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ABSTRACT

The potency of a structurally diverse family of fifty eight inhibitors of calf
spleen purine nucleoside phosphorylase (PNP) was determined through
measurement of values of K. and ICsp, employing inosine as substrate. These
values span approximately five orders of magnitude. All inhibitors studied

exhibited pure competitive inhibition.

Employing novel quantitative structure-activity relationship (QSAR)
technology, QSAR models were created for two sets of inhibitors of calf spleen
PNP. The first data set included values of K; and ICs for 34 inhibitors. The great
majority of these inhibitors are 9-substituted-9-deazapurines of modest structural
diversity and clustered potency; however, the data set also included a small
number of structurally distint inhibitors having markedly less potency. The two
- QSAR models created, one for values of K;, included 29 inhibitors, and one for
values of ICsp, included all 34 inhibitors. These models provided a very good
characterization for the training sets employed and a generally good sets of
predictions of values for inhibitors of test sets. However, the predictions for the

structural outliers were not satisfactory.

The second set of QSAR models is based on a data set that includes the
34 inhibitors noted above plus an adittional set 24 inhibitors for which values of K;
and ICsp were determined. Compared to the first data set, this data set is more

structurally diverse and the values of K; and I1Cs, span a greater dynamic range



and are more uniformly distributed across the dynamic range. The QSAR models
created for values of both K; and ICso provide an excellent set of predictions for
compounds in test sets. This QSAR model is robust and has substantial

predictive power for novel inhibitors of calf spleen PNP.

Work to create robust, predictive QSAR model was extended to a data set
comprised of previously determined values for analgesic potency, determined in
a standard murine model of analgesia, for thirty four cyclic imides of moderate
structural diversity. An excellent QSAR model was developed, providing excellent
characterization of training set and an excellent set of predictions for compounds
in test sets. Predictions for the majority of compounds fell within the estimated

experimental error.



RESUMO

A poténcia de uma série de 58 inibidores, estruturalmente distintos, da
purina nucleosideo fosforilase (PNP) do bago de bezerro, foi determinada
experimentalmente através da medida dos valores de K; e Clsp, empregando
inosina como substrato. Estes valores estendem-se aproximadamente por cinco

ordens de grandeza. Todos os inibidores estudados exibem inibicdo competitiva.

Modelos de QSAR foram desenvolvidos para dois conjuntos de inibidores
da PNP, efnpregando um novo paradigma do QSAR. O primeiro conjunto de
dados inclui valores de Ki e Clsp para 34 inibidores, sintetizados na BioCryst
Pharmaceuticals. A maior parte destes inibidores, de modesta diversidade
estrutural e distribuicdo dos valores da propriedade pouco uniforme, é S-
substituido-9-deazapurina. Entretanto, o conjunto de dados inclui um pequeno
nimero de inibidgres estruturalmente distintos. Dois modelos foram
desenvolvidos, um para os valores de K; de 29 inibidores e, outro, para os
valores da Clsp do completo conjunto de 34 inibidores. Estes modelos foram
capazes de caracterizar adequadamente os conjuntos treino empregados e
forneceram, geralmente, bons valores preditos para os compostos pertencentes
aos conjuntos teste. Contudo, os valores preditos para os compostos afastados
da regido de distribuicio de maior concentragdo do conjunto, ndo foram

satisfatorios.



O segundo conjunto inclui os 34 inibidores méncionados anteriormente
somado a um conjunto de 24 inibidores da PNP, sintetizados na Parke-Davis
Pharmaceuticals. Este novo conjunto de 58 inibidores apresenta maior
diversidade estrutural e os valores de K; e Clsp encontram-se distribuidos de
maneira mais uniforme. Dois modelos de QSAR foram desenvolvidos, para
ambos os valores de K; e Clsy, e forneceram excelentes conjuntos de valores
preditos para os compostos nos conjuntos teste. Estes modelos de QSAR sé&o
robustos e possuem poder preditivo significante para novos inibidores da PNP

do bacgo de bezerro.

O trabalho para criar um modelo preditivo de QSAR foi estendido para a
poténcia analgésica de uma série de 34 imidas ciclicas de moderada diversidade
estrutural. Um modelo excelente de QSAR foi desenvolvido, fornecendo uma
caracterizacao excelente dos conjuntos treino e um notavel conjunto de valores
preditos para os compostos dos conjuntos teste. Os valores preditos para a

maior parte dos compostos estdo dentro do erro experimental da medida.

xviii



1.

OBJETIVOS

O trabalho de Tese tem dois objetivos fundamentais:

Desenvolver um conjunto apropriado de dados para os valores de K; e Clsp
de uma classe de inibidores competitivos da purina nucleosideo fosforilase
do bago de bezerro, e empregar este conjunto de dados para o

desenvolvimento de modelos preditivos de QSAR.

Criar um modelo preditivo de QSAR para a atividade anaigésica de imidas

ciclicas, baseado em um conjunto de dados estrutura/poténcia de uma

familia de imidas ciclicas.

Xix
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I. INTRODUGAO
1. Descoberta de farmacos
1.1 A inovacgdo dirige o crescimento da industria

A industria farmacéutica esta direcionada a inovagdo. A descoberta e o
desenvolvimento de farmacos pioneiros de grande importancia sdo a base do
crescimento de receitas e do lucro para a industria a nivel mundial.

Muitos exemplos podem ser citados para dar suporte a esta premissa,
considerando o impacto da cimetidina (Tagamet®), da SmithKline and French
(agora SmithKline Beecham); captopril (Capoten®), da Squibb (agora Bristol-
Myers Squibb); lovastatin (Mevacor®), da Merck; omeprazol (Losec®), da Astra e
Merck; fluoxetina (Prozac®), da Eli Lilly; propranolol (Avlocardyl®), da Wyeth
(agora Wyeth Ayerst); nifedipine (Adalat®), da Bayer; sildenafil (Viagra®), da
Pfizer, farmacos pioneiros que excederam 1 bilhdo de dblares ao ano em
vendas.? A descoberta destes e de outros farmacos notaveis beneficiou
pacientes no mundo inteiro e forneceu muitas oportunidades de emprego.

Os farmacos pioneiros sdo geralmente sucedidos por um ou mais
farmacos de segunda geragdo, os quais apresentam de modestos a
significativos avangos para a clinica médica e, frequentemente, proporcionam as
maiores recompensas para as companhias farmacéuticas. Por exemplo, a
cimetidina, o primeiro bloqueador H; a ser introduzido para o uso clinico no

tratamento de ulceras duodenais e outras condi¢gdes hipersecretoras gastricas,

2
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foi sucedida, apés um intervalo de aproximadamente uma década, pela
ranitidina (Zantac®), famotidina (Pepcid®) e por outros agentes bloqueadores H,.
O captopril, primeiro inibidor eficaz da enzima conversora de angiotensina (ECA)
por via oral, foi sucedido pelo enalapril (Vasotec®), lisinopril (Privinil®) e por
outros inibidores da ECA. O simvastatin (Zocor®) e o pravastatin (Pravachol®),
entre outros, sucederam lovastatin como inibidores HMG CoA redutase, e assim
por diante. Cada um destes farmacos, em particular, e muitos outros, de
segunda ou terceira geragcdo, tém sido importantes no direcionamento do
crescimento da industria farmacéutica. Tudo isto deriva da importante
descoberta de uma molécula inovativa, que, evidentemente, se apresenta como
o maior desafio frente ao processo de descoberta de farmacos.>

Embora algumas companhias farmacéuticas adotem estratégias
adicionais para sustentar as taxas de crescimento, a inovagao permanece como
o centro estratégico.* E interessante observar que o espetacular'crescimento na
area biotecnolégica, nos ultimos 15-20 anos, é dirigido quase que, inteiramente,
para a inovacdo.3®7 A questdo central para as companhias farmacéuticas esta

em como acelerar o indice de inovagao.'®
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1.2 O desenvolvimento de farmacos na industria farmacéutica

A descoberta e o planejamento de farmacos s&o a base fundamental para
o desenvolvimento farmacéutico e, talvez, 0 minimo entendimento necessério
pela parte médica.

As interrelacdes para o processo global de desenvolvimento de farmacos
estdo ilustradas na Figura 1. Esta é uma representacdo esquematica das
principais etapas do desenvolvimento de farmacos e as correspondentes

pesquisas que devem ser conduzidas.®

Farmacologia Basica

Estudos Fase IV
Toxicologia Aguda Pré-IND

I R - Farmacoeconomia
Descrigdo da Investigacéo - ~~ .
- S~

- ~

7
IND_ | Caracterizacdo Quimica ~ ([ Mercado

/

\

Descoberta ‘ -
de Farmacos ' | Previsgo de Mercado
Biodisponibilidade \ / Prego

\ /

{ s
Farmacocinética \ Sintese

N Exame Médico Planejamento 7 Desenvolvimento doNome

~ de Farmacos -~
”

~
-~ -
~— -

'\.——-—_"—.

Técnico NDA/BLA
Protocolos Clinicos Estabilidade/Compatibilidade Impacto Ambiental

Estudos da Fase |, ll e lll Escala de Manufaturamento ' Instrucéo de Manufaturamento

Seguranca a Longo Prazo Forma Final de Dosagem
Desenvolvimento da Formulagdo

Figura 1. Etapas no processo de desenvolvimento de novos farmacos. A

descoberta de farmacos é o centro deste processo.
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O processo de desenvolvimento de farmacos é complexo, consome muito
tempo, € de alto risco e extremamente caro. O numero abundante de etapas
individuais deve ser acompanhado, contemplando-se todos os aspectos das
ciéncias quimico-farmacéuticas.*°

Novas entidades quimicas (NCE, do inglés new chemical entities) devem
ser testadas pré-clinicamente quanto a sua atividade farmacolégica e seguranca,
em animais.

Quando uma proposta de investigacdo de nova droga (IND, do inglés
investigation new drug) € aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration),
sdo iniciados testes clinicos em humanos, examinando “a farmacocinética,
dosagem, seguranga e eficacia clinica da droga. Paralelamente, pesquisas
devem estabelecer a estabilidade, compatibilidade e os processos industriais de
fabricacdo para abastecer o mercado de acordo com as proje¢des de oferta e
procura. Toda esta pesquisa resulta em uma série de dados que podem ser
usados como arquivo para a aplicagdo de uma nova droga (NDA, do inglés new
drug application). Além disso, questdes econdmicas e de saude estabelecem o
potencial em relacdo ao preco e ao nivel de reembolso relacionados a droga.®

Considerando-se uma NCE a partir da concepgéo até a sua introdugéo no

' com custos totais da

mercado farmacéutico, sdo gastos cerca de 12 anos,"!
ordem de 400-500 milhdes de délares'?"* (incluindo o sucesso e os fracassos do
processo). Uma representagdo destes dados no processo de desenvolvimento
de farmacos é mostrada na Figura 2."° Pode ser observado o afunilamento no

processo, onde apenas um numero muito pequeno de moléculas atinge as

triagens clinicas.
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Somente de 10 a 15 por cento das NCEs alcancam com sucesso 0s
testes pré-IND e continuam no processo de desenvolvimento de farmacos.
Este é um negécio imperativo no qual apenas as moléculas com a mais alta
probabilidade de sucesso deixam o banco de pesquisas para testes adicionais.'’

A descoberta e o planejamento de farmacos sao a base para o aumento

de moléculas inovativas de relevante sucesso, que sdo de fundamental

importancia para o crescimento e desenvolvimento da industria farmacéutica.''®

2

~ $310 milhSes =~ $150 milhdes

1 1
Pré-clinica: | Desenvolvimento Clinico: i Aprovagédo
Quimica EficaAcia em Animais iFase 1: Triagem de seguranga em voluntarios E da NDA
Sintese Estudos de Seguranca |Fase 2: EficAcia/seguranga em pacientes . :
Desenvolvimento  Farmacocinética ! (nimero pequeno) H

Toxicologia \Fase 3: Eficcia/seguranca em pacientes s

. (grande numero) g

2 H

Q .

2 3

;- 3

1 i ! L 1 1 }

l

0 1 2 3 4 5 6 7 8
*Proposta de investigagéo de nova droga

Figura 2. Processo de desenvolvimento de novos farmacos nos Estados Unidos:

média de custos e tempo das etapas do processo.

9 10 i 12
**Aplicagdo de uma nova droga

15,16
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1.3 A questado da inovacdo e produtividade

—~)  ApoOs avaliar as diversas estratégias empregadas nas décadas de 80 e
90, executivos farmacéuticos estdo novamente enfatizando a inovagdo, no
descobrimento de farmacos, como a principal estratégia para o crescimento da
industria.”

Sustentados pelos avangos, os quais tém racionalizado o processo de
descoberta, incluindo avangados gendmicos, sintese combinatéria, ensaios em
massa e informac&o tecnolégica, as companhias farmacéuticas tém como metas
reduzir & metade o tempo de seus processos de descoberta e triplicar o nimero
de NCEs a ser entregue para o desenvolvimento em suas organizagdes. '?!22

A maioria absoluta das companhias farmacéuticas tera que alcangar este
nivel de performance simplesmente para manter sua receita atual e trajetéria de
crescimento. Por exemplo, sé para manter um crescimento de 10 por cento, as
10 maiores industrias farmacéuticas do mundo necessitam langar, ao menos, 5
significativas NCEs por ano, assumindo que cada um destes tenha um potencial
de vendas superior a 350 milhdes de délares ao ano (modesto sucesso).!?
Companhias de médio porte, com metas de crescimento de 10 por cento, devem
conseguir 3 novos produtos ao ano. Contudo, uma avaliacdo da recente
performance sugere que a industria n&o esta no caminho certo para atingir estas
metas de demanda.! As 10 maiores companhias lancaram, em média, somente
0,45 NCEs por ano (entre os anos de 1990 e 1994) e somente 8 por cento dos

produtos langados alcancaram um faturamento de 350 milhSes de dblares por

ano.? Além disso, a maioria das companhias operando atualmente em modelos
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P&D (Pesquisa & Desenvolvimento) ndo é capaz de entregar o numero de NCEs
com a qualidade necessaria para que possa cumprir esta visdo futura de alta
produtividade.”

Uma projecéo da venda de medicamentos a nivel mundial é apresentada
na Figura 3. No ano de 1997, a industria farmacéutica alcangou 297 bilhdes de
doélares em vendas. Com um crescimento estimado em 6 % ao ano até 2001, é
esperado um faturamento da ordem de 378 bilhées de délares em vendas.?

Pode ser observado que a distribuicdo geografica no crescimento ndo mudara

muito.
40 [
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Figura 3. Projecdo do crecimento nas vendas de medicamentos a nivel mundial.



CAPITULO |

Para cumprir suas metas de crescimento na préxima década, a direcéo
de P&D devera realizar um maior investimento em pessoal e pesquisa, caso
contrario, ndo alcancara a; esperadas metas de lucros. De acordo com dados
da Pharmaceutical Research & Manufacturers of America (PhRMA), foi realizado
um investimento total de cerca de 20,6 bilhdes de ddlares em P&D no ano de
1998, 0 que representa um aumento de 11% em relagéo ao ano de 1997.2 Por
exemplo, simplesmente para manter um crescimento de 10% ao ano,
aproximadamente 1 bilhdo de ddlares em novas receitas, o grupo aleméao Bayer
investiu cerca de 935 milhdes de dblares no ano de 1998 em P&D. A Eli Lilly e a
Pfizer realizaram investimentos de 1,4 e 1,9 bilhdes de ddblares em P&D,
respectivamente, cerca de 16% de suas vendas, enquanto que a SmithKline
Beecham investiu 11% de suas vendas em P&D no ano de 1998, cerca de 1,4
bilhdes de dblares.?

As direcbes de P&D, na industria farmacéutica, precisam
fundamentalmente, repensar suas estratégias de descoberta, modelos

organizacionais, processos sistematicos, utilizacdo de tecnologias lideres e

capacidade de gerenciamento de informagéo.

1.4 Respostas estratégicas

Para encontrar as exigéncias de produtividade impostas pelos niveis de

investimentos em P&D, as maiores companhias farmacéuticas tém adotado trés

principais estratégias:’""®
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-investimentos em novas tecnologias para a descoberta de farmacos;
-formacgao de aliangas estratégicas;

-promogao da integracéo na industria farmacéutica.

O objetivo das duas primeiras estratégias € o progresso na produtividade
P&D. A Ultima estratégia € derivar a receita para o crescimento da industria,
através da incorporagdo de novos aspectos de negdcios na entrega de farmacos

aos consumidores.

1.4.1 Investimentos em novas tecnologias para a descoberta de farmacos

Existem duas questdes fundamentais na descoberta de farmacos:’

-selecionar os alvos moleculares certos;

-encontrar as moléculas certas.

A. Selecionar os alvos moleculares certos

Existe um grande numero de alvos moleculares plausiveis no processo de
descoberta de farmacos. O numero aumenta regularmente com os avangos nas
ciéncias biomédicas e, em particular, com o rapido progresso e informacdo em
seqliéncia de acidos nucléicos. Por exemplo, o completo genoma de diversos
microorganismos patogénicos é agora conhecido. Para estes organismos, isto

permite diretamente que sejam conhecidos os possiveis alvos moleculares para

10
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a descoberta de antibiéticos. Nos préximos anos, serdo conhecidos os
completos gendmas de todos os patégenos humanos importantes e,
consequentemente, todos os possiveis alvos moleculares para a descoberta de
antibiéticos. 4

Embora os estudos para a elucidagdo completa do genoma humano
estejam significantemente menos avancados do que aqueles para os
microorganismos, o mapeamento fisico e a seqiéncia de estudos vém revelando
um grande numero de alvos moleculares para a descoberta de farmacos. Como
o Projeto Genoma Humano (com orcamento estimado de US$ 5 bilhdes),
coordenado pelos Institutos Nacionais de Saude dos Estados Unidos, prossegue
com grande concentragdo de esfor¢os envolvendo laboratérios de todo 0 mundo,
o nimero de potenciais alvos moleculares crescerd consideravelmente. E
conhecido, antecipadamente, que o Projeto Genoma Humano devera ser
completado no ano 2005. Em resumo, dentro de 6 anos, serdo conhecidos todos
0s possiveis alvos moleculares para o tratamento de importantes doengas nao-
infecciosas em seres humanos. - 2

Apds serem conhecidos todos os potenciais alvos moleculares para a
descoberta de farmacos, a etapa seguinte compreende encontrar quais destes
s8o realmente apropriados para se concentrarem os investimentos. Um alvo
apropriado € aquele no qual uma pequena molécula moduladora da atividade
especifica fornecera seguranca e efetividade no tratamento ou prevencdo de
algumas desordens ou doencas humanas. O fato & que muitos alvos
moleculares plausiveis falham ao nao satisfazerem estes critérios, tanto por

causa de seus mecanismos de toxicidade como por causa dos mecanismos

11
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fisioldgicos contrarios de regulacdo, que evidentemente, tornam estes alvos
moleculares ineficazes. Como conseqiéncia, um nimero de tecnologias vem
sendo desenvolvido para validar alvos moleculares na descoberta de farmacos.

Entre estas esto:

-genética humana e animal;

-gendmicos.

Seletivamente, em certas populagdes, ocorrem incidentes particulares e
incomuns de certas doencgas. Por exemplo, os indios Pima sofrem de problema
de obesidade anormal. Habitantes da Illha da Cunha apresentam uma alta e
incomum freqiéncia de doencas pulmonares. Um exame cuidadoso da heranca
hereditaria destas desordens pode indicar um ou mais genes especificos que
estariam associados a elas. Estes genes tornam-se validos como alvos para a
descoberta de farmacos.®

A genética dos camundongos pode ser similarmente empregada para
identificar e validar alvos moleculares, uma vez que estes se apresentem de
forma homoéloga em humanos. Os estudos dos mecanismos controladores do
peso corporal tém sido relacionados e sustentados com a identificacdo da
leptina, o produto do gene ob.® A administragdo de leptina induz & perda de
gordura em camundongos ob/ob. A demonstracdo de que a obesidade esta
 relacionada diretamente a perda de leptina vem sendo amplamente discutida e o
papel da leptina tem recebido especial atengdo em uma série de revisdes. 22

Por exemplo, os camundongos ob/ob apresentam-se deficientes em leptina e os

12
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camundongos db/db sdo conhecidos por perder o receptor da Iéptina.m Desde
que € conhecida a existéncia de leptina @ o seu receptor no homem, essa e
outras pequenas moléculas agonistas da leptina apresentam-se como razoaveis
caminhos para o tratamento da obesidade e diabetes em humanos. >

Os gendmicos trazem junto a informagéo sobre a sequéncia de gendmas
e as ferramentas de informag&o tecnoldgica para tentar identificar a funcéo dos
novos genes. Uma vez que a fungdo de um novo gene tenha sido estabelecida,
pode-se razoavelmente comecar a pensar sobre seu potencial como alvo
molecular para a descoberta de farmacos. A utilizagdo de gendmicos vem sendo
bastante proveitosa na identificacdo e validacdo dos alvos moleculares em
caminhos muito definidos.?

Claramente, estas tecnologias s&o de alta importancia e o seu
desenvolvimento e utilizagdo criardo valores de bem-estar e saude humana.

Contudo, o foco desta Tese estd no segundo tema identificado anteriormente:

encontrar as moléculas certas. *
B. Encontrar as moléculas certas

Neste aspecto, também tem sido desenvolvido um nimero de tecnologias

promissoras. Principalmente, entre estas, encontram-se:

-quimica combinat6ria e ensaios em massa;
-planejamento racional de farmacos;

- relacbes quantitativas estrutura-atividade (QSAR preditivo).

13
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Quimica combinatéria/Ensaios em massa

O desenvolvimento da quimica combinatéria tem proporcionado a rapida
criacéo de enormes bibliotecas de novas moléculas. Baseado em uma Unica
molécula, bibliotecas contendo 100.000 compostos podem ser criadas, embora
bibliotecas menores contendo cerca de 5.000 a 10.000 compostos sejam as
mais comuns. As maiores companhias farmacéuticas do mundo possuem
bibliotecas contendo entre 53.500 e 435.000 compostos, sendo esperada a
duplicacdo destes nimeros para o ano 2000.! Grupos de quimica combinatéria
estdo reunindo colegbes de milhGes de compostos que podem ser examinados
para uma atividade biologica desejavel.>2% O objetivo consiste em aumentar a
probabilidade de encontrar moléculas interessantes aumentando o nimero de
possibilidades.*' Contudo, dispor de alguns milhGes de moléculas toma evidente
a necessidade do desenvolvimento de técnicas para o exame destas enormes
bibliotecas quanto a atividade bioldgica. Ensaios em massa tém sido
desenvolvidos para encontrar estas necessidades. A automatizacdo e a
robotizacdo dos exames bioldgicos permitem que um unico usudrio examine
dezenas de milhares de compostos por dia, em casos favoraveis. E
desnecessario dizer que, o desenvolvimento e 0 exame de enormes bibliotecas
de moléculas requerem um maior investimento em informacgéo tecnolégica. E
preciso examinar um numero muito grande de moléculas e suas atividades
biolégicas em um caminho que torne estes dados Uteis para o cientista na
procura da informagdo. Corre-se o risco, neste processo, de se exceder a

capacidade de memdria da estagdo computacional de trabalho ou de se obter

14
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uma inadequada velocidade de examinacéo, fatores que implicariam seriamente
em altos custos e desperdicio de tempo.!

A quirhica combinatéria esta sendo explorada rapidamente em programas
de descoberta de farmacos e ainda € muito cedo para avaliar o impacto que esta

tecnologia alcangara.">?®

Planejamento racional de farmacos

Geralmente, a (primeira barreira a ser vencida no processo tradicional de
descoberta de farmacos € encontrar moléculas, simples e potentes, que
modulem a atividade do alvo macromolecular. Inibidores enzimaticos, agonistas
e antagonistas de receptores bioldgicos, sdo exemplos tipicos. O exame de
tradicionais cole¢ées de compostos, proddtos naturais ou.bibliotecas de quimica
combinatéria, € um caminho para encontrar uma série de moléculas que
possibilite um ponto de partida para estudos em Quimica Medicinal. Uma outra
alternativa, que pode ser empregada separadamente ou em conjunto com
programas de examinacéo, € o planejamento racional de farmacos.'®

As técnicas cristalogréficas de raios-X, empregadas conjuntamente com
as técnicas de RMN multidimensional, tem proporcionado a elucidacdo
estrutural, com alta resolu¢do, de muitas proteinas, incluindo, entre estas, muitos
alvos plausiveis para a descoberta de farmacos. A determinagdo de estruturas
nas quais uma pequena molécula esta ligada ao sitio ativo de uma

macromolécula, possibilita a identificacdo deste determinado sitio, assim como,

a determinac&o das interagcbes n&o-covalentes que determinam as estruturas
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dos complexos enzima-inibidor. O estudo de tais complexos, explorados com as
ferfamentas de quimica computacional e modelagem molecular, pode fornecer
informacdes essenciais aos quimicos medicinais para o planejamento de
moléculas mais potentes e especificas para o determinado alvo.®'*#** Todas
as maiores companhias farmacéuticas dos Estados Unidos possuem capacidade
para o planejamento racional de farmacos e algumas companhias menores,
como a Vertex, BioCryst e Agouron, tém esta como a estratégia fundamental de
suas organizacdes.”

O planejamento racional» de farmacos tem sido de grande valor na
descoberta de farmacos. Por exemplo, a estrutura detalhada da protease
codificada pelo virus HIV-1 foi usada como modelo para a descoberta de muitos
inibidores da protease, que, atualmente, s&o amplamente empregados no
tratamento de pacientes com AIDS. Estes incluem, saquinavir, ritonavir, indinavir

e nelfinavir.!"%2?

QSAR preditivo "

A habilidade para criar modelos preditivos de QSAR seria extraordinario
na descoberta de farmacos. Poderia predizer-se o valor de determinada
propriedade para novos compostos e depois sintetizar somente aqueles que
encontrassem um padréo pré-determinado de interesse. Considerando-se que o
principal tema desta Tese é o desenvolvimento de modelos preditivos de QSAR,
detalhes adicionais importantes sdo apresentados a partir do item 1.7 desta

introdugédo (pags. 40-56).
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A tecnologia de QSAR fez histéria nos ultimos 40 anos e uma quantitade
substancial de trabalhos foram demonstrados na literatura com sucesso,
incluindo um certo niumero na descoberta de farmacos. antudo, modelos de
QSAR, enquanto preditivos em alguma regido do espaco estrutural, tém limitado
poder preditivo, que geralmente ndo é claro, fora destes Iimites.
Consequentemente, a proposta preditiva do QSAR tem sido limitada, e, portanto,
o maior interesse do QSAR tem sido na area de correlacdes de dados.

O fato de que a tradicional tecnologia de QSAR néo tenha alcangado a
grande promessa do QSAR preditivo, ndo diminue esta promessa. Permanece
claro qUe, modelos preditivos de QSAR, confiaveis para um determinado espacgo
estrutural, seriam uma revolugcao no desenvolvimento de férmacos.'O objetivo
desta Tese é a construgao de conjuntos padroes de dados e o desenvolvimento

de modelos preditivos empregando um novo paradigma do QSAR.
1.4.2 Formacgdao de aliancas externas

Uma forte tendéncia que vem ganhando espago nos ultimos anos é o
compromisso das maiores companhias farmacéuticas em langar recursos de
P&D em aliancas externas. Atualmente, cerca de 20% do investimento de P&D é

empregado em aliangas envolvendo: %%

-companhias biotecnolégicas;
-instituicbes académicas;

-outras companhias farmacéuticas maiores (ocasionaimente).

17
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Os exemplos nesta ultima categoria sdo raros e a forma de uma alianga
se da através da compra ou unido. Um bom exemplo ocorreu nos ultimos anos
através de empresas gigantes como a Bristol-Myers Squibb, Glaxo Wellcome,

Novartis (Ciba-Geigy/Sandoz) e SmithKline Beecham. %%

A. Aliangas com companhias biotecnolégicas™?**

Durante os ultimos 15 anos, o crescimento da industria biotecnoldgica fez
com que pequenas companhias com potencial de P&D, que concentravam suas
pesquisas em pequenas moléculas, tenham crescido espetacularmente, em
particular, nos Estados Unidos. Estas companhias frequentemente se baseiam
no desenvolvimento de uma nova tecnologia, as vezes similar aquelas
disponiveis. Por exemplo, as primeiras companhias biotecnolégicas foram
estabelecidas a cerca da tecnologia em biologia molecular. Outras se
estabeleceram através da pericia em quimica combinatoria e outras através do
planejamento racional de farmacos ou pericia em gendmicos, entre outros.

No inicio de seu desenvolvimento, estas pequenas companhias,
dependiam de suas habilidades em fazer acordos com as grandes companhias
farmacéuticas, fornecendo tecnologia especializada em troca de suporte para
P&D. Um grande numero destas aliancas foi formado. Por exemplo, a
Millennium Pharmacedticals teve, ao final de 1998, aliancas com a Roche, Eli

Lilly, Pfizer, Astra, Wyeth-Ayerst, Monsanto e Bayer.
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B. Alian¢as com instituic6es académicas

Estas aliangas tém apresentado um crescimento nos Estados Unidos nos
ultimos anos. A comunidade académica envolvida nestas aliangcas esta mais
confortavel atualmente com as relagbes com a industria que no come¢o dos
anos 80.°% O numero de relagées entre companhias farmacéuticas e
laboratérios académicos continua a aumentar. A criagcdo destas relagées em um
caminho que particularmente encontre, simultaneamente, os objetivos de ambos
os parceiros tem demonstrado ser dificultosa em muitos casos, principalmente
na atualizacdo das informagbes e progressos realizados por ambas as partes
envolvidas, que ainda permanecem escassos.”’ Por outro lado, os trabalhos
desenvolvidos tém encorajado investimentos adicionais por parte da
comunidade farmacéutica, embora as caracteristicas do relacionamento tenham
se mantido extraordinariamente estaveis. Cerca de noventa por cento das
companhias conduzindo pesquisas nos EUA tem relagdes com instituices
académicas.”® Ap6s mais de uma década de continua interagéo, universidades e
industrias parecem ter formado parcerias cientificas duraveis, embora esta
relagdo possa causar grandes ameagas quanto as restricbes das comunicagdes
cientificas que as universidades geralmente perseguem. O exemplo mais claro
disto estd nos acordos nos quais as companhias farmacéuticas incluem
clausulas contratuais, a fim de manter os resultados da pesquisa em sigilo por
~ um tempo além do necessario para a finalizag&o da patente.49
Nos paises desenvolvidos, a industria farmacéutica & a grande

responsavel pela maior parte das pesquisas no desenvolvimento de farmacos,
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enguanto no Brasil, a maior responsavel por estas pesquisas € a universidade.
Portanto, a formacgao de aliancas efetivas entre a universidade e a industria
podera promover e criar recursos humanos e financeiros que permitam avangos
tecnolégicos nas pesquisas em Quimica Medicinal. A riqueza da flora brasileira
se apresenta como um alvo ideal para o investimento e geracéo de recursos em

pesquisas.
1.4.3 Integragéo na inddstria farmacéutica®

Historicamente, as maiores companhias farmacéuticas tém descoberto,
desenvolvido, manufaturado e vendido formulagbes farmacéuticas a seus
consumidores. Estas atividades continuam a formar as partes centrais de suas
atividades de negdcios. Contudo, muitas industrias estdo envolvidas agora,
diretamente ou através de aliangas, na venda de farmacos que ndo necessitam
de prescricdo meédica, como também, no manufaturamento da substancia
(farmaco) ou produto do farmaco, para a sua propria ou para outras companhias

farmacéuticas.
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1.5 Inibidores Enzimaticos

A Quimica Medicinal € a ciéncia que trata do planejamento e da
descoberta de novos compostos quimicos com potencial terapéutico, e do seu
desenvolvimento até o uso clinico. Os inibidores enzimaticos tém se
apresentado extremamente Uteis neste contexto. '

Muitas doengas, ou ao menos indicios de doencas, surgem a partir da
deficiéncia ou excesso de um especifico metabdlito no corpo, através da
infestacdo de um organismo estranho ou de um crescimento celular anormal. Se
a deficiéncia ou 0 excesso de determinado metabdlito pode ser normalizada e' se
os corpos estranhos ou células anormais podem ser destruidos, estes estados
de doencas serdo remediados. Todas estas situagdes podem ser afetadas por
inibicdo enzimatica especifica ou seletiva.*

Muitas substancias séo capazes de alterar a atividade de uma enzima em
um caminho que influencie a sua ligagéo ao substrato. Substancias que reduzem
a atividade enzimatica neste caminho s&o conhecidas como inibidores. Muitos
inibidores séo substancias estruturalmente parecidas com os substratos de suas
enzimas. Contudo, ndo reagem ou entdo reagem muito lentamente comparado
ao substrato natural. Tais inibidores sdo comumente utilizados para investigar a
natureza quimica e conformacional do sitio ativo ligante ao substrato, como
parte das pesquisas para elucidar o mecanismo catalitico enzimatico especifico.
Além disso, muitos inibidores enzimaticos sao efetivos agenfes quimioterapicos,
desde que um substrato analogo ndo-natural seja capaz de bloquear a agdo de

uma especifica enzima. Em geral, quando a atividade de uma enzima é
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bloqueada, os substratos ndo podem ser metabolizados e, portanto, os produtos

metabolitos ndo sdo gerados. >
1.5.1 Utilidade dos inibidores enzimaticos na clinica médica

Na clinica médica, durante as ultimas décadas, encontra-se uma série de
inibidores com diversas utilidades terapéuticas, determinado assim, a
importancia chave desta classe no processo de descoberta de farmacos. Se
uma célula apresenta deficiéncia do substrato para a enzima ailvo e esta
deficiéncia resulta em um estado de doenca, a inibicdo da enzima envolvida
neste processo previniria a degracdo do substrato, aumentando assim, a sua
concen_tragéo. Um exemplo € o principio de ataques convulsivos provocados
pela diminuicdo dos niveis de acido y-aminobutirico (GABA) no cérebro. A
inibicdo da enzima que degrada o GABA, a GABA aminotransferase (4-
aminobutirato  aminotransferase), produz efeitos anticonvulsivantes.® Se o
excesso de um especifico metabdlito produz um estado de doenga, a inibi¢io da
enzima que catalisa a biossintese deste metabdlito diminuiria, portanto, sua
concentragio.® A superprodugdo de &cido Urico é um fator marcante nos
pacientes com gota e uma caracteristica nos casos de hiperuricemia. A inibigdo
da xantina oxidase, enzima responsavel pela conversdo de xantina em acido
urico, reduz a concentragdo de A&cido urico, resultando em efeitos anti-
hiperuricémicos.® A via biossintética do colesterol tem mais do que 20 etapas
enzimaticas iniciadas a partir da acetil-CoA. A etapa determinante é a converséo

de 3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima A (HMG-CoA) ao acido mevaldnico,
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catalisada pela HMG-CoA redutase. Sendo a hipercolesterolemia o principal
risco de doencas coronarias® e porque a taxa total da biossintese do colesterol
é uma fungéd desta enzima, a inibicdo da HMG-CoA redutase é extremamente
eficaz em reduzir as concentracbes plasmaticas de LDL-colesterol.®® Vale
ressaltar que a doenga cardiaca coronariana € a prinicipal causa de mortes nos
Estados Unidos. Cerca da metade de todas as mortes ocorridas nos Estados
Unidos é atribuida a aterosclerose.® O principal componente da placa
aterosclerética (depodsitos de gordura no interior da parede das artérias) é o
colesterol. Se o produto de uma reagéo enzimatica é necessario para conduzir
uma funcgao fisioldgica importante (e o inibidor apresenta-se para'bloquear este
processo), a inibicdo desta enzima diminui a concentracéo deste produto e pode
interferir no efeito fisiolégico. Prostaglandinas, substancias de vasto interesse
nos circulos bioldgicos, estdo envolvidas na patogénese de processos
inflamatérios e febris. A inibicdo da prostaglandina sintetase resulta em efeitos
antiinflamatério, antipirético e analgésico.®

No caso de organismos estranhos, tais como bactérias e parasités, ou no
caso de células tumorosas, a inibi¢do de suas enzimas essenciais pode prevenir
a ocorréncia de importantes processos metabdlicos, resultando na inibicdo do
crescimento ou replicagdo de organismos ou células anormais. A inibicdo da
alanina racemase bacterial, por exemplo, bloqueia a biossintese da parede
celular da bactéria® Tais compostos inibidores possuem atividade

antibacteriana. O uso de farmacos para combater organism()s estranhos e

células anormais é chamado quimioterapia.
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)

A inibicdo enzimatica € uma direcdo promissora para a descoberta
racional de novas moléculas-lideres ou farmacos. Um inibidor enzimatico ideal
deve ser totalmente especifico para a enzima alvo. Como isto & muito raro,
procura-se atingir ao maximo a mais alta inibic&o seletiva, que se constitui como
o real objetivo a ser alcangado. Devido a esta afinidade seletiva enzima/receptor,
no sitio ativo da enzima, uma anologia pode ser feita entre agonistas,
antagonistas e inibidores competitivos.3>>*

Os principais inibidores enzimaticos empregados na clinica médica séo

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Inibidores enzimaticos utilizados na clinica médica.*

inibidor

Enzima

Indicagao clinica/Uso

Ciprofloxacina
Teofilina
Aspirina, Indometacina
Fluorouracil
Aciclovir
Zidovudine
Captopiril
Lovastatin
Litio
Ciclosporina
Disulfiram
Alopurinol
Testolactona
Finasterida
Sildenafil
Trimetoprin, Metotrexato
Clavulanato
Pargilina
Penicilina G

Kanamicina

DNA-girase
Fosfodiesterase
Cicloxigenase
Timidilate sintetase
DNA-polimerase
Transcritase reversa
Peptidil dipeptidase, (ECA)
HMGCOoA redutase
Inositol-1-fosfatase
Peptidil prolil isomerase
Aldeido desidrogenase
Xantina oxidase'
Aromatase
5-alfa-redutase
Fosfodiesterase do tipo 5
Diidrofolato redutasé
Beta-lactamase
Monoamina oxidase-B
Peptidoglican transpeptidase

Peptidil transferase

Infecgdes do trato urinério, antibidtico
Broncodilatador, estimulante do SNC

Antiinflamatério, artrite reumatéide

Antineoplasico
Infecgdes, virus da herpes
AIDS
Anti-hipertensivo
Hipercolesterolemia

Patologia maniaco-depressiva

Rejeicdo de 6rgaos transplantados

Tratamento do alcoolismo cronico

Gota, hiperuricemia
Carcinoma mamario
Hiperplasia benigna prostatica

Disfungdo erétil

Antibiético/antineoplasico, artrite

Antibiético
Antidepressivo
Antibiético

Antibiético
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1.6 Purina nucleosideo fosforilase

Purina nucleosideo fosforilase (PNP; EC 24.2.1) é considerada
atualmente como um dos principais alvos para o desenvolvimento de novos
farmacos. O interesse na PNP como alvo para a descoberta de farmacos deve-
se ao seu papel no metabolismo das purinas e também a observagéo que a
deficiéncia genética desta enzima est4 associada a disfuncdo seletiva das
células T, sem o envolvimento na fungdo das células B.*®** A importancia da
PNP para a integridade do sistema imunolégico tornou-se evidente com a
descricdo em 1975, de uma rara e unica forma de imunodeficiéncia celular
severa caracterizada pela perda das fungées normais das células T, em criangas
que apresentavam deficiéncia ou completa perda da atividade desta enzima.® As
manifestagoes ch’nicas desta imunodeficiéncia em varios pacientes foram
detalhadas através de estudos posteriores.s”‘54 As anormalidades metabdlicas
ndo convencionais provenientes da deficiéncia da PNP tornam esta enzima um |
importante alvo quimioterapico.® A PNP é uma enzima chave na rota de
salvamento das purinas, fornecendo uma altemativa para a biossintese de novo
de nucleotideos purinas.®® A deficiéncia da PNP resulta no aumento da
biossintese de novo de purinas e na acentuada elevagio de nucleosideos da
guanina e hipoxantina no plasma e na urina.®’

A PNP é essencial as fungbes normais das células T. Em particular,
individuos com deficiéencia genética desta enzima apresentam diversas
combinagdes de doencas imunodeficientes nas quais as fungbes das células T
estdo comprometidas ou ausentes.® Este perfil sugere que inibidores da PNP

possam ser usados no tratamento de doengas proliferativas das células T, como
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linfoma e leucemia das células T,%2% no tratamento da rejeicdo de érgdos
transplantados. Apresentam também, uso potencial como agentes
imunosupressivos para o tratamento de certas doencas autoimunes mediadas
pelas células T, incluindo artrite reumatoide,” "™ diabetes do tipo 1,”*™ Itpus e
psoriase.™

Outras possibilidades para o uso de inibidores da PNP, n&o relacionadas
com a resposta imune, sdo os estados hiperuricéumicos, como o tratamento da
gota primaria.”” Manifestagdes clinicas em criangas deficientes da PNP incluem_
estados hipouricémicos, aumento na biossintese de novo e notavel elevagao de
nucleosideos da guanina e hipoxantina no plasma e na urina. Pelo fato destes
nucleosideos serem mais solavéis que a xantina ou o acido urico, a excrecido dos
produtos dos acidos nucléicos degradados pode ser facilitada, e o perigo da
cristalizacdo do acido urico prevenido pela administragdo de um potente inibidor
da PNP.

Por outro lado, foi demonstrado, recentemente, que o parasita da malaria,
hospeda derivados purinicos formados via PNP paravsintetizar seus proéprios
nucleosideos. ™ Neste caso, a funcdo da PNP é essencial para a sobrevivéncia
deste parasita no homem, proporcionando assim outra utilizacdo potencial para

os inibidores da PNP.
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1.6.1 Base bioquimica da inibicdo da proliferacdo das células T por

inibidores da PNP

A base bioquimica da imunodeficiéncia da PNP vem sendo profundamente
estudada.®®%2 Foi demonstrado que em pacientes com deficiéncia da PNP
ocorre a acumulacio de quatro substratos nucleosideos da enzima no plasma e
na urina. Contudo, somente o substrato 2'-desoxiguanosina pode ser fosforilado
nas células T para formar o correspondente derivado trifosfato (dGTP), que é o
principal agente envolvido na toxicidade seletiva das células T (ver Figura 4).8384
A dGTP acumulada é responsavel pela inibicdo da enzima ribonucleotideo
redutase, que catalisa a reducdo de nucleosideos difosfatos aos seus
correspondentes 2'-desoxi derivados.** Tal inibicdo bloqueia a redugéo- de
difosfato citidina (CDP), resultando na deficiéncia intracelular de dCTP (Figura 4).
Esta deficiéencia afeta as células na sintese do DNA, resulfando’ em defeito e
morte celular.88®” Acredita-se que a administracdo de 2’-desoxiguanosina em
combinagdo com um potente inibidor da PNP produziria efeitos sinérgicos.®
Outro caminho atrativo &€ o planejamento de analogos de nucleosideos
(substratos pobres da PNP) que apresentam alta reatividade com

desoxiguanosina quinase e outras enzimas na sintese do dGTP, tornando

possivel, portanto, a acumulacgao intracelular de analogos dGTPs.®®
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2'-dGMP ou lXO
Desoxirribonucleotideos
Purina Nucleosideo  Acido Urico
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ou
Desoxirribonucleosideos Analogos

e

Figura 4. Base bioquimica para a toxicidade seletiva as células T na deficiéncia

da PNP. Racionalidade para o uso de inibidores da PNP.

Por outro lado, um resumo das etapas de formagdo do acido urico é
mostrado na Figura 5 (ver também Figura 4). A purina nucleosideo fosforilase
converte inosina e guanosina em suas correspondentes bases purinicas,
hipoxantina e guanina. A guanina & desaminada para formar xantina. A
hipoxantina €& oxidada pela xantina oxidase a xantina, a qual é
subsequentemente oxidada pela xantina oxidase em acido urico, o produto final
do metabolismo das purinas nos seres humanos. O acido urico é excretado na
urina. A gota primaria e outras condi¢gdes hiperuricémicas sao caracterizadas por
crises de inflamacgéao artritica aguda causada pela deposicéo de cristais de urato

de sédio. A utilizagéo de inibidores da PNP poderia levar a reducédo nos niveis de
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acido urico, combinada a niveis aumentados de nucleosideos e nucleotideos

purinicos.

Inosina Guanosina

PNP (Pi pne B
R-1-P R-1-P

0 0
HN/“t[N\> HN)tN\>
k\N N HzN)\\N N

Hipoxantina Guanina
xh\ Mloidrolase
oxidase

0
N
SN,
N
O E H
Xantina
Xantina,
oxidase
0]
. .
HN N
A p=0
N
O I;II H
Acido Urico

Figura 5. Degradacao dos nucleosideos purinicos ao acido urico.
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1.6.2 Caracterizacao da PNP

A partir do grande interesse demonstrado nas fungdes da PNP, a enzima
tem sido purificada de varias fontes, incluindo eritrécitos humanos,28°
placenta,® granulécitos.®! Também do bago,® cérebro,® tireside® e figado™
bovino; do figado de coelho® e de galinha;*"*® de bactérias;® de parasitas da
malaria;'® entre outras fontes.

A PNP, isolada de ambos, eritrécito humano e bago bovino, apresenta
estrutura trimérica com massa molecular de cerca 84.000 Da e sub-unidades
com massa molecular estimada em 28.000 Da.'®! A sequéncia codificada do
DNA para a purina nucleosideo fosforilase de eritrocitos humanos foi
determinada e contém 291 aminoacidos com um massa molecular aproximada
de 32.000 Da.'® A seqtiéncia da PNP bovina é 86% idéntica a do eritrécito
humano e todos os residuos do sitio ativo sdo conservados. A estrutura cristalina
da enzima, a partir do eritrocito humano, indica que cada mondmero do trimero

contém um sitio ativo e cada sitio liga-se a substratos analogos.'®
1.6.3 Mecanismo catalitico

Estudos envolvendo 0 mecanismo catalitico demonstraram que a PNP é
especifica para nucleosideos purinicos em configuracdo-g, clivando a ligagao
glicosidica com a inverséo da configuragdo para produzir a correspondente base

purina e a-ribose-1-fosfato, como mostrado na Figura 6.'%4'%
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Figura 6. Reagao catalisada pela purina nucleosideo fosforilase (PNP). No

equilibrio: sintese de guanosina a partir da guanina e ribose-1-fosfato.

Muito foi deduzido sobre o mecanismo catalitico da PNP por estudos
quimicos antes de ser vizualizada sua estrutura tridimensional. Estudos
caracterizando a reagéo por cinética enzimatica na dire¢éo da liberagéo da base
purinica indicaram que a catalise ocorre através de um complexo ierna’rio entre
| enzima, nucleosideo e fosfato,'® sem o envolvimento de intermediarios
fosforilados ou ribosilados da enzima.®® Contudo, estudos cinéticos ndo foram
consistentes na concordancia quanto a ordem de ligagdo dos substratos e
liberagcdo dos produtos. Para a PNP da tiredide bovina, fosfato foi demonstrado

por ligar-se prioritariamente frente ao nucleosideo,>*'?’

enquanto que a ordem
inversa foi encontrada para a PNP do cérebro humano.%

Estudos utilizando mudancgas de fluorescéncia demonstraram que a PNP
do bago bovino catalisa a cisdo fosforolitica de nucleosideos purinas através de
um mecanismo bimolecular ao acaso, enquanto que a sintese dos nucleosideos
ocorre através de um mecanismo bimolecular ordenado.'® A clivagem da ligagdo

glicosidica é postulada por ocorrer através de um mecanismo tipo-Sy1 baseado

no efeito isotdpico cinético 20-30% o-deutério, observado durante ambas
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100110 ¢ arsendlise’'! da 1'-[?H]inosina. Estes estudos demonstraram

fosfordlise
que a clivagem da ligagéo glicosidica ocorre distante em relagdo a ligagéo que
estd se formando na direcdo fosforolitica e que o estado de transicdo tem
consideravel caracteristica de ion oxocarbénio. Evidéncias adicionais para o
estado de transi¢@o com caracteristicas de ion oxocarbénio foram fornecidas a
partir de estudos de cinética isotdpica com PNP na hidrélise e metandlise da
inosina catalisada pela PNP."'?

Andlises do perfil de pH e da cinética de PNPs, quimicamente
modificadas, levaram a postulagdo da participagdo das cadeias laterais da
histidina 86 e asparagina 243. A primeira na captura de um préton do monoanion
fosfato para gerar uma espécie mais nucleofilica e a segunda, por sua vez, na
protonagdo da base purinica, aumentando, assim, a habilidade do grupo de
Sal’da%'107"1 13,114

A informagéo essencial, necessaria para identificar o sitio ativo, especificar
o modo de ligacéo do substrato e elucidar o mecanismo enzimético, veio através
de estudos cristalograficos de raios-X para a PNP humana e diversos complexos
PNP-inibidor, com resolugbes de 2.75 e 3.2 A%'®"'S As estruturas cristalinas
forneceram evidéncias na origem da alta especificidade pelo substrato. A
especificidade da PNP por guanina, hipoxantina e por seus analogos estruturais
pode ser explicada com base na disposicdo dos doadores e aceptores de
préton Vno sitio ativo da enzima.''® Estes substratos fazem uma ponte de
hidrogénio (doador) no N1 e outra (aceptor) no O6 da purina. As cadeias laterais

da asparagina 243 e lisina 244 estdo préximas ao 06, enquanto a do glutamato

201 esta proximo ao N1 A alta especificidade da PNP por 6-oxopurinas
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frente a 6-amino nucleosideos purinas (com uma eficiéncia catalitica, Keat/Kwm,
350.000 vezes maior para inosina quando comparada & adenina) ficou clara,
desde que a adenina e seus analogos estruturais possuem um grupo doador no
N6 e um aceptor no N1. O hidrogénio ligado a base é somente complementar
para anélogos da guanina e hipoxantina.''® Além disso, o grupo amino no C2 da
guanina estad em posicéo para formar uma ponte de hidrogénio adicional com o
grupo carboxilato do glutamato 201. Isto pode explicar a observagdo que
andlogos da guanina, geralmente, ligam-se melhor a PNP que os
correspondentes analogos da hipoxantina.103

O sitio ligante da ribose apresenta o menor numero de interagdes
especificas, que comprovadamente ndo s&o fundamentais para a catélise. Um
pequeno lado da ribose é geralmente hidrofobico e interage ao menos com 4
residuos aromaticos da enzima. O lado hidrofilico do aglcar esta préximo ao
grupo fosfato. Pode ser possivel uma ponte de hidrogénio entre o 0% da ribose e
a hidroxila da tirosina 88 (3'-desoxinosina liga-se muito fracamente a enzima).'®
Embora o O possa estar proximo & cadeia lateral da metionina, parece nao
estar suficientemente préximo para formar uma forte ponte de hidrogénio. Esta
observagcdo €& consistente, pois a PNP aceita ambos ribonucleosideos e 2'-
desoxirribonucleosideos como substrato.'®

Os estudos cristalograficos de raios-X foram muito importantes, indicando
que todos os contatos diretos entre a PNP e os substratos (nucleosideo purina e
fosfato) ocorrem através das cadeias laterais de aminoacidos da enzima, que s&o

ilustrados na Figura 7."°
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Figura 7. Modelo do sitio ativo da PNP construido a partir das coordenadas
atomicas para o complexo PNP-guanosina depositado na proteina. (Banco de

dados: Brookhaven National Laboratory).
1.6.4 Inibidores da PNP

Apesar do grande potencial terapéutico dos inibidores da PNP estar sendo
avaliado durante os ultimos 20 anos, a primeira triagem clinica de um destes foi
somente completada recentemente.®”'2"'2 Desta forma, torna-se imperativo o

desenvolvimento de novas tecnologias com o objetivo de planejar novos
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inibidores que possuam alta poténcia e especificidade para a enzima. No
passado, um numero promissor de andlogos de nucleosideos purinicos em
triagens laboratoriais ndo ofereceu vantagens claras sobre suas respectivas
bases purinas analogas. Isto pode ser prontamente explicado pela alta atividade
da PNP em tecidos eritrocitos humanos (10-15 E.U/ml das células). Existe PNP
suficiente nos eritrécitos do corpo humano de um adulto para a cis&o fosforolitica
de cerca de 5 gramas de inosina por minuto,'® o que requer um inibidor potente
e permeavel a membrana para atingir 99,9% da atividade da PNP. Baseado
nisto, é estimado que um inibidor capaz de possuir efeito significante sobre as
células T do sistema imunolégico deve apresentar um K; < 10 nM.%17

Considerando que muitos analogos de nucleosideos purinicos sdo bons
substratos para PNP e também sdo permeaveis ao eritrécito, € provavel que
estes nucleosideos sejam rapidamente convertidos as bases livres no sistema
vascular antes de alcangcarem alvos periféricos, como por exemplo, um tumor.
Portanto, a co-administracdo de um potente inibidor da PNP devera certamente
permifir que estes nucleosideos purinicos sobrevivam ao transito biolégico
através da corrente sanguinea, alcangando, assim, o desejado sitio de ag:élo.eg

O primeiro inibidor significante da PNP a ser identificado foi 8-

aminoguanina (1), com K; aparente de 0,2 uM para a enzima do eritrécito

humano.''*

36



CAPITULO |
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}i N\>— NH,
H

(1)

A partir da descoberta deste prirheiro inibidor potente da PNP, uma série
de investigacbes foi realizada e muitos outros inibidores foram publicados
durante os Ultimos anos.'?'?* Por exemplo, foi demonstrado que a guanina é
cerca de 3 vezes mais potente que a hipoxantina, e que 8—aminoguanina é de 10-
50 vezes mais potente que 8-aminohipoxantina.®'!* Existem muitos outros
estudos de estrutura-atividade na literatura que demonstram que o grupo 2-
amino das guaninas incrementa significantemente a ligag&o inibidor-PNP."%12512°
Em um caso extremo, o K; da 8-amino-9-benzilhipoxantina foi 750 vezes maior do
que o da 8-amino-9-benzilguanina.'®

A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de inibidores da PNP (baco bovino
e eritrocito humano) com seus respectivos valores de Clsp. Basicamente, podem
ser observadas algumas modificagbes na estrutura da base purinica,
principalmente: 9-substituidas (6, 7, 10, 11, 14); 9-substituidas-9-deaza (4, 5, 8,
9, 12); 8-amino-9-substituidas (2, 3, 15); 8-amino-9-substituida-9-deaza (13).
Estas modificacdes forneceram diversas classes de inibidores derivados da

guanina e foram utilizadas em diversos estudos envolvendo o planejamento

racional de inibidores da PNP.
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Tabela 2. Inibidores da PNP.

N' _ Inibidor _ Cls(uM)° Ref| N'  Inibidor  Clg(uM)° Ref
2 5 133 130]3 0 4,25 66
Y s
H, NH,
H2N/<j[ ">—N HleN >—
O O
o+ OH OH
4 . 021° 655 . 212 133
Iy R
“_HN HN
HN HN
6 0,044° 131|7 50° 131
(o]
jo,
i EH,C(CH)CHPOSH SrcicHaorH
8 o 0,150° 659 0,187° 132
[,
HN'
Ci
10 o 0.450° 132]11 o 125 132
Hyl HpN
(CH2),POaH, (CH)sPOgH,
12 0,067° 6513 0,63° 65
HN N Hy
Hp
S
14 11° 65|15 0,16° 65

HoN
H

&

Eoslt
&

°Enzima do bago bovino. "Enzima do eritrécito humano. “Medidas realizadas com inosina

10 uM e fosfato 50 mM.
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Em particular, estudos realizados pela BioCryst Pharmaceuticals com
diversas classes de inibidores da PNP com potencial permeabilidade pela
membrana demonstraram que um destes, 9-(3-piridiimetil)-9-deazaguanina
(denominado BCX-34) (16), escolhido para estudos posteriores, encontra-se na
fase Ill de estudos clinicos.?'?2 O K, do BCX-34 para a PNP do eritrécito
humano é 31 nM. A Clsy para a inibicdo da proliferacéo das células T (CCRF-
CEM) é 0,8 uM na presenca de 2’-desoxiguanosina, o qual, sozinho, nao
apresentou efeito nas células. Também, este inibidor n&o apresentou inibicdo na
proliferacdo das células B (MGL-8) a 30 uM. Estudos clinicos envolvidos nas
fases | e Il de uma formulacao dermal do BCX-34 inidicaram que esta droga pode
ser segura e eficaz no tratamento de linfomas cutaneos das células T e da

psoriase.®’
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1.7 Relagé6es quantitativas estrutura-atividade (QSAR)

As relagdes estrutura-atividade (SAR) e estrutura-propriedade (SPR)
estdo integradas ao planejamento racional de farmacos. A idéia das relagdes
quantitativas estrutura-atividade ou estrutura propriedade (QSAR/QSPR) foi
introduzida por Hansch e colaboradores em 1963 e primeiramente aplicada na
andlise da importancia da lipofilicidade na poténcia bioldgica.™*'* Métodos
quantitativos assumem que a atividade biolégica estd correlacionada com a
estrutura quimica ou com as propriedades da estrutura, e que a consequente
atividade pode ser modelada em fungéo de atributos fisico-quimicos calculaveis.

As técnicas de QSAR vém provando serem importantes no processo de
descoberta de farmacos.'®" '3 Um amplo nimero de revises sobre QSAR ésté
disponivel na literatura."™'® O desafio para a préxima década é a gerag&o de
tecnologias de QSAR capaz de ‘predizer a atividade bioldégica de compostos
ainda ndo sintetizados. Estas poderosas ferramentas serdo importantes no
répido e eficiente progresso da quimica sintética moderna no planejamento e

racionalizagdo de novos e poderosos terapéuticos.

1.7.1 Técnicas de QSAR

As técnicas de QSAR podem ser dividas em dois principais tipos: O

141

classico Hansch e as técnicas 2D e 3D.™ Ambas as técnicas tém duas etapas

basicas:
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-calculo dos descritores moleculares;

-geracéo estatistica de modelos de QSAR.

A. Célculo dos descritores moleculares

A maioria dos métodos de QSAR desenvolvidos durante os ultimos anos
trata de descritores de estruturas moleculares derivadas de representacéo bi-
dimensional (2D), isto é, baseado na conetividade molecular. Um grande numero
de descritores 2D tém sido demonstrado, incluindo constantes de
hidrofobicidade, '“*'“? refratividade molar, constantes eletrdnicas de Hammett,'*

L' e indices topologicos.'® Métodos tradicionais

parametros Verloop STERIMO
de QSAR tém utilizado diversos destes parametros, como também métodos de
regressdo multipla linear para desenvolver equagdes relacionando estrutura e
atividade biolégica.'®1%

A rapida acumulagdo de informacdes experimentais de estruturas tri-
dimensionais (3D) para muitas moléculas organicas de interesse bioldgico'“6!4
contribuiu para o desenvolvimento de rapidos e precisos métodos para geragéo
de estruturas 3D (CONCORD)*®'® e alinhamento (Active Analog

91152 mais recentemente conduzindo ao desenvolvimento de

Approach),
descritores estruturais 3D. A razoavel simplicidade, o alto grau de automacéao e
o claro senso fisico¥quimico dos descritores estéricos e eletrostaticos tém feito
do Comparative Molecular Field Analysis (CoMFA), um dos métodos mais

populares de QSAR 3D."™ O emprego deste método tem fornecido modelos
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altamente preditivos.'>*'” Contudo, apesar do sucesso destas aplicagdes,

muitos problemas persistem neste método.?%'®

B. Geracao estatistica de modelos de QSAR

Uma caracteristica comum entre os métodos avangados em oposi¢éo ao
tradicional QSAR/QSPR é o drastico aumento no nuimero de descritores. Muitos
métodos estatisticos tém sido empregados para gerar modelos de QSAR a partir
das varidveis descritivas. As técnicas mais comumente utilizadas s&o regressao
multipla linear (RML) e Partial Least Squares (PLS). O classico QSAR, na
“grande maioria das vezes, emprega a RML,'® porém, com o aumento no
numero de descritores, sua utilizagdo torna-se inadequada. Basicamente,
calculos de QSAR empregando RML falham por duas convincentes razoes.
Primeiro, a RML realiza um bom trabalho somente quando os descritores
utilizados s&o independentes entre si. De fato, descritores que s&o comumente
usados em calculos de QSAR ndo sao estritamente independentes entre si, e,
em alguns casos, sdo fortemente correlacionados. Este é certamente o caso do
conjunto de descritores empregado no trabalho de modelagem descrito nesta
Tese.” Segundo, a RML apresenta o melhor desempenho quando o nimero de
observacgdes sendo correlacionado € maior que o numero de descritores usado
pafa correlaciona-las. Esta condicdo também, frequentemente, falha em calculos
de QSAR e certamente falharia gravemente neste trabalho de Tese. Entretanto,

141,162-164

os avancos realizados em quimiometria e algoritmos'®'® tém fornecido

aos pesquisadores ferramentas adequadas para solucionar este problema.
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1.8 O novo paradigma do QSAR?® 7°

A habilidade para o eficiente planejamento ou descoberta de novas
moléculas patenteaveis, potentes e especificos inibidores enzimaticos, agonistas
especificos ou antagonistas de receptores bioldgicos, é de grande importancia.
Muitas destas moléculas contribuem para a prevengdo ou terapia de doencas
humanas. A industria farmacéutica, a nivel mundial, continua empregando e
procurando por novas tecnologias a fim de proporcionar novas habilidades para
rapidamente identificar e caracterizar novas moléculas nestas classes.

Relagbes quantitativas estrutura-atividade (QSAR) ou estrutura
propriedade (QSPR) vém sendo empregadas e continuam sendo desenvolvidas
para correlacionar informagdes em conjuntos de dados e também como uma
ferramenta para facilitar, por exemplo, o planejamento e a descoberta de
inibidores enzimaticos. Trabalhos empregando a classica tecnologia de QSAR
provaram ser utéis em varias situacdes. Contudo, acredita-se que a tecnologia
de QSAR tem potencial substancial inexplorado para facilitar o planejamento
molecular. Trés objetivos especificos incluem: (i) melhorar a habilidade dos
modelos de QSAR para predizer o valor da propriedade de interesse para
moléculas que ndo estéo incluidas no conjunto treino, (ii) extrapolar o valor da
propriedade além daqueles incluidos pelos membros do conjunto treino, (iii)
qualificar estes modelos em um caminho que fornega medidas confiaveis para
os valores preditos. Com o propdsito de construtir uma classica tecnologia em
um caminho que alcance estes objetivos, ou seja, buscando uma compreenséo

do potencial inexplorado do QSAR ao servico da descoberta de farmacos, uma
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equipe de cientistas foi organizada, inicialmente na industria farmacéutica na
Sterling Winthrop Pharmaceuticals Inc. Atualmente, estes cientistas trabalham
em conjunto nos Estadosv Unidos, como parte de uma equipe denominada
Scientific Computing Team (SCT), a qual é liderada pelos Drs. Eugene H.
Cordes e Jack W. Frazer. O maior objetivo do STC é criar conjuntos padrées de
dados, os quais possam ser empregados: (i) para testar e aperfeicoar o
desenvolvimento da tecnologia de QSAR, e (ii) fornecer a base para a
descoberta de novas moléculas que apresentem promessa de utilidade na
clinica médica.

1.8.1 As técnicas de QSAR sdo (teis para o planejamento molecular’’® '

Para muitos conjuntos de dados que abrangem ' limitado espaco
estrutura/descritor, modelos tradicionais de QSAR fazem um bom trabalho
correlacionando os dados do conjunto treino e podem apresentar significante
capacidade preditiva. Isto quer dizer que o complexo panorama da modelagem
apresenta regides de estrutura e ordem nos quais modelos lineares fornecem
uma adequada descri¢ao.

Seria possivel descobrir sinergias entre as técnicas de modelagem de
QSAR e outras tecnologias de planejamento molecular capazes de criar
modelos com maior capacidade preditiva.

QSAR tem um potencial para modelar processos que ndo podem ser
modelados por outras tecnologias. Entre estes, incluem-se, por exemplo, dados

de seguranga de farmacos, taxas de transporte de farmacos através de

44



CAPITULO |

barreiras, entre muitos outros. QSAR apresenta, talvez, unicamente, o potencial
para otimizar simultaneamente diversas propriedades moleculares. Preditivos
modelos de QSAR podem ser desenvolvidos para cada propriedade e

empregados para predizer um perfil de propriedades para novas moléculas.
1.8.2 Tradicional QSAR™

O tradicional QSAR apresenta substancial potencial inexplorado para o
planejamento molecular. Muitos modelos de QSAR falham na caracterizagéo
completa do conjunto treino. Tipicamente, os compostos ndo adequadamente
modelados s@o simplesmente considerados “afastados” e s&o eliminados para
futuras consideragdes. Além disso, muitos modelos de QSAR parecem ocupar
regibes andmalas dentro do espaco de modelagem e n&o apresentam boa
capacidade preditiva para a propriedade "desconhecida". Em geral, & dificil
saber se os valores preditos sdo confidveis ou ndo, sem a realizacdo de
experimentos para a determinacao destas propriedades.

1.8.3 Os valores da propriedade de interesse’’*""?

Os valores da propriedade de interesse sé&o determinados por interagbes
nao-covalentes entre as moléculas ou nas préprias moléculas. Dentro de limites
muito amplos, os valores da propriedade de interesse refletem a energia e os
caminhos com os quais as moléculas interagem umas com as outras nao-

covalentemente (como também as propriedades inerentes as proprias
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moléculas). Desta maneira, valores do ponto de ebulicdo refletem a espécie e a
forca das interagdes ndo-covalentes entre as moléculas no estado liquido, como
também, parametros moleculares tais como tamanho e forma. O mesmo é
verdadeiro para valores de constante de inibigéo enzimatica, taxa de transporte
de farmacos através das membranas, afinidade de ligantes por receptores e
assim por diante. Desta forma, os descritores empregados na modelagem de
QSAR devem ser estritamente correlacionados com estas forgcas néo-
covalentes. Contudo, a grande maioria de descritores empregadds na
modelagem tradicional de QSAR (clogP, parametros derivados de gréficos
guimicos tedricos, etc.) sdo fracamente correlacionados com as interagdes
intermoleculares dominantes, as quais determinam os valores da propriedade.
- Este fato aumenta a complexidade do panorama da modelagem.

1.8.4 O campo de modelagem molecular'™® "7

O campo de modelagem, caracterizado pelos descritores de QSAR e o
espago ocupado pela estrutura quimica no conjunto treino, € amplo e complexo.
Em parte, esta complexidade deriva da alta dimensionalidade (amplamente
determinada pelo numero de descritores) do espacgo e das fracas relagdes entre
as forcas base dos valores das propriedades, os descritores e a diversidade de
todas possiveis estruturas. Imediatamente, esta complexidade implica em que
muitos modelos, ndo um ou dois, serdo exigidos para caracterizar um conjunto

de dados.
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1.8.5 O panorama da modelagem'”* '’

O panorama da modelagem é globalmente n&o-linear. Modelos com
linearidade local, que caracterizam satisfatoriamente conjuntos de dados,
poderiam apresentar melhor poder preditivo. N&o-linearidades podem derivar da
complexidade mencionada anteriormente e a partir do fato de que o molde das
forcas intermoleculares n&o-covalentes, as quais determinam os valores da
propriedade, podem variar de composto para composto dentro do conjunto
treino. Em muitos casos, mecanismos moleculares, por tras de certos valores da
propriedade, podem ser relativamente distintos de caso a caso. Ao mesmo
tempo, sabe-se que existem regides de estrutura e ordem no panorama de
modelagem, os quais sugerem fortemente que a caracterizagdo linear por parte,
pode ser o caminho apropriado para caracterizar completamente os conjuntos

de dados.

1.8.6 Qualificagdo dos modelos de QSAR"* 172

Para serem eficienfemente uteis ao design molecular, os modelos de
QSAR devem ser qualificados a cerca do seu poder preditivo. Como
mencionado anteriormente, os interessantes modelos estatisticos de QSAR para
conjuntos de dados podem ser inuteis quando utilizados para predizer
- propriedades desconhecidas. E necessario uma metodologia que qualifique os

conjuntos de dados em relagéo ao seu poder preditivo. Outro ponto critico esta
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em fornecer uma medida quantitativa das incertezas (erros) associada aos

valores preditos.

1.8.7 Desenvolvimento da nova tecnologia de QSAR""?

Basicamente, as questdes chave diante do desenvolvimento da nova

tecnologia de QSAR s&o:

-desenvolvimento de descritores correlacionados com as forgcas
intermoleculares;

-procurar caminhos para criar uma completa caracterizagcdo por parte do
conjunto de dados;

-desenvolvimento de metodologias para qualificar os modelos de QSAR;
-encontrar o sentido correto para dar confiabilidade a medida do erro, dos

valores preditos.

1.8.8 Trabalhando com QSAR"’% "

Os beneficios do QSAR serdo percebidos a partir de estudos teéricos e
experimentais conduzidos paralelamente: a primeira etapa da modelagem de
QSAR é a construgdo de um conjunto de dados, tipicamente um grupo de
compostos para os quais 0 valor da propriedade de interesse foi medido. O

conjunto treino € geralmente obtido experimentalmente. A geragcdo de um étimo
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conjunto treino para a aplicagdo da tecnologia de QSAR requer principalmente

que:

-0 usudrio esteja razoavelmente familiarizado com a tecnologia de QSAR para
otimizar a natureza do conjunto treino (tamanho, diversidade estrutural, alcance
dos valores da propriedade);

-0s cientistas e quimicos computacionais trabalhem efetivamente em conjunto,
com o objetivo de obterem um entendimento racional e apropriado sobre as

questdes relativas as areas especificas de cada um dos envolvidos.

Deve-se notar que, para um bom uso da tecnologia de QSAR, é

obrigatério:

-um bom entendimento da incerteza das medidas das propriedades estimadas;

-0 desejado valor das propriedades estimadas de interesse. |

Otima utilizagdo da tecnologia de QSAR requer também que esta
tecnologia esteja disponivel para uma aplicagado util do grupo de cientistas. Esta
realizagdo coloca algumas reservas na natureza do hardware e software que
suportam a tecnologia de QSAR. Tem sido deliberado para o desenvolvimento
desta tecnologia o acesso de rotina restrito somente a computadores pessoais.
A Eastman Kodak é& a proprietaria desta tecnologia, que vem sendo

desenvolvida e gerenciada pelo Scientific Computing Team. A utilizagdo desta
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tecnologia estad associada ao compromisso de preservagédo das cafacterisficas
fundamentais deste novo paradigma, que ainda, ndo foram publicadas.

O SCT tem empreendido um caminho sistematico com o objetivo de
encontrar solugdes para as atuais limitagbes da tecnologia de QSAR. Este
trabalhno vem sendo desenvolvido por diversos anos, nos quais um grande
nimero de progressos tem sido alcangado. O avango obtido na tecnologia de
QSAR é agora util para o planejamento molecular. Uma série de modelos com
alto interesse no processo de descoberta de farmacos vem sendo desenvolvida

Com Sucesso.
1.8.9 Antecedentes e procedimento de modelagem

O trabalho de modelagem é realizado empregando-se softwares
aplicativos baseados em um novo paradigma do QSAR. Diversas caracteristicas
essenciais deste paradigma foram publicadas anteriormente.'™

O objetivo da nova tecnologia de planejamento molecular é criar modelos
preditivos para moléculas, reais ou "virtuais, de estruturas conhecidas, mas de
propriedades desconhecidas. Os modelos de QSAR s&o desenvolvidos usando

um conjunto treino de dados.'""'"

A. Conjunto treino de dados""

A tecnologia de QSAR baseia-se em estatistica, na qual estruturas

moleculares sio tracadas de acordo com o valor da propriedade para um
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conjunto de descritores. Para isto, precisa-se de um conjunto inicial de dados,
denominado conjunto treino, o qual é constituido de um conjunto de moléculas
de estruturas e valores da propriedade de interesse conhecidos. O conjunto

treino apresenta propriedades variadas, como mostradas a seguir:

Tamanho

Tipicos conjuntos treino contém entre 20-100 moléculas e associados valores
das propriedades. Contudo, podem ser construidos modelos de QSAR baseados
em conjuntos contendo poucos membros, como por exemplo, entre 10 e 15

estruturas.

Diversidade estrutural

Os conjuntos treino variam enormemente quanto a sua diversidade
estrutural. Muitos conjuntos de dados disponiveis na literatura consistem de
colegbes de homodlogos estruturais, os quais perdem muito em sua diversidade
estrutural. Os modelos de QSAR baseados em tais conjuntos, geralmente, néo
apresentam alto poder preditivo além do patamar nos quais estes estdo
estabelecidos. Expandir seu poder preditivo, isto é, aumentar em parte o espago
estrutural, geralmente requer a inclusédo de novas moléculas, as quais

aumentarao a diversidade estrutural do conjunto de dados.
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Alcance dos valores da propriedade

A modelagem de QSAR é facilitada por um conjunto treino no qual os
valores da propriedade de interesse estendam-se a um extenso alcance de
valores. Isto possibilita predizer valores da propriedade além daqueles contidos
no conjunto treino. Quanto maior e mais abrangente o vetor criado no espaco de
modelagem pelos valores da propriedade do conjunto treino, mais precisas,

provavelmente, serao as extrapolacdes.

Erro experimental

Existe dois pontos importantes. Primeiro, a modelagem de QSAR requer
que o erro (desvio padréo) das propriedades estimadas do conjunto treino seja
conhecido ou estimado. Geralmente, o desvio padrao para os valores das
propriedades para cada molécula no conjunto treino sera diferente e, em casos
altamente favoraveis, sera conhecido. Com maior freqiéncia, o trabalho
experimental tem sido feito em um caminho que n&o define bem o desvio padréo
e acaba por fazer-se estimativas pouco refinadas. Segundo, a modelagem de
QSAR é facilitada por conjuntos de dados para os quais o erro experimental é .
pequeno. Se o erro é grande, pode-se terminar modelando o ruido antes do
sinal. Claramente, quanto maior for a magnitude sinal/ruido, provavelmente

maior sera o poder preditivo do modelo de QSAR.
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Namero de valores da propriedade

Até o presente momento, esta tecnologia tem focado principalmente o
valor preditivo de uma unica propriedade baseada no conjunto treino. Contudo,
muitos dos valores da modelagem de QSAR eventualmente serdo derivados a
panir da habilidade em predizer, simultaneamente, o valor de varias
propriedades para moléculas desconhecidas. Em tais casos, sera necessario
gue o conjunto treino inclua valores para todas as propriedades de interesse. Os

modelos de QSAR seriam separadamente derivados para cada propriedade.

Composigdo™

A composicdo do conjunto treino pode ser alterada (aumentada) como
procedimento de modelagem, que deve ser pensado como uma série de
esforcos repetitivos para um melhor desenvolvimento do modelo de QSAR. Foi
encontrado, em mais de um caso, que a inclusi&o de moléculas no conjunto
treino pode melhorar, ao final, o modelo de QSAR.

B. Descritores!’>'"

Os parametros derivados das estruturas das moléculas sdo empregados
para mapear estas estruturas de acordo com os valores das propriedades,
sendo essencial que estes descritores sejam calculados. As medidas sdo muito

demoradas e tediosas. O ideal seria 0 uso de um conjunto de descritores que
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represente o contomo das interagdes intermoleculares nao-covalentes. Estes
descritores estariam fortememente correlacionados com as propriedades de
interesse. Entretanto, descritores empregados em modelos classicos de QSAR
geralmente refletem as propriedades das moléculas inteiras, e séo, portanto,
fracamente relacionados com o valor da propriedade de interesse. O seu uso faz
a modelagem de QSAR mais complexa e tem levado a criagdo de um grande e
novo conjunto de descritores regionais baseado em calculos mecanico-
quéanticos. O atual conjunto de descritores utilizado inclui mais do que 3000
destes. Este conjunto de descritores & muito grande para ser o ideal, contudo,
com o passar do tempo, serdo desenvolvidos novos e melhores descritores e,
este nimero sera reduzido substanciaimente. Enquanto isto, a incluséo de
descritores regionais tem melhorado o poder da modelagem de QSAR e
apontado o caminho para uma menor € mais poderosa colecdo futura de

descritores.

Descritores 3D

O banco de trabalho inclui cerca de 30 descritores 3D, que refletem as
propriedades da molécula inteira: massa, area de superficie, niumero de
doadores de préton, sitios aceptores, areas seccionais-cruzadas, entre outros.
Estes descritores continuam a ter grande importancia em nosso trabalho de

modelagem.
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Descritores 2D

O banco de trabalho contém cerca de 60 descritores 2D, os quais
usualmente refletem alguns aspectos da conectividade das moléculas. Estes
descritores s@o geralmente derivados de graficos quimicos teoricos e

apresentam modesta utilidade para o nosso trabalho de modelagem.

S-Keys

Estes descritores definem o numero e o tipo de um grande numero de
atomos ou grupos nas estruturas (por exemplo: metil, etil, carbonil, 4tomos de
enxofre,...) para cada molécula. Existe mais de 200 S-Keys no banco de

trabalho de modelagem.

Descritores regionais

Estes descritores sdo derivados a partir de céalculos Transferable Atom
Equivalent (TAE),'™*'™ os quais, por sua vez, sdo baseados na distribuigio da
densidade eletrénica e enfocam as propriedades locais (confinado a um &tomo
ou ligagdo quimica ou ainda, a uma pequena cole¢do deles) derivadas a partir
da densidade eletronica. Existe atualmente cerca de 3000 destes no banco de
trabalho. O objetivo é gerar descritores locais, firmemente correlacionados com
as interagGes intermoleculares (ligagcdes hidrogénio, interacdes eletrostaticas,

interagdes hidrofébicas, ... ), que determinam os valores da propriedade.
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C. Softwares

Para a realizagdo do trabalho de modelagem estatistica, o SCT
desenvolveu originalmente uma série de softwares aplicativos, entre estes,
principalmente, incluem-se: WinSIMS e PERCOLATOR. Estes softwares s&o de
propriedade privada da Eastman Kodak Company, com sede em Rochester, NY,

nos Estados Unidos.
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Il. PARTE EXPERIMENTAL

2. Materiais e métodos

2.1 Inibidores da purina nucleosideo fosforilase

Os inibidores da PNP, BC001-BC034 (Tabela 3), foram sintetizados na
BioCryst Pharmaceuticals, Inc.'”” Os inibidores da PNP, PD035-PD058 (Tabela
6), foram sintetizados na Parke-Davis Pharmaceuticals, Inc.'™ Estas séries de
inibidores foram doados por estas companhias farmacéuticas para nossos

estudos. A Unica excesséo, inibidor PD053, foi adquirido da Sigma Chemical Co.

2.2 Imidas ciclicas

A sintese e a atividade analgésica das imidas utilizadas em nosso estudo
(Figura 18 e Tabela 10) foram publicadas recentemente por nosso grupo de

pesquisa.'’™®1%

2.3 Reagentes

A enzima purina nucleosideo fosforilase (do bago de bezerro, isenta de
fosfato e com pureza maior que 98%) e xantina oxidase foram adquiridas da
Sigma Chemical Co. com o maior grau de pureza disponivel e foram usadas

sem purificagdo adicional. HEPES (N-(2-hidréxietil)piperazina-N'-(acido-2-
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etanosulfonico) e inosina também foram adquidiras da Sigma com o maior grau
de pureza disponivel. Acido acético e Tween 80 foram adquiridos da Merck.
Os demais solventes organicos e reagentes foram adquiridos da Aldrich e

Sigma.

2.4 Medidas cinéticas

As medidas cinéticas foram realizadas espectrofotometricamente em um
espectrofotometro HP 8453 diode. Os valores de K; empregando inosina e
fosfato 1 mM como substratos foram determinados manuaimente empregando

187189 Todos os valores de K; foram determinados

um ensaio "coupled" padrao.
para 5 ou 6 concentracbes de inibidor para cada uma das 5 diferentes
concentracoes de inosina. Em todos os casos, os dados cinéticos revelaram,
como esperado, uma inibicdo competitiva.® 13> para cada determinacdo de
Ki foram obtidos 5 valores da Clsp, um para cada concentragdo de inosina
empregada. Como esperado, os valores da Clsp cresceram linearmente com a
concentracdo do substrato e a extrapolagdo destes valores para a concentragéo
zero do substrato forneceu valores de K consistentes com aqueles baseados na
andlise estatistica de todos os pontos. Os valores da Clsg foram
independentemente determinados pela medida das taxas para 5 ou 6
concentragdes de inibidor empregando inosina 10 uM e fosfato 1 mM como
substratos. As medidas foram feitas usualmente a uma concentragéo 4,2 nM da

PNP. Em diversos casos, a concentra¢do da enzima variou entre 2,3 e 4,6 nM.

Nesta faixa, os valores de K; séo independentes da concentragdo da enzima.
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Todas as medidas foram feitas a8 25°C e pH 7,4 (mantido com uma solucdo
tampao de HEPES 0,10 M). Valores de pH foram determinados em um pH metro
Radiometer PHM240.

As reagdes empregando inosina como substrato, foram acompanhadas a
293 nm. Este método classico de ensaio da PNP é baseado no aumento da
absorbancia até 293 nm, quando a hipoxantina é convertida em acido urico, na

reagdo com xantina oxidase:

PNP
Inosina + P; ———= hipoxantina + ribose-1-fosfato
xantina
Hipoxantina + 20, °X¥dase zcido grico + 207

t

293 nm

Os parametros cinéticos foram determinados a partir dos dados coletados
utilizando-se o programa estatistico Leonora."™® Os valores obtidos s&o
apresentados nas Tabelas 3 e 6. Os gréaficos foram construidos utilizando o

programa KaleidaGraph.'®'
2.5 Anélise farmacolégica: Atividade analgésica

Os testes farmacolégicos foram realizados no Nucleo de Investigacoes
Quimico-Farmaceéuticas (NIQFAR), da Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI).

O modelo utilizado foi o de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético,

administrado intraperitonealmente em camundongos.'®
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- Camundos "Swiss" fémeas (25-30 g) foram mantidos sob temperatura
controlada (23 + 2°C) e iluminagdo em ciclo de 12 horas com racdo e agua "ad
libitum". A resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se o chamado "writhing
test’, administrando-se acido acético 0,6% intraperitonealmente (i.p.).
Basicamente, as contor¢Ges abdominais consistem na contracdo da musculatura
abdominal juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores.

Os animais foram pré-tratados, intraperitonealmente, com as imidas (0,1-
30 mg/kg; 0,2-97,7 umol), 30 minutos antes da administragdo do acido acético.
O grupo controle recebeu volume semelhante de uma solugdo salina (NaCl
0,9%, ip.). O numero de contorcbes abdominais foi quantificado
cumulativamente durante 20 minutos. Os resultados sdo apresentados na

Tabela 9.

Analise estatistica

Os resultados da Dlsy (dose do composto que reduz a resposta a 50%
em relagdo ao grupo controle) sédo apresentados como a média geométrica
acompanhada de seu respectivo 95% de limite de confianga. A significancia
estatistica foi obtida por andlise de variancia seguido pelo teste de muitipla
comparagéo utilizando-se o método de Dunnett's, quando apropriado. Valores de
P < 0,05 foram considerados como indicativos de significancia. Os valores da
Dl foram estimados a partir de experimentos individuais por interpolagéo

gréfica.
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2.6 Modelagem estatistica

Os modelos preditivos de QSAR foram desenvolvidos empregando
softwares aplicativos baseados em um novo paradigma do QSAR 17017413195
Diversas caracteristicas essenciais deste novo paradigma foram publicadas
anteriormente.'™ Basicamente, um conjunto de descritores moleculares,
incluindo descritores 2D e 3D geralmente empregados em calculos de QSAR,

176,196,197

um conjunto de descritores mecanico quanticos, e muitos outros

descritores baseados na tecnologia Transferable Atom Equivalent (TAE),'7417
foram calculados para uma Unica conformagao otimizada para cada molécula no
conjunto treino. A ferramenta computacional empregada na realizagdo deste
trabalho & denominada WinSIMS.'® Um numero de softwares € disponivel em
WinSIMS para obter conformagdes consistentes dentro do conjunto treino.

A nossa rotina de modelagem foi a seguinte: i) derivar preliminarmente
conformagdes empregando CONCORD (através do WINSIMS), ii) refinar as
conformagdes empregando mecanica molecular (SIMS MM) e iii)) computar os
descritores moleculares empregando SIMS e Mopac. O uso de SIMS/Mopac
(mode Batch) dentro de WinSIMS, possibilitou calcular e gravar
automaticamente os valores para os descritores 3D, 2D e S-keys. Um conjunto
de descritores regionais foi calculado pelo Dr. Curt Breneman (SCT) e incluido
neste arquivo. Precisamente, a mesma sequéncia de operagdes foi efetuada

para cada membro do conjunto de dados. Este trabalho, uma vez completo,

forneceu a base para a modelagem estatistica.

62



CAPITULO JI

O primeiro passo da modelagem estatistica foi a classificagdo do conjunto
treino em sub-conjuntos de compostos apresentando formas de interagdo néo-
covalentes comuns (0s quais determinam os valores da propriedade de
interesse) empregando uma mistura de modelos de regress&o algoritmica. Os
modelos de QSAR para cada sub-conjunto foram entdo qualificados a cerca de
sua habilidade em predizer os valores da propriedade (conforme o caso, K, Clsp
ou Dlsp) para cada molécula no conjunto treino mas fora do sub-conjunto,
empregando um dos diversos conjuntos de descritores moleculares. Somente
aqueles sub-conjuntos passando por este critério foram conservados. Modelos
estatisticos Partial Least Squares (PLS) foram desenvolvidos e otimizados para
cada sub-conjunto qualificado. Os modelos PLS passando por estas barreiras de
qualificagao foram entéo incorporados em um modelo-de-matriz (MOM). O MOM
foi entdo empregado para predizer os valores da propriedade para aquelas
moléculas fora do conjunto treino, ou seja, aquelas pertencentes ao conjunto
teste. As ferramentas computacionais utilizadas na modelagem estatistica séo
disponiveis em um unico banco de dados de facil comunicagdo. O pacote de
vsoftwares aplicativos, completamente integrado e funcional, € denominado

PERCOLATOR.'®
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ill. RESULTADOS E DISCUSSAO

3. Construgdo dos conjuntos de dados e desenvolvimento dos modelos

preditivos de QSAR
Este capitulo, para uma melhor compreensao, foi dividido em duas.partes:
3.1 Inibidores da purina nucleosideo fosforilase
3.1.1 Relagbes estrutura-atividade de uma classe limitada de Inibidores
da PNP. Desenvolvimento inicial de modelos preditivos de QSAR
para inibidores da PNP.
3.1.2 Relagdes estrutura-atividade de uma classe ampla de inibidores da
PNP. Desenvolvimento de modelos preditivos de QSAR para
inibidores da PNP em geral.

3.2 Imidas ciclicas

3.2.1 Atividade analgésica de uma série de 1,8-naftalimidas e 1,4,5,8-

naftalenodiimidas.

3.2.2 Desenvolvimento de um modelo preditivo de QSAR para a

atividade analgésica de uma familia de imidas ciclicas.
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3. Construcao dos conjuntos de dados e desenvolvimento dos modelos

preditivos de QSAR
3.1 Inibidores da purina nucleosideo fosforilase

3.1.1 Relagées estrutura-atividade de uma classe limitada de Inibidores da
PNP. Desenvolvimento inicial de modelos preditivos de QSAR para

inibidores da PNP

O nosso objetivo imediato € o desenvolvimento inicial de modelos
preditivos de QSAR para uma classe de inibidores da purina nucleosideo
fosforilase, empregando um novo paradigma do QSAR.

Ao longo das ultimas 2 décadas, vérios trabalhos foram desenvolvidos na
descoberta de novos potentes inibidores da purina nucleosideo
fosforilase, 867/60114.118,122124131-138,136.201 145 inibidores apresentam multiplas e
plausiveis utilidades na terapéutica. Cientistas da BioCryst Pharmaceuticals tém
empregado o planejamento racional para criar uma base cientifica forte para a
descoberta de diversas classes de inibidores promissores da PNP. Mesmo com
o grande numero de inibidores da PNP demonstrado na literatura e aqueles de
propriedade privada das indUstrias farmacéuticas, somente um destes, o BCX-
34 (16),57'% & atualmente empregado em triagens clinicas avangadas.

No presente trabalho, determinamos valores de K; e Clsp para uma classe
destes inibidores, empregando PNP do bago de bezerro. Os valores obtidos

foram utilizados para a criagdo de modelos estatisticos de QSAR.
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Determinacao das constantes de inibicao

As estruturas dos inibidores (BC001-BC034) associadas aos
correspondentes valores de K; e Clsp, empregando inosina como substrato, séo
mostradas na Tabela 3. Valores de Clss para um numero destes inibidores,
empregando inosina como substrato, foram demonstrados anteriormente, %1321
Nos casos passiveis de comparagdo, os nossos resultados e aqueles da
literatura sdo bastante concordantes. A razio entre os valores de Clsp e K é
mostrada também na Tabela 3.

Para 29 dos 34 inibidores da enzima PNP do bago de bezerro, foram
determinados valores de Ki que variam de 4,0 nM "a aproximadamente
24.000 nM, um fator de 6.000 vezes. Os valores de Clsp para o completo
conjunto de inibidores variam de 14,8 nM a aproximadamente 50.000 nM, um
fator de 3.400 vezes.

Esta série de inibidores apresenta diversidade estrutural modesta. Dos 34
inibidorés, 27 sao 9-substituidos-9-deazaguaninas, um ¢é 9-substituido-8-
aminoguanina (BC018), um é 8-aminoguanina (BC029), um & 9-substituido-8-
metil-9-deazaguanina '(80028),' um ¢é 9-substituido-8-amino-9-deazaguanina
(BCO23), dois sdo 9-substituidos-9-deazahipoxantinas (BC024 e BC031), e um
é N-3-substituido-hipoxatina (BC027). Deste modo, a diversidade estrutural
deste conjunto de dados ¢é fortemente representada pelos diferentes

grupamentos na posi¢ao 9 do anel purinico.
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CAPITULO Il

Dos 34 inibidores estudados, trés (BC013, BC015 e BCO019) possuem
grupamentos que sdo predominantemente anidnicos em pH 7,4, no qual foram
determinadas as constantes de inibicdo. Dois destes (BC013 e BCO019) sao
enantibmeros. O enantidbmero (S) é o mais potente, embora a diferenga no seja
profunda.

Os inibidores 9-substituidos que apresentam potencial para ligar-se a
PNP em uma forma ibnica, apresentam substituintes fendlicos e piridinicos.
Contudo, estes inibidores existem predominantemente na forma neutra em
pH 7.4 e ligam-se a PNP provavelmente nesta forma.

Para 27 dos 29 inibidores, onde s&o possiveis comparagdes, a razio
Clso/K; varia sobre um limite estreito; 1,31 a 2,5, assegurando a consisténcia
dos resultados. As unicas excessbes s&o dois dos trés compostos anidnicos,
BC013 e BCO15, para os quais a razéo é 8,92 e 5,19, respectivamente. Foi
demonstrado anteriormente que estes dois compostos também s&o excessdes,
quando diferentes substratos da PNP foram utilizados para determinar a
poténcia do mesmo conjunto de inibidores.'®

Tem sido estabelecido através de estudos estruturais, como também
através de estudos cinéticos, que estes inibidores sdo competitivos,®104131-133
como confirmado em nossos experimentos.

Embora a natureza do mecanismo da reacdo de troca-simples da PNP
nao tenha alcangado uma clareza total quanto a sequéncia em que os
substratos combinam-se com a enzima, seja ao acaso ou ordenada, o
mecanismo mostrado na Figura 8 € o mais vezes proposto e sustentado, para

ambas diregdes, sintese e cisdo fosforolitica.'® Na diregdo fosforolitica, o
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mecanismo é o bimolecular ao acaso para a formagao do complexo ternario.
Apés a clivagem da ligacdo fosforolitica, a ribose-1-fosfato é liberada do sitio
ativo da enzima, seguida da liberagdo da base purinica hipoxantina. Na diregdo
da sintese do ribonucleosideo purinico, 0 mecanismo da reagdo € o bimolecular
ordenado, com inosina ligando-se preferencialmente a enzima, seguida de

fosfato.

co R-1-P, Hx

L []e]

E/ \\E/|n°—;—~E/|-b( ——T—*E—P—i‘E
e, & p, SR1-P,

Figura 8. Mecanismo cinético proposto para a reagéo da PNP, inosina e fosfato,
através da formagdo de um complexo ternario. Na direcdo fosforolitica, o
mecanismo de reagdo € o bimolecular ao acaso. Na dire¢cdo da sintese, é o
bimolecular ordenado. Onde: E=enzima PNP; Ino=inosina; P=fosfato;

Hx=hipoxantina;R-1-P=ribose-1-fosfato.

O mecanismo catalitico proposto para a PNP é ilustrado na Figura 9. A
PNP, especifica para nucleosideos purinicos em configuragdo B, cliva a ligacdo
glicosidica com a inversao da conﬁguragéo, produzindo a-ribose-1-fosfato.

A reacdo ocorre via um estado de transicdo com caracteristica
substancial Sn1. Neste caso, a quebra da ligacdo glicosidica ocorre
suficientemente afastada da ligagdo que sera formada com o dianion fosfato,

onde o estado de transi¢do tem consideravel caracteristica de ion oxocarbénio.
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Figura 9. Mecanismo proposto para a reagdo de inosina com fosfato na

presenca da PNP.

A PNP catalisa a cisdo fosforolitica reversivel do nucleosideo purinico

inosina através de um mecanismo catalitico substrato-assistido, deduzido de

amplos dados estruturais de raios-X e de modelagem molecular existentes na
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literatura.'®4''® Neste mecanismo, uma catélise eficiente é alcancada com a
participag@o das cadeias laterais do sitio ativo da enzima e do co-substrato
fosfato na estabilizacéo do estado de transicgao.

A clivagem da ligacdo glicosidica € facilitada pela ligagdo de uma
conformacdo do nucleosideo de alta energia e pela indugdo de tenséo
eletrostatica no estado de transicdo. A tensdo eletrostatica € desenvolvida
durante a dissociacdo do mono-anion fosfato a dianion fosfato pela histidina 86.
A histidina resultante, carregada positivamente, é estabilizada pelo carboxilato
da cadeia lateral do glutamato 89 através de um sistema de transferéncia de
cargas que se assemelha a conformagao de uma triade catalitica. A dissociagéo
do fosfato no complexo ternério gera um ganho ém seu poder nuclecfilico, o que
leva a uma estabilizagdo do estado de transigéo.

Com a quebra da ligagdo glicosidica, um intermediario tipo ion
oxocarbénio é formado e simultaneamente estabilizado pelo dianion fosfato.
Desta maneira, 0 mecanismo proposto substrato-assistido utiliza o fosfato para
iniciar a clivagem da ligacdo e para estabilizar o iniermediério ion oxocarbénio
através da formagdo de um par idnico intimo. A base purinica hipoxantina
liberada, negativamente carregada, é estabilizada pela ponte de hidrogénio
| formada entre a cadeia lateral da asparagina 243 e o N7. Apés a clivagem da
ligagdo glicosidica, ribose-1-fosfato dissocia-se do sitio ativo e a hipoxantina
carregada negativamente é reprotonada pela 4gua. A etapa final é a liberagéo

da base purinica neutra.
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Modelos de QSAR

Por duas razdes, este conjunto de inibidores da PNP n&o é,
particularmente, bem apropriado para a modelagem de QSAR. Primeiro, como
exposto anteriormente, a diversidade estrutural € modesta, a maior parte dos
compostos é 9-substituido-9-deazaguanina. Deste modo, um pequéno espaco
estrutural é coberto por 26 dos 34 compostos do conjunto de dados. Contudo,
existem alguns compostos, particularmente BC024, BC027, BC028, BC029,
BCO031 e os trés compostos anidnicos, BC013, BC015 e BC019, que sdo
estruturalmente distintos. Segundo, os valores do log Ki para 23 dos 29
compostos estdo distribuidos no limite: -2,40 < log Ki (uM) < -0,8, um possui
valor do log K; de -0,475, trés encontram-se na faixa entre -0,2 e 0,0, enquanto
que os dois ultimos encontram-se afastados da distribuicdo dos demais, com
valores do log Ki de 1,01 e 1,39. A distribuicdo dos valores do log K; é
apresentada graficamente na Figura 10. Um conjunto de dados mais apropriado
deveria incluir uma maior diversidade estrutural e uma distribuicdo mais uniforme
dos valores do log K, notadamente, na faixa entre 0,0 e 2,0. A distribuicdo dos
valores do log Clsp € apresentada gfaﬁcamente na Figura 11. Para 28 dos 34
compostos, os valores do log Clsp estdo dentro de um pequeno limite: -1.83 < log
Clso (uM) < -0,61, quatro compostos possuem valores entre -0.2 e 0.4, e os dois
ultimos, valores de 1,30 e 1,75. Neste caso, um conjunto de dados mais
apropriado deveria incluir um novo conjunto de inibidores, com valores do log

Clsp na faixa entre 0,0 e 2,00.
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Para a modelagem estatistica dos valores do log Clsg, 0 conjunto de
dados foi dividido em 4 sub-conjuntos arbitrarios, dois contendo 8 e dois
contendo 9 inibidores. O primeiro sub-conjunto contém aqueles inibidores
BCO001, 005 e 009,... da Tabela 3; 0o segundo contém aqueles inibidores BC002,
006 e 010,... da Tabela 3, o terceiro contém aqueles inibidores BC003, 007 e
011,... da Tabela 3, enquanto que, o quarto sub-conjunto contém aqueles
inibidores BC004, 008 e 012,... da Tabela 3, e assim por diante. Conjuntos dé
descritores moleculares selecionados pelo STC foram usados no trabalho de
modelagem. Estes incluem uma série de descritores tradicionais 2D e 3D, e
também um grande numero de descritores regionais derivados a partir de
calculos TAE. Quatro modelos foram executados, usando cada dos sub-
conjuntos uma vez como conjunto teste e os outros 3 sub-conjuntos como
conjunto treino. A Figura 12 ilustra uma representacdo das 3 combinacdes de
sub-conjuntos empregadas como conjunto treino (representados pelos circulos
azuis) e o sub-conjunto empregado como conjunto teste (circulos vermelhos)
para cada um dos quatro modelos de QSAR desenvolvidos.

Portanto, 25 ou 26 compostos foram empregados como conjunto treino
para predizer valores do log Clsp para 9 ou 8 compostos, respectivamente. Cada
composto apareceu uma unica vez no conjunto teste (com um valor predito) e
trés vezes no conjunto treino (com um valor estimado). Similarmente, conjuntos
treino contendo 21 ou 22 compostos foram empregados para predizer valores do

log Ki para 8 ou 7 compostos.
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Figura 12. Diferentes combinagdes dos sub-conjuntos empregadas em cada um
dos quatro modelos de QSAR desenvolvidos. Cada modelo emprega 3 sub-.
conjuntos como conjunto treino (circulos azuis) e 1 sub-conjunto como conjunto

teste (circulos vermelhos).

Basicamente, os valores estimados s&o obtidos a partir das correlagdes
realizadas para aqueles compostos pertencentes aos conjuntos treino, nos quais
s&o conhecidos os descritores moleculares, as estruturas quimicas e os valores
medidos correspondentes da propriedade. Os valores preditos (onde os valores
medidos da propriedade n&o sdo conhecidos durante o processo de modelagem
de QSAR) sado obtidos empregando estatistica baseando-se em dados dos
conjuntos treino, das estruturas quimicas e dos descritores moleculares

calculados para aqueles compostos pertencentes aos conjuntos teste. A Figura
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13 apresenta as relagbes envolvidas entre os conjuntos treino e teste, no

processo de modelagem.

Valores Preditos

Valores
Estimados

conjunto treino

Valores Preditos vilior 27

valores medidos

Figura 13. Relagdes basicas envolvidas no processo de modelagem de QSAR.
Os conjuntos treino, dos quais sdo obtidos os valores estimados, s&o
empregados para predizer os valores da propriedade para os compostos

pertencentes aos conjuntos teste.

Caracterizacdo do conjunto treino: Todos os 8 modelos construidos, 4 para os

valores do log K; e 4 para os valores do log Clsg, foram capazes de caracterizar
adequadamente o conjunto de dados. Os resultados sdo apresentados nas

Tabelas 4 e 5.

86



.00 cL'o LL'}V- bL'V- 9.L'L- «08'}- 18}~ 91004

20'0- €0'0 Ve 10'C- «€0'C- €0'z- 50'c- 51006
€0'0 90'0- 18- «66'1- 6'L- 96'L- 96'L- 1008
91'0- 0'0- A4 ge'e- L'z ze'T- ov'e- €1009
10°0 20'0- 20'c- 16} G8'l- +56'L- p6'L- Z1008
Sh'o- 90'0- 66'L- 20z +26'L- 20'z- 10'C- 11008
oL'o- 90'0- PE'l- . .E6'L- 96'L- 10'z- €0'z- 01008
pLo- $0'0- +06'L- 16} 66'L- €0'c- 0'e- 60008
10'0- €0'0- s8'L- s8'L- 98'l- +18'}- 88'l- 80008
€0'0 60'0 ZL- €0'L- 0660 666'0- 296'0- 1009€
20'0 90'0- Pl +08'}- 0Lt €L} 8.'}- 90009
600 0 +82'}- vZ'L- LU 0Z'L- BL'L- 50009
€0'0 Z0'0- €L G8'l- 6't- 8L 18- 00089
€0'0- 0'0- p9'L- 0L'L- «69'L- Z29't- AN £00089
Lo 0l'o- G6'L- «58'L- z8'tL- 6L'L- 96'L- 20008
8z'0- 91'0- 0.'L- z8'L- 6L'L- Z8'L- 86'L- 10009
,0Npaid Lopewns3 v £ 4 b opipaiy
Y .V 0MPaid @ opews3 'y Boj 'y Boj Jopiqiuy

. 9SB|110JS0} 08pISO8INU

euund ep saiopiqiul 8p sugs ewn eled oypaid & opewise ‘opipsw 'y ap sowjtebo| sop salojep b ejeqel

87



‘opije.d
8 oplpaw JojeA op owjebo| o asus eSusisyp VY, (BIPSW) Opewijse & opipsw JojeA op ounteboj o aljue eduaisjip
V., ‘Oulal} ojunfuod op oiquial owod Jopiqiul Bped eJed SOPIIGO Welo) SOpewlise selojeA .0osusise Jod sopeubisep
oes & 9)s8) ojunfuod op oiquiaw Owod Jopiqiul eped eled OpRQO JOJBA 0d1UN OWOD sopejuasalde oes solipaid
S8J0JeA, INW | OJe}so} 8 '/ Hd 'O GZ B SOpBUILLISISP We.o} Y 8P S8I0JBA SO SOpOo | "0118zaq op odeq op ewizu3,

200 200 +£20°0- €00 €EL'0 2100 8000~ 62008
06'0 010 v16'0 6.0 20’} +801°0 10°} 82008
290 90°0 8z'l 8e't 0220 ge’l 6t L2008
Lo 1450 e} 6T cel- LE'}- 8L} 92008€
60'0- €00 G'h- c9't- 29'l- po'L- 09'}- §2008
90°0- ¥0'0 z8't- L9'}- £8'}- 19} €L'}- ¥2008
voo 0 2S0°0- 190°0- +860°0- Ww0'0- €500 £2008
9e'0 90°'0 G50'0- Mzadoy 2900 1620 §90°0- 22008
10'0- 20'0- «E0V'0- LS¥'0- LGP0 LS¥0- S.¥'0 12008
€0'0- 200 80'}- SL'b- L0'}- +GO'L- 80'}- 02008
8€'0 or‘0 ¥78'0- 651 T byl £28'0- 61004
¥0'0 200 Zv'h- 61" es'- eb'l- S't- 810089

200 €00 WP bW'L- Sh'L- 6V’ L- - 21008

88



200" GS0'0 +888°0- 686 '0- v.16°0- 1€6'0- 16'0- 21009

10°0- G0'0- LS'}- ep'L- LS'}- 295} LS} 91008
0L'0- .00 A ze'}- +£C'1- oz'L- €c'l- 51008
10'0- 20'0- 0L'b- +8L'L- 6L} 18'L- 6.'L- v10089
vL'o- 200 el Gb')- byl T G¥'L- £1008
L0 20'0- vL)L- 29}~ Gl'L- «8G'}- ¢l zi008
V0 60°0- L9°)L- 0L'}- +6G°1- v9'L- 9.L'}- 1004
zZL'o 8L'0 zl'}- Wbl z9'tL- 09'L- €8'L- 01009
€00 ¥0°'0- «CL'V- 29't- 99'L- 99'L- 69'l- 60009
100 Go'o- 99'}- 29't- 29'l- FG)- 89'tL- 80008
800 0L'0 690 1610 «569'0- €L'0 29'0- 20009

0 20'0- ob'L- Rid 6€e'l- op'L- vi'L- 90009
G0'0- 200 «/€6'0- 0/6'0- 6v6°0- /66'0 66'0- 50008
9l'0- .0'0- 1G°}- 09't- 85'L- 6Y'L- G9'l- #0008
€0'0- 60'0- Zy'L- GG'L- #9G°1- ¥G'L- 6G'l- £0009
90°0- 80'0- 9.'1- L'V vl'L- 09'tL- 8.'}L- 20009
G0'0 80'0- «8'L- €9'}- ¥9'L- LL')V- 9.'}L- 10008

,0Mpald .opewns3 v 5 z ! opIpay
\% \% 403IPaid no opews3 |9 bo| %19 6o| Joqiqiuj

. 9SE|1I0JSO0} 08pIsoajonuU

euund ep saiopiqiul ap aues ewn eled ojpaid & opewnse ‘opipaw %) ep sowebo| sop SaJojeA G ejaqe]

89



JojeA op owyliebo| o aljus edussayp v, (BIPoW) Opewnse @ opipalu JojeA op owyiebol o anus BSusIsyp v, "oules

‘opnalid a opipaw

ojunfuod op oJqwsw OwWod Jopiqiul eped ejed sopnqo Welos sopelwisa salojea ‘oosue)se sod sopeubisep oes
@ 8}s8} OJUNfuod Op OJGWAL OWOD JopiqIul BPED BJed OPAO JOJBA 0JUN OWoD sopejussaide ogs soppaid salofeA,
W | ojejso} 8 '/ HA ‘0,62 & SOpeulwselep Weio} %) Bp SSJOJBA SO SOPO) ‘0.iszeq op odeq op ewszu3,

60°0
200
20'c-
S0'0
9z'0-
£T'0"
080
v6'0
10°0
L0'0-
810"
810"
S2'0
G510
20'0-
6€°0
£0'0

600
100
¥0'0-
€0'0-
bi'o-
200
¥0'0-
€00
Lo
€00
100
20'0-
80'0
0
200
S1'0
100

S0'}-
+£68'0
e}~
6’}
/8%

«65°0

0E'L
€L
/S6'0-
6L}
gL'y
v2Z'0
€510
«EVE0-
90.'0-
¥9G'0-
b

611"
1SL°0-
ov'L-
ze'}-
#9G'L-
29e'0
or'L
gL'l
+C88'0-
A
')
GLL'0
«E870°0-
GOE'0-
808'0-
L0t~
M

e’}
6/8'0-
LE'}-
5L
29't-
ize’o
et
180
b0’}
GC'L-
L9'}-
«87E0
61€°0
8EL'0"
962'0
+00°}-
€L}

eLl-
¥¥8'0-
9E'}-
6E'l-
L1}
9ze'0
G050
0L'}
196'0-
2Z'L-
£P'}-
6410
0810
zeL'o
1A
G0.'0-
12'1-

OL'}-
28'0-
8E'}-
ov'L-
z8'}-
9€'0

0t}

GL'}

/80"
0z'tL-
19'L-
8910
¥62'0
610
v.'0-
19'0-
9L'}-

€004
£€€00d
¢€00d
1€0089
0£004d
62004
82004
12009
92004
§2008
2004
£€2004
22004
12004
02008
61009
81004

90



CAPITULO Il

Os valores estimados sdo apresentados como os 3 valores obtidos péra
cada molécula como membro do conjunto treino. Para 28 dos 29 inibidores para
os quais valores do log Ki foram estimados, os trés valores sdo altamente
consistentes, com desvio padréo geralmente menor que 0,10 unidades
logaritmicas. A uUnica excessdo & o composto BCO019, para o qual o valor
estimado do log Ki € 1,29 + 0,39 (Tabela 4). O grafico dos valores medidos do
log Ki contra os correspondentes valores estimados e preditos € mostrado na
Figura 14. Resultados de comparavel qualidade foram obtidos para os valores
do log Clso (Tabela 5). Novamente, a uUnica excessdo para os consistentes
valores foi 0 composto BC019, para o qual um valor de 0,76 + 0,23 foi obtido. O
grafico dos valores medidos do log Clsp contra os correspondentes valores

estimados e preditos € mostrado na Figura 15.

Conjunto teste (valores preditos). Comparagdes dos valores medidos e

preditos do log Ki e Clsg sdo mostradas nas Tabelas 4 e 5. Para 24 dos 29
inibidores, os valores preditos do log de K; estdo dentro do erro experimental da
medida (£ 0,20 unidades logaritmicas). Para outros 3 inibidores, os valores estédo
dentro de 2 vezes do erro padrao experimental da medida. Os valores preditos
para os 2 inibidores mais fracos do conjunto de dados, BC027 e BC028,
apresentam um erro substancial. Os valores do log Ki para estes inibidores s&o
substancialmente maiores do que aqueles para' qualquer outro composto
empregado no conjunto treino, requerendo assim, uma extrapolagao de mais de
uma ordem de grandeza. Os resultados s&o apresentados graficamente na

Figura 14. Similarmente, 28 dos 34 valores preditos do log Clso encontram-se
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CAPITULO Il

dentro do erro experimental da medida, outros 4 compostos estao dentro de 2
vezes o limite padrao do erro experimental da medida (Tabela 5). Também neste
caso, os valores preditos para os compostos BC027 e BC028 sao
substancialmente discordantes dos valores medidos. Os resultados s&o
apresentados graficamente na Figura 15.

A grande diferenca entre os valores medidos e preditos para aqueles
inibidores mais fracos, onde uma extrapolacao substancial é requerida, ndo
surpreende. Nossos modelos subestimaram os valores de K; e Clsp para ambos
compostos, BC027 e BC028, ou seja, nossos modelos predisseram estes
inibidores por serem mais potentes do que realmente sdo. Desta maneira, os
modelos de QSAR empurraram estes valores na diregdo da distribuicdo
daqueles compostos pertencentes ao conjunto treino. Além disso, deve ser
observado que os nossos modelos foram capazes de predizer o valor da
propriedade destes compostos na diregdo correta em relagédo aos outros
compostos, ou seja, estes inibidores foram determinados por serem os mais
fracos do conjunto de dados, o que constitui-se num fator importante.

Entre os compostos que possuem valores de K e Clsp dentro da
distribuigdo daqueles do conjunto treino, o composto BC019 provou ser o mais
problematico, tanto em termos de conjunto treino como de conjunto teste. Nosso
valor predito encontra-se dentro de duas vezes o erro experimental de medida.
Foi observado anteriormente que o valor medido da Clss para o inibidor BC019
varia em mais de uma ordem de grandeza, dependendo se a reacéo é iniciada
pela adicdo de inosina ou da enzima®® O mecanismo base para esta

observacdo ndo é conhecido. O mesmo comportamento ndo foi observado para
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CAPITULO Il

os- outros inibidores examinados neste estudo. Ndo é claro se as nossas
dificuldades em predizer o valor correto para este inibidor reflete uma deficiéncia
de nosso modelo de QSAR no presente estado de desenvolvimento, ou se uma
diferenca entre o mecanismo deste inibidor e dos demais no conjunto treino,
conduz a uma pertinente incerteza no valor da medida.

A criacéo de um modelo robusto de QSAR para os inibidores da purina
nucleosideo fosforilase requer uma maior diversidade estrutural e uma
distribuicdo mais uniforme dos valores de K; e Clsp nos conjuntos treino. O

trabalho para alcancar este objetivo é apresentado a seguir, no item 3.1.2.
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CAPITULO llI

3.1.2 Relagées estrutura-atividade de uma classe ampla de inibidores da
PNP. Desenvolvimento de modelos preditivos de QSAR para

inibidores da PNP em geral.

Como demonstrado anteriormente, foram determinados valores de K e
Clsp para uma série de 34 inibidores da PNP e modelos de QSAR foram criados
para estes conjuntos de dados (item 3.1.1). Contudo, tais modelos foram
limitados ao que, idealmente, seria o desejado, como conséquéncia da limitada
diversidade estrutural e da distribui¢do ndo uniforme dos valores da propriedade
apresentada pelo conjunto de dados. Estes fatores sdo comumente observados
em grande parte dos projetos envolvidos na descoberta de farmacos.

Idealmehte, modelos de QSAR deveriam ser preditivos com conhecida
confiabilidade para moléculas estruturalmente diversas, as quais possam ter
valores da propriedade além daqueles alcangados pelas moléculas pertencentes
ao conjunto treino. Assim, tais modelos seriam capazes de predizer, extrapolar e
fornecer valores preditos qualificados para a propriedade alvo. Para alcangar
estes objetivos, o nosso conjunto inicial de dados foi ampliado, através da
inclusdo de 24 novos inibidores da PNP, que foram sintetizados na Parke-Davis
Pharmaceuticals. A introducao deste novo conjunto de inibidores proporcionou a
desejada diversidade estrutural, assim como uma distribuicdo mais uniforme dos
valores da propriedade. Em suma, o novo conjunto de dados (ampliado) é
bastante apropriado para a proposta do desenvolvimento de um modelo robusto

de QSAR.
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Determinacao das constantes de inibicdo

O conjunto ampliado de dados empregado agora, consiste de duas
partes: (i) um conjunto de 34 inibidores da BioCryst, denominados BC; e, (ii) um
conjunto de 24 inibidores da Parke-Davis, denominados PD. As estruturas e os
valores associados de K; e Clsp dos inibidores BC foram demonstrados
anteriormente (Tabela 3, item 3.1.1).

Para o novo conjunto de 24 inibidores da PNP, valores de K; e Clso foram
determinados empregando inosina como substrato. As estruturas dos inibidores
PD e os correspondentes valores de K;, Clsp e da razéo Clso/K; estdo coletadas
na Tabela 6. Deste novo conjunto de inibidores, nove sédo 9-substituidos-8-
aminoguaninas, um € 8-amino-tioguanina (PD041), um é S-substituido-9-deaza-
8-aminoguanina (PD048), um é 9-substituido-8-tioguanina (PD049), um é 8-
bromoguanosina (PD053), dois sdo 3-substituidos-8-aminoguaninas (PD051 e
PD057), e uma série de outros nove inibidores é completamente distinta
estruturalmente, dos demais inibidores do conjunto. Estes incluem os

compostos: PD036, PD040, PD042, PD046, PD052, PD054-PD056 € PD058. |
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CAPITULO Il

Através dos estudos cinéticos realizados, foi determinado que estes
novos inibidores da PNP (PD) sdo competitivos, como observado anteriormente

para o conjunto inicial de inibidores da PNP (BC).

Modelos de QSAR

O atual conjunto de inibidores da PNP é bastante apropriado para a
modelagem de QSAR. A inclusdo da nova série de inibidores (PD) levou a um
conjunto de dados com maior diversidade estrutural e melhér distribuicao dos
valores da propriedade.

A distribuicdo dos valores medidos do log K; e Clsp para o conjunto
completo de inibidores é apresentada nas Figuras 16 e 17, respectivamente.
Estes valores estendem-se aproximadamente por cinco ordens de grandeza e
estao distribuidos aceitavelmente ao longo dos espectros, embora encontrem-se

mais concentrados na regido de maior poténcia dos mesmos.
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CAPITULO Il

Dois modelos de QSAR foram criados, um para o log Ki e outro para o log
Clso. Em cada caso, o .conjunto total de 58 inibidores, foi divido em cinco sub-
conjuntos ndo sobrepostos, cada sub-conjunto com capacidade de estender-se
ao longo do alcance dos valores da propriedade quanto possivel. Conjuntos de
descritores moleculares utilizados nos modelos anteriores foram selecionados
para o trabalho de modelagem. Dez modelos foram computados para o conjunto
de dados. Em cada caso, trés sub-conjuntos foram empregados como conjunto
treino e os outros dois foram empregados como conjunto teste. Todas as
possiveis combinagbes dos cinco sub-conjuntos (dez no total) foram
empregadas como conjuntos treino. Desta maneira, os conjuntos teste ocupam
67% do espago estrutural ocupado pelos conjuntos treino. Neste caminho, cada
molécula do conjur\wto de dados aparece seis vezes no conjunto treino e quatro
vezes no conjunto teste. Assim, foram geralmente obtidos seis valores
estimados da propriedade para cada composto membro do conjunto treino e
quatro valores preditos da propriedade para cada composto membro do conjunto
teste.

Os valores medidos, estimados e preditos do log Ki para o completo
conjunto de inibidores séo apresentados na Tabela 7. Os valores estimados e
preditos sdo apresentados como a media dos valores qualificados associados ao
correspondente desvio padréo. A diferenga entre o valor medido e estimado (A
estimado) e entre o valor medido e predito (A predito) também esta incluida na
Tabela 7. O correspondente conjunto de valores para o log Clsy € fornecido na

Tabela 8.
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CAPITULO Il

O gréafico dos valores estimados e preditos do log K; contra os
correspondentes valores medidos, para o conjunto de 53 inibidores, & mostrado
na Figura 18. O correspondente gréafico para o log Clsp para o completo conjunto
inibidores é mostrado na Figura 19. Em ambos os casos, existe uma excelente
concordancia entre valores estimados e preditos, e por outro lado, com os
valores medidos.

O trabalho de modelagem desenvolvido resultou em dois persuasivos
modelos de QSAR para os inibidores da purina nucleosideo fosforilase. As
principais caracteristicas destes modelos incluem:

Primeiro, os hodelos realizam um excelente trabalho de caracterizagdo
dos conjuntbs treino. Deve ser observado, especificamente, a excelente
concordancia entre os valores medidos e estimados (Tabelas 7 e 8; e Figuras 18
e 19), e os pequenos desvios padrdes obtidos por repetidos calculos destes
valores estimados. Em cada caso, o valor estimado estad dentro dos limites do
erro experimental da medida (+ 0,20 unidades logaritmicas), com excess&o dos
compostos BC010 e PD037, para os quais os valores estimados do log Cls € Ki,
respectivamente estdo bastante préoximos do erro experimental da medida. N&o
existe compostos afastados da regido dos valores medidos, foram obtidas
estimativas qualificadas para todos os membros do conjunto treino.

Segundo, os modelos desenvolvidos realizam um trabalho preditivo
excelente nos conjuntos teste (Figuras 18 e 19). Em quase todos os casos, 0s
valores preditos estdo dentro do erro experimental da medida. As excessdes s&o
os compostos: BC001, BC027, BC028, PD053 e PD058 para o log Clso, € 0s

compostos: BC010, BC027, B028, PD037, PD053 e PD058 para o log K;, onde
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CAPITULO 1iI

os valores preditos diferem dos medidos dentro de duas vezes o desvio padrdo
do erro experimental da medida. Vale ressaltar que os valores preditos séo
independentes da natureza do conjunto treino, como evidenciado pelo pequeno
valor do desvio padrao obtido a partir de calculos repetidos (Tabelas 7 e 8).

Terceiro, os modelos cobrem substancial estrutura/espago (Figuras 16 e
17). Desta maneira, estes modelos deverao ser preditiyos para novos compostos
dentro, e talvez fora, deste espaco estrutural. Estes modelos sao robustos.

Quarto, tém-se um entendimento substancial da confiabilidade dos
valores preditos, baseando-se no desvio padréo dos valores calculados e na
concordancia entre os valores medidos e calculados (Tabelas 7 e 8).

Como conclusdo, os modelos desenvolvidos neste trabalho, para os
inibidores da purina nucleosideo fosforilase, encontram os objetivos e padrbes

estabelecidos inicialmente para a criagdo dos mesmos.
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CAPITULO I

3.2 Imidas ciclicas

3.2.1 Atividade analgésica de uma série de 1,8-naftalimidas e 1,4,5,8-

naftalenodiimidas

Em estudos anteriores realizados em nossos laboratorios, foram
sintetizadas varias imidas ciclicas utilizando como modelo o alcaldide natural
filantimida (17), isolado de Phyllanthus sellowianus.®®* Tais compostos

apresentam importantes atividades biolégicas, incluindo efeitos

205-210 211,212

antibacterianos, antifungicos, antiespasmaodicos?'3 e
analgésicos.'™ 1% Particularmente, varios destes compostos exibiram potente
acao analgésica em camundongos, sendo diversas vezes mais potentes que a
aspirina e o paracetamol, farmacos padrbes utilizados para efeito de

comparacédo em nossos estudos.

0]

(CH3):N (o)

(17)

Dando continuidade as investigagdes envolvendo esta classe de.
compostos, avaliou-se a atividade analgésica de algumas 1,8-naftalimidas e
1,4,5,8-naftalenodiimidas (Figura 20) sintetizadas anteriormente e que
apresentaram, em estudos preliminares no mesmo ensaio, acdo analgésica

promissora. '8
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CAPITULO It

@" @@m_‘; 8 %(cm—@x

O 0]

X = H (IC001) n=0, X = H (IC0086)

X = 4-CH3 (1C002) n=1, X =H (C007)

X = 4-OCH3 (1C003) n=2,X=H (IC008)

X = 3,4-Cl> (IC005) n =0, X = 4-OCHj3 (IC010)
n=0, X = 4-Cl (IC011)
n=0, X = 3,4-Clp (1C012)

Figura 20. Série de 1,8-naftalimidas e 1,4,5,8-naftalenodiimidas estudada.

O efeito analgésico (Dlsp) desta série de imidas no modelo de dor
causado pelo acido acético em camundongos é apresentado na Tabela 9. O
grupo substituinte presente no anel aromatico foi selecionado de acordo com o
método de Topliss,?'* que torna possivel a avaliacdo dos resultados de poucos
analogos com o objetivo de direcionar a sintese de novos compostos mais
potentes. Como pode ser notado, todos os compostos apresentam efeito
analgésico significante, sendo varias vezes mais potentes que a aspirina e 0
paracetamol. O composto mais ativo, IC010 (Dlsp = 0,46 umol/kg), é
aproximadamente 280 vezes mais ativo que os farmacos padrdes.

Além disso, os compostos IC003 e IC010, os mais potentes da série,
possuem o grupo metéxi na posi¢cdo 4 do anel aromatico, sugerindo que o
significante efeito farmacolégico exercido por estes compostos pode estar
associado as propriedades fisico-quimicas deste substituinte. Investigacdes

adicionais sd0 necessarias para confirmar esta observacgéo.
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CAPITULO Il

Tabela 9. Efeito analgésico de 1,8-naftalimidas (IC001-005) e 1,45,8-
naftalenodiimidas (IC006-012), no modelo de contor¢cdes abdominais causadas

pelo &cido acético 0,6% em camundongos.®

Composto Diso
(uMol/kg)

ICo01 1,72 (1,36-2,13)
1IC002 2,19 (1,39-3,14)
IC003 0,69 (0,46-0,99)
IC004 3,25 (2,11-5,30)
IC005 1,0 (0,79-1,37)
IC006 1,0 (0,67-1,48)
IC007 2,13 (1,65-2,73)
IC008 1,85 (1,54-2,53)
IC009 1,2 (0,62-2,42)
IC010 0,46 (0,29-0,69)
ICO11 1,68 (0,98-2,84)
IC012 1,18 (0,84-1,67)

Aspirina 133 (73-247)
Paracetamol 125 (104-250)

Valores da Dlsp s&o apresentados com limite de 95% de confianga. Cada grupo
representa a média de seis a oito animais. * Administragéo intraperitoneal.
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CAPITULO llI

Os resultados demonstraram que os derivados simétricos 1,4,5,8-
naftalenodiimidicos s&o, geralmente, mais potentes que o0s respectivos
derivados 1,8-naftalimidicos, por um fator que varia entre 1,5 e 1,9, indicando
que a existéncia de dois grupos imidicos pode ser uma caracteristica importante
relacionada com a atividade analgésica deste compostos. Contudo, uma
excesséo a esta ordem foi observada para os compostos contendo dois atomos
de cloro no anel aromaético.

A distancia entre o anel ardmético e o0 imidico parece ser outro fator
importante relacionado com a atividade das 1,4,58-naftalenodiimidas.
Baseando-se nas estruturas 1IC006, IC007 e IC008, pode ser notado que o
composto mais potente € aquele no qual o anel aromatico estd ligado
diretamente aos grupos imidicos (IC006). Desta forma, este composto foi
selecionado para investigagbes adicionais na busca de compostos mais ativos,
como por exempio, o composto N-N“di-(4-metdxifenil)-1,4,5,8-naftalenodiimida
(1C010), a imida ciclica de maior poténcia anaigésica sintetizada por nosso
grupo até o presente momento.

~ Finalmente, os efeitos analgésicos promissores demonstrados por estas
imidas indicam a viabilidade do uso desta classe de compostos organicos para
encontrar outros compostos mais ativos, os quais poderéd apresentar novas

possibilidades terapéuticas.
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CAPITULO il

" 3.2.2 Desenvolvimento de um modelo preditivo de QSAR para a atividade

analgésica de uma familia de imidas

Nosso grupo de pesquisa demonstrou a sintese e a atividade analgésica
de uma série de imidas ciclicas como discutido anteriormente (item 3.2.1). Entre
estes, encontram-se compostos apresentando poténcia analgésica comparavel
ou maior do que aquela apresentada por aspirina e paracetamol, farmacos
padroes amplamente utilizados na terapéutica. Dentro desta familia de imidas,
foram coletados dados suficientes de estrutura/poténcia para o desenvolvimento
de um modelo quantitativo relacionando estrutura e atividade (QSAR). Um
modelo de QSAR com poder preditivo substancial seria extremamente util para o
planejamento de novas imidas ciclicas apresentando maior poténcia analgésica.
Neste contexto, foi desenvolvido um modelo promissor de QSAR. As estruturas
das imidas examinadas neste estudo e as medidas da correspondente atividade
analgésica (Disp) sdo mostradas na Tabela 10. O conjunto de dados a ser
modelado inclui 34 imidas ciclicas de moderada diversidade estrutural, incluindo
uma série de 3,4—dic|oromaleimidas; maleimidas; succinimidas; glutarimidas;
naftalimidas e bis-naftalimidas. Esta familia de imidas apresenta valores da Dlsp

que variam de 0,46 a 300 umol/kg, um fator de poténcia de 650 vezes.
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CAPITULO 1l

A propriedade usada na modelagem foi o logaritmo da atividade
analgésica (log Dlsp), com valores dentro do limite: -O,'337 < log Diso (umol/kg) <
2,477, estendendo-se aproximadamenfe por trés ordens de grandeza. A
distribuicdo dos valores do log Dlsp € mostrada na Figura 21. O erro padrdo da
medida da poténcia analgésica é tomado por ser + 0,2 unidades logaritmicas.

Para o propésito de modelagem, o conjunto de dados foi dividido em
cinco sub-conjuntos arbitrarios, quatro destes contendo 7 imidas e o quinto
contendo 6. Dez fracoes de modelos de QSAR foram desenvolvidos, cada uma
empregando como conjunto treino uma das dez possiveis combinacdes de trés
dos cinco sub-conjuntos. Os dois sub-conjuntos remanescentes foram, em cada
caso, empregados como conjunto teste. Desta forma, para cada fracdo do
modelo, 20 ou 21 compostos pertencéntes ao conjunto treino foram empregados
_para predizer a atividade analgésica de 13 ou 14 compostos no conjunto teste.
Quando os dez modelos foram completados, os valores do log Disg foram
estimados seis vezes para cada composto membro do conjunto treino, e preditos
quatro vezes para cada composto membro do conjunto teste.

Para cada composto do conjunto de dados, os valores medidos,
estimados e preditos do log Dlsy estdo coletados na Tabela 10, e s&o
apresentados como a média de seis valores estimados e de quatro valores
preditos, juntamente com o correspondente desvio padrao. A diferenca entre os
valores medidos e estimados ou preditos esté incluida também na Tabela 10. O
| graéfico do logaritmo dos valores estimados e preditos da Disg contra os

correspondentes valores medidos é mostrado na Figura 22.
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CAPITULO IlI

Os dados apresentados na Tabela 10 e na Figura 22 estabelecem trés
pontos. Primeiro, ¢ ........ de QSAR desenvolvido neste trabalho realiza um
excelente trabalho na caracterizacdo do conjunto treino. Os valores estimados
da poténcia analgésica reproduzem os valores medidos dentro do erro
experimental da medida para absolutamente todos os compostos no conjunto
treino. Além disto, a diferenga entre o valores medidos e estimados é menor que
a metade do erro padrao da medida para 27 dos 34 compostos. Segundo, estes
modelos de QSAR realizam um excelente trabalho preditivo para os compostos
no conjunto teste. Novamente, pode ser observado que absolutamente todos os
valores preditos refletem, dentro do erro experimental, os valores medidos no
conjunto de dados. Para 24 dos 34 compostos, a diferenca entre os valores
medidos e preditos € menor que a metade do erro experimental. Terceiro, os
valores estimados e preditos sdo profundamente independentes da natureza dos
conjuntos treino, como evidenciado pelo modesto desvio padréo apresentado na
Tabela 10.

Finalmente, a estratégia de criar modelos de QSAR baseados em
diferentes sub-conjuntos (do conjunto treino de dados) como conjunto teste,
apresenta o mérito de fornecer uma sensivel estimativa do erro para os valores

preditos.
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CAPITULO IV

IV. CONCLUSOES

¢ Os conjuntos de dados e os modelos de QSAR desenvolvidos neste
~ trabalho, tanto para os inibidores da purina nucleosideo fosforilase (PNP)
quanto para a atividade analgésica de imidicas ciclicas, encontram os

objetivos e padrdes estabelecidos inicialmente para a criagdo dos mesmos;

¢ O emprego da nova tecnologia de QSAR provou ser uma alternativa

promissora para o desenvolvimento de novos farmacos;

¢ O excelente modelo de QSAR desenvolvido para os inibidores da PNP é
promissor para o planejamento racional de novos inibidores potentes da
enzima. Este exemplo importante pode ser aplicado em diversos outros

projetos envolvidos na descoberta de inibidores enzimaticos;
¢ O modelo de QSAR desenvolvido para as imidas ciclicas, é promissor como

guia para futuras pesquisas envolvendo o planejamento e a sintese de

novas imidas ciclicas apresentando potente agéo analgésica.
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