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RESUMO
Acidos hidroxamicos sdo potentes inibidores das enzimas histonas deacetilase e anidrase
carbonica. A inibicdo dessas enzimas tem mostrado atividades contra diversos tipos de
patologias e doencas. Nesse trabalho, temos investigado por ancoragem molecular e dindmica
molecular a atividade inibitdria de betainas hidroxamicas, um grupo de moléculas de estrutura
similar aos acidos hidroxamicos, sobre as enzima histona deacetilase (HDAC) e anidrase
carbdnica (AC). Os estudos apontaram resultados promissores, pois além da interacdo do
grupo hidroxamato com o cofator metalico da HDAC e da AC (Zn?"), o grupo das betainas
interagiu com grupos eletronegativos no sitio ativo de ambas as enzimas, mostrando fortes
atracdes coulombianas, resultando numa maior interacdo com essas metaloenzimas. Os
estudos de ancoragem molecular e dindmica molecular também revelaram que as betainas
hidroxdmicas podem estar em equilibrio, interagindo com grupos eletronegativos do sitio

ativo da HDAC ou da cavidade adjacente a esse sitio ativo.

Acidos Hidroxamicos, Betainas Hidroxamicas, inibicdlo da HDAC, inibicio da AC,

Ancoragem Molecular, Dindmica Molecular



ABSTRACT
Hydroxamic acids are potent inhibitors of histone deacetylases (HDAC) and carbonic
anhydrases (CA). The inhibition these enzymes have showed activities against several
pathologies and diseases. Therefore, We have studied the inhibitor activities of hydroxamics
betaines on HDAC and CA by in silico essay of molecular docking and molecular dynamics.
The studies reveal promising results, because betaines hydroxamics complex the Zn®*, the
cofactor of enzymes HDAC and AC, and interact with eletronegatives groups in active site
these enzymes, showing strongers coulombic attraction, resulting in larger interaction with
these enzymes. The molecular docking and molecular dynamics studies indicate that, on
HDAC, betaines hydroxamics can be in equilibrium, interacting with eletronegative groups of

site active or adjacent cavity.

Hydroxamic acids, hydroxamic betaines, HDAC inhibition, AC inhibition, molecular

docking, molecular dynamics
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1. INTRODUCAO

O interesse pelo estudo de enzimas tem se expandido sem precedente devido suas
varias aplicacdes na pesquisa basica e na industria. Como as enzimas sdo fundamentais para a
atividade catalitica no metabolismo, a comunidade biomédica tem intensamente focado a
pesquisa aos seus estudos, tornando-as como o alvo mais comum para a intervencao
terapéutica nas industrias de seguimento farmacéutico (COPELAND, 2000).

Estruturalmente, as enzimas possuem um sulco ou um entalhe que funciona como um
sitio catalitico, denominado de sitio ativo. Nessa regido, os aminoacidos estdo eletronicamente
organizados para interagirem com o substrato, que possui uma equivaléncia geométrica, além
de uma disposicdo eletrébnica compativel ao sitio ativo da enzima (VOET et.al.,, 2011;
NELSON et.al.,, 2013). No entanto, a grande maioria das enzimas, para que sejam
biocataliticamente ativas, necessitam de cofatores. Dentre essas enzimas, cerca de um terco
apresentam cofatores inorganicos, ou seja, sdo dependentes de ions metalicos para
desenvolvimento da atividade catalitica no organismo (ELLIS, 2006).

Em meio a esses cofatores inorganicos, tem-se observado um ndmero muito elevado
de enzimas que sdo dependentes do ion Zn2* (McCALL, et. al. 2000). O zinco ndo apresenta
uma reatividade quimica ou potencial quimico excepcional, quando comparado aos demais
elementos do bloco d do mesmo periodo (COTTON & WILKINSON, 1988). Porém,
diferentemente dos outros fons metalicos do mesmo periodo, 0 Zn?* possui 0 orbital 3d°
preenchido, conferindo-o um alto grau de estabilidade, tornando-o inerte as reacdes redox em
meio bioldgico (COTTON & WILKINSON, 1988; McCALL et.al. 2000; VALLE et. al.
1990). Esse orbital preenchido confere ao Zn2* propriedades Fisico-quimicas que sao
importantes para o0 meio biolégico (VALLE et. al. 1990).

Uma dessas propriedades ¢ que o ion Zn?* é estdvel em reagBes redox em meio

bioldgico. Essa propriedade torna o Zn2* um cofator ideal para as biocatalises do tipo acido-



base em meios que a espécie quimica necessita ser estavel as reacdes redox. Além disso,
devido o fon Zn?* possuir o orbital 3d'® confere a este cofator metalico uma energia de
estabilizacdo de campo ligante igual a zero (HUHEEY, 1993). Logo, para todas as geometrias
possiveis a0 Zn2*, ndo ha uma geometria inerentemente mais estavel que a outra (McCALL,
2000).

Essas propriedades conferem ao Zn?* uma natureza entatica (VALLE et. al. 1973;
McCALL et. al. 2000). Tal natureza entatica pode ser utilizada como uma habilidade do ion
Zn?* na catalise acido-base de Lewis (McCALL et.al. 2000). Um exemplo dessa possibilidade
€ 0 mecanismo de catélise da carboxipeptidase A (BARBER et. al. 1970). Nesse mecanismo,
o ligante se liga ao ion Zn?* tetracoordenado, conferindo um intermediario pentacoordenado
para 0s processos cataliticos. Por outro lado, as metaloenzimas dependentes do Zn** podem
sugerir um mecanismo diferente, como na anidrase carbonica dependente do Zn?* (McCALL,
2000). Neste, a funcdo do cofator Zn** é aumentar a acidez da 4gua que coordena esse cofator
e, consequentemente, aumentar a taxa de reagao.

O ion Zn?* pode ser encontrado na natureza coordenado a quatro, cinco ou seis
ligantes. Todavia, 0 numero de enzimas com o ion Zn?* tetracoordenado é excepcionalmente
maior. E ainda, o ion ZnZ* apresenta um alto produto de dissociacdo nas reacGes de catalise
acido-base, indicando altas velocidades de mudangas em substratos (COTTON et. al. 1988).
Tal propriedade torna o ion Zn2* um cofator bem adaptado a essas biocatalises (McCALL,
2000).

Atualmente, sdo conhecidas mais de 300 enzimas dependentes do ion Zn2*. Nesse
sentido, a indastria farmacéutica tem largamente estudado mecanismos de inibicdo ou
ativacdo de metaloenzimas dependentes do ion Zn?* para fins farmacoldgicos. A anidrase
carbonica (AC), por exemplo, esta associada a diversos processos fisioldgicos e patologicos.

Atualmente, sabe-se que a inibicdo da AC tem atividade diurética e antiglaucoma.



Recentemente, tem-se descoberto que a inibicdo dessa metaloenzima pode conduzir a
atividades contra a obesidade (SCOZZAFAVA, et. al. 2013), o cancer (SCOTT, et. al. 2016) e
possuir acdo anti-infectivas (CAPASSO, et. al. 2013). Por outro lado, a ativacdo da AC tem
pode prover atividade contra o mal de Alzheimer (SUPURAN, 2008).

A ACs sdo uma familia de metaloenzimas presentes em procariontes e eucariontes que
catalizam uma simples, mas fundamental reacdo quimica no organismo — a interconversao de
CO; e bicarbonato. As ACs podem ser classificadas como: a-ACs (presentes em vertebrados,
bacterias, algas e citoplasmas de plantas verdes); B-ACs (predominantemente em bacterias,
algas ¢ citoplasmas de monodicotiledoneos e dicotiledonios); y-ACs (presentes em algumas
bacterias e principalmente em arqueas); 6-ACs e &-ACs (presente em alguns diatoméaceas
marinhas); ¢ n-ACs (presente em alguns protozoarios) (SUPURAN, 2016). Em todas essas
classes de metaloenzimas € essencial o uso de ions metalicos como cofatores (Fe2*, Cd?* ou
Zn2*) sendo que 0 ion Zn2* esta presente na maioria das classes (LIONETTO et. al. 2012).

Outra metaloenzima dependente do ion Zn2* largamente explorada em pesquisas € a
histona deacetilase (HDAC). As HDACs estdo envolvidas diretamente nos processos de
expressao génica. Consequentemente, tem-se investido tempo nos estudos da inibicdo dessa
enzima no desenvolvimento de farmacos com atividade antitumorais (PAN et. al., 2007).
Além disso, ensaios in vitro e in vivo tem mostrado que a inibicdo das HDACs tem acgéo
neuroprotetiva, mostrando atividade contra o mal de Alzheimer e mal de Parkinson, entre
outras doencas neurodegenerativas (MENG et. al., 2014). Alguns estudos também revelaram
que a inibicdo da HDAC tem atividades antiparasidicas (ANDREWS et. al., 2012).

As HDAC:s catalisam a deacetilagéo nas lisinas de proteinas histonas. Esse processo de
deacetilacdo das histonas na cromatina é fundamental nos processos de transcri¢do e outras
funcbes da célula (LOMBARDI et. al., 2011). O mecanismo de deacetilacdo das proteinas

histonas induz ao silenciamento dos genes, atuando como um complexo de repressao



transcricional (ROPERO et. al., 2007). A familia das HDACs pode ser dividida em quatro
classes, que sdo baseadas em suas homologias, sendo que a classe | (HDACs 1, 2, 3 e 8), a
classe Il (HDACs 4, 5, 6, 7, 9 e 10) e a classe IV (HDAC 11) sdo enzimas dependentes de
fons M?*, sendo o fon Zn2* em sua grande maioria (LOMBARDI et. al., 2011).

As metaloenzimas ACs e HDACs, que possuem o cofator Zn2* catalitico, apresentam
um sitio ativo caracteristico: o cofator metalico Zn2* é coordenado por trés cadeias laterais de
aminoacidos da apoenzima e uma molécula de agua (McCALL et.al, 2000; LAITAOJA, et.
al., 2013). Nesse sentido, como as ACs e HDACs possuem um sitio ativo com caracteristicas
parecidas, existem moléculas podem inibir tanto as ACs quanto as HDACs, como os acidos
hidroxamicos.

Os &cidos hidroxamicos sdo potentes inibidores das ACs e HDACs e constituem uma
das mais importantes familias de bioligantes. Essas estruturas podem ser representadas pela
formula geral RCONR'OH, onde R e R' pode ser um grupo alquila, arila entre outros e sdo
acidos muito mais fracos quando comparado aos acidos carboxilicos. O mecanismo geral de
inibicdo desse grupo de bioligantes geralmente acontece da seguinte forma: o grupo
hidroxamato dos acidos hidroxamicos atua como um ligante bidentado, ligando-se ao ion Zn#*
catalitico formando uma geometria trigonal bipiramidal distorcida (GUPTA et. al. 2013).

O desenvolvimento de farmacos pode surgir por meio de experimentos com produtos
naturais ou sintéticos que tenham similaridade com compostos com reconhecida atividade
para outras doencas ou através de alvos metabolicos especificos. A reconhecida atividade dos
derivados de &cidos hidroxamicos na inibi¢cdo de HDAC e AC podem servir como base para o
desenvolvimento de inibidores mais potentes dessas enzimas. N&o obstante, betainas
hidroxdmicas podem apresentar um maior efeito farmacoldgico, quando comparado aos

acidos hidroxamicos.



As betainas hidroxamicas possuem uma férmula geral (RY)(R2)(R3)N*(R*)CONHO ,
onde (RY), (R?) e (R3) podem ser um grupo hidroxialquila, composto de 1 a 4 atomos de
carbono ou um grupo de hidrocarbonetos monovalente, possuindo de 1 a 25 atomos de
carbono, ou formam juntos um grupo de hidrocarbonetos bivalente, possuindo 4 ou 5 4&tomos
de carbono. JA R* é um grupo bivalente que possui ndo mais do que 25 atomos de carbono e
pode ser substituido, metileno, etileno propileno ou butileno (EVANS, 1977).

Analisando a estrutura das betainas hidroxamicas, elas reunem reunir caracteristicas
similares aos acidos hidroxamicos, o que é favoravel para a formacdo de andlogos com o
mesmo mecanismo de inibicdo. Todavia, pode ser favorecida a atracdo coulombiana devido o
grupo das betainas poderem interagir com grupos eletronegativos no sitio ativo dessas
metaloenzimas. Para o estudo desses processos, a Quimica Computacional tem um papel

fundamental na avaliagcdo dessas propriedades.

2. METODOS

2.1 DFT

A teoria do funcional de densidade, do inglés density function theory (DFT), tornou-se
um importante método para o estudo de estrutura eletrdnica de sélidos e moléculas. O atrativo
para 0 uso do DFT no estudo desses sistemas consiste na precisdo quimica aceitavel, muitas
vezes apresentando resultados mais proximos ao experimental do que os métodos ab initio
Hartree-Fock e p6s Hartree-Fock, com um custo computacional menor quando comparado a
esses métodos tradicionais (DUARTE et. al. 2007).

O método DFT faz uso da densidade eletrdnica — p(r) — como uma variavel basica para
a descricao do sistema eletronico. A legitimacdo rigorosa do uso dessa varidvel basica foi dada
a partir dos dois teoremas de Hohenberg e Kohn, que posteriormente forneceu o0s

fundamentos béasicos da teoria do funcional de densidade moderno. O formalismo de



Hohenberg e Kohn possibilitou a descricdo de conceitos quimicos importantes tais como o
potencial quimico, maciez e dureza, além dos principios de acidos e bases moles e duros de
Pearson, e 0 da equalizacdo da eletronegatividade de Sanderson, definidos de uma maneira

exata a partir da teoria do funcional da densidade (DUARTE et. al. 2007)

2.1.1. Teoremas de Hohenberg e Kohn
O Hamiltoniano de um sistema eletrdnico molecular — com M ndcleos e N elétrons —
na aproximacdo de Bohr-Oppenheimer, desprezando-se os efeitos relativisticos, € dado, em

unidades atdbmicas por:

Hgo = szz ZElRA—Tl-I_Eer—r]l ZZ|RAZA—Z;B| (eq- 1)

onde i e j representam os elétrons; A e B representam os nucleos atdmicos; ri e Ra representam
as coordenadas do elétron i e do nucleo A respectivamente; e Za 0 nimero atdbmico de A.
Nessa equacdo, o primeiro termo corresponde ao operador de energia cinética (T); o segundo

termo corresponde ao potencial externo relacionado aos elétrons (U), tal que:

Z . ~ .
Z%Z?’—ﬁ= YNv(r); o terceiro termo corresponde ao operador repulsdo elétron-

elétron (Ve), o qual inclui a repuls&o coulombiana e todos os termos ndo-classicos (correlacéo
e troca) e o ultimo termo é referente a repulsdo dos nucleos.

Partindo do principio que a densidade eletronica € definida por essa equacéo:

p(r) = JJ Y(ry, Ty ey 1) W (ry, 1y, o, 1 )drydry .. dry (eq.2)

sendo que W(ry,1y, ..., 1,) € asolucdo fundamental do Hamiltoniano.



A energia total do sistema é dada por:
Ey :f Y(ry, 2, s ) " HpoW (11,12, o, ip)drydry . dry = (V|Hpo|¥) (eq.3)

O potencial externo pode ser separado em um funcional trivial da densidade

eletronica, portanto a energia total pode ser descrita da seguinte forma:
B = WIT+Vlw) + [ plryvedr (eq.®)

Logo, é perceptivel que o numero de elétrons, N, e 0 potencial externo em que estes se
movem definem completamente o sistema de muitos elétrons, ou seja, 0 Hamiltoniano do
sistema. Tais definicdes conduzem aos teoremas de Hohenberg-Kohn, onde o primeiro
teorema diz que o potencial externo é um funcional Unico de p(r) além de uma constante
aditiva. Isso implica que a densidade eletrdnica de um sistema define o potencial externo e o
namero de elétrons, N, e consequentemente o Hamiltoniano do sistema. Sabendo que a
energia do sistema é calculada a partir da equacdo de Schrodinger (Hgo¥ = EW), a energia

do sistema eletrénico é determinada pela densidade eletrdnica p(r), ou seja,
E = Ey,[p] (eq.5)
Onde E, é dependente do potencial externo.

O segundo teorema de Hohenberg-Kohn estabelece que havendo qualquer

aproximagdo da densidade eletronica (~p), de modo que ~p = 0e [ ~p(r)dr = N, a energia



total sera sempre maior ou igual a energia exata do sistema, ou seja, E[~p] = E[p] = E,.
Disso pode ser definido um funcional universal F[p] = (¥|T + V.|¥), devido T e V, serem
aplicados a todos os sistemas universais.

Os dois teoremas conduzem ao principio fundamental da teoria do funcional de

densidade

8{E,[p] — ulf p(r)v(r)dr —N]} = 0 (eq.6)

Onde u (multiplicador de lagrange) é o potencial quimico dos elétrons.

2.2 Dinamica Molecular

A dindmica molecular (DM) é uma das mais importantes ferramentas para o estudo de
sistemas moleculares, onde os efeitos de temperatura ndo podem ser desconsiderados. Embora
a DM convencional classica sejam representacGes ou aproximagdes de potenciais quanticos,
ou seja, os efeitos quanticos sdo desconsiderados, varios resultados experimentais podem ser
obtidos a partir dessa metodologia (MARTINEZ et. al. 2007).

A dindmica de uma particula de massa m pode ser obtida através da equacdo de
Schrodinger dependente do tempo (eq 7), que descrevera a probabilidade de encontrar uma

particula no espaco X, y, z, em um instante t.

h? 0
5 VW (x,y,z,t) +V(x,y,z t)¥(x,y,2t) = ih a‘}’(x, y,z,t) (eq.7)

Atualmente, existe uma limitacdo em relacdo ao tempo que ndo permite a resolucao
dessa equacdo para sistemas com milhares de atomos. Contudo, se os potenciais forem

explicitamente dependentes do tempo, a funcdo de onda pode ser separada em sua parte



dependente do tempo e sua parte espacial, podendo ser escrita da seguinte forma:

Y(x,y,z,t) = @(x,v,2)f(t), onde a parte independente do tempo toma a seguinte forma:

hZ
_ﬁvz(p(xJ }’»Z) + V(X, }’»Z)(P(x'y' Z, t) = E@(x,y' Z) (eq 8)

Onde E é a energia associada a cada solucdo ¢(x, y, z) da equacao.

A equacdo de Schroedinger para um sistema formado por elétrons e nucleos e

independente do tempo pode ser escrito compactamente da seguinte por

Hp = E¢ (eq.9)

Tal que ¢ é uma funcdo de onda independente do tempo para o sistema molecular inteiro e o

operador Hamiltoniano (H), em unidades atdmicas, é definido como:

N

N 1 M 1 M

=St Sh 35
2 M, AT A
i A=1

i=1A=1 4

N N M M 7 7
Zf+ Zz ; 5 (eq.10)
= & A=1B>4 4B

i Y

Nessa equacdo, N representa o numero de elétrons, M o ndmero de nicleos, Za € a
carga do nucleo A, ri, é a distancia entre nucleos e elétrons, r;; € a distancia elétron-elétron,
Rags é a distancia entre os nucleos e Ma é a massa atdbmica dos ndcleos. O alto custo
computacional de um célculo de dindmica das particulas é proveniente dos graus de liberdade
eletrbnicos. Todavia, devido a cinética dos elétrons ser muito maior do que a dos nucleos, a
funcdo de onda dos elétrons pode ser desacoplada da funcdo de onda dos ndcleos, o0 que esta
de acordo com a aproximagdo Bohr-Oppenheimer (MARTINEZ et. al. 2007). Nessa
aproximacéo, a funcdo de onda é separada em sua parte nuclear e sua parte eletrénica, sendo

que a funcdo de onda dos elétrons é calculada assumindo os nucleos pontuais. A partir disso, 0
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Hamiltoniano pode ser simplificado pela eliminacao da energia cinética dos nucleos (segundo
termo) e o termo associado a repulsdo nuclear (Ultimo termo) que € constante para uma

geometria fixa. Assim, o Hamiltoniano pode ser definido de forma puramente eletrénica,

N N M N N
1, Z 1
Huo= =) 5V =) ) 44 ) ) — (eq.11)
i imia=1 4 =Y

Associado a equacéo de Schrodinger para os elétrons.

Hele®ele = EclePele (eq.12)

Em conjunto ao principio de anti-simetria de Pauli, através dessa equacdo é possivel
calcular uma superficie de energia potencial gerada pela presenca dos elétrons para cada
posicdo dos nucleos. Essa energia potencial somada a repulsao eletrostatica entre os nucleos
compde a energia potencial total do sistema.

Para os nucleos, a aproximacdo Bohr-Oppenheimer define um novo Hamiltoniano. O
termo referente a energia cinética dos nucleos é tratado explicitamente. J& a interacéo elétron-
elétron e nacleo-elétron podem ser extraidos da superficie de energia potencial dos elétrons,
calculada pela equacéo de Schrodinger eletronica. E por fim, a repulsdo entre os ndcleos é

tratada explicitamente, levando ao Hamiltoniano efetivo:

Mo N NoM NN MM
RN A RN AEDWR-EDW I RIS nal G D
A=A i imiam1 4 =Y A=1B>4 4B

O segundo termo da eq. 13 (H,;,) esta correlacionado a superficie de energia potencial
gerada pelos elétrons, assumindo nucleos estaticos e pontuais. Como o potencial gerado pelos
elétrons e a repulsdo nuclear séo constantes nessa equacao, o Hamiltoniano nuclear pode ser

simplificado, sendo escrito da seguinte forma:
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1

M
Hpye = _z in + Etot (eq- 14‘)
A=1 4

1 . . . N ~ ,
Em que — Y, — V% é a energia total associada a conformacgdo dos ntcleos, podendo ser
2Mpy

usada como um potencial para 0 movimento nuclear, enquanto &;,; pode ser obtido de um
calculo quéntico ab-initio ou semi-empirico tradicional. Dadas as superficies de energia
potencial gerada pelos elétrons e as repulsdes nucleares, as forcas que agem sobre cada nicleo
podem ser calculadas, podendo ser utilizadas para propagar as trajetorias dos ndcleos em um
intervalo de tempo pequeno, nos quais as posi¢des dos nlcleos variem pouco.

A dindmica molecular de um sistema, mesmo com a utilizagdo da aproximagéo Bohr-
Oppenheimer, é custoso do ponto de vista computacional. Nesse sentido, o termo &;,; ha DM
convencional é aproximado por potenciais analiticos, que sdo viaveis computacionalmente. O
termo de repulsdo nuclear consiste apenas no potencial couldmbiano. No entanto, diferentes
funcdes sdo utilizadas para a representacdo das superficies de energia potencial gerada pelos

elétrons, e dependem do tipo de interagdo envolvida.

2.2.1. Mecanica Molecular

A mecanica molecular faz uso do modelo matematico que considera 0s ndcleos como
bolas que se mantém unidos por molas. A soma da energia do sistema molecular geralmente é
descrito como a soma das energias potenciais intramoleculares (liga¢do, angular e torcéo) e
intermoleculares (ndo ligados). Esse método tem sido muito utilizado em estudos de
biomoléculas e tem sido aplicado na DM convencional para gerar as forcas que atuam sobre
as moléculas e, consequentemente, calcular seus movimentos (LEWIS, 2011).

A energia potencial de uma molécula, do ponto de vista da mecanica molecular, pode

ser escrito da seguinte forma:
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E = Z Vligagéo + Z Vangular + z Vtorgéo + Z Vnéo—ligado (eCI- 15)

Onde os trés primeiros termos da equagdo sdo referentes a contribuicdo da energia potencial
do estiramento de ligagdo, dobramento angular e aos movimentos torcionais (rotacao),
respectivamente. O quarto termo da equacao esta correlacionado com a interacao entre &tomos
ou grupos que ndo estdo diretamente ligados. Essa soma da energia potencial é dada sobre
todas as ligacdes, todos os angulos definidos por trés atomos A-B-C, todas as torcoes
definidas por quatro atomos A-B-C-D, e todos os pares das interacGes dos grupos nédo ligados
diretamente. O delineamento matematico associado com a parametrizacdo consiste num
campo de forca representativo para os calculos de mecanica molecular.

Em termos mais especificos, os quatro termos podem ser interpretados da seguinte
forma:
O termo de ligacdo obedece a equacdo 15. O aumento da energia, quando a ligacdo sofre um

estiramento, é proporcional ao quadrado da extensao, onde:

i'*!l-E.x'r.l'?'re".nll - K.ﬂrn"l'e".lll ”r !r:'e.f;l ’ (eq 16)

k € a constante de proporcionalidade e quanto maior o valor dessa constante, maior é a
resisténcia da ligacéo; | é a distancia da ligagdo quando esticada; leq € a distancia de equilibrio.

O termo referente a energia angular considera 0s atomos sequencialmente ligados A-
B-C, associado a uma unidade triatdbmica. O sistema e representado com o modelo bola-mola-
bola-mola-bola-mola e o aumento da energia € proporcional ao quadrado do aumento do
angulo e sdo analogos a equacao 16:

E.n'rrr.l' - "'!‘..IIJ!".I'J.".I' [-H aﬂ.’;l_ (eq 17)
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Onde k € a constante de proporcionalidade da energia potencial angular; a é o termo que esta
associado ao valor do angulo distorcido; e acq € 0 termo referente ao angulo na distancia de
equilibrio.

O termo de energia potencial torcional é originado de uma unidade de quatro &tomos
A-B-C-D, em que o angulo de torcdo do sistema é o angulo entre a ligacdo A-B e a C-D,
visualizada mediante a ligacdo B-C (figura 1). A equacdo referente ao termo da energia
potencial torcional é calculada mediante a combinacdo de funcGes seno e cosseno, 0 que
reproduzira a curva:

Eporsion = ko + Y k:[1 + cos(r0)]

r=1

(eq.17)
rotate G- bored
. O abowut thhe B bhormad - —
—

o~ i:} S so

_./'_7|ﬁ"‘~~..\,I o —\:_::_,-f—* —
e A o A
= — = - ‘C

dilhaedral amgle — o dilhaedral amngle — SO~

Figura 1. Representacao dos angulos diedrais (LEWIS, 2011)

O ultimo termo da equacdo descreve a energia potencial de atomos ndo ligados
diretamente. A energia potencial do termo ndo ligado pode ser aproximado pelo potencial de

Lennard-Jones 12-6, que é descrito da seguinte forma:

o2 O
Eumh{im' = J’I\'uh (_) - (_j‘
r ¥

Onde r ¢ a distancia entre os centros ndo ligados de atomos ou grupo de atomos. A equagao de

(eq.18)

Lennard-Jones 12-6 descreve os potenciais associados a dispersao e repulsdo. Geralmente, 0s
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termos associados a atracdo eletrostatica também sdo considerados e a equagdo é descrita

como:

qiq;
= .19
=y (eq.19)

Onde g e (@ sda o0s termos correspondentes as cargas dos atomos; &

descreve a permissidade no vacuo e r € a distancia dos atomos.

2.2.2. Algoritimo de Verlet

Na MD ¢ calculada a forca F; que atua sobre cada particula i a partir da derivada da
funcdo energia potencial E({ri}) que descreve a interacdo entre as particulas, em relagdo a sua
posicdo ri: Fj = - JE({ri})/ori sendo i = 1, 2, 3, ... até N, o numero total de particulas do
sistema.

Se a forca que atua sobre uma particula i é dividida pela massa, tem-se que:

a; = E (eq.20)
Considerando, da fisica classica que:
d*r
a= pre) (eq.21)
E possivel descrever o movimento das particulas em determinado tempo t. Logo:
2
% = %f) (eq.22)

Partindo do principio do algoritimo de Verlet, se a posi¢do do centro de massa de uma
molécula i no tempo t é r;(t), as posicdes nos tempos t + 5t sdo dadas por uma expanséo de

Taylor ao redor de ri(t):
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(t+8t) = () + 6tdr+ o (& +6t2 (t) + vot* 23

i - T dr 20 \aez) T3 v (eq-23)
dr 6t% [(d?r\ Ot?

(+ — — o (f) — SF— - (222 4

r;(t — 6t) = ri(t) 6tdt+ T <dt2> T r;(t) + vét (eq.24)

Se somadas as duas equacdes (23 e 25), tomando em conta a eq. 22 obter-se-a uma equacao

aproximada:

2
r;(t + 6t) = —1r;(t — 6t) + r(t) + %Fi(t) (eq.25)

As velocidades ndo aparecem explicitamente nas equacGes que determinam as
trajetdrias e estas precisam ser conhecidas no calculo de energia cinética. Ao subtrair a eq.24
da eq.23, obtem-se a velocidade, tal que:

dr 1

Na simulagdo por MD resolve-se portanto as equac¢des de movimento de Newton para
cada particula e em cada incremento no tempo ot. A avaliagdo das forgas para obtencao das
aceleracdes, é em geral o processo mais dispendioso computacionalmente e o tempo gasto no
calculo dessas forgas depende da complexidade da fungdo de energia potencial de interacdo
entre as particulas. Em sistemas moleculares as fungdes potenciais mais realistas sdo
compostas de diversos termos. Na MD sdo tomadas as derivadas espaciais de cada termo e
somadas para se obter a forca resultante e a aceleragdo, sobre cada 4&tomo e a cada novo
conjunto de coordenadas. As aceleracBes sdo inseridas no algoritmo de Verlet, ou em um
similar, para a predicdo das novas posi¢Oes e em seguida 0 processo se repete (MARTINZ

et.al., 2007).



16

A cada passo da dinamica as forcas sdo reavaliadas. Este processo iterativo sobre um
elevado nimero de atomos impde que a funcdo para a energia potencial seja baseada em um
compromisso entre precisdo e simplicidade. Ela deve ser complexa o suficiente para uma
analise acurada e realista da estrutura e da dindmica do sistema e, a0 mesmo tempo, simples o
suficiente para que os célculos sejam efetuados com rapidez e baixo custo computacional,
possibilitando que a evolucdo temporal do sistema seja longa o bastante para uma

significativa amostragem do espaco de configuragbes (MENDEZ, 2012).

2. 3. Ancoragem Molecular

A ancoragem molecular é um método que antecipa uma favorecida orientacdo de um
ligante sobre uma molecula receptora (macromolécula), com o objetivo de criar um complexo
estdvel (CHAUDHARY et. al. 2016). Por buscar uma predicdo da interacdo das interacbes
ligante-macromolécula, esse método tem sido largamente utilizado no desenvolvimento de
farmacos (MENG, et. al. 2011). O processo de ancoragem molecular envolve dois passos
basicos: predicdo da conformacéo do ligante, bem como a orientagdo e posi¢do dentro do sitio
da macromolécula, e a atribuicdo da afinidade do ligante com a macromolécula (MENG, et.
al. 2011).

As primeiras propostas para o ancoramento molecular eram baseados na teoria chave-
fechadura de fischer, onde os ligantes eram considerados as chaves e a macromolécula
receptora era considerada a fechadura (KUNTZ et. al. 1982). Contudo, com base na teoria de
Koshland, na qual afirma que as proteinas sofrem ajuste induzido, o ideal seria que os
processos de ancoramento molecular considerassem a flexibilidade da molécula e do ligante
(MENG, et. al. 2011). Todavia, devido a limitag&o dos recursos computacionais, os calculos
de ancoragem molecular tém considerado a macromolécula rigida e os ligantes flexiveis

(MOITESSIER et. al. 2008).
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As forcas de interacdo nos processos de ancoragem molecular geralmente sao
divididas em quatro classes (CHAUDHARY et. al., 2016) que sdo: as forcas eletrostaticas,
que consideram as interagdes dipolo-dipolo, carga-dipolo e dipolo-carga; forcas
eletrodinamicas, onde consideram as interacbes de Van-der-Waals; as forcas estéricas,
causadas pela entropia; e as forcas associadas ao solvente, que sdo as ligacGes de hidrogénio e

interacdes hidrofobicas.

3. INIBICAO DAS METALOENZIMAS HDAC e AC

3.1. As enzimas e enzimas dependentes do Zn*

O interesse pelo estudo de enzimas tem se expandido sem precedente devido suas
varias aplicacdes na pesquisa basica e na industria. Como as enzimas sdo fundamentais para a
atividade catalitica no metabolismo, a comunidade biomédica tem intensamente focado a
pesquisa aos seus estudos, tornando-as como o alvo mais comum para a intervencao
terapéutica nas industrias de seguimento farmacéutico (COPELAND, 2000).

A IUPAC descreve o conceito de enzima como uma macromolécula, com natureza
majoritaria de proteinas, que funciona como um biocatalisador (GOLDBOOK IUPAC, 2012).
No entanto, existem alguns Acidos Ribonucleicos (RNA)s que podem atuar como enzimas
(VOET et. al. 2012; LEHNINGER, et. al. 2013). Em geral, as enzimas catalisam um tipo
especifico de reacdo, raramente gerando subprodutos, e possuem um alto grau de
especificidade em relacdo as identidades de seus substratos, tanto geometricamente quanto
estereoquimicamente (IUPAC, 2012; VOET et. al. 2011).

Estruturalmente, as enzimas possuem uma cavidade que funciona como um sitio
catalitico, denominado de sitio ativo. Nessa regido, os aminoacidos estdo eletronicamente
organizados para interagirem com o substrato, que possui uma equivaléncia geometrica, além

de uma disposicdo eletrénica compativel ao sitio ativo da enzima (VOET et.al.,, 2011). No
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entanto, a grande maioria das enzimas, para que sejam biocataliticamente ativas, necessitam
de cofatores. Dentre essas enzimas, cerca de um terco apresentam cofatores inorganicos, ou
seja, sdo dependentes de ions metalicos para desenvolvimento da atividade catalitica no
organismo (ELLIS, 2006).

Em meio a esses cofatores inorganicos, tem-se observado um ndmero muito elevado
de enzimas que sdo dependentes do ion Znz* (McCALL, et. al. 2000). O zinco ndo apresenta
uma reatividade quimica ou potencial quimico excepcional, quando comparado aos demais
elementos do bloco d do mesmo periodo (COTTON & WILKINSON, 1988). Porém,
diferentemente dos outros fons metalicos do mesmo periodo, 0 Zn?* possui 0 orbital 3d°
preenchido, conferindo-o um alto grau de estabilidade, tornando-o inerte as reaces redox em
meio biologico (COTTON & WILKINSON, 1988; McCALL etal. 2000; VALLE et. al.
1990). Esse orbital preenchido confere ao Zn2* propriedades Fisico-quimicas que sao
importantes para 0 meio biolégico (VALLE et. al. 1990).

Uma dessas propriedades € que o ion Zn2* é estavel em reacbes redox em meio
bioldgico. Essa propriedade torna o Zn2* um cofator ideal para as biocatalises do tipo acido-
base em meios que a espécie quimica necessita ser estavel as reacdes redox. Além disso,
devido o fon Zn?* possuir o orbital 3d1° preenchido confere ao fon metalico Zn®* uma energia
de estabilizacdo de campo ligante igual a zero (HUHEEY, 1993). Logo, para todas as
geometrias possiveis ao Zn2*, ndo ha uma geometria inerentemente mais estavel que a outra
(McCALL, 2000).

Essas propriedades conferem ao Zn?* uma natureza entatica (VALLE et. al. 1973;
McCALL et. al. 2000). Tal natureza entatica pode ser utilizada como uma habilidade do ion
Zn?* na catalise acido-base de Lewis (McCALL et.al. 2000) Um exemplo dessa possibilidade
é 0 mecanismo de catalise da carboxipeptidase A (BARBER et. al. 1970). Nesse mecanismo,

o0 ligante se liga ao ion Zn?* tetracoordenado, conferindo um intermediario pentacoordenado
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para 0s processos cataliticos. Por outro lado, as metaloenzimas dependentes do Zn** podem
sugerir um mecanismo diferente, como na anidrase carbonica dependente do Zn** (McCALL
et. al. 2000). Aqui, a funcdo do cofator Zn** é aumentar a acidez da 4gua que coordena esse
cofator e, consequentemente, aumentar a taxa de reacdo (McCALL et. al. 2000).

O ion Zn?* pode ser encontrado na natureza coordenado a quatro, cinco ou seis
ligantes. Todavia, 0 numero de enzimas com o ion Zn?* tetracoordenado é excepcionalmente
maior. E ainda, o ion ZnZ* apresenta um alto produto de dissociacdo nas reacGes de catalise
acido-base, indicando altas velocidades de mudangas em substratos (COTTON et. al. 1988).
Tal propriedade torna o ion Zn2* um cofator bem adaptado a essas biocatalises (McCALL,
2000).

3.2. Histonas Deacetilase

Os Acidos desoxirribonucleicos (ADN) nos cromossomos eucaridticos esta fortemente
ligado a um grupo de pequenas proteinas chamadas histonas. As histonas constituem cerca de
metade da massa dos cromossomos eucarioticos, sendo a outra metade o ADN. Esse material
cromossémico nucleoproteico é chamado cromatina. As histonas possuem um elevado
contetdo de cadeias laterais de carga positiva: cerca de 1 em cada 4 aminoacidos € ou lisina
ou arginina. Cada tipo de histona pode existir em uma variedade de formas devido a
modificacbes pos-translacionais de algumas cadeias laterais. Estas modificacdes podem ser
acetilacdo, metilacdo, ADP-ribosilacdo e fosforilacdo. A cadeia nestas proteinas, portanto, é
modulada e a sua estrutura é afetada por estas modificacbes (STRYER, 2011).

A acetilacdo reversivel da histona cumpre uma funcdo importante na regulacdo da
expressao genética. A acetilacdo e deacetilacdo da histona sdo realizadas por enzimas que
modificam covalentemente esta enzima introduzindo ou removendo grupos acetil. Duas
familias de enzimas deacetilase tém sido identificadas: as histonas deacetilases e a Sir (Silent

information regulator). As duas familias sdo evolutivamente conservadas (dos procariotos aos
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humanos) e ambas possuem varias funcdes celulares ndo-redundantes, muitas das quais
envolvidas na regulacgéo transcricional (GROZINGER et. al., 2002).

A histona acetil-transferase e histona deacetilase sdo enzimas que fazem o controle
antagbnico da acetilacdo das cadeias laterais dos aminoacidos lisina das proteinas histona do
ADN. Essas enzimas sao subdividas em dois grupos de acordo com suas caracteristicas
filogenéticas e estruturais bem como pela especificidade de seu mecanismo catalitico
(MARTIN et.at., 2002) A deacetilacdo da histona causa a suspensao da expressao de proteinas
devido a condensacdo da cromatina. Isso se deve ao fato de que a carga positiva da lisina,
guando eliminada pelo processo de acetilacdo da cadeia lateral da lisina, relaxa a estrutura da
cromatina levando a uma acessibilidade de fatores ao ADN (MONNERET, 2005).

As histonas deacetilases sdo divididas em quatro classes. As classes I, Il e 1V utilizam
0 mecanismo catalitico dependente de zinco. As enzimas histona deacetilase da classe il
seguem um mecanismo distinto que independe da catalise por zinco (SMITH et. al. 2009). A
HDAC1 (Histona Deacetilase classe 1) foi a primeira a ser identificada e caracterizada. A
analise sequencial da HDAC1 revelou que se tratava de uma proteina humana homologa da
proteina de levedura Rpd3 (reduced potassium dependency) um conhecido regulador
transcricional (GROZINGER et. al., 2002).

O mecanismo de acetilagdo promovida pela histona acetil-transferase envolve a
transferéncia de um grupo acetil a partir da acetil coenzima-A para a cadeia lateral da lisina
(SMITH et. al. 2009). O mecanismo de desacetilacdo envolve a hidrolise da lisina acetilada
com a catalise promovida pela coordenacdo com o zinco da carbonila acetilada. As histonas
deacetilase sdo enzimas que removem 0s grupos acetil introduzidos covalentemente pelas
enzimas histonas acetil-transferases. A histona deacetilase € uma metalo-enzima capaz de
promover a hidrdlise dos grupos acetil-lisina. As enzimas histona acetil-transferase e histona

deacetilase controlam assim o nivel de acetilagdo das histonas.



21

3.2.1. Inibicdo das HDACs

Os inibidores de histona deacetilase sdo moléculas pequenas capazes de promover
uma hiperacetilacdo da histona impedindo o silenciamento de genes ativos (MONNERET et.
al., 2005). Quimicamente, os inibidores de histona deacetilase podem ser divididos em quatro
grupos: acidos graxos de cadeia curta; acidos hidroxamicos, peptideos ciclicos e benzamidas
(MAL et. al. 2009). O mecanismo de inibicdo destes compostos, com excecdo dos acidos
carboxilicos, envolve a formacgdo de complexo com o zinco no sitio ativo da enzima histona
deacetilase (MAI et. al. 2009). O mecanismo de atividade do acido butirico, entretanto, parece
ser distinto uma vez que ha evidéncias de que a inibicdo da enzima histona deacetilase,
promovida por este acido carboxilico seja mais complexo (COUSENS et. al. 1979).

Os inibidores de histona deacetilase tém demonstrado vérias atividades tais como:
inducdo de apoptose celular pela inducdo da expressdo de genes apoptoticos como o gene p53,
indugdo de morte celular pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (“radicais livres”),
inducdo de diferenciacdo celular, inibicdo e danos a progressdo da mitose celular, etc (LI et.
al. 2016; FALKENBERG et. al. 2014; EOT-HOULLIER et. al. 2008). A atividade anti-
neoplésica destes compostos sdo muito estudadas devido a sua capacidade de induzir
seletivamente a apoptose de células tumorais, tendo um efeito relativamente pequeno sobre
celulas saudaveis.

Uma série de outros processos também toma parte na atividade desta classe de
compostos (desde a modulacdo da expressdo de genes oncossupressores, como o0 p53, até a
inibicdo da angiogénese em tecidos neoplasicos). O mecanismo de inducdo de apoptose é
bastante complexo envolvendo a atividade das enzimas caspase (HENDERSON et. al., 2003)
e Akt (proteina quinase B). Alguns estudos sugerem também que o envolvimento da atividade
de proteinas fosfatases no controle da apoptose (BELLAKAVADI et. al. 2007; CHEN et. al.;

LIU et. al., 2006; RAMOS et. al. 2002).
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A investigacdo de atividade farmacoldgica dos inibidores de histona deacetilase sobre
as neoplasias motivou uma ampla investigacao de sua atividade em varias patologias (LEY et.
al. 1988). Estes inibidores revelaram atividade antimicrobiana, antiviral e antiparasitica
(contra protozoarios). De fato, foi identificada atividade contra Leishmania, P. falciparum,
Toxoplasma gondii entre outros (ANDREWS et. al. 2012; OUASSI et. al. 2006). Ja ha alguns
derivados do composto apicidin, um inibidor de histona deacetilase bastante investigado para
o tratamento de malaria e leishmaniose, patenteado pelo laboratério MERCK (MEINKE et. al.

2002).

3.3 Anidrase Carbonica

As anidrases carbonicas (AC, E.C. 4.2.1.1) sdo um grupo de metaloenzimas ubiquas,
presente na maioria dos seres vivos e codificadas por seis familias de genes ndo relacionadas:
as a-, -, y-, 0-, e, (- e n- CAs.1-4 As a-CAs estdo presentes em vertebrados, protozoarios,
algas, citoplasmas de plantas verdes e em bactérias Gram negativas, as f-CAs séo encontradas
tanto em bactérias Gram positivas quanto negativas, algas e cloroplastos de
monodicotiledonios e dicotiledonios, além de alguns fungos ¢ arqueas, as 6-CAs sdo
encontradas em arqueas, cianobactérias € na maioria dos tipos de bactérias, as classes - e -
CAs estdo presentes em alguns diatomaceos marinhos e a m-CAs em protozoarios
(SUPURAN, C. T., 2017; SUPURAN, C. T., 2016; SUPURAN, C. T.; SUPURAN, C. T. et.
al., 2015; DEL PRETE et. al., 2014; ALTERIO, V. et. al. 2012; SUPURAN, C. T., 2008). As
a- B- e y-CAs possuem o cofator metalico Zn*" em seu sitio ativo, as 8-ACs s&o ativas com o
cofator Fe?* (embora sejam ativas com Zn?* e Co%") enquanto as (-CAs possuem como
cofator o fon Cd**. Com relagdo as n-CAs, é provavel que elas sejam ativadas pelo fon Zn*

(SUPURAN, C. T., 2016; LIONETTO et. al., 2012; ALTERIO, V. et. al. 2012).
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Todas as seis classes de metaloenzimas da ACs catalisam uma simples reacao
fisiologica: a reversivel hidratacdo de didxido ao ion bicarbonato e protons (CO, + H,O =
HCOs; + H"), podendo ser entendida por meio de duas etapas, conforme as equagdes 1 e 2
(ALTERIO, V. et. al. 2012; SUPURAN, C. T., 2008). No primeiro passo, o cofator metalico
direciona o ion OH para um ataque nucleofilico ao CO,, formando o ion HCOgs, que
posteriormente ¢é deslocalizado do sitio ativo da AC por uma molécula de agua (eq. Q. 1). A
segunda etapa, compreendida como etapa limitante, h4 uma regeneracdo do sitio ativo
cataliticamente ativo EZn**-OH" por meio da reacdo de transferéncia de préton da molécula

de 4gua ligada ao cofator metalico para um aceitador (ALTERIO, V. et. al. 2012; SUPURAN,

C.T., 2008).
(1) EZn**-OH + CO, = EZn**-HCO3 = EZn**-H,0 + HCO5" (eq. Q.1)
(2) EZn**-H,0 + B = EZn**-OH + BH" (eq. Q.2)

Em mamiferos, dentro do grupo das a-classes, varios membros dessa familia tém sido
identificados e descritos com diferentes atividades cataliticas, localizagdo subcelular e
distribuicdo tecidual (FROST, 2014; ALTERIO, V. et. al. 2012; SUPURAN, C. T., 2008).
Entre essas a-ACs indentificadas, existem oito proteinas citosélicas (AC I, AC 11, AC 1lI, AC
VII, AC VIII, AC X, AC XI, AC XIlII), duas proteinas de matriz mitocondrial (AC AV, CA
BV), uma proteina secretada (AC VI), duas proteinas ancora GPI (AC IV and AC XV) e trés
proteinas de membrana (AC I1X, AC XII, AC X1V) (FROST, 2014; ALTERIO, V. et. al. 2011;
SUPURAN, C. T., 2008). Dessas proteinas, trés das formas citosolicas (VI1II, X, and XI) ndo
apresentam atividade catalitica por ndo apresentarem um ou mais residuos histidina, na

coordenacéo do cofator metalico Zn?* (FROST, 2014; ALTERIO, V. et. al. 2012).
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As a-ACs apresentam algumas similaridades estruturais. Os estudos revelaram que o
sitio catalitico dessa enzima é localizado em uma cavidade conica de aproximadamente 12 A
de largura e 15 A de profundidade que se expande da superficie da proteina até o centro da
macromolécula. O fon Zn?* catalitico est4 localizado no fundo do sitio ativo, onde apresenta
uma coordenacdo tetraédrica distorcida por trés histidinas e uma molécula de agua / ion
hidroxila. Essa molécula de &4gua / ion hidroxila estdo envolvidas em uma rede de ligacOes de
hidrogénios que realcam o carater nucleofilico desses ligantes (figura 2) (SUPURAN, C. T.,
2016; BOONE, C. D., et. al., 2014; ALTERIO, V. et. al. 2012). Mais precisamente, a agua/ ion
hidroxila interage com o residuo (Thr 199) e duas moléculas de agua localizadas em faces
opostas: uma molécula de agua na face hidrofilica do sitio ativo e a molécula de agua (deep

water), localizada na face hidrofobica do sitio ativo.
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Figura 2. Sitio ativo da metaloenzima AC. O cofator metdlico Zn®* é coordenado

: Trp209

tetraédricamente por trés residuos histidina e uma molécula de H,O/OH™ onde estdo bem

estabilizadas por uma rede de ligagdes de hidrogénio (ALTERIO, V. et.al. 2012).

O sitio catalitico dessas metaloenzimas pode ser dividido em faces hidrofébicas e
hidrofilicas. A face hidrofébica é importante para a captura do CO, e facilitar a interacdo com
o fon hidroxido ligado ao cofator Zn®*, orientando o atomo de carbono para um ataque

nucleofilico. Por outro lado, a face hidrofilica estabiliza por meio de liga¢fes de hidrogénio as
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reacOes de transferéncias de proton, necessarias nos processos cataliticos dessa metaloenzima

(SUPURAN, C. T., 2016; BOONE, C. D., et. al., 2014; ALTERIO, V. et. al. 2011).

3.3.1. Inibicdo da AC

As ACs tem sido associadas a varios processos fisiolégicos como troca de gases na
interface ar-agua, transporte de CO, e HCO3; nas membranas, reagdes biossintéticas em
tecidos metabolicamente ativos, balanco acido-base, secrecdo, calcificacdo, oncogénese entre
outros (FROST, 2014; SUPURAN, C. T., 2008). Nesse sentido, a inibicdo dessas enzimas tem
sido foco de varias pesquisas. Dentre esses inibidores, os ligantes que complexam anions e as
sulfonamidas ndo substitituidas, que podem coordenar o cofator metalico ou por substituicdo
da parte ndo proteica da enzima, ou por adicdo de mais uma esfera de coordenacédo, formando
uma estrutura bipiramidal distorcida, sdo as principais classes de inibidores da AC
(SUPURAN, C. T., 2017; SUPURAN, C. T., 2016; RODRIGUES, G. C. et. al., 2014; PAN, P.
et. al.; SUPURAN, C. T., 2013).

Os inibidores das ACs tém sido largamente utilizados no campo da oftalmologia,
principalmente no tratamento de glaucoma, edema macular, degeneracdo macular e algumas
outras patologias oculares; no tratamento de doengas cerebrais, atuando principalmente como
agentes antiepléticos e também como vasodilatadores; apresentam atividade antitumoral; sdo
agentes diuréticos; e também podem ser utilizados no tratamento de osteoporose (SUPURAN,
C. T., 2008). Mais ainda, estudos de homologia tem mostrado muitas semelhancas entre a ACs
de parasitas com a hAC. E de fato, estudos in vivo mostraram que os inibidores da ACs
também tem potencial antiparasitario (RODRIGUES, G. C. et. al., 2014; PAN, P. et. al.,

2013).
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3.4. Acidos Hidroxamicos como inibidores das enzimas HDAC e AC

Existem varias pesquisas no desenvolvimento de inibidores das enzimas AC e HDAC.
Dentre esses inibidores, os acidos hidroxamicos tém sido largamente utilizados no mercado.
Os acidos hidroxamicos podem ser representados por uma formula geral RCONR’OH onde
R’ pode ser um grupo alquila, arila ou simplesmente um hidrogénio (H) (GUPTA et. al.,
2013). Essa classe de compostos engloba uma importante familia de bioligantes que
coordenam ions metalicos situados no bloco d.

Esse grupo de bioligantes podem exibir tautomeria na forma ceto ou iminol e ambos
tautbmeros podem apresentar a forma Z (zusammen) ou E (entgegen) diasteroisomeros. Esses
compostos sdo acidos fracos com valores de pKa ~8,5 para a deprotonacdo N-OH em
solventes aquosos (HIGGINS, 2006). Os acidos hidroxamicos cetdlicos, na forma Z, parecem
ser favorecidos em fase gasosa e em solventes aquosos. Todavia, em solventes ndo proticos
como o Dimetilsulféxido (DMSO) apresenta uma maior deprotonacao no grupo N-H do que
N-OH (KAKKAR, 2013).

A mais importante aplicagdo dos acidos hidroxadmicos é como queladores de ions
metalicos. As pesquisas recentes tem demonstrado que esse grupo de moléculas coordenam os
ions metélicos de forma monodentada e bidentada. Para quelacdo dos ions metélicos, 0s
acidos hidroxamicos adotam uma configuracdo cis. Esse tipo de coordenacao parece ser mais
favoravel devido haver uma ressonancia entre o metal e o grupo hidroxamato. Sabendo dessas
propriedades dos &cidos hidroxamicos, a industria farmacéutica tem largamente pesquisado
sobre esse grupo de bioligantes e utilizados como inibidores de metaloenzimas como as ACs
e HDACs (GUPTAet. al., 2013).

Os acidos hidroxamicos faz parte dos quatro principais inibidores das HDACs
dependentes do cofator metalico Zn®*. Dentre esses acidos hidroxamicos, 0s compostos

Suberonalyde Hydroxamica Acid (SAHA) e Trichostatin A (TSA) sdo os mais conhecidos,
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inclusive aprovados pela food and drug administration (FDA) como inibidores dessas
metaloenzimas, servindo de modelo para o desenvolvimento de novos prototipos. O
mecanismo de inibicdo dos acidos hidroxamicos sobre a HDACs é majoritariamente por meio
da quelacdo do cofator metalico Zn®*, conforme a figura 3, formando diversas ligacdes de

hidrogénio com residuos proximos.
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Figura 3. Interacdo de um é&cido hidroxamico com o cofactor metéalico Zn** (em roxo) da
HDAC. Na inibicdo da HDAC os é&cidos hidroxamicos quelam o cofactor metélico
bidentadamente e as interacdes com os residuos HIS 143, HIS 142 e TYR 306 auxiliam na

estabilidade do complexo.

Em relacdo os inibidores das ACs dependentes do cofator Zn®*, a principal classe de
inibidores dessas metaloenzimas sdo as sulfonamidas. Entretanto, devido esse grupo de
moléculas apresentarem baixa seletividade, implicando em varios efeitos colaterais,
pesquisadores tem investido estudos nos acidos hidroxdmicos como inibidores dessas
enzimas. Como inibidores dessas metaloenzimas, os acidos hidroxamicos atuam como um
poderoso ligante bidentado, além de formar fortes ligagdes de hidrogénio com residuos

préximos (figura 4) (FIORE et. al., 2012).
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Figura 4. Inibicdo de um &cido hidroxamico sobre a enzima AC. Os atomos de oxigénio
guelam o cofactor metalico (em prata) da enzima AC. Uma ligacdo de hidrogénio com o

residuo THR 200 auxilia na estabilizacdo do complex.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral
Avaliar a atividade inibitoria das betainas hidroxamicas sobre as enzimas HDAC e AC por

meio de ensaios in silico.

4.2. Objetivos Especificos

Estudar as interacGes das betainas hidroxamicas com a HDAC e AC pelos métodos de

Ancoragem Molecular e Dindmica Molecular.

Comparar as interacdes das betainas hidroxamicas em relagio aos Acidos Hidroxamicos.

Avaliar as possiveis estruturas moleculares das betainas hidroxamicas a serem apresentadas,

respeitando as possibilidades de sintese
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5. JUSTIFICATIVAS

Os ensaios in silico, embora menos exatos que 0s in vitro, possibilitam uma répida
visualizacdo, de baixo custo, de milhares de moléculas. Essa primeira etapa reduz o tempo e 0
custo na selecdo de estruturas mais promissoras para uma proxima etapa, a avaliacao in vitro.

As Betainas Hidroxamicas retinem caracteristicas bastante favoraveis para a formacao
de anélogos dos acidos hidroxamicos de forma a aumentar a afinidade pela HDAC e AC.
Devido a sua forma zwitteriénica, as betainas hidroxamicas podem, in silico, potencializar a
ligacdo com o zinco, pois 0 grupo hidroxamato estaria mais disponivel para se coordenar ao
ion zinco ou a aminoacidos carregados positivamente no sitio ativo das enzimas, enquanto
que, os grupos N-metilados, positivamente carregados, podem interagir com aminoacidos
carregados negativamente. Outra vantagem da utilizacdo das betainas hidroxamicas esta

relacionada com simplicidade da sintese destas moléculas.

6. METODOLOGIA

6.1. Otimizagdo da Geometria dos Ligantes

A otimizacdo de geometria dos ligantes foi realizada no nivel de calculo B3LYP/6-
31G++(d,p) para a obtencdo de propriedades, como cargas atbmicas ChelpG e potencial

eletrostatico com o software Firefly 8.2.0 (GRANOVISK, 2015; FRISCH et. al. 2009)

6.2. Ancoragem molecular com ligante coordenado ao metal

Para a representacdo da proteina, os arquivos adotados para as simula¢des foram as
estruturas cristalograficas de codigo PDB 1c3r e PDB 4fl7, o qual corresponde a estrutura de
uma histona deacetilase (HDAC) dimerizada complexada com o inibidor Trichostatin A
(TSA) e uma anidrase carbonica complexada com o inibidor N-hidroxi-benzamida. As

estruturas cristalograficas foram pré-tratadas com o software UCSF chimera 1.11.1
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(PETTERSEN et. al. 2004). Com o auxilio desse software, foram removidos a cadeia A, as
moléculas de dgua da estrutura e o ligante TSA da HDAC, enquanto que da estrutura da AC
foram removidos as moléculas de agua, os fons HCO3? e o ligante N-hidroxi-benzamida.

A préxima etapa foi referente a ancoragem molecular. Para o procedimento de
ancoragem molecular, um processo de protocolo padréo foi utilizado. No preparo do ligante
foram adicionados os hidrogénios polares, as cargas de Gasteiger e todas as torsdes possiveis
para os ligantes. Para o preparo dos receptores HDAC e AC, foram adicionadas as cargas de
Gasteiger e, por conseguinte, um pseudo atomo de Zn para a utilizacdo do campo de forca
AutodockZn, que é um processo padrdo utilizado pelo autodock para ancoragens molecular
que envolve quelacdo do cofator inorganico Zn** (MARTINS-SANTOS et. al. 2014).

A regido de ancoragem molecular foi determinada por um gridbox, de espaco de
0.375A°, nas dimensdes de 80x80x80, com o0 centro nas coordenadas correspondente a
posicdo do fon Zn** da metaloenzima HDAC. Os mesmos valores para 0 espaco e dimensdes
foram assumidos para a AC, contudo o centro das coordenadas foi ajustado para o seu cofator
metalico Zn*". O grid foi gerado com wuma ferramenta disponivel no site:
http://autodock.scripps.edu/resources/autodockzn-forcefield, produzido especialmente para
reproduzir o campo de forca utilizado na quelacéo do fon metalico de Zn** no grid.

Os célculos de ancoragem molecular foram efetuados com o programa autodock4.2
(MORRIS et. al. 2009). Foram gerados 300 conformeros, onde o rmsd de toleréncia foi de 2.5
A, com um ndimero méaximo de 2.5x10° para a avaliacio de energia e um numero méaximo de
2.7x10* de geracdes. O restante das outras opgOes foram mantidas como padrdo. O algoritimo

de busca para os célculos de ancoragem molecular foi o Genético Lamarckiano.
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6.3. Dinamica Molecular

Por fim, foi realizada a etapa de Dinamica Molecular com o software GROMACS
5.1.4. As coordenadas dos atomos na conformacédo de menor energia dos ligantes foram salvas
em formato PDB e, por conseguinte, submetidas ao programa Automated Topology Builder
(ATB) para gerar a topologia para os calculos de Dinamica Molecular. As cargas utilizadas na
topologia foram aquelas obtidas na etapa de otimizacao da geometria dos ligantes.

Todas as simulacdes foram realizadas usando o campo de forca AMBER (Assisted
Model Building with Energy Refinement) 03 (DUAN et. al. 2003). Os sistemas foram
solvatados utilizando o modelo de agua TIP4P em formato de caixa cubica, onde o complexo
inibidor-proteina se localizava ao centro e distancia de 1,0 nm, seguida pela minimizacéo de
energia atraves do algoritimo steepest decente para 500 passos, via tolerancia de 1000KJ/mol,
com o intuito de remover os efeitos estéricos. Por fim, a dindmica molecular foi rodada em
escala de tempo de 1000ps sob temperatura constante de 309,15K e pressdo de latm. O
algoritimo PME (particle Mesh Ewald) foi utilizado para os estudos das interacdes

eletrostaticas. Por fim, foram feitas as analises de RMSD.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo aos célculos tedricos, o grupo carbamato das betainas hidroxamicas
possuem propriedades similares aos dos acidos hidroxamicos. Os calculos a nivel DFT
B3LYP, com a base 6-311 G++(d,p), revelaram que o orbital HOMO dessas estruturas estéo
localizadas na mesma regido, no grupo carbamato. A energia dos orbitais HOMO dessas

estruturas é apresentada na tabela 1 e o formato desses orbitais na figura 5.
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D
Figura 5. Orbital molecular HOMO dos acidos hidroxamicos e das betainas hidroxamicas. A)

AH1; B) BH1; C) AH2 ; D) BH2

Tabela 1. Energias dos orbitais HOMO dos ligantes.

Moléculas HOMO

AH1 0,009 a.u.
BH1 -0,142 a.u.
AH2 0,007 a.u.
BH2 -0,135 a.u.
TSA -0.018 a.u.
NHB 0.013 a.u.

Como as metaloenzimas AC e HDAC utilizam o fon Zn®* como cofator, a inibic&o
pode ser compreendida pelo mecanismo de reacdo acido-base de Lewis. Nesse mecanismo, 0
acido sera um aceitador de protons enquanto que a base sera um doador de prétons
(SHRIVER et. al., 1999). Neste caso, o cofator metalico Zn** ser& o aceitador de prétons e o
ligante o doador de proton. Relacionando essa interacdo em nivel atémico, os orbitais

envolvidos nesse tipo de mecanismo de reacdo sdo o orbital HOMO e o orbital LUMO



33

(PEARSON, 1986), geralmente. Analisando os orbitais HOMO dos ligantes, na figura 5,
observa-se que as betainas hidroxamicas apresentam um orbital HOMO similar aos de seus
respectivos analogos. Isso induz ao pensamento que a interacdo das betainas hidroxamicas
sera similar aos dos acidos hidroxamicos, ou seja, um orbital 4p do oxigénio (orbital HOMO)
interagira lateralmente com o orbital 4s (orbital LUMO) do Zn?*, provavelmente.

Além disso, segundo os calculos tedricos (DFT, na base 6-311G ++ (d,p), com cargas
ChelPG), o orbital HOMO dos ligantes apresentados na tabela 1 possui energias proximas.
Dessarte, além do mecanismo similar dessas estruturas, é provavel que a contribuicdo de
energia da interacdo dos orbitais HOMO, dos ligantes, com o orbital LUMO do cofator
metalico Zn®* serdo préximas. Logo, grupo carbamato das betainas hidroxamicas podem
apresentar interacGes de orbital de fronteira com essas metaloenzimas, similares aos acidos

hidroxamicos.

Tabela 2. Carga dos atomos dos ligantes AH1, BH1, AH2 e BH2.

AH1 BH1

01 |-0,735753 01 -0,672504
C2 |0,711158 C2 0,638502
N3 |-0,127969 N3 -0,084724
04 |-0,71615 04 |-0,569601
H5 0,197019 H5 |0,209852
C6 |-0,719146 C6 -0,626517
H7 ]0,093663 H7  |0,195593
H8 |0,05795 H8 |0,159349
C9 |1,03138 C9 -0,257787
C10 |-0,390966 H10 |0,157587
H11 |0,074972 H11 |0,110598
H12 |0,017705 H12 |0,106222
H13 |0,023008 C13 |-0,220604
Cl1l4 |-0,334786 H14 |0,102816
H15 |0,016879 H15 [0,088248
H16 |-0,016937 H16 |0,163702
H17 |0,085322 C1l7 |-0,287001
C18 |-0,280244 H18 |0,112203
H19 |-0,010491 H19 |0,132166
H20 |0,008812 H20 |0,136131



H21 0,014573 N12 ]0,405773
AH2 BH2

01 |-0,723247 01 |-0,665642
C2 |0,768005 C2 ]0,659334
N3 [-0,171765 N3 [-0,102437
04 |-0,715903 04 |-0,588912
H5 |0,232275 H5 |0,230499
C6 |-0,788886 C6 |-0,677671
H7 |0,117268 H7 0,187172
H8 |0,054298 H8 10,121842
C9 ]0,046793 C9 10,047943
H10 |-0,027250 H10 |0,054854
H11 |-0,087653 H11 |0,003013
C12 |0,103776 C12 |0,099599
H13 |-0,122049 H13 |-0,022970
H14 |-0,028008 H14 |0,054044
C15 |0,192821 C15 |0,182397
H16 |-0,076943 H16 |-0,001662
H17 |-0,068629 H17 |0,007444
C18 |-0,023065 N18 |0,421339
H19 |-0,051524 C19 |-0,139607
H20 |-0,017703 H20 |0,016610
H21 |-0,001606 H21 |0,073894
C22 |-0,065607 H22 |0,054376
H23 |-0,002739 C23 |-0,133182
H24 |-0,029293 H24 |0,075934
H25 |0,003655 H25 |0,023053
C26 |-0,232814 H26 |0,045010
H27 |0,036954 C27 |-0,239871
H28 |0,010523 H28 |0,071842
H29 |0,030296 H29 |0,074531
C30 |0,638017 H30 |0,067225
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Em relacdo as cargas dos atomos, a magnitude dos 4&tomos de oxigénio das betainas

hidroxdmicas é proxima as dos &cidos hidroxamicos (tabela 2), reforcando que essas

estruturas podem apresentar um mecanismo similar aos acidos hidroxamicos na inibicdo das

enzimas HDAC e AC. Porém, a interacdo eletrostatica dos acidos hidroxamicos junto ao

cofator Zn** deve ser mais forte, devido seus 4&tomos de Oxigénio apresentar cargas mais

negativas, quando comparado as betainas hidroxamicas.
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Todavia, a0 comparar a magnitude das cargas dos atomos de hidrogénio dos grupos
metilas ligadas ao atomo N21 com a dos atomos de hidrogénio dos grupos metilas ligadas ao
atomo C9 e dos atomos de hidrogénio dos grupos metilas ligadas ao atomo 18N com 0s
hidrogénios da etila ligada ao &tomo C30, aquelas sdo mais positivas. Isso pode conferir uma
vantagem as betainas hidroxamicas na interacdo com sitios eletronegativos das metaloenzimas
HDAC e AC, visto que as ligacbes de hidrogénio ndo classicas podem ser realizadas. Mais
ainda, os célculos sugeriram que o atomo de nitrogénio (N21 na BH1 e N18 na BH2) das
betainas hidroxamicas apresenta valores positivos, 0 que pode favorecer uma interacdo de

compostos instaveis com residuos eletronegativos dessas enzimas.

7.1 Estudos de Ancoragem Molecular da interacgdo de ligantes com a HDAC

7.1.1 Validacéo

Uma rapida avaliacdo nas interacdes in silico entre ligantes e enzimas, com a
finalidade de se descobrir as energias de ligacdo da interacdo enzima-ligante, é altamente
desejavel. Uma boa ferramenta para essa rapida avaliacdo é a ancoragem molecular. Embora
existam varios programas disponiveis (open source ou comercial), poucos apresentam funcdes
de energia para metaloproteinas (WANG, 2004). Martins e colaboradores (2014), com a
finalidade de otimizar as interacdes de pequenos ligantes e metaloenzimas dependentes do ion
Zn?*, desenvolveram um campo de forca para o software Autodock 4.2.

Nesse sentido, como a HDAC é uma metaloenzima dependente do fon Zn®* como
cofator, esse campo de forca foi empregado para melhor representar a funcdo de energia.
Como a interacdo TSA-HDAC é bem conhecida, para a validagdo teorica foram utilizadas
essas estruturas. Os resultados obtidos tedricamente da energia livre de Gibbs para a interagdo

TSA-HDAC (tabela 3) foram muito proximos ao apresentado experimentalmente.



36

Tabela 3. Energia livre de Gibbs (kcal.mol™) teérica e experimental da interacio TSA-HDAC

enzima-inibidor AGTesrico AGExperimental
TSA-HDAC -9,95 -10,3

Além da energia livre de Gibbs, tedrica e experimental, da interacio TSA-HDAC
serem proximas, as inspecdes visuais obtidas pelo método de ancoragem molecular apontaram
geometrias proximas ao experimental (figura 6A). Varias interacfes significativas entre o
ligante e os aminoacidos ASN 20, PHE 198, PRO 22, PHE 141, HIS 170 (figura 6B), entre
outros foram observadas no estudo tedrico. As mais significativas foram uma ligacdo de
hidrogénio entre (TSA) N-H---N-HIS 132 e uma interacdo do tipo pi-stacking na forma T
entre os anéis do TSA e do aminoacido PHE 141. Além disso, as distancias entre Zn---O(C) e

Zn---O~ foram de 2,074 A e 1,847 A respectivamente, mostrando proximidade ao resultado

apresentado pela estrutura cristalografica (2,45 A e 2,24 A respectivamente).
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Figura 6. Interacdo TSA-HDAC. A: Comparacdo das conformacdes tedrica e experimental na
interagdo TSA-HDAC. Em verde esta representado o TSA do PDB 1c3r e em rosa a estrutura
mais préxima obtida na Ancoragem Molecular. B: Interacdo da TSA-HDAC por ancoragem
molecular. A figura representada a esquerda mostra 0s &tomos de oxigénio coordenando o
cofactor Zn?*. A figura representada & direita mostra as interacdes do TSA com o grupo de

aminoacidos préximos.

Analise das intera¢des betaina hidroxamica-HDAC e &cidos hidroxédmicos-HDAC

Acidos hidroxamicos sdo potentes inibidores das enzimas HDAC devido possuirem
um grupo hidroxamato que coordena o cofator metalico Zn®* (GUPTA, 2013). Nesse sentido,
as betainas hidroxamicas (EVANS, 1977) podem ser potenciais inibidores da enzima HDAC
porque, além da existéncia do grupo hidroxamato em sua estrutura, apresentam também um
grupo catiénico que pode favorecer uma interacdo coulombiana com a HDAC. A escolha das
betainas hidroxamicas da figura 7 para essa andlise comparativa se deve a sua sintese
conhecida (EVANS, 1977). A tabela 4 exibe os resultados da interacdo dos ligantes da figura 7

com a HDAC.
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Figura 7. Acidos hidroxamicos (AH1 e AH2) e betainas hidroxamicas (BH1 e BH2)

utilizadas nos célculos de interacdo Ligante-HDAC.

Tabela 4. Valores de menor energia das conformac6es geradas nos célculos de ancoragem
molecular da interacdo ligante-HDAC.

Moleculas Energia (Kcal.mol™)

AH1 -6,46
BH1 -5,24
AH2 -6,98

BH 2 -5,53
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(E) (F)

Figura 8. Interagéo ligante-HDAC. A: Interacdo AH1-HDAC. B: Interagdo BH1-HDAC. C:

Interacdo AH2-HDAC na cavidade adjacente ao sitio ativo da HDAC. D: Interacdo AH2-
HDAC no sitio ativo da HDAC. E: Interacdo BH2-HDAC na cavidade adjacente ao sitio

ativo da HDAC. F: Interagdo BH2-HDAC no sitio ativo da HDAC.
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A diminuicdo da energia de interacdo ligante-HDAC era esperada para estruturas de
cadeias maiores, haja vista a superficie de contato contribui para a minimizacao da energia
(SOLOMONS, 2012). Contudo, nota-se que, embora essas estruturas maiores tenham uma
energia de interacdo menor, elas preferencialmente se ligaram a uma cavidade adjacente ao
sitio ativo da HDAC, que tem um tamanho de aproximadamente 14 A (WANG, 2004). Por
outro lado, as estruturas maiores, quando localizadas no sitio ativo da HDAC, apresentaram
energias de interacdo maiores do que as estruturas menores. A figura 8 mostra a conformacéo
desses ligantes na interacdo com a HDAC.

Tem sido sugerido por alguns autores que a funcéo da cavidade de 14 A adjacente ao
cofator Zn** seja de facilitar o escape do subproduto da reagdo de deacetilacio das histonas,
devido favorecer as interacdes ibnicas (WAMBUA et. al. 2014; WANG, 2004), por possuir
grupos polares naquela regido. Logo, o estudo dessa cavidade tem sido largamente estudado
para o desenvolvimento de novos farmacos (MEHOT, et. al.; WITTER, et. al.,, 2008;
MORADE]I, et. al. 2007). E ainda, pesquisas sugerem que os ligantes podem ocupar ambos 0s
modos, ora no sitio ativo, ora na cavidade adjacente ao sitio ativo da HDAC (WANG, 2004).
Nesse sentido, € provavel que as estruturas utilizadas na ancoragem molecular possam

interagir nas duas cavidades.

7.1.2. InteragBes na cavidade adjacente ao sitio ativo da HDAC.

Através do método empregado na ancoragem molecular, foi visto que as estruturas
maiores (AH2 e BH2) obtiveram menor energia quando as suas ramifica¢fes interagiram com
os grupos localizados na cavidade adjacente ao sitio ativo da HDAC, com o seu atomo de
oxigénio (R-N=0") interagindo com o cofator Zn?* (figura 9). Pelos célculos de ancoragem

molecular, a conformacdo da AH2 (figura 9A) apresentou, além da ligacdo Zn---O~, ligagdes
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de hidrogénio (CYS142-H:--O=C-AH2, HIS131-H:--:O=C-AH2, e AH2-N-H:--O-TYR297),
forcas intermoleculares com a HIS 131, interacGes carga-carga e varias interacfes-m.

Os calculos de ancoragem molecular, para as conformagcbes BH2, apresentaram uma
menor quantidade de interacdes hidrofobicas e aumentou a quantidade de interacdes do tipo
carga-carga, comparado a AH2. Para a BH2, os calculos além da interagdo Zn---O7,
apresentaram uma ligacéo de hidrogénio (CYS142-H---O=C-BH2) e vérias interacdes carga-
carga (figura 9B). Contudo, os célculos de ancoragem molecular gerados apresentaram
algumas repulsdes que afetaram a energia da estrutura. Essa repulsdo pode ter acontecido
porque os calculos de ancoragem molecular efetuados, no presente trabalho, consideraram a

proteina toda rigida. Por consequéncia, alguns grupos de cargas semelhantes ficaram

préximos, aumentando a energia de ligacéo.

(B)

Figura 9. Interacbes dos ligantes na cavidade adjacente ao sitio ativo da metaloenzima
HDAC. A: Interacdo AH2-HDAC. B: Interacdo BH2-HDAC. Tracejado em verde (ligacéo de
hidrogénio), tracejado em laranja (interacdo carga-carga), tracejado em roxo (interacdes- ),
tracejado em branco (interagdo intermolecular), tracejado em laranja (interacdo carga-carga),

tracejado em vermelho (repulséo eletrénica).
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Embora o programa utilizado para a visualizacdo das interacdes ligante-HDAC néo
tenha mostrado as interacbes dos ligantes com os atomos mais eletronegativos desses
aminoéacidos, é possivel que o programa autodock4.2 tenha computado essas interacdes nos
calculos. Assim, os efeitos de inducdo explicaria a preferéncia de alguns ligantes interagirem
melhor na cavidade de 14 A.

Como existem muitos grupos que favorecem uma interacdo iénica nessa cavidade,
uma possibilidade € que as etilas tenham sentido o efeito de retirada de elétrons do grupo
hidroxamato, quando ligado ao cofator metélico Zn®*. Consequentemente, essa inducéo pode
ter facilitado a interacdo com grupos polares nessa cavidade. No entanto, embora o efeito de
inducdo das cargas seja parecido nas moléculas menores (AH1 e BH1), é possivel que a
distancia do grupo metila desses grupos eletronegativos seja maior, desfavorecendo as
interacdes na cavidade de 14 A. Ainda que a ideia da inducdo das cargas possa ser valida na
explicacdo da preferéncia do AH2 e BH2 interagir melhor na cavidade adjacente ao sitio
ativo, ndo é possivel afirma-las devido o método utilizado para os calculos de interacdo dessas

estruturas considere a proteina rigida, aproximando-se do modelo de chave e fechadura.

7.1.3. As estruturas AH2 e BH2 podem apresentar um equilibrio, ora no sitio ativo,
ora na cavidade adjacente de 14 A

Os ligantes AH2 e BH2 apresentaram energias de interacdo satisfatdrias tanto no sitio
ativo quanto na camada adjacente de 14 A. A conformacdo do AH2 que apresentou menor
energia de interacdo no sitio ativo da HDAC, além de se ligar ao cofator Zn®*, apresentou
ligagbes de hidrogénio (HIS132-H:--O=C-AH2 e AH2-N-H:--O-TYR297) e varios tipos de
interacbes-n ¢ carga-carga com a metaloenzima HDAC (figura 10A). Ja a BH2 apresentou
interacdes Zn---O~ e Zn---O=C-BH2, uma ligacdo de hidrogénio (BH2-N-H---O-TYR297) e

diversas interagdes carga-carga no sitio ativo da HDAC (figura 10B).
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As energias do calculo de ancoragem molecular para as conformac6es foram de -6,98
kcal.mol™ para a interacdo AH2-HDAC na camada adjacente de 14 A e -5.97 kcal.mol™ para
a interacdo AH2-HDAC no sitio ativo da HDAC. Essa pequena diferenca na energia de
interacdo das conformacdes sugerem que as estruturas apresentem interaces similares,
mesmo em cavidades diferentes, e, por conseguinte, essas conformacdes podem aparecer em
equilibrio, ora na cavidade de 14 A, ora no sitio ativo da HDAC. No entanto, a conformacéo
da AH2, quando a cadeia carbonica esta localizada na cavidade 14 A, parece facilitar as

ligacGes de hidrogénio AH2-HDAC e algumas interagfes idnicas com 0s grupos polares na

cavidade adjacente de 14A e, portanto, apresentar uma menor energia de interac&o.

(A)

(B)

Figura 10. Interacdo dos ligantes AH2 e BH2 no sitio ativo da HDAC. A: Interacdo AH2-
HDAC. B: Interacdo BH2-HDAC. Tracejado em verde (ligacdo de hidrogénio), tracejado em
laranja (interacdo carga-carga), tracejado em roxo (interagbes- w), tracejado em branco
(interacdo intermolecular), tracejado em laranja (interagdo carga-carga), tracejado em

vermelho (repulséo eletrdnica).
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No estudo da BH2, os valores resultantes para os calculos de energia para a interagdo
BH2-HDAC na cavidade adjacente ao sitio ativo foram de -5.53 kcal.mol™, enquanto que para
a interagdo BH2-HDAC no sitio ativo da HDAC foi de -4.98 kcal.mol™. Essa pequena
diferenca de energia induz ao pensamento de que essas estruturas estdo presentes em
equilibrio na HDAC, ora na cavidade de 14 A, ora no sitio ativo da metaloenzima HDAC. E
ainda, a baixa diferenca de energia entre as conformacdes ancoradas aludem a varias formas
de interacdo similares. Todavia, a estrutura localizada na cavidade de 14 A apresenta-se como
mais favoravel por exibir uma quantidade menor de repulsées eletrdnica, e, por conseguinte,
mostrar uma melhor energia de interagcdo, segundo os calculos de ancoragem molecular do

presente trabalho.

7.1.4 Relacdo do tamanho da estrutura e energia de interacéo

As energias de interacdo no sitio ativo da metaloenzima foram menores para as
estruturas AH1 e BH1, sendo que eram esperadas que as estruturas AH2 e BH2
apresentassem-nas, devido a superficie de contato ser maior (SOLOMONS, 2012). Esses
problemas podem estar relacionados com os métodos empregados para o estudo da interacdo
ligante-proteina.

Para os acidos hidroxamicos, esse possivel fato, talvez, possa estar relacionado com a
disposicdo eletrbnica das estruturas e compatibilidade geométrica (LEHNINGER, 2013;
VOET et. al., 2011). Pelos célculos, o ligante AH1 parece apresentar melhores interacdes
entre 0 seu residuo organico com os aminoacidos laterais da HDAC, comparado ao AH2. J&
para as betainas hidroxamicas, além da variavel compatibilidade geométrica, o0 numero de
repulsdes de cargas positivas foram maiores para o ligante BH2, gerando maior instabilidade

ao ser comparada com a BHL1.



45

Tanto as estruturas AH1 e BH1 apresentaram varias interacdes hidrofobicas em
comum as estruturas maiores. Contudo, somente para essas estruturas (AH1 e BH1) foram
notadas a presenca de interacbes hidrofébicas do tipo CH---m com o aminoacido PHE141.
Estes tipos de interacdo, embora considerada fraca, auxilia na estabilizacdo das estruturas com
energia entre -0,5 e -1,0 kcal.mol™ (BRANDL et. al., 2001). Talvez, essa tenha sido a razéo
dos ligantes menores apresentarem uma maior complementaridade geométrica nos célculos de
ancoragem molecular.

Né&o obstante, embora os célculos apresentassem esse resultado, 0 método empregado
ndo considerou o ajuste induzido da metaloenzima. Essa rigidez pode ter influenciado nos
resultados dos calculos. Logo, calculos mais acurados, os quais considerem o ajuste induzido,

s80 necessarios para investigar a estabilidade dessas estruturas.

7.1.5 Comparacao da energia de interacdo AH-HDAC e BH-HDAC

O grupo catibnico das betainas hidroxamicas interagiu com o0s residuos de
aminoéacidos ricos em elétrons da HDAC, independente da cavidade que o residuo organico
do grupo hidroxamato esteja localizado (figura 11). Entretanto, ao ser comparado com 0s
acidos hidroxamicos, essas estruturas mostraram uma energia de interacdo mais alta. Essa

diferenca pode estar associada a repulsdo provocada pela a carga positiva do fon Zn*.
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Figura 11. InteracBes dos grupos catidnicos da BH1 no sitio ativo da HDAC. O tracejado
laranja representa as interacfes entre o grupo catiénico e aminoacidos ricos em elétrons da

HDAC. O tracejado vermelho representa as repulsdes entre cargas positivas.

Mesmo que os célculos por ancoragem molecular tenham apontado que a interacdo
BH-HDAC, quando comparadas as interagdes AH-HDAC de seus analogos, mostrem energia
mais elevada, tal resultado ndo é definitivo, visto que as proteinas sofrem deformacdes
(LEHNINGER, 2013; VOET et. al., 2011) e estas ndo foram consideradas nos célculos de
ancoragem molecular deste trabalho, que foi baseado no modelo chave-fechadura.

Mais além, como o grupo catiénico das betainas hidroxadmicas analisadas no trabalho
interagiram bem com aminoacidos ricos em elétrons, em ambas as cavidades da HDAC, esse
grupo pode ser promissor no desenvolvimento de novos inibidores dessa enzima. Nesse
sentido, com a finalidade de evitar uma repulsdo entre as cargas dentre o cofator metélico da
HDAC e alguns outros aminoacidos carregados positivamente, testes podem ser realizados
com betainas hidroxamicas maiores, mantendo o grupo catidnico mais distante do fon Zn** e

dos aminoé&cidos carregados positivamente.
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7.1.6 Analise de betainas hidroxamicas derivadas do TSA

O Trichostatin A (TSA) é um conhecido inibidor da enzima HDAC. Por ser um
farmaco aprovado pela food and drugs administration (FDA) e ter resultados expressivos no
combate a diversas doencas dependentes da inibicdo da HDAC (SOMANNA et. al., 2016;
VANHAECKE et. al. 2011; VUGUSHIN et. al. 2001), testes foram realizados combinando o
grupo das betainas hidroxamicas a esse inibidor. A figura 12 mostra as posi¢cdes que 0 grupo
das betainas foi substituido no TSA e a tabela 5 mostra a energia referente a interagdo do TSA

combinado com a betaina e a HDAC.

Figura 12. TSA e as posic¢des que foram combinadas com o grupo catidnico das betainas.

Tabela 5. Valores da energia de interacdo entre o TSA combinado com betaina e HDAC.

Posicéo Energia (Kcal.mol™)
TSA -9,95
1 -12,27
2 -9,38
3 -9,83
4 -9,32
5 -10,29
M1 -10,39
M2 -9,86
01 -9,13
02 -10,23
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A insercdo do grupo catiénico das betainas em algumas posi¢oes no TSA favoreceu a
interacdo com a HDAC, mediante os calculos realizados de ancoragem molecular. Os
resultados mais expressivos foram a combinacdo TSA-betaina na posicdo 1, posicdo 5,
posicdo meta (M1) e posicdo orto (O2). E ainda, os resultados gerados no calculo de
ancoragem molecular revelou que o grupo catiénico da betaina pode interagir tanto no sitio
ativo, quanto na cavidade de 14 A da HDAC.

Como fator no processo de estabilizacdo, além da grande superficie de contato aliada
ao processo de interacdo do complexo enzima-ligante, o grupo catidnico dos ligantes TSA-
betaina interage com residuos eletronegativos da HDAC, favorecendo ao abaixamento de
energia e, por conseguinte, aumentando a estabilizacdo do sistema. Nesse sentido, as betainas
hidroxdmicas sdo potenciais a ser explorado no desenvolvimento de inibidores da
metaloenzima HDAC.

Nos calculos de ancoragem molecular, o grupo catidnico das betainas induziu a
formacdo de ligacdes de hidrogénio ndo classicas no sitio ativo dessas metaloenzimas. A
figura 13 mostra uma comparacdo entre as ligacdes de hidrogénio ndo classicas do TSA,
combinado com o grupo catiénico das betainas hidroxamicas na posicdo 5, as ligacdes de
hidrogénio do TSA, da conformacdo de menor energia localizada no sitio ativo e a
conformacdo que apresentou a geometria mais préxima do ligante inserido no PDB 1c3r.

A estrutura do TSA apresentada no PDB apresenta uma ligacdo de hidrogénio nao
classica do tipo NC-H---O com o aminoacido ASN 20 da proteina, enquanto que a estrutura
gerada no calculo de energia menor para o TSA, localizada no sitio ativo da enzima (segunda
estrutura da figura 13), gerou duas ligacdes de hidrogénio ndo classica do tipo NC-H---O com
a enzima LEU 265. No entanto, quando combinado com o grupo catiénico das betainas, além

das ligacdes de hidrogénio néo classica do tipo NC-H---O com a enzima LEU 265 (estrutura
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2), sdo observadas outras ligages de hidrogénio do tipo N*C-H---O” com o aminoacido GLU

92, de alta densidade eletrbnica.
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Figura 13. Interacdo TSA-HDAC". A estrutura 1 mostra a estrutura gerada no calculo com
conformacgdo mais proxima do TSA apresentado no PDB 1c3r. A estrutura 2 mostra a

conformacdo do TSA de menor energia, localizada no sitio ativo da HDAC. A estrutura 3
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apresenta 0 TSA combinado com o grupo catibnico das betainas. O tracejado branco

representa as ligacdes de hidrogénio nao classicas.

7.1.7 Estudos de Dindmica Molecular das HDAC

Os complexos inibidor-HDAC foram caracterizados com ensaios de dindmica
molecular (DM) para se investigar a estabilidade, as alteragdes conformacionais e o
comportamento dos inibidores no sitio ativo da HDAC e camadas adjacentes. Essas
caracteristicas foram analisadas por meio das mudancas, plotadas no grafico de RMSD (Root
mean Square Deviation). A figura 14 mostra o comportamento da interacdo inbidor-HDAC

dos ligantes AH1, AH2, BH1 e BH2.

7.1.7.1. Comparacao de Estabilidade

Em relacdo a estabilidade dos ligantes na interacdo inibidor-HDAC, os estudos de DM
apontam que as estruturas sao estaveis. Os estudos das interacfes desses ligantes, dentro do
tempo de 1000ps, a temperatura de 309,15K mostraram os valores para 0 RMSD ~1A,
sugerindo que todas as estruturas séo estaveis. Os resultados de DM, em relacédo a estabilidade
dos ligantes, estdo de acordo aos célculos de ancoragem molecular, visto que esses célculos
previram a estabilidade dos ligantes no sitio ativo da metaloenzima.

Em relacdo aos &cidos hidroxamicos, as betainas hidroxadmicas apresentou maior
estabilidade nos calculos de DM (figura 14). Essa maior estabilidade provavelmente acontece
devido o grupo catiénico de esses ligantes interagirem com grupos eletronegativos préximos,
formando fortes interacfes, como ligagcdes de hidrogénio nao classicas e intera¢des do tipo -
cation. Essa maior estabilidade das betainas hidroxdmicas na interagéo inibidor-HDAC, em
relacdo aos acidos hidroxamicos, contradiz os resultados obtidos na ancoragem molecular,

referente as repulsdes entre o cofator da metaloenzima e o grupo catiénico das betainas. Mais
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ainda, durante os 1000ps os atomos de oxigénio das betainas hidroxamicas quelaram o cofator

Zn**, evidenciando o que era esperado - um mecanismo similar aos 4cidos hidroxamicos de

inibicdo das HDAC:S.

RES afier Isq fit to Protein

03 T
0.251— .f\ i f 'I —
\
o ol A i /”.
02 TRy I “V‘f‘\' i \ P
A VIR, VAT ' [\ [\
g KT AR ULARAR RTAN an
g v \ A
3 015 ' ! \V
2 \
z A
E N,
AW n
0,1 \ ,ﬂ» \ 4
f /
005} N
( [ |
) 200 400 600 800 1000
Time (ps)
2UT7H after Isq fit o Protein
02e - - T | s
0.5 | ,
i I
\ 1
\ f f
z N | W P
s ol | \ fl h {\'\ | \” | A NL N A
2 ‘ﬂ,‘f \f\‘ "‘, fw”‘ | \‘ A IH I\-“\ M\M/ m- v
z NN YA ) N W‘\ Voufvgy ¥y
Al \ j \ ‘ | \ W
[ |
Al
0,05 H
[
|
ui - ! L | a
0 200 300 600 800 1000
Time (ps)
RERX afier Isq fit 1o Protein
0,3 T T
0,25
TN
v WAV M
A
N \
Al LA
MUV
Il
Y
o 1 |
0 200 400 HOO BOO 1000

Time (ps)

E

RMSD (nm)

RES after Isq fit to Protein

0.4 T T T
A f
I\ VoAt
\ A AN
03 | TN |
! \
A\~ | N/ \ N
| VAR VoA ~ A A
= N ' SNTATE, AV W
g \ AN AVALY
g ‘ \ V v v
202
g
=
0.1
0 1 | . I
0 200 400 600 800 1000
Time (ps)
T6F after lsq fit 1o Protein
058 . . .
\ M f\'\/'\
041 \ i VoW M A
IRV ALYV AT
L fo \f A /
| ! . i
03+ H W Jo
in ¥
M)
vy
0.2 f
|
0.1 J» —
|
0 } | |
] 00 400 600 800 1000
Time (ps)
RLRH afier Isq fit o Protein
o T T
Moy .
0,3} H \ ] ) \ A |
e M ,
I \/ | ,\M.“/“ Ml S MAA T
g |/ i v Vi ATV T
= 02 H f Voo :
z v
=
) /
0
on | N . 1 |
o 200 100 600 ROO 1000
ime (s

Figura 14. RMSD dos ligantes na interacdo inibidor-HDAC. O RMSD dos ligantes plotados

nos graficos de A-D sdo referentes a sua estabilidade no sitio ativo. Os graficos E e F, sdo

referentes aos ligantes na camada adjacente. A) interacdo AH1-HDAC; B) interagdo BH1-
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HDAC; C) interacdo AH2-HDAC; D) interacdo BH2-HDAC; E) interacdo AH2-HDAC; F)

interacdo BH2-HDAC.

As analises de energia potencial média da interacdo AH2-HDAC e BH2-HDAC no
sitio ativo e na cavidade adjacente, obtidos nos calculos de DM, apresentaram valores de
energia muito proximos. Os resultados obtidos nos célculos estdo apresentados na tabela 6.
Com a proximidade desses valores, é possivel que esses ligantes possam interagir ora no sitio
ativo, ora na cavidade adjacente do sitio ativo das HDACs, o que esta em conformidade com
os resultados obtidos na ancoragem molecular. Esse resultado reforca que o grupo catidnico
das betainas atuar em ambas as cavidades, mostrando ser um potencial inibidor dessa enzima.
Todavia, a energia potencial de interacdo no sitio ativo é levemente menor, o que implica na

preferéncia desses ligantes em interagirem nessa cavidade, ao invés da cavidade adjacente.

Tabela 6. Energia potencial média das interaces AH2-HDAC e BH2-HDAC no sitio ativo e
na cavidade adjacente da HDAC. O ligante representado com o simbolo (*) é referente as

interacOes na cavidade adjacente.

AH2 -7,35335
AH2* |-7,35211
BH2 -7,34973
BH2* |-7,34591

7.1.7.2 Interagdes BH-HDAC

No mecanismo de catalise da deacetilacdo das histonas, alguns residuos sao
importantes no processo de deacetilacdo das lisinas terminais das histonas. Entre esses
residuos, a tirosina TYR 306 e a histidina HIS 143 desempenham um papel fundamental nesse
processo de catalise (LOMBARDI et. al. 2011). De acordo ao mecanismo proposto, o residuo

TYR 306, inicialmente para o lado de fora, parece direcionar a Acetil-L-lisina para o cofator
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Zn** e durante as etapas dos mecanismos de deacetilagdo das histonas, estabilizar o sistema.
Ja a HIS 143 é importante porque ela ataca uma das moléculas de dgua que coordenam o
cofator da HDAC, gerando um ion hidroxila, importante em uma das etapas de deacetilacao
das histonas (LOMBARDI et. al. 2011).

Dessarte, é provavel que a interacdo com esses residuos auxiliasse no processo de
inibicdo das enzimas HDAC. Os calculos de DM molecular mostraram que os ligantes AH1 e
BH1, além de coordenarem o cofator da HDAC interagem com esses aminoacidos. O ligante
BH1, por sua vez, apresentou uma menor distancia (~3,6) quando comparado ao ligante AH1
(~4,0). Isso permite inferir que o grupo catibnico do ligante BH1 pode interagir mais
fortemente com esses residuos, formando ligac@es de hidrogénio néo classicas com aqueles. A

figura 15, mostra as interacfes da BH1 com esses grupos no sitio ativo da molécula.

Figura 15. Interacdo do grupo catibnico BH1 com os residuos Y307 e H143. Os residuos

TYR 297 e HIS 132 do PDB 1c3r séo equivalentes.
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7.1.7.3 Andlise da DM do TSA e a betaina hidroxamica analoga, com grupo
catiébnico na posicao 5

As interacdes TSA-HDAC e analogoTSA-HDAC com o grupo catiénico na posicao
5 também foram caracterizadas por DM. A plotagem do RMSD para esses ligantes, no tempo
de 1000ps, estdo apresentados na figura 16. As analises mostram que o analogo do TSA, com
0 grupo catidnico na posicdo 5, € mais estavel quando comparado ao TSA. As ligacbes de
hidrogénio ndo classicas desse analogo com o residuo GLU 92 também foi evidenciado nos
estudos de DM, o que pode justificar a alta estabilidade desse ligante no sitio ativo da HDAC
(figura 17). Os altos valores para 0 RMSD do TSA, pode ser a tendéncia do grupo amina
interagir com o residuo AGN 20, localizado em um lado do sitio ativo e os residuos LEU 295

e GLN 192, localizados no outro lado do sitio ativo.
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Figura 16. RMSD das interaces TSA-HDAC e analogo-HDAC com o grupo betaina na

posicao 5.
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Figura 17. Ligacdo de hidrogénio ndo classica entre grupo catiénico da betaina na posicdo 5

(figura 12) do anadlogo do TSA e o residuo GLU 92.

7.2. Estudo das interac@es inibidor-AC

Impulsionados pelos resultados das interaces do grupo catibnico das betainas
hidroxamicas com a HDAC, as estruturas da figura 7 também foram testadas na metaloenzima
AC. Das 300 conformacbes geradas nos calculos, foi observado que todas as estruturas
apresentaram energia de ligacdo negativa no complexo enzima-ligante. Os valores da energia
de interacdo Ligante-AC estdo apresentados na tabela 7. Os valores considerados sdo aqueles

de menor energia, interagindo no sitio ativo.

Tabela 7. Valores de menor energia das conformac6es geradas nos célculos de ancoragem

molecular da interacdo ligante-AC.

Moleculas Energia (Kcal.mol™)
AH1 -6,08
BH1 -3,86
AH2 -4,52
BH2 -3,08*

Dentre todas as estruturas, a Unica que mostrou interacdes de mais baixa energia em

outras regides da AC Il foi a BH2. A energia de interacdo dessa estrutura na outra regido da
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metaloenzima foi de -4,26 kcal/mol. Todavia, como o ligante BH2 € pequeno, é possivel que
essa estrutura tenha facilidade para interagir em outras regifes da metaloenzima. Além disso,
o valor da energia de interacdo BH2-AC Il no sitio ativo € mais alto, sugerindo que devem

existir algumas repulsdes dessa estrutura no sitio ativo da AC Il (figura 18).

é—_\ \ ——
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Figura 18. Repuls@es da interacdo BH2-AC. A linha tracejada vermelha representa a repulséo

entre as estruturas.

Embora a interacdo da BH2-AC seja favoravel, do ponto de vista energético, as
analises sugeriram algumas repulsdes. O grupo catidnico de algumas betainas hidroxamicas
sentiu a carga positiva do cofator Zn** da AC I, apresentando uma repulsdo do tipo carga-
carga. Ja o ligante BH2 mostrou também repulsbes na interacdo com a THR 200,
correlacionada com a proximidade das estruturas (contato de van der Waals). Provavelmente,
esse fenbmeno aconteceu devido os calculos de ancoragem molecular ndo considerarem o
ajuste induzido (LEHNINGER, 2013; VOET et. al., 2011).

Os célculos para a interagdo BH1-AC Il, semelhantemente & interacdo BH2-AC I,
apontaram para uma repulsdo entre as cargas positivas do cofator metélico Zn?* e o seu grupo
catiénico (Figura 19). Essas repulsdes apresentadas nas interagdes BH1-AC e BH2-AC estdo
correlacionadas com a distdncia do cofator metalico ao grupo catibnico das betainas.

Provavelmente, as repulsdes de cargas positivas sejam a principal razdo para que os calculos
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de ancoragem molecular tenham gerado resultados de maior estabilidade para as interacdes

AH1-AC e AH2-AC, em relacdo as interagbes BH1-AC e BH2-AC.

Figura 19. Repulséo eletrdnica do cofator metalico Zn** e o grupo catidnico da BH1.

Contudo, por ter uma estrutura menor, a interacdo BH1-AC ndo apresentou contatos de
van der Waals. Este resultado por ser um indicativo do porque que 0S grupos menores
apresentaram energias de interacdo mais baixa quando comparado as suas respectivas classes
de ligantes, nos calculos de ancoragem molecular, embora as analises ndo tenham apontado
esse tipo de repulsdo para a interacdo AH2-AC 1l. Mais ainda, a inspecao visual dos calculos
mostrou que as interacdes entre os acidos hidroxamicos com os residuos da AC Il foram
praticamente similares. Ndo obstante, é provavel que a relacdo entre a disponibilidade
geométrica e eletrbnica entre as estruturas tenham favorecido a interacdo com a ramificacao
menor. Embora, isso possa ser verdadeiro, ndo é possivel ratificar essas informagdes somente
com os célculos de ancoragem molecular, devido os calculos considerarem a proteina rigida..

Ainda que, para essas estruturas, as betainas hidroxadmicas tenham apresentado uma
interacdo de maior energia, quando comparado aos acidos hidroxamicos, é possivel verificar
que o grupo cationico do ligante BH1 formou uma ligacédo de hidrogénio nao cléssica do tipo

N+C-H-:-O- com o aminoacido THR 200 (Figura 20). Além disso, a proximidade entre uma
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das etilas da ramificacdo da BH2 com o aminoacido THR 200, ainda que muito préximo,
pode sugerir uma forte interacdo, considerando um ajuste induzido naquela regido.
Considerando um distanciamento entre as cargas do cofator metalico da AC Il e do grupo
catidnico das betainas hidroxamicas, essas estruturas podem ter um bom efeito no processo de

inibicdo dessas metaloenzimas.

Figura 20. Ligacdo de hidrogénio ndo classica do tipo N*C-H---O" com o aminoacido THR

200.

7.2.1 Analise das betainas hidroxamicas derivadas da N-(hidroxi)-benzamida.

O conhecimento da N-(Hidroxi)benzamida como um inibidor da AC Il 25 e a
descoberta da forte tendéncia do grupo catidnico das betainas, para formar interagdes com o
residuo THR 200, direcionou a pesquisa para a realizacdo de testes da N-(hidroxi)-benzamida,
combinada com o grupo catidnico das betainas hidroxamicas. As energias de interacdo das

combinacg6es possiveis mostradas na Figura 21 estdo apresentadas na Tabela 8.
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Figura 21. N-(hidroxi)-benzamida. As betainas hidroxamicas foram inseridas nas posi¢des

orto (0), para (p) e meta (m) do ligante.

Tabela 8. Valores da interacdo das N-(hidroxi)-benzamida-AC combinadas com o grupo

cationico das betainas.

Moleculas Energia (Kcal/mol)
N-(hidroxi)-benzamida -5,91
0-betaina-N-(hidroxi)-benzamida -4.92
m-betaina-N-(hidroxi)-benzamida -6,14
p-betaina-N-(hidroxi)-benzamida -9,03

De acordo com os calculos de ancoragem molecular, a substituicdo na posi¢cdo meta e
na posicdo para geraram os melhores resultados na interagdo com a metaloenzima AC. E
provavel que esse melhor resultado esteja correlacionado com as ligacGes de hidrogénio ndo
classicas do tipo do tipo N+C-H---O e minimizacdo das interacdes intramoleculares. Os
ligantes m-betaina-N-(hidroxi)-benzamida e p-betaina-N-(hidroxi)-benzamida apresentam

esse tipo de ligagdo com os aminoacidos PRO 201 e THR 200 (figura 22).



60

Figura 22. LigagGes de hidrogénio ndo classica do tipo N*C-H---O da interagdo m-betaina-N-

(hidroxi)-benzamida-AcC.

Comparando as estruturas m-betaina-N-(hidroxi)-benzamida e p-betaina-N-(hidroxi)-
benzamida, foi observado o grupo catidnico das betainas na posicdo meta favoreceu uma
melhor interacdo com os residuos para a formacdo de ligagbes de hidrogénio. Contudo, a
estrutura p-betaina-N-(hidroxi)-benzamida teve uma menor energia de ligacao, de acordo com
os célculos de ancoragem molecular. E possivel que a inser¢do do grupo catiénico na posicao
para tenha uma menor energia de interacdo por minimizar a0 maximo as interacdes

intramoleculares entre o grupo carbamato e o grupo catiénico.

7.2.2. Estudos de Dindmica Molecular da Interacédo inibidor-AC

Os complexos inibidor-AC também foram caracterizados com ensaios de DM para
investigar a estabilidade, as alteracdes conformacionais e o comportamento dos inibidores no
sitio ativo da AC. Essas caracteristicas foram analisadas por meio das mudancas, plotadas no
grafico de RMSD (Root mean Square Deviation). A figura 23 mostra 0 comportamento da

interacdo inbidor-HDAC dos ligantes AH1, AH2, BH1 e BH2.
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7.2.2.1. Comparacao de estabilidade

Em relacéo a estabilidade dos ligantes, na interacdo inibidor-AC, os estudos de DM
apontaram para uma estabilidade do sistema. Os estudos das interacdes desses ligantes, dentro
do tempo de 1000ps, & temperatura de 309,15K mostraram os valores para 0 RMSD ~1A,
comprovando tal estabilidade. Esses resultados de DM estdo de acordo aos calculos de
ancoragem molecular, visto que esses calculos previram a estabilidade dos ligantes no sitio
ativo da metaloenzima.

No sitio ativo da AC, as betainas hidroxamicas também mostraram ser mais estaveis
do que os é&cidos hidroxamicos de volume similar, nos calculos de DM. Essa maior
estabilidade acontece porque o grupo catidnico desses ligantes interage com grupos
eletronegativos de residuos proximos, formando fortes interagdes, como ligacGes de
hidrogénio ndo classicas e interagdes do tipo m-cation. Essa maior estabilidade das betainas
hidroxamicas na interacdo inibidor-AC, em relacdo aos &cidos hidroxamicos, contradiz os
resultados obtidos na ancoragem molecular, referente as repulsdes entre o cofator da

metaloenzima e o grupo catidnico das betainas.
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Figura 23. RMSD dos ligantes na interacdo inibidor-AC. O RMSD dos ligantes plotados nos
gréficos de A-D sdo referentes a sua estabilidade no sitio ativo. A) interacdo AH1-AC; B)

interacdo BH1-AC; C) interagdo AH2-AC; D) interacdo BH2-AC.

7.2.2.2. Interacgdes inibidor-AC

No mecanismo de catélise da AC, varios residuos contidos na parte hidrofilica sdo
importantes na estabilizacdo das cargas no sitio ativo. Os resultados dos célculos de DM
mostraram que, para todos os ligantes, os oxigénios do grupo hidroxamato interagem com o
cofator Zn** dessa metaloenzima e o residuo organico interage na regido hidrofilica do sitio
ativo da AC. Para as betainas hidroxamicas eram esperadas tais interacdes, devido serem
favorevidas pela a atracdo eletrostatica do seu grupo catibnico com o0s residuos
eletronegativos localizados no sitio ativo. J& os é&cidos hidroxamicos, provavelmente,
interagiram nessa regido por causa dos efeitos de inducdo das cargas atbmicas.

Dentre os residuos localizados no sitio ativo da AC, os ligantes apresentaram uma
melhor interacdo com a TYR 199, HIS 94, LEU 198, GLN 92 ASN 67 e ASN 62. As
interacdes TYR199-O---H-N-hidroxamato sdo tipicas e foram visualizadas para todos os
ligantes. Os ligantes maiores (BH2 e AH2) tiveram uma maior interacdo com esses residuos.

Isso aconteceu, provavelmente, porque os grupos etilas, ligados ao carbono tetraédrico (AH2),
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e 0s grupos etilas, localizados no grupo catidnico (BH2), proporcionaram uma maior

proximidade com esses residuos.

7.2.2.3. Analise de Dinamica Molecular para os analogos da N-Hidroxi-Benzamida

As interacGes N-(hidroxi)benzamida-AC e analogo-AC com o grupo catiénico nas
posicOes orto, meta e para também foram caracterizadas por DM. A plotagem do RMSD para
esses ligantes, no tempo de 1000ps, esta apresentada na figura 24. De acordo aos calculos de
DM, N,N,N-metil-p-N-hidroxi-benzamida-AC e a N,N,N-metil-m-N-hidroxi-benzamida-AC
apresentaram estabilidades similares a N-(hidroxi)benzamida. A alta estabilidade dos
analogos betaina se deve ao grupo catidnico estar localizado préximo de atomos
eletronegativos, 0s quais permitem essa estabilidade.

Do ponto de vista das interagdes, tanto o0 grupo catidénico na posicdo meta, quanto na
posicdo para, da N-hidroxi-benzamida, interage com os mesmos residuos (LEU 198, GLN 92,
ASN 67, ASN 62). Além disso, ao comparar a energia potencial da interacdo desses dois
inibidores com a AC, sdo extremamente proximos. Porém, de acordo aos resultados de
ancoragem molecular, a energia de ligacdo N,N,N-metil-p-N-hidroxi-benzamida-AC é menor
qguando comparada energia de ligacdo N,N,N-metil-m-N-hidroxi-benzamida-AC. Essa
diferenca da energia de ligacdo pode esta associada com as interacdes intramolecular desses
ligantes. Ou seja, como ha uma maior interacdo intramolecular do grupo catiénico com o
grupo hidroxamato na N,N,N-metil-m-N-hidroxi-benzamida, em relacdo ao ligante N,N,N-
metil-p-N-hidroxi-benzamida, a reatividade desse composto diminui, o que pode justificar o
resultados da ancoragem molecular. Dessarte, € provavel que a N,N,N-metil-p-N-hidroxi-

benzamida seja mais reativa com a AC, em relacdo aos outros ligantes.
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Figura 24. RMSD da N-hidroxi-benzamida e das betainas derivadas no processo de inibigcdo

da AC. O RMSD dos ligantes plotados nos graficos de A-D sdo referentes a sua estabilidade

no sitio ativo. A) interagdo N-hidroxi-benzamida-AC; B) interagdo N,N,N-metil-o-N-hidroxi-

benzamida-AC; C) interacdo N,N,N-metil-m-N-hidroxi-benzamida-AC; D) interagcdo N,N,N-

metil-p-N-hidroxi-benzamida-AC.
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8. CONCLUSOES

De acordo com os métodos de ancoragem molecular adotados no presente trabalho, as
betainas hidroxamicas de sintese conhecida (figura 7) apresentaram menor interacdo com as
metaloenzimas AC e HDAC, devido sentirem o efeito das cargas do cofator inorganico, o ion
Zn**. Todavia, em célculos de DM as repulsées entre as cargas positivas do cofator metalico
Zn** e o grupo catidnico das betainas n3o existiu, evidenciado pela forte quelacdo dos 4&tomos
de oxigénio do grupo carbamato das betainas hidroxamicas. E ainda, o grupo catiénico das
betainas hidroxamicas apresentaram boas interacdes com os residuos laterais proximos de
ambas as metaloenzimas, que apresentavam alta densidade eletrénica.

A combinacdo do TSA com o grupo catibnico das betainas hidroxamicas
potencializou, por meio de célculos de ancoragem molecular, a interagdo com a metaloenzima
HDAC, para diversas substituicOes efetuadas na cadeia da estrutura (figura 12). Com essa
combinacdo foram visualizadas varias ligacfes de hidrogénio ndo classicas com o aminoacido
GLU 92 no sitio ativo da metaloenzima. Mais ainda, o grupo catiénico também favoreceu a
interacOes do tipo pi-céation na cavidade adjacente ao cofator metélico. Nesse sentido, o grupo
catibnico das betainas pode comecar a ser pensado como um potencial inibidor da enzima
HDAC. A interacdo do grupo catidnico da estrutura substituida na posicdo 5 do TSA foi
também evidenciada nos célculos de DM.

A combinacdo da N-(hidroxi)-benzamida com o grupo catidnico das betainas
hidroxamicas, nas posi¢cdes meta e para também potencializaram a interagdo com a enzima
AC. Essa combinagéo proporcionou ligagdes de hidrogénio com o amino&cidos laterais PRO

201 e THR 200, potencializando a interagdo. Nesse sentido, os célculos de ancoragem
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molecular também demonstraram que o uso do grupo das betainas hidroxamicas pode ser
interessantes no desenvolvimento de novos inibidores da metaloenzima AC.

Os célculos de DM mostraram que as betainas hidroxamicas possuem maior
estabilidade, demonstrado pelos valores de RMSD por apresentarem menor desvio. 1sso
provavelmente se da pela alta interagdo do grupo catiénico das betainas hidroxamicas que por
interagirem fortemente com grupos eletronegativos, permanecem por mais tempo em
determinada regido. Nesse sentido, o uso das betainas hidroxadmicas pode ser um caminho

viavel para o desenvolvimento de novos farmacos.
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