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RESUMO

A série de inibidores da enzima ROCK quinase, desenvolvida por
Lawrence, Pireddu e Sebti (2013) a partir de derivados de piridiltiazol, foi
submetida ao estudo quantitativo de relacdo estrutura-atividade em quatro
dimensbes (QSAR-4D). Os modelos foram construidos aplicando-se otimizagdo
de algoritmo genético (GA) combinada com regressdao de minimos quadrados
parciais (PLS). O melhor modelo apresentou os seguintes valores de otimizacdo:
r*=0,773; q’ey = 0,672; r*preq = 0,503; rM?est = 0,520; r*y_ana = 0,19; Rp = 0,590.
Ademais, por meio da analise dos descritores, foi possivel otimizar novos
compostos que apresentaram valores de concentracdo inibitoria predita maior
gue a do composto mais ativo da série. Estes compostos foram submetidos ao
estudo de docking e drug-likeness e se mostraram promissores candidatos a
inibidores da ROCK1.

Palavras-chave: 4D-QSAR. Dindmica molecular. Piridiltiazol. ROCKI1.
Docking.



ABSTRACT

A series of pyridylthiazole derivatives developed by Lawrence, Pireddu
and Sebti (2013) as Rho-associated protein kinase inhibitors were subjected to
four-dimensional quantitative structure-activity relationship (4D-QSAR)
analysis. The models were generated applying genetic algorithm (GA)
optimization combined with partial least squares (PLS) regression. The best
model presented validation values of r* = 0.773; g’y = 0.672; *yeq = 0.503;
Mest = 0.520; r’yag = 0.19; Rp? = 0.590. Furthermore, analysing the
descriptors it was possible to propose new compounds that predicted higher
inhibitory concentration values than the most active compound of the series.
These compounds were submitted to docking and drug-likeness study and are
promising candidates to Rock1 inhibitors.

Keywords: 4D-QSAR. Molecular dynamics. Pyridylthiazole. ROCKZ1. Docking.
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1 INTRODUCAO

Rho quinase, ou ROCK (E.C 2.7.11.1), pertence a familia de Ser/Thr
proteina-quinases, que é ativada, inicialmente, por meio da interacdo entre
guanosina trifosfato (GTP) ativa e a proteina Ras homolog family member A, ou
RhoA. Evidéncias crescentes sugerem que RhoA e ROCK participam de uma
variedade de funcgdes fisiol6gicas importantes na vasculatura, incluindo
contragdo do mausculo liso, proliferacdo celular, adesdo celular, migragdo e
muitos aspectos de respostas inflamatérias (RIENTO; RIDLEY, 2003). Duas
isoformas, ROCK1 e ROCK2, foram identificadas (MATSUI et al., 1996). Elas
partilham uma sequéncia homéloga de 90% no dominio quinase. J& nos
dominios de regulacédo, no carbono C-terminal, mostram um desvio significativo
(RIKITAKE; LIAO, 2005). Ambas estdo ubiquamente expressas em VArios
tecidos humanos e de roedores.

As enzimas ROCK estdo implicadas em uma variedade de 4reas
terapéuticas, incluindo doencas cardiovasculares (SHIMOKAWA; RASHID,
2007), disturbios do sistema nervoso central (KUBO et al., 2008), inflamagéo
(LOGRASSO; FENG, 2009) e cancer (OGATA et al., 2009), além de relatos no
desenvolvimento de diabetes, doencas neurodegenerativas e hipertensdo
pulmonar (SAMUEL et al., 2011). A expressao de proteinas ROCK em células
cancerosas tem sido relatada em céncer de ovério, de pancreas, testicular e de
bexiga (KAMAI et al., 2004). A inibi¢do farmacoldgica das ROCKs é uma
estratégia promissora para a prevencdo da invasdo das células malignas, um
evento central no processo de metastase (ISHIZAKI et al., 2000).

A luz destas pesquisas, é possivel observar que a ROCK é uma via
crucial na mediacdo de vérias fungdes celulares e esta envolvida em varios

processos patoldgicos. O planejamento e o desenvolvimento de inibidores dessa


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Drho%2Bkinase%26rlz%3D2T4GIGM_enBR0536BR0539&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Diabetes&usg=ALkJrhjBvvYA79oIdBq2OfRVQISDwKOi3w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Drho%2Bkinase%26rlz%3D2T4GIGM_enBR0536BR0539&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Neurodegenerative_diseases&usg=ALkJrhgvYrlaYCLLV8z7WqlmWDLYfCdPbA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Drho%2Bkinase%26rlz%3D2T4GIGM_enBR0536BR0539&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Pulmonary_hypertension&usg=ALkJrhh4DaH-jX0nSdLgcPn7m3w1zUIYlg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Drho%2Bkinase%26rlz%3D2T4GIGM_enBR0536BR0539&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Pulmonary_hypertension&usg=ALkJrhh4DaH-jX0nSdLgcPn7m3w1zUIYlg
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enzima certamente serdo benéficos para o tratamento de diversas doengas (PAN
etal., 2013).

Uma ferramenta que pode ser util no desenvolvimento de novos
compostos protétipos para a inibicdo/ativacdo da via Rho/ROCK quinase é a
quimica computacional. Ferramentas como o ancoramento molecular (docking)
e 0 estudo das relagbes quantitativas entre a estrutura guimica e a atividade
bioldgica (do inglés quantitative structure activity relationship, QSAR)
destacam-se na quimica computacional. Por exemplo, na &rea de quimica
medicinal teorica, a predi¢do da atividade bioldgica de novos compostos usando
relacbes matematicas baseadas em propriedades estruturais, fisico-quimicas e
conformacionais de potenciais agentes previamente testados é um campo de
pesquisa extremamente ativo e promissor, amplamente reportado na literatura
(ANDRADE et al., 2010; ASSIS et al., 2016; BOLAND et al., 2015;
CHERKASOV et al., 2014). A metodologia de QSAR é util para entender e
explicar as forgas motrizes por tras da acdo de farmacos em ambito molecular e
permitir o projeto e o desenvolvimento de novos compostos com propriedades
biologicas desejaveis (FERREIRA, 2002), reduzindo custos, tempo e
experimentagdo animal (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-
OPERATION AND DEVELOPMENT - OECD, 2010).

O uso de QSAR no estudo de possiveis inibidores da ROCK é uma
ferramenta de grande valia na otimizagdo de novas estruturas e melhoria da
poténcia e seletividade dos mesmos, além de possibilitar a analise do papel da

enzima em varias funces bioldgicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Via RhoA/Rho quinase

As primeiras proteinas da superfamilia Ras foram identificadas em 1985
(MADAULE; AXEL, 1985). Mais de 100 membros ja foram descritos. Cerca de
20 tipos de Rho GTPases foram descritas em mamiferos: Rho (trés isoformas: A,
B, C); Rac (1, 2, 3); Cdc42; TC10; TCL; Chp (1, 2); RhoG; Rnd (1, 2, 3);
RhoBTB (1, 2), RhoD; Rif e TTF. Elas alternam entre um estado ativo (GTP) e
inativo (GDP) e em seu ciclo ativo interagem com uma das 60 proteinas alvo
chamadas de efetoras (ETIENNE-MANNEVILLE; HALL, 2002; RIDLEY,
2001). Esta familia de pequenas GTPases tem sido alvo de muitos estudos, tanto
no envolvimento dos processos fisiolégicos do organismo como na regulagéo do
ténus muscular liso, na migracdo e na proliferacdo celular, quanto na sua
particdo em diversos processos patolégicos, como na hipertensdo, na
aterosclerose e na disfungo erétil.

Em 1996, a ROCK foi descrita como a proteina alvo (efetora) da RhoA,
ou seja, atua facilitando a ativacdo de seu estado inativo ligado a guanosina
difosfato (GDP) para seu estado ativo ligado a guanosina trifosfato (GTP)
(Figura 1) (TAKI et al., 2007). Esta descoberta forneceu informagdes sobre a
ligacdo entre a Rho, a formacdo de fibras de estresse e de adesdo focal e a

contracdo de células da musculatura lisa (LEUNG et al., 1996).
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Acido Araquidénico

J— — COO

ROCK Inativa ROCK Ativa

Figura 1 Ativacdo da enzima ROCK mediada pela RhoA. “A” representa a
estrutura inativa da enzima na qual a porcdo C-terminal inibe o
dominio quinase e “B” representa a exposicdo do dominio quinase
proporcionado pela ligagdo da RhoA-GTP ou de moléculas como
acido araquidbnico e enzimas da cascata de apoptose
Adaptado de Riento e Ridley (2003)

A Rho quinase (EC:2.7.11.1) é responsével por afetar a reorganizacdo da
actina, a regulacdo da cadeia leve da miosina (CLM) fosfatase e a fosforilagdo
da CLM. Adicionalmente, parece estar envolvida na regulacdo da forca e da
velocidade do cruzamento das pontes de actina e miosina no musculo liso e em
células ndo musculares, por inibir a miosina fosfatase mediada pela
desfoforilagdo da cadeia regulatéria da miosina 1l (WETTSCHURECK;
OFFERMANNS, 2002). E uma proteina quinase serina/treonina que contém um
dominio N-terminal quinase catalitico e pode ser expressa por meio de duas
isoformas: a ROCK1 (também conhecida como ROCK f ou p160 ROCK) ¢ a
ROCK2 (também chamada de ROCK o) que apresentam 64% e 79% de
identidade em relagdo a sequéncia e a similaridade global, respectivamente. Em
relacdo a seus dominios quinase, apresentam 92% de identidade e 97% de
semelhanga. As isoformas sdo distribuidas em diferentes tecidos; ROCK1 é

expressa no pulméao, no figado, no estbmago, no baco, nos rins e nos testiculos,
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enquanto ROCK?2 é altamente expressa em tecidos do cérebro, do coragdo e dos
muasculos (NAKAGAWA et al., 1996). Apesar da distribuicdo do tecido
diferenciado, pouco se sabe sobre as diferencas funcionais entre as duas
isoformas ROCK (SAPET et al., 2014).

Além da sua ativacdo pela RhoA, a Rho quinase pode ser ativada no
musculo liso pelo acido araquidénico, em resposta a varios agonistas (Figura 1)
(WETTSCHURECK; OFFERMANNS, 2002).

Seu ciclo, ou a ativacdo e a inativacdo da Rho, é regulado em grande
parte por trés classes de proteinas que séo:

a) fatores de troca guanina nucleotideo que é especifica para Rho (Rho

GEFs), nos quais facilitam a ativagdo da Rho por promover a
dissociacdo de GDP e, subsequentemente, a ligacdo de GTP. As
Rho GEFs sdo consideradas as principais reguladoras da atividade
da Rho;

b) as proteinas ativadoras de GTPase (GAPs), que facilitam a
inativacdo da forma GTP ativa pelo aumento da atividade intrinseca
da GTPase na Rho;

c) as inibidoras da dissociacdo de GTPase (GDIs), que inibem algumas
GTPases da familia Rho por ligacdo a membranas e previnem a

dissociacdo e, portanto, a ativacdo de nucleotideos.

A atividade da Rho também pode ser regulada por numerosos receptores
de proteina G, a qual atua na transdugédo de sinais celulares (SCHAAFSMA et
al., 2008; WETTSCHURECK; OFFERMANNS, 2002). Adicionalmente, a
ativacdo da RhoA é fortemente dependente de sua modificacdo pds-translacional
(isoprenilacdo), mediada pela atividade de geranilgeranil transferase (CASEY,
1995).
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A ativagdo anormal da via Rho/Rho quinase tem se mostrado importante
no acionamento de vias que contribuem para a fisiopatologia de algumas
doencas, tais como hipertensdo arterial e pulmonar, glaucoma, diabetes,
disfuncdo erétil, neurodegeneracdo e cancer (NOSSAMAN et al., 2010;
NUNES; RIGSBY; WEBB, 2010). No sistema respiratorio, sua participacao
vem sendo descrita em doencas como a asma e a doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) (FERNANDES; HENRY; GOLDIE, 2007).

2.2 Principais inibidores da Rho quinase

O envolvimento da via Rho quinase em diversas doengas tem despertado
crescente interesse pelo potencial farmacoldgico dos inibidores da ROCK para o
tratamento dessas patologias. Diversos estudos ja foram realizados in vitro e in
vivo utilizando estes inibidores quimicos (Tabelal), principalmente o (+)-HA-
trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)cicloexano-carboxamidadi-hidro-cloreto (Y-
27632) e o fasudil (HA-1077, AT877 ou hidro-1-(5-isoquinolinasulfonil)-1H-
1,4-diazepina cloridrato) (Figura 2) (IIZUKA et al., 2000; PIREDDU et al.,
2012).

Y-27632 e 0 Y-30141 (Figura 2) sdo conhecidos como inibidores
seletivos da Rho quinase, qguando comparados a outras quinases (IIZUKA et al.,
2000). Eles sdo permeaveis na célula e agem como um competidor com o local
de ativacdo ATP na Rho quinase, tendo acdo inibitoria nas suas duas isoformas,
ROCK1 e ROCK2 (DARENFED et al., 2007). O Y-27632 inibe a contragdo do
musculo liso e mostra eficicia na normalizagdo da pressao arterial em modelos
de hipertensao.

O composto CID5056270 (Figura 2) também é relatado como um
potente inibidor da Rho quinase (AUSTIN, 2004).
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Vale ressaltar que Fasudil (Figura 2) tem afinidade pela Rho semelhante
ao Y-27632, porém, com menor seletividade (SCHAAFSMA et al., 2008).
Curiosamente, o hidroxifasudil é metabolizado in vivo a partir de quinolonas.
Este ¢, atualmente, o Unico inibidor de Rho quinase disponivel para uso clinico.
Desde 1995 ele é utilizado, no Japdo, para a prevencdo de vasoespasmos em
pacientes com hemorragia subaracndidea (MONG; WANG, 2009). Também
demonstrou eficdcia no tratamento de hipertensdo pulmonar (DOGGRELL,
2005) e Alzheimer (HUENTELMAN et al., 2010).
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Tabela 1 Avaliacdo de inibidores da ROCK em fase de testes farmacoldgicos

para diferentes patologias. Adaptado de Pan et al. (2013)

Patologias Compostos Efeitos Animais
Y27637 Rato
Hipertensdo Fasudil Regulacdo da pressao sanguinea Humano
Sar407899 Rato
Diabetes Fasudil Prevencdo no (_:iesenvolwmento Rato
da diabetes
Arteriosclerose Fasudil Regressdo das Iesqe§ coronartas Porco
aterosclerdticas
Infarto do Supresséo do ventriculo
S Fasudil esquerdo, dilatacdo da cavidade = Camundongo
miocérdio ; x
e disfuncéo
Faléncia Aumento da resisténcia e
. Fasudil vasodilatacdo debilitada da Humano
cardiaca il
vasculatura periférica
Glaucoma Fasudil Reducéo da pressdo intraocular Humano
AMA00T6 gaogap
Estimulagdo da regeneracéo do
Leséo na coluna Y27637 axonio e da fungdo dos Camundongo
espinhal membros posteriores
Fasudil Recuperacdo neuroldgica Humano
Y27637 Reducéo da prevaléncia Camundongo
Hidroxifasudil Me!horla da a’prendlzagem Rato
. espacial e memodria de trabalho
Alzheimer x
Protecéo contra
Fasudil neurodegeneragdo no Rato
hipocampo
Acidente . Melhoria das fungdes
Fasudil . Humano
vascular cerebral neuroldgicas
Fasudil
Cancer Y27637 Inibicdo do crescimento Rato,
RKI11447 tumoral, progressao e metastase ~ camundongo

W{536
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Fasudil
Figura 2 Exemplos de inibidores da ROCK: Y-27632, Y-30141, fasudil e
CID5056270

Relatos encontrados na literatura destacam o risco da toxicidade fora do
alvo para inibidores quinase em geral (HARMSEN; KOK, 2012). De fato, o
composto Y-27632, que é um padrdo largamente utilizado nos testes de inibigdo
da ROCK, ainda ndo foi aprovado para utilizacdo clinica, provavelmente devido
ao seu elevado perfil de toxicidade aguda (categoria 4) (SIGMA-ALDRICH,
2016). Além disso, este inibidor imita a apoptose induzida por estatina
hidrofobica, causando miotoxicidade em fibroblastos em modelos de ratos
(ITAGAKI et al., 2009).

Devido as potenciais aplicacBes terapéuticas, o grupo de pesquisa de
Pireddu e colaboradores (PIREDDU et al., 2012) tomou como ponto de partida o
composto CID5056270 (Figura 2) para a concepgao de uma série de compostos
inibidores a base de piridiltiazol, buscando desenvolver compostos mais
potentes, seletivos e com menor toxicidade. Os resultados preliminares foram
positivos e, por este motivo, esta série de inibidores foi a escolhida para dar

desenvolvimento a este projeto.
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A quimica computacional é muito utilizada para o planejamento de
farmacos. A possibilidade de projetar compostos com propriedades definidas,
evitando os custos da sintese experimental exploratéria de um grande nimero de
substancias, tem impulsionado as pesquisas nessa area. Os fundamentos
necessarios para um projeto efetivo nessa area estdo na relacdo quantitativa
estrutura-atividade (QSAR) (MARTINS et al., 2009).

2.3 Relagdo quantitativa estrutura-atividade

Nas técnicas utilizadas em QSAR considera-se que existe relagdo entre
as propriedades de uma molécula e sua estrutura e tenta-se estabelecer relagdes
matematicas simples para descrever e, em seguida, prever uma dada
propriedade para um conjunto de compostos, geralmente pertencentes a uma
mesma familia quimica (MILANI, 2011). O estudo de QSAR compreende
também a definicdo dos descritores moleculares capazes de caracterizar
satisfatoriamente conjuntos moleculares diferentes e o tratamento estatistico que
pode ser aplicado a esses descritores, no intuito de melhorar sua capacidade
preditiva (MARTINS et al., 2009). Portanto, a atividade biol6gica de um
farmaco esta relacionada com as caracteristicas moleculares especificas, que sdo
denominadas descritores (ANDRADE et al., 2010).

Em 1960, os estudos de QSAR baseavam-se em dados experimentais
considerando-se uma Unica propriedade fisico-quimica, como a solubilidade ou
ponto de fusdo, para explicar o efeito biol6gico da molécula (QSAR-1D).
Hansch e Fujita (1964) passaram a considerar que a atividade biologica
observada é resultado da contribuicdo de diversas propriedades fisico-quimicas
(QSAR-2D) e seu modelo tenta identificar a contribuicdo de cada fator no
estabelecimento da resposta biologica (TAVARES, 2004). Informacdes

significativas sobre um conjunto de dados podem ser extraidas utilizando-se o
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QSAR-2D, entretanto, esses descritores ndo tém informagdes relacionadas com
as caracteristicas tridimensionais dos compostos (OPREA, 2002).

No ano de 1980, a estrutura tridimensional do ligante comecou a ser
considerada, dando origem ao QSAR-3D. Os modelos gquantitativos utilizando a
terceira dimensdo foram desenvolvidos e relacionam a atividade bioldgica com
suas propriedades calculadas no espago tridimensional (3D). Este modelo
fornece uma informacdo estrutural completa, analisando as propriedades dos
compostos por campos moleculares que descrevem interacdes estéricas,
eletrostaticas, hidrofébicas e por ligacdo de hidrogénio, calculadas a partir de
sua suposta conformagdo bioativa (KUZ’MIN; ARTEMENKO; MURATOV,
2008). Em 1988, o método de andlise comparativa de campo molecular
(CoMFA, do inglés comparative molecular field analysis) foi publicado por
Cramer, Patterson e Bunce (1988). Este método, que é baseado em campo
molecular, constituiu o primeiro verdadeiro método de QSAR-3D (KUBINY],
1997). Uma grande dificuldade da metodologia de QSAR-3D é encontrar um
alinhamento apropriado para os compostos, além de os estudos produzirem uma
enorme quantidade de variaveis, em que nem sempre todas sdo significativas
para o resultado final (OOMS, 2000).

Nos anos 1990, 0 QSAR-4D foi proposto por Hopfinger e colaboradores
(HOPFINGER et al., 1997), considerando o espaco conformacional dos
ligantes. Este modelo é semelhante ao modelo 3D, porém, a informacéo
estrutural é obtida por meio de um conjunto de conformag@es, orientagdes e
estados de protonacdo, obtidos por célculos de dindmica molecular (YANMAZ
etal., 2011).

Na auséncia da estrutura do receptor bioldgico, diferentes protocolos séo
apresentados no QSAR-5D como uma solucdo possivel para o problema,
permitindo a avaliagdo simultanea de diferentes cenarios de ajuste induzido
(VEDANI; DOBLER; LILL, 2005). Com 0 QSAR-6D, a estimativa simultanea
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de diferentes cenarios de solvatagdo pode ser considerada (VEDANI et al.,
2007). Finalmente, com o método mais recentemente desenvolvido, 0 QSAR-
7D, emprega-se o real receptor alvo ou 0 modelo do receptor baseado no alvo,
obtidos por modelagem de proteinas homélogas (POLANSKI, 2009).

Os modelos QSAR séo construidos a partir de trés componentes: (1) um
conjunto de dados de atividade relacionada a um grupo de substancias,
geralmente obtido experimentalmente~; (2) um conjunto de dados de
propriedades relacionadas a estrutura ou critérios estruturais de um mesmo
grupo de compostos quimicos e (3) a medida da relacdo entre as duas anteriores,
obtida por tratamento estatistico (OECD, 2010).

Devido ao fato de serem consideradas, em geral, muitas variaveis para
serem correlacionadas com a atividade bioldgica, é necessario um tratamento
estatistico dos dados para se selecionar aquela com importancia estatistica
significativa. Os métodos mais usados sdo: regressdo linear multipla (MLR,
sigla do inglés multiple linear regression) e regressdo pelo método dos minimos
quadrados parciais (PLS, do inglés partial least squares) (OOMS, 2000).

Além dos métodos de QSAR citados, diversas outras abordagens vém
sendo utilizadas para esses estudos, dentre as quais se destacam CoOMSIA
(KLEBE; ABRAHAM; MIETZNER, 1994), HQSAR (LOWIS, 1997), MIA-
QSAR (NUNES et al, 2012) e LQTA-QSAR (MARTINS et al., 2009),
objetivando a obtencdo de modelos preditivos.

A Organization for Economic Co-operation and Development (OECD)
estabeleceu cinco principios para validacdo de modelos de QSAR para uso
pratico de agéncias de regulamentacdo. Esses principios sdo: (1) atividade
biolégica ou propriedade definida; (2) algoritmo claro; (3) dominio de
aplicabilidade (DA) definido; (4) avaliagdo apropriada da robustez e
preditividade e (5) interpretacdo mecanistica, que significa encontrar relacdes

entre os descritores e a atividade biolégica ou propriedade, em via de se
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compreender melhor o mecanismo de acdo de uma estrutura quimica ou
aprofundar o conhecimento biol6gico sobre a propriedade em estudo (OECD,
2010).

2.4 QSAR 4D

Hopfinger et al. (1997) propuseram uma nova metodologia de QSAR
chamada de QSAR-4D. A quarta-dimensdo do QSAR-4D corresponde a
amostragem do conjunto das conformac@es (ensemble sampling), ou seja, 0 4D
incorpora liberdade conformacional ao desenvolvimento de modelos de QSAR
3D, fazendo com que a mudanga de estado molecular constitua a quarta
dimenséo.

A metodologia de QSAR-4D é semelhante a metodologia do CoMFA,
baseando-se no alinhamento de moléculas em uma caixa cubica virtual que é
utilizada para gerar um conjunto de descritores. Contudo, quando esta
metodologia é aplicada a certos compostos e seus derivados, cujas atividades sao
medidas e a geometria do receptor ndo € avaliada, este estudo é denominado
QSAR-4D, independente do receptor (QSAR-4D-IR) (HOPFINGER et al.,
1997). Ao serem levadas em consideracdo a geometria do receptor e suas
modificacdes necessarias para interacdo com os ligantes, tem-se a analise de
QSAR-4D dependente do receptor (QSAR-4D-DR) (SENESE et al., 2004).

Os descritores em QSAR-4D sdo representados pelas medidas de
ocupacdo de cada célula da caixa virtual pelos atomos que formam as moléculas
do conjunto de treinamento. Os descritores de ocupacdo das células da caixa,
grid cell occupancy descriptors (GCODs), podem ser gerados a partir de
diferentes tipos de a4tomos, chamados de interaction pharmacophore elements
(IPEs).
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Recentemente, Martins et al. (2009) desenvolveram uma nova
metodologia de QSAR-4D, chamada de LQTA-QSAR, que incorpora as
principais vantagens observadas nos métodos CoMFA e QSAR-4D. A nova
metodologia calcula os descritores de campo, a exemplo do gue acontece em
CoMFA, para um perfil de amostragem conformacional, assim como o utilizado
em QSAR-4D.

A grande vantagem da metodologia de QSAR-4D em relagdo aos
métodos de QSAR-3D mais difundidos (e.g., COMFA) é o emprego da

amostragem conformacional e o campo de interagdo dos descritores.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho foi realizado com os objetivos de
a) realizar estudos quantitativos de estrutura-atividade em 4D de
compostos piridiltiazélicos, por meio do programa 4D-QSAR;

b) propor novas moléculas candidatas a inibidores da enzima ROCK.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta de dados biolégicos

Por meio de uma pesquisa no banco de dados de artigos e patentes Web
of Knowledge, selecionou-se uma publicagdo com potenciais inibidores da
enzima Rho quinase que apresentassem o0s respectivos valores de ICs
(concentragd@o necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica). Uma série de
51 compostos analogos ao piridiltiazol, desenvolvidos por Lawrence, Pireddu e
Sebti (2013), foi selecionada por apresentar inibi¢do para a isoforma ROCK1
(Tabela 2). Os valores de ICsq expressos em UM foram convertidos para M e,

entdo, transformados para —log 1Cso(pl1Csp).



Tabela 2 Estrutura dos 51 compostos analogos ao piridiltiazol e seus valores de plCso (LAWRENCE; PIREDDU; SEBTI,

2013)
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Tabela 3, continuagéo
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Tabela 4, continuagéo
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Tabela 5, continuagéo

15 | >~>\R 4 1,82 5740 41 S L \U 1,25 54903
‘ ~ N/ ' ) “ i N/>\NH ! !
N / ‘|| /

16 | >~>\ 4\ 207 5680 42 e v 125 5,940
| N N/ [ [ “ i. N/>\NH ! '
N _Z NI A

17 ) >\ 520 5284 43 0,19 6,720
,/>\NH
Y
N
18 ) >\/\© 0,03 7523 44 0,12 6,921
’/>\NH
Y
N
19 - //}\>\\ \ 011 6,959 45 6,44 5191
\
NP N

1€




Tabela 6, continuagéo
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Tabela 7, conclusdo
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Os modelos de QSAR-4D foram construidos utilizando-se um conjunto
de 42 compostos denominados de conjunto de treinamento e validados
externamente empregando-se um conjunto de nove compostos, denominados de
conjunto teste.

A divisdo entre compostos do conjunto de treinamento e do conjunto
teste foi feita separando-se 0s 51 compostos, estruturalmente relacionados, em
trés subgrupos, de acordo com faixas de valores de atividade biol6gica e
selecionando-se, aleatoriamente, aproximadamente 25% dos compostos de cada
subgrupo para compor 0 conjunto teste e 0s remanescentes correspondem ao
conjunto de treinamento. Foram realizadas trés selecOes aleatorias de grupos
testes, a fim de obter maior credibilidade ao modelo. O grupo teste | contém as
moléculas 1, 22, 30, 31, 35, 38, 39, 41 e 43; o grupo teste Il apresenta as
moléculas 3, 5, 6, 14, 17, 18, 28, 44 e 47, e o grupo teste Il inclui as moléculas
9,12, 15, 21, 32, 37, 48, 50 e 51 (Tabela 2).

4.1.2 Obtengéo da estrutura cristalizada de Rho Quinase

As coordenadas da estrutura cristalografica da enzima ROCK (Figura 3)
(PIREDDU et al., 2012) foram obtidas no banco de dados de proteinas Protein
Data Bank (cédigo PDB: 3TV7) (BERMAN et al., 2000). Esta enzima €
composta de quatro cadeias e apresenta resolugdo de 2,75 A, estequiometria

monomeérica e simetria ciclica c2.
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Figura 3 Enzima ROCK disponivel no PDB (Cédigo 3TV7). Em destaque, o
ligante 1-[(1R)-1-(3-metoxifenil)etil]-3-(4-piridin-4-il-1,3-tiazol-2-
il)urea da cadeia A e suas interagfes com os residuos préximos

4.1.3 Construcéo e minimizagao dos modelos tridimensionais dos inibidores

A enzima foi previamente cortada em um raio de 10 A ao redor do
ligante. Esta distancia é suficiente para analisar interacfes a curto (<4,5 A) e
longo alcance (>4,5 Z\). Em seguida, adicionaram-se atomos de hidrogénio para
manter a integridade geométrica e estrutural do receptor. Esta dimensdo foi
suficiente para selecionar os residuos de aminoacidos que fazem parte do sitio de
interacdo da ROCKZL. Utilizou-se como base o ligante disponivel no sitio
catalitico para a construgdo das estruturas tridimensionais dos 51 analogos
(Tabela 1). Eles foram otimizados via mecénica molecular através do campo de
forca CHARMM (BROOKS et al., 1983) e as cargas atbmicas parciais
calculadas por meio do software Discovery Studio (Discovery Studio 2.1,
Accelrys Inc., San Diego, CA, USA), utilizado para todos 0s passos

anteriormente descritos.
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4.2 QSAR

Os compostos em 3D foram transferidos para o programa 4D-QSAR
(THE CHEM21 GROUP INC, 1997), a fim de investigar a correlagdo estrutura-

atividade.

4.2.1 Simulacéo de dindmica molecular

A quarta dimensdo na metodologia de QSAR-4D corresponde a
amostragem conformacional em funcdo do tempo de simulagdo de dindmica
molecular (SDM). As estruturas dos complexos otimizados no sitio ativo da Rho
Quinase foram submetidas ao processo de SDM, com o objetivo de gerar um
perfil de amostragem conformacional (CEP, do inglés conformational ensemble
profile) para cada composto, permitindo, assim, investigar a flexibilidade
conformacional do ligante (THE CHEM21 GROUP INC, 1997; HOPFINGER et
al., 1997).

Este método calcula o comportamento do sistema por meio das equacées
de movimento de Newton para um intervalo de tempo discreto. O conjunto de
configuracdes de simulacdo ira formar a trajetoria de atomos de sistema que
fornecem conformacdes termodinamicamente acessiveis para 0s compostos em
analise (SPOEL et al., 2005).

Essas conformagdes serdo utilizadas no formalismo QSAR-4D. Ent&o, é
necessaria uma estrutura contendo a posic¢do inicial para todos os 4&tomos do
sistema; 0 proximo passo é calcular a for¢a que age em cada 4&tomo por meio da
expressdo da derivada da energia potencial V em relagdo as posi¢des atbmicas,

como pode ser visto na equagdo 1.



37

F=_% 1)
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Com as informacBes de forca e velocidade sdo calculadas as energias
potenciais e cinéticas. Os potenciais de interacdo utilizados para calcular Vtotal
sdo derivados de um campo de forca molecular escolhido para realizar as
simulagdes. Nesse caso, a energia é assumida como sendo a soma dos termos
potenciais que descrevem o estiramento de ligaces covalentes, as deformactes
angulares, as tor¢des de ligacdo e as interacdes de van der Waals e eletrostaticas,
entre outras, como pode ser visto na Equacéo 2.

Vtot = Vestiramento + Vdef angular + Vtorgao + VvdwW (2)

+ Vcoulomb + ---

Os célculos de dindmica foram executados a temperatura de 300 K, a
fim de permanecer préximo a temperatura utilizada nos ensaios biolégicos. O
tempo de amostragem da simulacdo foi de 50 os, com intervalos de 0,001 os,
gerando, assim, 500 conformacgfes de cada composto. Aplicou-se também uma
funcdo dielétrica dependente da distancia, € =3*r;;, no intuito de simular o efeito
do solvente. Adicionalmente, os atomos correspondentes ao carbono alfa da
proteina e 0 atomo de enxofre comum a todos os compostos foram fixados para
prevenir uma grande mudanca conformacional dos ligantes, o que poderia

resultar em conformacgdes estericamente proibidas.
4.2.2 Definicao do alinhamento

O alinhamento é uma das etapas mais importantes na metodologia de

QSAR-4D, pois ele € o caminho no qual os compostos do conjunto de
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treinamento e teste sdo comparados. Neste trabalho, pressupde-se que todos os
compostos da série em estudo apresentam o mesmo modo de ligagdo no sitio
ativo Rho quinase, atribuido ao fato de que os compostos sdo andlogos
estruturais e que, portanto, devem apresentar os mesmos tipos de interacao, visto
que sdo capazes de inibir a atividade da enzima. Foram realizados dez
alinhamentos, utilizando-se as ordenadas pertencentes aos atomos de Co dos
residuos de aminoacidos presentes no sitio catalitico da proteina e a um atomo
do ligante. Sdo eles: (1) Alal03, Lys105, S25; (2) S25, N21, Alal03; (3)
Alal03, Metl153, S25; (4) Alal03, S25, Lys105; (5) S25, Alal03, Lys105; (6)
Lys105, Alal03, S25; (7) S25, Lys105, Alal03 (8) Lys105, S25, Alal03 (9)
S25, Alal03, N21 e (10) Alal03, S25, Met153 (Figura 4).

4- (4 pyridyl) -2- thiazolyl

@(A%/

Urea Ianage

I\/Iet153
Ala103 '—YS105

Figura 4 Representacdo dos atomos fixados nos alinhamentos destacados

4.2.3 Definicao do tamanho das células

O CEP para cada composto obtido por SDM foi inserido dentro de uma
caixa composta por células cubicas que podem ter dimens@es variadas. Quanto
menor o tamanho da célula, mais refinados serdo os modelos, entretanto, o
tempo de analise aumenta devido ao maior nimero de variaveis geradas. O

tamanho da célula de grade foi definido como 2 A, o que corresponde ao niimero
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inteiro mais proximo de duas vezes ao raio de van der Waals do atomo de
hidrogénio (ryaw= 1,2 A).

4.2.4 Definicéo dos elementos de interacdo farmacoforica

Os atomos de cada composto foram classificados em seis tipos de
elementos de interacdo farmacoférica (IPE, do inglés interaction
pharmacophore element), correspondendo aos tipos de atomos que podem
ocupar cada célula da caixa, de acordo com a metodologia de QSAR-4D
(HOPFINGER et al., 1997). Os IPEs sdo classificados em ndo polares (np),
polares com carga positiva (p+), polares com carga negativa (p-), aceptores de
ligagdo hidrogénio (ha), doadores de ligacdo hidrogénio (hd) e sistemas
aromaéticos (ar).

A frequéncia de ocupacdo de cada célula da caixa por cada tipo de IPE
forma o conjunto de descritores de ocupacdo da célula (GCOD, Grid Cell
Occupancy Descriptor) que serd utilizado na construcdo dos modelos de QSAR-
4D.

4.2.5 Obtengdo dos modelos de QSAR-4D

A fim de excluir ruido ou dados inuteis, bancos de dados nomeados
DB1, DB2 e DB3 foram gerados. A base de dados DB1 foi construida
excluindo-se as variaveis em gque GCODs sdo iguais a zero para todas as
moléculas; os bancos de dados DB2 e DB3 foram construidos excluindo-se as
variaveis em que GCODs tém valores de corte de variancia de até 0,1 e 1,0,
respectivamente.

Os GCODs com alto peso em cada banco de dados provenientes da

reducdo de dados foram processados em conjunto com o0s valores de atividade



40

bioldgica (variavel dependente), utilizando-se uma metodologia que combina
algoritmos genéticos (GA, do inglés genetic algorithm) (JIN; HOPFINGER,
1994) e minimos quadrados parciais (PLS, do inglés partial least squares),
denominada de aproximacdo da funcdo genética (GFA, do inglés genetic
function approximation). As grandes vantagens do GFA sdo a construcao e a
otimizacdo de mdltiplos modelos, em vez da otimizacdo de apenas um Unico
modelo (ROGERS; HOPFINGER, 1994).

Os calculos de GFA foram realizados no programa Wolf 6.2 (ROGERS;
HOPFINGER, 1994) e iniciados com 100 modelos (equacdes) gerados
aleatoriamente, com taxa de probabilidade de mutagdo de 50%. O crossover foi
variado entre 50.000 e 90.000 e o smoothing factor, que controla o nimero de
descritores (GCODs) nos modelos de QSAR, foi variado de 0,1 a 0,5, no intuito
de se obter equagBes com, no maximo, oito termos. Equa¢Ges com mais de oito
termos possivelmente provocara um superajuste (overfitting) nos dados, pois o
nimero maximo de termos pode ser definido pelo nimero de compostos
utilizado no conjunto de treinamento, dividido por 5 (KUBINY 1, 2008).

Os modelos gerados para cada alinhamento foram ordenados pelo valor
do fator de desajuste (LOF, do inglés lack-of-fit) (Equacdo 3) de Friedman, que é
a medida dos minimos quadrados penalizados; quando dois métodos tém o
mesmo erro de minimos quadrados, aquele que tiver o0 menor nimero de termos
sera escolhido (ROGERS; HOPFINGER, 1994).

LSE
T ?
M

em que ¢ é o nimero de termos no modelo, d é smoothing factor, p é o nimero
total de variaveis contido em cada termo e M é o nimero de compostos, LSE

erro.
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A validacdo é um passo crucial para avaliar a robustez dos modelos de
QSAR. O primeiro indice que se utiliza é o coeficiente de determinacio (r?), que
é uma medida de ajuste de um modelo estatistico linear generalizado em relacdo
aos valores observados. Um valor de r? maior que 0,7 indica que o modelo esta
correlacionado e pode ser utilizado para calcular a atividade do conjunto de

teste.
4.2.6 Validagéo interna dos modelos

Os melhores modelos obtidos por GFA foram submetidos a validag&o
interna (validacdo cruzada). A técnica de validacdo interna é denominada de
leave-one-out cross-validation (LOO-cv, g, na qual cada composto do
conjunto de treinamento é eliminado por vez e os coeficientes da equagdo sdo
recalculados, até que todos os componentes tenham sido eliminados uma vez. O
indice estatistico gerado nesse processo é o coeficiente de correlagdo quadréatico
da validacdo cruzada, g° ou r%, (SENESE et al., 2004).

Os valores de g° devem ser transformados em qzajustado, demonstrado pela
Equacéo 4, o que permite a comparagdo entre modelos com nimero diferente de
variaveis e a punicdo quando o modelo inclui variaveis irrelevantes. Modelos
com valores de Q%juswie Maiores que 0,5 sdo considerados bons modelos
preditivos (CALDAS; RAMALHO; CUNHA, 2014).

2 _ (n-1)(1-g?)
Qajustado = 1 — T (n—k-1) (4)

Nesta equacdo, g° corresponde ao quadrado do coeficiente de correlagio
apos a validagdo cruzada, n corresponde ao nimero de compostos do conjunto
de treinamento e k corresponde & quantidade de varidveis independentes do

modelo.
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4.2.7 Validacao externa dos modelos

Os melhores modelos obtidos de cada alinhamento foram submetidos a
validacdo externa, utilizando-se o conjunto de teste contendo nove compostos
(grupo teste I: 1, 22, 30, 31, 35, 38, 39, 41 e 43; grupo teste II: 3, 5, 6, 14, 17, 18,
28, 44 e 47 e grupo teste I1I: 9, 12, 15, 21, 32, 37, 48, 50 e 51, disponiveis na
Tabela 1) que ndo foram incluidos no desenvolvimento dos modelos de QSAR-
4D. As equacgdes sdo geradas com base nos compostos do conjunto de
treinamento e a capacidade preditiva dos modelos € julgada com base na
previsdo Rzpred . Este processo verificard a capacidade do modelo de predizer a
atividade biol6gica de moléculas congéneres.

O valor de Rzpred ¢ altamente dependente da média do grupo de
treinamento. Entdo, somente o seu uso ndo garante uma verdadeira reflexdo da
predicdo externa. Portanto, Roy et al. (2009) definiram uma equagdo modificada
para Rzpred que dé a importancia para a diferenca entre r? e r%,. Esta Equaco esta
apresentada abaixo (Equacao 5).

r2=r%1- r2— 1 (5)

em que r?é o quadrado do coeficiente de correlacio entre os valores observados
e preditos e r% é o quadrado do coeficiente de correlacdo entre os valores
observados e preditos com intersecdo no eixo zero. Valores maiores que 0,5

podem ser um bom indicativo de uma boa previsibilidade externa.
Validacao Y-randomization (R%y.rang) € R%

A significancia estatistica da relacdo entre a atividade bioldgica e os

descritores pode ser verificada pelo teste de aleatoriedade, que consiste na troca



43

dos valores das varidveis independentes de forma aleatdria. Para um modelo de
QSAR aceitavel, o valor de R?...q deve ser menor que o coeficiente de
correlacdo do modelo ndo randomizado. Utiliza-se um pardmetro que penaliza o

modelo pela diferenca entre R%, .na € R2 Este parametro pode ser calculado pela

Equacéo 6.
RI% =r? ri- R%—rand (6)

Na equacao, r* é o coeficiente de determinagdo e R%/ . and € 0 valor
encontrado ap6s a aleatoriedade. O valor encontrado para R% deve ser maior que
0,5, para um modelo aceitavel (ROY et al., 2009).

4.2.8 Definicao do dominio de aplicabilidade

Um modelo de QSAR deve idealmente predizer a propriedade alvo de
qualquer composto, desde que cada descritor quimico possa ser calculado.
Porém, os modelos predizem a atividade de novas moléculas a partir da
interpolacdo dos compostos do conjunto treinamento, o que pode implicar num
erro, caso as estruturas quimicas sejam muito diferentes das estruturas usadas na
construgdo do modelo (TROPSHA, 2010).

Para impedir a extrapolacdo extrema por parte dos modelos, deve ser
calculado o dominio de aplicacdo (AD, do inglés applicability domain), ou

limite de similaridade, por meio da Equacéo 7.

AD =¥ +Zo )
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em que ¥ ¢ a média da distancia euclidiana dos k vizinhos mais proximos para
cada composto do conjunto treinamento; Z € um parametro para controle do
nivel de significancia e flexibilidade da extrapolagcdo e ¢ € o desvio padrdo das
distancias euclidianas.

O valor de Z foi definido como 0,5, valor este que introduz o limite para
0 qual cada composto sera predito, representando, assim, metade do desvio
padrdo mencionado acima. Se a distancia de um composto externo até pelo
menos um dos seus vizinhos no conjunto treinamento exceder esse limite, a
predicdo é considerada inviavel (TROPSHA; GOLBRAIKH, 2007).

4.3 Otimizacao estrutural e drug-likeness

Com base na interpretacdo dos descritores obtidos pelo modelo de
QSAR, foi possivel propor alteragBes estruturais nos compostos estudados,
empregando técnicas como bioisosterismo e hibridizacdo molecular, a fim de
otimizar a sua afinidade com a ROCK1.

O bioisosterismo é uma estratégia de modificacdo molecular de um
protétipo baseada na troca de fragmentos moleculares que apresentem
propriedades  fisico-quimicas similares, como, por exemplo, volumes
moleculares, formas, distribuicGes eletrdnicas e propriedades fisico-quimicas
semelhantes (FRIEDMAN, 1951). J& a hibridizagdo molecular visa a reunido de
caracteristicas estruturais parciais de duas substancias biotivas distintas em uma
nova molécula. Esta reunido origina uma nova substancia que podera apresentar
a atividade de uma das substancias originais ou conjugar ambas as atividades em
uma Unica molécula (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Drug-likeness é um equilibrio complexo de vérias propriedades
moleculares e caracteristicas de estrutura particular que determinam se a

molécula é semelhante as drogas conhecidas. Estas propriedades, principalmente
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hidrofobicidade, distribuicdo eletrnica, as caracteristicas de ligacdo de
hidrogénio, tamanho da molécula e flexibilidade de ligacdo, influenciam o
comportamento da molécula em um organismo vivo, incluindo a
biodisponibilidade, as propriedades de transporte, a afinidade para proteinas, a
reatividade, a toxicidade, a estabilidade metabolica e muitos outros (VISTOLI;
PEDRETTI; TESTA, 2008). As moléculas propostas foram desenhadas no
software Molinspiration Online Property  Calculation Toolkit

(http://www.molinspiration.com/), a fim de avaliar os critérios discutidos acima.

4.4 Docking

No intuito de avaliar se as moléculas propostas interagem com o sitio
ativo da ROCK1 de maneira semelhante ao ligante cristalizado junto a enzima
de cddigo 3TV7, aplicou-se o estudo de docking.

Esta metodologia de ancoramento molecular visa prever os modos de
interacdo do ligante dentro do alvo molecular, com base na hip6tese de que um
valor mais baixo de energia representa uma melhor interacdo entre a proteina e
seu ligante, contribuindo, assim, para elucidar os principais elementos que
favorecem essas interacdes (GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

O docking foi realizado utilizando-se o software Molegro Virtual
Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Previamente, as
estruturas propostas foram otimizadas por mecanica molecular e submetidas ao
célculo de energia parcial utilizando-se 0 método semiempirico RM1. Apenas 0s
ligantes foram considerados flexiveis durante a simulacdo. Foram realizados 50
ancoramentos para cada ligante, utilizando-se o algoritmo de evolucdo
diferencial guiada, em que cada ancoramento gera uma representacéo (pose). Os

parametros utilizados foram o do default, exceto para a populagdo, que foi


http://www.molinspiration.com/
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aumentada de 50 para 100. A funcdo de pontuacdo selecionada foi a MolDock
score, com resolucdo de grade de 0,30 A,

MolDock é uma funcdo de pontuacdo empirica derivada da funcédo de
pontuacdo potencial linear por partes, em inglés piecewise linear potential
(PLP), proposta por Gehlhaar et al. (1995) e depois estendida por Yang e Chen
(2004). O MolDock incrementa ainda mais essas funcdes considerando um
termo para ligagdes de hidrogénio e um para cargas, denominado de Epp. A

equacao geral do MolDock score pode ser vista na Equagéo 8.
Escore = Einter + Eintra (8)
em que Einter representa a energia intermolecular expressa por

igi
Einter = Y ligante Y enzima Eplp rij + 332,0 % ©)

O termo Eintra representa a energia interna do ligante.

Eintra = Yligante Y enzima Eplp rij (10)
+ ligflexiveis A 1 — cos m.6.0zero

— Eclash

em que 0 é o angulo torsional da ligagdo; 0 termo Eclash representa uma
penalizacdo de 1.000, se a distancia entre dois atomos pesados (separados por
mais de duas ligacBes) for menor que 2,0 A. Se um atomo pesado do ligante é
posicionado fora da regido do sitio ativo, uma penalidade de 10.000 é aplicada a

energia total.
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As melhores poses foram selecionadas a partir da melhor pontuacéo
docking score que busca as conformagdes que mais se assemelham a

conformacdo do ligante cristalizado no sitio ativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Alinhamentos para grupos teste I, 11 e 111

A partir do conjunto de equacgdes geradas pelo programa 4D-QSAR,
foram selecionadas as melhores equacGes de QSAR para cada alinhamento.
Estas equacdes foram avaliadas pelos seus parametros estatisticos para
selecionar a melhor equagdo para cada banco de dados. Os alinhamentos
realizados com o grupo teste | (moléculas 1, 22, 30, 31, 35, 38, 39, 41 e 43)
apresentaram bons valores de validagédo (Tabela 3).



teste | e seus respectivos cortes

Tabela 8 Resumo dos resultados dos melhores modelos de QSAR-4D, obtidos para os dez alinhamentos com o grupo

Alinhamento  GCOD r RMSE: q’%cv RMSEq, Oy Fpred Ricest R%y-rand Ry’

Ali1_0.01_1 8 0,848 0,172 0,785 0,378 0735 0535 0514 0,69 0,337
Ali1 0.1 1 8 0,832 0,173 0,727 0,411 0664 0482 0518 056 0,433
Ali2_0.01_1 8 0,87 0,141 0,77 0,380 0,717 -0,160 0,013 0,83 0,174
Ali2 0.1 1 8 0,858 0,146 0,754 0,391 0,697 -0,023 0,082 081 0,187
Ali3_0.01_1 8 0,799 0,207 0,527 0,536 0,418 -0978  -0,00 064 0,318
Ali3 0.1 1 8 0,794 0,233 0,593 0,496 0,499  -0,002 0,096 055 0,392
Ali4_0.01_1 8 0,856 0,155 0,721 0,415 0657 0,182 0,248 0,26 0,660
Ali4 0.1 1 8 0,785 0,221 0,61 0,487 0520 -0,117 0,017 0,63 0,309
Ali5_0.01_1 8 0,812 0,224 0,735 0,407 0674 0452 0402 077 0,166
Ali5 0.1 1 8 0,751 0,234 0,64 0,475 0557 -0,147 0,073 067 0,213
Ali6_0.01_1 8 0,852 0,185 0,63 0,480 0545 0273 0251 0,66 0,373
Ali6_0.1 1 8 0,816 0,199 0,714 0,422 0,648 0,078 01153 057 0,404
Ali7_0.01_1 8 0,807 0,229 0,7 0,434 0631 -0824 0,002 065 0,319
Ali7 0.1 1 8 0,786 0,243 0,7 0,430 0631 0241 0224 067 0,267
Alig_0.01_1 8 0,831 0,191 0,755 0,392 0699 0280 00282 034 0,582
Alig 0.1 1 7 0,806 0,186 0,698 0,435 0639 -0577 0,000 017 0,642
Ali9 0.01_1 8 0,866 0,138 0,786 0,365 0,737 -0653 0,014 0,80 0,222
Ali9 0.1 1 7 0,856 0,138 0,785 0,367 0,743 -0,230 0,087 087 3

Ali10 0.01_1 8 0,845 0,184 0,729 0,411 0,667 -0615 0,008 047 0,517
Ali10 0.1 1 8 0,802 0,204 0,687 0,443 0615 -0443 0011 057 0,386

67
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Pode-se observar que todos os alinhamentos apresentam um coeficiente
de determinagdo (R?) maior que 0,7 e um valor de Q%, (pardmetro calculado na
validacdo leave-one-out) maior que 0,5, que sdo valores aceitaveis para um bom
modelo de QSAR (SANTOS-GARCIA et al., 2015). Analisando-se os valores
de Qza,-ustado observa-se que o alinhamento ali3_0.01_1 ndo apresenta valor
superior a 0,5, que é o valor minimo aceitavel para esse parametro, levando,
assim, a sua exclusdo. Outro pardmetro utilizado na validacdo dos modelos foi o
Rzpred e, de acordo com os resultados obtidos nesta validacdo, somente o
alinhamento alil_0.01_1 apresenta valor > 0,5 e, portanto, 0S outros
alinhamentos ndo foram utilizados.

Os mesmos parametros foram avaliados (Tabela 4) para os alinhamentos
realizados com o grupo teste Il, que abrange as moléculas 3, 5, 6, 14 17, 18, 28,
44 e 47.



Tabela 9 Resumo dos resultados dos melhores modelos de QSAR-4D obtidos para os dez alinhamentos com o grupo teste

Il e seus respectivos cortes

Alinhamento  GCOD r’  RMSEc Qcy RMSEc,  Qlagi Mored  Rimeest
Ali1_0.01_2 8 0831 0169 0765 0370 0,711 0666 0438
Alil 0.1 2 8 0778 0202 0692 0424 0621 0754 0525
Ali2_0.01_2 8 0839 0147 0764 0371 0710 0455 0,354
Ali2 0.1 2 8 083 0181 0753 0378 0,696 0145 0,124
Ali3 0.01 2 7 0761 0213 0674 0435 0,610 -0,356 -0,257
Ali3 0.1 2 8 0717 0258 0578 0496 0481 0583 0,444
Ali4_0.01_2 8 0,79 021 0599 0474 0507 -0816 -0,775
Ali4 0.1 2 8 0721 0243 0558 0503 0456 0421 0,342
Ali5_0.01_2 8 0789 0193 0,58 0491 0484 -2738 1578
Ali5 0.1 2 7 0685 0272 055 0511 0462 -6405 15820
Ali6_0.01_2 8 0821 0188 0,75 0382 0692 0038 0,035
Ali6_0.1 2 8 0743 027 0557 0499 0455 0576 0,330
Ali7 0.01_2 8 0816 0193 0677 0434 0,603 -0,920 -0,001
Ali7 0.1 2 8 0747 0279 0606 0476 0515 0233 0,184
Ali8 0.01_2 7 0753 0212 0628 0459 0,555 0,310 0,296
Alig 0.1 2 8 0711 0264 0,56 0505 0459 0566 0,603
Ali9_0.01_2 8 0824 0168 0683 0428 0,610 0055 0211
Ali9 0.1 2 8 0854 0133 0779 0358 0,728 0741 0,662
Ali10_0.01_2 8 0821 0197 0732 0394 0,670 -1,464 -0,000
Ali10 0.1 2 7 0758 0244 0644 0453 0574 -0157 0,157

RZY-rand
0,76
0,66
0,47
0,46
0,89
0,17
0,74
0,66
0,73
0,14
0,80
0,64
0,75
0,64
0,08
0,10
0,48
0,44
0,96
0,95

Ry
0,221
0,267
0,509
0,512

0,530
0,176
0,178
0,191
0,505
0,118
0,238
0,209
0,244
0,617
0,555
0,483
0,549

18
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Como todos os alinhamentos apresentam um coeficiente R* maior que
0,7 e Q%, maior que 0,5, passou-se a analisar 0 parametro Qzajustado, 0 que
permitiu excluir os alinhamentos ali3 0.1 2; ali4 0.1 2; ali5 0.01 2;
ali5 0.1 2; ali6_0.1_2 e ali8_0.1_2, por apresentarem valores inferiores a 0,5.
Observando-se os valores de Rzpred foi possivel excluir os alinhamentos
ali2_0.01 2; ali2 0.1 _2; ali3_0.01_2; ali4 0.01_2; ali6_0.01_2; ali7_0.01_2;
ali7_0.1_2; ali8_0.01_2; ali9 0.01 2; alil0 _0.01_2; ali10 0.1 2. O valor de
Rzpred ¢ dependente da média do grupo de treinamento. Para evitar
superestimacéo de valores, fizeram-se os célculos de M testes que é uma validagéo
adicional para o grupo teste. Nesta validagcdo, somente os alinhamentos
alil_0.1_2 e ali9_0.1_2 apresentaram resultados satisfatorios (>0,5) e, portanto,
somente estes dois alinhamentos foram considerados.

Analisando-se os alinhamentos com o grupo teste 11l (moléculas 9, 12,
15, 21, 32, 37, 48, 50 e 51), na Tabela 5, verificou-se que 0 mesmo apresenta
valores superiores a 0,7 e 0,5, para os parametros R* & Q%y, porém, 0 Qjustado
ndo apresenta valores >0,5 para os alinhamentos ali3_0.01_3; ali4 0.1 _3;

ali5_0.1_3eali8_0.1_3, o que causou a exclusdo deles.



teste 111 e seus respectivos cortes

Alinhamento GCOD r* RMSEc Q’cy RMSEc,  Olagi Mored  Rmeest
Ali1_0.01 3 8 085 017 0779 0368 0,728 0386 0,356
Ali1 0.1 3 8 082 0175 0722 0409 0658 0532 0,496
Ali2_0.01_3 8 0842 0161 0758 0387 0702 -120 -0,149
Ali2_ 0.1 3 8 0811 0192 0714 0420 0648 0068 0,064
Ali3 0.01_3 8 0749 0281 0576 0509 0479 0387 0,335
Ali3 0.1 3 8 0779 026 0615 0487 0527 -095 0,001
Ali4 0.01_3 8 0854 0172 0741 0401 0681 0235 0,240
Ali4_0.1 3 8 0703 0276 0567 0517 0468 -0,09 0,044
Ali5_0.01_3 7 0773 0234 0672 0447 0608 0503 0,520
Ali5 0.1 3 8 077 0234 0517 0534 0406 -184  -0,089
Ali6_0.01_3 7 0824 0167 0743 0397 0693 0019 0,051
Ali6_0.1 3 7 077 0257 0675 0449 0611 -163 0,504
Ali7 0.01_3 8 0816 0217 0715 0421 0649 0411 0,363
Ali7_ 0.1 3 8 0747 0283 0601 0495 0509 0051 0,171
Ali8 0.01_3 8 0792 0233 0648 0460 0567 0189 0,249
Alig 0.1 3 8 0729 0252 0548 0522 0444 0505 0,491
Ali9_0.01_3 8 0864 0139 0783 0364 0733 -1,92 -1,366
Ali9_0.1 3 8 085 0,168 08 0353 0,754 0,366 0,326
Ali10_0.01_3 8 0824 0207 0726 0411 0663 -3,69 0,047
Ali10 0.1 3 8 0802 00204 0687 0443 0615 0832 0742

RZY-rand
0,69
0,57
0,75
0,79
0,69
0,52
0,68
0,67
0,19
0,20
0,66
0,67
0,57
0,67
0,29
0,16
0,91
0,89
0,85
0,54

Tabela 10 Resumo dos resultados dos melhores modelos de QSAR-4D obtidos para os dez alinhamentos com o grupo

R,
0,348
0,41
0,255
0,117
0,181
0,396
0,356
0,127
0,590
0,581
0,333
0,243
0,404
0,207
0,561
0,549

0,410

€5
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Os valores do parametro Rzpred mostram que apenas os alinhamentos
alil_0.1_3; ali5_0.01_3; alil0_0.1_3 mantiveram-se > 0,5, que € 0 minimo
aceitavel para esta validacdo. Quando se observam os valores de M teste, VE-SE
que apenas os alinhamentos ali5_0.01_3 e alil0_0.1_3 permaneceram no limite
desejavel.

ApOs as analises preliminares das validacbes para todos 0s grupos,
apenas os alinhamentos alil 0.01 _1; alil 0.1 2; ali5 0.01 3; ali9 0.1 2 e

alil0_0.1_3 (Tabela 6) permaneceram para a construgdo do modelo.



Tabela 11 Resumo dos resultados dos melhores alinhamentos de RD-4D-QSAR obtidos apds validacdo

Alinhamento  GCOD R’ RMSEc  Q%v RMSEc,  Qiustado R’pred Focteste  Rovorand Ry

Alil 0.01 1 8 0,848 0,172 0,785 0,378 0,7358 0,5350 0,5142 0,69 0,3370
Alil 0.1 2 8 0,778 0,202 0,692 0,424 0,6216 0,7541 0,5254 0,66 0,2672
Ali5 0.01 3 7 0,773 0,234 0,672 0,447 0,6082 0,5032 0,5201 0,19 0,5902
Ali9 0.1 2 8 0,854 0,133 0,779 0,358 0,7284 0,7411 0,6172 0,44 0,5494
Alil0 0.1 3 8 0,802 0,204 0,687 0,443 0,6154 0,8326 0,7590 0,54 0,4105

GS
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Analisando-se 0s pardmetros de R%y...q Observa-se que todos os
alinhamentos foram satisfatdrios, pois todos apresentaram valores inferiores aos
respectivos R% J& para o parametro R?%, somente os valores encontrados para 0s
alinhamentos ali5 0.01 3 e ali9 0.1 2 estdo dentro da faixa ideal > 0,5.
Comparando-se 0 numero de compostos outliers entre os alinhamentos,
verificou-se que ali9 0.1 2 apresentou trés compostos e ali5 0.01 3 ndo
apresentou nenhum composto outlier. Por este motivo, o Ultimo foi escolhido
para prosseguir com a analise dos GCODs.

Na Figura 5 observa-se o dominio de aplicabilidade do modelo e nota-se
gue tanto os compostos do conjunto treinamento guanto os de treino encontram-
se dentro do dominio (entre -2,5 e 2,5). O composto 22, apesar de apresentar
maior influéncia, o que poderia indicar uma dependéncia do modelo em relagdo
a esse composto, apresenta uma variacdo de distancia menor que 0,1 em relacéo
a distribuicdo espacial do composto 27, o que contribui para demonstrar a
fiabilidade do modelo selecionado.

L2

Sl . W3 .z

Studentized residuals

45 t2 -

= I i I 1 ] i
0 01 02 03 04 05 06

Sample leverages

Figura 5 Grafico de Williams para o modelo Ali5_001_3
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5.2 Analise dos descritores

O melhor modelo do alinhamento ali5_0.01_3 (Modelo 1) gerou 7
descritores (GCODs), dos quais cinco apresentaram coeficientes positivo, (1)
(3,3,-3,np), (2) (1,4,-1ar), (3) (2,3,1,np), (4) (0,1,-1,ha), (5) (0,-2,1,np), e
correspondem a interagdes favoraveis entre os substituintes dos compostos e 0s
residuos de amino&cidos do sitio catalitico da enzima. Assim, substituintes com
as caracteristicas (IPEs) selecionadas nessas posi¢des aumentam a poténcia dos
compostos. Os GCODs (6) (4,2,-2,ar) e (7) (0,4,-3,np) apresentaram coeficientes
negativos, correspondendo as interagfes desfavoraveis entre os substituintes dos
compostos e os residuos de aminoacidos da ROCK (a tabela de frequéncia de
ocupagdo dos descritores encontra-se no Apéndice 1). Uma representacdo

grafica desse modelo e seus descritores pode ser vista na Figura 6.

W

N =
[ 1)
7
I @®
\P

Q0 =

if =

Figura 6 Representacdo dos residuos de aminoacidos com a molécula (29)
menos ativa. As esferas em verde representam os GCODs positivos e
as em vermelho, os negativos
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A Equacdo 11 representa o0 Modelo 1 do alinhamento ali5_0.01_3. Os
nimeros entre parénteses indicam as coordenadas cartesianas X, y e z da célula
da caixa e as letras entre parénteses indicam o tipo de IPE dos aomos que

ocupam a célula.

pICsy = 4,43 — 0.64(4,2,-2,ar) + 1,24(2,3,1,np) + 0,90(0,1,-1,ha) + (11)
1,38(1,4,-1,ar) + 4,31(3,3,-3,np) — 0,82(0,4,-3,np) + 0,59(0,-2,1,np)

A fim de compreender melhor o comportamento dos dados ajustados
para 0 modelo, a matriz de correlacdo cruzada entre os diferentes GCODs no
modelo 1 foi calculada. N&o existe correlagdo entre pares de GCODs, pois
apresentam r< 0,5, indicando pouca tendéncia de um descritor estar
influenciando o outro, ou seja, cada descritor contribui de maneira Gnica na
construgdo do modelo de RD-4D-QSAR (KUBINYI, 2008).

O GCOD(1) (3,3,-3,np) esta relacionado a substituintes apolares e é o
descritor que mais contribui para 0 aumento na poténcia dos compostos. Esta
localizado proximo ao residuo de aminoécido apolar Gly85 e o hidrogénio do
anel benzénico, o que pode favorecer interacdes de van der Waals entre este
aminoacido e o inibidor. Este GCOD apresentou maior frequéncia de ocupagdo

para o composto 30 (Figura 7).
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Figura 7 Representacdo dos residuos de aminoacidos. Em destaque, Gly85 com
a molécula 30. A esfera em destaque representa 0 GCOD(1)

O GCOD(2) (1,4,-1,ar) tem o segundo coeficiente mais positivo e
mostra que o IPE do tipo aromatico influencia bastante o aumento da atividade
dos compostos. Este descritor apresentou alta frequéncia de ocupacdo para o
composto 33 (Figura 8) e localiza-se proximo ao anel tolueno da molécula que
se encontra proximo ao residuo de aminoécido aromético Phe87, sugerindo uma

interagdo do tipo 7-m.
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Figura 8 Representacdo dos residuos de aminoacidos. Em destaque, Phe87 com
a molécula 33. A esfera em destaque representa 0 GCOD(2)

Para o GCOD(3) (2,3,1,np) (Figura 9), que é do tipo apolar com
coeficiente positivo, os compostos 19 e 44 apresentaram maior frequéncia de
ocupacgdo e estad situado entre o atomo de hidrogénio do anel benzénico e o

residuo de aminoacido Val90, favorecendo interagdes do tipo van der Waals.
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Figura 9 Representacdo dos residuos de aminoécidos em destaque Val90, com a
molécula 19. A esfera em destaque representa 0 GCOD(3)

O GCOD (4) (0,1,-1,ha) apresenta um IPE do tipo aceptor de ligacdo de
hidrogénio com maior frequéncia de ocupacéo para o composto 2 (Figura 10), o
gual se localiza proximo ao grupo carbonil (urea linkage) que atua como
aceptor. Ja o hidrogénio ligado ao nitrogénio do residuo de aminoacido Lys105
atua como doador, favorecendo, assim, a ligacdo de hidrogénio, conforme pode
ser visto no estudo publicado por Pireddu et al. (2012) (Figura 11), sugerindo a

importancia dessa ligacao.
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Figura 10 Representacdo dos residuos de aminoécidos. Em destaque, Lys105
com a molécula 2. A esfera em destaque representa 0 GCOD(4)
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Figura 11 InteracOes entre os residuos de aminoacidos Met 156, Lys105 e Asp
216 com um ligante da série congénere. As interacBes pontilhadas
representam as ligagbes de hidrogénio. Adaptada de Pireddu et al.
(2012)

O GCOD (5) (0,-2,1,np) é do tipo apolar com coeficiente positivo e
apresenta frequéncia de ocupagdo para todos os compostos (Figura 12). Esta
localizado entre o hidrogénio do anel piridina (grupo 4-(4-piridil)-2-tiazol) e o
residuo de aminoacido Leu205. E importante ressaltar que os outros residuos de
aminoacidos da regido (Met156, Ala215) também sdo apolares, o que favorece
interacOes do tipo van der Waals. Além disso, nessa regido é possivel observar
interaces de ligacdo de hidrogénio entre o NH do residuo de aminoéacido
Met156 e 0 4&tomo de nitrogénio do anel piridina, conforme descrito por Pireddu
etal. (2012).
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Metl56

Figura 12 Representacdo dos residuos de aminoacidos. Em destaque, Met156,
Leu205, Ala215 com a molécula 25. A esfera em destaque representa
0 GCOD(5)

O GCOD(6) (4,2,-2,ar) é aromatico e tem um coeficiente negativo
(Figura 13), indicando que a ocupagdo desta célula da caixa por &tomos
aromaticos resulta em um decréscimo na poténcia dos compostos. Este descritor
esta situado entre o anel benzénico e o residuo de aminoacido polar basico
Arg84, o residuo Lys200 e Asp 202. O composto, por apresentar um sistema 1
rico em elétrons, age como um “aceptor” da intera¢do cation-m do residuo de
Arg84 (GUIMARAES, 2012). Os compostos com maior frequéncia de ocupacio
para esse descritor foram 17, 25 e 27. Este descritor pode explicar a diferenca de
atividade dos compostos 17-18 e 26-27 dependente do centro quiral. Quando o
centro é S, a posicdo dos substituintes com ocupacdo do GCOD (4,2,-2,ar) gera
um impedimento espacial. Essa limitagdo também ocorre quando o anel fenila

do composto 25 ocupa esta posicao.
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Figura 13 Representagdo dos residuos de aminoacidos. Em destaque, Arg84 com
a molécula 25. A esfera em destaque representa 0 GCOD(6)

O GCOD (7) (0,4,-3,np) apresenta o coeficiente mais negativo,
provocando grande influéncia na atividade dos compostos e é do tipo apolar.
Este descritor apresentou alta frequéncia de ocupacao para os compostos 28, 34,
35 e 36 (Figura 14) e localiza-se proximo ao substituinte apolar ligado ao anel
benzénico, indicando que substituintes apolares ligados nessa regido ndo séo
favoraveis para a atividade, pois dificultam a interacdo descrita para 0 GCOD
(2). Esta regido situa-se na abertura de entrada do local do sitio ativo da ROCK1,
perto da parte onde havera solvente, indicando que substituintes polares devem
ser explorados.
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AN

Figura 14 Representacdo dos residuos de aminoécidos com a molécula 35. A
esfera em destaque representa 0 GCOD(7)

Analisando-se os resultados obtidos a partir do estudo de QSAR-4D foi
possivel propor modificagOes estruturais visando ao aumento da atividade desses
compostos. As bioatividades das estruturas propostas foram realizadas por meio
de um ensaio virtual de atividade na qual se aplicou a Equacdo 11 do Modelo 1
referente ao alinhamento ali5 001 3 e obtiveram-se os valores de atividade
predita (Tabela 7). As estruturas foram construidas tomando como base a

molécula 18, que é a mais ativa da série.



Tabela 12 Moléculas propostas e seus respectivos valores de plCs, predito
N© Estrutura pICsy N° Estrutura pICsy

)\%F@ 7523 P13 ;>)sﬁ©“ ' 5,985

18
|\\
b
?/OH
P1 />\>‘ 7127 P14 7,173
:‘/OH
S ¥av
P2 />‘ 7234 P15 7,121

L9



Tabela 13, continuacdo

N° Estrutura plCsq N© Estrutura plCsq
2/QH
P3 7518 P16 ; >\>_/—©~ 5,557
/ NH
oy
N
P4 6,967 P17 7,123
P5 6,474 P18 7,069

89



Tabela 14, continuacdo

N° Estrutura plCsq N© Estrutura plCsq
?/\DH "/NHQ .
P6 B >‘f© 6813 P19 / >\>\‘\/\© 6,526
| IS ~/>\ | AN N/
Nz N
é/DH NHy 2{
o % 0, kK
s s
P7 [ %r@ 7,403 P20 }‘N” 7,783
| Sy % . 1 N/>‘ N
P [
/ L/‘/OH ¢l
P8 ! ) >\”H 7,001 P21 ‘IS >‘ C:j 8,402
S N}\ ‘ S ~/>\
N‘ - NP
y !OH .
P9 B %f@ 7,091 P22 f ;j\ﬁfd 9,509
N N/>_\N AN N/
| I
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Tabela 15, concluséo

N° Estrutura plCsq N° Estrutura plCsq

OH

’1/ E/NHZ o
P10 5555 P23 N S 6,521
N/ N/>\NH
1’/ F
6,977 P24 ; >\>* C 8,379

P11

P12 7,123

0.
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O GCOD (6) mostra a preferéncia pelo centro quiral R. Por esse motivo,
manteve-se essa posi¢do para todas as moléculas propostas.

Nas moléculas P1, P2, P3, P4 e P5 foram testadas diferentes
substituintes no anel piridina onde se localiza 0 GCOD (5), que é do tipo apolar
positivo. Comparando-se as moléculas P1 e P2 com as moléculas P4 e P5 é
possivel observar um decaimento do valor de atividade predita quando os
substituintes sdo polares.

Observando-se o efeito da substituicdo em diferentes posi¢fes do anel
benzénico, fica evidente a preferéncia pela posi¢cdo meta (P7, P9, P12 e P15),
guando se compara a atividade com aquelas moléculas em orto (P8, P11) e para
(P10, P13 e P16).

As informagdes do GCOD (1), GCOD (3) e GCOD (7) mostram a
preferéncia de atomos apolares ligados a atomos polares. Com essa informacéo,
as moléculas P21, P22, P23 e P24 foram propostas.

As estruturas propostas P20, P21, P22 e P24 apresentaram uma
atividade bioldgica predita maior que a atividade experimental do composto 18,
0 qual é o composto mais ativo da série estudada. As moléculas P3 e P7, apesar
de apresentarem alto valor de atividade predita, ndo superaram o valor do
composto 18. Todavia, por apresentarem valores proximos aos do composto
mais ativo, foram mantidas para o estudo da Regra de Lipinski (LIPINSKI,
2004).

5.3 Regra de Lipinski

O objetivo da Regra de Lipinski é estimar a solubilidade e a
permeabilidade de farmacos administrados pela via oral, predizendo a influéncia
da estrutura quimica na absorcdo de um composto. Segundo Lipinski, 0s

critérios a serem analisados s&o: o log P, cujo valor limite é 5; area de superficie
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polar (TPSA) menor ou igual a 140 A; a massa molar (MW), a qual ndo deve
exceder 500 g/mol e os grupos aceptores (non) € doadores (Nopnn) de ligacdo
hidrogénio ndo devem ultrapassar a 10 e 5, respectivamente. Os resultados

podem ser vistos na Tabela 8.

Tabela 16 Propriedades moleculares

Molécula miLogP TPSA MW Non NoHNH
18 1,83 87,14 340,41 6 3
P1 2,77 87,14 354,44 6 3
P2 2,85 87,14 368,46 6 3
P3 3,72 87,14 416,51 6 3
P4 2,85 87,14 374,85 6 3
P5 2,34 87,14 358,40 6 3
P6 1,20 87,14 354,44 6 3
P7 0,89 113,16 355,42 7 5
P8 2,46 87,14 374,85 6 3
P9 2,49 87,14 374,85 6 3

P10 2,51 87,14 374,85 6 3
P11 1,95 87,14 358,40 6 3
P12 1,97 87,14 358,40 6 3
P13 2,00 87,14 358,40 6 3
P14 1,77 107,36 356,41 7 4
P15 1,33 107,36 356,41 7 4
P16 1,35 107,36 356,41 7 4
P17 1,27 92,93 339,42 6 4
P18 1,92 92,93 373,87 6 4
P19 1,41 92,93 357,41 6 4
P20 0,77 113,16 355,42 7 5
P21 2,38 87,14 388,88 6 3
P22 2,08 87,14 372,43 6 3
P23 1,82 92,93 387,90 6 4
p24 1,51 92,93 387,90 6 4

Todas as moléculas propostas estdo dentro das condicdes estabelecidas

por Lipinski, ndo cometeram nenhuma violagéo, indicando ndo terem problemas
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com a absor¢cdo, 0 que as torna possiveis candidatas a sintese e a avaliagdo
farmacoldgica.

5.4 Docking molecular

O docking é uma técnica importante para a concepcao e a otimizacao de
moléculas. Esta metodologia foi empregada no intuito de avaliar as interac6es
das moléculas propostas com a enzima ROCK. A estrutura 18 do conjunto de
treinamento foi ancorada juntamente com as propostas, a fim de se realizar a
comparagdo das interacOes. Esta molécula foi selecionada por ser a com maior

resposta bioldgica. Na Tabela 9 apresentam-se as energias obtidas no docking.

Tabela 17 Energias de docking dos compostos analisados

Molécula pICs MolDock Score Einteracao Hgond
18 7,523 -112,79 -129,02 -6,54
P1 7,127 -118,82 -136,69 -3,28
P2 7,234 -100,47 -115,60 -2,07
P3 7,518 -108,79 -129,90 -0,72
P4 6,967 -119,11 -137,75 -5,86
P5 6,474 -127,32 -132,74 -3,37
P6 6,813 -113,65 -133,10 -6,42
P7 7,403 -111,49 -129,10 -3,80
P8 7,001 -118,68 -133,96 -3,39
P9 7,091 -113,94 -133,77 -1,43

P10 5,555 -115,68 -129,62 -3,00
P11 6,977 -116,80 -136,55 -6,30
P12 7,123 -116,87 -134,11 -2,94
P13 5,985 -117,11 -133,22 -2,32
P14 7,173 -116,05 -132,80 -3,84
P15 7,121 -113,22 -134,01 -5,43
P16 5,557 -114,31 -131,81 -2,91
P17 7,123 -109,11 -128,15 -0,89
P18 7,069 -117,53 -133,84 -2,79

P19 6,526 -119,18 -136,02 -2,78




Tabela 18, concluséo

74

Molécula pICs MolDock Score Einteracso Hzond
P20 7,783 -113,96 -131,29 -3,19
P21 8,402 -121,89 -139,18 -2,90
P22 9,509 -117,33 -134,12 -6,70
P23 6,521 -123,49 -139,77 -2,65
P24 8,379 -123,93 -141,27 -3,19

A energia de interacdo das propostas P24, P23, P21, P4, P1, P11, P19,
P22, P12, P15, P8, P18, P9, P13, P6, P14, P5, P16, P20, P3 e P7, em ordem de

menor energia, € melhor que a encontrada para a molécula 18 que, por sua vez,

apresenta um valor proximo a P17. Apenas a proposta P2 apresenta valor de

interacdo superior.

Estes valores de energia corroboram o modelo obtido do estudo de

QSAR-4D, visto que as estruturas propostas mais ativas, P20, P21, P22 e P24,

apresentaram melhor valor de energia, e aquelas de atividade similar, P3 e P7,

apresentaram energia de interacdo similar.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, uma série de inibidores piridiltiazélicos para ROCK1 foi
avaliada por RD-4D-QSAR. Os melhores modelos foram obtidos a partir da
avaliacdo do conjunto de treinamento (42 compostos) e de trés grupos testes (9
compostos cada), com dez alinhamentos para cada combinacdo. O melhor
modelo foi obtido do ali5_0.01_3, em que se empregou o tamanho de célula de
grade de 2A e se obtiveram valores de validagGes r> = 0,773; Q%v = 0,672;
Qzajustado = 0,608, os quais confirmam uma robustez do modelo. Ademais, com
base na avaliacdo dos GCODs, foram propostas 24 estruturas, tomando como
base o composto mais ativo da série, tendo quatro delas (P20, P21, P22 e P24)
apresentado valores de atividade biol6gica predita maiores que o composto
referéncia. Estes compostos foram avaliados pela Regra dos Cinco de Lipinski e
ndo cometeram nenhuma violagdo; as energias de interacdo apresentadas no
docking confirmam uma boa interacdo das estruturas propostas com a enzima,

indicando que sdo promissoras candidatas a sintese e a avaliacdo farmacoldgica.
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7 DIFUSAO DE TECNOLOGIA

Os resultados deste trabalho foram enviados para um periddico de
circulacdo internacional e estd disponivel no link
http://dx.doi.org/10.1155/2016/9198582
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Apéndice |
Frequéncia de ocupacao
Molécula GCOD1 GCOD2 GCOD3 GCOD4 GCOD5 GCOD6 GCOD7
1 0,002 0 0 0,004 0,812 0 0
2 0 0,972 0 1 0,604 0 0
3 0 0 0,006 0,002 1,632 0 0
4 0 0,604 0 0,928 1,084 0 0
5 0,004 0,156 0,004 0,614 1,230 0 0
6 0 0,412 0,040 0,002 1,750 0 0
7 0 0,004 0,032 0,004 1,732 0 0
8 0 0,444 0,004 0,002 1,724 0 0
9 0 0,166 0 0,996 1,008 0 0
10 0,014 0 0 0,010 1,762 0 0
1 0 0,042 0 0,824 0,644 0 0
12 0 0,772 0 0,912 1,254 0 0,382
13 0 0,664 0 0,998 0,644 0 0
14 0 0,032 0 0 1,798 0 0
15 0,082 0,004 0 0,010 1,902 0,924 0
16 0,002 0 0 0,008 1,866 0,052 0
17 0,166 0 0 0,238 1,488 0,428 0
18 0 0,798 0 0,968 0918 0 0
19 0 0 1 0 1,786 0 0
20 0 0,800 0,002 0,004 1,494 0 0,662
21 0 0,416 0,326 0,966 0,594 0 0
22 0 0,750 0 0,998 0,762 0 0
23 0 0,710 0 0,004 1,766 0 0,004
24 0,386 0 0 0,272 1,026 0,688 0
25 0,032 0,828 0,166 0,002 1,890 1,462 0
26 0 0,746 0,026 0,924 0,904 0 0
27 0,068 0 0 0,004 1,136 1422 0
28 0 0,632 0 1 0,734 0 1,026
29 0 0 0,008 0,002 1,026 0 0,202
30 0,504 0,006 0,002 0,040 0,340 0,706 0,004
31 0 0,582 0,002 0,996 0,730 0 0,328
32 0 0,404 0,002 0,002 1,830 0 0,002
33 0 1172 0,018 1 0,734 0 0
34 0 01 0 0,536 1,234 0 0,936
35 0 0,790 0 1 0,704 0 1,060
36 0 0,750 0 1 0,562 0 0,936
37 0,526 0 0 0,232 1,082 1,064 0
38 0,360 0 0 0,402 1,734 0,484 0
39 0 0,228 0 0,996 0,826 0 0
40 0 1,164 0 0,002 1,068 0 0,616
41 0 0,416 0,004 0,002 1,626 0 0,556
42 0 0516 0 0,002 1,890 0 0
43 0 0,798 0,050 0,736 0,798 0 0
44 0 0 1 0,006 1,640 0 0
45 0,010 0 0 0 1,500 0 0
46 0,192 0 0 0,002 1,088 0 0
47 0 0 0 0,008 0922 0 0
48 0 0,148 0 0,006 1,778 0 0
49 0 0 0 0,212 0,386 0 0
50 0,276 0 0 0,010 1,048 0 0
51 0 0 0 0 1,194 0 0




