Quim. Nova, Vol. 33, No. 7, 1482-1489, 2010

ESTUDOS DE RELACOES ESTRUTURA-ATIVIDADE QUANTITATIVAS (QSAR) DE BIS-BENZAMIDINAS COM

ATIVIDADE ANTIFUNGICA

901 Belo Horizonte — MG, Brasil
Carlos A. Montanari

Artigo

Vera L. de Almeida, Julio César Dias Lopes, Sheila Rodrigues Oliveira e Claudio L. Donnici*
Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antonio Carlos, 6627, 31270-

Departamento de Quimica e Fisica Molecular, Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sado Paulo, Av. Trabalhador

Sao-carlense, 400, 13560-970 Séo Carlos - SP, Brasil

Recebido em 5/10/09; aceito em 26/3/10; publicado na web em 20/7/10

QUANTITATIVE STRUCTURE-ACTIVITY RELATIONSHIPS (QSAR) STUDIES OF BISBENZAMIDINES WITH
ANTIFUNGAL ACTIVITY. This paper describes 2D-QSAR and 3D-QSAR studies against Candida albicans and Cryptococcus
neofarmans for a set of 20 bisbenzamidines. In the studies of 2D-QSAR with C. albicans it was obtained a correlation between
log MIC™! and lipolo component-Z (1 = 0.68; Q* = 0.51). In the case of C. neofarmans a correlation between log MIC™' and lipolo
component-Z and of Balaban index (1> = 0.85; Q* = 0.6) was obtained. 3D-QSAR studies using CoMFA showed that the steric fields
contributed more to the predicted activities for Candida albicans (94.9%) and Cryptococcus neofarmans (97.9%).
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INTRODUCAO

As infeccdes causadas por fungos sdo, geralmente, limitadas a
superficie dos tecidos e sdo relativamente ficeis de serem curadas.'?
Com os avangos da medicina, o nimero de pacientes em internagao
hospitalar prolongada cresceu muito, assim como a populagdo de
pacientes imunologicamente vulneraveis a fungos e bactérias, levando
a um aumento da frequéncia de infecg¢des causadas por patdgenos
oportunistas. Tais internagdes propiciam uma maior exposi¢do do
paciente a patdgenos multirresistentes, comumente presente nos cen-
tros hospitalares.** Adicionalmente, em pacientes imunossuprimidos
as infecgdes causadas por fungos podem ser graves.>® Ao longo dos
dltimos 10 anos, a incidéncia de infec¢des causadas por fungos tem
aumentado muito em nimero e em gravidade. Para piorar este grave
quadro epidemioldgico, o uso incorreto de antibidticos de amplo
espectro de acdo tem levado ao surgimento de populacdes de micro-
organismos resistentes a estes agentes quimioterdpicos,’ apesar da
maior parte dos fungos patogénicos serem muito bem conhecidos
tanto quanto o seu tratamento clinico.*” O tratamento destas infec¢des
fingicas invasivas (IFIs) e oportunistas permanece ainda insatisfatério
com o uso da maior parte dos agentes antiflingicos usuais, tais como
itraconazol e anfotericina B, e além disso os agentes patogénicos
oportunistas tém aumentado cada vez mais a sua resisténcia mesmo
com o uso de novos agentes antifiingicos como, por exemplo, o
voriconazol. Um estudo relatou que em 47 a 68% dos pacientes nio
houve eficécia terapéutica.’’ Diante deste grave e crescente problema
de satide, o governo americano estabeleceu uma comissdo nacional
para o estudo e a prevengdo das doengas microbianas resistentes -
Antimicrobial Resistance Prevention Initiative (ARPI) — cuja principal
meta € auxiliar no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
mais eficientes.'*!?

O género Candida é responsdvel por cerca de 80% das infec¢des
fiingicas em ambiente hospitalar e constitui causa relevante de infec-
¢des de corrente sanguinea.'* Entre as espécies mais invasivas, que
sdo responsaveis por quadros graves de candidiases, incluem-se C.
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glabrata, C. parapsilosis e C. krusei.’ Cryptococcus neofarmans é
o segundo mais comum fungo oportunista em pacientes HIV positi-
vos. A manifestac@o clinica desta infec¢@o ird depender do sistema
imunoldgico do hospedeiro.'

Entre os agentes antiftingicos descritos na literatura pode-se
destacar a pentamidina, que € o firmaco de escolha no tratamento da
PCP (pneumonia causada por Pneumocistis carinii) e que tem sido
usada clinicamente no tratamento de tripanossomiases e leishma-
niose.'”? A pentamidina e os seus andlogos também se mostraram
ativos contra Plasmodium falciparum, Cryptosporidium parvum,
Toxoplasma gondii, Giardia lambia, Leishmania mexicana, Leish-
mania amazonensis, Aspergillus fumicatus, Fusarium soloni e varias
espécies de Candida.*"*

Virias hip6teses tém sido propostas para explicar o mecanismo de
acdo farmacoldgica das amidinas aromadticas. Segundo estudos biofi-
sicos, que incluem RMN e cristalografia de raios X, estes compostos
se ligam na fenda menor do DNA em regides ricas em adenina-timina
(A-T) no cddigo genético.?* Eles possuem caracteristicas estruturais
em comum que incluem: podem assumir uma conformacao isoélica
ao DNA, possuem grupos amidinicos carregados positivamente em
pH fisioldgico.'” A estrutura complementar a dupla hélice do DNA
aumenta a superficie de contato e alinha grupos que favorecem a
interagdo com o DNA.> Estudos prévios de modelagem molecular
e relacdo estrutura-atividade utilizando compostos amidinicos t€m
mostrado a importancia da estrutura isoélica e da carga positiva
presente nestes compostos para a interagdo com a fenda menor do
B-DNA..'#2628 Egtudos de modelagem molecular sugerem ainda que o
grupo amidinico desses compostos forme ligacdes de hidrogénio com
os dtomos receptores das bases A-T presentes na fenda menor.!7?>2
Ha fortes evidéncias de que eles levariam a subsequente inibigdo de
enzimas DNA-dependentes.??*%

Assim, a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antimi-
crobianos e/ou a modificagdo molecular de compostos quimicos ja
existentes para descoberta de novos compostos-protétipo com ativi-
dade biolégica potencial sdo importantes ferramentas para se garantir
o combate ao crescente nimero de fungos patogénicos resistentes e
levar ao uso clinico de compostos cada vez mais eficientes € menos
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toxicos. O uso de quimioinformadtica e técnicas de QSAR-2D e 3D
tem contribuido para o planejamento de novos potenciais agentes
antifingicos.?!

As andlises de QSAR t&m como principal objetivo a constru-
¢30 de modelos matemadticos que relacionem a estrutura quimica a
atividade bioldgica de uma série de compostos andlogos. Em geral,
esses compostos diferem entre si pela presenca de um ou mais grupos
substituintes em posi¢des definidas na estrutura quimica comum a
série.’>* Esses modelos devem ser capazes de explicar o fendmeno
observado bem como de proporcionar previsdes dentro e, se possivel,
fora dos limites observados,* sendo utilizadas técnicas estatisticas
multivariadas que podem gerar modelos lineares ou ndo. Para os
modelos lineares, as técnicas de Regressdao Multipla Linear (RML ou
Multiple Linear Regression - MLR) e Minimos Quadrados Parciais
(MQP ou PLS - Partial Least Squares) sao as fun¢des matemadticas
mais utilizadas.®

Neste trabalho foram utilizadas andlises de QSAR-2D e 3D.
Esta ultima foi realizada através da andlise comparativa do campo
molecular (Comparative Molecular Field Analysis- CoMFA) de um
banco de compostos bisbenzamidinicos obtidos da literatura,**’
utilizando o software SYBYL 6.7.% No método CoOMFA* as ener-
gias de interagdo eletrostatica e estereoquimica entre uma sonda e
a molécula'®44! foram usadas como descritores. Para o cdlculo de
interacdo eletrostatica foi utilizado o potencial couldombico e para
o calculo dos campos estereoquimicos foi utilizado o potencial de
Lennard-Jones. Foram gerados mapas de contorno que permitem
uma andlise visual das propriedades moleculares relevantes para a
atividade biolégica buscada.'

PARTE EXPERIMENTAL
Geracao da estrutura 3D

Inicialmente foi construido um banco de dados com 19 compos-
tos benzamidinicos substituidos (Figura 1) obtidos da literaturacom
valores quantitativos de atividade antifiingica (concentragao inibit6-
ria minima) frente a Candida albicans e Cryptococcus neofarmans
relatados na literatura.’**” Todos esses compostos se ligam a fenda
menor do B-DNA em regides ricas em adenina-timina (A-T). 2234145

As moléculas foram construidas na sua forma protonada utili-
zando o programa SYBYL 6.7. As cargas parciais dos dtomos dos
compostos foram calculadas utilizando o programa MOPAC 7.0 por
métodos semiempiricos de cdlculo Hamiltoniano MNDO-ESP.264647

Utilizando o programa MacroModel versdo 5.5* os complexos
DNA-ligante foram construidos utilizando o octdmero do B-DNA
0o(CGAATTCQ), (arquivo PDB 227d). Esses complexos foram ini-
cialmente minimizados, mantendo o DNA rigido e o ligante flexivel.
Foram feitos 2500 ciclos utilizando o campo de forca Amber,* tra-
tamento eletrosttico dependente da distancia e constante dielétrica
molecular simulando a presenga de dgua. A minimizacéo foi feita
utilizando gradiente conjugado. As distancias de corte para o cdlculo
das interacGes foram padronizadas em 20 A para interagdo couldmbica
e 8 A em van der Waals (critérios de convergéncia: 0,01 kcal/ -mol).
Os complexos DNA-ligante obtidos foram entdo otimizados usando
o procedimento MM-DM-MM (mecénica molecular-dindmica mo-
lecular—mecanica molecular) no programa MacroModel 5.5, consi-
derando o DNA e os ligantes flexiveis, utilizando o campo de for¢a
Amber.2 334 Ag condi¢gdes de minimizagdo utilizando mecanica
molecular descritas acima foram seguidas. O complexo de menor
energia obtido foi submetido a dindmica molecular com o DNA e o
ligante flexiveis. A dindmica foi feita em trés etapas, com temperatura
constante de 300 K. Na primeira etapa, o tempo total de dindmica foi
de 100 picossegundos com passos de 1,5 femtossegundos. Na segunda
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Figura 1. Estruturas das bisbenzamidinas do banco de dados e a atividade bio-

logica de frente aos fungos, Cryptococcus neofarmans e Candida albicans
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etapa o tempo total de dindmica foi de 300 picossegundos com passos
de 1,5 femtossegundos. Na terceira etapa o tempo total de dindmica
foi de 500 picossegundos com passos de 1,5 femtossegundos. O
complexo de menor energia foi submetido novamente a mecanica
molecular utilizando as mesmas condi¢des descritas anteriormente.
Apds a minimizacao, os complexos foram desfeitos.

As conformacdes de algumas bisbenzamidinas obtidas na doca-
gem manual foram avaliadas por comparagdo com aquelas confor-
magdes obtidas por cristalografia de raios X depositadas no Protein
Data Bank- PDB.>*52 As moléculas 3 (arquivo PDB 298D), 4 (arquivo
PDB 289D), 7 (arquivo PDB 1EEL) e 11 (arquivo PDB 1FMS) foram
comparadas através do calculo de desvio médio quadratico (RMS -
Root Mean Square) utilizando o programa INSIGTH II versdo 97.%

Estudos de QSAR-2D frente ao fungo Candida albicans

Utilizando o programa Tsar versdo 3.21,%* as moléculas na
conformagédo obtida do docking manual foram alinhadas utilizando
alinhamento baseado na massa e na carga atomica (massa peso = 1,
carga peso = 10). Cinquenta pardmetros fisico-quimicos (estereoqui-
micos, eletronicos, topoldgicos, lipofilicos e de similaridade) foram
calculados e normalizados segundo procedimento média/desvio. Foi
realizada andlise de RML usando o programa BILIN,% utilizando
como grupo de treino os compostos 1, 2, 3, 4, 5, 10, 11, 12 ¢ 13
(Figura 1) e como grupo de teste os compostos 6, 7, 8 ¢ 9 (Figura 1)
que foram escolhidos de forma aleatéria. Como varidvel dependente
foi utilizado log MIC™! frente ao fungo Candida albicans e como
varidveis independentes aqueles calculados usando programa Tsar
versdo 3.2.5 O método de validagdo cruzada escolhido foi Leaving
One Out (LOO). A equagdo que correlaciona atividade biolégica com
parametros fisico-quimicos foi obtida e feita uma predi¢io dos valores
de log MIC"! dos compostos do grupo de treino. A atividade bioldgica
dos compostos do grupo de teste e das moléculas da validag@o lateral,
assim como as porcentagens de erro desta andlise, foram calculadas
para cada composto.

Estudos de QSAR-2D frente ao fungo Cryptococcus neofarmans

Utilizando-se a mesma metodologia descrita anteriormente, foi
feita uma regressdo muiltipla linear, programa BILIN,* utilizando
como grupo de treino os compostos 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12 ¢ 13
(Figura 1) e como grupo de teste os compostos 1,2, 6, e 9 (Figura 1)
escolhidos de forma aleatéria.

Estudos de QSAR-3D frente aos fungos Candida albicans e
Cryptococcus neofarmans

Na andlise de QSAR-3D foi utilizado o programa CoMFA,
do pacote de programas SYBYL 6.7.3° As moléculas do banco de
dados (Figura 1) foram alinhadas pelo método ponto a ponto com
estrutura da pentamidina obtida por cristalografia raios X (227d ar-
quivo PDB). Os campos eletrostdtico e estereoquimico do CoMFA
foram calculados em cada ponto de interse¢@o da caixa usando as
fun¢des potencial de Leonard Jones e Couldmbica do campo de
forca Tripos utilizando diferentes sondas. Com base no conheci-
mento da interagdo destes compostos com a fenda menor do B-
DNA, foram escolhidas sondas que fossem capazes de mimetizar
a interacdo da droga com o alvo biolégico: a sonda 02 (oxigénio
sp2) aceptor de liga¢do de hidrogénio, sonda 03 (oxigénio sp3)
aceptor de ligacdo de hidrogénio, Nar (nitrogénio sp2 pertencente
a anel aromdtico), CH3*! (sonda default do programa), N3 (nitro-
génio sp3) aceptor de ligagdo de hidrogénio e sonda H* doadora
de ligacdo de hidrogénio. O tamanho da caixa utilizado foi de 31,

Quim. Nova

15e 13 A em relagdo os eixos X, Y e Z, respectivamente, com
diferentes espagamentos dos pontos e raios de corte. Para reduzir
o nimero de varidveis calculado para cada modelo foram utiliza-
dos raios de corte para os campos eletrostdtico e estereoquimico.
Com o objetivo de melhorar a eficiéncia e diminuir o ruido, foi
empregado um filtro para excluir varidveis com variadncia menor
que 2 Kcal/mol. O modelo foi obtido através de andlises de PLS
utilizando como varidveis dependentes os valores de log MIC"!
frente aos fungos Candida albicans e Cryptococcus neofarmans.
O método validacdo cruzada utilizado foi o LOO.

Nos estudos de QSAR-3D frente a Candida albicans, foram uti-
lizados como grupo de treino os compostos 1,2, 3,4, 5,10, 11,12 ¢
13 (Figura 1) e como grupo de teste os compostos 6, 7 e 8 (Figura 1),
os quais foram escolhidos de forma aleatdria. As melhores condicdes
de andlises obtidas encontram-se resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes utilizadas na andlise COMFA frente a Candida albicans

Intervalo dos Raios de corte (Kcal/mol™)

Anidlise Peso Sonda Carga o — —
pontos (8)  estereoquimico eletrostatico

1 - 02 0 1,5:1,5:1,5 8 16
2 0,6 02 0 1,5:1,5:1,5 8 16
3 - 03 0 1,0:1,0:1,0 8 16
4 0,3 03 0 1,0:1,0:1,0 8 16
6 CH3  +1 1,5:1,5:1,5 8 16
7 03 CH3 +1 1,5:1,5:1,5 8 16
8 N3 0 1,0:1,0:1,0 8 16
9 0,3 N3 0 1,0:1,0:1,0 8 16

Nos estudos de QSAR-3D frente ao Cryptococcus neofarmans
fizeram parte do grupo de treino os compostos 2, 3, 4, 5,7, 8, 10,
11 e 12 (Figura 1) e como grupo de teste os compostos 1, 6, e
9 (Figura 1), que foram escolhidos aleatoriamente. As melhores
condi¢des de andlises obtidas estdo resumidamente mostradas
na Tabela 2.

Tabela 2. Condicoes utilizados na andlise CoMFA frente a Cryptococcus
neofarmans

< Raios de corte (Kcal/mol™!
Andlise Peso Sonda Carga Intervalos dos ( )

pontos (8)  estereoquimico eletrostatico
1 CH3 +1 1:1:1 8 16
2 0,3 CH3 +1 1:1:1 8 16
3 CH3 +1 1:1:1 0 16
4 0,3 CH3 +1 1:1:1 0 16
5 02 0 1:1:1 30 30
6 03 02 0 1:1:1 30 30
7 0,6 02 0 1:1:1 30 30
8 0,6 02 0 1:1:1 8 16
10 03 02 0 1:1:1 8 16
11 0,3 N2 0 2:2:2 8 16
13 H +1 1:1:1 0 16
14 0,3 H +1 1:1:1 0 16
15 0,6 H +1 1:1:1 0 16

Os valores de log MIC! frente a Candida albicans foram calcu-
lados para os compostos dos grupos de treino, de teste e de validacio
externa utilizando a andlise com maior significancia estatistica. As
atividades bioldgicas calculadas foram comparadas com os valores
descritos na literatura e os mapas de contorno das andlises foram
construidos. 241424 O mesmo procedimento foi feito para a andlise
frente a Cryptococcus neofarmans.
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Validacio externa das analises de QSAR-2D e QSAR-3D

As andlises foram validadas utilizando moléculas obtidas da
literatura para os modelos de QSAR-2D e QSAR-3D frente a C.
albicans e C. neofarmans.*'*#

RESULTADOS E DISCUSSAO
Geracao da estrutura 3D

As estruturas geradas no docking foram comparadas com aque-
las obtidas por cristalografia de raios X. O cédlculo de RMS para as
moléculas 3 (bis-isopropilfuramidina), 4 (bis-ciclopropilfuramidina),
7 (bis-ciclobutilfuramidina) e 11 (bis-ciclo-hexilfuramidina) sio,
respectivamente, 0,287; 0,320; 0,447 e 0,460. Observando os valores
de RMS pode-se concluir que as estruturas dos ligantes obtidas no
docking manual estdo muito préximas da conformacao dos ligantes
na estrutura obtida por cristalografia de raios X.

Estudos QSAR-2D frente ao fungo Candida albicans

A andlise de correlagdo linear expressa numericamente o grau de
associacdo entre as varidveis X e Y. Na andlise de RML foi utilizado
como varidvel dependente log MIC™! frente a C. albicans e como
variavel independente lipolo Componente Z. Obteve-se a seguinte
equacao:

log MIC"! =-0,414 (+ 0,25) lipolo Componente Z + 7,26 (+ 0,021)(1)
R>=0,69 Q>=0,51 n=9 F=15,29 s=0,257

O parametro lipolo é a medida da distribuicdo lipofilica na
molécula e estd relacionado com os grupos presentes na molécula
em relacdo aos eixos X, Y e Z.%° A Equacgéo 1 indica que a atividade
frente a C. albicans estd correlacionada a distribuicdo lipofilica da
molécula. Quanto menor € o valor desta distribui¢do maior serd a
atividade. Os valores de R? e Q? foram razodveis, indicando que
o parametro lipolo-componente Z descreve apenas parcialmente a
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atividade bioldgica, apesar de ser o parametro isolado que descre-
ve melhor a atividade bioldgica observada. A atividade bioldgica
frente a Candida albicans dos compostos do grupo de treino e do
grupo de teste foi calculada utilizando a Equacdo 1. Os resultados
encontram-se na Tabela 3.

O comportamento do composto 8 do grupo de teste ndo foi explicado
adequadamente pelo modelo obtido (% de erro > que 5%). As moléculas
do grupo de validacdo externa ndo tiveram sua atividade explicada de
forma adequada (erro = 5%). Isto pode ser explicado pelo fato de que
essas moléculas sao muito diferentes das moléculas do grupo de treino e,
assim, seria necessrio aumentar o nimero de moléculas com estruturas
diferentes, de modo a ampliar o alcance do modelo obtido.

Estudos QSAR-2D frente ao fungo Cryptococcus neofarmans

Na andlise de RML utilizando como varidvel dependente o log
MIC! frente ao fungo Cryptococcus neofarmans e como varidveis
independentes aquelas calculadas previamente com o programa Tsar
versdo 3.21, obteve-se a Equagéo 2:

Log MIC' = -0,366 (% 0,19) lipolo componente Z -1,332 (+ 0,81)
indice topolégico Balaban + 9,46 (+ 0,90) 2)
R?=0,85 Q*=0,60 n=9 s=0,195 F=17,197

Os coeficientes e/ou parametros da Equacdo 2 sugerem que
quanto menor o parametro lipolo-componente Z e o parametro
topolégico de Balaban maior serd a poténcia do composto frente
ao fungo C. neofarmans. O indice topoldgico de Balaban (J) refle-
te fortemente a ramificagdo molecular e muito pouco o tamanho
molecular, sendo baseado na soma das distdncias de um atomo a
outro na conformacio da molécula e seu valor é dependente da
conformagéo tridimensional.””% Assim, segundo a Equacéo 2, serd
mais potente a molécula menos ramificada e menor ramificagdo
(menor lipolo —componente 7).

Os valores de log MIC' dos compostos dos grupos de treino, de
teste e o de validagdo lateral foram calculados utilizando a Equacio
2. Os resultados encontram-se na Tabela 4.

Tabela 3. Valores reais e calculados de log MIC™! frente a Candida albicans dos compostos bisbenzamidinicos dos grupos de treino, de teste e do grupo de

validac@o externa utilizando andlise de QSAR-2D

Grupo Molécula Lipolo-componente Z log MIC" logMIC! - Residuo % erro
Treino 01 -0,13 7,68 7,31 0,37 4,82
Treino 02 0,02 7,49 7,25 0,24 3,20
Treino 03 -0,01 7,19 7,26 -0,07 0,97
Treino 04 0,22 7,19 7,17 0,02 0,28
Treino 05 -1,72 7,82 7,97 -0,15 1,92
Treino 10 0,47 6,65 7,06 -0,42 6,32
Treino 11 -0,22 7,57 7,35 0,22 291
Treino 12 -1,36 7,73 7,82 -0,09 1,16
Treino 13 1,02 6,73 6,84 -0,11 1,63
Teste 06 0,36 7,22 7,11 0,11 1,51
Teste 07 -0,49 7,82 7,46 0,36 4,57
Teste 08 0,36 75 7,11 0,39 5,19
Teste 09 1,02 6,6 6,84 -0,24 3,60
validac@o externa 14 0,37 8,05 7,11 0,94 11,72
validac@o externa 15 -1,57 6,66 791 -1,25 18,77
validagdo externa 16 -1,18 6,5 7,75 -1,25 19,21
validacdo externa 17 -0,07 9,22 7,29 1,93 20,94
validac@o externa 18 0,53 7,47 7,04 0,43 5,75
validagdo externa 19 -0,48 7,12 7,46 -0,34 4,76
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Tabela 4. Valores reais e calculados de log MIC! frente a Cryptococcus neofarmans dos compostos bisbenzamidinicos dos grupos de treino, de teste e do grupo

de validagdo externa utilizando andlise de QSAR-2D

Grupo Molécula log MIC" | Lipolo-Z Balaban logMIC" Residuo Yoerro
Treino 03 7,79 -0,02 1,28 7,79 0 0
Treino 04 8,09 0,23 0,95 8,14 -0,04 0,49
Treino 05 8,73 -1,72 0,92 8,89 -0,16 1,83
Treino 07 8,73 -0,49 0,94 8,41 0,32 3,67
Treino 08 7,85 0,36 1,24 7,70 0,15 1,91
Treino 10 7,55 0,47 1,28 7,61 -0,06 0,79
Treino 11 8,48 -0,23 0,91 8,34 0,12 1,42
Treino 12 8,03 -1,36 1,40 8,12 0,09 1,12
Treino 13 7,74 1,02 0,86 7,97 -0,23 2,97
Teste 01 -0,130 1,289 7,39 7,72 -0,33 4,49
Teste 02 0,025 1,258 8,4 7,82 0,58 6,91
Teste 06 0,234 0,946 8,75 8,31 0,44 5,01
Teste 09 0,725 0,968 8,13 8,46 -0,33 4,08
validag@o externa 14 0,375 1,124 8,05 8,13 -0,08 0,95
validag@o externa 15 -1,567 1,113 7,56 7,43 0,13 1,72
validag@o externa 16 -1,181 1,389 7,40 7,20 0,20 2,65
validacdo externa 17 -0,065 1,289 8,30 7,75 0,55 6,68
validagdo externa 18 0,527 1,492 7,13 7,69 -0,56 7,88
validag@o externa 19 -0,480 1,363 8,02 7,49 0,53 6,55

Tabela 5. Resultados estatisticos da andlise COMFA frente ao fungo Candida albicans

Anilise Niimero 6timo de R Q . F ' Contribuigio .
componentes Estéreoquimico eletrostdtico
1 1 0,790 0,280 0,210 26,40 0,941 0,059
2 1 0,836 0,704 0,185 35,69 0,948 0,052
3 1 0,802 0,225 0,203 28,43 0,936 0,064
4 1 0,820 0,600 0,194 31,80 0,955 0,045
5 1 0,824 0,281 0,190 32,82 0,966 0,034
6 1 0,824 0,603 0,192 32,82 0,966 0,034
7 1 0,801 0,540 0,204 28,09 0,955 0,045
8 1 0,800 0,240 0,205 2791 0,942 0,058
9 1 0,827 0,608 0,190 33,55 0,95 0,045

Estudos de QSAR-3D frente ao fungo Candida albicans

Tabela 6. Valores calculados de log MIC! para os compostos do grupo de

treino frente a Candida albicans utilizando as condi¢des da andlise 2- COMFA

Os resultados da andlise por metodologia CoMFA encontram-se Grupo Molécula log MIC!  log MIC! _ Residuo %erro
na Tabela 5. treino 01 7,68 7,64 0,04 052
As condicdes utilizadas na andlise 2 (Tabela 2) foram as que treino 02 7.49 729 02 267
levaram aos melhores resultados estatisticos. Assim, foram calculados treino 03 719 723 004 056
o : , , X ,
0s Valo;es de log E/HC 1p,ara1 0s cq?lp(zlstos dos %’r;p(is de treino, ge treino o4 7.19 746 027 376
teste e do grupo de n~10 éculas utilizadas na validac@o externa. Os reino 05 782 765 017 217
resultados obtidos estao descritos na Tabela 6. )
.. . treino 10 6,05 6,72 0,07 1,05
Adicionalmente, os mapas de contorno utilizando-se as con- )
dicdes da citada andlise 2 (Tabela 2) foram construidos (Figura trefno 1 757 731 026 343
2). As dreas vermelhas sdo regides onde grupos com um poten- tremo 12 713 792 019 246
cial eletrostitico negativo levam ao aumento da poténcia e as treino 13 6,73 6,83 01 149
areas azuis sdo regides onde grupos com potencial eletrostdtico teste 06 722 7.17 035 4,65
positivo levam a um aumento da poténcia. As dreas verdes sio teste 07 7,82 741 -0,41 5,24
regides onde grupos volumosos sdo favordveis (maior poténcia) teste 08 7.5 7,36 -0,14 187
e as dreas amarelas onde grupos volumosos sdo indesejdveis, pois validagdo externa 14 8,05 742 0,63 783
diminuem a poténcia. validaci
cdo externa 15 6,66 7,41 0,75 11,26
A andlise de QSAR-3D indica que o fator estereoquimico € um validagiio externa 16 6.5 787 138 2126
fz};]qr 1rnp(;itante para 3 atividade blfiloglcla frente ao fungo Car.z(cll/zd.a validagio externa 17 9.2 7.55 166 1802
albicans. A preseAnga.l € grupos muito volumosos no grupo aml)lmj validagdo externa 18 747 766 022 296
co diminui a poténcia. O grupo carregado positivamente também ¢ o
validag@o externa 19 7,12 7,49 0,37 5,20

importante para a atividade bioldgica, o que estd de acordo com as
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Tabela 7. Resultados da andlise CoOMFA frente a Cryptococcus neofarmans

Estudos de relagdes estrutura-atividade quantitativas (QSAR) 1487

Andlise R? Q° N* otimo de N F S . contribuicio .
componentes Estéreoquimico Eletrostatico

Analise 3 0,987 0,582 2 10 264,9 0,058 0,950 0,050
Andlise 7 0,990 0,710 2 10 336,7 0,052 0,950 0,050
Andlise 8 0,998 0,808 2 10 2783 0,057 0,979 0,021
Andlise 4 0,958 0,623 1 10 79,09 0,105 0,948 0,052
Andlise 14 0,794 0,474 1 10 30,899 0,216 0 1
Andlise 15 0,934 0,523 2 10 49,560 0,131 0 1

Figura 2. Mapas de contorno frente ao fungo Candida albicans. Sonda O2 carga 0

informagdes da literatura.>* Como observado na andlise de QSAR-
2D, as moléculas do grupo de validagdo externa nio foram bem
explicadas pelo modelo (erro > 5%). Isto pode ser explicado pela
pequena variagdo estrutural do grupo de treino.

Estudos QSAR-3D frente ao fungo Cryptococcus neofarmans

Os resultados da andlise do CoMFA frente a Cryptococcus neo-
farmans encontram-se na Tabela 7.

Utilizando as condi¢des da andlise 8 (Tabela 3), obtiveram-se
os melhores resultados estatisticos e foram calculados os valores de
log MIC™! para os compostos do grupo de treino, para o grupo de
teste e para o grupo de moléculas utilizadas na validagdo externa.
Os resultados encontram-se na Tabela 8.

Os mapas de contorno foram construidos (Figura 3) também
se utilizando as condicdes descritas na andlise 8 (Tabela 3). Nas
dreas vermelhas mostram-se regides onde um potencial eletrostético
negativo € favoravel para a atividade e nas dreas azuis sdo desfavo-
rdveis para a atividade (ou seja, menor poténcia). As dreas verdes
sdo regides onde grupos volumosos sdo favordveis (maior poténcia)
e as dreas amarelas onde grupos volumosos sio indesejdveis, pois
diminuem a poténcia.

A anélise do CoMFA estéd de acordo com a analise de QSAR-2D,
uma vez que nas duas andlises o pardmetro estereoquimico foi impor-
tante para a descrigdo da atividade bioldgica. Na andlise do CoMFA
a presenga de grupos volumosos no grupo amidinico € desfavordvel
para a atividade biol6gica.

Como todas as moléculas do banco de dados sdo carregadas
positivamente, o mapa eletrostdtico gerado ndo foi muito ttil para a
predi¢do da atividade bioldgica. No entanto, o potencial positivo no
anel furdnico pode indicar a possibilidade de liga¢do de hidrogénio
com os grupos fosfatos, carregados negativamente, presentes na parte
externa da fenda do B-DNA.

Tabela 8. Valores calculados de log MIC™! para os compostos do grupo de
treino, do grupo de teste e validacdo externa frente a Cryptococcus neofarmans
utilizando as condicoes da andlise 8- CoOMFA

Grupo Molécula log MIC" =~ log MIC! it Residuo %erro
treino 02 84 8,37 0,03 0,30
treino 03 7,79 7,87 0,08 1,01
treino 04 8,81 8,88 0,07 0,83
treino 05 8,73 8,62 0,11 1,23
treino 07 8,73 8,72 0,01 0,10
treino 08 7,85 7,84 0,01 0,17
treino 10 7,55 7,60 0,05 0,61
treino 11 8,48 8,46 0,02 025
treino 12 8,03 8,18 0,15 1,85
Teste 01 7,39 7,92 0,53 6,67
Teste 06 8,13 7,56 057 761
Teste 09 7,74 8,24 0,50 6,04
validagdo externa 14 8,05 7,61 0,44 5,75
validagdo externa 15 7,56 8,18 0,62 7,62
validagdo externa 16 74 8,18 0,78 9,56
validagdo externa 17 8,3 7,77 0,53 6,79
validagdo externa 18 7,13 8,07 0,94 11,64
validagdo externa 19 8,02 8,07 0,05 0,60

Figura 3. Mapas de contorno frente ao fungo Cryptococcus neofarmans
Sonda CH "'

CONCLUSOES

Um dos problemas da andlise de QSAR € a escolha da conforma-
¢do a ser utilizada. Normalmente, a conformacao do ligante escolhida
¢é aquela observada na estrutura de raios X no complexo ligante-alvo
biolégico, no entanto, muitas vezes ndo temos esta estrutura de todos
os ligantes no complexo. O docking manual mostrou ser uma técnica
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adequada para se obter a conformagao semelhante aquela observada
pela cristalografia de raios X, uma vez que as estruturas dos ligantes
testados obtidas no docking manual estdo muito préximas da con-
formacdo dos ligantes na estrutura de raios X.

As andlises de QSAR-2D e QSAR-3D permitiram inferir que os
parametros estereoquimicos e lipofilicos sdo importantes para a ativi-
dade biolégica frente a Candida albicans e Cryptococcus neofarmans.

As andlises de QSAR-2D indicaram que a atividade frente a
Candida albicans esta correlacionada a distribuic@o lipofilica da
molécula. No entanto, este pardmetro isolado ndo explica de forma
adequada a atividade bioldgica observada. O parametro lipofilico esta
relacionado com as caracteristicas farmacodinadmicas necessarias a
absor¢do. A equagdo obtida da andlise de QSAR-2D frente ao fun-
go Cyptococcus neofarmans indica que a distribui¢@o lipofilica na
molécula e a ramificagdo presente sdo importantes para a atividade
bioldgica. Quanto menor o valor do lipolo-componente Z e quanto
menos ramificada for a molécula e menor for esta ramificacdo, mais
potente serd a molécula.

As andlises de QSAR-3D mostraram que o fator estereoquimi-
co também ¢ um fator importante para a atividade frente aos dois
fungos. A presenca de grupos muito volumosos no grupo amidinico
diminui a poténcia dos compostos bis-benzamidinicos. Isto ja era
esperado, uma vez que estudos prévios de modelagem molecular e
relagdo estrutura-atividade utilizando compostos amidinicos indicam
a importancia da estrutura isoélica a fenda menor do B-DNA destes
compostos para a interagio.
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