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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 situagbes 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 fatoreséesizos, educacionais, € a um Seério
comprometimento para a saude publica, afetando principalmente na¢cdes com populagdes mais
carentes e desprezadas.

$ 206 2UJDQL]DomR 0XQGLDO GD 6D~GH FRQVLGHUD
que surgiu em tornorGR DQR " DTXHODV GRHQoDV TXH DIHW
populacdes, impedindo o desenvolvimento social e econémico 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 industrias do ramo farmacéutico em
disponibilizar recursos e investimentos para a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novas
alternativas terapéutic§SERREIRA, 2012; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010)

S&o apontdos trés tipos de falhas que contribuem para o agravamento dessas doencas,
e que precisam ser criteriosamente investigadas: sdo elas, as falhas da ciéncia, de mercado ¢
do sistema de salde (PORTAL CHAGAS DO MINISTERIO DA SAUDE; PORTAL DO
GOVERNO, 2014; BBEBRASIL, 2012).

Parcerias para o desenvolvimento de produtos, tais como as DNDI (do Drgigs for
Neglected Diseases Initiatijegntre a Fiocruz e o Instituto Pasteuepresentam uma
esperanca para mudancas no quadro atual de doencascoféagiosas, parasitarias
(JORGE; CASTRO, 2000; DNDI, 2013) e crénidegenerativas.

A aplicacdo de tecnologia avancada auxiliando na descoberta e em um melhor
conhecimento sobre alvos farmacoldgicos, ja estao produzindo resultados posisistanteb
promissore$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 necessos nucleares que envolvem o metabolismo do DNA (OLIVEIRA, 2012;
LEAL, 2013). A estrutura conformacional da cromatina & diretamente influenciada pelas



modificacdes posranslacionais do nucleo das histonas. A expressdo génica tem sua
regulacdo fortenmge influenciada pelo processo de acetilacdo, que estd ligado a repressao
transcricional EL-SAYED' et al., 2005; NOGUEIRA, 2009

Os estudos genéticos vém demonstrando uma variabilidade e diversificacdo
caracteristica para certos microrganisntespertando para uma atencao 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 desenvolvimeatgofarmacoterapia (MENDITI; KANG,
2007; VARGAS, 2013).

1.2 Aspectos epigenéticos

Durante o ciclo vital ocorrem fendmenos que envolvem alteracdes, as quais podem ser
herdadas na expressao génica, porém sem modificar a sequéncia de bases dcef@Nte dif
das mutacdes e potencialmente reversiveis, esses fenbmenos se constituem no objeto de
estudos da Epigenétichmprinting Gendmicly podendo acontecer, tanto por heranca mitética
como meidtica, e explicam como organismos que apresentam sequénti@asdde 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 wiandbiemte 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 acetilacdo (lisina) e metilagdo (lisina ou arginina) de
histonas. A dgacetilacdo controlada pelas enzimas histonas deacetilases (HDACs) condensa a
cromatina e impede a transcricdo; DiNfetiltransferases (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) encsetitapermetiladas e
as histonas desacetiladas, isso provoca a inativacdo génica, 0s nucleossomos ficam mais
compactados, a cromatina condensada, os grupos metil fornecem barreira fisiea para
acessibilidade aos fatores de transcricdo e inibem o acesso de proteinas reguladoras que
promovem a transcri¢gdo (OLIVEIRA, 2012) (Figura 1).

Pesquisas ja conseguiram associar a metilacdo do DNA com a suplementacdo de
betainas (ricas em gruposetit) provocando inativacdo génica, fato que despertou a atencéo
para essas substancias (OLIVEIRA, 2012; LEAL, 2013).



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

Alguns organismos gssuem um padrdo proprio de cédigo epigenético apresentando
uma caracteristica variacdo antigénica que deve influenciar sua viruléncia. Em certos
microrganismos, proteases com multiplas funcdes tém sido selecionadas como alvos para o
desenvolvimento de nog farmacos. Alguns exemplos desses farmacos séo 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 préprio fator genotipico, podendo-ltommais vulneravel as
variabilidades orgénicas e ao sistema imune do hospedeiro.

1.3 As Histonas

Histonas sdo proteinas basicas pequenas constituintes do octamero central dos
nucleosemos, constituindo a unidade fundamental da cromatina; estando entéo as histonas e
outras proteinas, envolvidas na organizacdo e estruturacdo da cromatina, mantendo seu
equilibrio dindmico (MENDIT; KANG, 2007; MORENO, 2008).

Sao constituidas demudominio globular, no qual o filamento de DNA se enrola em
uma cauda aminterminal flexivel sobressaines® do conjunto, carregada positivamente,
cerca de um em cada quatro aminoacidos é de lisina ou arginina, o que contribui para
interacdes e ligacbe®m grupos fosfato negativamente carregados, do DNA; as caudas das
histonas estdo sujeitas a modificacbes pods traducionais do tipo acetilacdo, fosforilacéao,
metilacdo e outras, afetando a funcdo dos cromossomos (Figura 1), alterando carga
eletrostatica, cando, estabilizando, rompendo ou ocluindo dominios de interacdo na
cromatina (MENDITTI; KANG, 2007).
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Figura 1 tllustracdo esquematica de condensacdo da cromatina.
Fonte: budaquantico.blogspot.com, 2015

As modificacbes podem estar associaglgenes ativos (acetilacdo) ou a genes, ativos e
silenciosos, a depender de sua posicdo (metilacdo); modificacbes em histonas constituem a
principal categoria transcricional de controle na regulacdo epigenética, representando uma
complexidade informacionatjue ficou conhecida como a Hipétese do Cddigo das Histonas,
gue em combinacdo com o codigo do DNA permite a modulacdo da expressao génica,
realizada pela acdo de enzimas especificas, as quais controlam a condensacdo da cromating
(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 (Zi DWXDP UHPRYHQGR DWUDYpV GH FDWiOL\
N-acetil lisina da histona) introduzidos covalentemente pela acetiltransferase, HAT;
especificamente em histonas, as HDACs atuam aumentando as cargas positivas nas caudas
aminoterminaise reforcando as ligagdes com o DNA (Figura 1), o que conduz a condensacao
e previne a transcricA(GREGORETTI; LEE; GOODSON, 2004; MENDITTI; KANG,

2007), essas enzimas também estdo envolvidas no recrutamento de compéixasiores e
co-repressores daranscricdo,tornandese, portanto, um alvo pmussor no combate a

patologias.
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Figura 2 +Classes de HDAC e suas respectivas estruturas e localiza¢do na célula.
Fonte: Dados do trabalho

Estdo divididas em quatro classes, dest@eowa classe, Ina qual esta incluida a
HDACS, gue séo proteinas expressivas na maioria dos tecidos, com peso molecular variando
entre 22 e 55 kDéFigura 2) apresentando homologia em seus sitios cataliticos, e localizacdo
nuclear, embora a HDACS8 tenha sido encontemiacitoplasma 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 tanscricionais envolvidos com modificacfes epigenéticas; sdo estudadas como alvos
terapéuticos, muito promissores, contra o cancer (MORENO, 2008; SETO; YOSHIDA,
2014).

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



inibicdo dessa enzima o desenvolvimento de patégenos deverd ser @BHEAGIVE;
KAHN; DA VIE, 2012; FERREIRA; MORAIS; MUNDIM, 2014; GUPTA et al., 2014).

Sistemas de monitoramento da atividade enzimética de HDACs tém sido realizados
com sucesso, com a aplicacao de sondas fluorogénicas (GONCALVES; MARSAIOLLI, 2014),
e aprofundr o conhecimento sobre alvos farmacolégicos, através de recursos tecnoldgicos

aplicados a Quimica Medicinal, € um trabalho de relevante contribui¢&o cientifica.
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Figura 3 +Caracterizacdo 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 tecnogioo, d
profundo conhecimento tedrico e apresentando comprovagdo experimental (RANG et al.,
1993; SILVA, 1994; VILLAS BOAS, 2003).

Os farmacossao substancias quimicas obtidas inicialmente de fontes naturais,

desenvolvidas em laboratorios ou sirtatias e produzidas em escala industrial (pureza >
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98%) que, ao interagirem com o sistema organico vivo, tém a capacidade déo aliera
modificdlo funcionalmente, modulando uma resposta fisiolégica, aplicadas com finalidade
curativa, preventiva ou pare$ de diagnostico de patologias.

A atividade &rmacolégica de uma substanda determinada pela estrutura das
moléculas envolvidas, o que implica no reconhecimento pelo receptor farmacolégico do
composto bioativo, considerando suas propriedéide-quimicas. Qualitativamente, essa
atividade deve ser proporcional a contribuicdo de diferentes descritores, o que determinara
uma modulacédo do efeito pretendido (KOROLKOVAS, 1988).

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

A guimica medicinal surgiu no inicioodséculo passado, apresentando como objeto de
estudo, as propriedades moleculares dos farmacos (KOROLKOVAS, 1988); segundo a
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemidtrg a disciplina que estuda os
aspectos relacionados a descoberta ou gamndos farmacos, aspectos moleculares
envolvidos em seu mecanismo de agcdo e aqueles que governam a absorcdo, distribuicao,
metabolismo, eliminagéo e toxicidade (ADME/T), incluindo a compreensao da relacéo entre a
estrutura quimica e sua atividade terajg@u{REA; ou do inglés, SARStructureActivity
Relationship, incluindo planejamento e o desenho estrutural de novas substancias que
possuam propriedades farmacoterapéuticas Uteis, capazes de representarem novos farmacos
(BARREIRO; FRAGA, 2001; SILVA, 200).

2.1 Aspectos da Quimica Medicinal

A acdo farmacoldgica pode ser resumida em trés fases:

9 Fase farmacéutica (de exposi¢ao): ocorre desintegracdo da forma em que o farmaco é
administrado. A fracdo da dose disponivel para a absor¢cdo comsétida da
disponibilidade farmacéutica e é o resultado da técnica farmacéutica aplicada;

9 Fase farmacocinética: engloba as etapas de absorcao, distribuicéo, biotransformacéo e

excrecdo do farmaco. A fragdo da dose que chega a circulacdo geral reflete a

disponibilidade biol6égica. Em um processo farmacoldgico, a molécula do farmaco



pode sofrer acdes determinadas pelas caracteristicas especificas do organismo
bioldgico;

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

A acao 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 estruttalmente especificos e estruturalmente inespecificos:

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

9 Farmacos estruturalmente inespecificos: sua atividade é resultante de uma interacéo
com peqguenas nxulas ou ions, encontrados no organismo, e suas propriedades
fisico-quimicas; a solubilidade, o pKa, o poder oxiddutor e a capacidade de
adsorcao definem as acdes e efeitos biologicos (BARREIRO; FRAGA, 2001;
THOMAS, 2003; VILAS BOAS,2003).

2.1.1 A nteracédo 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 sbserva na resposta biolégica, 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 farmacolég podese observar a importancia de fatores tais como,
distancias interatbmicas, forcas intermoleculares, solubilidade, grau de ionizacdo e

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



Sabese que a atividade faanoldgica 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 sealedrostaticas (ligacoes
ibnicas, iondipolo, dipoladipolo), de dispersdo de London (van der Waals), hidrofébicas,
ligagbes de hidrogénio e as ligagdes covalentes, as quais irdo influenciar diretamente no grau
de afinidade e especificidade destas igigea, as quais implicam em eventos onde moléculas
nao polares apresentando dipolos induzidos momentaneos se aproximam, resultando em uma
flutuacéo local variante de densidade eletronica entre grupos néo polares adjacentes; o que
pode ocorrer em ligacdesk ou GC de cadeias nao polares e interacées nao polares entre
cadeias, promovendo a saida de agua de solvatacdo entre estas, também pode ocorrer un
ganho entropico, levando a uma desestabilizacdo do sistema durante a interacao.

A Ligacdo de hidbgénio € a mais importante interagdo ndo covalente existente nos
sistemas biologicos. Ocorre entre heterodtomos eletronegativos (por exé€mpld\) e
atomos de hidrogénio ligados a atomos ou grupos elétwadores (€H, N-H, C-F,-H).

A ligacdo covalente representa um tipo de interacdo pouco comum decorrente da
formacgéo de ligacbesigmaentre o farmaco e o sitio de ligagdo; esses complexos (farmaco
receptor) sao dificeis de serem desfeitos, levando a inibicdo enzimética irreversivel ou
inatvacao 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, constituinddfaisres estereoquimicos envolvidos nessa

interacao:

9 A biomacromolécula apresenta, na grande maioria dos casos, um sitio de ligagéo
especifico para um determinado ligante, e que devido a natureza quiral dos seus
aminoacidos constituintes, na maioria dasas, influenciam na atividade biolégica
diferenciada, promovida por farmacos enantioméricos, o que implica na denominada
configuracdo absoluta.

9 Em alguns casos a posi¢cao dos grupamentos farmacoforicos de um ligante ciclico ou
olefinico, isto é, que aprese isomeria cidrans ou EZ, determina o que se conhece
como configuragao relativa, na interacéo.

9 Ao analisarse 0 arranjo espacial variavel das moléculas, devido a rotacdo das ligacdes

sigma e verificarse que estereoisbmeros se encontram em equildwicapido que,
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em condi¢cbes comuns, ndo podem ser isolados, mas podem ser convertidos de um
para outro, mediante rotagéo e deformagédo e sem ruptura de ligacdes, esses passam a
receber a denominacao de conférmeros.

9 Por fim, as distancias interatbmicas dwicromoléculas também constituem

importantes fatores determinantes na estereoquimica da interacéo féenegutor.

Formalizando, podse analisar a atividade farmacoldgica considerandomo uma

funcao de diferentes descritores em uma reldegaroporcionalidade:

f(x,y,z)=x+y+z (2.00)

O estudo da relacéo entre a molécula bioativa e a macromolécula bioreceptorai(SAR o
REA) pode ser realizado usando descritores figidmicos: analisandse moduladores do
receptor, associandms a efeitos correspondentes, a atividade de grupos quimicos e sua
influéncia na interacdo farmaceceptor em condicfes plasmaticas, que prvocpor
exemplo, impedimento estérico, repulsdo eletrostatica e interagdes lipofilicas, conduzindo a
uma interpretacdo basica em quimica medicinal: semelhangas estruturais entre moléculas
diferentes sé@o traduzidas em interag6es semelhantes com o alveolégita; Sendo assim,
existem requisitos minimos para a modulacdo de um determinado sitio receptor, e a
representacado grafica desses requisitos é denominada de Mapa Farmacoforico.

Em um mapa farmacoférico sdo destacados grupos funcionais cpienayge se
referem a tipos de substituintes presentes no composto em estudo, que se liguem a molécula
do receptomalvo, e recebem a denominacdo de Grupos Farmacoféricos (GRUPO DE
BIOINFORMATICA ESTRUTURAL da UFRGS, 201 %ittp://www.ufrgs.br/bioinfoy.

2.1.1.1 Propriedades biofarmacéuticas

As propriedades fisiequimicas implicam diretamente naquelas chamadas de
Propriedades Biofarmacéuticas, as principais sao hidrossolubilidade, lipofiba de
ionizacdo, difusividade e polimorfismo, e irdo determinar sua interagdo com o0 sistema
bioldgico definindo a eficacia terapéutica; essas propriedades precisam contribuir para que
haja uma facilitacdo na absorgéo e distribuicdo, aumentando a trag&erdo farmaco nos

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

do contrério o resultado pode vir a ser precanaotalmente ineficaz (BARREIRO, 2001).

2.1.1.2 Bioisosterismo

A identificacdo de semelhancas da quantidade, distribuicio e comportamento
eletronico, entre estruturas diferentes, foi definida como isosterismo; isésteros sdo atomos,
ions ou metéculas 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 antagdnica, constituindo a mais ampla definicao
de soésteros, apresentada por Friedman como bioisésteros 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, daorigem a um composto com disposicdo estérica e configuracdo
eletrbnica idéntica a do protétipo; e segue, em geral, as exigéncias preconizadas pelas
definicbes de Grimm e Erlenmeyer; o bioisosterismoai@ssico, ndo atende a essas regras,
mas produzemtiwzidade bioldgica similar, com o manejo de grupos interconversiveis.

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

As variacdes de propriedades fisgpaimicas de compostos, através de estratégias de
modificagdo molecular aliadas a modelagem molecular e outras ferramentas tecnoldgicas,
vem possibilitando muito sucesso na sintese de novas substancias bioativas (BARREIRO;
FRAGA, 2001; THOMAS, 2003).

2.2 Pesqusa e desenvolvimento (P&D) de farmacos

A quimioterapia enfrenta problemas, cujas perspectivas de solucdo sao desafiadoras,
revelando uma necessidade crescente de que sejam desenvolvidas acdes estratégicas eficiente
através dos trabalhos de eqgpnultidisciplinares muito bem sincronizadaspmpreensao e
o entendimento da importancia dos sistemas quimicos no processo de modulagéo de sistemas

bioldgicos tém contribuido muito para a evolugcdo das pesquisas e o desenvolvimento de
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farmacos, aumentdo as possibilidades de alternativas para obtencdo de solucdes
farmacolégicas 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 toxica
gue essas substancias alcangam no organismo, dada a sua baixa especificidade, pois parec
gue muitos metabdlitos altamente reativos, formados em decorréncia dosmecdri acao
de farmacos, podem atuar em outros sistemas bioquimicos, especialmente no organismo
humano, desencadeando uma série de efeitos indesejaveis, restringindo seu uso e eficacia
terapéutica (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Esse relevanteinconveniente tem deliberado muito esforco na busca pelo
melhoramento dos farmacos em uso, € na pesquisa por novas alternativas farmacoldgicas
(BIGATAO, 2011). A busca por novos alvos terapéuticos, tem se apresentado como uma
dessas alternativas com farfgossibilidades 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 acao e a rekagie estrutura e atividade, atualmente
tratase de um planejamento genotipico, visasdoo conhecimento da doenca em bases
moleculares, etapa essa real¢cada pelo sequenciamento do genoma humano; uma abordagen
na qual se considera o planejamento raciatealfarmacos, em que a busca por alvos
moleculares responsaveis por determinada atividade farmacoldgica e mecanismo de acao seja
prioritaria.

A partir dos alvos sédo planejados compostos potencialmente mais ativos e depois se
procuram as relacoe®m a atividade, de forma que possam permitir o aprimoramento dessa
atividade, sendo de grande relevancia para as pesquisas em doencas negligenciadas e crénico
degenerativas (FERREIRA, 2012).

Entre os mais promissores, estao alguns novos desi\ageltriazol que séo capazes de
inibir enzimascomo C14?-esterol desmetilas®s ensaios prélinicos do posaconazol e do
ravuconazol, demonstraram atividade dnticruzi relevante, resultando na avaliagdo em
estudos clinicos de fase Il, do posaconaamnepréfarmaco do ravuconazol (E1224) para a
doenca de Chagas, porém enfrentando dificuldades, em decorréncia do alto custo de producao
(BASTOS, 2013).

Em P&D de novos farmacos, é necessaria uma adequada diversificacdo de estratégias,

envolvendoum trabalho multidisciplinar e interdisciplinar (DIAS et al., 2009; FERREIRA,
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2012; SILVA; LEITE, 2011) o que ampliard& um leque de alternativas terapéuticas
consideravelmente mais efica8OCHA, J., 2010) .

A OMS vem desenvolvendo programas iheentivo 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 adaptacoes
biologicas dos parasitas reduzem a eficacia do rejertde farmacos disponiveis
(DELCUVE; KAHN; DA VIE, 2012).

As pesquisas e estudos tém demonstrado que a atividade de alguns farmacos se da por
inibicdo enzimatica em vias metabdlicas vitais dos organismos, pois as enzimas desenvolvem
um importantepapel na bioquimica dos processos biologicos, revelaadoomo alvos
moleculares farmacologicamente muito eficazes (DIAS et al., 2009; FERREIRA, 2012,
FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).

As inovacdes cientificas e tecnolédgicas tém contribefdtivamente para a evolugéo
nas pesquisas por novos farmacos, intensificando a busca por inibidores enzimaticos, tais
como os inibidores da cruzaina (CRZ) (SILVA; LEITE, 2011), gliceraldeidostato
desidrogenase (GAPDH) (LEITE et al., 2009; ROCHA2010), tripanotiona redutase (TR)
(PITA; PASCUTTI, 2012); adicionandse aos alvos enzimaticos mais estudados e
pesquisados, estdo a CAésterol desmetilase, a hipoxantmzanina fosforibosil transferase,

a diidrofolato redutase, a esqualeno sintetasexidosqualeno ciclase (BASTOS, 2013) e,
entre outros, encontrase, com especial destaque e diversificada aplicabilidade, os inibidores
da histona deacetilase (iIHDAC), em decorréncia do seu papel fundamental na regulacédo da
expressao génica (DELCUVE; KiN; DA VIE, 2012).

2.3 Mecanismos de inibicdo enzimatica

Reacdes catalisadas por enzintasdceleram a transformacédo de um substi@teifn

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

E+S— (ES—EP)—>E+P (2.01)

e que podem ter sua velocidade decrescida, pela agédo de inibidores especificos (Figura 4).
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+ S = ES+—= + P

=l

I S1

Figura 4 £tEsquema de reacdes catalisadas por enzimas e sob deaggbidor enzimatico;

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

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

S&o trés mecanismos de inibicdo enzimatica reversivel (LEITE et al, 2009; LEITE et
al., 2011; MARQUES; YAMANAKA, 2008): competitivo, nd&mmpetitivo @ncompetitivo.

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, patecaamentar &y (Constante de
Michaelis), mas por se tratar de uma ligacédo reversivel, o inibidor esta constantemente se
dissociando e se associando a enzima, possibilitando entdo nesse intermédio, uma interacao
do substrato com o sitio ativo. Essa inf@@pode ser escrita de forma semelhante a interacao

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

E+1< EI (2.02)

Atentase que na expressao 2.02 a formacadcidé dependente dé][ tal como a
formacado deES depende deJ] na expresséo 2.01, a velocidade de uma reacdo de inibicdo
competitiva depende diretamente das concentrac@i/as deS e |, em uma determinada
concentracéo fixa da enzimd)( Quando §] » [I] aumenta a probabilidade da enzima se ligar

mais adS do que ad.


http://www.scielo.com.br/
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E+S——FES=s E +P

H
- ‘
El

Figura 5 tModelo ilustrativo de inibicdo competitiva

Notase que as moléculas de iibr e substrato devem possuir aspectos estruturais em
comum e que a presenca de um inibidor reversivel ndo a@cgla}(é:onstante de Catélise),

verificandese que, quanddS[@ !, vy (velocidade inicial) se aproxima dénsx (velocidade
maxima da reacdo), @& Equacdo de Michaehdentende uma reacdo que sofre inibicdo
competitiva, assume a forma,

0= Vméx[S] / ?KM"'[S] (203)

onde? é um fator que modidaKy e cujo valor T: grau de inibicdo) depende da concentracdo

e afinidade do inibidor pela enzima:
7=1+[1]/K; (2.04)

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

= [EIl1]/ [EI] (2.05),
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a qual, quanto menor faeu valor, significa que o inibidor esté ligado mais fortemente a
enzima.

Podem ser reconhecidos, cineticamente, inibidores competitivos, analssandefeito
de[l] sobre a relaca¥ e [S], obedecendo a seguinte equacdo, que tem incorpotgddea
[EI:

IN= K Vinas( L+ /KD L[S+ 1V e (2.06)

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

No caso da inibicdo enzimatica do tipo f@@npetitiva essa relacdo entre o grau de
inibicdo e[S] inexiste; sendo a inibicdo plendente exclusivamente d¢; o que indica que a

formacéo deézl ocorra em um sitio da enzima diferente daguele ao qual o substrato se ligue:
E+I< EI (2.07),
ES + 1~ ESI (2.08),
onde os complexoEl e ESI s&o inativos e existem duas constantes de dissocik¢ace
KES).

Na inibicdo enzimética do tipo incompetitiva (ou acompetitiva), obssFvama

combinacdo reversivel do inibidor, exclusivaneemom o complexcES, originando o

complexoESI, o qual ndo pode gerar produtos:

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

Esse tipo de inibicdo ndo severte com 0 aumento da concentragdo de sub$8ato

sendo mais comumente encontrada em reacdes enzimaticas com mais de um substrato.


















































































































































































































