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ESTUDOS IN SILICO DE POTENCIAIS INIBIDORES
DA ENZIMA HISTONA DEACETILASE

RESUMO

As doengas negligenciadas prevalecem em condicGes de pobreza no Brasil e outros
paises em desenvolvimento, assim como as doencas cronico-degenerativas, representam um
preocupante problema em saude publica. A complexidade dos agentes etiologicos, falta de
recursos para pesquisas e restricdes com o uso de farmacos disponiveis, tém implicado
seriamente na necessidade de se buscar novas alternativas terapéuticas. Um alvo terapéutico
que tem se mostrado bastante efetivo € o grupo de enzimas Histona Deacetilase (HDAC), pois
através de sua inibicdo, pode-se evitar transcricdo e silenciamento de genes especificos. Esse
trabalho foi realizado através de estudos in silico, com estratégias de docagem molecular
(DM) em moléculas bioativas visando compreender a sua forma de agdo e interacao,
fornecendo embasamento para pesquisas em Quimica Computacional na busca por novos
farmacos para o combate a doencas. Os ligantes escolhidos foram as Betainas Hidroxamicas,
pois 0s acidos hidroxamicos mostraram-se potentes inibidores da HDAC, em sua forma
zwitteridnica e a sua interacdo eletrostatica com a betaina € significativamente relevante. Para
0 estudo da atividade inibitéria dessas moléculas, foram utilizadas técnicas de docagem
molecular, cujos resultados dos célculos de Mecéanica Molecular (MM) estdo revelando

analogos betainicos como promissores candidatos a farmacos.

Palavras Chave: Inibidores da HDAC; Betainas Hidroxamicas; Docagem Molecular e

Quimica Computacional



IN SILICO STUDIES ON POTENTIAL
ENZYME HISTONE DEACETYLASE INHIBITORS

ABSTRACT

Neglected diseases prevalent in poor regions, in Brazil and other developing countries,
as well as chronic degenerative diseases, represent a serious problem in public health. The
complexity of etiologic agents the lack of resources for research and restrictions on the use of
available drugs, take seriously the need to find new therapeutic alternatives. A therapeutic
target that has been proved very effective is the group of histone deacetylase enzymes
(HDACS) because through its inhibition, it can be avoided the transcriptional and silencing of
specific genes. This work was done by in silico studies, with strategies of molecular docking
(MD) in bioactive molecules in order to understand their mode of action and interaction,
providing basis for research in computational chemistry in the search for new drugs to combat
diseases. Hidroxamics betaines, were the closen ligandssince the hydroxamic acid shown to
be potent HDAC inhibitors in its zwitterionic form and its electrostatic interaction with the
betaine is significantly relevant. To study the inhibitory activity of these molecules have been
used molecular docking techniques, and the results of calculations of the Molecular

Mechanics (MM) are showing similar betainics as promising drug candidates.

Keywords: HDAC inhibitors; Hidroxamics Betaines; Molecular Docking and Computational
Chemistry
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1. INTRODUCAO

A diversidade de situagdes de risco, deficiéncia de medidas profilaticas, de esquemas
terapéuticos e a falta de um maior conhecimento sobre a fisiopatologia evolutiva de algumas
doencas, implicam direta e indiretamente em fatores econdémicos, educacionais, € a um sério
comprometimento para a satde publica, afetando principalmente nagcbes com popula¢des mais
carentes e desprezadas.

A OMS (Organizagdo Mundial da Satude) considera “Doengas Negligenciadas (termo
que surgiu em torno do ano 2000)”, aquelas doengas que afetam principalmente essas
populacgdes, impedindo o desenvolvimento social e econdmico de paises, contribuindo para a
desigualdade social, pois acometem individuos durante sua vida ativa (COURA; VINAS;
JUNQUEIRA, 2014), e que ndo despertam o interesse de inddstrias do ramo farmacéutico em
disponibilizar recursos e investimentos para a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novas
alternativas terapéuticas (FERREIRA, 2012; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

S&o apontados trés tipos de falhas que contribuem para o agravamento dessas doencas,
e que precisam ser criteriosamente investigadas: séo elas, as falhas da ciéncia, de mercado e
do sistema de saide (PORTAL CHAGAS DO MINISTERIO DA SAUDE; PORTAL DO
GOVERNO, 2014; BBC-BRASIL, 2012).

Parcerias para o desenvolvimento de produtos, tais como as DNDI (do inglés: Drugs for
Neglected Diseases Initiatives) entre a Fiocruz e o Instituto Pasteur, representam uma
esperanca para mudancas no quadro atual de doencas infectocontagiosas, parasitarias
(JORGE; CASTRO, 2000; DNDI, 2013) e cronico-degenerativas.

A aplicacdo de tecnologia avangada auxiliando na descoberta e em um melhor
conhecimento sobre alvos farmacolégicos, ja estdo produzindo resultados positivos e bastante
promissores (PEREIRA et al, 2015).

1.1 As bases genéticas

A transcricdo em células eucaridticas € influenciada pela forma como o DNA ¢é
empacotado, realizado na cromatina, a qual possui um critico papel de determinar o controle
de todos os processos nucleares que envolvem o metabolismo do DNA (OLIVEIRA, 2012;
LEAL, 2013). A estrutura conformacional da cromatina é diretamente influenciada pelas



modificacbes pods-translacionais do nucleo das histonas. A expressdo génica tem sua
regulacdo fortemente influenciada pelo processo de acetilacdo, que esta ligado a represséo
transcricional (EL-SAYED et al., 2005; NOGUEIRA, 2009).

Os estudos genéticos vém demonstrando uma variabilidade e diversificacdo
caracteristica para certos microrganismos, despertando para uma atencdo criteriosa e sempre
atualizada nos estudos e pesquisas (BRENER, 1997; DIAS et al., 2009; FERREIRA, 2012;
GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; SILVA; LEITE, 2011) o que tem contribuido
fortemente para a evolucdo e o desenvolvimento da farmacoterapia (MENDITI; KANG,
2007; VARGAS, 2013).

1.2 Aspectos epigenéticos

Durante o ciclo vital ocorrem fenbmenos que envolvem alteragdes, as quais podem ser
herdadas na expressdo génica, porém sem modificar a sequéncia de bases do DNA, diferente
das mutacBGes e potencialmente reversiveis, esses fendmenos se constituem no objeto de
estudos da Epigenética (Imprinting Genémico); podendo acontecer, tanto por heranca mitotica
como meidtica, e explicam como organismos que apresentam sequéncias idénticas de DNA
possuem evidentes diferencas fenotipicas (LEAL, 2013; MULLER; PRADO, 2008).

Os mecanismos epigenéticos sdo determinantes no controle de processos celulares
regulares e parece estarem ligados a integracdo de sinais endégenos e ambientais durante a
vida de uma célula ou organismo, podendo ser afetados por alteracbes do ambiente ou
mudancas nos habitos de vida (MULLER; PRADO, 2008).

Esses processos envolvem acetilagdo (lisina) e metilagdo (lisina ou arginina) de
histonas. A desacetilacdo controlada pelas enzimas histonas deacetilases (HDACSs) condensa a
cromatina e impede a transcricdo; DNA-Metiltransferases (DNMTs) recrutam as HDACs e
outras proteinas de ligacdo a cromatina no sitio promotor do gene para desacetilacdo das
histonas, quando as ilhas de CpG (dinucleotideos do genoma) encontram-se hipermetiladas e
as histonas desacetiladas, isso provoca a inativacdo génica, os nucleossomos ficam mais
compactados, a cromatina condensada, os grupos metil fornecem barreira fisica para a
acessibilidade aos fatores de transcricdo e inibem o acesso de proteinas reguladoras que
promovem a transcrigdo (OLIVEIRA, 2012) (Figura 1).

Pesquisas ja conseguiram associar a metilacio do DNA com a suplementacdo de
betainas (ricas em grupos metil) provocando inativagdo génica, fato que despertou a atengédo
para essas substancias (OLIVEIRA, 2012; LEAL, 2013).



Microrganismos podem liberar moléculas sinalizadoras quimicas baseadas em cisteina
(cruzipaina), supostamente envolvidas com apoptose (morte celular programada), esse
conhecimento pode ser aplicado como um consideravel recurso no combate ao parasita
(OLIVEIRA, 2012); sendo assim entdo, o cddigo das histonas pode ser um foco de estudos
muito interessante.

Alguns organismos possuem um padrdo proprio de codigo epigenético apresentando
uma caracteristica variacdo antigénica que deve influenciar sua viruléncia. Em certos
microrganismos, proteases com multiplas fungdes tém sido selecionadas como alvos para o
desenvolvimento de novos farmacos. Alguns exemplos desses farmacos sdo substancias tais
como a tricostatina, a benzamida e derivados do &cido hidroxdmico (MULLER; PRADO,
2008).

O individuo ao apresentar caracteristicas epigenotipicas pode estar mais susceptivel a
influéncias ambientais que o proprio fator genotipico, podendo torna-lo mais vulneravel as

variabilidades organicas e ao sistema imune do hospedeiro.

1.3 As Histonas

Histonas sdo proteinas béasicas pequenas constituintes do octdmero central dos
nucleossomos, constituindo a unidade fundamental da cromatina; estando ent&o as histonas e
outras proteinas, envolvidas na organizacdo e estruturacdo da cromatina, mantendo seu
equilibrio dindmico (MENDIT; KANG, 2007; MORENO, 2008).

Sao constituidas de um dominio globular, no qual o filamento de DNA se enrola em
uma cauda amino-terminal flexivel sobressaindo-se do conjunto, carregada positivamente,
cerca de um em cada quatro aminoacidos é de lisina ou arginina, o que contribui para
interacdes e ligacdes com grupos fosfato negativamente carregados, do DNA; as caudas das
histonas estdo sujeitas a modificacdes pds traducionais do tipo acetilacdo, fosforilacéo,
metilacdo e outras, afetando a funcdo dos cromossomos (Figura 1), alterando carga
eletrostatica, criando, estabilizando, rompendo ou ocluindo dominios de interacdo na
cromatina (MENDITTI; KANG, 2007).
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Figura 1 — llustracdo esquematica de condensacao da cromatina.
Fonte: budaquantico.blogspot.com, 2015

As modificacdes podem estar associadas a genes ativos (acetilacdo) ou a genes, ativos e
silenciosos, a depender de sua posicdo (metilacdo); modificacdes em histonas constituem a
principal categoria transcricional de controle na regulacdo epigenética, representando uma
complexidade informacional, que ficou conhecida como a Hipotese do Codigo das Histonas,
gue em combina¢do com o codigo do DNA permite a modulacdo da expressdo génica,
realizada pela acdo de enzimas especificas, as quais controlam a condensacdo da cromatina
(MENDITTI; KANG, 2007; MORENO, 2008).

1.4 A Histona Deacetilase (HDAC)

Histona Deacetilase, um grupo de metaloenzimas que apresentam em seu sitio ativo o
fon divalente zinco (Zn%*"), atuam removendo, através de catalise coordenada, grupos acetil (e-
N-acetil lisina da histona) introduzidos covalentemente pela acetiltransferase, HAT;
especificamente em histonas, as HDACs atuam aumentando as cargas positivas nas caudas
aminoterminais, e reforgando as ligagdes com o DNA (Figura 1), o que conduz a condensagao
e previne a transcricio (GREGORETTI; LEE; GOODSON, 2004; MENDITTI; KANG,
2007), essas enzimas também estéo envolvidas no recrutamento de complexos co-ativadores e
co-repressores da transcricdo, tornando-se, portanto, um alvo promissor no combate a

patologias.
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Figura 2 — Classes de HDAC e suas respectivas estruturas e localizacdo na célula.
Fonte: Dados do trabalho

Estdo divididas em quatro classes, destacou-se a classe I, na qual esta incluida a
HDACS, que sdo proteinas expressivas na maioria dos tecidos, com peso molecular variando
entre 22 e 55 kDa (Figura 2), apresentando homologia em seus sitios cataliticos, e localizacado
nuclear, embora a HDACS tenha sido encontrada em citoplasma de células de invertebrados
(GREGORETTI; LEE; GOODSON, 2004) com similaridade a Rpd3 (proteina dependente de
potassio reduzido 3) de leveduras.

A atividade das HDACs pode sofrer influéncia indireta, a depender de complexos
fatores transcricionais envolvidos com modificacGes epigenéticas; sdo estudadas como alvos
terapéuticos, muito promissores, contra o cancer (MORENO, 2008; SETO; YOSHIDA,
2014).

O sitio ativo da HDAC (Figura 3) é muito rico em espécies quimicas carregadas
negativamente, tais como aspartatos, o que deve favorecer interagbes com grupos
positivamente carregados, aspecto interessante para o estudo de drogas inibidoras, pois, com a



inibicdo dessa enzima o desenvolvimento de patdgenos deverd ser afetado (DELCUVE;
KAHN; DA VIE, 2012; FERREIRA; MORAIS; MUNDIM, 2014; GUPTA et al., 2014).
Sistemas de monitoramento da atividade enzimatica de HDACs tém sido realizados
com sucesso, com a aplicacdo de sondas fluorogénicas (GONCALVES; MARSAIOLLI, 2014),
e aprofundar o conhecimento sobre alvos farmacoldgicos, através de recursos tecnoldgicos

aplicados & Quimica Medicinal, é um trabalho de relevante contribuicéo cientifica.
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Figura 3 — Caracterizagdo do dominio catalitico das subclasses de HDAC.
Fonte: www.cell.com, 2015

2. QUIMICA MEDICINAL

A farmacologia tem evoluido de um estagio rudimentar, quando se confundia com
magia e religido, até o uso de ferramentas obtidas do desenvolvimento tecnoldgico, de um
profundo conhecimento teodrico e apresentando comprovagdo experimental (RANG et al.,
1993; SILVA, 1994; VILLAS BOAS, 2003).

Os farmacos sdo substancias quimicas obtidas inicialmente de fontes naturais,

desenvolvidas em laboratérios ou sintetizadas e produzidas em escala industrial (pureza >
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98%) que, ao interagirem com o sistema organico vivo, tém a capacidade de altera-lo ou
modifica-lo funcionalmente, modulando uma resposta fisioldgica, aplicadas com finalidade
curativa, preventiva ou para fins de diagnostico de patologias.

A atividade farmacoldgica de uma substancia é determinada pela estrutura das
moléculas envolvidas, o que implica no reconhecimento pelo receptor farmacol6gico do
composto bioativo, considerando suas propriedades fisico-quimicas. Qualitativamente, essa
atividade deve ser proporcional a contribuicdo de diferentes descritores, o que determinara
uma modulacdo do efeito pretendido (KOROLKOVAS, 1988).

O principal problema que se enfrenta, com relacdo ao uso de farmacos em seres
humanos, é a dificuldade em se obter substancias com atividade seletiva e 0 minimo ou
nenhum efeito toxico, decorrentes de sua natureza quimica, implicando uma elevada demanda
de pesquisa.

A quimica medicinal surgiu no inicio do século passado, apresentando como objeto de
estudo, as propriedades moleculares dos farmacos (KOROLKOVAS, 1988); segundo a
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), é a disciplina que estuda os
aspectos relacionados a descoberta ou invencdo dos farmacos, aspectos moleculares
envolvidos em seu mecanismo de acdo e aqueles que governam a absorcdo, distribuicéo,
metabolismo, eliminag&o e toxicidade (ADME/T), incluindo a compreensao da relagéo entre a
estrutura quimica e sua atividade terapéutica (REA; ou do inglés, SAR: Structure-Activity
Relationship), incluindo planejamento e o desenho estrutural de novas substancias que
possuam propriedades farmacoterapéuticas Uteis, capazes de representarem novos farmacos
(BARREIRO; FRAGA, 2001; SILVA, 2004).

2.1 Aspectos da Quimica Medicinal

A acdo farmacoldgica pode ser resumida em trés fases:

v Fase farmacéutica (de exposicdo): ocorre desintegracdo da forma em que o farmaco é
administrado. A fracdo da dose disponivel para a absorgdo constitui medida da
disponibilidade farmacéutica e é o resultado da técnica farmacéutica aplicada;

v Fase farmacocinética: engloba as etapas de absorcao, distribuicdo, biotransformacéo e
excrecdo do farmaco. A fracdo da dose que chega a circulacdo geral reflete a

disponibilidade bioldégica. Em um processo farmacoldgico, a molécula do farmaco



pode sofrer agdes determinadas pelas caracteristicas especificas do organismo
bioldgico;

v' Fase farmacodinamica: a partir do processo de interacdo entre o farmaco com seu
biorreceptor; Desta interacdo resulta um estimulo que, ap6s uma sequéncia de
fendbmenos quimicos e bioquimicos, modulam um efeito fisiologico, assim como
precisa, necessariamente, exercer acOes efetivas e decisivas nesse organismo, para
promover, com eficacia, o efeito terapéutico esperado (KOROLKOVAS, 1988;
SILVA, 2004).

A acdo farmacoldgica pode desencadear um efeito terapéutico ou colateral, e de acordo
com o tipo de interacdo, os farmacos podem ser classificados segundo o mecanismo de acéo,

em estruturalmente especificos e estruturalmente inespecificos:

v/ Farmacos estruturalmente especificos sdo altamente seletivos, pois sua atividade
resulta da interacdo com sitios bem definidos de determinadas biomacromoléculas
(receptores ou bioreceptores), apresentando uma relacdo definida entre a estrutura do
farmaco e a atividade exercida; a esse grupo pertencem as drogas que interagem com
enzimas (VILAS BOAS, 2003).

v' Farmacos estruturalmente inespecificos: sua atividade é resultante de uma interagdo
com pequenas moléculas ou ions, encontrados no organismo, e suas propriedades
fisico-quimicas; a solubilidade, o pKa, o poder oxido-redutor e a capacidade de
adsorcdo definem as acdes e efeitos biologicos (BARREIRO; FRAGA, 2001;
THOMAS, 2003; VILAS BOAS,2003).

2.1.1 A interacdo entre farmaco e o bioreceptor

A capacidade que a molécula bioativa (ligante) apresenta de formar um complexo com
o sitio ativo do bioreceptor, define sua afinidade por este receptor; essa interacdo requer uma
atividade intrinseca que se observa na resposta bioldgica, podendo ser expressa em termos de
eficacia intrinseca; essa interacdo deve acontecer em trés pontos, resultando assim, em um
aumento de sua atividade (BARREIRO; FRAGA, 2001; THOMAS, 2003).

Durante a acdo farmacologica pode-se observar a importancia de fatores tais como,
distancias interatbmicas, forcas intermoleculares, solubilidade, grau de ionizagdo e

estereoquimica, 0s quais representam aspectos que afetam a farmacocinética.



Sabe-se que a atividade farmacoldgica de um determinado composto pode ser definida
por fatores especificos e caracteristicos, chamados em quimica farmacéutica de descritores
(BARREIRO; FRAGA, 2001; THOMAS, 2003).

As principais forcas intermoleculares envolvidas podem ser as eletrostaticas (ligacGes
ibnicas, ion-dipolo, dipolo-dipolo), de dispersdo de London (van der Waals), hidrofébicas,
ligacGes de hidrogénio e as ligagdes covalentes, as quais irdo influenciar diretamente no grau
de afinidade e especificidade destas interagdes, as quais implicam em eventos onde moléculas
ndo polares apresentando dipolos induzidos momentaneos se aproximam, resultando em uma
flutuacdo local variante de densidade eletronica entre grupos ndo polares adjacentes; o que
pode ocorrer em ligagcbes C-H ou C-C de cadeias nédo polares e interagdes ndo polares entre
cadeias, promovendo a saida de agua de solvatacdo entre estas, também pode ocorrer um
ganho entropico, levando a uma desestabilizacdo do sistema durante a interacao.

A Ligacdo de hidrogénio é a mais importante interacdo ndo covalente existente nos
sistemas bioldgicos. Ocorre entre heterodtomos eletronegativos (por exemplo, O e N) e
atomos de hidrogénio ligados a &tomos ou grupos elétron-retiradores (O-H, N-H, C-F,-H).

A ligacdo covalente representa um tipo de interacdo pouco comum decorrente da
formacéo de ligacOes sigma entre o farmaco e o sitio de ligacdo; esses complexos (farmaco-
receptor) sdo dificeis de serem desfeitos, levando a inibicdo enzimatica irreversivel ou
inativacao do receptor.

Fatores como o volume do ligante, distancias interatbmicas e arranjo espacial entre os
grupos farmacoforicos sdo de fundamental importancia na interacdo entre a molécula bioativa
e a biomacromolécula receptora, constituindo os fatores estereoquimicos envolvidos nessa

interac&o:

v" A biomacromolécula apresenta, na grande maioria dos casos, um sitio de ligacdo
especifico para um determinado ligante, e que devido a natureza quiral dos seus
aminoacidos constituintes, na maioria dos casos, influenciam na atividade bioldgica
diferenciada, promovida por farmacos enantioméricos, o que implica na denominada
configuracéo absoluta.

v" Em alguns casos a posicdo dos grupamentos farmacoféricos de um ligante ciclico ou
olefinico, isto é, que apresente isomeria cis-trans ou E-Z, determina o que se conhece
como configuracao relativa, na interacao.

v Ao analisar-se o0 arranjo espacial variavel das moléculas, devido a rotacdo das ligacGes

sigma, e verificar-se que estereoisdmeros se encontram em equilibrio tdo rapido que,
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em condi¢des comuns, ndo podem ser isolados, mas podem ser convertidos de um
para outro, mediante rotacdo e deformacédo e sem ruptura de ligagcOes, esses passam a
receber a denominacao de conférmeros.

v' Por fim, as distancias interatbmicas de micromoléculas também constituem

importantes fatores determinantes na estereoquimica da interacdo farmaco-receptor.

Formalizando, pode-se analisar a atividade farmacoldgica considerando-a como uma

funcdo de diferentes descritores em uma relacédo de proporcionalidade:

fx,y,2)=x+y+z (2.00)

O estudo da relacdo entre a molécula bioativa e a macromolécula bioreceptora (SAR ou
REA) pode ser realizado usando descritores fisico-quimicos: analisando-se moduladores do
receptor, associando-os a efeitos correspondentes, a atividade de grupos quimicos e sua
influéncia na interacdo farmaco-receptor em condicdes plasmaticas, que provocam, por
exemplo, impedimento estérico, repulsdo eletrostatica e interacdes lipofilicas, conduzindo a
uma interpretagdo basica em quimica medicinal: semelhancas estruturais entre moléculas
diferentes sdo traduzidas em interaces semelhantes com o alvo farmacoldgico; Sendo assim,
existem requisitos minimos para a modulacdo de um determinado sitio receptor, e a
representacdo grafica desses requisitos é denominada de Mapa Farmacoforico.

Em um mapa farmacoférico sdo destacados grupos funcionais que geralmente se
referem a tipos de substituintes presentes no composto em estudo, que se liguem a molécula
do receptor-alvo, e recebem a denominacdo de Grupos Farmacoféricos (GRUPO DE
BIOINFORMATICA ESTRUTURAL da UFRGS, 2015, http://www.ufrgs.br/bioinfo/).

2.1.1.1 Propriedades biofarmacéuticas

As propriedades fisico-quimicas implicam diretamente naquelas chamadas de
Propriedades Biofarmacéuticas, as principais sdo hidrossolubilidade, lipofilia, grau de
ionizagdo, difusividade e polimorfismo, e irdo determinar sua interagdo com o sistema
biolégico definindo a eficacia terapéutica; essas propriedades precisam contribuir para que
haja uma facilitacdo na absorcdo e distribui¢cdo, aumentando a concentragdo do farmaco nos

sitios ativos, e facilitando uma orientagdo especifica na superficie do receptor, para que seja
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desencadeada a sequéncia de eventos moleculares que ira conduzir ao efeito farmacoldgico,

do contrério o resultado pode vir a ser precario ou totalmente ineficaz (BARREIRO, 2001).

2.1.1.2 Bioisosterismo

A identificacdo de semelhancas da quantidade, distribuicdo e comportamento
eletronico, entre estruturas diferentes, foi definida como isosterismo; isosteros sdo atomos,
ions ou moléculas em que as camadas periféricas de elétrons podem ser consideradas
idénticas. Em estudos e trabalhos da quimica farmacéutica foram introduzidos compostos com
a mesma acao farmacoldgica ou até mesmo antagénica, constituindo a mais ampla definicéo
de isOsteros, apresentada por Friedman como bioisosteros em 1951, classificado e subdividido
por Burger em 1970 (BARREIRO; FRAGA, 2001; THOMAS, 2003).

Em isosterismo classico, os compostos, ao sofrerem substituicdo por um atomo ou
grupo de atomos, ddo origem a um composto com disposicdo estérica e configuracao
eletronica idéntica a do prototipo; e segue, em geral, as exigéncias preconizadas pelas
definicbes de Grimm e Erlenmeyer; o bioisosterismo ndo-classico, ndo atende a essas regras,
mas produzem atividade bioldgica similar, com 0 manejo de grupos interconversiveis.

A busca por farmacos que apresentem caracteristicas mais adequadas e assegurem uma
resposta terapéutica mais eficaz, tem sido o maior desafio para os cientistas. Conhecimentos
sobre bioisosterismo constituem-se em uma importante ferramenta nas estratégias de
modificacdo molecular utilizadas pelos quimicos medicinais no processo de modificacdo
racional de compostos protétipos.

As variacOes de propriedades fisico-quimicas de compostos, através de estratégias de
modificacdo molecular aliadas a modelagem molecular e outras ferramentas tecnologicas,
vem possibilitando muito sucesso na sintese de novas substancias bioativas (BARREIRO;
FRAGA, 2001; THOMAS, 2003).

2.2 Pesquisa e desenvolvimento (P&D) de farmacos

A quimioterapia enfrenta problemas, cujas perspectivas de solucdo séo desafiadoras,
revelando uma necessidade crescente de que sejam desenvolvidas a¢des estratégicas eficientes
através dos trabalhos de equipes multidisciplinares muito bem sincronizadas; a compreenséo e
0 entendimento da importancia dos sistemas quimicos no processo de modulagdo de sistemas

biolégicos tém contribuido muito para a evolucdo das pesquisas e o desenvolvimento de
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farmacos, aumentando as possibilidades de alternativas para obtencdo de solucGes
farmacoldgicas mais racionais (AGUIAR; SOUZA, 2010; AMIN, 2013; DIAS et al., 2009;
FERREIRA, 2012).

O objetivo da terapéutica com a aplicacdo de farmacos no tratamento de doencas
infecciosas tem sido atingir o proprio agente causal, limitado pelo nivel de atividade tdxica
que essas substancias alcangam no organismo, dada a sua baixa especificidade, pois parece
gue muitos metabolitos altamente reativos, formados em decorréncia do mecanismo de acéo
de farmacos, podem atuar em outros sistemas bioguimicos, especialmente no organismo
humano, desencadeando uma série de efeitos indesejaveis, restringindo seu uso e eficicia
terapéutica (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Esse relevante inconveniente tem deliberado muito esforco na busca pelo
melhoramento dos farmacos em uso, e na pesquisa por novas alternativas farmacoldgicas
(BIGATAO, 2011). A busca por novos alvos terapéuticos, tem se apresentado como uma
dessas alternativas com fortes possibilidades de éxito.

O processo evolucionario do planejamento de farmacos que inicialmente era
fenotipico, no qual se priorizava o efeito final dos compostos bioativos, para que em seguida
fosse investigado o mecanismo de agé@o e a relacdo entre estrutura e atividade, atualmente
trata-se de um planejamento genotipico, visando-se o conhecimento da doenca em bases
moleculares, etapa essa realgada pelo sequenciamento do genoma humano; uma abordagem
na qual se considera o planejamento racional de farmacos, em que a busca por alvos
moleculares responsaveis por determinada atividade farmacoldgica e mecanismo de acdo seja
prioritaria.

A partir dos alvos séo planejados compostos potencialmente mais ativos e depois se
procuram as relacfes com a atividade, de forma que possam permitir o aprimoramento dessa
atividade, sendo de grande relevancia para as pesquisas em doencas negligenciadas e cronico-
degenerativas (FERREIRA, 2012).

Entre os mais promissores, estdo alguns novos derivados de triazol que sdo capazes de
inibir enzimas como C14-?-esterol desmetilase. Os ensaios pré-clinicos do posaconazol e do
ravuconazol, demonstraram atividade anti-T. cruzi relevante, resultando na avaliagdo em
estudos clinicos de fase Il, do posaconazol e um pro-farmaco do ravuconazol (E1224) para a
doenca de Chagas, porém enfrentando dificuldades, em decorréncia do alto custo de producao
(BASTOQOS, 2013).

Em P&D de novos farmacos, é necessaria uma adequada diversificacdo de estratégias,
envolvendo um trabalho multidisciplinar e interdisciplinar (DIAS et al., 2009; FERREIRA,
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2012; SILVA; LEITE, 2011) o que ampliara um leque de alternativas terapéuticas
consideravelmente mais eficazes (ROCHA, J., 2010) .

A OMS vem desenvolvendo programas de incentivo a Quimica Medicinal para
Doencas Negligenciadas (FERREIRA, 2012; LEITE et al., 2009), mas 0s recursos e
investimentos ainda s&o insuficientes, pois as constantes variabilidades e adaptacdes
bioldgicas dos parasitas reduzem a eficdcia do repertério de farmacos disponiveis
(DELCUVE; KAHN; DA VIE, 2012).

As pesquisas e estudos tém demonstrado que a atividade de alguns farmacos se da por
inibicdo enzimética em vias metabolicas vitais dos organismos, pois as enzimas desenvolvem
um importante papel na bioquimica dos processos bioldgicos, revelando-se como alvos
moleculares farmacologicamente muito eficazes (DIAS et al.,, 2009; FERREIRA, 2012;
FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).

As inovacdes cientificas e tecnologicas tém contribuido efetivamente para a evolucéao
nas pesquisas por novos farmacos, intensificando a busca por inibidores enzimaticos, tais
como os inibidores da cruzaina (CRZ) (SILVA; LEITE, 2011), gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) (LEITE et al., 2009; ROCHA, J., 2010), tripanotiona redutase (TR)
(PITA; PASCUTTI, 2012); adicionando-se aos alvos enziméticos mais estudados e
pesquisados, estdo a C14-?-esterol desmetilase, a hipoxantina-guanina fosforibosil transferase,
a diidrofolato redutase, a esqualeno sintetase, a oxidosqualeno ciclase (BASTOS, 2013) e,
entre outros, encontram-se, com especial destaque e diversificada aplicabilidade, os inibidores
da histona deacetilase (iHDAC), em decorréncia do seu papel fundamental na regulacdo da
expressao génica (DELCUVE; KAHN; DA VIE, 2012).

2.3 Mecanismos de inibicdo enzimatica

Reac0es catalisadas por enzimas (E) aceleram a transformacdo de um substrato (S) em

um produto (P), diminuindo a energia de ativacdo para essa reacao (EA),

E+S— (ES—EP)—>E+P (2.01)

e que podem ter sua velocidade decrescida, pela agdo de inibidores especificos (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema de reacOes catalisadas por enzimas e sob a ac¢do de inibidor enzimatico;

observa-se que o inibidor pode competir ou ndo, com o substrato, pelo sitio ativo da enzima.
Fonte: www.scielo.com.br

Inibidores enzimaticos sdo compostos que, ao se combinarem com enzimas, impedem
que esta possa interagir normalmente com o substrato (Figura 4). Isso pode, inclusive,
explicar a toxicidade de substancias nocivas e a agdo de muitas drogas; sendo de fundamental
importancia para se compreender o mecanismo de acdo dessas substancias, aléem de fornecer
relevantes informacdes sobre as enzimas (ROCHA, J., 2010).

Séo trés mecanismos de inibi¢do enzimatica reversivel (LEITE et al, 2009; LEITE et
al., 2011; MARQUES; YAMANAKA, 2008): competitivo, ndo-competitivo e incompetitivo.

Os inibidores enzimaticos do tipo competitivo (Figura 5) devem competir com o
substrato, para se combinarem ao sitio ativo da enzima, impedindo a interacdo entre enzima e
substrato, enquanto estiver ocupando o sitio ativo, parecendo aumentar a Ky (Constante de
Michaelis), mas por se tratar de uma ligacdo reversivel, o inibidor est4d constantemente se
dissociando e se associando a enzima, possibilitando entdo nesse intermédio, uma interacédo
do substrato com o sitio ativo. Essa interacdo pode ser escrita de forma semelhante a interacédo

entre enzima e substrato, porém o inibidor ndo é quimicamente transformado em produto:

E+1< EI (2.02)

Atenta-se que na expressdo 2.02 a formacdo de EIl é dependente de [I], tal como a
formacgéo de ES depende de [S] na expressdo 2.01, a velocidade de uma reacdo de inibicéo
competitiva depende diretamente das concentragdes relativas de S e I, em uma determinada
concentracgéo fixa da enzima (E); Quando [S] » [I] aumenta a probabilidade da enzima se ligar

mais ao S do que ao I.


http://www.scielo.com.br/
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Figura 5 — Modelo ilustrativo de inibicdo competitiva.

Nota-se que as moléculas de inibidor e substrato devem possuir aspectos estruturais em
comum e que a presencga de um inibidor reversivel ndo afeta a E ,(Constante de Catalise),

verificando-se que, quando [S]—w, vy (velocidade inicial) se aproxima de Vnax (velocidade
méaxima da reacdo), e a Equacdo de Michaelis-Menten de uma reacdo que sofre inibicdo
competitiva, assume a forma,

Vo = VimadS] / 7Km+[S] (2.03)

onde ? é um fator que modifica Ky e cujo valor (?: grau de inibicdo) depende da concentracao

e afinidade do inibidor pela enzima:

7= 1+[1] / K; (2.04)

a K (constante de inibicdo) representa a constante de dissociacdo do complexo, enzima-
inibidor (EI):

Ki=[E][I]/[EN] (2.05),



16

a qual, quanto menor for seu valor, significa que o inibidor esta ligado mais fortemente a
enzima.

Podem ser reconhecidos, cineticamente, inibidores competitivos, analisando-se o efeito
de [I] sobre a relagéo V e [S], obedecendo a seguinte equacédo, que tem incorporada a K; de
[El]:

V= K Vimax (LK) L[S+ 1V imax (2.06)

Ao se testar o poder inibitério de medicamentos, a analise de valores da constante de
inibicdo (K;) € muito util junto aos fatores determinantes da eficacia farmacoterapéutica (ver
Figura 6).

No caso da inibicdo enzimatica do tipo ndo-competitiva essa relagdo entre o grau de
inibicdo e [S] inexiste; sendo a inibigdo dependente exclusivamente de [I]; o que indica que a

formacéo de EI ocorra em um sitio da enzima diferente daquele ao qual o substrato se ligue:
E+I< EI (2.07),
ES + 1~ ESI (2.08),
onde os complexos El e ESI séo inativos e existem duas constantes de dissociacdo (K= e
K_ESI)
| .
Na inibicdo enzimatica do tipo incompetitiva (ou acompetitiva), observa-se uma

combinacdo reversivel do inibidor, exclusivamente com o complexo ES, originando o

complexo ESI, o qual ndo pode gerar produtos:

Ki = [ESI] / [ES][1] (2.09)

Esse tipo de inibicdo ndo se reverte com 0 aumento da concentracdo de substrato [S],

sendo mais comumente encontrada em reagdes enzimaticas com mais de um substrato.
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— sem inibidor
— competitiva
— nao-competitiva

- Incompetitiva

Figura 6 — Grafico comparativo entre atividade enzimatica e os tipos de inibig&o.
Fonte: www.labvirtual.eqg.uc.pt, 2015

Uma substancia que modifique covalentemente a cadeia lateral de aminoécidos em
proteinas, pode ser um inibidor enzimético irreversivel potencial. Esses tipos de inibidores
atuam como agentes marcadores de afinidade (affinity labels) ou como inativadores
enzimaticos com base no mecanismo (mechanism-based inactivators), provocando
modificagdes covalentes na enzima (AGUIAR; DE SOUZA, 2010; GIACOBBO, 2011;
JAYTHILAKA, 2014; ZULANTAY et al, 2011).

Ao se analisar as informacGes obtidas com relacdo a funcdo das histonas e a acdo das
HDACSs sobre aspectos vitais e genéticos de organismos, deve-se observar que uma acao
parasiticida pode decorrer da inibicdo da HDAC e ser satisfatoriamente efetiva, assim como

também deva acontecer contra o crescimento descontrolado de células tumorais.

2.3.1 Inibidores da Enzima HDAC (iHDAC)

Algumas moléculas que inibem a atividade catalitica de enzimas atuam impedindo
reversivelmente sua interacdo com o substrato e promovendo alteracbes no desenvolvimento
celular (LEITE et al., 2009; LEITE et al., 2011; MARQUES; YAMANAKA, 2008). No caso
da HDAC, sua inibicdo resulta na abertura da cromatina, provocando o acumulo de histonas
acetiladas e leva ao aumento da expressdo de genes especificos silenciados, provocando
alteracdes de morfologia, metabolismo, diminuicdo da proliferacdo, aumento do grau de
diferenciacéo e apoptose nas células, o que conduz a parada do ciclo celular (na fase G1 e/ou



http://www.labvirtual.eq.uc.pt/
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G2), sendo geralmente associada com a ativagao transcricional. Consequentemente, o estudo
dos inibidores enziméticos é fundamental para se compreender 0 mecanismo de acdo dessas
substancias, além de fornecer relevantes informac6es sobre as enzimas (ROCHA, J., 2010).

Veldic e colaboradores (2007) em seu estudo sugeriu que a inibicdo da HDAC poderia
revelar farmacos candidatos a potenciais estabilizadores do humor, e segundo Mill e
colaboradores (2008), o estresse ambiental pode induzir modificagdes em histonas e
alteracdes na expressdo génica repercutindo em depressdo. A acdo desses inibidores pode ser
potencializada com o uso concomitante de inibidores da metilacdo, promovendo um efeito
aditivo (SANTOS, 2009).

Os inibidores da HDAC sdo uma familia de compostos que vém se destacando pela sua
potencial aplicacdo na terapéutica contra cancer e doencas degenerativas, e seu estudo tem
contribuido consubstancialmente para a compreensdo dos mecanismos genéticos e
epigenéticos, além da possibilidade de serem aplicados em varios tipos de patologias
infectocontagiosas, parasitarias (JAYTHILAKA, 2014; VERVERIS et al., 2013).

A possibilidade dos inibidores provocarem alteracbes morfoldgicas exige muito
critério e atencdo por parte dos pesquisadores, para assegurar a eficacia terapéutica e
minimizar os riscos para o organismo humano (AMIN, 2013; CARRASCO, 2011).

Diversas classes estruturais de iHDAC, tanto naturais como sintéticas, séo classificadas
com base em suas estruturas moleculares e sua especificidade (JAYTHILAKA, 2014,
VERVERIS, 2013), destacam-se alguns, tais como os Acidos Hidroxamicos, Tetrapeptideos
Ciclicos, Benzamidas, Cetonas Eletrofilicas e Acidos Graxos Alifaticos de Cadeia Curta,
apresentando como semelhancas na maioria desses compostos, a presenca de um anel
aromatico e um grupo funcional com capacidade de quelacdo ao sitio catalitico da HDAC
(Figura 7).

Um montante consideravel de pesquisas vem sendo realizado e apresentando resultados
significativos para os iHDACs (SILVA; LEITE, 2011), algumas ja apontaram &cido valproico
(AVP) e butirato de sédio (BS) com acdo inibidora ou diminuicdo da atividade das HDACs
no sistema nervoso, dependendo da forma como sdo aplicadas e da area afetada (ARENT et
al., 2010; VERVERIS et al, 2013).
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Basic structure of HDAC inhibitors
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Figura 7 — Estruturas basicas de iIHDAC, destacando grupo funcional.
Fonte: www.cell.com, 2015
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2.3.1.1 Butirato de Sodio (NaB ou BS)

O Butirato de Sodio é reconhecido como um potente inibidor reversivel, nédo
competitivo, da desacetilacdo de histonas, auxilia mecanismos anti-cancer, tais como
apoptose, diferenciacdo e parada do ciclo celular, potencializando os efeitos citotdxicos de
alguns farmacos, sugerindo ser um promissor agente terapéutico em leucemias, tanto como
adjuvante quanto isoladamente. Fenilbutirato de sddio encontra-se em ensaios clinicos para o
tratamento de doenca de Huntington, esclerose lateral amiotrofica, leucemia linfocitica
cronica e linfoma, e o butirato de pivaloiloximetil ou Pivanex, um prd-farmaco do &cido
butirico, encontra-se em ensaios clinicos para o tratamento de doengas como melanoma
maligno, leucemia linfocitica cronica e linfoma (LEAL, 2013; SANTOS et al., 2009).

2.3.1.2 Acido Valproico (AVP ou VPA)

O Acido valproico tem sido testado em enfermos com infecdo por HIV, doencas
degenerativas e outros processos patoldgicos, agindo na forma de seu sal (valproato de s6dio)
e em associagdes, como agente desmetilante; estudos in silico, ttm comprovado a agdo do
VPA em células tumorais e derivados muito mais potentes (LUGO, 2011), e no sistema
nervoso, parece apresentar outros alvos moleculares como Acido Gama-Amino-Butirico
(GABA) e Proteina Quinase C (PKC) (ARENT et al., 2010).

2.3.1.3 Benzamidas

Benzamidas sdo inibidores das Classes I, Il e Il de HDAC, que apresentam uma
estrutura composta pela 2-aminoanilida, a qual contata com aminodacidos especificos presentes
no sitio ativo em forma de tunel, situados no nucleo dessas enzimas, com ou sem a
participacdo do ion zinco; destacam-se 0 MS-275 (SNDX-275 ou Entinostat) e 0 MGCDO0103
(Mocetinostat), ambos seletivos para a classe | das HDAC. O Entinostat inibe as enzimas
HDAC através da sua ligacdo ao local ativo, quelando-se ou ndo ao ion zinco, resultando na
acetilacdo de histonas e na regulacdo dos genes envolvidos na diferenciacao e apoptose, sendo
aplicado em diversos estudos clinicos de doencas degenerativas. O Mocetinostat age como
Entinostat, porém provocando uma hiperacetilacdo de histonas e apoptose, apresentando uma
relevante atividade antiproliferativa em células tumorais (LEAL, 2013; OLIVEIRA, L.,
2012).
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2.3.1.4 Tetrapeptideos Ciclicos (TPCs)

A classe dos peptideos ciclicos tem demonstrado viabilidade em virtude de farmacos
com terapéutica comprovada; foram obtidos resultados favordveis do Depsipeptideo ou
FK228 (Romidepsin, Istodax) e do Vorinostat (Zolinza) os quais j& obtiveram aprovacao da
FDA e da EMEA para o tratamento de linfomas (VERVERIS et al., 2013).

Trata-se de uma classe composta por um tetrapeptideo ciclico que pode ou nao
apresentar um grupo funcional muito comum em iHDAC hidrofébicos, denominado de L-
AOE (A4cido S-2-amino-9,10-epoxi-8-oxodecandico), em que 0 grupo epoxicetona parece ser
o responsavel essencial pela atividade (reducdo ou ataque nucleofilico) que inativa estes
compostos. Romidepsin (Istodax®) é o farmaco mais conhecido desta classe, porém nao
possui 0 grupo AOE, tendo sido inicialmente isolado de uma bactéria, é considerado um pro-
farmaco, pois seu mecanismo de a¢do envolve a reducdo da ligacdo dissulfito da molécula,
tornando-o ativo (ditiol monociclico) apos ser captado por parte das células; sua atividade
induz a diferenciacdo, interrompendo o crescimento e provocando apoptose, podendo exercer
acdo inibitdria a metastases e angiogénese (LEAL, 2013; WEST; JOHNSTONE, 2014).

2.3.1.5 Sirtuinas

Sirtuinas sdo também uma classe de iIHDAC promissora, por estarem envolvidas em
processos bioldgicos vitais com relevante atividade em doencas do envelhecimento,
repercutindo também em doencas metabdlicas, neurodegenerativas e cancer; compostos
associados a ativacdo de sirtuinas sdo derivados do fenol (quercetina, piceatanol e resveratrol)
que ativam as sirtuinas conferindo beneficios para os diversos tipos de patologias
neurodegenerativas, inflamatérias, autoimunes e tumores.

O Resveratrol apresenta, entre 0os seus beneficios, uma capacidade preventiva em
doencas cardiovasculares, habilidade para induzir a vasodilatacdo devido a sua interacdo com
0 Oxido nitrico, e pode tornar-se uma solucdo possivel para o cancer ou para uma maior
sensibilizacdo aos quimioterapicos quando o organismo desenvolve resisténcia, atuando em
varios tipos de céncer. Seu mecanismo de atuacdo, pode ser atraves do bloqueio do
crescimento de células tumorais, bloqueio do ciclo celular, apoptose, ou através do aumento
da atividade anti-inflamatoria e anti-oxidante (LEAL, 2013; SETO; YOSHIDA, 2014).
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2.3.1.6 Acidos Hidroxamicos (AHs)

A classe de iIHDAC que mais tem sido submetida a ensaios clinicos nas mais diversas
patologias, sdo os acidos hidroxamicos (AHSs), revelando farmacos como o Vorinostat,
Panabinostat (LBH589), CHR-3996, CHR-2845, SB939, Givinostat (ITF2357) e Belinostat
(PXD101). Na presenca de AHs, tais como Tricostatina (TSA) e Suberoilanilida do Acido
Hidroxamico (SAHA), a HDAC perde atividade rapidamente, devido a forte ligacdo destes
acidos com metais, que é a caracteristica responsavel por estimular sua ampla experimentagédo

como agentes terapéuticos.

Os AHs inibem o sitio ativo hidrofobico da HDAC, sob a forma tautomérica do seu
anion e quela-se ao 4tomo de zinco (Zn**); para que seja atingida uma acéo terapéutica eficaz,
é necessaria uma alta concentracdo de AHs (BIELIAUSKAS; WEERASINGHE; PFLUM,
2007; CARRASCO, 2011; GUERRA-BUBB et al., 2013; GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010; KANDAKLATA, 2013; LIZ; SILVEIRA; BRAGA, 2013).

Concentracbes de TSA em niveis inferiores aos preconizados na literatura (100 nM)
podem promover acetilacdo de histonas em células tronco embrionarias, sem causar prejuizos
na proliferacdo celular (OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos das energias dos orbitais de fronteira de AHs ciclicos associaram atividade
biolégica ao carater eletrofilico da funcdo hidroxamica (BRAVO; CLAVIJO; WHEISS-
LOPEZ, 2001), outros estudos comprovaram que métodos semi-empiricos comparativos,
embora com restri¢fes, podem ser usados em sistemas que contenham funcGes AHs, e que em
se tratando da velocidade desses métodos, apontou-se para seu uso em estudos de interacdo
entre enzimas ¢ AHs (SANT’ANNA; SOUZA, 2002).

Estudos de QSAR, rotas de sintese e analise molecular, tém sugerido que analogos de
AHs podem revelar-se potentes inibidores da proliferacdo celular, tornando-os alvos
promissores para P&D de farmacos (WANG et al., 2003; ZHAO et al., 2013; ZHU et
al.,2014).

O LBH589 estd em estagio avancado de ensaios clinicos em linfomas, leucemias e
mieloma multiplo; moléculas mais seletivas, como a CHR-3996 9 (inibidor seletivo da Classe
I das HDACs) tém demonstrado potencial atividade anti-neoplasica e a SB939, um inibidor de
HDAC com propriedades farmacocinéticas e fisico-quimicas melhoradas, por nédo interferir

com outras enzimas que apresentam ligagbes com o zinco, favorece a acdo anti-proliferativa
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contra varios tipos de tumores e distirbios hematoldgicos; os farmacos ITF2357 e 0 PXD101,
que sdo inibidores da classe | e Il das enzimas HDAC, vém obtendo amplo destaque nos
ensaios clinicos, se mostrando promissores no tratamento de doencas hematoldgicas; o
Vorinostat (SAHA — ab 144480), é o farmaco mais evoluido na classe dos iIHDAC, foi o
primeiro iHDAC aprovado pela FDA (Food and Drugs Administration) e EMEA (European
Medicines Agency) para uso em linfomas; esta sendo utilizado em diversos ensaios clinicos,
puro ou em associacao, para diversas doencas; apresenta IC50 de aproximadamente 10nM em
inibicdo de celulas livres, atinge o IC50 em 72HSs, sua concentracéo de atividade é de 01 — 10
MM a T = 37°C em HDAC-8; e parece apresentar uma importante relacdo com a possibilidade
de combate in vivo ao virus HIV (BIELIAUSKAS; WEERASINGHE; PFLUM, 2007;
VERVERIS et al., 2013).

2.4 Perspectivas Farmacologicas

A interacdo entre o farmaco e o receptor é estudada através de analises dedutivas sobre
atividades funcionais e geométricas dos descritores fisico-quimicos, obtendo-se informacdes
relacionadas ao impedimento estérico, repulsdo eletrostatica e interaces lipofilicas, o que
vem contribuir para as interpretacdes da quimica medicinal através dos estudos e analises do
mapa farmacoférico (SHULTZ et al., 2011; VERLI, 2012).

Os farmacos que interagem com enzimas, sao moléculas cujo arranjo espacial dos
grupamentos funcionais € uma condicdo necessaria para complementar o sitio de ligacdo da
biomacromolécula (interacdo estéreo-especifica), pela sua afinidade, complexar com o sitio
ativo desta molécula, e dessa interacdo se constatar uma eficacia intrinseca satisfatéria
(VILAS BOAS, 2003).

Para que o processo interativo decorra, as principais forcas intermoleculares envolvidas
podem ser: as forcas eletrostaticas, dispersdo de London (interacdes de van der Waals), forcas
hidrofébicas, ligacGes de hidrogénio e ligacdes covalentes, influenciando diretamente no grau
de afinidade e especificidade da interacdo. S80 concomitantemente importantes as distancias
interatdmicas, solubilidade, grau de ionizacdo e estereoquimica; o volume do ligante, as
distancias interatbmicas e arranjo espacial entre os grupos farmacoféricos sdo os fatores
estereoquimicos envolvidos nessa interacdo (BARREIRO; FRAGA, 2001; THOMAS, 2003).



24

2.4.1 Caracterizacdo e estudo dos acidos hidroxamicos

Todos os derivados de Acidos Carboxilicos tém um carbono de NOX = +3 (exceto o
acido férmico, no qual o carbono tem NOX = +2), e que 0s acidos hidroxamicos sdo aqueles
derivados cujo radical (R) que substitui em reposicdo a hidroxila da carboxila é uma funcéo
de nitrogénio do tipo, R = NHOH, apresentando tautomeria (Figura 8).
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Figura 8 — Formula estrutural geral dos acidos hidroxamicos, e respectivos tautbmeros.

Em alguns casos a posicao dos grupamentos farmacoféricos de um ligante ciclico ou
olefinico (isomeria cis-trans ou E-Z; ver Figura 8) determina a configuracdo relativa na
interacdo (Figura 8). Calculos de entropia e entalpia para grande numero de moléculas
aumentam o custo computacional e podem inviabilizar o processo; usam-se programas que
minimizam esses problemas, beneficiando o processo de docagem com a inclusdo de
moléculas de &gua conservadas. Considera-se 0 estado de protonagdo, posicdo dos
hidrogénios nos atomos polares das cadeias laterais e conformacéo da amida nos residuos de
glutamina e asparagina dos sitios de ligacdo (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).
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Complexos Cu-hidroxamatos favorecem mais a formacgdo de complexos ternarios com
aminoacidos que apresentem grupo imidazol na histidina do que com aqueles que possuem
apenas 0s grupos amina e carboxilato (FERNANDES; PANIAGO; CARVALHO, 1997).

AHs ciclicos, na forma 2-beta-O-D-Glicosideos atuam sobre insetos, fungos e bactérias
de vegetais; e a forma 2-4-diidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona (DIMBOA) inibem
enzimas envolvidas em vérias vias metabolicas (SANT’ANNA; SOUZA, 2002).

Estudos das energias HOMO (do inglés, Highest Occupied Molecular Orbital) e
LUMO (do inglés, Lowest Unoccupied Molecular Orbital) de AHs ciclicos sugeriram que a
maior atividade bioldgica estaria associada ao carater eletrofilico da funcdo hidroxamica
(BRAVO; CLAVIJO; WHEISS-LOPEZ, 2001).

A tautomeria do anion de AHs parece justificar a capacidade desses acidos de quelar-se
tanto a metais como também a compostos ndo metalicos; essa capacidade é afetada por efeito
do solvente, devido a solvatacdo que favorece a ionizacao (dissociam-se tendo o Nitrogénio
ou o Oxigénio &cido), uma vez ionizado na forma ceto ou iminol, pode estar na configuracéo
E ou Z. A forma Z favorece a reducdo de energia desses acidos na presenca de substituintes
metil, ciano e benzil. O isdbmero E da forma tautomérica ceto apresenta uma forte ligacdo de
hidrogénio intramolecular (em torno de 1,9A, p/ ab initio).

Estudos sugerem que a forma ceto é favorecida em solventes polares, enquanto a forma
iminol é favorecida em solventes apolares, e indicaram estabilidade do isdbmero Z; essa
pequena diferenca de energia sugere que todas as formas podem estar presentes em solventes
comuns.

Substituintes também podem favorecer a forma iminol, e embora a forma zwitteriénica
seja instavel, o substituinte betaina permite sua estabilizacdo. E provavel que a forma ibnica
dos AHs ocorra por desprotonacdo do oxigénio do grupo OH, ha evidéncias experimentais e
tedricas de que o nitrogénio também possua a mesma capacidade de desprotonacdo, variando
de acordo com o tipo de solvente utilizado (LUGO, 2011; MONTEL, 2011).

Moléculas de AHs podem ser criteriosamente alteradas, para que se possa minimizar o
problema das altas concentracdes no espaco quimico-bioldgico, obtendo-se andlogos de maior

afinidade pelo sitio ativo do receptor. Nesse trabalho foi sugerida a betaina como substituinte.

2.4.2 Betainas

As betainas sdo substancias amplamente encontradas na natureza, que vem despertando

interesse, principalmente, pelo seu papel como osmorregulador; Sdo aminoacidos totalmente
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N-metilados (Figura 9) que desempenham importante atividade no metabolismo de diversos
organismos biologicos, pois seu acumulo nas células é capaz de conferir protecdo contra o
estresse osmotico por permitir a continuidade da atividade metabdlica em condicBGes que
normalmente inativariam as células (TEIXEIRA et al., 2006).

Ao contrério de muitos sais, a betaina apresenta uma boa compatibilidade com enzimas,
sendo assim o teor dela nas células e organelas celulares pode ser elevado sem que prejudique
0 metabolismo; seu principal efeito fisiologico, portanto € como osmdlito (protegendo as
células, proteinas e enzimas, de estresse ambiental) e como doador de radicais metil
(transmetilacéo), participando do ciclo da metionina.

Betainas tém mostrado proteger 6rgdos internos, melhorar os fatores de risco de
doencas vasculares, aléem de serem importantes nutrientes (CRAIG, 2004).

O Cloridrato de Betaina ja foi usado como fonte de é&cido cloridrico (HCI) no
tratamento de hipocloridria; também ja foram utilizadas no tratamento de doencas hepaticas,
hipercalemia, homocistindria e em distdrbios gastrointestinais (CRAIG, 2004).

Afetaram o tempo maximo de esporulacéo e a biologia de esporocistos e oocistos de E.
acervulina, mas pouco influenciaram no desenvolvimento de estagios endogenos (TEIXEIRA
et al., 2006).

No processo descrito para a preparacdo de betainas, a amina terciaria de partida é
inicialmente quaternizada com um &cido até que ndo seja mais detectavel qualquer halogénio
organicamente ligado; a solucdo de betaina pronta apresenta a pureza requerida em relacéo a
amina de partida e ao composto de halogénio organico (AIGNER; VYBIRAL; SEITZ, 1995).

A betaina ((CH3)sN"CH2COO", nomenclatura pela IUPAC: acetato de trimetilamonio)
é entdo, um derivado trimetilado da glicina (Glicilbetaina-N,N,N-trimetil-glicina), que
naturalmente ocorre como ion dipolar contendo varios grupos metila quimicamente reativos,

podendo doa-los em reacdes catalisadas por enzima; e apresenta as seguintes propriedades:

v" Massa molar = 116.13g/mol,

v" PF = 301°C(>300°C decompde-se) e

v Solubilidade em agua = 611 g/l(a 19°C)

v E apresenta DLsg = 830mg/kg (INPI, 2006).
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Figura 9 — Estrutura molecular plana de betaina.

Estudos realizados através de célculos semi-empiricos e ab initio, em familias de
betainas piridinicas, revelaram um fendmeno de inversdo HOMO-LUMO, néo observado em
outro sistema do tipo doador-aceitador, podendo alterar o carater doador ou aceitador dos
grupos presentes na molécula (PEIXOTO, 2002).

Estudos da incorporacdo especifica de ions na superficie de micelas zwitteridnicas de
sulfobetainas, a torna mais anionica e atrai ions HzO" da solugio para a pseudofase micelar,

diminuindo o pH local e catalisa a reacdo de hidrdlise acida (PRIEBE, 2009).

2.4.3 Betainas Hidroxamicas (BHSs)

Em termos gerais o ion énio ou onium pode referir-se a um cétion (com seu contraion)
derivado pela adicdo de um préton a um hidreto mononuclear, relacionado do nitrogénio (por
exemplo, o fon amdnio H4N™) e relacionado ao grupo 17 (familia dos halogénios) ou também
derivados formados por substituicdo desses ions por grupos univalentes pertencentes ao grupo
15 (familia do nitrogénio) e grupo 16 (familia do oxigénio), como o dimetilsulfénio
((CH3),S") e o tetrametilamonio ((CH3CH,)4N™"). Os derivados que surgem sdo, geralmente,
designados por um nome especifico de classe, tal como fon iminio (R,C=NH,") e nitrilio
(RC=NH").

Existe uma conhecida ambiguidade histérica na definicdo do zwitterion pela sua
peculiaridade caracteristica; nesse contexto, um grupo especifico esta sendo definido como
zwitterion m-conjugados, ao qual pertence um tipo de moléculas com um sistema doador-
aceptor; a betaina é uma classe particular por apresentar um atomo 6nium que ndo o
hidrogénio; esses estudos vém contribuindo para esclarecimentos de nomenclatura e

comportamento quimico principalmente em andlises de orbitais de fronteira (HOMO e


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cátion
http://pt.wikipedia.org/wiki/Contraíon
http://pt.wikipedia.org/wiki/Próton
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amônio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Halogênio
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Dimetilsulfônio&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Tetrametilamônio&action=edit&redlink=1
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LUMO) entre outros, vislumbrando um novo cendrio na quimica de compostos
heteroarométicos (BEVERINA; PAGANI, 2014).

Betainas relnem caracteristicas bastante favoraveis para formarem analogos com o0s
AHs, formando as Betainas Hidroxamicas (EVANS; NAIK, 1977), (Figura 10) e aumentar a
afinidade pela HDAC. Pois, em virtude da presenca do nitrogénio quaternario, podem
apresentar caracteristicas muito peculiares para essas interacoes.

As metodologias de sintese para tais compostos ja sdo conhecidas, e alguns destes ja
foram utilizados como surfactantes devido a sua caracteristica como tensoativo anfotero; sao
bons detergentes com acdo germicida, muito utilizados associados a detergentes ndo i0nicos e
também em amaciantes de roupas (MARSCHNER; HARDY, 1992).

R|2
RL_N_R? H
| 2 N/
R
\ .
O 0

Figura 10 — Estrutura molecular geral de Betainas Hidroxamicas.

3. QUIMICA COMPUTACIONAL

Propriedades quimicas podem ser previstas e fundamentadas pela quimica teorica,
consolidada desde que a expressdo de Schrédinger comecgou a ser aplicada para descrever a
estrutura eletronica de sistemas e de interacbes moleculares, em 1926.

Atualmente a ciéncia da computacdo pode resolver problemas quimicos, aplicando
resultados da quimica teorica, introduzidos em computadores, obtendo informaces tedricas a
respeito de moléculas e sélidos, confirmando dados experimentais e/ou prevendo fendmenos,
ainda ndo observados, mediante a aplicacdo de varios métodos e estratégias (FERNANDES,
2011; MORGON, 2001).
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3.1 Métodos em Quimica Computacional

Varios modelos estdo sendo utilizados em estudos e pesquisas no planejamento de
farmacos e compostos bioativos. Para que seja feita uma analise bem elaborada e segura, a
escolha eficiente de ferramentas e métodos adequados ao processo depende das propriedades
que se deseja avaliar, da precisdo desejada e da capacidade computacional disponivel para a
realizacdo dos calculos; podemos dividir os métodos em duas principais categorias, 0S
métodos classicos e 0s métodos quanticos, porém outros metodos podem ser utilizados de
acordo com as caracteristicas e necessidades do estudo (SANT’ANNA, 2009).

3.1.1 Métodos Classicos

3.1.1.1 Mecénica Molecular (MM)

Mecénica Molecular (MM) é uma metodologia cujos célculos definem tipos atdmicos
para a determinacdo de parametros e funcGes que constituem o campo de forca de interacéo,
na qual é destacado um parametro de consideravel importancia para a camada tratada por
MM, principalmente para reacBes em meio enzimatico, que é a carga atémica; esta interfere
diretamente na contribuicdo eletrostatica sobre o sistema da mecénica quéantica (QM)
(TELES, 2011).

Baseando-se na aproximacdo de Born-Oppenheimer que, em decorréncia da acdo que o
campo potencial exerce sobre 0s nucleos, considera 0 movimento nuclear, e os elétrons sdo
considerados indiretamente, supondo que a densidade eletronica pode ajustar-se
instantaneamente a qualquer alteracdo geométrica dos nucleos, assumindo uma liberdade de
movimento para estes, em que todas as interacdes nucleares sdo aditivas.

A superficie de Born-Oppenheimer é conhecida em mecanica molecular como
superficie de energia potencial, multidimensional, que possui minimos locais em relacdo a
certas conformacfes moleculares estaveis, € em uma primeira aproximacdo, a molécula é
descrita pela estrutura correspondente ao minimo global da superficie potencial (COELHO et
al, 1999).
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FORGAS INTERATCMCAS DA MEAN GA MOLELLAR
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Figura 11 — Forgas interatdmicas analisadas em Mecanica Molecular.

Em MM os célculos utilizam uma série de equacGes derivadas empiricamente para essa
superficie, nas quais o formalismo matematico estd baseado em um modelo de mecénica
classica de estrutura molecular, usando um modelo de uma molécula composta por atomos
que se mantém unidos por ligacOes; nesses modelos sdo aplicados parametros tais como
constantes de forcas de tens@o da ligacdo, flexdo da ligacdo, sdo permitidas interacdes entre
atomos ndo ligados, construindo uma expressao da energia potencial que se trata da unido das
posicdes atdbmicas (Figura 11).

Ao minimizar a expressdo para diversos conformeros, a MM pode predizer geometrias
de equilibrio e energias relativas, efetuando os calculos das energias de estiramento da ligacao
(Veen), flex@o do angulo de ligagdo (Vriex), flexd@o fora do plano (Vir), tor¢des em torno das
ligacOes (Vi), as interacdes entre esses movimentos (que sdo os termos cruzados: V),
atragbes e repulsbes de van der Walls entre atomos ndo ligados (Vvew) € interacoes
eletrostaticas entre atomos (Ve); 0 resultado da soma dessas contribuicdes € a energia
potencial da MM (V é chamada de energia estérica) para um sistema molecular com uma ou

varias moléculas:
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V = Vien + Viiex +Vf'fp + Vior + Verz + Vudw + Vel (3.00)

As moléculas sdo consideradas como uma série de atomos ligados entre si por forcas
elasticas ou harmdnicas, que derivam das funcGes de energia potencial associadas as
contribuigdes estruturais: comprimento de ligacdo (r), angulos de ligacao (8), angulos diedros
() e interacOes ndo-ligantes (d); esse conjunto de funcdes é conhecido como campo de forga,
que representa a energia potencial molecular em relacdo a uma geometria de referéncia em
um determinado sistema de coordenadas.

As expressdes explicitas de cada termo definem o campo de forca da MM, uma vez que
as derivadas da funcdo energia potencial determinam as forcas que atuam sobre o0s atomos,
podendo ser aplicadas, em detrimento da precisdo da MQ, a sistemas mais complexos (em
torno de 1000 &tomos), pelo fato de que seus calculos sdo muito mais rapidos, implicando em
economia de tempo computacional (LEVINE, 2001).

V=2V +XVe+2Vp +XVy (3.01)

A energia (V) de uma molécula em um campo de forca é o somatério de todas as
contribuicdes, a qual € conhecida como a energia estérica da molécula, considerada como
sendo a diferenca entre a energia da molécula real e da molécula hipotética.

Em se tratando da molécula hipotética, todos os parametros estruturais sdo valores
ideais ou naturais, os quais sdo definidos para uma situacdo em que ndo existem quaisquer
tensOes entre as coordenadas internas do sistema molecular.

Na equacdo 3.01, V. € a energia da i-ézima ligagdo na qual o comprimento r difere do
seu valor ideal r,, dado por:

h=N2(r—m,) (3.02)

Vg€ a energia de deformacéo de ligacédo, dada pela equacao:

2
Vo = ZGM (3.03)
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ondekKjy € a constante de forca, 8 0 angulo de ligagdo e 6, 0 angulo de ligacdo ideal.

V€ a energia decorrente da torgdo em torno de uma ligagéo, dada por:

K (1tcosn®)

_ [)
Vo =L

onde a constante de forca é K,, , ¢ 0 angulo torsional (Figura 11), n a periodicidade de Ky, e

V, € a energia da interacdo entre &tomos ndo ligados, que € dada por:
-2
V,=YF {E +exp[12(1 — a)]} (3.05)

Na equacdo 3.05, E. representa a constante de forga, a =

onde r; e ry

T+ Ty
constantes de van der Waals e r é a distancia entre os &tomos ndo ligados. N&o ha rigidez de
critérios com relacdo ao numero ou tipos de funcbGes de energia potencial a serem
empregados, sendo uma escolha feita de acordo com as propriedades moleculares que se
pretende reproduzir; sejam, calculos das propriedades geométricas, calculos das propriedades
geométricas e vibracionais, calculos das propriedades geométricas e termodinamicas, calculos
das propriedades geométricas, vibracionais e termodinamicas.

Os célculos da MM nas expressdes da energia potencial derivam de trés tipos basicos

de campo de forga:

v' Campo de Forca Central — considera apenas distancias interatdmicas (inclusive
comprimentos de ligacéo),

v' Campo de Forca de Valéncia Geral — considera comprimentos e angulos de ligacéo,
angulos diedros, coordenadas de deformacdo fora do plano e adicionam os termos
cruzados,

v' Campo de Forgca de Urey-Bradley — consideram os comprimentos e angulos de
ligagéo, angulos diedros, coordenadas de deformagéo fora do plano e as interagdes

entre atomos ligados por um centro comum.
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O campo de forca de valéncia simples, que é um campo de forga central, no qual séo
incluidos angulos de ligac&o e diedros, e coordenadas de deformacdo fora do plano, reproduz
bem as propriedades geométricas moleculares de energias minimas, alturas de barreiras de
rotacdo interna, entalpias de formacdo e funcGes termodinamicas, mas ndo as propriedades
vibracionais.

Embora os calculos para a generalizacdo de uma funcdo potencial permitam que o0s
resultados obtidos apresentem uma concordancia com os calculos experimentais, sua
complexidade requer um desgastante trabalho matematico e uma consideravel dificuldade em
se selecionar os termos cruzados, pois é impossivel a inclusdo de todos, entdo essa escolha
deve ser empirica.

O campo de forca aplicado no programa utilizado nesse trabalho foi o Tripos

(www.tripos.com, 2015) utilizado em moléculas pequenas, proteinas e para o desenho de

drogas. Para o célculo da energia potencial de tensdo (Viens) das ligagdes, sdo usadas funcdes
quadraticas, assim como para calcular a energia potencial de flexdo (Vex) das ligagbes, onde

0%k € o valor de referéncia p/ angulo de ligago do tipo 1JK: Viex, ijk = % Kk 05k — 9,"]K)2;
A energia de tor¢do (Vir) em pares de dtomos 1-4 usa uma forma mais simples, contendo

apenas um parametro, % Vh [1+ cos(n@d — @y)], em que n vem do nimero de minimos

contidos em 360° do potencial de tor¢éo e @, determina a posi¢gdo dos minimos.

As interacOes de van der Waals, em que sdo consideradas todas a partir de 1-4, sendo
que 1-2 e 1-3 sdo consideradas implicitas nos termos dos parametros de tensdo e flexdo das
ligacbes: VvdW, ij é igual as forcas de atracdo devido a dispersdo de London adicionada a
repulsdo devido a repulsdo de Pauli, e nesse caso o Tripos calcula como Potencial de
Lennard-Jones 12 - 6.

Ligacbes Conjugadas, em calculos do Tripos, as distancias de ligacao de referéncia e as
constantes de forca de tensdo dependem ndo apenas dos tipos de 4&tomos, como também da
ordem de ligacdo na estrutura de Lewis. A Parametrizacdo, como todos os parametros de
campos de forga, influenciam em todas as propriedades moleculares calculadas, sendo assim
um processo iterativo (LEVINE, 2001).

Em célculos de MM a funcdo de energia potencial (V) para uma molécula de N 4&tomos,
definida em termos das 3N coordenadas, x;, quando deformadas de sua geometria de energia
potencial (Vo) pode ser escrita na forma de uma expansdo em series de Taylor. Pode-se fazer
uma aproximacao harménica, desconsiderando os termos superiores aos quadraticos no ponto

de equilibrio, uma vez que os deslocamentos Ax;, Ax;, Ax; sdo infinitesimais.
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Considerando V, = 0, na geometria de equilibrio e aplicando-se o de minimo de energia

. . 9 . . . .
potencial a essa geometria, 0 termo a—” deve ser teoricamente igual zero, ficando a energia

xi

potencial dependente apenas das segundas derivadas:

92U
axiaX]'

v=lya, ( )0 dx;0%; (3.06)

Para gque seja obtida uma relacdo de campo de forca harménico as segundas derivadas

da equacdo 3.06 devem ser substituidas pelos simbolos f;;:
V= % 13]!11 fl] Axiij (307),

descrevendo assim um sistema de osciladores harmonicos acoplados no qual os subscritos i =
J sdo os termos da diagonal principal e i#j sdo os termos fora da diagonal da matriz das
constantes de forca; quando apenas os termos da diagonal séo considerados os osciladores

estdo desacoplados:

V= % P fij Ax? (3.08)
Pode-se entdo, descrever a curva de energia potencial pela Lei de Hooke:

V = k(Ax)? (3.09),

onde k é a constante de forca do oscilador harménico. Este resultado pode ser formulado em
termos das coordenadas internas moleculares dando origem aos campos de forga com
potenciais harmonicos.

Para os deslocamentos, Ax;, fora do limite de validade da aproximacdo harmdnica, 0s
termos superiores da equacdo 3.08 devem ser considerados; isto significa que efeitos
anarmonicos estdo incluidos. A aproximacdo mais utilizada para descrever esses efeitos,
consiste em truncar a expansdao em séries de Taylor ap6s o termo cubico, para 0s
comprimentos de ligagdo e para os angulos de ligacdo. A funcdo potencial para estas

coordenadas assume a forma:
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V=L (= 1) + K= )? (3.10),
V= 2k(6 — 60+ ky(6 — 6o)® (3.11),

onde k., k', e kg, k'g, SA0 0S parametros de energia que representam as constantes de forgas
harmonicas e os subscritos correspondem as coordenadas internas referidas; esse tipo de
funcdo adequa-se a comprimentos de ligacdo muito afastados do limite demarcado pela Lei de
Hooke. Pode-se optar por outros refinamentos, principalmente na funcéo torsional, em que a
funcdo energia potencial seja substituida por uma funcao periddica do tipo:

Vp = %kq)(l + scosn®) (3.12),

em que s = +1 ou — 1, a depender da existéncia da forma eclipsada (¢=0) correspondente a
um maximo ou minimo de energia potencial torsional, e n é a periodicidade da energia
potencial torsional; V, aqui, também pode ser substituida por uma expansdo da série de
Taylor, truncada ap6s o terceiro termo.

Outro importante refinamento é a inclusdo do termo vdW na equagdo 3.02, descrevendo
assim, em funcdo da distancia entre os nucleos, as interacdes entre atomos separados por mais
do que duas ligacBes. A energia potencial total das interacGes entre um par de 4tomos é a
soma das energias das forcas atrativas (forcas de dispersao de London) e das forgas repulsivas
(repulsdes de van der Waals). As funcdes de energia potencial, mais utilizadas para descrever
estas interagOes, sdo o potencial de Lenard-Jones (V,;) e o potencialde Buckingham (Vgyx),

cujas respectivas equacfes podem ser acrescentadas com termos referentes as interacGes

eletrostaticas 2,

T'i]
De acordo com a técnica empregada, os varios métodos de MM para que se encontre o
minimo de energia potencial, encontrando a coordenada em que a energia € um minimo,

partindo-se de uma coordenada inicial, podem ser agrupados da seguinte forma:

v' Meétodos de Primeira Ordem: calculam apenas as primeiras derivadas da fungdo de
energia potencial e geralmente se utilizam o algoritmo Steepest Descent;
v' Métodos de segunda ordem: calculam as primeiras e segundas derivadas da funcéo de

energia potencial, utilizando o algoritmo Newton-Raphson.
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No caso de se localizar o minimo da fungéo de energia potencial, 0 uso de coordenadas
atbmicas cartesianas é mais favoravel que coordenadas internas; o processo apos se
transformar as coordenadas em cartesianas, em decorréncias das aproximacoes, deve ser
resolvido iterativamente aplicando-se os métodos padrdes. Esse processo deve ser repetido até
que sejam encontrados valores suficientemente pequenos (zero ou préximos de zero) de forma
que na iteracdo final a primeira derivada possa ser anulada.

As primeiras e segundas derivadas da funcdo de energia potencial podem ser
determinadas numericamente ou analiticamente, ou ainda, as primeiras derivadas avaliadas
analiticamente e as segundas derivadas obtidas numericamente; ocasionalmente o algoritmo
Simplex tem sido aplicado.

Apdbs essa sequéncia de calculos, a energia potencial obtida pode ser utilizada para
calcular os numeros de onda vibracionais que adicionando aos dados de momentos de inércia,
calculados a partir da geometria final, podem ser utilizados para calculos de contribuicbes
utilizadas na avaliagdo de funcdes termodindmicas para o estado gasoso (ALBUQUERQUE,
2008; LEVINE, 2001).

Alguns dos métodos de destaque da MM sdao o CHARMM (Chemistry at Harvard
Macromolecular Mechanics), 0 AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement),o
GROMOS (Groningen Molecular Simulation) e o OPLS (Optimized Potentials for Liquid
Simulations) (SILVA, 2012); a sequéncia, entdo, seria escolher o tipo de coordenadas a ser
adotado, selecionar funcdo potencial e parametros para realizar os calculos de minimizacdo de
energia, até finalizar calculando-se os espectros vibracionais e as fung¢bes termodindmicas
obtendo-se o resultado conclusivo (ALBUQUERQUE, 2008; LEVINE, 2001).

3.1.1.2 Dindmica Molecular

A Dinamica Molecular consiste em uma forma de simulagdo computacional, cujas
bases tedricas sdo muito bem fundamentadas para simular o comportamento mecanico de
sistemas moleculares, englobando varios resultados que foram produzidos por grandes nomes
da mecanica classica, com o objetivo de estudar o comportamento de um sistema de particulas
em funcédo do tempo, tratando-as de modo ndo quéntico. Na Dindmica Molecular Cléssica as
técnicas consistem em resolver as equacdes de Newton e outras relacionadas, para uma
colecdo de particulas, obtendo-se a velocidade e a posicdo da particula, em cada instante da
simulacdo, e fornecendo informacgdes sobre o comportamento dindmico microscopico,

dependente do tempo, dos atomos individuais que compdem o sistema.
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A solucdo numérica € obtida a partir de uma série de etapas sequenciadas da equagédo de

movimento, que pode ser descrita para um sistema atdmico simples, na forma:

Fi =m;a;, (313)l

_ d?r

em que a; = — Fi é a forca que atua sobre cada particula do sistema em um instante de

tempo t, e 4 é a aceleragdo do atomo i de massa m; (FERREIRA; dos SANTOS;
ANDRICOPULO, 2011).

Ao se definir o campo de forca, possibilita-se o calculo das forgas que atuam em cada
atomo, calculando-se a derivada primeira da energia potencial, obtida do campo de forca
escolhido, em relacdo as posicdes desses atomos; a partir desse ponto, integram-se as
equacOes de movimento para que sejam obtidas as velocidades, cuja integral proporciona a
mudanca de posicdo do 4tomo; com as novas informagdes sobre posicdo e velocidade da
particula, obtém-se as energias potencial e cinética do sistema.

Repetindo-se sucessivamente esse procedimento pode-se construir o conjunto de
posicBes e velocidades de cada particula no decorrer do tempo, o que é denominado de
trajetoria.

Dessa forma é possivel estudar propriedades fisicas de solventes, comportamento de
uma molécula em solucéo, incluindo-se mudancgas conformacionais e disposicdo do solvente
ao redor dela, essa molécula em estudo pode ser simples ou uma macromolécula complexa,
mistura de liquidos, separacdo de fases e formacdo de estruturas complexas, tais como
micelas, micelas reversas, microemulsdes e filmes (NAMBA,; da SILVA,; da SILVA, 2008).

3.1.2 Métodos Quanticos

Schrddinger, em seus estudos, concluiu que so seria possivel a determinacao correta da
energia de um sistema atbmico com a inclusdo de um comportamento ondulatério que foi
proposto por De Broglie para todas as particulas (ndcleos e elétrons) que constituem esse
sistema, o que foi descrito em uma equacdo que mescla os principios de Hamilton com a

dualidade onda-particula:

AY = kY (3.14)
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Essa equagdo ndo possui solugdo analitica para sistemas moleculares, necessitando-se
recorrer a aproximagOes e simplificagdes para viabilizar sua resolugdo. A aproximagdo de
Born-Oppenheimer é bastante utilizada e vem funcionado bem; esta divide o hamiltoniano do
sistema, separando o movimento nuclear do movimento eletronico, o que é justificado pela
grande diferenca de massa existente entre elétrons e nucleos; implicando-se em resolver a
equacéo de Schrodinger para a parte eletronica e em seguida para 0 movimento nuclear, assim

demonstrada para um sistema molecular:

A(r, R)¥(r, R) = E¥(r, R) (3.15)

Nessa equagdo “R” se refere as coordenadas nucleares e “r”, as coordenadas
eletronicas. O hamiltoniano (H) contém termos de energia cinética e de atracéo eletrostatica

entre elétrons e nlcleos:

A =Ty+ Te+ Viet Vi + Vee (3.16)

onde cada termo representa uma fracdo das interacfes existentes no sistema, relacionados aos
indices, N e e, respectivamente, nlcleos e elétrons.

Baseados nesses principios e aliados a evolucdo constante da ciéncia e da tecnologia,
alguns métodos, classificados como quanticos, tém sido desenvolvidos, e aplicados de acordo
com as caracteristicas e possibilidades do sistema em estudo (LEVINE, 2001). Destaca-se 0
método do campo autoconsistente Hartree-Fock; nessa aproximacéo considera-se 0 modelo de
particula independente e o principio de exclusdo de Pauli para escrever a funcdo de onda

atdbmica, cuja formula geral é:

£y, = &10; i=1,2,3,..,n (3.17)

Onde ¢; é o iésimo spin-orbital, o operador £ é o operador de Fock ou de Hartree-Fock, que é

o Hamiltoniano HF efetivo, e o autovalor &, € a energia do spin-orbital i (LEVINE, 2001).

3.1.2.1 Métodos semi-empiricos

Esses métodos foram desenvolvidos com o objetivo de economizar tempo de maquina e

promover reducdo de memoria; para que isso fosse alcancado, muito esforco foi necessario na
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introdugdo de pardmetros empiricos ou previamente calculados, para que se obtivesse a
resolucdo da equacdo de Schrddinger, com a eliminacdo de algumas das muitas integrais
necessarias aos calculos quanticos (SANT’ANNA, 2002; SANT’ANNA, 2009).

Constituem métodos que utilizam o mesmo formalismo quanto-mecénico como aqueles
que empregam conjuntos de bases incluindo apenas elétrons da camada de valéncia do
sistema, pois sdo esses os elétrons envolvidos numa reacdo quimica, e outros fenbmenos
moleculares. Apresentam como vantagem, em relacdo ao metodo ab initio, uma maior
velocidade de processamento, pois os calculos sdo simplificados, reduzindo custo de memaria
e de tempo computacional (MAGALHAES, 2009; ROCHA, G., 2010).

A funcdo de onda semi-empirica (J+*>) escreve-se como sendo um produto semi-
simetrizado da parte que descreve os elétrons das camadas internas do atomo (core) e da parte
que descreve os elétrons da camada de valéncia, na qual a densidade eletrbnica € a mais
afetada em reacgdes quimicas.

Para efetuar os célculos dos métodos semi-empiricos, pode-se aplicar a aproximacao
ZDO (Zero Differential Overlap), reduzindo as integrais para de dois elétrons e dois centros,
no maximo, as aproximacgoes integrais, CNDO (Complete Neglect of Differential Overlap ),
INDO (Intermediate Neglect Differential Overlap) e NDDO (Neglect of Diatomic Differential
Overlap), dai pardmetros sdo introduzidos, ajustados ou retirados do experimento.
Apresentam restricdes a sistemas que contenham elementos para os quais tenham sido
desenvolvidos parametros correspondentes. Sdo exemplos desses, os métodos AM1 (Modelo
Austin 1), PM3 (Método Paramétrico 3), MOPAC (Programa de Calculo de Orbitais
Moleculares), RM1 (Recife Model 1) e PM6 (Método Paramétrico 6) (ROCHA, G., 2010).

3.1.2.2 Métodos ab initio

Esse termo (do latim, ab initio) significa desde o inicio ou a partir dos principios
fundamentais, sugerindo aplicar calculos realizados a partir de constantes fisicas
fundamentais, usando equacdes exatas, que envolvem uma populacdo eletrnica total da
molécula, sem 0 uso dos parametros experimentais e sem aproximac@es adicionais (LEVINE,
2001; MAGALHAES, 2009).

O primeiro método de célculo da estrutura eletronica foi o Método Hartree Fock, que
emprega a equacdo de Schrddinger completa para tratar todos os elétrons de um sistema
quimico (SANT’ANNA, 2009).
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Trata-se de um método que emprega funcdes de base e Gaussianas, porém as bases
minimas apresentam diversas deficiéncias, as quais, para aprimora-las, fez-se necessario a
inclusdo de fungbes. Também, ndo possuem aproximacdes além daquelas do formalismo,
representando orbitais atraves dos conjuntos de base.

Um conjunto de base minimo contém apenas um ndmero de fungdes necessario para
acomodar todos os elétrons de um &tomo, limitado pela impossibilidade de se ajustar os
orbitais ao ambiente molecular.

Para se descrever os orbitais com uma maior flexibilidade, aplica-se um conjunto de
base de valéncia dividida, onde as funcGes que representam elétrons de valéncia séo
subdivididas em um componente interno e compacto e outro componente mais externo e
difuso. Especificidades e adaptabilidades vdo sendo obtidas com conjuntos de base de
polarizacdo e conjunto de bases de funcbes difusas, permitindo uma melhor descricdo de
pares de elétrons de alta energia.

Os métodos ab initio ddo uma predicdo quantitativa de alta qualidade para uma grande
variedade de sistemas, mas sdo complexos e implicam em uso de muitas integrais, 0 que

consome memoria, tempo demasiado e alto custo computacional (ALMEIDA, 2000).

3.1.2.3 Método DFT (do inglés, Density Functional Theory)

Entre os principais objetivos da quimica quéantica estdo, a previsdo de propriedades
guantitativamente ou tendéncias qualitativas dessas propriedades, e explicar a natureza da
ligagdo quimica, abrindo entdo, espago para a Teoria do Funcional de Densidade, que surgiu e
desenvolveu-se como uma alternativa aos métodos tradicionais de ab initio e semi-empiricos
para a determinacdo de estrutura eletrénica molecular.

Trata-se de uma alternativa aos modelos baseados em orbitais moleculares, na qual é
considerado que a energia de um conjunto de elétrons sob a influéncia de um campo externo,
seja um funcional Unico de densidade eletrénica; Essa dependéncia é expressa nos termos de
funcional de troca e funcional de correlacéo.

A Teoria do Funcional de Densidade (mais conhecida pela sigla, DFT) esta baseada na
nocdo de que a energia total do sistema eletrénico, E, seja determinada pela distribuicdo da
densidade eletronica, uma vez que essa densidade nos orbitais de fronteira dos &tomos fornece
uma forma atil para a caracterizagdo detalhada das interaces doador-aceptor, as quais vao
acontecer de acordo com as densidades dos orbitais de fronteira, HOMO e LUMO, definindo
assim o tipo de reacdo (ABREU, 2004; GRANT, 1996; VASSECCHI et al., 2008).
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Em célculos de DFT, a energia total é expressa em termos da densidade eletronica em
lugar da funcdo de onda, aplicando, no céalculo, um Hamiltoniano aproximado e uma
expressao aproximada para a densidade eletronica total, podendo ter precisdo, mais espaco em
memoria e velocidade, por um baixo custo computacional, comparando-se com os métodos ab

initio padroes:

Eprr-p = Eprr + Edisp (3.18)

A DFT apresenta como inconveniente o fato de ndo existir um modo sistematico de
aprimoramento para melhorar a forma do funcional, mas vem sendo amplamente aplicada, por

exemplo, a sistemas moleculares organicos, organometalicos e sistemas bioquimicos.

3.2 A Modelagem molecular

Os altos custos, tempo dispendido e a estrutura fisica, que dao suporte as pesquisas e
desenvolvimento (P&D) de farmacos e demais compostos bioativos, ainda sdo problemas de
relevancia decisiva e constituem-se em dificuldades e preocupacdes que limitam o
melhoramento e a invencgdo de novos farmacos. Alia-se a esses desafios, a tarefa complexa de
se conhecer a estrutura molecular de uma substancia quimica através dos poucos métodos
experimentais disponiveis.

A cristalografia de raios-X ainda consta como a técnica mais eficiente para a obtencédo
de informacdes que conduzam a descricdo precisa para estabelecer a conformacdo molecular,
embora apresente limitagcbes que impdem duvidas. O uso e a aplicacdo de modelos visa
representar de maneira mais simplificada, objetos e fenbmenos fisicos reais para tornar os
estudos melhor controlaveis e economicamente mais viaveis.

Modelagem molecular consiste em um trabalho criterioso no qual sdo geradas e
manipuladas estruturas moleculares, muitas vezes se chegando a representacdes realistas
dessas estruturas, nas quais possam ser realizados célculos de suas propriedades fisico-
quimicas, em uma tentativa mais segura de predizer resultados experimentais (CORREA,
2010; RODRIGUES, 2001). Revelou-se uma alternativa que, com a ajuda dos métodos
computacionais capazes de agregar precisdo de dados com velocidade e reducdo dos custos,

em muito contribui para a compreensao e resolucdo de complexos problemas encontrados nos
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mais diversos fendbmenos da natureza; e com o0 avango tecnoldgico dos recursos
computacionais, a modelagem vem se desenvolvendo significativamente.

Trata-se de um conjunto de ferramentas voltadas para a construcdo, edicdo,
visualizacdo, analise e armazenamento de sistemas moleculares complexos: em seus estudos,
Sant’Anna (2002) define a Modelagem molecular, segundo a IUPAC, como sendo a
investigacdo das estruturas e propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e
técnicas de visualizacéo grafica, visando fornecer uma representacdo tridimensional, sob um
dado conjunto de circunstancias.

Para que esse processo possa ser otimizado, devem ser aplicados calculos de energias
de conformacdo, propriedades termodinamicas, de orbitais moleculares e estatisticos, obtidos
da quimica tedrica aplicada como instrumento matematico, e os recursos da computacédo
grafica entram como uma excelente ferramenta para manusear os modelos que auxiliam na
interpretacdo das relagdes entre a estrutura e a atividade biologica.

As informagdes podem exercer forte influéncia no processo de compreensdo da
interacdo farmaco-receptor, tais como: mapa de potencial eletrostatico, contorno da densidade
eletrbnica, a energia e os coeficientes dos orbitais de fronteira (HOMO e LUMO), entre
outras. Com a visualizacdo tridimensional do complexo farmaco-receptor e as informacdes
estruturais que a maioria dos programas de modelagem molecular pode realizar, gerando o
desenho de estruturas e os calculos de otimizacdo geométrica e analise conformacional, é
provavel obter resultados que venham gerar arquivos de saida que possam ser utilizados como
arquivos de entrada em outros programas, facilitando e acelerando os trabalhos.

A potencial capacidade dessa ferramenta em planejar teoricamente a estrutura de novas
moléculas que apresentem propriedades estruturais e eletrénicas ideais para estabelecer o
encaixe mais estavel com o sitio receptor, &€ uma excelente justificativa para sua aplicacdo no
planejamento de farmacos e compostos bioativos (MAGALHAES, 2009).

A metodologia geral implica em, primeiramente desenhar a estrutura da molécula, em
seguida promover a otimizagdo dessa estrutura molecular, buscando parametros geométricos o
mais proximo possivel dagueles valores obtidos experimentalmente.

Desse ponto, pode-se selecionar um programa que efetue calculos com a capacidade de
representar adequadamente uma estrutura molecular sem, necessariamente, se ter obtido
dados previamente inseridos em sua elaboracdo. A qualidade de um programa de modelagem
molecular deve relacionar-se a capacidade de reconhecer e transferir parametros embutidos no

programa, para uma nova molécula que apresente as mesmas caracteristicas estruturais e
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eletronicas das moléculas utilizadas para sua confeccdo, o que pode ser realizado de modo
direto ou indireto.

A modelagem molecular e suas representacdes graficas permitem explorar aspectos
tridimensionais de reconhecimento molecular e gerar hipoteses que levam ao planejamento e
sintese de novos ligantes. A maior parte dos programas de modelagem molecular tem a
capacidade de retratar entidades quimicas com alto grau de precisdo, resultado que é
confirmado através de dados obtidos por métodos experimentais comparativos (ALENCAR,
2010).

Para que sejam obtidas informacdes sobre propriedades moleculares, os métodos mais
utilizados em modelagem molecular sdo os métodos classicos de mecanica molecular e
dindmica molecular, e a aproximacdo quéantica, que inclui os métodos ab initio e métodos
semi-empiricos.

Um dos principais objetivos da modelagem molecular aplicada ao planejamento de
farmacos é a descoberta do farmacoéforo; cuja definicdo tem sido refinada para incluir
restricdes topograficas e tridimensionais (BARREIRO et al, 1997).

O planejamento de farmacos auxiliados por computador (Computer-Aided Drug Design
- CADD) ¢é um desses recursos, visto que a modelagem molecular possibilita o tratamento
tridimensional dos modelos moleculares e o calculo de propriedades quimicas e fisicas dos
sistemas estudados (RODRIGUES et al.,2012).

Conforme ja foi citado, podem-se adotar duas aproximacges, 0 método indireto, onde se
incluem os métodos QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) independentes do
receptor ou da enzima, ou seja, as interacdes do ligante com a macromolécula sdo
consideradas indiretamente, por meio de correlages estrutura-atividade de moléculas
conhecidas (ZHAO et al., 2013), e o método direto, no qual as interacdes do ligante com a
macromolécula sdo consideradas explicitamente, identificando-se possiveis sitios de ligacdo e
modos de interacdo, e possibilitando também a proposicdo de alteracdes especificas no
ligante, com o objetivo de aumentar grau de afinidade com relacéo ao alvo (DIAS et al., 2009;
FERREIRA, 2012; FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011; GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010); nesse ultimo caso, a estratégia principal utilizada para
selecdo de ligantes potenciais, é a docagem molecular, e foi a estratégia de escolha, aplicada
neste trabalho.
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3.2.1 Técnicas de triagem

Levando-se em consideracdo a diversidade de alvos bioldgicos (macromoléculas
receptoras) promissoras para descoberta e planejamento de farmacos, técnicas de triagem
bioldgica automatizada em alta escala (HTS — high throughput screening) e de triagem virtual
(VS — virtual screening) estdo se destacando entre as varias estratégias modernas que visam
descobertas de novas substancias bioativas. A HTS, embora parecesse, inicialmente, que se
tornaria uma grande esperanca para a descoberta de substancias bioativas, logo demonstrou
limitacGes decorrentes de uma série de inconsisténcias nos resultados dos ensaios.

Usufruindo do desenvolvimento nos estudos da estrutura bioldgica e da tecnologia
computacional, a VS vem se destacando como um dos maiores avancos em planejamento de
farmacos da atualidade. Trata-se de um método in silico, portanto computacional, empregado
no estudo de grandes bases de dados de compostos (moléculas pequenas) que possam
interagir com bioreceptores para, posteriormente, passarem por avaliacdes biogquimicas
experimentais, possibilitando um estudo direcionado de moléculas em acordo com as
caracteristicas quimicas adequadas para modular atividade bioldgica de diversos alvos
moleculares (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULDO, 2011).

As estratégias de VS, entdo, podem ser desenvolvidas com base na estrutura do alvo
molecular ou do ligante, podendo envolver aplicacdo das técnicas mais simples, como a busca
por similaridade ou docagem molecular, até as estratégias mais complexas, com aplicacdo de
métodos estatisticos e de aprendizagem de maquinas; aprimorando o processo de busca de
novos candidatos a farmacos e acelerando o processo continuo do seu planejamento
(RODRIGUES, et al., 2012).

As estratégias da VS podem ter como base a estrutura da molécula bioativa (LBVS —
ligand-based virtual screening) ou a estrutura do bioreceptor (SBVS — structure-based virtual
sceening), avaliando-se milhares de moléculas (extraidas de Bibliotecas Virtuais), tanto se
baseando na estrutura do ligante (LBVS) como no acoplamento em sitios especificos de
bioreceptores (SBVS).

O sucesso da VS é justificado por apresentar versatilidade, elevado desempenho,
economia e facilidade de uso; com isso a quantidade de compostos que vem sendo estudados
tem crescido amplamente. Conforme os critérios de estudo e pesquisa, faz-se necessario
compreender algumas das limitacdes desse método.

Os modelos analisados por SBVS séo simplificados, ndo representam em sua totalidade

a interacdo entre 0 composto bioativo e o bioreceptor. Pode ocorrer uma fracdo de compostos
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que, embora obtenham uma boa pontuacdo, ndo apresentam afinidade com o boreceptor,
portanto sem bioatividade (falso positivo); e ainda existe o risco de existirem compostos com
baixa pontuacdo que podem ser descartados durante 0s ensaios, mas que apresentariam boa
atividade bioldgica (falso negativo).

Todos os métodos apresentam vantagens e desvantagens; o que pode preservar e,
certamente, minimizar os erros € um planejamento estratégico racional e bem fundamentado
nas informacdes técnicas e nas limitacdes de cada método.

Observa-se uma relevante diversidade de compostos descobertos em muitos trabalhos
que apontam resultados de destacada magnitude com contribuigdo técnica e cientifica; mas
ainda sdo frequentes os resultados conclusivos sobre o impacto do uso dessas técnicas.

Os farmacos estdo sendo planejados de forma a poderem atuar em uma modulacéo
seletiva da resposta bioldgica de macromoléculas alvo, fazendo-se necessario atentar

criteriosamente para 0s seguintes aspectos durante a investigacao:

v Selecdo do alvo molecular: estabelecer, através de estudos e com aplicacdo das mais
diversas e seguras técnicas, a correlacdo da macromolécula com a disfuncdo ou
aspectos patogénicos da doenca, em busca de seletividade; o que pode ser obtido
através de estudos em que se adquiram conhecimentos a respeito do metabolismo,
fisiopatologia e genética, tanto de hospedeiros como de agentes ou fatores etiologicos.
A partir dai a validagdo é fator crucial, e a aplicacdo de técnicas de biologia molecular
(silenciamento de genes e RNA de interferéncia) ou ainda com a simulacédo do efeito
farmacoldgico analisando-se compostos quimicos. Uma vez comprovada a relagdo,
purificada a substancia, e estabelecida a estrutura tridimensional da macromolécula, se
da inicio ao processo de identificacdo de novos ligantes.

v" Organizacdo da base de dados dos compostos: como a quantidade de micromoléculas
disponiveis € da ordem de muitos milhdes, a selecdo e organizacdo de uma ou mais
bases de dados de compostos (colecbes dirigidas), é de fundamental relevancia, dada a
impossibilidade de se realizar a experimentacdo de todos. Varios fatores influenciam
diretamente a geracdo dessas bases de dados; destacam-se as propriedades moleculares
e fisico-quimicas, o que tem desencadeado o desenvolvimento de uma serie de
técnicas, regras e conceitos atualmente aplicados em P&D de novos farmacos.

v A partir desses aspectos muito bem definidos e estabelecidos, é que se deve partir para
a andlise virtual (VS) efou experimental (HTS-avaliagdo bioldgica in vitro) dos

compostos selecionados.
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Em LBVS, o maior desafio € descobrir novas classes de compostos que apresentem
atividade bioldgica. Os compostos bioativos conhecidos podem ser utilizados como referéncia
para comparagfes por similaridade quimica com outras moléculas das bases de dados, ou
serem empregados na validacdo de modelos, juntamente com compostos inativos. As
principais técnicas aplicadas em LBVS incluem o estudo das relagBes quantitativas entre a
estrutura e atividade (QSAR), o uso de impressdes digitais moleculares (molecular
fingerprints), o emprego de farmacoforos (pharmacophores) e a utilizacdo de inteligéncia
artificial na aprendizagem de maquinas (machine learning) como as maquinas de vetor
suporte (SVM - Support Vector Machines).

As estratégias de VS por similaridade quimica ou modelos farmacoféricos atingem uma
maior amplitude do que por QSAR. A LBVS tem demonstrado qualidade de integragdo com
outros métodos, sendo aplicada com éxito na selecdo e identificacdo de novos compostos
bioativos a serem experimentados, tanto in vitro como atraves de métodos computacionais.

A SBVS avalia bases de dados simulando interacGes entre ligante e bioreceptor
apresentando uma resolutividade mais precisa do que a LBVS, na descoberta de novos
ligantes. Porém a sua maior limitacdo é requerer um maior conhecimento prévio da estrutura
tridimensional da proteina (bioreceptor); essa informacdo pode ser obtida experimental ou
computacionalmente (por homologia); para sua boa aplicabilidade, devem ser tomados alguns

cuidados imprescindiveis.

v Para o preparo dos ligantes é necessario se calcular as cargas atdmicas e a correta
representacdo de estereoisémeros, tautbmeros e estados de protonacao.

v Para a preparacdo da proteina receptora, ha necessidade de uma escolha acertada do
modelo tridimensional, definicdo do estado de protonacéo dos residuos e a presenca de
moléculas de agua na cavidade de interacéo.

v" A escolha do modelo a ser empregado deve levar em consideracdo a resolugdo e
flexibilidade das estruturas, presenca de ligantes e variagdes conformacionais,

principalmente no sitio de ligacdo, conforme foi realizado nesse estudo.

O uso do complexo ligante-proteina contribui para que a SBVS seja bem sucedida.
Conhecendo criteriosamente a estrutura e as caracteristicas dos residuos, pode se estabelecer
as regides de melhor flexibilidade e, caso o programa de docagem possua essa funcionalidade,

pode-se priorizar os residuos a serem tratados como flexiveis.
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Consideram-se também a presenca de moléculas de 4gua conservadas que sdo deveras
relevantes para a formacdo do complexo ligante-proteina e de forte influéncia nos resultados
dos trabalhos de docagem.

Célculos de entropia e entalpia para grande numero de moléculas aumentam o custo
computacional e podem inviabilizar o processo; mas j& existem programas que conseguem
minimizar esses problemas, e até beneficiar o processo de docagem, com a inclusdo de
moléculas de agua conservadas.

E consideravelmente importante o estado de protonacio, posicdo dos hidrogénios nos
atomos polares das cadeias laterais e conformacdo da amida nos residuos de glutamina e
asparagina nos sitios de ligacéo.

Assim como também é de fundamental importancia atentar para a escolha eficiente de
ferramentas e métodos adequados, a serem aplicados no processo de modelagem
(SANT’ANNA, 2009).

Esse complexo resultado dependera das atividades de uma equipe multidisciplinar bem
organizada, entrosada e sistematizada, em uma busca pela facilidade e optimizacdo do
processo de desenvolvimento desses compostos, utilizando um conjunto de métodos
computacionais, como ferramentas do planejamento racional de farmacos. Nessa abordagem,
a docagem molecular destaca-se por sua excelente estratégia de triagem virtual
(RODRIGUES et al.,, 2012) e grande aplicabilidade no estudo de doencas (FERREIRA;
OLIVA; ANDRICOPULDO, 2011; GIACOBBO, 2011; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA,
2010; LATTES; LASALA, 2014; RODRIGUES, 2001).

Uma vez finalizadas as etapas de preparacdo do ligante e receptor, o préximo passo da
SBVS passa a ser entdo a docagem molecular. (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO,
2011).

As pesquisas com aplicacdo de modelagem molecular usando docagem ou associacdes
desta com outros métodos de simulacdo (FERREIRA, 2011; GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010), ja tem revelado resultados muito promissores (KANDAKLATA, 2013), o que
garante a confiabilidade nos resultados e motiva os pesquisadores a fazerem uso frequente de
estratégias e ferramentas computacionais em P&D de farmacos (CHEN, 2013; WEST,;
JOHNSTONE, 2014).
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3.3 Docagem Molecular

Ao se aplicar Modelagem Molecular nas investigacoes e estudos sobre farmacos, um
método muito eficiente é o de ancoragem (ou docagem, do inglés: DOCKING), sendo um dos
métodos de planejamento baseado na estrutura do alvo, mais amplamente utilizados, tanto na

indUstria como nas institui¢bes de pesquisa (FERREIRA, 2012).

3.3.1 A evolugéo da docagem molecular

Introduzida no inicio dos anos de 1980, baseada em um antigo modelo do tipo chave-
fechadura, o qual evoluiu sendo substituido pelo modelo méo-e-luva (encaixe induzido). Ao
se deparar com a problematica da flexibilidade das moléculas em estudo, e o fato de que a
busca pelo melhor encaixe é inerente ao processo de docagem molecular, implicando que,
sendo o reconhecimento do ligante pelo receptor um processo dindmico, o tratamento dos
modelos levando-se em consideracdo a flexibilidade promoveria muito mais realismo a
simulacéo.

Esse método consiste em um rastreamento por uma orientacdo preferencial de uma
molécula (ligante: molécula pequena ou até mesmo uma proteina) com relacdo a outra
molécula, a macromolécula (receptor: enzima, DNA, canais i0nicos, receptor farmacolégico,
etc), para formar um complexo estavel, usando esse conhecimento com o propdsito de prever
a resisténcia da associacdo ou a afinidade de ligacdo entre as duas moléculas, fator central na
transducdo de sinais em nivel celular, desempenhando um papel fundamental na concepcéo e
planejamento racional de farmacos (NAMBA,; da SILVA, V.; da SILVA, C., 2008).

O acoplamento entre a molécula do farmaco e a proteina alvo, recebendo a ajuda do
computador, pode ser descrito como um problema de ajuste estéreo-especifico para promover
a interacdo, tornando-se uma técnica muito bem aplicada em diferentes etapas do processo de
pesquisa e desenvolvimento (P&D) de farmacos, para predizer o modo de ligacdo no sitio
ativo e para se avaliar e classificar os modos de ligagao propostos virtualmente.

A computacdo é entdo aplicada em um processo de simulacdo do reconhecimento
molecular, com o objetivo de conseguir uma conformacdo entre o ligante (fa&rmaco) e a
macromolécula receptora (proteina) de tal forma otimizada, que a energia livre global do
sistema possa ser minimizada; o resultado obtido por sua vez, é utilizado para predizer o

modo de ligacdo de pequenas moléculas (conhecidas ou novas) no sitio de ligacdo de
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macromoléculas alvo, com subsequente avaliacdo e classificacdo dos modos de ligacdo
propostos, usando-se o ensaio virtual (CORREA, 2010).

Farmaco \.

Modo de ligagéo de
melhor afimdade

Receptor

Figura 12 — Modelo geral ilustrativo das etapas do procedimento de docagem molecular.
Fonte: ALENCAR (2010).

Desde entdo a aplicagdo da docagem molecular em quimica medicinal e biologia
estrutural tem sido uma constante de grande amplitude evolutiva, tornando-se uma ferramenta
valorosa em projetos de planejamento de farmacos (FERREIRA; dos SANTOS;
ANDRICOPULO, 2011).

Através da aplicacdo de docagem molecular, podem ser criados modelos de interacdo
entre compostos lideres e os receptores, também é possivel a otimizacdo de compostos lideres
que apresentem modo de interacdo conhecido e, por triagem virtual, identificar novos
compostos (HUANG; ZOU, 2010; NETZ, 2011).

Existem disponiveis (comercialmente ou de uso publico) bancos de dados com grande
quantidade de moléculas para serem docadas na estrutura do alvo em estudo, através de um
programa computacional de docagem, e essas moléculas sdo, paulatinamente, amostradas em
milhares de possibilidades estruturais de conformacdo e pontuadas de acordo com a sua

complementaridade com o alvo, para serem testadas em ensaios experimentais, como pode ser
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observada na Figura 12 (CASSIANO; dos SANTOS; SENA JUNIOR, 2012;
MALTAROLLO; HONORIO, 2012; RODRIGUES, et al., 2012).

Destacam-se, particularmente, duas abordagens mais comuns, uma usando técnicas de
correspondéncia, descrevendo ligante e proteina como superficies complementares, e outra
simulando o processo de encaixe/acoplamento entre ligante e proteina, efetuando o calculo
das energias de interacdo aos pares.

O ponto de partida nesse processo, de notavel relevancia e definitivo para que seja
alcancado o sucesso na predicao, é a escolha racional e adequada do programa de docagem a
ser utilizado; em um universo em torno de, aproximadamente, trinta programas disponiveis
(de uso académico, livres ou pagos), selecionamos alguns de importancia historica e

relevancia para esse trabalho que estdo em destaque no Quadro 1.

Tabela 1 — Selecdo de programas de docagem criados desde o ano de 1988 até o ano de 2011,
e 0s respectivos paises onde foram criados.

Programa Origem (Pais) Publicacao (ano)
DOCA EUA 1988
AutoDock EUA 1990
FlexX Alemanha 1996
DARWIN EUA 2000
FlexE Alemanha 2001
FRED Reino Unido 2003
Surflex EUA 2003
MANDIOCA EUA 2005
AutoDock Vina EUA 2010
AADS india 2011
BetaDock Coréia do Sul 2011
LigDockCSA Coréia do Sul 2011
PythDock Coréia do Sul 2011

VoteDock Polonia 2011
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Seguindo-se o processo de docagem molecular, passa-se por duas etapas fundamentais,
que sdo: a determinacdo do modo de ligagéo e a predicdo da afinidade do ligante pelo sitio de
interacdo. E fundamental seguir os protocolos de docagem, inicialmente descritos como uma

combinacgéo desses dois componentes:

v Algoritmo de busca pelos graus de liberdade da configuracdo e conformacéo. O qual
deve exaustivamente elucidar todos os possiveis modos de ligacdo entre o ligante e o
receptor.

v Funcdo de pontuacédo ou avaliacdo, chamadas funcédo de escore, as quais séo utilizadas
com o intuito de estimar a afinidade de uma dada posicdo (orientacdo) do ligante no
sitio ativo do receptor. Essa funcdo conduz a uma posicao de entrada que reflete um
valor probabilistico indicando a interagdo mais favoravel; a maioria delas é obtida com
base em campos de forca, por calculos de mecénica molecular, indicando o nivel de
energia (negativo) em que o sistema é mais estavel, portanto que a interacdo seja a
mais provavel; pode-se alternativamente obter informaces a partir de um grande
banco de dados de complexos ligante-proteina, embora um grande montante de
resultados em cristalografia de raios-X possam gerar falsos positivos, pela pouca
precisdo com que sdo especificadas as afinidades dos ligantes; uma alternativa é
recalcular as energias do topo de pontuacdo usando programas computacionais mais
precisos e intensivos (NAMBA,; da SILVA, V.; da SILVA, C., 2008).

Para um entendimento mais claro, faz-se necessario detalhar as abordagens aplicadas

nas etapas de docagem molecular: complementaridade, transformada de Fourier e simulacgéo.

v Pela forma de complementaridade, sdo aplicados métodos com os quais se descreve
as estruturas geométricas de ligante e proteina em um conjunto de caracteristicas que
os tornam acoplaveis. Podendo incluir superficies moleculares e superficies
complementares, onde a superficie molecular do receptor é descrita em termos de area
de superficie acessivel ao solvente e a do ligante como sua superficie correspondente,
forma essa que ajuda a encontrar a posi¢cdo complementar que coincide com o alvo
molecular; também podem ser descritas as caracteristicas hidrofobicas da proteina

aplicando-se curvas nos atomos da cadeia principal (Figura 13).
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v" Qutra forma, ¢é aplicando-se a transformada de Fourier; embora essa abordagem néo
tenha a preciséo ideal, pode-se percorrer milhares de ligantes em fracdo de segundo,
indicando seguramente, se eles podem se ligar ao sitio ativo da proteina e até em
interacdes proteina-proteina e como base de abordagens farmacofdricas.

v" A forma por simulacdo do processo de docagem molecular ja apresenta uma maior
complexidade. Nessa abordagem, proteina e ligante sdo colocados calculada e
relativamente distantes para em seguida movimentar a molécula do ligante até
encontrar sua posicdo mais adequada no sitio ativo da proteina. Esses movimentos
envolvem transformacgdes de corpo rigido, tais como rotacfes e translacdes, e
mudangas intramoleculares no ligante, incluindo rotac6es do angulo de torcéo, o que
induz a um custo energético total do sistema, necessitando efetuar o calculo dessa

energia, a cada movimento concluido.

Java Protein Dossier

Parametros

1/§ Curvatura na Superficie (Curvature)

Importancia: Docking = Processo de encaixar duas moléculas em trés
dimensdes.

o, Em aplicacbes de docking, a condicdo de complementaridade das superficies
o das interfaces determina que a curvatura média das superficies que interagem
5 sejam opostas em sinal e iguais em magnitude.

Ligante Droga lider

Emigpe
Informatica Agropecuaria

Paula Kuser Falcdo

Figura 13 — llustracdo explicativa sobre aspectos da complementaridade em Docagem

Molecular.
Fonte: www.slideplayer.com.br, 2015

Destacam-se como vantagens da docagem molecular, a evidente facilidade em tornar

flexivel a modelagdo do ligante, e ser um processo fisicamente mais proximo do
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reconhecimento molecular real, mas com a desvantagem de requerer mais tempo para avaliar
a posicdo ideal da ligagdo, que com aplicagdo de técnicas baseadas em grade (do inglés: grid)
e de otimizacdo rapida, pode-se obter uma significante reducéo desses problemas (Figura 13).

No processo de docagem molecular, a mecénica de encaixe € obtida a partir da estrutura
da proteina, geralmente obtida com aplicacdo de técnicas biofisicas, como cristalografia de
raios-X ou Ressondncia Magnética Nuclear (RMN), que ao aliar-se a um banco de dados de
ligantes potenciais, servem como entrada num programa de encaixe, cujo sucesso depende do
algoritmo de busca e da funcao de pontuacéo.

Em muitos métodos, trata-se apenas o ligante como flexivel, por ser uma molécula
pequena e com poucos atomos, porém a flexibilidade da macromolécula receptora, em fungédo
de seu tamanho e complexidade, ainda é tratada de uma forma mais restrita.

Nesse momento, se faz necessario analisar de forma mais criteriosa, a questdo da
flexibilidade, por tratar-se de uma abordagem fundamental na consideragdo do processo de
docagem.

A flexibilidade do ligante estd na dependéncia das possibilidades conformacionais de
sua estrutura molecular, o que pode ser gerado na auséncia do receptor e posteriormente
acoplado, ou na presenga da cavidade de ligacdo do receptor, explorando a flexibilidade
rotacional de todos os angulos diedros, usando-se fragmentos com base de encaixe, aplicando-
se avaliacdo de energia de campos de forca para selecionar conformacdes energeticamente
razoaveis, ou por métodos tedricos.

Quanto a flexibilidade do receptor, inicialmente devem-se aplicar diferentes abordagens
para considerar a flexibilidade conformacional da proteina, de forma computacionalmente
viavel.

Embora estejamos em um momento em que € notavel um crescente avanco tecnoldgico,
até entdo o nivel alcancado em planejamento computacional de farmacos, ainda implica em
muita dificuldade para se trabalhar com a flexibilidade do receptor, pois a expansividade dos
célculos os torna muito complexos e ndo se deve negligenciar essa limitagéo.

Importante salientar que a reproducdo de um modo de ligacdo experimental
normalmente é considerada bem-sucedida quando o desvio médio quadratico (RMSD)
calculado encontra-se abaixo de 2,0A entre a orientacdo cristalografica, que é tida como
experimental, e a orientagdo teorica obtida durante o célculo.

O RMSD (Root Mean Square Deviation) corresponde ao desvio quadratico médio, o
qual é aplicado para a comparacao entre uma conformacao de referéncia e as conformacdes

que sdo assumidas pela molécula em fungdo do tempo, 0 que, nesse programa, auxilia na
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escolha da melhor conformagdo molecular, determinando a frequéncia de poses docadas,
seguindo a seguinte relagéo:

RMSD(¢, 1) = [ 20y my lIrs(60) = rae)I2]? (3.19)

Na equagdo 3.18, M = ¥, m;, r;(t) é a posicdo do 4tomo i no tempo t, e m; é a massa
do &tomo i (RODRIGUES et al, 2012).

Os programas DOCK, FlexX e Surflex pertencem a categoria dos métodos baseados em
fragmentos, enquanto que o programa AutoDock é um representante dos métodos
evolucionéarios fazendo-se indispensavel o conhecimento dos algoritmos aplicados no

programa que se pretende utilizar (ALENCAR, 2010).
3.3.2 Algoritmos

Algoritmos sao instrucdes explicitas, claras e bem definidas que o computador recebe
para que possa realizar suas atividades; Segundo Manzano (2000), trata-se de um processo de
calculo matematico ou de uma resolucdo de um grupo de problemas semelhantes.

Em ciéncia da computacdo, pode-se traduzir como a descricdo de um conjunto de
comandos que, ao serem obedecidos, resultam em uma sucesséo finita de aces, isso significa

que, para ser considerado correto, o algoritmo precisa possuir trés qualidades:

v Cada um dos passos do algoritmo deve ser uma instrucdo que possa ser realizada;
v" A ordem desses passos deve ser precisamente determinada;

v" Todos os algoritmos devem ter fim;

Entdo algoritmos sdo definidos como sendo a descricdo de um conjunto de comandos que,
devidamente obedecidos, resultam numa sucessao finita de acbes (HALPERIN; WOLFSON;
NUSSINOV, 2002; LUCAS, 2002).

Para que um algoritmo possa ser desenvolvido, deve-se comecar com uma afirmacéo
genérica da solugdo do problema, e prossegue-se até o algoritmo final, aumentando
sistematicamente o nivel de detalhamento, para saber se ja se tem o nivel suficiente de
detalhes no algoritmo, depende do agente que ira executa-lo; os computadores possuem um

conjunto muito limitado de instrucdes, e 0 algoritmo deve ser expresso nos termos dessas
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instrugdes. Assim vém sendo aplicados em inimeras areas do conhecimento (RODRIGUES et
al., 2012).

Os algoritmos de busca sdo, em termos gerais, um conjunto de regras e parametros
aplicados com o objetivo de explorar a flexibilidade da estrutura dos ligantes em simulacdes
de docagem molecular, para tal, faz-se necessario que sejam usados algoritmos eficientes e
que possam encaixar realisticamente cada molécula do ligante no sitio ativo do receptor,
obtendo-se, no mesmo instante, conformacdes energeticamente viaveis, em um grande
numero de algoritmos; essa busca ndo € aleatoria, mas sim com um principio sedimentado na
quimica ou geometria dos atomos envolvidos (RODRIGUES, et al., 2012).

Os algoritmos mais amplamente usados podem ser agrupados nas seguintes categorias:

v" Meétodos baseados em campos de forca, tais como simulaces de Dinamica Molecular
(DM, ou do inglés: MD - Molecular Dinamics) ou Método de Monte Carlo (MMC),
Métodos evolucionarios (que empregam o algoritmo genético, AG),

AN

Métodos baseados em fragmentos (ou construcdo gradual) e

v' Métodos baseados na complementaridade de ligante-receptor.

Os algoritmos baseados em fragmentos, que sdo métodos ditos de ancoragem e
crescimento (anchor-and-grow), dividem o ligante em regifes rigidas e flexiveis. Uma ou
mais ancoras rigidas séo identificadas pela analise das ligacGes livres. Em um primeiro passo,
essas ancoras sdo docadas, e em seguida as partes flexiveis sdo adicionadas sequencialmente,
com a varredura sistematica dos angulos de torc¢éo.

Foi nesse processo de tentativas para a resolugdo de problemas, que se desenvolveu a
computacdo evolucionaria, e em meados da década de 70, John H. Holland prop6s uma
técnica de algoritmo baseada nas teorias de Darwin, que contestou as ideias evolucionistas de
Lamarck, a qual explicava o processo de evolucdo das espécies, originando os Algoritmos
Genéticos (AGS).

No estudo aqui apresentado, primeiramente foi aplicado um tipo de algoritmo
evolucionério o algoritmo genético (AG), o qual cria uma populacdo de possiveis respostas
para o problema a ser tratado (inicializacdo) para depois submeté-la ao processo de evolugéo,
constituido pelas seguintes etapas: avaliacdo, selecdo, cruzamento, mutacédo, atualizacdo e
finalizacdo (JONES et al., 1997; ZUBEN, 2000).
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Os AGs sdo métodos generalizados de busca e otimizagdo que simulam 0s processos
naturais de evolugdo, baseados em aptidao e adaptacéo de individuos de uma dada populacédo
(conjunto de possiveis respostas).

Seguindo esse principio, Holland decompés o funcionamento dos AGs nas etapas de
inicializagdo, avaliagdo, sele¢do, cruzamento, mutagdo, atualizacdo e finalizacao.
Simplificando, um algoritmo genético cria uma populacdo de possiveis respostas para o
problema a ser tratado, que constitui a inicializacdo, para depois submeté-la ao processo de

evolucdo, constituido, em sequéncia, pelas seguintes etapas:

v Auvaliacdo: avalia-se a aptiddo das solugdes (individuos da populacdo) em que é feita
uma analise para que seja estabelecido o qudo satisfatoriamente elas respondem ao
problema proposto;

v’ Selecdo: individuos sdo selecionados para a reproducdo. A probabilidade de uma dada
solucdo vir a ser selecionada é proporcional a sua aptidao;

v’ Cruzamento: caracteristicas das solucoes escolhidas sdo recombinadas, gerando novos
individuos;

v" Mutacgdo: caracteristicas dos individuos resultantes do processo de reproducdo sdo
alteradas, acrescentando assim variedade a populacéo;

v’ Atualizacdo: os individuos criados nesta geracdo sdo inseridos na populacéo;

v Finalizacdo: deve-se verificar se as condi¢cGes de encerramento da evolucdo foram
atingidas, retornando para a etapa de avaliacdo, em caso negativo, e encerrando a

execugao, em caso positivo.

Os AGs constituem-se em um método robusto, utilizado geralmente para resolver
problemas em pesquisas numéricas, otimizacdo de funcdes, aprendizado de maquinas e outras
aplicacdes; seu uso é citado como método de busca global que ndo utiliza gradiente de
informac&o, podendo ser combinado com outros métodos para refinamento de buscas, quando
ha aproximacdo de um maximo ou minimo global; é atualmente muito utilizado em
bioinformética e aplicado com sucesso em problemas com dificil manipulacdo através das
técnicas tradicionais (MAGALHAES, 2006).

Embora possua um comportamento de busca aleatoria, sua utilizacdo assegura que
nenhum ponto do espaco de busca venha a ter probabilidade zero de ser examinado. Todo
processo de busca e otimizagdo pode ser subdividido em componentes, como 0 espago de

busca, onde s&o consideradas todas as possibilidades de solu¢do de um determinado problema
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e a fungdo de avaliacdo, que é uma maneira de avaliar os membros do espaco de busca
(JONES et al., 1997; ZUBEN, 2000).

Diferentemente da manipulacdo iterativa de técnicas tradicionais, as técnicas de
computacdo evolucionaria operam sobre uma populagédo de candidatos em paralelo, podendo
fazer busca em diferentes areas do espago de solucdo, alocando um nimero de membros
apropriado para busca em vérias regides.

Quatro aspectos diferenciam os Algoritmos Genéticos dos métodos tradicionais de

busca e otimizacgéo:

v' AGs trabalham com uma codificacdo do conjunto de pardmetros e ndo com 0s
préprios parametros,

v" AGs trabalham com uma populacdo e ndo com um Unico ponto,

v' AGs utilizam informacGes de custo ou recompensa e ndo derivadas ou outro

conhecimento auxiliar,

S

AGs utilizam regras de transicao probabilisticas e ndo deterministicas,

v' AGs apresentam caracteristicas como, busca codificada, generalidade, paralelismo
explicito, busca estocastica, busca cega, eficiéncia mediana, paralelismo implicito,
facilidade no uso de restricoes.

Em alguns casos o algoritmo genético pode ser modificado, ao se introduzir passos de
busca conformacional local entre cada passo, possibilitando que as mudancas fenotipicas
(adaptacdes conformacionais da molécula ao ambiente) possam ser adquiridas pelas proximas
geracgdes, este € uma espécie de hibrido do Algoritmo Genético que se chama Algoritmo
Genético Lamarckiano (ou em inglés: Lamarchian Genetic Algorithm, LGA), AGL
(MAGALHAES, 2006; MEDEIROS, 2006). O método de busca local utilizado é baseado no
algoritmo de otimizacdo de Solis e Wets (SW), que foi desenvolvido por Solis e Wets em
1981, esse algoritmo (AGL) foi o tipo utilizado nesse estudo.

Nesses algoritmos, uma solucdo candidata chama-se de individuo, e ao conjunto de
individuos simultaneamente avaliados denomina-se de populagdo. Partindo-se de uma
populacdo de conformacdes, orientacOes e translacdes randdémicas do ligante, o programa
executa 0 numero de avaliagdes energéticas e geracdes (iteracbes) requisitadas pelo usuéario e
seleciona os individuos sobreviventes (os melhores adaptados). Uma taxa de mutacdo e
cruzamento é especificada e introduzida no problema a fim de possibilitar uma melhor
adaptacéo das geracdes futuras (MAGALHAES, 2006; MEDEIROS, 2006).
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AGLs sdo, portanto, muito eficientes em buscas de solugdes étimas ou proximas da
6tima, com poucas limitagdes, em um sistema de passos com extensa variabilidade, que é um
problema caracteristico em pesquisas e desenvolvimento de farmacos e outros compostos que

apresentam bioatividade.

3.4 Métodos Hibridos

QUIMICA COMPUTACIONAL

Métodos Quanticos
Objetivo: resolver a equacao de Schridinger
(P = E7)

PRECISAO DOS CALCULOS

_

~ 4 initio ~Semi~-empiricos ~mecanica molecular

—

COMPLEXIDADE DO SISTEMA

Figura 14 — Quadro comparativo entre 0s métodos quimicos computacionais, sua
resolutividade e precisao, de acordo com a complexidade do sistema.

Observa-se, na apresentacdo dos métodos utilizados em quimica computacional, que a
aplicabilidade de cada um deles estad diretamente ligada ao tipo de sistema em estudo e a
capacidade computacional disponivel para esses estudos.

Os métodos classicos promovem excelente economia computacional, mas ndo sdo
métodos que apresentem uma boa precisao, devido a série de aproximacfes e parametrizacdes
que sdo aplicadas; ja os métodos quanticos, que apresentam uma precisdo muito mais proxima
do que seria ideal, exigem um custo computacional de tal forma elevado, que para alguns
sistemas de maior complexidade chegam a ser inviaveis (Figura 14).

Como alternativa eficiente e oportuna, para que seja obtida a resolucdo dessa
problematica, surgiram estratégias que conseguem aliar as vantagens de cada método com o

controle das suas limitacOes, esses sdo 0s métodos conhecidos como hibridos.
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Os métodos hibridos ou combinados, também conhecidos como métodos QM/MM (do
inglés: Quantum Mechanics/Molecular Mechanics) foram usados pela primeira vez por
Washel e Levitt (1976), e resultam da combinacdo de varias aproximacoes, aproveitando suas

vantagens e contornando suas limitacGes. Nos quais se tratam uma menor regido com 0s

calculos quanticos (Figura 15), diminuindo o custo computacional (CHEN, 2013;
KANDAKLATA, 2013; TELES, 2011; WEST; JOHNSTONE, 2014).

Bond 2081(C) - 4804(H)_Single Bond
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Figura 15 — Imagem do espaco quimico reacional, destacando os subsistemas que devem ser
tratados por MM e QM e a zona fronteirica (QM/MM), em processo de interacdo de acido
hidroxamico em sitio catalitico da HDAC.

A dificuldade estd em se definir a fronteira quantico/classica. Um método que vem
tendo destaque e sendo muito utilizado € o método ONIOM (our own n-layered integrated
MO and MM method); Desenvolvido por Morokuma e colaboradores, esse método é descrito
como uma superposi¢do de célculos cujo esquema tedrico possibilita que qualquer sistema
molecular possa ser dividido em diferentes niveis, ligados de acordo com uma ordem
conveniente ao problema em questdo, e ao se integrar as partes, seus resultados sao
extrapolados atingindo valores de energia mais precisos sobre todo o sistema; isso permite
uma otimizacdo do fendmeno enzimético, diminuindo o custo computacional (BRAGA;
MORGON, 2006; TELES, 2011).
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Portanto o método ONIOM é aplicado a sistemas compostos por muitos 4&tomos e que,
com os resultados obtidos, possam ser realizadas predicGes precisas e seguras. A energia do
sistema simulado pelo método ONIOM é obtida através da combinacdo das energias
computadas pelos métodos tedricos aplicados, como uma energia geral resultante de uma
aproximacéo tal como se todo o sistema tivesse sido calculado pelo método de maior preciséo
(HEERDT; MORGON, 2011; NEIRA, 2002; TELES, 2011).

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral a realizagdo de estudos in silico da atividade de
potenciais candidatos a farmacos no controle e combate a doencas infecto-parasitarias e

crénico-degenerativas.

4.2 Objetivos especificos

v Estudar, por meio de métodos de docagem molecular, as interacOes das betainas
hidroxdmicas com o sitio ativo da enzima HDAC, de forma a avaliar, dentre os
possiveis inibidores, 0s mais promissores.

v' Calcular a energia de interacdo ligante/receptor de compostos selecionados
previamente pelo método de docagem molecular, para que possam, e em seguida,
serem submetidos aos calculos de QM/MM, utilizando-se 0 método hibrido ONIOM

(our own n-layered integrated MO and MM method).

5. DETALHES COMPUTACIONAIS

Para a execucdo desse trabalho foram disponibilizados quatro microcomputadores, nos
quais foram preparados os sistemas que efetuaram os célculos, em estacdes Linux Fedora
12.04, utilizando-se os bancos de dados, programas e softwares necessarios. A avaliagéo in

silico foi executada por planejamento direto, a partir do qual foram estudadas as interacoes
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das betainas hidroxamicas e dos &cidos hidroxamicos com o sitio ativo da histona deacetilase;
Nesse caso, foram executados calculos MM de docagem e em seguida serdo realizados os
calculos de QM/MM.

5.1 A preparacgdo da molécula alvo

A partir da busca pelas estruturas cristalograficas de HDACs, a estrutura disponivel que
se mostrou mais adequada foi a da molécula da HDACS, a qual foi pesquisada a partir das
informagdes extraidas do repositério PDB (do inglés: Protein Data Bank), que é um banco de
dados tridimensionais de estruturas bioldgicas, contendo informagcbes sobre sua estrutura
molecular, descricdo quantitativa da estrutura e experimentos relacionados a sua obtencdo, em
formato unificado de arquivo. Essa pesquisa foi realizada acessando o site

http://www.rcsb.org, 2015 utilizando-se a chave de busca, foi adotado o arquivo 1T67, o qual

corresponde a HDAC8 complexada com um inibidor, um &cido hidroxadmico (MS-344); com
esse resultado, o arquivo obtido da estrutura da HDACS, foi em seguida importado para
visualizacdo e, por conseguinte, a realiza¢do da docagem.

O PDB da estrutura da enzima HDACS foi aberto com o software AutoDockTools
(ADT), para selecionar a regido onde foi realizado o processo de docagem; essa regido
engloba todos os atomos do sitio ativo da enzima, inclusive o 4tomo de Zinco (Zn?"),
conforme se observa na Figura 16.

Ao ser importada deu-se inicio ao preparo da estrutura da enzima, com a remocgéao do
ligante, das moléculas de agua, dos ions e cofatores, promovendo assim o relaxamento da
estrutura do complexo; os arquivos da enzima HDACS8 foram preparados em formato PDBQS
(seguindo os parametros utilizados para calcular contribuicdo da energia de dessolvatacdo da
macromolécula pelo ligante, de acordo com o AutoDockTools), a molécula foi visualizada, até
acrescentar ADT (interface gréfica que auxilia o trabalho de encaixe e fornece informac6es de
conformacdes e agrupamentos) e Gasteiger (adicionando todos os 4&tomos de hidrogénio ao
ligante, para obter um funcionamento adequado dos célculos), removidos os residuos e
adicionados parametros de solvatacdo. A partir desse ponto a molécula foi escrita em um
arquivo “PDBQS”.

Para a execucdo desse trabalho foi utilizado o programa AutoDock, o qual nesse
formato apresenta um PDB alargado, o PDBQT, usado para a coordenacdo dos arquivos e
com a inclusdo de cargas atbmicas parciais, 4&tomos tipos e informacfes sobre graus de

liberdade de torcdo, tendo sido criados durante os procedimentos, 0s arquivos na interface
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gréafica, sempre que fosse oportuno e necessario. Foi especificado o nome do arquivo como
1T67 (HDAC complexada ao &cido hidroxdmico MS-344). Do qual foi removido o ligante,

moléculas de H,0, ions e cofator.

Figura 16 — Representacdo em modelo de fitas, da HDACS8 com o ligante (MS-344) acoplado.
Fonte: RCSB/PDB.

5.2 A preparacdo dos ligantes

Inicialmente, foi realizada a construcdo e pré-otimizacdo das moléculas candidatas a
farmacos, com campo de forca UFF (do inglés: Universal Force Field), através do software
Avogadro (Figura 17). Os arquivos foram abertos com software AutoDockTools, no qual
foram selecionados todos os numeros de ligagOes rotaciondveis; 0 mesmo software com o
qual foi aberto o PDB da estrutura da enzima HDACS.

As moléculas selecionadas para esse estudo foram: Suberoilanilida do Acido
Hidroxamico (SAHA), Tricostatina A Hidroxdmica (TSA-H), e mais dois &cidos

hidroxamicos estruturados e denominados como Molécula 3 (AH-3) e Molécula 4 (AH-4)
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respectivamente; para todas essas quatro moléculas foram preparados analogos betainicos,
aqui denominados Analogos 1(SAHA-BH), 2 (TSA-BH), 3(BH-3) e 4(BH-4) e que seriam 0s
compostos candidatos a farmacos (SOUZA et al., 2013).

3 | | I'| d r||

CHy Dy W

Figura 17 — Férmula estrutural plana de moléculas selecionadas e criadas para o estudo; onde
se observam as analogas betainicas (3 e 4) e anadlogos betainicos baseados em TSA e SAHA
(1,2,5€e6).

5.2.1 Descricdo das moléculas estudadas

Partindo-se da formula geral dos acidos hidroxamicos (Figural3), a molécula SAHA
apresenta uma cadeia de seis carbonos ligados da carboxila hidroxadmica até a carbonila
terminal, na qual esta ligada uma amina aromatica; a molécula de TSA-H apresenta uma
cadeia também com a mesma quantidade de carbonos, porém, com duas ligagdes duplas,
sendo uma entre os carbonos 2 e 3 e outra entre os carbonos 5 e 6, os carbonos 4 e 6
apresentam cada, um radical metila, e um anel aromatico ligado a carbonila terminal, sendo

que esse anel apresenta uma dimetilamina em posicao para. A molécula 3 (AH-3) apresenta
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funcdo hidroxamica e em sua cadeia um 4tomo de enxofre separa o carbono 2 do carbono 3,
ligado ao carbono 3 foi colocado um radical de cadeia hexaciclica. A molécula 4 (AH-4)
difere da molécula 3, apenas por apresentar um atomo de carbono substituindo o enxofre na
cadeia.

As moléculas analogas, que sdo candidatas a farmacos, foram construidas a partir de
cada uma das moléculas dos acidos hidroxadmicos correspondentes, as quais, em cada uma foi
ligada uma molécula de betaina (trimetil amina) através do nitrogénio, da seguinte forma: no
Analogo 1 (SAHA-BH) a betaina foi ligada na posicao orto do anel aromatico, assim como no
Anélogo 2 (TSA-BH); no Anélogo 3 (BH-3) a betaina foi ligada ao carbono 3 da cadeia
hexaciclica, tendo sido ligada na mesma posicdo correspondente na estrutura do Anélogo 4
(BH-4).

Em cada estudo, as moléculas de acidos hidroxadmicos e as candidatas a farmacos,
foram inseridas no sitio ativo da macromolécula (HDACS), com a restricdo de ligagdo com o
&4tomo de zinco (Zn*?).

5.3 O procedimento de docagem

A partir do planejamento direto, foi realizada a docagem, tendo sido utilizado como
método de busca o Algoritmo Genético Lamarckiano (AGL); e as estruturas foram
selecionadas por inspecdo visual das poses dos complexos obtidos, levando-se em
consideracdo a complementaridade do sitio ativo e a consisténcia da conformacéo adotada.

Apos a inspecdo, algumas estruturas foram selecionadas para que fossem realizados o0s
calculos de QM/MM, com a utilizagdo dos programas Gaussian 9 e AutoDock 4.2, durante o
processo de docagem foram gerados, para cada estrutura, 100 conférmeros, os quais foram

agrupados com RMS igual a 2,0 A.

5.4 O programa de docagem utilizado

O programa utilizado nesse estudo foi 0 AutoDock 4.2 em uma verséo atualizada para
4.2.5, que permite um procedimento de ancoragem de ligantes flexiveis para receptores
flexiveis; trata-se de um programa de distribuicdo gratuita e amplamente testado, que inclui
uma serie de melhorias em relacéo a versdes anteriores (ALENCAR, 2010), as quais tém por

objetivo simplificar os procedimentos de encaixe para melhor atender as demandas de
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ancoragem, combinando os métodos de avaliacdo de grade rapida baseada em energia e busca
eficiente de liberdade de torcéo.

O software relacionado (AutoDock VINA) usa uma funcdo de pontuacdo simples que
permitiu uma maior resolutividade. O acoplamento foi efetuado usando o método mais
eficiente para varrer o espaco conformacional do ligante, o Algoritmo Genético Lamarckiano
(AGL), método baseado em campo de forga, que calcula energia de interacdo alvo-ligante e a
energia interna do ligante (sujeito a restricbes moleculares devido a interacdo com o alvo) por
meio do campo de for¢a molecular (TRIPOS), descrita em termos eletrostaticos e potencial de
Lenard-Jones, levando em consideracdo a entropia e fendmenos de solvatacédo, e a funcéo de
pontuacdo empirica de energia, que fornece resultados reprodutiveis para atracacdes de
ligantes com cerca de 10 ligacGes flexiveis: um algoritmo genético cria uma populacdo de
possiveis respostas para o problema a ser tratado (inicializacdo) para depois submeté-la ao
processo de evolucdo, constituido pelas etapas de avaliacdo, selecdo, cruzamento, mutacéo,
atualizagdo e finalizagdo.

AutoDock 4.2 usa um campo de forca de energia livre semi-empirico cujos parametros
foram obtidos de muitos complexos de ligante-proteina, com o objetivo de se conhecer
estrutura e a constante de inibicdo (K;); nesse campo de for¢a sdo incluidas seis avaliacBes de

pares de energia e a entropia conformacional estimada (AScons):

AG = (VboundljL _Vunbound]jL)"'(Vbound[LP _VunboundlLP)"'(VboundILL _VunboundILL +ASconf) (5-00),

resultando em um somatoério das energias de ligante (L), da macromolécula (P), do
acoplamento ligante-macromolécula (L-P) e da entropia (AS); incluindo avaliagdo de
dispersdo/repulsdo, ligacbes de hidrogénio, ligacdo eletrostatica e de dessolvatacdo, para as
energias de cada termo.

Apo0s a otimizacdo das geometrias, as energias de ligacdo entre o farmaco e a proteina
foram calculadas, e as melhores poses obtidas dessas moléculas, as quais foram selecionadas
na docagem, serdo utilizadas como geometria de partida para a realizacdo dos calculos
QM/MM.

As geometrias do ligante, da proteina e do complexo ligante-proteina serdo otimizadas
pelo método ONIOM, modelo B3LYP/6-31G(d): OPLS. A partir dos resultados obtidos,
foram realizados os estudos comparativos das propriedades moleculares dos &cidos
hidroxamicos e das betainas hidroxamicas correspondentes que foram propostas por meio da

avaliacdo dos orbitais de fronteira (HOMO e LUMO), energias e propriedades eletrostaticas
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das moléculas (polarizabilidade, cargas atbmicas, etc.). O programa utilizado para a realizacéo
dos célculos foi 0 Gaussian 09.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Resultados parciais divulgados

Em novembro do ano de 2014 foram apresentados durante o 7"Brazilian Symposium on
Medicinal Chemistry - BrazMedChem2014 (ANEXQOS, pgs.,86 e 87) ,0s resultados parciais
desse trabalho, os quais ja demonstravam uma reducdo das energias de ligacdo para os
analogos betainicos e uma pequena diferenca entre as moléculas de TSA hidroxamico e TSA
betainico (Quadro 2).

Tabela 2 — Resultados dos calculos obtidos da analise dos compostos estudados: energias de
ligacdo (kcal.mol™) e frequéncia de poses selecionadas no programa (AutoDock 4.2.5),
Apresentado durante o 7°.Simpdsio Brasileiro em Quimica Medicinal, novembro de 2014
(BrazMedChem2014).

Compostos Energia de ligacéo Frequéncia de poses
(kcal.mol™)
SAHA -7,2 80
SAHA-Betainico -10,5 54
TSA - 10,26 65
TSA-Betainico -9,59 54
Molécula 3 -7,6 98
Molécula 3 — Betainica -11,4 98
Molécula 4 -8,2 100
Molécula 4 — Betainica -11,6 84

6.2 A caracterizagdo das moléculas estudadas

Quatro moléculas de Betainas Hidroxamicas foram selecionadas neste trabalho, de um

total de 60 (sessenta) conformagdes experimentadas; a Figura 18 apresenta as estruturas das
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moléculas de Acidos Hidroxamicos (R4-CO-NH-O-) estudadas e analisadas, em comparagao

com as estruturas anadlogas betainicas correspondentes (Rl(RZ)(R3)N+-R4-CO-NH-O'), em

sua forma zwitteribnica.
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Figura 18 — Moléculas dos acidos hidroxamicos e seus correspondentes analogos betainicos,
desenvolvidas e estudadas nesse trabalho.

Sabe-se que, em aminas, o nitrogénio (N) apresenta hibridizacéo do tipo sp® e os grupos

ligados formam um tetraedro, no qual o quarto vértice estd ocupado pelo par de elétrons nédo



68

ligado ou por um quarto grupo, como no caso das betainas hidroxadmicas (sal de amonio
quaterndrio), e que a natureza e as caracteristicas dos grupos que se ligam ao N-quaternario
irdo influenciar o carater basico do nitrogénio.

Os analogos betainicos estudados diferem dos respectivos acidos hidroxamicos

correspondentes apenas pela inclusdo de um grupo betainico em sua molécula.
6.3 Resultados finais da docagem molecular
6.3.1 Resultados dos calculos de Mecéanica Molecular

Foram realizados os célculos das energias de interacdo entre os inibidores e a enzima
histona deacetilase. Os ligantes sdo classificados como acidos hidroxamicos e seus analogos
na forma de betainas hidroxamicas. A partir dos valores obtidos foram calculadas as
constantes de inibicdo. Os resultados das docagem realizadas s&o apresentados nas tabelas

seguintes:

Tabela 3 — Comparativo entre os resultados dos célculos das moléculas estudadas (SAHA e
SAHA-BH), energias de ligacdo, constante de inibicdo (Ki) em nM e pM™, e frequéncia de
poses

Molécula Energia de ligacdo (kcal.mol™) Ki Frequencia de poses
SAHA 7,28 4,61 UM 80
SAHA-BH -10,71 14,19 nM 64

! As unidades de Constantes de Inibicdo (K;) variam sempre que for necessario optimizar o espago nas

tabelas e facilitar a visualizacdo, evitando-se humerais muito extensos.
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Tabela 4 — Comparativo entre os resultados dos calculos das moléculas estudadas (TSA-H e
TSA-BH), energias de ligacdo, constante de inibicdo (K;) em nM e uM®, e frequéncia de
poses

Molécula Energia de ligacéo (kcal.mol™) Ki Frequencia de poses
TSAH -10,26 30,54 nM 65
TSA-BH -9,59 94,39 nM 54

Tabela 5 — Comparativo entre os resultados dos célculos das moléculas estudadas (AH-3 e
BH-3), energias de ligacdo constante de inibicdo (Ki) em nM e pM®, e frequéncia de poses

Molécula Energia de ligacdo (kcal.mol™) Ki Frequéncia de poses
AH-3 -7,65 2,47 uM 97
BH-3 -11,35 4,77 1M 08

Tabela 6 — Comparativo entre os resultados dos célculos das moléculas estudadas (AH-4 e
BH-4), energias de ligacdo, constante de inibicdo (Ki) em nM e uM®, e frequéncia de poses

Molécula Energia de ligacdo (kcal.mol™) Ki Frequéncia de poses
AH-4 8,19 990,8 nM 78
BH-4 11,62 3,02 M 76

Pode-se observar pelos resultados que as energias de interacdo inibidor-proteina foram
mais negativos (maior energia de interacdo e portanto, menores constantes de inibi¢ao) para

as betainas hidroxadmicas do que para os &cidos hidroxamicos, com excecdo do analogo
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betainico da molécula 2 (TSA-BH), que apresentou um discreto aumento de energia de
interacdo em relacdo ao correspondente TSA-Hidroxamico (Tabela 2).

O aumento da energia de interacdo, ao se comparar 0s analogos, pode ser explicada
pelo favorecimento da interacdo dos grupos oniom [N(CHa)s]" com grupos carregados
negativamente presentes no sitio ativo da a enzima HDAC. Nesse caso 0s aminoacidos

envolvidos nas interacfes foram o Asp-101 e Gly-15, Figura 19.

Figura 19 — Imagem da interacdo entre a betaina hidroxamica com o sitio ativo da HDACS,
destacando aminodcidos interagentes em regides laterais do sitio ativo da enzima.

E importante ressaltar que além das interagBes eletrostaticas entre inibidores e
aminoécidos, favorecidas pelo carga positiva do grupo [N(CHa)s]" presente nas estruturas das
betainas, existe também uma estabilizagdo do grupo hidroxamato, devido a propria forma
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zwitterionica o que possibilita uma melhor interacdo com o zinco, em compara¢do com o
acido hidroxamico analogo.

Considerando-se a molécula do analogo 2 (TSA-BH) nota-se que o grupo betainico
estd orientado em posicdo orto do anel aromatico e que esta apresenta uma cadeia ramificada
e com ligacBes duplas; essa betaina hidroxdmica apresenta uma estrutura rigida devido ao
impedimento estérico entre os grupos [N(CHs)s]" e C=0 adjacentes, (Tabela 2). Para avaliar a
barreira de energia rotacional, na ligacdo entre o carbono carbonilico e o anel aromatico,
foram feitos calculos, no nivel B3LYP/6-31G**, das estruturas simplificadas para o TSA
(Figura 20) e TSA-BH (Figura 21).

Figura 20 — Imagem da conformacdo molecular do TSA, em destaque para a estrutura sem
baetaina ligada ao anel aromatico.
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Figura 21 — Imagem da conformacdo molecular do TSA-BH, em destaque para betaina ligada
ao anel aromatico.

Como resultudado, observa-se que a barreira energética rotacional para a estrutura do TSA-

BH (Figura 23, aproximadamente 20 kcal mol™) é muito maior do que a barreira obtida para o

TSA (Figura 22, aproximadamente 1,25 kcal mol™) . Esse impedimento prejudica a rotacéo

do anel na estrutura, reduzindo as possibilidades conformacionais, o que pode desfavorecer a

interacdo interacdo dessa estrutura como os aminoacidos do sitio ativo.
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Figura 22 — Gréfico de energia total da molécula de TSA sem a ligacdo com a betaina.
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As moléculas 3 e 4 que ndo apresentam anel aromético, mas sim uma estrutura ciclica
hexagonal, na qual verifica-se a presenca de um heterodtomo (S — Enxofre) na cadeia lateral
ndo ramificada do analogo 3, cujo grupo betainico encontra-se na posic¢éo 3 da cadeia ciclica.
Comparando-se as estruturas 3 e 4 percebe-se que com a presenca do enxofre ocorre uma
diminuicdo na energia de interagdo. I1sso pode ser atribuido as repulsdes entre o hetoroatomo e

0s grupos carregados negativamente nos aminoacidos presentes no sitio ativo.

Figura 24 — Acoplamento virtual de ligante betaina hidroxdmica no sitio ativo da HDACS.

Os resultados desse estudo foram obtidos com RMS = 2.0 e Temperatura = 298,15°K,
esses resultados estdo apresentados nas Tabelas 1 a 4, na Figura 23 pode-se obter uma visdo
virtual do sitio ativo da HDAC, no qual ocorre a interagdo entre o ligante e a enzima.

A Figura 24 mostra a interacéo entre a betaina hidroxamica e o sitio ativo da HDAC-8,
com 0 zinco em destaque, na qual se observa o arranjo espacial e a disposi¢ao conformacional

entre as moléculas interagentes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Como resultados dos estudos realizados pelo método de docagem molecular, percebe-se
que, de fato, andlogos betainicos de acidos hidroxamicos interagiram mais fortemente com a
enzima (HDAC-8) do que seus respectivos &cidos hidroxadmicos. Observou-se uma
diminuicdo da energia (maior energia de interacdo) e consequentemente diminuicdo da
constante de inibicdo K; (o que favorece a inibicdo) nos calculos com as betainas
hidroxamicas, com excecdo das moléculas TSA e TSA-BH. Isso pode estar correlacionado
com a diminuigdo das possibilidades de conformagfes de interagdo com o sitio ativo devido
ao impedimento rotacional da ligacdo entre o carbono carbonilico e o anel aromético no TSA-
BH.

Entre as moléculas que apresentaram resultados mais significativos, destacaram-se: a
betaina hidroxdmica 4 (BH-4) como a mais promissora candidata a farmaco, e a TSH-
Betainica por ter apresentado um aumento de energia intramolecular, sugerindo que possa ser
preterida nas proximas etapas de estudos.

Para que se prossiga nos estudos da quimica computacional, ja estdo sendo iniciados 0s
calculos através do método hibrido ONIOM, e com esses resultados espera-se evoluir rapida e
seguramente em direcdo aos processos de rotas de sintese, para que seja possivel realizar os

experimentos in vitro, em busca da eficacia farmacoldgica.
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ANEXO A — Comprovante de aceite de trabalho em simposio.

—— The 7% Brazilian §ympomum on Medicinal Chemistry
Campos do Jordao-SP, Brazil, November 9-12, 2014
hrpe/ fwww brazmedchemuigscuspbr
brazmedchem@igscusp.br

Comprovante

Atestamos que o trabalho enviado pelo Sr. Cldudio Augusto Magalhdes Paranhos
intitulado A docking study of potential inhibitors of histone deacetylase with
trypanocidal octivity onde constam os coautores Paranhos, C. A, M., Souzo. A. A
Rangel, F. C. foi aceito para apresentacao na sessao de painéis no Sétimo Simposio
Brasileiro em Quimica Medicinal (BrazMedChem2014) a ser realizado de @ a 12 de
novembro no Centro de Convencoes de Campos do lordao-5P.

Comité Cientifico do BrazMedChem2014
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dy of potential inhibitors of histone deacetylase with

'Universidade Estsdual de Sanfs Gruz (UESC) Campus Soane Namaré de Andrade, Rodovia Jorge Amado, km 16,

Bairmo Salobrinho. CEP: 45662-900, héus — BA

Introduction

The Histone Deacetylase (HDAC) inhibiion has
shown antimicrobial, anfiviral and antiparasitic
activiies. Amaong the imhibitors of this enzyme, a
class of mmp-am:%whinh has been highlighted are
hydroxamic acids, ~ which are potent inhibitors of
HDAC. The mechanism of the inhibition it's by
chelation of the zinc atom. Howewer, the major
difficulty associated with the use of these
compounds is the high conceniration reguired to
achieve the phammacological effect A way around
this problem would be to increase the recepionligand
binding affinity. In addition to the ability of chelation
of @inc, common to hydroxamic acids., hydroxamic
betsines® have onium (cationic funcbonal group)
ions which can interact with amino acids in the side
chains increasing the binding affinity receptorfligand.
This can be widely exphoit for innovation in the field
of antiparasitics and anticancer drugs. In this waork,
we perfiormed a study in silico the interaction of new
drug candidates with HDAC employing the
methodology of molecular docking.

Hesults and Lhscussion
Some structures of hydroxamic acids [R4 CO-MH-O
) and also their betainic analogues
RURARIINTRYCONHOT) in zwitterionic form,
shown in Figure 1, were studied.
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Molcoulc 4 Analaguc 4
Figure 1. Hidroxamic betaines
analogous hidroxamic acids.

and their

The onium group present in analogous betaines of
hydroxamic acids, increased interaction with the
enzyme HDAC-8, observed by lowering the binding
energy when compared to the comesponding
hidrodroxamic acid. The recults cbtained with RMS
2.0 are shown in Table 1.

Table 1.
safa 72 50
SAHA-Fetaing -103 )
I=A 5 34
T5A-Bataing r 34
Miolecula 3 16 28
Mioloculs 3-Botsing 114 o8
Miodeculs ¢ 52 100
Milsculs 4-Botsing L6 B4

The onium group in betainic ana]ugms hydroxamic
acid SAHA, well known in the lierature,* increased
interactions with HDAC-8 due to the fact that group,
positively charged, imteracted with Asn-101 and Giy-
151 amino acids. Figure 2 shows the hidroximic
betaine |ntera||:trun

Conclusions

The molecular docking calculations showed that
hidroxamic betaines are promising molecules as
drug candidates. This is due o elecirostatic
interactions of the onium group present in betaines,
which increase recepiorligand affinity. For best
resulis of interaction energy GQM-MM calculations

should be performed
Acknowledgements

Authors  acknowledge FAPESB (Fundagio de
Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia) for financial

suppart.

I.N-n.N.;Hnmg.T.L;D‘nng.D.iM;uEm_LMM
13, M, 477

2 Cincingll, R.; Musse, L. Giazmini, & stal Enr J. Mod Chaes
04, 79, 151

3. 5hi, Z; Cwyang, D; Zhm, I stal Int Inmonopharmocol 2002, 12,
380

4. UNITED STATES PATENT. Evans, WP, Naik, AR Hydroomic
batxings, US4020000 A, 24§, abe, 1977

3. Mydlo, 1H., atal 198E. Prostato, 12: 343-355

& Munstar, P, etal 200]. Cancer Bos §1: 3482-8457

7. 5un, P.C., ot al 2010. 1. Bicesad. Sci 17: 76

The 7 Braziian Symposium on Medicinal Chemistry (BrazledChem20H4)

85



