos descritores e filtro de variaveis

As conformacdes de docking obtidas foram submetidas ao processo de calculo
de descritores moleculares com o software Open3DQSAR. Foram obtidos 32.330
descritores moleculares para cada potencial de LJ e QQ. Foram observados diversos
descritores redundantes, dispostos em pontos muito proximos um do outro, ou muito
distantes das estruturas moleculares, por exemplo. Para tais inconsisténcias, se fez
necessario o uso de filtros de variaveis. Algoritmos em shell script ja previamente

validados foram aplicados.

Como estes descritores moleculares se traduzem em pontos de interacfes
intermoleculares, sabe-se que, para ocorrer uma interagdo intermolecular entre um
ligante e um residuo de aminoacido, & necessaria uma distancia ideal entre as duas
espécies quimicas. Além disto, descritores dispostos no mesmo raio, muito proximos
um do outro, acabam por descrever propriedades idénticas, e, portanto, precisam ser
excluidos antes da etapa de regressao linear multipla. Através destes filtros, foi
possivel eliminar descritores com baixa variancia (ponto de corte de 0,02), ou seja,
descritores excessivamente distantes das estruturas dentro da caixa virtual.
Descritores com alta correlacdo (ponto de corte 0,03), ou seja, muito proximos um do
outro, também foram descartados. Para os descritores de LJ foram descartados os
gue possuiam valores absurdos, que ndo condizem com a realidade (> 30 kcal/mol).

Apos os filtros, 0 nimero de descritores diminuiu para 11.300 para LJ e 8.580 para
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QQ. Assim estes valores foram correlacionados com os dados de atividade biol6gica

através da regressao linear multivariada.
4.5 Distingdo dos conjuntos de treinamento (interno) e de teste (externo)

Com o dendograma gerado pelo software ICM (figura 16), foi possivel escolher
um conjunto de 22 inibidores para compor o conjunto externo (validacdo) e,
consequentemente, 51 moléculas compuseram o conjunto interno (treinamento). No
dendograma, as moléculas estdo separadas por clusters de similaridade estrutural e
de atividade bioldgica. A ideia nesta etapa foi incluir no conjunto externo a maior
variabilidade estrutural possivel. Cada ramo terminal presente no dendograma,
representa um inibidor. Quanto mais proximo esta um ramo do outro, mais similares
sdo as estruturas. As cores indicam os diferentes clusters, ou melhor, os grandes
ramos. Entdo, dentro de cada grande ramo, foi escolhido um namero arbitrario de
moléculas, de modo que o conjunto de 22 inibidores compreendesse todos 0s ramos.
Vale ressaltar que, durante a escolha das estruturas, ndo se sabia qual molécula
estava sendo escolhida, apenas que se tratava de moléculas distintas por estrutura e
atividade. Deste modo, evitando-se uma escolha tendenciosa de amostras. As
moléculas escolhidas para compor o conjunto externo, segundo a numeracéo 1D
estabelecida no ANEXO1, foram: 1, 6, 7, 10, 13, 17, 22, 24, 27, 30, 32, 38, 43, 45, 47,
53,54, 57, 62, 64, 68 e 72. Em consequéncia, as 51 moléculas restantes
compreenderam o conjunto de treinamento. Desta forma, as moléculas do conjunto
de treinamento, bem como seus respectivos descritores moleculares e atividades
bioldgicas, foram utilizados para construcdo do modelo de QSAR-3D. O conjunto
externo foi utilizado na etapa de validacdo do modelo.
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Figura 16. Dendograma das 73 moléculas utilizadas na construgcdo do modelo

de QSAR-3D, separadas por clusters de similaridade.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.6 Criacao e validacdo dos modelos de QSAR 3D

Através da ferramenta Nanobridges foi possivel gerar varios modelos de QSAR,
sendo necessario apenas inserir a matriz na qual estdo dispostos - os dados dos
descritores moleculares no eixo X e, as atividades bioldgicas no eixo Y. E importante

enfatizar que, para alimentar esta matriz com valores de atividade bioldgica, os quais

estdo na razdo de 1c50 (quanto menor o ICsp, mais potente € a molécula), é preciso
calcular o inverso do logaritmo (antilog) do valor de ICsp, sendo denominado como

plCso. Desta forma, os valores de atividades potentes (concentracdes baixas) se
tornaram valores altos e, os valores de atividades fracas (concentracfes altas) se
tornaram valores baixos. De forma prética, foi construida uma matriz na qual possuiu
51 linhas (valores de plCso das 51 moléculas do conjunto interno) e milhares de

colunas (descritores calculados para cada molécula). A partir disto, exaustivos
calculos de regressao linear multipla correlacionaram os dados dos descritores com
as atividades bioldgicas. Foram gerados diversos modelos. Porém, foi preciso
averiguar qual destes obedeciam aos padrbées da OECD para serem utilizados no
estudo. O modelo foi escolhido de forma categérica através dos testes de validacao.
O melhor modelo elegido apresentou 4 descritores moleculares, os quais estédo
dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2. Descritores moleculares referentes ao melhor modelo de QSAR-3D

calibrado.
Descritor Coeficiente de regressao Interpretacdo rapida
LJ+ 1 (VWP) 0,03702 Interacdo favoravel com
Aspartato 100
QQ+ (QQP) 0,87106 Hidroxamida essencial para
atividade
LJ+2 (VWP) 0,01796 Interagcdo de empilhamento
Pi favoravel
LJ+ 3 (VWP) 0,01749 Presenca de Anéis

aromaticos favoravel a

interacéo

Legenda: VWP, descritor de Vander Walls positivo; QQP, descritor de Coulomb positivo.
Fonte: elaborado pelo autor.

Em seguida, foi avaliado se o modelo apresentava medidas aceitaveis de
qualidade de ajuste, robustez e previsibilidade, através de testes estatisticos (R?, Q2

externo, y-randomization, Leave-One-Out (LOO) e leave-N-Out (LNO)).

A figura 17 apresenta os resultados para o teste de R2. O grafico demonstra as
atividades experimentais do conjunto interno, plotadas as atividades calculadas pelo
modelo de QSAR 3D.
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Figura 17. pICso experimental versus plCso calculado para o conjunto interno de

51 moléculas.
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Legenda: Pontos em azul, valores de plCso do conjunto interno, calculados pelo modelo de
QSAR 3D.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cada ponto em azul representa a atividade biolégica (plCso) calculada pelo
modelo para cada molécula, as quais compdem o conjunto interno. Quanto mais esse
valor calculado se aproxima do valor experimental, maior ser4 a proximidade em
relacdo a reta, plotada no grafico e, consequentemente, mais proximo de 1,00 serd o

valor de R2.

Um modelo no qual apresente valor de R? inferior a 0.7, é considerado

inadequado para estudos de QSAR. Portanto, ndo pode ser utilizado para etapas
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seguintes do estudo. Vale ressaltar que, como as estruturas submetidas a esta
previsdo (R?), sdo as mesmas utilizadas para construcdo do modelo, existe grande
possibilidade de ocorrer sobre-ajuste do modelo. Sobre-ajuste (do inglés: overfitting),
€ um termo usado em estatistica para descrever quando um modelo estatistico se
ajusta muito bem ao conjunto de dados anteriormente observado, mas se mostra

ineficaz para prever novos resultados.

O modelo apresentou um valor R? de 0,92, considerado extremamente
satisfatério. No entanto, como estas moléculas (51 moléculas do conjunto interno)
foram utilizadas para constru¢cao do modelo, pode ocorrer que este modelo de QSAR
3D esteja sobre-ajustando os dados. Em outras palavras, € facil que um modelo
preveja dados para amostras nas quais ele foi treinado. portanto, mesmo o modelo de
QSAR tendo apresentado valores adequados de R? para o conjunto interno, foi
necessario uma validacao cruzado com o conjunto externo, no qual € mensurada pelo
valor de Q? externo (previsdo de atividade biolégica para o conjunto externo: 22
moléculas que néo foram utilizadas para constru¢do do modelo). A figura 18 apresenta
o resultado para o teste de Q? externo.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Estat%C3%ADstica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Modelo_estat%C3%ADstico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Conjunto_de_dados
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Figura 18. Valores de plCso experimental versus valores de plCso tedricos,

calculados pelo modelo de QSAR 3D para o conjunto externo de 22 moléculas.

y=0.89x+0.63
R=0.85
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Legenda: Pontos em azul, valores de plCso calculados (conjunto externo) pelo modelo de
QSAR 3D.

Fonte: elaborado pelo autor.

O modelo obtido apresentou um valor de Q2 externo de 0,85, significando que
ele é capaz de prever a atividade bioldgica para um conjunto desconhecido de
moléculas, ou seja, é qualificado a realizar previsdes com dados, o0s quais ele nao foi
treinado. No entanto, ainda € necessario buscar padrées mais rebuscados para
valorizagéo do modelo de QSAR. Para isto, se fez necessario realizar mais testes para
que o modelo se enquadre aos padrées exigidos nas normas técnicas da OECD.
Sendo assim, mesmo obtendo um modelo com valores de Q2 externo satisfatérios,
ainda pode-se explorar mais a qualidade do modelo, como por exemplo nos testes de
Y-randomization, Leave-One-Out (LOO) e leave-N-Out (LNO). O intercepto da reta

para o teste de y-randomization esta disposto na figura 19.
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Figura 19. Intercepto da reta para os valores de R? do y-randomization.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No gréfico exposto acima, cada ponto em azul representa o valor de R?, para
cada modelo reconstruido, com as atividades biologicas embaralhadas N vezes o
namero de amostras do conjunto interno. O modelo original, o qual apresentou valor
de R2 de 0,92, esta representado por um ponto de cor vermelha. E notério que os
valores calculados foram ruins (<0,30), como era de se esperar em um modelo
estatistico, no qual ndo ha correlagdo com o acaso. Foi observado um valor de 0,037
para o intercepto da reta. Pode-se considerar o resultado satisfatorio, pois a literatura
enfatiza que este valor ndo deve ultrapassar 0,3. Desta maneira, 0 modelo de QSAR
3D obtido ndo prevé a atividade bioldgica ao acaso. Outro teste que denota as
chances do modelo de QSAR apresentar overffiting, € o teste de LOO, mensurado

pelo valor de Q2 LOO. O resultado para o teste de LOO, esta disposto na figura 20.
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Figura 20. Intercepto da reta para os valores de Q?Loo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

De forma semelhante, o valor de -0,34 foi satisfatorio. Este teste enfatiza ainda

mais que o modelo ndo possuiu sobre-ajuste.

A OECD explana que os modelos de QSAR devem ser robustos. Para analisar
tal fato, foi realizado o teste LNO, mensurado pelo valor de Q%.no. Na figura 21 esta

apresentado os resultados para o teste de Q2.no.
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Figura 21. Amostragem para o teste de validacao Q?2.no.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na figura 21, no eixo X encontra-se o numero de moléculas retiradas do
modelo, e no eixo Y o valor de Q? externo calculado. A linha tracejada representa o
ponto de corte, para que o modelo seja considerado aceitavel. E possivel observar
gue mesmo retirando 15 amostras do modelo, ele conseguiu calibrar dentro do desvio
permitido. Apos a retirada de 16 moléculas, o valor decaiu. A literatura exige que, para
gque um modelo de QSAR seja considerado robusto, é necessario que 0 mesmo
apresente um desvio maximo de 0,01, retirando ao menos, 20% das amostras
(KIRALJ; FERREIRA, 2009). Diante dos resultados apresentados, pode-se considerar
0 modelo obtido robusto.

Ainda citando a OECD como padrdo ouro de referéncia para validagdo do
modelo de QSAR-3D, outras abordagens foram verificadas, no intuito de se verificar

a adequacao do modelo gerado.
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A partir do momento que o modelo de QSAR-3D foi validado, é confidvel utilizar
de seus dados para prever atividade biolégica dos compostos e usa-lo para o design
racional de novos farmacos. Uma forma adequada para auxiliar o design é a

interpretacéo dos descritores moleculares obtidos com o modelo de QSAR 3D.
4.7 Interpretacdo mecanicista dos descritores moleculares

Ao analisar a disposicado dos descritores no plano 3D, foi possivel observar
inicialmente como estes descritores estavam dispostos ao redor de uma molécula da
série (figura 22). Para fins de melhor visualizacdo, nesta imagem em especifico, foi
colocada apenas uma molécula com boa poténcia (ID 22, do ANEXO 1), a qual possui

grupos moleculares que facilitam a exposi¢ao dos resultados.

Figura 22. Representacao espacial dos descritores moleculares.

Li+1 @ <

== |D 22 (IC50=67 nM)

‘ = | J+3

LJ+2

aa+ —> @

Legenda. Descritor obtido através da equacédo do potencial de Coulomb esta representando
por uma esfera na cor vermelha. Os descritores obtidos através da equacgdo de potencial de

Lennard-Jones, estdo representados por esferas na cor azul.
Fonte: elaborado pelo autor.

Assim, partir desta analise foi possivel observar quais grupos moleculares

ficaram proximos aos descritores obtidos no modelo de QSAR-3D. E melhor, sabendo
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que cada molécula apresenta um valor calculado diferente, para cada um destes
descritores, € possivel analisar, para cada descritor em especifico, qual molécula

apresentou o melhor ou pior valor para tal descritor.

Também foi possivel visualizar que os descritores obtidos estavam préximos
de residuos de aminoacidos essenciais para atividade biolégica de inibidores
smHDACS (figura 23).

Figura 23. Representacdo dos descritores moleculares no sitio ativo da enzima.

f PHE 216

.
o
R
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341

PRO 291
LEU 187

Legenda: Em azul claro: 4tomos de carbono do composto ID 22. Em branco: &tomos de
hidrogénio. Em vermelho: d&tomos de oxigénio. Em azul escuro: atomos de nitrogénio. Em
verde incandescente: atomo de cloro. Em cinza: elemento zinco. Em amarelo claro: residuos

de aminoacido da smHDACS.

Fonte: elaborado pelo autor.
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E possivel observar (figura 23), de uma forma geral, a posicdo dos descritores,
relacionando-os ndo s6 a molécula ligante (azul), mas também aos residuos de
aminoacidos (por exemplo: Leucina 187, Histidina 292 e Tirosina 341), os quais fazem
interacdo com esta série de inibidores. Em uma viséo geral, é notério que, quando
plotados no plano espacial os descritores se ajustaram entre ligante e sitio ativo da

enzima, estabelecendo uma interpretacdo mecanicista destes dados.

Ao aplicar a area superficial nos residuos de aminoacidos, foi possivel constatar
gue alguns descritores apresentaram disposi¢cdes espaciais, as quais coincidem com
cavidades especificas do sitio ativo, estas extremamente importantes para atividade

bioldgica desta série de compostos (Figura 24).
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Figura 24. Representacdo dos descritores moleculares considerando a area

superficial da enzima.

HES 41

Legenda: Em forma de bastéo: ligante. Em area superficial: enzima smHDAC8. Em azul claro:
atomos de carbono do composto ID 22. Em branco: atomos de hidrogénio. Em vermelho:
atomos de oxigénio. Em azul escuro: atomos de nitrogénio. Em verde incandescente: atomo
de cloro. Em cinza: elemento zinco. Area superficial verde: area dos aminoacidos importantes
para interacéo. Area superficial vermelha: cavidade na qual esta contida o elemento zinco.
Esferas em azul: descritores de LJ. Esferas em vermelho: descritores QQ.

Fonte: elaborado pelo autor.

O sitio ativo apresenta uma cavidade (em vermelho) na qual se encontra o
elemento zinco, que possui significativa relevancia a atividade biol6gica destes
compostos e, nesta mesma cavidade, esta presente um descritor QQ positivo. Ja é
descrito na literatura que os ligantes com atividade inibitoria & SmMHDACS8 necessitam

interagir neste bolso da enzima.
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O descritor QQ+, representado por uma esfera vermelha, o qual no plano
espacial ficou proximo ao elemento de zinco, revelou que o grupo hidroxamato, na
posicdo indicada, esta diretamente relacionada com a variacdo da atividade biologica
(figura 25).

Figura 25. Disposicao espacial em detalhe do descritor QQ+.

— -

MS 4

LEU 187

S 22

Legenda: Em forma de bastéo: ligantes. Em linhas finas: residuos de aminoacidos da enzima
smHDACS8. Em rosa: atomos de carbono do composto ID 54. Em amarelo ouro: atomos de
carbono do composto ID 49. Em branco: atomos de hidrogénio. Em vermelho: atomos de
oxigénio. Em azul escuro: atomos de nitrogénio. Em cinza: elemento zinco. Esferas em azul:

descritores de LJ. Esferas em vermelho: descritores QQ.
Fonte: elaborado pelo autor.

Na figura 25, estéao representadas duas moléculas: a molécula ID 49 (amarelo),
a qual apresentou valores altos para o descritor QQ+ (esfera em vermelho), e a
molécula ID 54 (rosa), a qual apresentou valores baixos para este mesmo descritor.
Analisando a conformacdo das duas estruturas neste ponto (préximo ao descritor
QQ+), percebe-se que o ID 49 (ICso= 1220 nM) possui 0 atomo de oxigénio terminal
do grupo hidroxamato ionizado. Ja o ID 54 (ICso= 2100 nM), apresenta este grupo na
forma molecular. Neste sentido, foi observado que grupos ionizados com cargas

negativas favorecem seguramente a atividade biolégica no referido ponto da enzima
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smHDACS. Portanto, este resultado ficou em concordéancia com os dados contidos na
literatura, os quais, correlacionam a atividade dos inibidores com o grupo hidroxamato
ionizado, devido sua avidez em coordenar com o metal zinco, como também pela
capacidade de realizar interagdes intermoleculares do tipo ligagao de hidrogénio com
0s aminoacidos adjacentes. Isto denota que a natureza descritiva deste descritor esta

estritamente relacionada com os dados de atividade bioldgica.

Na figura 26 esta representado detalhadamente o descritor LJ+1 (esfera azul)
que esta proximo aos residuos de Aspartato (ASP 100) e fenilalanina (PHE 216). Para
este descritor, foi observado uma diminuicdo da atividade biolégica em moléculas as
quais apresentavam grupos Vvolumosos hidrofébicos voltados ao residuo de

fenilalanina 216.

Figura 26. Representacdao espacial detalhada do descrito LJ+1.

Legenda: Em forma de bastéo: ligantes. Em linhas finas: residuos de amino&cidos da enzima
smHDACS8. Em azul turquesa: atomos de carbono do composto ID 26. Em amarelo ouro:
atomos de carbono do composto ID 20. Em branco: &tomos de hidrogénio. Em vermelho:
atomos de oxigénio. Em azul escuro: &tomos de nitrogénio. Em cinza: elemento zinco. Esferas

em azul: descritores de LJ.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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7

Os derivados que detinham grupos volumosos hidrofobicos na posicéo “para
em relacdo ao grupo hidroxamato apresentaram valores baixos no referido descritor
(LJ+1). Ja os compostos menos volumosos, apresentavam valores mais altos. A
molécula ID 20 em amarelo, (ICso= 190 nM) apresentou valores altos para o referido
descritor e, a molécula ID 26 em azul, (ICso= 267 nM) apresentou valores baixos.
Desta forma, sugere-se que neste ponto, 0s grupos volumosos se voltam ao residuo
hidrofébico da fenilalanina (PHE 216). Neste caso, pode ser levantada a hipotese de
que a interacdo com a fenilalanina, diminui a atividade das moléculas por dificultar o
encaixe dos inibidores no sitio ativo. E interessante observar também que o descritor
se encontra proximo a um residuo de aspartato (ASP 100), que é um aminoacido
capaz de realizar interacfes intermoleculares do tipo ligacdo de hidrogénio. Desta
forma, esta informacdo pode ser considerada no design racional, inserindo grupos

neste ponto, que possam contemplar este tipo de interacao.

z

Ainda vale ressaltar que substituicGes com o atomo de cloro na posicao “para’
resultam em uma melhora nos valores de atividade bioldgica. Esta substituicdo ndo
diz respeito a nenhum tipo de interagcdo entre o heterodtomo e residuos de
aminoacidos préximos, mas sim em relacdo ao efeito indutivo causado no anel de
benzeno ligado diretamente ao grupo hidroxamato, favorecendo o encaixe da
molécula como um todo no sitio. Desta vez, diferentemente do descritor abordado
anteriormente (QQ+), é algo inédito para esta série de inibidores, uma vez que ndo se
tém descrito na literatura este tipo de abordagem neste ponto de interacdo na enzima
SmHDACS.

Para o descritor de LJ+2, existem dois residuos de histidina que formam uma

camada superficial e facilita interacdes de empilhamento Pi (figura 27).
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Figura 27. Representacao espacial detalhada do descritor LJ+2.

Legenda: Em forma de bastéo: ligantes. Em linhas finas: residuos de aminoacidos da enzima
smHDACS8. Em roxo: atomos de carbono do composto ID 18. Em azul turquesa: atomos de
carbono do composto ID 14. Em branco: atomos de hidrogénio. Em vermelho: atomos de

oxigénio. Em azul escuro: &tomos de nitrogénio. Esferas em azul: descritores de LJ.
Fonte: elaborado pelo autor.

A molécula ID 18 (ICso= 468 nM), representada na cor roxa, apresentou maiores
valores para o descritor LJ+2 em comparagdo a molécula ID 14 (ICso= 3630 nM)
representada na cor azul turquesa. E perceptivel que o descritor se encontra entre
dois residuos de histidina (HIS 188 e HIS 292). A histidina € um aminoacido que
interage com ligantes, preferencialmente, através de interacdes intermoleculares de
empilhamento Pi. Sabendo que anéis de benzeno apresentam capacidade de realizar
tal tipo de interacéo, notou-se que a molécula a qual possui um anel benzeno adicional
(ID 18), apresenta ndo s6 melhores valores para o descritor relatado, como também

melhores valores de atividade bioldgica, comparando-a com outra molécula que nao
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contém este anel aromético adicionalmente (ID 14). A partir desta andlise, supbe-se
gue interacdes de empilhamento Pi nesta parte da molécula, favorecem o aumento da

atividade biolégica de inibidores smHDACS.

O descritor de LJ+3 localizado préximo ao residuo de prolina 291 (figura 28),
foi relacionado com a de anéis conjugados com capacidade de interagir com este
residuo de aminoacido de caracteristica hidrofobica. Derivados com grupos que nao

alcancavam o residuo de prolina, apresentaram valores baixos para este descritor.

Figura 28. Representacéo espacial detalhada do descritor LJ+3.

TYR 341
HIS 262

PRO 291

Legenda: Em forma de bastéo: ligantes. Em linhas finas: residuos de aminoacidos da enzima
smHDACS8. Em amarelo ouro: atomos de carbono do composto ID 29. Em azul turquesa:
atomos de carbono do composto ID 32. Em branco: atomos de hidrogénio. Em vermelho:
atomos de oxigénio. Em azul escuro: atomos de nitrogénio. Em cinza: elemento zinco. Esfera

em azul: descritor de LJ.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Na figura 28 o descritor LJ+3 esta evidenciado por uma seta. A molécula ID 29
(ICs0= 75,4 nM) esta representada na cor amarela. O inibidor ID 32 (ICso= 699 nM)
esta evidenciado na cor azul. E perceptivel a diferenca entre as duas moléculas
citadas, no que diz respeito a adicdo de um anel benzeno. Os valores encontrados
para o descritor LJ+3 foram altos para o ID 29, e baixos para o ID 32. E perceptivel
que o referido descritor se encontra entre um residuo de prolina e um anel de benzeno
do ligante ID 29. A prolina possui capacidade de realizar interac6es de van der Waals
com ligantes que possuem grupos hidrofébicos. Desta forma, supde-se que neste
ponto, a presenca de bifenilas esta relacionada com o0 aumento da atividade inibitoria

frente a enzima smHDACS.

A interpretagdo mecanicista dos descritores forneceu dados valiosos para o
desenho de novas estruturas. Foi possivel identificar ndo sé grupos funcionais que se
relacionam melhor com a atividade biolégica, como também grupos que néo

favorecem o aumento da atividade.
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5 CONCLUSAO

Todos os objetivos almejados foram alcancados com éxito e, a construcdo de um
modelo de QSAR-3D robusto, foi realizada com vultoso eximio. E importante ressaltar
a importancia das ferramentas de modelagem molecular, como 0 QSAR, utilizadas no
planejamento racional de novos compostos. Pois foi possivel desenvolver um modelo
para previsao de atividade biolégica, de maneira célere e com baixo custo. Com a
disponibilidade desta ferramenta, sera possivel testar a atividade biolégica in silico de
Novos compostos projetados, com seguranca. A perspectiva atrelada ao resultado
deste trabalho € norteada pelo desenvolvimento racional de novos inibidores, com
previsdo de atividade in silico (pelo modelo de QSAR-3D), sintese e testes de
atividade biologica in vitro, para que o0s protétipos desenvolvidos em trabalhos
posteriores, possam chegar as fases subsequentes do desenvolvimento de novos

farmacos.
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7 ANEXOS

7.1 Anexo 1. Estruturas 2D das moléculas escolhidas para compor o estudo bem
como suas respectivas atividades biologicas.
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