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Resumo

A Doenca de Chagas afeta cerca de 18 milhdes de pessoas no mundo e € endémica
da Ameérica Latina. Devido ao desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos pelo
agente etiolégico da doenca, o protozoario Trypanosoma cruzi, a busca por novos
medicamentos € de fundamental importancia. As enzimas histonas deacetilase se
mostraram um alvo farmacoldgico bastante interessante devido ao seu amplo espectro de
acao bem como a baixa toxicidade dos inibidores desta enzima ao hospedeiro. Os inibidores
da enzima histona deacetilase revelaram atividade importante no combate a diversas
moléstias. A descoberta da alta atividade destes compostos contra infecgbes causadas por
protozoarios estimulou a busca por moléculas capazes de combater a infeccdo de células
por protozoarios. Neste trabalho fizemos uma investigagéo in silico do mecanismo de acao
destes inibidores e investigamos a atividade in vitro de alguns deles, especialmente
analogos bor6nicos de acidos graxos de cadeia curta contra a infec¢do pelo Trypanosoma
cruzi. Em paralelo a esta pesquisa, investigamos também o potencial de uso de
medicamentos hibridos, isto €, compostos por dois principios ativos em uma mesma
molécula (anti-inflamatorios ndo esteroidais e inibidores de histona deacetilase) bem como a
atividade do inibidor de transcriptase reversa nevirapina no tratamento da infeccéo pelo T.
cruzi. O conjunto da pesquisa revelou um potencial sitio alostérico no mecanismo de acgao
da histona deacetilase por acidos graxos de cadeia curta. Os analogos bordénicos revelaram
baixa atividade com excecdo de um dos ésteres testados. O Unico éster a apresentar
atividade, entretanto, apresentou uma toxicidade demasiada inviabilizando um uso
farmacolégico. A atividade dos medicamentos hibridos também se mostrou baixa. A
nevirapina foi ativa contra a forma amastigota intracelular do T. cruzi. Este resultado sugere
gue este medicamento pode ser uma nova droga em potencial para o tratamento da

cardiomiopatia da doenca de Chagas.



Abstract

Chagas disease affects about 18 million people worldwide and is endemic in Latin
America. Due to the development of drug resistance by the causative agent of disease, the
protozoan Trypanosoma cruzi, the search for new drugs is very important. The histone
deacetylase enzymes proved to be a very interesting pharmacological target due to its broad
spectrum of activity and low toxicity of inhibitors of this enzyme to the host. The histone
deacetylase inhibitors have shown important activity in combating various diseases. The
discovery of high activity of these compounds against infections caused by protozoa
stimulated the search for molecules capable of fighting the infection of cells by protozoa. In
this work we have done an in silico investigation of the mechanism of action of these
inhibitors and investigated the in vitro activity of some, especially Boronic analogues of short-
chain fatty acids against T. cruzi infection. In parallel with this research also investigated the
potential use of hybrid drugs, i.e. comprising two active ingredients in the same molecule
(non-steroidal anti-inflammatory drugs and inhibitors of histone deacetylase) as well as the
activity of reverse transcriptase inhibitor nevirapine in the treatment of infection by T. cruzi.
The survey revealed a number of potential allosteric site on the mechanism of action of
histone deacetylase by short-chain fatty acids. Boronic analogs showed low activity with the
exception of one of the esters tested. The only activity to produce ester however, showed an
excessive toxicity invalidating a pharmacological use. The activity of hybrid drugs was also
low. Nevirapine was active against the intracellular amastigote form of T. cruzi. This result
suggests that this drug may be a potential new drug for tratamentto cardiomyopathy of

Chagas disease.
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Capitulo 1

Introducéao

Neste trabalho, estudamos a atividade tripanocida e o mecanismo de a¢ao de alguns
inibidores sobre o protozoario Trypanosoma cruzi, 0 agente etiolégico responséavel pela
doenca de Chagas. Investigamos inicialmente a atividade de inibidores da histona
deacetilase e de inibidores da ciclooxigenase contra o protozoario T. cruzi. Varios outros
compostos foram testados também sendo que o inibidor da transcriptase reversa
(‘nevirapina’) revelou uma atividade importante sobre uma das formas do T. cruzi. Em nosso
trabalho, investigamos também, por meio de simulacdo, o mecanismo tedrico de atividade de
um dos inibidores da histona deacetilase, cujas evidéncias tedricas sugerem uma
participacdo alostérica no mecanismo de inibicdo. Também pesquisamos in silico potenciais
inibidores para esta enzima visto que os estudos tedricos revelaram uma participacdo
importante da interacdo eletrostatica no mecanismo de acdo dos inibidores. Em ordem,
nosso estudo apresentado aqui consiste das seguintes partes:

- Avaliacdo de analogos borilados do &cido butirico como inibidores de histona
deacetilase contra o T. cruzi. Acidos carboxilicos de cadeia curta (especialmente o acido
butirico) sdo conhecidos inibidores da enzima histona deacetilase. Tendo em vista os acidos
borénicos serem espécies quimicas com especial atividade bioldgica devido as propriedades
singulares desta espécie quimica (tais como sua distribuicdo de carga). Investigou-se a
possibilidade destes analogos borilados do acido butirico terem uma atividade inibitéria maior
do que a dos acidos carboxilicos correspondentes. Os resultados revelaram que o
metabolismo afeta bastante a atividade destes compostos aparentemente devido a
sensibilidade desta espécie quimica as reacdes como a desboronacdo-oxidativa cujos
principais compostos responsaveis (espécies reativas do oxigénio) estdo presentes em larga
escala em organismos como o T. cruzi.

- Os testes com concentracdes conhecidas (na forma de micro-emulsbes) de
inibidores da histona deacetilase e inibidores da ciclooxigenase também foram avaliadas. Os
inibidores da enzima histona deacetilase podem (como ja € bem conhecido

experimentalmente) potencializar através de sinergismo a atividade de outros inibidores.
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Assim, testamos a viabilidade de potencializar a atividade dos inibidores ndo esteroidais de
ciclooxigenase! Entretanto, novamente, o metabolismo parece reduzir de forma importante
para a atividade sinérgica destes compostos.

- Foram conduzidas simulagdes para avaliar o mecanismo de acdo dos &acidos
carboxilicos de cadeia curta inibidores da histona deacetilase. Estes inibidores parecem se
comportar de forma ligeiramente diferente de outras espécies quimicas capazes de inibir a
histona deacetilase (tais como os &cidos hidroxamicos). Realizamos algumas simulacdes em
dindmica estocastica e algumas em ab initio DFT especialmente devido a presenca de
elementos quimicos de carater metalico (zinco e sodio) nas estruturas estudadas. Ha
evidéncias de um sitio alostérico nesta enzima e encontramos que este sitio deve contribuir
de forma importante tanto na estabilizacdo da molécula quanto no mecanismo de acdo do
acido butirico em especial. A provavel cavidade alostérica ficou evidenciada pela
proximidade do sitio ativo; pela presenca de metais alcalinos (s6dio e potassio) e pela
estrutura similar & estrutura do sitio ativo.

Nesta cavidade ha presenca de um elemento quimico metalico (um metal alcalino)
complexado a um aminoacido contendo cadeias laterais carregadas especialmente o
aspartato cuja cadeia lateral consiste na estrutura de um butirato. O ganho de estabilidade
no mecanismo, com a interacdo simultdnea nos sitios ativo e alostérico pelos acidos
carboxilicos de cadeia curta, € relevante e pode revelar uma participacdo deste sitio no
préprio mecanismo de atividade da enzima.

- Os estudos mecanisticos também revelam uma predominancia da interacdo
eletrostatica entre inibidor e enzima e a participacdo de uma interacdo entre anéis
aromaticos (interacdo de stacking — ‘empilhnamento’). Assim, simulamos espécies quimicas
carregadas (na forma zwitteribnica) as quais possuem algumas atividades biologicas
conhecidas. Visto que as espécies quimicas conhecidas como betainas (a glicinil-betaina)
apresentam-se na forma zwiterridbnica naturalmente e que espécies zwitteribnicas favorecem
a interacdo eletrostatica com o sitio ativo da histona deacetilase, avaliamos in silico a
atividade deste composto também. As interacdes desta molécula e de alguns analogos
mostram-se bastante favorecidas em relacdo ao &cido butirico. O carater hidrofilico da
enzima histona deacetilase € bastante acentuado pela presenca de espécies quimicas

carregadas. A atividade epigenética da glicinil betaina ja conhecida e atribuida a participacao
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na metilacdo e demetilacdo do ADN, pode ter uma contribuicdo desta atividade inibitoria
sobre a histona deacetilase.

- Foram avaliados varios inibidores quanto a possivel atividade tripanocida. Avaliamos,
em particular, se inibidores da transcriptase reversa do HIV-1 capazes de inibir ADN
polimerases especificas do HIV-1 poderiam ser capazes de inibir algumas ADN polimerases
do T. cruzi. Os resultados revelaram diferencas entre a atividade deste composto em
diferentes formas do T. cruzi. Conquanto a forma epimastigota seja resistente a muitos
compostos, a forma amastigota intracelular é especialmente sensivel a certos inibidores.
Este € um resultado importante visto que a forma amastigota intracelular é responsavel boa
parte dos efeitos danosos observados na patologia de Chagas sobre o musculo cardiaco. Ha
evidéncias de que esta forma morfolégica do parasito também participa na manutencéo da

infeccdo durante a fase indeterminada da doenca.

1.1 Revisao bibliogréfica

A descoberta de novos farmacos e terapias aumentou significativamente a expectativa
e qualidade de vida nas ultimas décadas. A pesquisa por novos farmacos, entretanto,
tornou-se muito onerosa. Segundo alguns autores, o custo médio de desenvolvimento de um
novo farmaco em 1987 era de 231 milhdes de délares’. No ano 2000, este custo ja era
estimado em 802 milhdes de délares. Embora ndo haja um consenso sobre a causa desse
aumento, assume-se que contribuem para esta elevacdo as exigéncias legais para o
licenciamento de um novo farmaco, o aumento no interesse em pesquisa de terapias para
doencas cronicas e degenerativas, as quais exigem uma maior e mais rigorosa etapa clinica
na sua avaliagdo, e mesmo na necessidade de um maior nimero de testes relacionando
custo-eficiéncia dos farmacos em relacéo aos ja disponiveis no mercado. *

Uma das maneiras utilizadas para a descoberta de novos farmacos envolve a
modificacdo de uma molécula com atividade conhecida pela introducdo de novos grupos
guimicos. Esses grupos, chamados de bioisosteros, sdo capazes de melhorar propriedades
fisico-quimicas do medicamento avaliado, tais como solubilidade, lipofilicidade, etc. Entre os
bioisOsteros classicos encontramos grupos monovalentes como amina (-NHy); hidroxila (-

OH); metila (-CHs3), etc. H4 também grupos divalentes como “metileno” (-CH-), atomos de
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oxigénio e enxofre; e grupos trivalentes como grupos contendo atomos de foésforo (-P=).
Entre os bioisdsteros ndo-classicos pode-se citar o atomo de boro. Este elemento apresenta
uma série de propriedades quimicas de interesse farmacoldgico, incluindo sua capacidade
de agir como acido de Lewis, capacidade de formar ligacGes covalentes com hidroxilas de
aminoécidos, além da possibilidade de formar ligacdes de hidrogénio ndo-convencionais.’

Em outra abordagem para a criagdo de medicamentos novos, adota-se o conceito de
molécula hibrida, isto €, reunir em uma mesma molécula dois principios ativos diferentes
capazes de agir em diferentes enzimas e/ou em sitios ativos diferentes da mesma enzima.
Esta combinacé&o de principios ativos faz com que cada principio potencialize a atividade do
outro em um fendmeno conhecido como sinergismo.

Neste trabalho, investigamos a atividade de analogos borilados do principal acido
carboxilico de cadeia curta inibidor da enzima histona deacetilase, o &cido butirico, e de uma
molécula hibrida composta pelo acido butirico e pelo inibidor de prostaglandina sintetase
acido salicilico (“aspirina”). Em ambos os casos, estudamos a atividade destes compostos
contra o protozoario Trypanosoma cruzi parasita causador da doenc¢a de Chagas.

Nas secOes seguintes, serdo apresentadas descricbes da epidemia da doenca de
Chagas e da patologia, bem como as caracteristicas da quimioterapia utilizada no tratamento
em uso atualmente. A seguir, serdo apresentados o potencial uso dos inibidores de histona
deacetilase no combate ao parasito e a investigacdo de novos medicamentos produzidos

pela utilizacdo de bioisostéros de boro e de moléculas hibridas.

1.2 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é investigar tedrica e experimentalmente novos
compostos para combater a infeccdo da doenca de Chagas. Os compostos avaliados serédo
tanto compostos novos baseados em acidos borbnicos bem como algumas moléculas
pequenas analogos de &acidos graxos de cadeia curta, cuja investigacdo auxiliara na
compreensao do mecanismo e na proposicdo de novos medicamentos. O potencial de
aplicacdo de &cidos bor6nicos (anadlogos de &cidos carboxilicos de cadeia curta) é
significativo e pode ser amplamente explorado para a inovacdo na area de medicacdo

antiparasitica, especialmente como medicamentos tripanocida. Pretende-se também avaliar
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0S mecanismos de atividade exercidos por alguns destes compostos. A enzima histona
deacetilase é o principal alvo investigado para este propdsito. Tendo em vista que a
descricdo dos mecanismos de atividade permite a proposicdo de novas moléculas com as
propriedades especificas para otimizar a inibicdo enzimatica, sdo propostos alguns
compostos baseados nos resultados das simulacbes. Também sera feita uma breve
invesgacao sobre a atividade antirretroviral de analogos da nevirapina como parte dos
estudos sobre esta molécula. Acidos boronicos sdo potentes inibidores enzimaticos pouco

investigados quanto a sua atividade inibitoria de enzimas histona deacetilase de T. cruzi.

1.3 Objetivos Especificos

- Investigar tedrica e experimentalmente a atividade de ésteres borbnicos de cadeia
curta como o éster catecol do &cido n-propil-borénico e o éster pinacol do acido n-butil-
borénico sobre células infectadas com Trypanosoma cruzi e avaliar comparativamente em
relacdo ao acido butirico o potencial de utilizacdo destes compostos no combate a doenca de

Chagas.

- investigar o mecanismo de inibicdo de acidos graxos de cadeia curta sobre a enzima

histona deaceatilase

- Investigar a atividade de moléculas hibridas compostas de um inibidor de
prostaglandina sintetase e de um inibidor de histona deacetilase, no combate a doenca de
Chagas, tais como o acido butil-salicilico.

- Investigar a atividade de acidos hidroxamicos de cadeia curta.

- Investigar o potencial uso do inibidor de transcriptase reversa nevirapina para o

combate a infec¢ao por T. cruzi.
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Avaliagdo da Atividade Tripanocida

Acidos Bordnicos [l Inibicio da HDAC _ Acidos NEVIRAPINA
Hidroxamicos

In silico Estudo Mecanistico In silico In silico

In vitro Método Classico Sintese In vitro

~ Microscopia
AtividadeTri id
Eletrénica Método Quantico ividadeTripanocida

Figura 1 Fluxograma do trabalho de pesquisa apresentado
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Capitulo 2

A Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma parasitose causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
transmitida ao homem por insetos hematéfagos, como alguns barbeiros muito comuns na
América do Sul com ampla disseminacdo no Brasil. Este protozoario, descoberto pelo
brasileiro Carlos Chagas em 1909, foi denominado Trypanosoma cruzi em homenagem a
Osvaldo Cruz. A patologia € endémica na maior parte das areas rurais da América Central e
do Sul. Muitos paises nestas regides, tais como Argentina, Brasil e Venezuela,
desenvolveram politicas publicas de combate ao principal vetor (o barbeiro) alcancando
diferentes niveis de sucesso, mas a abertura de novas fronteiras agricolas na Amazénia, o
fluxo migratério e transfusdo de sangue tém criado novas situacées de risco de epidemias.*
Estima-se que aproximadamente 16 a 18 milhGes de pessoas estejam infectadas com
Trypanosoma cruzi ao redor do mundo, com um numero de casos fatais se aproximando de
23.000 anualmente. A transmissdo materno-infantil também € importante. Estima-se que
cerca de 40.000 mulheres gestante e 2.000 recém-nascidos estejam infectados com T. cruzi
na América do Norte (Canada, Estados Unidos e México). °

. O continente Europeu também apresenta um numero significativo de portadores do
T. cruzi devido a imigracdo. Estima-se que haja na Europa entre 24.000 a 37.000 portadores
de T. cruzi, embora seja dificil estimar este nimero devido a imigracao ilegal que torna o
levantamento de dados epidemiolgicos imprecisos. °

A enfermidade se transmite por meio dos insetos portadores, da familia dos
reduviideos, cujas espécies mais comuns sdo Triatomas infestans, Panstrongylus megistus e
Rhodnius prolixus. Os vetores adquirem o T. cruzi ao se alimentarem do sangue de um
mamifero infectado. Os protozodrios, depois de penetrarem nos intestinos dos insetos,
passam por diversos estagios e se reproduzem com rapidez. Novamente metamorfoseando-
se em formas infectantes, dirigem-se ao intestino reto do barbeiro e sdo eliminados
juntamente com as fezes. Ha evidéncias de transmissao também por ingestdo de bebidas

contaminadas por fezes do barbeiro. ’

19



Durante o dia, 0os insetos transmissores ocultam-se nas fendas das paredes dos
casebres rurais de barro ou de adobe. A noite picam as pessoas adormecidas, em geral nas
partes descobertas do corpo, como as palpebras, onde a pele é mais fina. Como o inseto
portador em geral defeca enquanto chupa o sangue de sua vitima, a pequena laceracao feita
pela picada é facilmente contaminada.

A picada do triatomineo lesa o epitélio e permite a penetracao da forma tripomastigota
metaciclica. O T. pode parasitar inicialmente o epitélio e cumprir o seu ciclo intracelular ou
atravessar a epiderme lesada e parasitar aleatoriamente células da derme, como
macrofagos, fibroblastos e células endoteliais. No interior das células, o tripomastigota
transforma-se em amastigota o qual se reproduz binariamente a cada 12 horas, podendo
originar até 540 parasitas/célula. Neste momento, dois eventos podem ocorrer: a ceélula
hospedeira e o parasita degeneram e morrem ou o ciclo do parasita se completa, a célula
rompe e as trés formas, tripomastigotas, epimastigotas e amastigotas, sdo liberadas nos

intersticios.’

2.1 O Parasito

O T. cruzi é um flagelado da familia Trypanosomatidae que parasita mamiferos. O T.
cruzi apresenta muitas variacfes morfoldgicas, fisiolégicas e ecoldgicas, além de variacdes
guanto a sua infectividade e patogenicidade, o que leva autores a pensar que nao se trate de
uma espécie bem definida, mas sim de um “complexo cruzi” englobando varias entidades de
dificil definicdo taxonbémica.

Em seu ciclo vital, o parasito exibe as formas amastigota, epimastigota e
tripomastigota ou de transicao entre elas. O T. cruzi pertence a classe Kinetoplastea, a qual
possui varios protozoarios flagelados que causam enfermidades humanas. A principal
caracteristica que distingui este grupo € uma estrutura sub-celular conhecida como
cinetoplastos. O cinetoplasto € uma estrutura em forma de granulo que contém ADN. O
tamanho do cinetoplasto pode variar de acordo com a espécie. O cinetoplasto é encontrado
préximo ao corpo basal que esta localizado na base do flagelo. Devido a sua localizacao

préxima ao flagelo, acreditava-se que esta estrutura estivesse envolvida no movimento
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celular. Na verdade, o cinetoplasto esta associado a mitocondria, que neste grupo de
organismos é Unica (Figura.2).*°

MEMBRANA
ONDULANTE

CAVIDADE
FLAGELAR

NUCLEQ
MITOCONDRION

MICROTUBULOS
CORPO BASAL SUBPECULIARES

YL RT R
RN A

Qgyod

CINETOPLASTO

Figura 2 Estrutura da célula do Trypanosoma cruzi.

As quatro formas principais de cinetoplastos que causam doencas humanas
diferenciam-se principalmente pela posicdo do cinetoplasto. '° Na forma Tripomastigota, o
cinetoplasto esta localizado na extremidade posterior do parasito. O flagelo emerge da
extremidade posterior e se enovela ao longo do corpo do parasito. Esta ligacdo do flagelo
com o corpo forma uma membrana ondulante que se espalha por toda a extensdo do
parasito e o flagelo livre emerge da extremidade anterior. Esta extremidade € considerada

anterior uma vez que o flagelo impulsiona o organismo. A membrana ondulante auxilia na
motilidade do organismo (Figura 3).

membrana
ondulante

corpo /
basal

cinetoplaste

ﬂ;gelo

Figura 3 Estrutura do T. cruzi tripomastigota

Na forma Epimastigota o cinetoplasto é localizado mais ao centro, normalmente logo

anterior ao nucleo (Nu). O flagelo emerge no meio do parasito e forma uma membrana
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ondulante mais curta do que no tripomastigota. O epimastigota possui uma motilidade

notavelmente menor do que o tripomastigota (Figura.4).

memebrana
ohdulante

Figura 4 Estrutura do T. cruzi epimastigota

Na forma promastigota, o cinetoplasto localiza-se em direcdo a extremidade anterior e

um flagelo livre sem membrana ondulante emerge nesta extremidade (Figura 5).

flagelo

\\_,-"'-_
[ ——

Figura 5 Estrutura do T. cruzi promastigota

Na forma amastigota o parasito possui uma forma mais esférica e ndo tem flagelo

7

livre. O corpo basal e a base do flagelo ainda estdo presentes. O cinetoplastos é
normalmente detectavel como um corpo granulado escuro proximo ao nucleo. Esta forma é

um estagio intracelular sem movimento (Figura 6). *°

'kt
B
Figura 6 Estrutura do T. cruzi amastigota
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Nos hospedeiros ocorrem 0s tripomastigotas de tipo sanguicola e os amastigotas
intracelulares, enquanto nos hospedeiros invertebrados e em meios de cultura predominam

as formas epimastigotas, que passam depois a tripomastigotas metaciclicos. 9

2.2 Tripomastigotas Sanguicolas

No sangue periférico dos mamiferos, o T. cruzi apresenta-se como um pequeno
flagelado, medindo 10 a 25 um de comprimento por 1 a 5 um de largura. Observa-se um
nitido polimorfismo nos tripanossomos sanguineos onde se descreve normalmente dois tipos
morfolégicos polares: as formas finas com 20 um de comprimento por 1 um de largura,
sinuosas, com o cinetoplasto afastado da extremidade posterior que € longa e delgada,
destacando a saliéncia do cinetoplasto; o nucleo é longo e estreito, contendo granulos
frouxamente reunidos. A membrana ondulante dessa forma é rapida e direcional, de modo
que o parasito atravessa facilmente o campo microscépico; e as formas largas,
caracteristicamente curvadas em C ou U ou com uma dupla curvatura em S; medem até 15
pm, com o cinetoplasto muito proximo da extremidade posterior; nudcleo elipséide ou
redondo, de aspecto compacto; membrana ondulante bem visivel e flagelo longo. A
movimentacgao € lenta e ndo direcional, agitando-se o parasito no campo microscopico quase
sem se afastar-se do lugar. 9

Algumas formas delgadas do tripomastigotas desaparecem rapidamente da circulacéo
seja por terem penetrado em células ou tecidos do hospedeiro, onde se transformam em
amastigotas, ou por serem sensiveis as reacfes imunoldgicas. As formas largas, por outro
lado, persistem por muito tempo na corrente sanguinea do hospedeiro e ndo penetram nas
células além de se mostrarem bastante resistentes as reagfes imunoldgicas. Estas formas
tendem a se acumular no sangue e caracterizam a parasitemia de periodos crénicos da

infeccéo.

2.3 Amastigotas Intracelulares

A transformacdo de tripomastigota em amastigota em tecidos cultivados in vitro

depende de certos fatores tais como temperatura, nutrientes disponiveis no meio e pH. Em
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geral, esta transformacéo leva cerca de 12 horas, mas em condi¢des favoraveis ( 37°C, pH =
5 e sem a presenca de Soro Fetal Bovino no meio), pode ocorrer em apenas 3 horas. Esta
transformacdo envolve uma série de mudangcas na morfologia que vao da reducdo do
comprimento a mudangca na expressdo das moléculas da superficie do parasito (a forma
amastigota expressa a Glicoproteina de superficie amastigota-especifica (Ssp-4)). Os
tripomastigotas também apresentam maior distancia entre o nucleo e o cinetoplasto do que o
amastigota sendo que a forma do cinetoplasto também é bastante diferente em ambas as
formas do T. cruzi. Tanto a forma amastigota quanto a forma tripomastigota séo resistente ao
efeito litico promovido pelo sistema complemento, ao contrario da forma epimastigota a qual
é susceptivel a este efeito do sistema imune. ***2

O mecanismo de interiorizacdo do parasito corresponde a um processo de fagocitose
induzida, da qual participam tanto o parasito quanto a célula hospedeira, sendo precedida
pela aderéncia dos tripomastigotas a membrana do macréfago ou de outras células. Varios
fatores participam desta interiorizacdo. Quando tratados com a enzima alfa-manosidase, as
formas tripomastigota e tripomastigota metaciclica aumentam significativamente sua
capacidade de se associar aos macrofagos e mioblastos. Por outro lado, macréfagos e
mioblastos, quando tratados com a mesma enzima, se tornam mais resistentes a infeccéo
pelo T. Cruzi o que sugere que residuos de manose na superficie do parasito de das células
hospedeiras contribuem para o processo de infeccdo.”®* A reducdo de colesterol de
membranas de células HelLa também reduz a infeccdo por Tripomastigotas metaciclicos e
amastigotas extracelulares.™

O parasito fica contido em um vacuolo digestivo (fagossomo) onde pode ser
ocasionalmente morto e digerido. Este desfecho tem lugar sempre que formas epimastigotas
sdo fagocitadas por macrofagos, pode ser evitado pelos tripomastigotas que escapam do
vacuolo digestivo e invadem o citoplasma da célula parasitada.

Uma vez no interior celular, os tripomastigotas transformam-se em amastigotas
ovoides, que medem 4 um de diametro maximo. Com o desaparecimento do flagelo livre e
da membrana ondulante, o aparelho locomotor do parasito fica reduzido ao segmento
contido no bolso flagelar. O Unico movimento que 0os amastigotas apresentam é o de rotacao.
O cinetoplasto aparece como um bastonete curto e encurvado situado perto do nucleo

ovoéide e compacto. 9
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Fisiologicamente, a caracteristica mais importante dos amastigotas é a recuperacao
da capacidade de multiplicacdo que se manifesta cerca de 35 horas ap0s a invaséo da célula
hospedeira. Mediante uma divisdo binaria simples, que se repete em intervalos de 12 horas,
cada amastigota produz um numero crescente de elementos filhos que vao consumindo o
citoplasma da célula parasitada até que, cerca de 12 horas antes de provocarem a ruptura
celular, sofrem uma nova transformagdo de amastigotas para tripomastigotas. O ciclo
intracelular dura cerca de 5 ou 6 dias e produz cerca de nove geracdes de parasitos. H&
evidéncias de que a forma amastigota do T. cruzi também possa infectar células. Testes ja
demonstraram que amastigotas extracelulares cultivados in vitro podem infectar mondcitos
humanos e se replicam em um intervalo de tempo (10 horas) idéntico ao dos amastigotas
intracelulares apresentando a mesma morfologia de seus equivalentes intracelulares.
Devidos as diferencas entre os antigenos de superficie da membrana celular dos
amastigotas e dos tripomastigotas, é provavel que o mecanismo de infeccdo da célula
hospedeira sejam diferentes também. **> Ha evidéncias de que amastigotas extracelulares
dependam da polimerizacao de filamentos de actina do hospedeiro para promover a infec¢ao
celular.

O mecanismo regulador da transformac@o entre as formas do T. cruzi ainda é
desconhecido, havendo algumas evidéncias de que estas transformacfes sdo sensiveis a
temperatura. 9 E interessante notar que as diferentes formas do T. cruzi apresentam
diferentes niveis de acetilacdo da proteina histona o que sugere um possivel mecanismo

epigenético na regulacéo do ciclo bioldgico deste parasito. **

2.4 O Ciclo Evolutivo

O ciclo evolutivo do T. cruzi compreende varios estagios sendo alguns nao-
reprodutivos, quando 0s micro-organismos sdo encontrados no sangue, e estagios
reprodutivos, em que eles se encontram nas células de diversos tecidos. As formas
apresentadas pelos T cruzi durante seu ciclo evolutivo sdo chamadas de amastigota,
promastigota, epimastigota, esferomastigota e tripomastigota. ** O T. cruzi pode infectar
guaisquer células, mas afeta preferencialmente as do tecido conjuntivo e as fibras

musculares, particularmente as do coracéo. 19 (Figura 7)
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Doenga de Chagas: ciclo de
vida do Trypanosema cruzi
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Figura 7 Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi

Os estudos mostram que a invasado e replicacdo T. cruzi em cardiomiécitos causa
danos celulares, um estresse oxidativo e alterac6es morfoldgicas nas mitocdndrias destas
células (observa-se um aumento no volume das mitocdndrias bem como a diminuicdo em

seu nlimero no interior de cardiomiécitos infectados). 2*
Ha trés lesbes basicas induzidas pelo T. cruzi nos tecidos dos vertebrados: resposta

inflamatéria; lesdes celulares; alteracao da matriz extracelular.
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2.5 A Resposta Inflamatoria

A resposta basica do hospedeiro ao T. cruzi € de natureza inflamatéria. Ao
penetrarem no organismo, os tripomastigotas vao para o interior das células (principalmente
macréfagos) e iniciam a multiplicagdo apds assumir a forma amastigota. Em 6rg&os ricos em
macrofagos, tais como o figado e o baco, a presenca de parasitas pode estimular a forte
acumulacdo difusa e focal destas células, com necrose, metamorfose gordurosa nos
hepatdcitos e producao de ascite. %

A resposta inflamatéria ocorre quando a célula parasitada rompe e libera no intersticio
as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas do parasita (estejam elas integras ou
degeneradas) e os restos da célula hospedeira. Por esta razéo, inicialmente a inflamacéo é
focal e associada topograficamente com o parasitismo (forma-se tantos focos quanto maior
for o nUmero de células parasitadas que se rompe). 7 A forma tripomastigota do T. cruzi é
capaz de produzir vesiculas enriquecidas em glicoproteinas. Camundongos inoculados com
estas vesiculas desenvolvem uma severa patologia cardiaca e uma intensa resposta
inflamatoria. 22

Embora o parasitismo contribua de maneira importante para a resposta inflamatéria,
acredita-se que devam existir outros fatores que participam desta resposta uma vez que,
com a evolucédo da infec¢cdo o numero de parasitas se reduz acentuadamente, o que reforca

a hipétese de que mais fatores induzem a resposta inflamatoria, (talvez auto-imunidade). ®

2.6 LesOes Celulares

As lesBes em células parasitadas ocorrem por varios mecanismos. A citélise causada
pelo T. cruzi ocorre por acao direta do parasita através da acdo de enzimas como hidrolases
acidas, da inibicdo da fosforilacdo oxidativa, etc. Em células n&o-parasitadas,
aparentemente, a resposta imunoldgica, tanto inflamatoria quanto citotoxica, contribue para

os danos observados. 7
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2.7 Alteracdes na Matriz Extracelular

A alteracdo mais importante é a fibrose, que se caracteriza pela deposicéo
progressiva de fibrolectina, laminina e coladgeno no intersticio, com consequente expansao e
distensdo da matriz extracelular. A fibrose é considerada a principal causa da perda de
atividade contratil do miocardio.

Além da fibrose, outras alteracdes na matriz extracelular sdo observadas. H4 uma
variedade de enzimas que o T. cruzi produz as quais sdo capazes de degradar proteinas na
matriz extracelular bem como a secrecdo anormal de matriz extracelular, observadas em

células endoteliais infectadas com este protozoario.

2.8 A Doenca de Chagas Adquirida

A fase aguda da Doenca de Chagas consiste na infec¢cado generalizada do hospedeiro
pelo T. Cruzi. As células parasitadas incluem macréfagos, células gliais, células adiposas,
células endoteliais, fiboras musculares lisa, esquelética e cardiaca, friboblastos, células de
Schwann e neurdnios. Entre a fase aguda e a fase crénica hd um longo periodo (cerca de 10
anos) no qual ndo se observa nenhuma manifestacdo da patologia (chamada as vezes de
forma latente). ApGs este periodo, inicia-se a fase crénica, considerada, pela sua gravidade e
frequéncia, a mais grave, caracterizando-se por insuficiéncia cardiaca, transtornos do ritmo e

conducéo, fenémenos tromboembdlicos e morte stbita. ®

Os 6rgaos predominantemente
afetados séo o coracédo e o tubo digestivo (esdfago e intestino grosso); como na fase aguda,
ha acometimento do sistema nervoso central, da musculatura esquelética, das supra-renais e
de outras visceras. ’

A fase inicial da infeccdo pelo T. cruzi é, geralmente, imperceptivel. Os casos
sintométicos da infec¢@o aguda séo raros. A fase aguda € normalmente assintomatica (cerca
de 95% dos casos). A mortalidade na fase aguda quando sintomatica € estimada em
1:2500 e 1:5000. Estima-se que dois tercos dos 18 milhdes de portadores do T. cruzi ndo
tém manifestacéo clinica da doenca detectavel. A doenca acomete o coracdo em 94,5% dos
casos classificados como portadores da forma crbnica cardiaca da doenca. A insuficiéncia

cardiaca causa o 6bito em 58% dos casos e as arritmias associam-se com morte repentina
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em 37,5% destes casos. ** Existe uma discusséo sobre a possibilidade de que uma resposta
auto-imune seja em parte responsavel pelos efeitos observados na patologia, especialmente
no que se refere a danos ao coracdo, mas atualmente ainda se aceita que o T. cruzi € o
agente etioldgico da doenca de Chagas.

A infeccdo pode provocar a morte do paciente se o curso da doenga néo for detido a
tempo. O diagnostico é feito com a descoberta do parasita no sangue. As reacles
soroldgicas sdo uteis na fase aguda da doenca. O diagndstico na fase crénica baseia-se na
anamnese, nos exames fisicos, radioldgicos, eletrocardiografico e, principalmente, na reacao

de Machado Guerreiro -- analise laboratorial do sangue para excluir doadores contaminados.

2.9 A Quimioterapia da Doenca de Chagas

O tratamento da doenca de Chagas € considerado atualmente insatisfatorio. Ndo ha
erradicagao do agente etiolégico do organismo (“cura”) e os medicamentos comercialmente
disponiveis sdo destinados apenas para a fase aguda. ** O dois medicamentos mais
utilizados, o nifurtimox [4-(5-nitrofurilidenoamino-) tetrahidro-4-4-1, 4-tiazina-1-1-diéxido] e o
benzonidazol [N-(benzil-2-nitro-imidazolacetamida)] (Figura 8) ja tiveram efeitos colaterais
descritos, tais como: mutagenicidade, teratogenicidade, carcinogenicidade e efeitos
esterilizantes significativos.?* Além disso, mais de 80% dos pacientes tratados com estes
medicamentos ndo desenvolvem cura parasitologica (definida como resultados negativos
para todos os testes parasitoldgicos e soroldgicos). *° A profilaxia da doenca baseia-se no
combate ao transmissor, com inseticidas de alta toxicidade e efeito prolongado, na
substituicio ou melhoria das habitacdes de higiene precaria e principalmente na
conscientizacdo da populacdo das areas endémicas. A Organizacdo Mundial de Saude
recomenda um tratamento que dura de 30 a 60 dias para a quimioterapia (Tabela 1

Tratamento recomendado para a doenca de Chagas).
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Tabela 1 Tratamento recomendado para a doenca de Chagas

Tratamento
Droga Condicao Dose (mg/kg/d) Duracéao (dias)
Nifurtimox Fase aguda 10-12 30-60
Fase crbnica 8-10 60-90
Benzonidazol Criancas, fase aguda 7,5 60
Adultos, fase aguda 5 30-60
Fase crbnica 5 30

A auséncia de uma formulacdo pediatrica para a medicacao atualmente disponivel é
um dos problemas na quimioterapia da Doenca de Chagas. O desenvolvimento de novos
medicamentos contra a doenca de Chagas € muito importante, tendo em vista o
desenvolvimento de resisténcia pelo parasito. Um grave problema associado ao
desenvolvimento de novos medicamentos é a necessidade de um medicamento para atuar
durante a fase cronica da doengca. Como esta fase € assintomatica, a identificacdo de um
grupo de pacientes infectados para a realiza¢édo da triagem clinica é bastante dificil e reduz o
interesse da industria farmacéutica nesta pesquisa. *° A capacidade do T. cruzi de infectar e
promover um parasitismo de células de mamiferos, diferente dos protozoarios Leishmania
(causador da leishmaniose - “calazar’) e do Trypanosoma brucei (causador da
tripanosomiase africana - “Doenga do sono”), os quais ficam livres na corrente sanguinea,
dificulta o tratamento da Doenca de Chagas, visto que, para tratar a fase crénica as drogas

precisam atingir o T. cruzi dentro da célula hospedeira sem ser danoso para a mesma.?’
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Capitulo 3

Epigenética

O termo epigenética foi cunhado por Waddington em 1942 referindo-se a forma como
0 gendtipo relaciona-se com o fenotipo. Atualmente considera-se epigenética as alteracdes
fenotipicas que ndo possuem alteraces genotipicas correspondentes. A epigenética “marca
se, como e onde a informagdo genética sera lida”. Assim como a informacéo genética, a
informacdo epigenética também € transmitida hereditariamente, isto é, os padrdes
diferenciados de expresséo genética sdo transmitidos de geracao para geracdo, embora esta
informacdo seja menos estavel do que a informacdo genética. Duas modificacbes séo
importantes na determinacdo do padréo diferencial de expressédo dos genes: a metilacdo do
ADN e a acetilacdo da histona. Conquanto a preservacdo do padrao de metilacdo do ADN
pareca ser oriunda do mesmo mecanismo semi-conservativo de replicacdo do ADN, a
heranca do padréao de acetilacdo da histona parece ser um tanto mais sofisticada, baseando-
se talvez no préprio padrdo de metilacdo do ADN. %

Assim como as células de metazoarios, as células do T. cruzi apresentam um padrao
proprio de “codigo epigenético”. Estudos recentes tém revelado que fatores epigenéticos
contribuem para viruléncia de protozodrios parasitas. Uma das maneiras de escape da
resposta imunoldgica desenvolvida por protozoarios € a mudanca periddica na expressao de
moléculas de superficie (proteinas do parasito ou derivadas do parasito sobre a célula
hospedeira). Esta forma de escape do sistema imunolégica € conhecida como variacao
antigénica. Ao longo do ciclo biologico do T. cruzi em suas diferentes formas, a expressao
diferencial € observada, evidenciando a participacdo da epigenética na regulacdo da

viruléncia deste micro-organismo. *°

3.1 A Apoptose Celular

A apoptose ou morte celular programada pode ser definida como “ um processo ativo
dependente de energia iniciado por uma variedade de estimulos, intra ou extracelulares, no

qual a célula viva induz sua prépria morte” *°. A apoptose é regulada por um conjunto de
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enzimas chamadas de caspases. Ha dois mecanismos basicos pelo qual a apoptose ocorre
na célula: a apoptose intrinseca (ou mitocondrial) a qual ocorre em decorréncia da
permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa e a consequente liberagéo de fatores
pré-apoptose com a ativacdo da caspase-9 3'. e a apoptose extrinsica relacionada ao
“receptor de membrana para a apoptose” (do inglés, death receptor pathway) o qual ativa as
enzimas caspase-8 e caspase-9.

E importante entender que a “morte celular” pode ocorrer por via apoptética ou por
necrose. Algumas evidéncias sugerem que ha um mecanismo de morte celular programada
também por necrose mediada pelo pH do meio extra-celular. %

Observou-se recentemente que micro-organismos unicelulares, como protozoarios,
também exibem caracteristicas tipicas de apoptose. Embora pareca contraditério que
organismos unicelulares possuam mecanismos de apoptose, evidéncias experimentais tém
revelado que, de fato, células de micro-organismos unicelulares, principalmente, protozodarios
parasiticos, possuem mecanismos apoptoticos. Esses micro-organismos se organizam em
populacdes e estabelecem comunicacao inter-celular. Curiosamente, as enzimas caspases,
principais responsaveis pelo processo apoptotico em organismos de metazoarios, ndo tém
sido detectadas em protozoarios o que implica que estas enzimas ndo podem estar
envolvidas na apoptose de protozoarios.

As caracteristicas morfolégicas e bioquimicas tipicas de apoptose foram identificadas
em protozoarios parasiticos como o T. cruzi. Estas caracteristicas incluem condensacéo da
cromatina, fragmentacdo do ADN, despolarizacdo do potencial da membrana mitocondrial,
liberacdo de citocromo c, ativagcdo de proteases e desestruturacdo da membrana celular
(“membrane bleebing”). Estudos ja revelaram que micro-organismos unicelulares sao
capazes de secretar sinalizadores quimicos. Supfe-se que, Se micro-organismos S&ao
capazes de perceber seu meio, eles seriam capazes de interagir e formar comunidades
complexas de maneira andloga ao de organismos multicelulares. Embora os T. cruzi ndo
possuam enzimas caspases, ja se identificou neles metacaspases embora estas ndo sejam
analogas funcionais das caspases dos metazoarios. Sua principal fungdo parece ser o
trdfego de vesiculas. Outras proteases baseadas em cisteinas (‘caspases”) estdo

supostamente envolvidas na apoptose do protozoario.>® Niveis consideraveis de apoptose
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séo encontradas na forma amastigota do T. cruzi enquanto a forma tripomastigota apresenta
niveis menores da morte celular programada. **

A morte celular programa (“apoptose”) de protozoarios induzida por quimioterapia
também ja foi descrita. Estudos de microscopia eletrdnica com analogos lisofosfolipideos, por
exemplo, tém demonstrado induzir a morte de células de T. cruzi com caracteristicas tipicas de
morte celular programada tais como desorganizacdo das membranas internas do sistema
mitocondrion-cinetoplasto, desestruturacdo da membrana plasmatica (membrane bleebing),
vacuolizac&o citoplasmaética e desorganizacéo do reservossomo. *°

Outra caracteristica ja observada em células de T. cruzi tratadas com drogas
tripanocidas é a liberagdo de citocromo ¢ no citosol, um evento ligado a apoptose de células

de organismos multicelulares. *°

3.2 O ADN Eucarioto e as Proteinas Histonas.

O ADN nos cromossomos eucaridticos estd fortemente ligado a um grupo de
pequenas proteinas chamadas histonas. As histonas constituem cerca de metade da massa
dos cromossomos eucarioticos, sendo a outra metade o ADN. Esse material cromossémico
nucleoproteico é chamado cromatina. As histonas podem ser agrupadas em cinco tipos
chamados: H1, H2A, H2B, H3 e H4. Elas variam em massa de aproximadamente 11 a 21 kd
(ver Tabela.2). As histonas possuem um elevado conteddo de cadeias laterais de carga

positiva: cerca de 1 em cada 4 aminoacidos € ou lisina ou arginina.
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Tabela 2 Tipos de Histonas

Tipo Proporcao n° de Massa (kd)
Lis/Arg aminoacidos

H1 20,0 215 21,0

H2A 1,25 129 14,5

H2B 2,5 125 13,8

H3 0,72 135 15,3

H4 0,79 102 11,3

Cada tipo de histona pode existir em uma variedade de formas devido a modificacGes

pos-translacionais de algumas cadeias laterais. Estas modificacbes podem ser acetilacao,

metilacdo, ADP-ribosilacao e fosforilacdo. A cadeia nestas proteinas, portanto, € modulada e

a sua estrutura é afetada por estas modificagdes. *°

A unidade basica da cromatina, o nucleossomo, é formado por dois tetrameros de
histona H3-H4 e dois dimeros de H2A H2B envoltos por 146 pares de bases de ADN
(Figura.9).*” Esta estrutura organizacional esta presente também no T. cruzi. Entretanto, o T.

cruzi possui quatro nucleos alguns dos quais sdo o0os mais divergentes nas sequéncias

primarias entre eucariotos e poderia indicar adaptacéo evolutiva. %
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Figura 9 Estrutura do nucleossomo

A acetilacdo reversivel da histona cumpre uma funcdo importante na regulacdo da
expressao geneética. A acetilacdo e deacetilacdo da histona séo realizadas por enzimas que
modificam covalentemente esta enzima introduzindo ou removendo grupos acetil. Duas
familias de enzimas deacetilase tém sido identificadas: as histonas deacetilases e a Sir (-
Silent information regulator). As duas familias s&o evolutivamente conservadas (dos
procariotos aos humanos) e ambas possuem varias fungBes celulares nao-redundantes,

muitas das quais envolvidas na regulac&o transcricional. *°

3.3 A Enzima Histona Deacetilase

A histona acetil-transferase e histona deacetilase sdo enzimas que fazem o
controle antagénico da acetilagdo das cadeias laterais dos aminoacidos lisina das proteinas
histona do ADN. Essas enzimas s&o subdividas em dois grupos de acordo com suas
caracteristicas filogenéticas e estruturais bem como pela especificidade de seu mecanismo
catalitico. “° A deacetilacdo da histona causa a suspensao da expressao de proteinas devido
a condensacédo da cromatina. Isso se deve ao fato de que a carga positiva da lisina, quando
eliminada pelo processo de acetilagdo da cadeia lateral da lisina, relaxa a estrutura da
cromatina levando a uma acessibilidade de fatores ao ADN. ¥

As histonas deacetilases sao dividas em quatro classes. As classes |, Il e IV

utilizam o mecanismo catalitico dependente de zinco. As enzimas histona deacetilase da

35



classe Il seguem um mecanismo distinto que independe da catélise por zinco. * A HDAC1
(Histona Deacetilase classe |) foi a primeira a ser identificada e caracterizada. A analise
sequencial da HDAC1 revelou que se tratava de uma proteina humana homéloga da proteina
de levedura Rpd3 (reduced potassium dependency) um conhecido regulador transcricional.
39

O mecanismo de acetilacdo promovida pela histona acetil-transferase envolve a
transferéncia de um grupo acetil a partir da acetil coenzima-A para a cadeia lateral da lisina
(Figura 10). “* O mecanismo de desacetilacdo envolve a hidrélise da lisina acetilada com a

catalise promovida pela coordenagédo com o zinco da carbonila acetilada (Figura 11)
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Figura 10 Mecanismo de acetilagdo da Histona pela histona acetil transferase
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Figura 11 Desacetilacdo da cadeia lateral da lisina na proteina histona promovida pela
enzima Histona Deacetilase

As histonas deacetilase sdo enzimas que removem 0s grupos acetil introduzidos

covalentemente pelas enzimas histonas acetil-transferases. A histona deacetilase € uma

metalo capaz de promover a hidrélise dos grupos acetil-lisina (figura 11). As enzimas histona

acetil-transferase e Histona Deacetilase controlam assim o nivel de acetilacdo das histonas .
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3.4 Histonas e o Trypanosoma cruzi.

O genoma dos tripanossomas possui aproximadamente o tamanho de 58 Mb
(variando entre as linhagens) distribuido em 28 cromossomos o0s quais codificam
aproximadamente 12.000 proteinas. O genoma é considerado principalmente diploide,
embora grandes variacbes de tamanho sejam observadas entre 0S Cromossomos
homdlogos.

Os nucleossomos do T. cruzi possui quatro histonas. As proteinas histonas nos
T. cruzi mostram, assim como as histonas dos eucariotos, um padrao de acetilacdo em
regides que expressam proteinas e metilacdo em regides silenciadas do ADN, muito embora
este padrdo de acetilacdo tenha diferengcas marcantes daquele observado em células
eucariotas de mamiferos. ** Modificacdes pds-translacionais das histonas também tém sido
relatadas em Trypanosomas brucei o agente etioloégico da doenca do sono, com alta
incidéncia no continente africano. ** Curiosamente, enquanto as histonas s&o proteinas
altamente conservadas em eucariotos superiores, 0os Trypanosoma cruzi e Trypanosoma
brucei apresentam sequéncias bastante divergentes destas proteinas. ** Os tripanossomas
também possuem uma atipica H1 sem o dominio globular. Outras diferencas entre as
histonas dos tripanossomas e as de mamiferos incluem a auséncia da histona conservada
H3 muito embora possuam uma variante chamada H3V. Nos tripanossomas, também esta
ausente a histona H2A.X que em células de mamiferos esta envolvida na replicacdo, meiose,
recombinacao, reparo e apoptose, havendo, entretanto, uma histona homéloga, a H2A.Z. *

O nivel de condensacédo da cromatina varia bastante ao longo do ciclo de vida do
Trypanosoma cruzi. No estagio de vida do T. cruzi no inseto-vetor Triatomideo, ha um
aumento na condensacdo da cromatina. Ja se observou que o nivel de condensacdo da
cromatina é maior na forma nao-replicativa tripomastigota do que na forma replicativa

amastigota e na forma epimastigota (no inseto vetor). 44; 33

3.5 Inibidores de Histona Deacetilase

Os Inibidores de histona deacetilase sdo moléculas pequenas capazes de promover

uma hiperacetilagdo da histona impedindo o silenciamento de genes ativos. ¥
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Quimicamente, os inibidores de histona deacetilase podem ser divididos em quatro grupos:
acidos graxos de cadeia curta; acidos hidroxamicos, peptideos ciclicos e benzamidas. ** O
mecanismo de inibicdo destes compostos, com excec¢do dos acidos carboxilicos, envolve a
quelacdo do zinco no sitio ativo da enzima histona deacetilase. *> O mecanismo de atividade
do acido butirico, entretanto, parece ser distinto uma vez que ha evidéncias de que a inibicao
da enzima histona deacetilase, promovida por este acido carboxilico, € ndo-competitiva
(alostérica). *°

Outras metaloproteinas de zinco participam de processos importantes nos organismos
de mamiferos e servem como similares para comparacdo do mecanismo de catalise e
inibicdo enzimética da histona deacetilase. As metaloproteinas da matriz (endopeptidases de
zinco capazes de degradar e remodelar elementos da matriz extracelular) sdo exemplos
destas enzimas. Assim como as histonas deacetilases, estas enzimas sdo inibidas por
acidos hidroxamicos por via competitiva em um sitio ativo hidrofébico. 4’

Os inibidores de histona deacetilase tém demonstrado varias atividades tais como:
inducdo de apoptose celular pela inducdo da expressao de genes apoptoticos como o0 gene
p53, inducdo de morte celular pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (“radicais
livres”), inducao de diferenciagao celular, inibicdo e danos a progressdo da mitose celular,
etc. *® A atividade anti-neoplasica destes compostos sdo muito estudadas devido & sua
capacidade de induzir seletivamente a apoptose de células tumorais, tendo um efeito
relativamente pequeno sobre células saudaveis. Uma série de outros processos também
toma parte na atividade desta classe de compostos (desde a modulacdo da expressdo de
genes oncossupressores, como 0 p53, até a inibicdo da angiogénese em tecidos
neoplasicos). O mecanismo de inducdo de apoptose € bastante complexo envolvendo a

31

atividade das enzimas caspase e Akt (proteina quinase B). Alguns estudos sugerem

também que o envolvimento da atividade de proteinas fosfatases no controle da apoptose. **
52.

A descoberta da atividade inibitoria de acidos carboxilicos de cadeia curta, como acido
valpréico e acido butirico sobre a enzima Histona Deacetilase motivou uma ampla
investigacdo dessa classe de compostos.>** Teste com pré-drogas ja estdo sendo

realizados com o butirato. > De fato, o Pivanex ( pivaloiloximetilbutirato) € um medicamento
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% que tem mostrado uma eficiéncia aceitavel para

ja testado contra cancer de pulméao
aplicacbes médicas.

A investigacdo de atividade farmacoldgica dos inibidores de histona deacetilase sobre
as neoplasias motivou uma ampla investigacdo de sua atividade em varias patologias.™
Estes inibidores revelaram atividade antimicrobiana, antiviral e antiparasitica (contra
protozoarios). De fato, foi identificada atividade contra Leishmania, P. falciparum,
Toxoplasma gondii entre outros. *’ J& ha alguns derivados Do composto apicidin (Figura 12) ,
um inibidor de histona deacetilase bastante investigado para o tratamento de malaria e

leishmaniose, patenteado pelo laboratério MERCK. *®

o —

\) th \O N\?
D@Nf'w

o

Figura 12 Estrutura da Apicidin

3.6 Mecanismos de Inibicdo Enzimatica

Ha dois mecanismos basicos pelos quais uma enzima pode ser inibida por uma
molécula pequena: por mecanismo competitivo ou alostérico. A inibicdo competitiva
corresponde a inibicdo da atividade enzimatica por um inibidor que mimetiza as propriedades
do substrato natural da enzima reduzindo assim o niumero das enzimas ligadas ao substrato.
Na inibic&o albsterica, por outro lado, o inibidor liga-se a um sitio proximo da cavidade ligante
levando a uma alteracdo morfoldgica do mesmo que inibe a atividade enzimatica. E
importante destacar que no mecanismo alostérico, a inibicdo permite que a enzima ligue-se

simultaneamente ao substrato e ao inibidor. *° Diferentemente da inibicdo alostérica, a
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inibicdo competitiva pode ser anulada por uma concentracdo suficientemente elevada de

substrato.
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Capitulo 4

Acidos Hidroxamicos

A habilidade dos &cidos hidroxamicos de quelar metais deve-se, em grande parte, a
estrutura tautomérica de seu anion, envolvendo as formas ceto e iminol desta espécie
guimica. Este acido tem capacidade de se ligar (“quelacdo”) ndo apenas a metais, mas
compostos ndo metalicos também (tais como o &cido borico). A capacidade de quelacdo de
acidos hidroxamicos é bastante afetada por efeito do solvente devido a solvatacdo a qual
favorece a ionizacdo.?® Acidos hidroxamicos podem se dissociar tendo o nitrogénio ou o
oxigénio &cido. lonizado apresenta-se na forma ceto ou iminol podendo estar na
configuragdo E ou Z (Figura 13). O angulo diedral do grupo hidroxdmico é de
aproximadamente 5,4°. A substituicdo de atomos de hidrogénio na cadeia carbdnica deste

acido altera a conformacéo (E ou Z) e a forma tautomeérica preferencial (ceto ou iminol).

H
/
H Q
\
N—O N—H
\ %
R
R4\< H \\O

Forma Z ceto Forma E ceto

/H
/H O\N
N—O R /
R~/< A
O—H O—H
Forma Z iminol Forma E iminol

Figura 13 Formas tautoméricas do acido hidroxamico
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Segundo calculos semiempiricos (AM1 e PM3) e ab initio (HF/MP2 em nivel 3-21G,
3-21G(d), 6-31G (d,p) e 6-311G(d,p)) a forma Z favorece a reducao da energia destes acidos
na presenca de grupos substituintes metil (provavelmente, devido ao efeito indutivo), ciano e
benzil. ** O isémero E da forma tautomérica ceto apresenta uma forte ligacéo de hidrogénio
intramolecular (cerca de 1,9 A segundo célculos ab initio). De fato, em alguns acidos
hidroxdmicos esta ligacdo de hidrogénio é forte o suficiente para torna o isomero Z mais
estavel do que o E, ao contrario da ligacdo peptidica onde a forma E é favorecida °'. Estudos
sugerem que a forma ceto € favorecida em solventes polares enquanto a forma iminol &
favorecida em solventes apolares. O método MP2 e o DFT demonstram diferencas quanto a
estabilidade dos tautdmeros do &cido hidroxamico embora ambos os métodos indiquem a
estabilidade do isdbmero Z. A pequena diferenca de energia sugere que todas as formas
podem estar presentes em solvente comuns. Substituintes também podem favorecer a
forma iminol. Evidéncias experimentais e tedricas demonstram que a substituicdo de um flGor
pelo grupo metil na molécula do acido fluorhidroxamico torna a forma iminol mais
estabilizada em relacdo & forma ceto. ®* Embora seja teoricamente possivel um &cido
hidroxdmico na forma zwitteridnica, as evidéncias experimentais e tedricas indicam que o
zwitterion deste acido € bastante instavel e converge rapidamente para a forma anibnica.
Entretanto, o substituinte betaina (o0 acido betainohidroxadmico) € uma excec¢édo permitindo a
estabilizacao do ion na forma zwitterionica.

Admite-se que a forma anidnica dos acidos hidroxamicos ocorra pela deprotonacéo do
hidrogénio do grupo OH, ha evidéncias tedricas e experimentais de que o nitrogénio também
possui a mesma capacidade de deprotonacdo havendo variacdo na forma de deprotonacgao
de acordo com o solvente utilizado. Na fase gasosa, a forma deprotonada no nitrogénio é
favorecida (segundo alguns estudos, o “N-anion” possui uma energia livre de Gibbs 40
kJ/mol menor do o anion deprotonado no a&tomo de oxigénio). Esta diferenca de energia €
significativamente reduzida em meio aquoso, embora o isbmero Z da forma deprotonada no
nitrogénio ainda seja favorecido. A primeira camada de hidratacdo sobre o ion hidroxamato
compreende cinco a seis moléculas de agua sendo que ha aproximadamente seis a sete
ligacbes de hidrogénio envolvidas. Estas ligacdes ocorrem preferencialmente no atomo de
oxigénio na espécie com o nitrogénio deprotonado e carga parcial negativa. O cluster, isto é

0 ion hidroxamato juntamente com a sua esfera de hidratagdo, torna a forma ionica
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deprotonada no oxigénio mais favorecida com o aumento no nimero de moléculas de agua.
lons hidroxamatos deprotonados no atomo de oxigénio sdo altamente coordenados por
moléculas de agua em comparacdo com os ions deprotonado no atomo de nitrogénio, o que
explica sua elevada estabilidade no meio aquoso.®®

Embora os acidos hidroxamicos sejam bem descritos como inibidores competitivos,
visto que estes se ligam ao zinco da cavidade ligante formando um complexo ligante, a
inibicdo promovida pelo 4cido butirico ainda ndo é um consenso, embora seja aceito que 0s
acidos carboxilicos de cadeia curta também inibem as enzimas histonas deacetilase de
forma competitiva.

Neste trabalho, pretende-se demonstrar também que h& uma série de alteracdes
introduzidas pelos acidos carboxilicos de cadeia curta que podem ser responsaveis, em
conjunto, pela inibicdo da histona deacetilase. Alguns estudos recentes tém revelado
evidéncias do mecanismo de inibicdo da histona deacetilase. ®* Estes estudos demonstraram
gue a substituicdo de algumas posi¢des na cadeia carbdénica do acido butirico com os grupos
amino (—NH>) e hidroxil (-OH) reduzem a atividade inibitéria deste composto sobre a HDAC
% Substituintes alquil também reduzem a capacidade de inibicdo da histona deacetilase
pelos &cidos carbdnicos de cadeia curta (Figura 14).

OH

O _
Y\f o 0
OH OH

OH OH

OH OH OH

Figura 14 Analogos do acido butirico sem atividade sobre a HDAC ou com atividade reduzida
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Figura 15 Analogos do acido butirico com atividade igual ou superior sobre a HDAC.

Entretanto, a substituicdo de grupos aromaticos na posicdo 4- da cadeia do acido
butirico mantém ou até mesmo favorece esta atividade inibitéria (Figura 15). Estes resultados
evidenciam, portanto, a importancia do volume molecular e da polaridade dos &cidos
carbbnicos de cadeia curta na inibicdo da HDAC. O aumento na atividade inibitoria dos
acidos carboxilicos de cadeia curta contendo anéis aromaticos substituintes também revela
uma contribuicdo importante de interagdes envolvendo a densidade eletronica presente na

nuvem aromatica destes compostos com possivel participacado de interacdes de stacking.
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Capitulo 5

Acidos Bordnicos

Acidos borénicos sdo compostos organicos contendo boro que possuem um grupo
alquil substituinte, ou seja, uma ligagdo Carbono-Boro, e dois grupos hidroxila preenchendo
as valéncias restantes do atomo de boro. Diferente dos acidos carboxilicos, estes compostos
nao sao encontrados na natureza. A primeira sintese de um acido borénico foi descrita por
Frankland em 1860. A maioria dos acidos bordnicos existe como sélidos cristalinos. A
pesquisa sobre a quimica de &cidos borbnicos aumentou significativamente nos uUltimos anos
inclusive com a aprovacdo do primeiro medicamento contendo um acido borénico como

principio ativo, o VELCADE (bortezomib), um agente anti-cancer (Figura 16). ®°

Ph
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Figura 16 Estrutura do Bortezomib

Com seis elétrons de valéncia (ou seja, sendo deficiente em dois elétrons) o atomo de

(g

boro possui um orbital “p” vazio. Este orbital é ortogonal aos trés substituintes que estéo
orientados em uma geometria trigonal planar. Para completar o octeto, acidos boronicos e
seus ésteres podem coordenar moléculas basicas e formar um aduto tetracoordenado. De
fato, estudos de cristalografia usando Raios-X sobre a estrutura do aduto do acido fenil-
borénico com a dietanolamina confirmaram a existéncia de uma 'ponte Nitrogénio-Boro'
formada por uma ligagdo covalente coordenada com o comprimento de 1,67 A (Figura 17).

Esta ligacdo induz um forte momento de dipolo N**—B®. A deficiéncia eletrénica do &tomo
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de boro nos &cidos borbnicos é parcialmente compensada pelos dois atomos de oxigénio

doadores de elétrons. %

o\

/
~NH

\
/
O
Figura 17 “Ponte N-B” no aduto do acido fenil-borénico com a dietanolamina

O carater acido dos acidos borbnicos deriva essencialmente do orbital “p” vazio,
tornando estes compostos capazes de se coordenar a moléculas ricas em densidade
eletrbnica, dando a eles um comportamento de &cidos de Lewis. O aduto tetraédrico
resultante adquire uma configuracdo semelhante a do carbono (Figura 18). Quando ligado
com um ligante anibnico, embora a carga negativa seja posta no desenho da féormula de
Lewis como uma carga sobre o carbono, na verdade, esta carga fica distribuida sobre os trés

heteroatomos. ©°

O,,.OH OH- (|3H
(y OH R71 'OH
OH

Figura 18 O caréter &cido de Lewis dos acidos borbénicos

Os ésteres borbnicos, por analogia com os ésteres de acidos carboxilicos, sado acidos
borénicos nos quais o grupo hidrolixa esta substituido por grupos alcooxi ou ariloxi. Esteres
de &cidos borbnicos sdo menos polares do que os acidos bordnicos e, normalmente,
possuem manipulagéo facil. A maioria dos ésteres borbnicos possui baixo peso molecular e
sdo liquidos & temperatura ambiente. ® Uma caracteristica importante destes ésteres é sua

capacidade de atravessar membranas lipidicas o que os torna excelentes pré-drogas de
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medicamentos borénicos, pois podem produzir uma boa biodisponibilidade intracelular do
acido boronico. %%

Alguns estudos sobre efeito inibitorio de acidos bordnicos sobre enzimas
demonstraram que estes compostos possuem uma atividade elevada. O acido fenil-borénico
é capaz de inibir colinesterase humana em concentracdes t&o baixas quanto 4,0x10° M. ¢
Ha também estudos mostrando a atividade inibitéria de acidos o-amino-bordnicos sobre
enzimas °® e a inibicdo de acetil-colinesterase e quimiotripsina por acido borénicos. ®"° De
fato, este bioisOstero apresenta a capacidade de formar complexos ligando-se
covalentemente a grupos hidroxilas. “*"? Alguns autores sugerem que a inibicdo ocorra por
meio de um aduto covalente com o atomo de boro tetracoordenado na forma anibnica.
08.69.70.73 Os Acidos borénicos tém a propriedade de sofrer uma rapida conversdo de uma
geometria trigonal planar neutra com o atomo de boro hibridizado em sp? para uma
geometria tetraédrica aniénica com o atomo de boro hibridizado em sp®. Uma vez que o
processo de clivagem de amida e ésteres requer a conversdo de um carbono carbonilico
hibridizado em sp? para um carbono tetraédrico com hibridizacdo sp®, pode-se construir
analogos dos substratos enzimaticos para a inibicdo de enzimas tais como
peptidases/proteases, proteasoma, arginase, 6xido nitrico sintetase (NOS), estereases etc. °°

A aplicacéo farmacoldgica dos acidos borénicos vem sendo amplamente investigada,
com vérios exemplos de possiveis aplicacdes para tratamento de infecgdes por fungos,’

75 ® inibidores de

combate a trombose durante procedimento cirdrgico, anticoagulante,
proteases,’’ imunossupressores ", Embora os acidos bordnicos sejam compostos reativos
(podem sofrer desboronacgéo oxidativa no organismo pelo citocromo P450), 2° h4 trabalhos
na literatura recente com a descricdo de preparo de formulacbes de compostos desta classe
para aplicacées farmacoldgicas %2

Uma pesquisa recente revelou a atividade de acidos bordnicos anélogos de acidos
hidroxamicos na inibicdo de histona deacetilase. 3 Os &cidos hidroxamicos, diferentemente
do acido butirico, promovem a inibicdo da histona deacetilase por via competitiva inibindo o
sitio ativo da enzima por quelagdo do ion zinco divalente presente naquele sitio. O &cido
butirico, entretanto, como ja foi destacado anteriormente, parece comportar-se como um
inibidor alostérico. Portanto, a simulacédo da atividade de analogos do acido butirico possui

dois grandes obstaculos: o fato de ndo haver programas de modelagem molecular com
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parametrizacdo adequada para simulacdo de compostos de boro, 0 que exige a combinacao
de estudos de mecéanica-quantica com mecanica classica para uma simulacdo satisfatéria
(estudos QM-MM) e a auséncia de descricdo experimental do sitio alostérico, o que torna
necessario um estudo profundo de modelagem para a indicacdo da provavel cavidade ligante
da molécula.

Embora existam estudos mecanisticos oriundos da combinacdo de simulagéo

computacional com dados experimentais, 3%

a pesquisa dos mecanismos de atuacao
destes compostos dependem de fundamentos tedricos e experimentais mais profundos,
assim, optamos por testar experimentalmente os analogos em estudo antes de iniciar uma

abordagem tedrica mais adequada.
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Capitulo 6
Fundamentos Teoricos da Simulacdo Computacional

6.1 A Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

Atualmente, a simulacdo computacional permite uma avaliagdo mais precisa das
interacdes farmaco-proteina, por meio da mecéanica molecular (“docking”) e do calculo
quantico (‘ab initio’).

No inicio do séc. XX, a introdugéo por Bohr do modelo quantizado do atomo permitiu a
aplicacdo do conceito de estados estacionarios a atomos e moléculas. A descricdo das
propriedades ondulatérias das particulas por de Broglie e o modelo de Bohr levantaram a
possibilidade de estudo de particulas por meio da mecénica ondulatéria. Em 1922,
Schrodinger postulou uma equacdo de autovalores para a qual seria possivel obter-se o
valor de energia e outras informacfes do estado estacionario de atomos e moléculas. A
energia pode ser obtida a partir da equacdo de onda de Schrédinger, a qual, na forma
independente do tempo, ndo-relativistica, com a aproximacdo de Born-Oppenheimer pode

ser escrita como:

HY(r,r,,..ry) =E¥Y(r,r,..1y) Eq. 1

Onde H é o operador que fornece o valor da energia molecular total, chamado
Hamiltoniano, WYea funcdo de onda dos estados eletrdnicos e E representa os valores de

energia permitidos dos respectivos estados, ou seja, 0s estados estacionarios, para o
sistema. O operador Hamiltoniano, H, consiste de uma soma de trés termos: a energia
cinética (Te), a interacdo com o potencial externo (Vexy) € a interacao elétron-elétron (Vee)

(equacéo 2)
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H= —1—2V2 +Vext+z‘r "
<]

Energia Potencial Repulsdo

Eq. 2

cinética Externo elétron-elétron

Na simulagdo de materiais de interesse, 0 potencial externo corresponde a interacdo
dos elétrons com os nudcleos atémicos (Equagéo 3)

Nat

vext_—z|r -

Onde r; € a coordenada do elétron i e a carga do nuacleo em R, € Z,. O menor
autovalor de energia, Eo, é a energia do estado fundamental e a densidade de probabilidade
de encontrar um elétron com um conjunto particular de coordenadas {r;} é | Wol2.

A energia média total para um estado especificado por um W particular € o valor

esperado de H (Equacéo 4)

Ey - \P*H\Pdrz<w‘|—”|‘\1/> Eq. 4

O termo [W] enfatiza que a energia € um funcional da fungdo de onda. A energia é
maior do que aquela do estado fundamental a menos que W corresponda a Wy, que é o

teorema variacional (Equacao 5)

EY >Eo Eq. 5

A funcédo de onda do estado fundamental e a energia podem ser encontrada pela
busca de todas as possiveis fun¢gdes de onda para as que minimizam a energia total.

Em 1928, Hartree propés um modelo para solucionar problemas de sistemas multi-
eletrbnicos. Utiliza-se o operador de Fock em substituicdo ao Hamiltoniano. A teoria de

Hartree-Fock consiste de uma extensao para a estrutura de W — considera-se que esta € o
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produto antissimétrico de funcdes ¢ cada uma das quais depende da coordenada de um

unico elétron (Equacao 6)

1
Vi = W det[¢l¢2¢3---¢N ]

Eqg. 6

Onde det indica o determinante da matriz. A substituicdo desta expanséo para ¥ na

equacao de schrodinger resulta na expressao para energia Hartree-Fock (Equacao 7)

= J'¢i* r (—%ZN:V,Z +Vextj¢i(r)dr
N g (08 (r)g; (r,), (r.),
2

‘I’—I" 1 " Eq. 7

L (04 (1S
—2

i

+

—

I\JII—‘ I\)II—\

O segundo termo corresponde a energia de Coulomb classica escrita em termos de
orbitais e o terceiro termo é a energia de troca. Os orbitais nos estados fundamentais sao
determinados pela aplicacdo do teorema variacional para esta expressdo de energia sob a
restricdo de que os orbitais sejam ortonormais. Isto leva as equacdes Hartree-Fock (ou
SCF)(Equacéao 8)

1 r

V2 4y, () + jp( ) dr' |g (r) + [v.(r,r)g (rdr Bq.8
2 r—r] ! !
Onde o potencial de troca n&o local, 1, é tal que:
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fu.(rr)g (r)dr——Z e ar (:)_(br(() r 4.9

Deste ponto de partida com aproximacdes melhores (métodos correlacionados) os
valores de ¥ e Ep podem ser obtidos rapidamente, mas o custo computacional € muito

7

elevado e é escalonado proibitivamente como numero de elétrons tratados. Além disso,
solucdes exatas requerem uma descricdo muito flexivel da variacdo espacial da funcao de
onda, um conjunto grande de bases é necessario e 0 que também adiciona custo para o0s
célculos praticos.

O operador de Hamiltonian (Equacéo 2) consiste em um Unico elétron e interacdes bi-
eletrdnicas — isto é operadores que envolvem apenas as coordenadas de um ou dois
elétrons. O conhecimento da densidade de probabilidade de duas-particulas — que €, a
probabilidade de achar um elétron em r; e um elétron em r, - € suficiente.

Uma quantidade muito utilizada para analisar a expressao de energia é a matriz de

densidade de segunda ordem, que é definida como:

N(N -1 ., .
Py i) = ()R, o ) I, £q. 10

Os elementos diagonais de P», frequentemente referidos como a matriz densidade de
duas-particulas ou densidade do par, séo;

P(r,n) =P (n,n:n,1,) Eq. 11

A matriz densidade de primeira ordem é definida de uma maneira semelhante e pode

ser escrita em termos de P, como;
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. 2 .
P(n) == [R(K. pin ), Eq. 12

Dada P; e P, a energia total pode determinada exatamente

A 1 Nat y ' 1
E=tr(HP)= —EVf—Zﬁ R(r.n) | dn+ fmpz(rl,rz)drldrz =a. 13
a |'1 a ' 1 2

h-n

Os elementos diagonais matrizes densidade de primeira e segunda ordem
determinam a energia total. Para a solucdo plena da equacdo de Schrodinger € suficiente
determinar P; e P, - e o problema num espaco de coordenadas 3N é reduzido a um
problema num espaco de 6 dimensdes.

A Teoria do Funcional da Densidade mostra que ndo é necessério P, para achar E — a
energia do estado fundamental é determinada completamente pelos elementos diagonais da
matriz densidade de ordem primeira ordem — a densidade de carga.

6.1.1 Os Teoremas de Hohenburg-Kohn

Em 1964 Hohenburg e Kohn provaram dois teoremas. O primeiro teorema pode ser
declarado da seguinte forma:

‘A densidade eletronica determina o potencial externo (dentro de uma constante
aditiva).”

Se esta declaracdo é verdadeira, entdo imediatamente segue que a densidade
eletrdnica excepcionalmente determina o operador de Hamiltonian (Equagdo 2). Como o
Hamiltonian é especificado pelo potencial externo e o numero total de elétrons, N, pode ser
computado a partir da densidade simplesmente pela integracédo sobre todo o espaco.

Hohenburg e Kohn deram uma prova clara deste teorema, que foi generalizada para
incluir sistemas com estados degenerados em uma prova dada por Taxa em 1979. Observa-

se que a densidade eletrénica excepcionalmente determina as posicoes e cargas dos
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nucleos e assim trivialmente determina o Hamiltonian. O primeiro teorema pode ser resumido
dizendo que a energia € um funcional da densidade — E [p].

O segundo teorema estabelece um principio variacional; Para qualquer densidade de
definida positiva, p, tal que [ pi(r) dr =N, entdo E [pt] = Eq.

Os dois teoremas levam ao principio fundamental da Teoria do Funcional da

Densidade
3| Elel-u( o(r)-N) | =0 Eq. 14

A energia do estado fundamental e densidade correspondem ao minimo de algum
funcional E [p] sujeita a restricdo de que a densidade contenha o nimero correto de elétrons.
O multiplicador de Lagrange desta restricdo é o potencial quimico eletrénico y. Ha, portanto,
um “Funcional universal” E [p], isto €, independente do potencial externo e que representa o
sistema de interesse. Este, se conhecida sua forma, pode ser inserido na equacéo acima e

minimizado para obter exatamente a densidade e a energia do estado fundamental.

6.1.2 A Carga ChelpG

As fungbes de onda Hartree-Fock ndo permitem obter os valores de carga atdbmica
diretamente de sua resolucdo. Para se estimar estes valores, utiliza-se meio indiretos, a
partir da mensuracao de outras propriedades fisicas. O método mais simples de se utilizar é
a Andlise de Populagcdo de Mulliken. Entretanto, este método é bastante sensivel & base
utilizada. O método de ChelpG * (Charges from Eletrostatic Potential Grid) é considerado
mais apropriado por ser mais independente da base. Esse método baseia-se nos valores do

potencial eletrostatico, propriedade obtida diretamente do calculo SCF pela equacao:

Z 2
vy =—22__3p [Zufr gy |
(r) R SP, j|r—r'| r Eq. 15
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Onde Za é a carga nuclear sobre o atomo A, centrado em Rp, Puv € o elemento da
matriz densidade determinado a partir do procedimento Hartree-Fock, e ¢, ¢, sdo as
funcbes de bases utilizadas. * No método ChelpG, basicamente, se atribui a cada &tomo
uma carga pontual derivada de uma “grade” construida com base no potencial eletrostatico.
Nos célculos realizados neste trabalho, utilizamos a carga ChelpG e optamos, na maioria dos
resultados, pela base 6-31G*. Esta base, normalmente, produz valores razoaveis de energia
em moléculas organicas e possui um custo computacional mediano *.

Em alguns casos utilizamos outras bases (como STO-3G*) para fazermos uma analise
comparativa. Na avaliacao da cavidade ligante dos inibidores, as cargas foram determinadas
a partir do campo de forca AMBER ®° (Assisted Model Building and Energy Refinement) do
programa PyMol. Este campo de forga foi parametrizado com cargas atdbmicas obtidas
através do método de potencial eletrostatico. %

Para os calculos de ligacdo de hidrogénio e de interacbes de complexos optou-se
pelo método do Funcional da Densidade. Alguns estudos sugerem que abordagem Hartree-
Fock para a Ligacdo de hidrogénio pode gerar estruturas imprecisas. Para melhorar o
desempenho desta abordagem normalmente adota-se métodos que incluem a correlagcédo
eletronica (como o Moller-Plesset MP2). O maior problema associado ao uso desta
abordagem é o custo computacional o que limita o tamanho dos sistemas estudados a
moléculas muito pequenas. O método do Funcional da Densidade (DFT) se mostra mais
adequado. O tempo computacional requerido aumenta com N°® (sendo N o nimero de
funcbes de base) enquanto para outros métodos ab initio aumenta com N°. Além disso, o
DFT é menos sensivel a variacdo nas funges base na previsao de ligacdes de hidrogénio e,
combinado com o método hibrido B3LYP, reproduz com bastante exatiddo os resultados

MP2 e em boa concordancia com resultados experimentais. %

6.2 Dinamica Estocastica

Dindmicas moleculares (DM) classicas resolvem as equacdes de Newton para o
movimento:

(t) = v,(t) Eq. 16
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Eq. 17

m Vi = F, (X 03

Para um sistema de N particulas. O indice iidentifica particulas e componentes
cartesianos (i = 1, 2...,3 N). A coordenada x, y ou z de uma particula é denotada por x;, sua
massa por m e o componente cartesiano da velocidade por v. A forca sisteméatica F; deriva

de um campo de forga conservativo V ({xi})

Fi(t) = —%V {x®} Eq. 18

Esta funcdo potencial V descreve a interacdo entre as particulas o qual depende,
normalmente, das coordenadas de todas as particulas denotadas por {xi(t)}.

Quando um sistema grande é simulado, deseja-se geralmente manter o numero de
graus de liberdade tdo baixo quanto possivel. Quando um certo subconjunto de particulas
(identificadas pelo indice o) pode ser distinguido, dos quais os detalhes de seus movimentos
nao relevantes, essas particulas podem ser omitidas a partir da simulacédo (DM). Entretanto,
as forcas que eles exercem sobre as particulas remanescentes (marcadas pelo indice i)
devem ser representadosde forma téo fiel quanto possivel. Isso significa que a correlacédo de
tais forcas com as posicbes e velocidades da particula i devem ser incorporadas nas
equacbes de movimento da particula i, enquanto contribuicdes ndo correlacionadas podem
ser representadas por forcas randémicas. Isto nos leva ao campo da Dinamica Estocastica
(DE).

Parte da influéncia das particulas o sobre as particulas i podem ser incluidas no
campo de forca V({x}). Se o potencial ou campo de forca V({xi,X,}) € uma média de um

conjunto em equilibrio de particulas o, um potencial de forga principal € obtido.

V.({xH=(V{x.x,}) Eq. 19
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O campo de forca V., para as particulas i agora inclue a interacdo média com
particulas a. As partes correlacionadas a velocidade e randdmicas das forcas exercida pelas
particulas o sobre as particulas i modificam as equagfes de movimento das Ultimas. As
forcas randbmicas estdo relacionadas as forcas de friccdo dependente de velocidade pelo
segundo teorema da flutuagao-dissipacao.

O caso mais simples de DE assume-se nao existir nenhuma correlagédo entre os varios
niveis de graus de liberdade. Sob estas condicbes a forca friccional dependente da
velocidade torna-se proporcional a velocidade instantanea da particula envolvida. Assim, a

segunda equacédo do movimento é transformada na equacéo estocastica:

my, (t) = F ({x () —mpy, () + R (1) £q. 20

O coeficiente de friccdo de uma particula é denotado por y e a forga randémica por R;.
Assume-se que a forca estocastica Rj(t) € uma variavel randémica Gaussiana estacionaria
com zero principal e sem ter correlacdo com as velocidades anteriores o com a forca

sistematica:

(ROR (1)) =2myKT,5,5() Eq. 21

W(R)= [27;<Ri2>]_1/2 exp{—Ri2 / (2<Ri2 >)} Eq. 22

<Ri> =0, Eqg. 23
(v, ()R, (t)) =0,t >0, Eq. 24
Eqg. 25

(F.(0)R,(t))=0,t>0.
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Aqui <...> denota a média sobre um conjunto em equilibrio, k é a constante de
Boltzmann, T, € a temperatura de referéncia e W(R;) € a distribuicdo de probabilidade
(Gaussiana) da forga estocastica. A equacao 20 difere da equacao 17 apenas pela presenca
do termo friccional dependente de velocidade e do termo de forca randdmica. Isto significa
gue o algoritmo de DM desenhando para a integracdo das equacdes 16 e 17 pode ser
generalizado para um algoritmo de DE pela integracdo das equagbOes 16 e 20 se estas
pertencerem aos métodos de integracdo aberta.

O algoritmo leap-frog consiste de duas equacdes:

V(t +At/2)=v(t —At/2)+mF(t )At + O[(At)3] Eq. 26

e

X(t, + At/ 2) = X(t,) + V(t, + At/ 2)At+ O (At)* | Eq. 27

A solucédo da equacéao diferencial de primeira ordem, ndo-homogénea, linear 20 produz

v(t) =v(t,)exp —p(t—t) +m " exp[—y(t-t)] IEXD[—y(tn ~17]
0 Eq. 28

x F(t) +R(t)dt

Onde os indices denotam particulas e os componentes cartesianos foram omitidos. Desde
gue as propriedades estocasticas de R(t) sejam conhecidas (equacdes 21 a 25), a integral
sobre R(t’) pode ser obtida diretamente. A integral sobre F(t’) pode ser obtida pela expanséo

de F(t) em uma série:
F(t)=F()+F'¢)(t-t)+0¢-t)° Eqg. 29

A derivada da forca sistematica com respeito ao tempo em t=t, é denotada F(t,). A
expansdo Eq. 29 é vélida somente no limite dos coeficientes y de friccdo pequenos. A

equacao de Langevin (16) inclui além da forca sistematica, dois termos extras: a forca
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friccional e a for¢ca randémica, a qual influenciard a dependéncia de x(t) no tempo. Em
valores de limites elevados de fricgdo os ultimos termos dominaram a equacédo em 20, caso
no qual a inclusdo da derivada da forga sistémica ndo faria sentido. Desenvolvendo a

integracdo na equacao 28 temos:

v(t) =v(t,)exp —y(t—t,) + my " F(t)[1-exp —p(t-t) ]

s my? TF() pt-t) - L-expl-y(t-t,)]

wmexp —y(t-t,) [exp[-y t-t, JR(t)dt Eq. 30
+O[ (t-t )*]

Integrando a velocidade sobre metade do tempo de uma etapa de t, a ths1=tha+At/2 nods
encontramos

V(t +At/2)=v(t )exp —yAt/2 +(my)"F t 1-exp(—yAt/2)
+my? TF () (A 2) - [1-exp —p(At/2) ]

+m~exp —y(At/2) Lﬂ+m,2exp[—y(tn ~t)] Eq. 31
XR(t )dt +O[ (At)® |

Para o quarto termo, o qual corresponde a uma variavel randémica, usa-se a notagao:

n+At/2
Va(At/2) =m™exp —y(At/2) f exp —y(th—t) R(t)dt' Eq. 32

Se escrevermos a equacdo 31 com - At ao invés de At, multiplicando a equacédo obtida por

exp[-yAt] e subtrai-la da equacéo 31, o termo envolvendo v(t,) € eliminado, encontramos:

Vn(t ..,) = V(t —1/2)exp(—yAt) + m—1F(t )At(yAt) ' 1—exp(—yAt)

Eq. 33
1V, (At 2) — exp(—yAt)V, (~At / 2) + O[ (A)° |
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Onde o termo F(t,) foi omitido, visto que este € um termo de terceira ordem em At.
Quando y—0 , esta formula reduz a Equacdo 27 a qual é a formula da velocidade do

algoritmo leap-frog. A posicéo €é obtida pela integracdo da equacgéo 16 no tempo:

t ., =t +At/2
xa):xawauzy+f/ya)m'

N+

Eq. 34

Se usarmos na equacdo 34 a formula 30 para v(t) com t, substituido por th.i ,
realizarmos as integracbes e reduzirmos a integral dupla sobre R(t) usando integracéo

parcial, encontramos para t=t.1;, + At/2:
X(tn+l/2 + At / 2) = X(tn+l/2) +V(tn+l/2)7/_l 1—eXp(—]/At / 2) + (m7/3)_l F‘(tn+1/2)
X| 7(At/2)=[1-exp —y(At/2) +(mp*) "F (t.,) ||
X[ 112(At1 2)° = yAt] 2 1-exp(-yAt/2) |+(my)™ Eq. 35
n+1/2+At/2
X[ 1-exp <ty + AU/ 2-1) R(E)GE
+0[ (At)* ]

Para o quinto termo da equacédo 35, que € uma variavel randémica, usamos a notacao:

n+1/2+At/2

X2 (AL/ 2) = (mp) ™ [

[1-exp —p(tr+1r2+ At/ 2-t) |R(t)dt’ Eq. 36
Se escrevermos a equacdo 35 com -At ao invés de At e subtrai-la da equacao Eq. 35,

o termo envolvendo X(n+1/2) € eliminado e encontramos:

X(thir) = X(t,) + V(L0 ) AL(yAL) " [eXp(yAt / 2) —exp(—yAt / 2)]

Eq. 37
X2 (A1 2) = Xy (~AL1 2) + O[ [ALF |

Onde os termos envolvendo F(tn+12) € F'(th+12) foram omitidos visto que estes sdo

termos de terceira ordem em At. Quando y—0, esta formula reduz a equagédo 27, que € a
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formula coordenada do algoritmo leap-frog. Quando o algoritmo leap-frog D.E. Equacdes (32;
37) sdo usados, deve-se notar que V,(-4t/2) esta correlacionado com X,.12 (A/2), visto que

estes sao integrais diferentes no intervalo de tempo (tn+1/2, tn)

] n-1/2+At/2 _ _ Y . ,
V, -At/2 =m » (-)exp —y(th-1/2—t") R(t")dt Eq. 38

n-1/2+At/2

X o (at/2)=(mp) [ [1-exp —p(t-1r2+ At/2-t) Rt

n-1/2

Eqg. 39

A dindmica estocastica pode ser utilizada no lugar da Dindmica Molecular ou técnicas
de minimizacdo para buscar o espaco conformacional de uma molécula para conformacoes
de baixa energia. Quando um potencial principal apropriado pode ser derivado, descrevendo
o efeito das moléculas do solvente sobre a molécula do soluto, este ultimo pode ser simulado
por dindmica estocastica. A aplicacdo da dinamica estocastica permite variar a forca de
acoplamento dos atomos (através dos coeficientes de friccdo y) em banho térmico. Disto
resulta a possibilidade de se estudar processos de transferéncia de energia através da

molécula.®®

6.3 O Campo de Forgca OPLS

Campos e forca descrevem interacfes interatbmicas e a mecanica das deformacdes
moleculares. O campo de forca OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulation) foi
desenvolvido para simulacao de liquidos organicos no final da década de 1980. As funcdes
potenciais deste campo de forca tém uma forma simples e foram parametrizadas diretamente
para reproduzir dados termodinamicos e estruturais em fluidos. Consequentemente, estas
funcdes potenciais sdo computacionalmente eficientes e a descricdo de proteinas em
solucao ou cristalinas é superior & de outras alternativas.®

Proteinas possuem subunidades orgéanicas facilmente identificaveis, tais como
amidas, hidrocarbonetos, alcodis, tio-éteres, etc. Desta forma, o campo de forca OPLS foi

parametrizado considerando-se uma boa descri¢cédo de liquidos organicos. Para de interacbes
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nao covalentes inter e intramoleculares, o campo de forca OPLS adota os termos de

Coulomb e Lennard-Jones interagindo entre sitios centrados em um nucleo (Equagéo 40).

em_aem_b

AEab - Z Z qiqjezlrij +A1j /rijlz_cij /rij6 =4- 40
i J

Assim, a energia de interacdo intermolecular entre moléculas a e b é dada pela soma
das interacdes entre os sitios das duas moléculas. A contribuicdo ndo covalente para a
energia intramolecular é avaliada com a mesma expressao para todos os pares de sitios
separados por mais de trés ligagoes.

O principal problema da maioria dos campos de forca usados em simulacdo de
proteinas é a forma funcional da energia potencial. Esta forma tem restricbes importantes
como o uso de cargas centradas em atomos (em oposi¢do a uma descricdo mais precisa de
uma distribuicio de carga molecular) e a falha em tratar polarizacdo eletronica
explicitamente. Embora as interacdes nao covalentes (termos de carga-carga e de Van der
Walls) possam ser obtidos por calculos do estado liquido, parametros como os termos de
estiramento, deformacdo e torsdo sdo obtidos por calculos de quimica quantica. Com o
avanco nos métodos quanticos, os parametros do OPLS foram atualizados no inicio da
década de 2000. E importante destacar que, entre as modificacdes introduzidas, a descri¢éo
das cargas e dipeptideos carregados, tais como acido aspartico, acido glutamico, lisina,
arginina e histidina protonada foram realizadas por meio do célculo em nivel HF/6-31G**. As
Ultimas atualizagBes incorporaram ainda parametros para outros elementos quimicos,
incluindo o boro e o zinco, os quais serdo alvos de estudos neste trabalho.®

Para as metalo-enzimas (tais como a histona deacetilase, objeto de estudo deste
trabalho) a descricdo do complexo metal-ligante é muito problematica devido a transferéncia
de carga variaveldo ion metalico ao seu ligante. Na descricdo das cargas destas espécies
guimicas, o modelo “ndo-ligado” (amplamente utilizado na descrigdo do zinco) torna o sitio
metalico muito sensivel ao campo eletrostatico produzido pelas cargas parciais das espécies
quimicas vizinhas dentro da proteina.®®

Neste trabalho, sera necessaria a avaliacdo da interacdo entre o elemento quimico

boro e o ion de zinco. H4 poucos campos de forca com parametros para estes dois
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elementos. Utilizamos o campo OPLS-2005. Entretanto, h&a limitacdes no uso deste campo
de forca. Por exemplo, a descricdo das densidades de cargas parciais do grupo boronato
neste campo de forca € fixa em certos valores independe do ligante quimico o que causa
uma imprecisdo nos calculos uma vez que esta distribuicdo de cargas pode ser bastante
afetada pelo ligante (Qquando este grupo estad associado a um ligante rico em densidade

eletrbnica como alcenos e anéis aromaticos, por exemplo).

6.4 Validacdo do Método (critérios de convergéncia)

Em simula¢cdes envolvendo dindmicas moleculares € importante definir se as
estruturas estudadas atingiram o estado de equilibrio (a “convergéncia”). E, entretanto, muito
dificil comprovar que este equilibrio foi atingido. O tempo total de simulacdo € um fator de
grande importancia nas dinamicas moleculares sendo que em biomoléculas (proteinas, DNA,
etc.) um tempo pequeno (inferior a 100 nanossegundos) pode ndo produzir a convergéncia
nos célculos. Geometrias de partida distintas podem gerar resultados distintos indicando que
nédo atingiram o estado de equilibrio. E notavel, entretanto, que, em alguns casos, algumas
propriedades (tais como potencial eletrostatico) podem convergir mesmo em resultados
diferentes (que ndo “convergiram”) oriundos de geometrias distintas. ¥’

Os critérios para definir se ha convergéncia em céalculos de dinamica moleculares nao
sdo consensuais e ha uma discussdo ampla sobre a forma mais adequada de se estabelecer
tais critérios. Alguns critérios possiveis sdo o calculo do RMS, a busca conformacional das
geometrias mais favorecidas, a variagdo de energia total com a temperatura. A relacao entre
a variacdo de energia total e o tempo tendem a ser reduzidas com a convergéncia e este é
um dos critérios possiveis para a avaliacdo da convergéncia. Embora seja muito utilizado, o
RMSD (“Root Mean Square Deviation”) pode ndo demonstrar de forma segura que o sistema
atingiu o estado de equilibrio. Estudos recentes demonstraram que o RMSD pode falhar na
avaliacdo da convergéncia.”® Neste trabalho, usamos alguns dos critérios citados como
critério de convergéncia o uso de diferentes geometrias de partida para as mesmas
estruturas e a avaliacao da relacdo energia total/tempo e simulacéo. Os célculos de dinamica
molecular sao precedidos por célculos de minimizacdes de energia, isto é, de busca pela

geometria de menor energia (a otimizacdo de geometria). Demonstramos as convergéncias
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nestes calculos com apresentacédo dos graficos da relacdo entre a energia total e 0 niumero

de iteracdes (ou seja, do numero de ciclos nos célculos).

6.5 Modelo de Solvente

6.5.1 Mecanica Molecular

Nos calculos de mecanica molecular desenvolvidos neste trabalho, o modelo de
solvente adotado foi 0 modelo de solvatacdo continuo GB/SA. Neste modelo, a energia livre
de solvatagéo consiste de um termo cavidade solvente-solvente (Gcay), um termo de Van der
Walls soluto-solvente (Gyaw) € um termo de polarizagéo eletrostatica (Gpo)(Equagédo 11).

G sol — Gcav + GvdW + Gpol Eq' 41

Para hidrocarbonetos saturados em agua, Gsq esta linearmente relacionado a uma

area superficial acessivel ao solvente (SA)
Eqg. 42
soI +G Z Gk SAk q

Onde S.A.k € a area superficial total acessivel ao solvente de atomo do tipo k e oy é
um parametro empirico de solvatacdo atdmica. Usa-se 7,0 cal/(mol. A?) como valor de oy
para todos os tipos de atomos para reproduzir a energia de hidratacdo de um hidrocarboneto
simples.

Para Gy, a energia livre eletrostatica total (Ges Kcal/mol) de um sistema de particulas
amplamente separadas (separacdo r (A), cargas q (elétrons), raio a (A)) em um meio de
constante dielétrica € € dado pela soma da Lei de Coulomb em um dielétrico (termo 1 da

Equacéo 13) com a equacao de Born (termo 2 da Equacéo 13)
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G, =332% Z 4, 166(1——]Zq'

j=1 j=i+l .J

Eq. 43

O termo 1 pode ser expandido algebricamente (Equacédo 14) para dar a lei de
Coulomb no vacuo e um novo segundo termo o qual é calculado pelo efeito de um meio

dielétrico sobre as interacdes de particulas carregadas.

=330 399 55% 5 99 166(1——)2 I Eq. 44

j=1 j=i+l r.Jg j=1 j=i+l rie

n-1 n
Ges = —166 (1—1j a9,
£/ T Eq.45

As formas similares dos termos 2 e 3 na Equacédo 14 permite combina-los em uma
expresséo Unica (Equagéo 15) onde se define a fungéo feg como uma fungéo de rje «;. Esta
funcdo ndo esta definida de uma Unica forma, mas uma forma simples e efetiva de defini-la €
fes = (r” + o°e®)%° onde o; = (i) e D = r;?/(2¢5)?. Usado na equacéo 15, esta expressdo

produz a equacéo de Born para cargas sobrepostas quando r;j = 0.

6.5.2 Célculo ab initio

A modelagem computacional de solventes baseia-se em duas metodologias basicas: a
descricdo do solvente com as moléculas deste representadas de forma explicita (como
entidades a serem calculadas em conjunto com o soluto) e a descricdo como um modelo de
solvatagdo continua. Este ultimo tem sido amplamente utilizado tanto em calculos de
mecanica molecular como em célculos ab initio. Esta forma de modelagem apresenta uma
vantagem de ndo necessitar da configuragdo média das moléculas de solvente visto que se
considera como ponto de partida as propriedades macroscopicas que caracterizam o

solvente. Além disto, este modelo permite estimar com razoavel exatiddo as forcas
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eletrostaticas de longa distancia e podem incluir efeitos de polarizagdo que sao
frequentemente negligenciados em modelos com moléculas de solventes explicita.

Um dos modelos mais utilizados € o modelo do continuo polarizavel (Polarizable
Continuum Model - PCM). O modelo PCM utiliza a densidade de carga superficial aparente
para descrever a polarizacdo de um dielétrico continuo. Esta densidade é posta sobre a
superficie da interface solvente-soluto. Uma equacédo integral é formulada a partir das
propriedades eletrostaticas da densidade de carga do soluto na superficie. Quando o
método usado para descrever a densidade de carga do soluto na superficie permite a
polarizacdo deste, o método PCM é capaz de estimar a polarizacdo mutua solvente-
soluto. '

Este trabalho aborda quatro tépicos gerais sobre a atividade tripanocida de alguns
compostos. Para tornar a apresentacdo das metodologias e resultados mais didatica,
optamos por dividi-la em quatro partes distintas respeitando as especificidades de cada um
dos temas estudados.'®™ Na primeira parte, vamos trabalhar na avaliacdo da atividade
tripanocida dos &cidos borénicos de cadeia curta. Para isso, foram realizados testes in vitro
bem como simulacbes computacionais para identificacdo dos provaveis mecanismos. Os
resultados sédo apresentados e discutidos quanto a sua relevancia em relacdo aos
mecanismos metabdlitos do T. cruzi. Na segunda parte, serdo apresentados os resultados
de simulacdo do mecanismo de acao inibitéria dos acidos carboxilicos de cadeia curta sobre
a HDAC. Os resultados sdo apresentados juntamente com a hipotese da existéncia da
participacdo de um sitio vicinal no mecanismo de atividade destes compostos. Na terceira
parte, sdo apresentados os resultados dos ensaios in vitro dos medicamentos hibridos e das
combinacdes de medicamentos sobre células de T. cruzi nas formas epimastigota e
amastigota intracelular. Na quarta parte sdo apresentados os estudos in silico de acidos
hidroxdmicos de cadeia curta e a sintese dos mesmos. Na Ultima parte, os estudos sobre a
nevirapina sdo demonstrados. Este medicamento antirretroviral foi avaliado quanto a sua
atividade tripanocida e quanto aos possiveis analogos capazes de possui atividade contra as
formas resistentes do HIV-1. O estudo de atividade tripanocida foi experimental enquanto as

avaliacOes dos anélogos foram realizadas por simulacéo.
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Capitulo 7

Avaliacdo da atividade tripanocida dos acidos bordnicos de cadeia curta

7.1 Metodologia de Avaliacao da Atividade Tripanocida (ensaios in vitro)

O &cido butirico foi utilizado como composto de referéncia para os estudos (tanto
tedricos quanto experimentais) por possuir uma atividade inibitéria sobre a HDAC bem
descrita. Foram avaliados quatro ésteres de acidos borbnicos de cadeia curta (Figura 19)
analogos do &cido butirico. Todos os compostos testados foram obtidos da Aldrich, nivel de
pureza P.A. A escolha dos ésteres borbnicos deve-se a sua estabilidade (s&o liquidos a
temperatura ambiente, podem ser estocados sob refrigeracdo por periodos prolongados) e

sua boa lipossolubilidade o que garante uma boa biodisponibilidade.

(@)
7 KB<

B
Ester pinacol do acido butilborénico Ester catecol do acido propilbordnico
o)

A\/\B/ .
\
o ]

NP0
Ester pinacol do &cido Ester pinacol do &cido alilbordnico

trans-(2)-ciclopropilvinilbordnico

Figura 19 Esteres borénicos testados quanto a sua atividade tripanocida
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7.1.2 Ensaio MTT

Para o ensaio da atividade tripanocida de cada um dos ésteres borbnicos
investigados, as células foram incubadas em meios cujas concentracfes de éster borénico
variam de 0,5 pM a 20 pM. Cada éster borénico foi dissolvido em Dimetil-Sulfoxido e a

concentracao final de DMSO ficou abaixo de 1%.

A viabilidade celular foi entdo avaliada pela adicdo do corante MTT (500 pg/mL).
Quatro horas depois do periodo de incubacdo, o meio contendo MTT foi removido. Os
cristais de formazan foram dissolvidos em 100 pL/pogo de dimetil-sulfoxido (DMSO). A placa
foi lida em um espectrometro Bio-Rad Bench marca Microplate Reader no comprimento de
onda 570 nm. As amostras de todas as concentracdes foram avaliadas em triplicata.

7.1.3 Trypanosoma cruzi
Em todo trabalho experimental foram utilizadas as formas epimastigotas da cepa CL
Brener (ZINGALES et al., 1997; CANO et al., 1995) e tripomastigotas e amastigotas da cepa

Y (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953).

7.1.4 Células L6

As células L6 utilizadas sao do tipo mioblasto e foram originalmente isolados por
YAFFE (1968), de culturas primarias de muasculo de rato (Rattus norvegicus).

7.1.5. Manutencéo das culturas

Trypanosoma cruzi

As células epimastigotas foram mantidas em cultura de 8 mL de meio LIT (Liver

Infusion Tryptose) a uma temperatura de 28°C. A manutencdo da cultura foi feita com
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repigues em intervalos de uma semana, utilizando 20% do ind6culo. As culturas de
tripomastigotas sanguineos de T. cruzi foram mantidas em cultura de células L6, e foram
recolhidos diariamente, centrifugados e congelados em soro fetal bovino contendo 10% de
DMSO a -80°C em nitrogénio liquido.

7.1.6. Células L6

As células foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino e antibi6ticos a 37°C com 5% de CO,. A manutencado foi realizada com repiques
semanais, como descrito a seguir: 0 meio DMEM suplementado utilizado para a multiplicacao
foi retirado e descartado, 2 mL de solucdo de verseno contendo 1 % de tripsina foram
adicionados as garrafas e as células foram mantidas nesta solucéo a temperatura ambiente
por aproximadamente 30 s. ApoOs este periodo, a solucdo de verseno foi retirada e
descartada e as células incubadas a 37°C por 10 min para que descolassem da garrafas. Em
seguida, 2 mL de meio DMEM suplementado foram adicionados em cada cultura para
homogeneizacdo das células e 500 pL de suspensdo de células foram inoculadas em
garrafas de 25 cm? (Corning) contendo 5 mL de meio DMEM suplementado. As células
foram incubadas a 37°C evitando-se que as mesmas entrassem em confluéncia, realizando-
se repiques periodicos. O meio das células L6 foi trocado a cada dois dias para evitar que

houvesse a diferenciacéo destas células.

7.2 Infeccdo com T. cruzi das monocamadas de células L6 para ensaios

de Imunofluorescéncia

7.2.1 Em laminulas

As monocamadas de células L6 foram obtidas em laminulas de aproximadamente 2
cm? por meio do plaqueamento de 4 x 10* células/ cm? em placas de 24 orificios contendo
500 uL de meio DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino. Apdés 48 h de
incubac&o em estufa a 37°C e a 4% de CO, foi obtido aproximadamente 8 x 10 * células/

by

cm?. Nesta densidade, as células foram expostas & suspensdo de parasitos (células
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tripomastigotas sanguineas de T. cruzi cepa Y) na propor¢cdo de aproximadamente 10
parasitos para cada célula hospedeira. As infec¢des foram mantidas na placa por 24 h. Apos
este periodo, o meio de cultura foi retirado de cada orificio e adicionou-se nevirapina nas
diversas concentracbes em 500 pL de meio DMEM. Em um dos orificios da placa, o
tratamento com a nevirapina foi simultdneo a infeccdo, e as células permaneceram
incubadas por 48 h.

Para a montagem das laminas, as laminulas foram lavadas 3 vezes com solucdo de
PBS 1 X, a fim de eliminar os parasitos extracelulares. Em seguida as células foram fixadas
por 20 min com 4% de paraformaldeido em PBS 1X. Apés as laminas secarem, foram
adicionados 5 pL de Prolong Gold (Invitrogen) contendo DAPI. As laminulas foram
depositadas sob a lamina que foram, logo em seguida, incubadas no escuro por um periodo
de 36 h a temperatura ambiente.

As laminas foram entdo analisadas em Microscopia Confocal de Imunofluorescéncia
(Leica Microsystems Model TCS SP5).

7.2.2 Microscopia Eletrénica

Depois de tratadas com solugbes de concentracbes igual a 5 mol/L, as formas
epimastigotas foram lavadas em 0,01 M de solucédo-tampao salina de fosfato e fixadas com
2,5% glutaraldeido em solucdo tampéo 0,1 M cacodilato. As células foram pds-fixadas em
uma solucdo contendo 1% de ferrocianeto em 0,1 M de tampéo cacodilato, lavadas com a
mesma solucéo-tampao, desidratada em diferentes concentracdes de acetona e colocadas
em resina Epon. Sec¢6es delgadas foram coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo
e examinadas com um microscopio de transmissao eletrénica. (Laboratério de Microscopia

Eletronica, Instituto de Biologia, UnB).
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7.5 Resultados dos Ensaios In Vitro

7.5.1 Atividade tripanocida

Os ésteres de pinacol ciclopropilborénico, alilborénico e butilborénico né&o
demonstraram atividade detectavel sobre as células do T. cruzi. O Unico éster a demonstrar
atividade contra Trypanosoma cruzi foi o éster catecol butilbordnico. Este éster demonstrou
citotoxicidade sobre células de T. cruzi na concentragdo de 5 pM. Observou-se, por
microscopia Optica, que a célula do protozario torna-se esférica e morre quando submetido
ao meio enriquecido com o éster o éster catecol do acido propilborénico. Uma vez que o
catecol possui uma citotoxicidade ja descrita na literatura, *°® inclusive contra Trypanosoma

10

cruzi *** avaliamos também sua atividade de forma comparativa com a do éstere catecol

borénico que apresentou atividade.
7.5.2. Microscopia eletronica

Os resultados da microscopia eletrénica sdo apresentados na Figura 20. Os dados de
Microscopia Eletrénica evidenciam alguns aspectos estruturais tipicos de apoptose. Como

pode ser observado na Figura 20, o mitocondrion de T. cruzi na presenca do éster borénico

mostra-se “esvaziado”, caracteristica tipica no processo de apoptose.
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Figura 20 Algumas caracteristicas tipicas de apoptose observadas no T cruzi na presenca do
éster borbnico. Em (1); observa-se o “esvaziamento” do mitrocondrion. Em (2) pode-se
observar o “membrane bleebing” da membrana plasmatica, inclusive no flagelo da célula do
T. cruzi. O nucleo, o vacuolo e os reservossomos sdo apresentados, respectivamente, nas
imagens (4), (5) e (6)

Outras caracteristicas de apoptose importantes, tais como o “membrane bleebing” e o
aumento no numero de vacuolos sdo observados também. Entretanto, ainda ndo é possivel
afirmar que se observou a apoptose do T. cruzi. Uma observagédo importante foi realizada
neste experimento: 0 membrane bleebing (a desestruturagcdo da membrana plasmética) do
flagelo celular (Figura 20). Este resultado, aparentemente ainda néo foi descrito na literatura.
Em conjunto, estes resultados sugerem que o éster catecol propilborénico induz a apoptose

celular do T. cruzi.

7.6 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade ndo demonstrou toxicidade relevante dos ésteres borénicos

sobre as células L6 (células cardiacas de camundongos) nas concentracdes avaliadas (ver
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Figuras 21 e 22). Neste teste, as células L6 foram replicados antes da adicdo dos ésteres
borbnicos. O resultado indica, portanto, que ndo toxocididade aprecidvel sobre a célula
hospedeira pode parte destes compostos.

Em um ensaio adicional (no qual o meio e o medicamento foram ministrados
simultaneamente antes da incubacao das células) um resultado importante foi observado: em
concentragfes acima de cerca de 20 uM, o éster inibe o crescimento celular. Isto poderia
significar que o éster afeta a replicacdo celular visto que neste teste, a célula precisa replicar
na presenca do éster enquanto que no outro ensaio de citotoxicidade a célula ja havia se
replicado. Testes adicionais sdo necessarios, entretanto, para avaliar esta hipétese porque o

éster poderia ter afetado outros parametros (como a adeséo da célula na placa).

Figura 21 Placas com cultura de células Figura 22 Placa com cultura e corante para
cardiacas de camundongos a espectroscopia

Os testes de citoxicidade dos ésteres bor6nicos de cadeia curta sobre o T. cruzi
revelaram que apenas o éster catecol propilborénico apresenta atividade sobre as células do
protozodrio. Por possui o alcool biologicamente ativo (catecol), acrescentamos também um
teste com este alcool para avaliar comparativamente a atividade do mesmo. Este resultado

pode ser observado no grafico abaixo (Figura 23), o qual corresponde a leitura de
absorbéancia de alguns dos ésteres testados comparados a atividade do catecol.
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Figura 23 Absorbancia versus concentracao dos eésteres borbnicos N&o se identificou
atividade significativa dos ésteres bordnicos e exceto no caso do éster catecol propilborénico
0 qual apresentou um desvio na leitura da absorbancia.

No gréfico, € possivel observar uma equivaléncia de atividade tripanocida entre o
éster catecol propilbordnico e o &lcool catecol. E possivel observar que a atividade do catecol
€ comparavel a atividade do éster catecol propilborénico o que sugere que a atividade deste
éstere se deve ao alcool e ndo ao acido borénico. H4 um desvio na leitura: a absorbancia
das amostras ocorre em maior gquantidade no comprimento de onda da amostra referéncia

(“a leitura zero”).

7.7 O desvio no ensaio MTT e o composto bordnico ativo.

O ensaio MTT se baseia, essencialmente, na capacidade de reducdo da molécula do
corante  (3-(4,5dimethylthiazol-2yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide) (“MTT”) por células

vivas (devido a moléculas oriundas do processo respiratorio celular, tais como o NADH e
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FADH as quais sdo capazes de reduzir a molécula do MTT)(Figura 24). O catecol também
tem a capacidade de reduzir o corante MTT inviabilizando a quantificagdo de sua atividade
por este método ocasionando um falso negativo e um desvio na curva de atividade, isto é,

uma absorbancia maior do que a das amostras sem drogas testadas (a leitura do “zero”). *°

N— NADH / FADH . NH
/) N~
N//N+ ||
2:N /\N//N\’?N
T)\ )
r_

Figura 24 Reacéo de reducao do corante MTT

B

Para avaliar a citotoxicidade do éster catecol propilborénico, utilizou-se o ensaio de
exclusao Trypan Blue (o qual independe da capacidade redutora da molécula). Este ensaio
baseia-se na permeabilidade da membrana plasmatica. Em células mortas o corante Trypan
Blue consegue atravessar a membrana e colorir a célula, ao contrario de células vivas as
guais sdo impermeaveis a este composto. A contagem ¢é feita por exclusdo das células
coradas (células morta) sendo, portanto, este teste chamado de ensaio de exclusao Trypan
Blue. Os resultados demonstram a citotoxicidade do composto e sua capacidade em reduzir
o crescimento celular (Figura 25). Possivelmente, a atividade observada sobre o T. cruzi
derivou do catecol associado ao acido bordnico no éster catecol propilborénico. De fato, a
absorbancia do catecol no ensaio MTT e a citotoxicidade avaliada por meio do teste Trypan
blue revelam que o catecol isoladamente tem um comportamento similar ao do éster
borbnico em relagcdo a citotoxicidade. Devido a elevada citotoxicidade do catecol, seria
invidvel aplicar o éster catecol propilborénico como medicamento para combate a infeccdo

por T. cruzi.
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Figura 25 Citotoxicidade e numero de células viaveis na cultura tratada com éster catecol
propilborénico.

Os testes em células L6 infectadas com T. cruzi revelaram, da mesma maneira,
inatividade dos ésteres borénicos sobre o T. cruzi intracelular. Nas imagens da microscopia
abaixo, é possivel perceber que o nivel de infec¢do pelo T. cruzi é semelhante nas amostras
com e sem os compostos (Figura 26) o que demonstra a inatividade destes compostos sobre
as células do T. cruzi. Neste teste, a forma intracelular (amastigota) do T. cruzi comporta-se
de forma similar a forma epimastigota ndo apresentando citotoxicidade significativa aos

compsotos avaliados.
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Células L6 infectadas com T. cruzi

Ester trans-ciclovinilboronico

Ester butilborénico
320 IeY) (160 pM)

Figura 26 Imagens da microscopia de fluorescéncia. Os pontos brilhantes dentro das células
indicam a presenca do parasita.

As imagens de microscopia por imunofluorescéncia também revelam que tanto o
catecol quanto o éster catecol propilborénico comportam-se da mesma forma sugerindo que

a atividade deste éster deriva do alcool (Figura 27).
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Ester catecol propilborénico
(20 uM)

Figura 27 Imagens da microscopia de fluorescéncia. A comparacdao mostra uma atividade

similar entre o catecol e o éster catecol propilbordénico.

As imagens das células infectadas mostram a citotoxicidade com a morfologia celular
alterada e a densidade celular também reduzida. Estes resultados sugerem que a hidrélise
do éster borénico com a consequente oxidacdo do catecol e a liberacdo de produtos toxicos
sejam a causa da atividade observada neste éster borbnico. Aparetemente, portanto, a
presenca do acido bordnico associado a molécula do alcool catecol ndo afeta a atividade

tripanocida deste composto.
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Capitulo 8

Metodologia da Simulacdo Computacional

Nesta secdo, detalhamos a metodologia adotada na simulagao dos sistemas estudados.

8.1 Mecanica Molecular

Preparacéo da Estrutura da Enzima.

- O arquivo adotado para as simulacdes foi 0 1T67 do P.D.B., o qual corresponde a estrutura

de uma histona deacetilase complexada com um inibidor MS-344 (um &cido hidroxamico).

- A estrutura cristalografica foi pré-tratada com a ferramenta Protein Preparation Wizard , do
software MAESTRO 9.1. Esta ferramenta executa algumas modificagbes no arquivo, entre
elas: a substituicdo de ligacbes covalente com o metal por ligacdes de ordem zero, adi¢cao de
atomos de hidrogénios na estrutura e a correcdo de cadeia laterais de aminoacidos com

atomos de carbono ausentes (tendo, portanto, valéncias incompletas).

Escolha da Geometria de Partida

- O passo seguinte foi o posicionamento do inibidor em estudo na cavidade investigada.

Para cada molécula adotou-se um procedimento especifico.

- Na simulacdo dos &cidos hidroxamicos, a geometria de partida adotada foi a mesma
daquela do inibidor MS-344 (presente na estrutura cristalografia do arquivo MS-344). O
grupo funcional hidroxamato foi mantido na mesma geometria encontrada na estrutura e
apenas a cadeia lateral foi alterada. Os hidrogénios da cadeia lateral foram adicionados pro

meio da ferramenta de constru¢cdo de moléculas do MacroModel.
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- Na simulagéo dos acidos carboxilicos de cadeia curta, a geometria de partida também foi
baseada na geometria do inibidor MS-344. Neste caso, o grupo funcional hidroxamato foi
substituido pelo grupo funcional carboxilato com eliminacdo do atomo de oxigénio e a
alteracdo do atomo de nitrogénio em um atomo de oxigénio negativamente carregado (Figura
28)

Figura 28 Determinacéo da geometria de partida dos acidos carboxilicos a partir do acido
hidroxamico.

- Na simulac&o dos acidos bordnicos de cadeia curta, a geometria de partida foi baseada na
posicéo do inibidor MS-344. O grupo funcional hidroxamato foi convertido em boronato com a
conversdo do elemento quimico carbono (presente no hidroxamato) em boro com as
valéncias resultantes sendo preenchidas por trés hidrolixas tendo o grupo a carga total igual
a -1. (Figura 29). A cadeia lateral foi construida a partir da cadeia do inibidor MS-344 com a

adicdo de atomos de hidrogénio por meio da ferramenta de adi¢cdo do software.

H

O .
+. - OH
R/\‘/ -~
- " R;{T\ ?"'DH
Neg OH
Figura 29 Determinacé&o da geometria de partida dos acidos carboxilicos a partir do acido

hidroxamico.

- Na simulagao dos acidos carboxilicos de cadeia curta no sitio vicinal, a geometria de

partida foi determinada manualmente. Adotou-se como referéncia o ion de sdodio presente
naquela cavidade. O &cido foi construido dentro do sitio a uma distancia aproximadamente
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igual aquela na qual grupo funcional hidroxamato se encontrava do zinco no sitio ativo ( =
2,63 A).(Figura 30).

H
O : O
R - Zpdt RW‘ > 1at

Figura 30 Escolha da geometria de partida dos acidos carboxilicos de cadeia curta no sitio
vicinal.

Para validar os resultados obtidos com o posicionamento manual do inibidor na
cavidade vicinal, foram estudas duas geometrias de partida que convergiam para a mesma
geometria otimizada. E importante destacar que esta cavidade apresenta restricdes
espaciais que limitam o posicionamento dos inibidores. Assim, as duas geometrias de partida
diferem uma da outra pela distancia (a qual é maior na segunda geometria de partida em
cerca de 1,0 A).

Procedimento de céalculo.

A otimizacdo de geometria e os valores de energia de interacdo foram calculadas com
as estruturas construidas como o descrito anteriormente. O software utilizado foi o
MacroModel 9.8. O célculo adotado foi a dinAmica estocastica com o Campo de Forca OPLS
2005 na temperatura de 300 K.

- Os valores de “cutoff’ utilizados foram de 8 A (para interagdes de Van der Walls) e
20 A (para interacbes eletrostaticas). (Os valores de cutoff padrdo do programa (7 A para
interacdes de Van der Walls e 12 A para interacBes eletrostaticas) podem gerar resultados
de menor qualidade para sistemas com espécies quimicas carregadas, tais como as

estudadas neste trabalho).
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- As estruturas foram calculadas em solvente aquoso, com o modelo de solvatacéo
continuo GB/SA.

- O tempo de simulacdo foi de 10 nanossegundos, o tempo de equilibrio 1.0
picossegundo e o tempo do passo (step time) de 1,5 picos. Este tempo foi suficiente para
produzir a convergéncia, como demonstrado Para validar os resultados, apresentamos
alguns dos graficos (energia total x tempo; energia cinética x tempo, energia potencial x

tempo e temperatura x tempo) para demonstrar

- Os resultados da dinamica estocéastica foram obtidos na forma de valores médios de
energia, isto é, a energia média das geometrias simuladas. (valores médios da energia

eletrostatica e valores médios da energia cinética).

Os calculos de energia de interag@o foram realizados através da diferenca de energia
entre a as estruturas otimizadas da enzima e do inibidor menos a energia do complexo

enzima-inibidor

Energia_ Interacdo = complexo Enzima/inibidor —[Enzima +inibidor]

Equacédo 46 Férmula usada no calculo das interacdes entra a enzima e os inibidores

Para avaliagdo da convergéncia foram feitos célculos a partir de diferentes geometrias
de partida e avaliadas a relagéo entre a energia total e o tempo de simulagéo.

8.2 Método ab initio

- Preparacédo da estrutura

Nos célculos ab intio, a geometria de partida adotada foi a geometria produzida pelos
célculos de dindmica estocastica classica (Figura 31). Foram mantidos nestes calculos os

aminoacidos ligados ao ion metalico (Zn**), ou seja, os aminoéacidos aspartato e histidina.

83



Histidina

”\f o Jj. Aspartato
Inibidor /‘;“/‘f\f Qj

9
Aspartato

Figura 31 Geometria de partida adotada nas otimizacdes ab initio

- Otimizacao de geometria

A otimizacdo de geometria foi realizada com método DFT 6-31+G* com o software

Gaussian 09. Cargas foram obtidas a pelo método ChelpG. O modelo de solvente utilizado

foi o modelo PCM.
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Capitulo 9

Resultados da Simulagdo Computacional dos Acidos Borénicos

Por ser uma molécula com uma elevada quantidade de aminoacidos carregados ou
com momento de dipolo permanente, a histona deacetilase é bastante hidrofilica e possui
uma quantidade relevante de ligacbes de hidrogénio. Isso faz com que interacfes
eletrostaticas sejam bastante relevantes na estabilizacdo da estrutura protéica e também
favorece interacdo de grupos ionizados e/ou com momento de dipolo permanente capazes
de interagir com os aminoacidos desta enzima.

O procedimento de dindmica “estocastica” é precedido de uma minimizagao de
energia. Na Figura 32, a relacdo entre energia e numero de iteracfes para as simulacdes
com os compostos borilados e carboxilatos é demonstrada. Em todos os casos, observa-se

uma diminuicdo na variacdo da energia total apds certo niumero de iteracdes o0 que sugere

gue uma convergéncia no valor desta energia.
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Figura 32 Graficos da relacdo entre a Energia Total e 0 nUmero de iteracdes para os acidos
carboxilicos de cadeia curta demonstrando a convergéncia das simulagdes.

Os resultados da dinamica também apresentaram boa convergéncia. Na Figura 33,
apresentamos os graficos da relacdo entre as energias total, cinética e potencial com o
tempo de simulacdo. Também apresentamos os graficos da relacdo temperatura x tempo.
Nestes gréaficos, € possivel observar uma reducao na flutuacdo dos valores especialmente

apos cerca de cinco nanossegundos o que indica que este tempo de simulacao é satisfatorio
para produzir uma boa convergéncia.
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Figura 33. Graficos demostrando a relagdo energia cinética, potencial e total em relacédo ao
tempo. Também é apresentado o grafico da temperatura em relacdo ao tempo. Em todos os
casos, os valores convergem apés cinco nanossegundos.
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Para o estudo da interacdo proteina-inibidor, avaliamos a energia de interacao
eletrostatica entre ambas as espécies obtidas a partir da dinAmica molecular estocéstica das
espécies quimicas envolvidas. Os resultados dos valores de energia de interacdo
eletrostatica e de van der Walls sdo apresentados na Tabela 3. Na Figura 34 é possivel
observar a geometria final das otimizacdes. A Figura 34 revela que hd uma geometria
favorecida na interagdo dos grupos boronatos dos &cidos bordnicos com o ion divalente do
zinco. Devido a sua distribuicdo de cargas, esta geometria é preferencial devido a interagcédo
eletrostatica entre a carga negativa do grupo boronato e a carga positiva do ion de zinco. Isto
decorre, evidentemente, da propria parametrizacdo destes elementos no campo de Forca
OPLS-2005. Neste campo de forca, a distribuicdo de cargas parciais sobre o grupo boronato
impde uma mesma densidade de carga parcial sobre os &tomos que o constituem independe
dos grupos ligados ao mesmo. Isto causa certa incorre¢cdo nas geometrias obtidas visto que
alguns dos grupos ligados (tais como o grupo alil) na molécula do acido alilborénico, podem

mudar sensivelmente a carga parcial dos elementos presentes no boronato.
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Figura 34 Geometrias finais obtidas nos céalculos de dindmica estocastica das espécies
quimicas estudadas. A-Butirato; B-Propilboronato; C-Butilboronato; D-Alilboronato; E-
Ciclopropilvinilboronato
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Tabela 3. Resultado das interagfes eletrostaticas e de Van der Walls dos inibidores com a
proteina.

Inibidor Interacéo Interacédo de RMSD
Eletrostética Van der Walls
(kcal/mol) (kcal/mol)
Butirato (composto
referéncia)
0 -4,62 +1,93 0,0352
/\)\‘o_
Ciclopropilvinilboronato
u_?H
\/B\--EH 53,21 12,09 1,2852
0]
Butilboronato
OH
B, - 55,49 +1,36 1,3851
‘oRH
Propilboronato
OH
/\\/E';‘_,EH - 105,34 | -7,73 1,2688
@]
Alilboronato
C;)H
Py B‘{;’EH 108,71 10,89 1,3975

Os resultados revelaram que a interacdo dos acidos bordnicos com as proteinas é
favorecido. E notavel, nos resultados, que a reducdo no tamanho da cadeia carbdnica
destes acidos resulta em um aumento na interacdo. Devido a cavidade no sitio ativo
localizar-se proxima a superficie externa da enzima e ao fato de as cadeias de &cidos
borénicos serem pequenas, as cadeias carbdnicas destes acidos interagem com poucos
aminoacidos, de forma que a interacdo predominante entre as moléculas e a proteina deriva
da forca coulébmbica entre o boronato, o ion zinco e o aminoéacido tirosina (Tyr287). Este
ultimo devido a uma ligacédo de hidrogénio causada pela hidroxila. De fato, a interacdo de
Van der Walls, em alguns dos compostos testados, desfavorece a interagcdo com valores de
energia ligeiramente positivos. Em todos os compostos testados, um dos hidrogénios do
grupo boronato forma uma ligacdo de hidrogénio com a hidroxila da tirosina (Tyr287). O
grupo alceno da molécula do acido alilborénico produz um efeito indutivo que favorece a

interacdo eletrostatica com o zinco quando comparada com a interacdo acido propilborénico.
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Além disso, devido a sua geometria, os atomos do grupo boronato formam duas ligacdes de
hidrogénio com a tirosina proxima. O acido trans-2-ciclopropilborénico mostra uma geometria
de interacdo na cavidade ligante bastante diferente dos demais &cidos bordnicos. O anel
ciclopropil interage com o anel aromatico de dois aminoacidos fenilalanina (Phe 133 e Phe
189) estabelecendo uma distancia média de ambos de aproximadamente 3,5 A (Phe 133) e
3,9 A (Phen 189). De fato, este foi o acido borénico com maior percentual de interacéo de
Van der Walls entre os compostos testados. Entretanto, por causa do favorecimento da
interacdo de Van der Walls, a interacdo eletrostatica € desfavorecida devido ao
deslocamento da geometria de interacdo do grupo boronato com o ion de zinco e a perda da
ligacdo de hidrogénio com a tirosina, sendo que o efeito global € a reducdo da energia de
interacdo. A ligacéo de hidrogénio da tirosina, neste caso, € causada por uma interacado entre
o hidrogénio da hidrolixa da tirosina e o oxigénio do boronato.

Além da energia de interacdo, foram avaliadas também as distancias interatbmicas
como indicativos da natureza das interacdes envolvidas. O grupo boronato dos acidos
borbnicos forma sempre uma geometria na qual os oxigénios deste grupo interagem com o

fon de zinco. As distancias sdo mostradas na Tabela 4 e na Figura 35.
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Figura 35. Representacdo das distancias inter-atbmicas obtidas nas geometrias finais das
simulagodes.

Tabela 4 Valores das distancias entre os atomos
Inibidor d1 (A) d2 (A) d’2 (A) d’2 (A)
Acido propilbordnico
CPH

PN B\[":')EH

1,98 A 2,11 A 2,15 A 217 A

Acido butilborénico
OH

Wé\:.%H 2,83 A 2,22 A 2,06 A 2,29 A
]

Acido alilboronico
OH
L 2,30 A/ 2,36 A 2,09 A 2,03 A 2,06 A
N NOH
of
Ciclopropilvinilboronat

o

OH 3,20 A 2,14 A 1,92 A 3,47 A

|

B.
\v/ \O%H

Os resultados da simulagdo demonstram claramente que ha um favorecimento da
interacdo inibidor-proteina com as moleculas de acidos borbnicos. A geomentria assumida
pelas moléculas demonstra uma interagdo eletrostatica forte entre os atomos de oxigénio
ricos em densidade eletrdnica e o cation de zinco. A ordem de grandeza destas distancias

mostra que estas interacdes sdo comparaveis as ligacdes de hidrogénio. Ha, portanto, uma
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evidente contradicdo entre os resultados experimentais e o resultado das simulacbes
procedidas aqui. Discutimos algumas possiveis causas desta discrepancia entre os valores

tedricos e experimentais.

9.1 A inatividade nos ensaios in vitro dos compostos bordnicos

A provavel causa da inatividade de moléculas pequenas de acidos borbdnicos é a
degradacdo dos &cidos borénicos no micro-organismo. Dois mecanismos principais sédo
aceitos como via de metabolizacdo de &cidos borbnicos: a préton-deboronacdo (que
consiste, essencialmente de uma hidrolise) e a deboronacdo oxidativa, uma oxidacao
promovida por espécies reativas do oxigénio em moléculas boriladas. O mecanismo proposto
para “proton-deboronagao” é apresentado no esquema abaixo. Este mecanismo consiste em
uma hidrélise na qual uma molécula de agua se coordena ao boro e ao atomo de carbono
criando um estado de transicao que resulta nos produtos: acido borico e a cadeia carbdnica
livre (Figura 36). ® Neste estado de transicdo, a entalpia padréo de formagdo do mesmo é
relativamente alta 0 que sugere que este ndo deve ser o mecanismo predominante de
metabolismo exceto em alguns casos no qual o &cido borénico € um forma isomérica de
alguns compostos contendo uma ligagcéo nitrogénio-carbono o que favoreceria a outra forma

isomérica e, portanto, esta via de metabolismo.

H

o fr:)/ n H, H

RYB\()’H L Ez) R H

H — o +
NN H ‘:H,_O\H B(OH);

Figura 36 Mecanismo proposto para a degradacéo de acidos borénicos nos organismos
Vivos.

7

A outra via proposta para o metabolismo de &cidos boronicos € a deboronagao

oxidativa. Esta via metabdlica seria promovida pela enzima P450. A enzima P450,
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responsavel pelo metabolismo da maior parte dos farmacos, promove a oxidacao de ligacdes
quimicas normalmente inertes a oxidacado (como a ligacdo carbono hidrogénio C-H ). As
evidéncias sugerem que esta oxidacdo ocorre através de um ion ferro (V) ligado a um atomo
de oxigénio (espécie quimica chamada de ferril). Esta espécie quimica sofre uma alteracao
(variando entre um céation e um cation radicalar). Assim, 0 mecanismo proposto, sugere que
esta espécie quimica abstrai um hidrogénio do substrato formando uma espécie
ferro(IV)hidrolixado que rapidamente se recombina com o substrato formando o produto
hidroxilado. Os estudos mecanisticos também indicaram um forte efeito isotdpico para o
hidrogénio sugerindo que o tunelamento de hidrogénio esteja envolvido neste processo. %
Uma importante deducdo dos estudos recentes é a dependéncia entre o tamanho da cadeia
carbdnica e a cinética de oxidacdo pela enzima. Em uma proposta alternativa os acidos
borénicos seriam degradados pela enzima P450 através de uma espécie peroxil que ativaria
a ligacdo boro-carbono para promover a degradacdo em uma oxidacdo semelhante ao

mecanismo da reacdo Baeyer-Villiger 1’ (Figuras 37 e 38).

OH B(OH);
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R__OH  H0, R@” gj, ROH
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| o !
OH HO OH

Figura 37 Mecanismo proposto da deboronac¢éo oxidativa

Figura 38 Intermediario proposto na enzima P450
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E importante destacar que no micro-organismo testado, o T. cruzi, h4 uma organela
chamada de peroxissomo que provavelmente deva contribuir de forma determinante para a
degradacdo de compostos. A organela peroxissomo possui formato aproximadamente
esférico (cerca de 0,7 um de diametro) € randomicamente distribuida no citoplasma. Esta
possui membranas com enzimas catalases e oxidades produtoras de H,0,. % E, portanto,
provavel que esta via metabdlica seja a causa da inatividade dos compostos testados visto
gue os mesmos devem ter sofrido deboronacdo oxidativa antes de formar o complexo

enzima-inibidor.
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Capitulo 10

Estudo do mecanismo de inibicdo da histona deacetilase por acidos

graxos de cadeia curta.

10.1 A homologia entre as histonas

A maior parte das estruturas cristalograficas de enzimas histonas deacetilases
disponiveis sdo enzimas humanas. Ndo ha uma estrutura cristalografica de uma HDAC de T.
cruzi. Assim, para demonstrar a viabilidade do estudo proposto, mostramos aqui o nivel de
homologia sequencial (alinhamento de sequencias) e homologia estrutural entre as HDAC.

O alinhamento de sequéncia revela um elevado nivel de homologia entre as enzimas
humanas (ver Tabela 5). As estruturas cristolograficas de enzimas HDAC ndo humanas
disponiveis sdo apenas de micro-organismos bacterianos. Ha, entretanto, uma sequencia
determinada de histona deacetilase do protozoario T. cruzi a qual apresente um nivel de
homologia estrutural igual a 34% com a HDAC humana. Normalmente, um nivel de
homologia sequencial superior a 25% (em uma cadeia com mais de 80 aminoacidos) indica
um nivel significativo de homologia estrutural **°. Portanto, no caso das enzimas HDAC n&o

humanas, o nivel de homologia sequencial (ver Tabela 5) indica um nivel razoavel de

estrutural.
Tabela 5. Homologia Sequencial de Enzimas HDAC.
Alinhamento sequencial (identidade)
Cdédigo P.D.B. Cddigo Uniprot
1764 2V5W 1771 1C3P Q4DLI6
(H. sapiens) | (H.sapiens) | (A.bacterium) | (A.eolicus) | (T. cruzi)
1T67 | 96% 96% 26% 33% 34%
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Os estudos de homologia com enzimas humanas revelam um elevado alinhamento
estrutural (Figuras 39 e 40). As estruturas de enzimas ndo humanas também revelam um

significativo grau de homologia, como esperado devido ao nivel de homologia sequencial.

Figura 39. Comparacédo entre a estrutura da HDAC humana (em azul, cdédigo PDB P.D.B.
1T67), e estrutura da HDAC também humana (em vermelho, codigo P.D.B. 1T64) e em 2)
comparacao entre esta mesma estrutura e a estrutura da HDAC humana (em amarelo,
cbdigo P.D.B. 2V5W). Em ambos os casos, 0 hd um elevado nivel de homologia estrutural.

Figura 40 Comparagéo entre as estruturas da HDAC humana (em azul) e a HDAC bacteriana
da Alcaligenaceae bacterium em 3 (em verde, codigo PDB 1Z71) e com a HDAC da bactéria
extremdfila Aquifex eolicus (em 4, em cinza, cédigo PDB 1C3P). O nivel de homologia
estrutural também é significativo, como pode ser visto na superposi¢cao das estruturas.
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Neste trabalho utilizamos a estrutura da histona deacetilase humana (codigo P.D.B.
1T67) para executar os calculos. Baseados nos resultados de homologia, consideramos que
ha um nivel satisfatorio de homologia entre as enzimas para permitir um estudo por

simulacdo computacional.

10.2 O Sitio Ativo da Histona Deacetilase

O sitio ativo da enzima histona deacetilase sofre variacdes significativas em sua
estrutura considerando as estruturas cristalograficas disponiveis. Este sitio apresenta,
essencialmente, um fon divalente de zinco (Zn?") complexado com aminoacidos,
especialmente aminoacidos com cadeia lateral carregada (aspartato) e com cadeia lateral
nitrogenada (histidina). O fon Zn?* comporta-se como um &cido de Lewis dentro desta
estrutura 0 que é evidenciado pela formacdo de ligacdo quimica entre este atomo e as
‘bases de Lewis” proximas a ele, isto é, observa-se uma transferéncia de densidade
eletrbnica entre os grupos ricos em densidade eletronica (ver Figura 41), tais como o
nitrogénio da cadeia lateral do aminoéacido histidina e o os atomos de oxigénio carboxilicos
de aminoacidos como o acido aspartico e o ion de zinco. Na estrutura 1T67, a qual
corresponde a estrutura cristalografica de uma histona deacetilase humana da classe
HDAC8 complexada com um &cido hidroxadmico, o ion de zinco estd a uma distancia de
aproximadamente 2,00 A dos atomos de nitrogénio da histidina (HIS381) e oxigénio das
carboxilas das cadeias laterais das moléculas de acido aspartico (ASP267 e ASP178). Isso
revela que este atomo encontra-se em uma estrutura similar a de um complexo metélico
guelado a cinco grupos ligantes (considerando-se os dois atomos do inibidor &acido
hidroxadmico). O inibidor acido hidroxamico promove, portanto, a inibicdo da enzima histona
deacetilase com uma configuragéo similar a configuracdo do substrato ligado ao sitio ativo da

enzima, ligando-se ao atomo de zinco do nucleo ativo desta metalo enzima (ver Figura 42).
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Figura 41 Sitio ativo da histona deacetilase (PDB 1T67). A cor vermelha indica densidade de
carga negativa. A cor azul indica a densidade de carga negativa
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Figura 42 Estrutura do sitio ativo. 1) do nucleo da metalo enzima com o substrato (a cadeia
lateral da acetil-lisina) e 2) na estrutura complexada com um &cido hidroxamico.

Um detalhe muito importante sobre esta estrutura é a presenca de um aminoacido
tirosina no sitio ativo da enzima. Este aminoacido forma uma ligacédo de hidrogénio bastante
forte que é fundamental para atividade catalitica da enzima. Na histona deacetilase, a
tirosina forma uma ligagédo de hidrogénio com o oxigénio carbonilico da cadeia lateral do

aminoacido acetil-lisina promovendo a hidrélise desta espécie quimica. Uma alternativa para
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se estudar o mecanismo desta catalise € considerar este nucleo ativo da enzima como um
ion complexo metélico de zinco e sendo cada cadeia lateral correspondente a um ion
complexo de zinco. Na geometria em que se encontra na estrutura complexada com o
inibidor competitivo, o &tomo de zinco esta ligado a proteina através de quatro diferentes
grupos quimicos com uma geometria aproximadamente quadrado planar. Considerando-se a
teoria de ligagdo de valéncia, poderiamos tratar este &tomo de zinco com orbitais hibridos
dsp?. Durante a inibicdo competitiva (ou durante a catalise da hidrolise da acetil-lisina) esta
hibridizacdo sofre alteracdo o que constitui a base da atividade catalitica desta enzima.

Uma caracteristica bastante revelante deste sitio ativo € a presenca de muitos grupos
carregados (carboxilatos principalmente) da cadeia lateral do aminoacido aspartato. De fato,
a cadeia lateral do aspartato é uma das espécies quimicas responsaveis pela coordenacao
do cation divalente do zinco da enzima histona deacetilase. Visando a compreensdo do
mecanismo de inibicdo da histona deacetilase por acidos carboxilicos de cadeia curta,
simulamos a interacdo deste com a enzima. A Figura 43 demonstra a convergéncia dos
calculos de minimizacdo de energia que precedem os calculos de dindmica estocastica nas
simulacdes dos acidos carboxilicos de cadeia curta no sitio ativo. Os graficos sugerem que

ha uma boa convergéncia nas minimizacdes de energia.
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Figura 43 Relacéo entre energia e numero de iteracdes para as minimizacdes de energia das
estruturas conteno os inibidores &cidos carboxilicos de cadeia curta.
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A Tabela 6 e a Figura 44 demonstram os valores de energia de interagcdo dos
inibidores com a enzima e as geometrias finais obtidas nas simulacdes. Os valores de
energia positivos indicam interacdes desfavorecidas enquanto os valores de energia
negativos indicam interacfes favorecidas (provavel atividade inibitoria do composto). Valores
e energia positivos podem indicar que as espécies quimicas sao mais estaveis
termodindmicamente livres do que associadas em um complexo inibor-proteina. O acetato,
portanto, ndo apresenta, segundo esta simulacdo atividade inibitoria sobre a histona
deacetilase. Entretanto, este modelo ndo reproduz a atividade do propanoato o qual,
experimentalmente, € um bom inibidor da HDAC. Os dados experimentais disponiveis na
literatura e as simulagbes realizadas neste trabalho mostram que o butirato tem uma
interagdo favorecida com a enzima histona daecetilase em relacdo aos outros &cidos
carboxilicos de cadeia curta, tais como o acido propandico. A causa aparente disto parece
ser 0 volume de Van der Walls dos inibidores. O &cido butirico mimetiza a cadeia lateral do
aminoacido aspartato o qual esta presente como complexante do ion de zinco e possui
volume adequado para interagir com o nucleo metalico da enzima e com os aminoacidos
mais proximos da cavidade ligante. Uma interacdo bastante relevante, por exemplo, ocorre
com o aminodcido histidina (HIS161) o qual comporta-se como um quelante do metal e cuja
cadeia lateral interage de forma otimizada com o acido butirico. A cadeia com seis carbonos
(o &cido hexandico) é volumosa o suficiente para interagir com moléculas externas a
proteinas (como moléculas de agua) e com aminoacidos de fora da cavidade ativa o que
aparentemente desfavorece a ligacdo proteina-receptor.

As geometrias de finais obtidas indicam uma interac&o eletrostéatica entre o carboxilato
(rico em densidade eletronica) e o iond e zinco com densidade de carga positiva. E
importante destacar, entretanto, que a parametrizacdo afeta bastante esta geometria, visto
gue no carboxilato a densidade eletrdnica encontra-se igualmente distribuida entre os

atomos o que néo é bem descricéo pela parametrizacao.
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Tabela 6. Valores de energia interacdo eletrostatica e
dindmica estocéstica dos compostos.

Interacéo Interacdo de Van der
Composto eletrostatica Walls
(kcal/mol) (kcal/mol)
Acido acético
j\ + 816 - 1,52
L,
Acido propanoico
o +513 -1,18
Acido butirico
o -4,62 +1,93
/\/‘K“O -
Acido pentanoico
o + 57,65 +86,06
Acido hexandico
0 + 38,01 - 25,80
WO—
Acido 4-aminobutirico
. b - 63,53 -12,2
HsM .
0-
Betaina
CfH3 'Ia - 156,11 - 16,24
+ 1
S O

de Van der Walls obtidos pela

103



Figura 44 Geometria otimizada. A- Acetato; B-Propanoato; C-butirato ; D-Pentanoato; E-
Hexanoato
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Por ser uma proteina com muitos aminoacidos carregados ou com momento de dipolo
permanente, supomos que um composto com um elevado momento de dipolo ou com cargas
permanentes favoreceria a interacao inibidor proteina. Avaliamos também as interacdes da
enzima com a molécula da betaina. Betainas sdo produtos naturais com o N totalmente
metilado. Devido a esta metilacdo do nitrogénio, betainas apresentam-se em forma
zwitteribnica. Avaliamos a trimetilglicina, a betainas de estrutura quimica mais simples. A

7z

interacdo, como pode ser visto nos resultados é bastante favorecida. A interagdo
elestrostatica € responsavel por um significativo ganho de estabilidade observado neste
sistema. Ja € bem conhecido que a trimetilglicina possui atividade epigenética. Entretanto,
este efeito era atribuido, até agora, a capacidade deste composto de doar grupos metil para
a homocisteina o que favoreceria a metilagdo das ilhas CpG no ADN. Nossos resultados,
contudo, sugerem que a betaina possa participar ativamente da regulacdo epigenética

através da inibicdo da HDAC.

10.3 Evidéncia da presenca de um sitio alostérico no mecanismo de

inibicdo da HDAC por acido graxos de cadeia curta

Um aspecto relevante do sitio ativo da HDAC € que préximo a este sitio ha uma cavidade
contendo um metal alcalino (sédio ou potassio). Esta cavidade, doravante denominada sitio
vicinal, dista cerca de 7,00 A do sitio ativo e considerando que, adicionalmente, a cadeia de
peptideos que estabiliza o0 metal desta cavidade também é rica em aminoacidos aspartatos,

0 que demonstra algumas semelhancas desta cavidade com a cavidade ligante. (Figura 45).
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Figura 45 representacéo do sitio vicinal da histona deacetilase

A funcédo deste sitio vicinal ainda ndo estad totalmente esclarecida, mas o metal
alcalino parece estabilizar a estrutura do complexo substrato/proteina através da interacao
eletrostatica entre este metal (s6dio ou potdssio) e o oxigénio peptidico das cadeias de
aminoacidos da cavidade ligante, mantendo assim a geometria do sitio ativo. Este fato fica
evidenciado na estrutura cristalina do Histano deacetilase (HDAC8) complexada ao substrato
no arquivo 2V5W do Protein Data Bank. A dindmica estocastica da proteina na auséncia do
ion de metal alcalino revela que ha um ganho de estabilidade originada da presenca deste
fon na estrutura € 297,19 kcal/mol correspondendo assim, a um significativo ganho de
estabilidade. Além disso, a estrutura do sitio ativo sofre uma alteracdo em sua geometria
guando ha a remocado deste ion. A ligacdo de hidrogénio do aminoacido tirosina 286, por
exemplo, é eliminada na auséncio do céation de metal alcalino do sitio vicinal.

Para investigar a participacdo do sitio vicinal no mecanismo de inibicdo da histona
deacetilase pelo acido butirico, simulou-se a interacdo deste acido com a enzima em duas
estruturas distintas: com a interac&o restrita ao sitio ativo e a interacao eletrostatica entre o
acido carboxilico e o cation Zn?* e, no outro caso, este mesmo acido interagindo tanto no
sitio ativo (fon Zn**) como também no sitio vicinal, interagindo com o cétion Na* presente

nesta outra cavidade (Figura 46).
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Sitio Ativo Sitio alostérico

Figura 46 Representacdo da interagdo do &cido butirico no sitio ativo e no sitio vicinal

A Figura 47 apresenta a convergéncia nos calculos dos acidos carboxilicos de cadeia
curta quando simulados simultaneamente no sitio ativo e vicinal. Os gréaficos indicam que ha

uma boa convergéncia na minimiza¢ao de energia nestes casos.
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Figura 47 Relac&o entre energia e numero de iteracdes para as minimizagdes de energia das

estruturas conteno os inibidores acidos carboxilicos de cadeia curta no sitio ativo e vicinal.
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A Tabela 7 e a Figura 48 apresentam os resultados dos valores de energia da
simulacéo e as geometrias finais obtidas nos célculos. O resultado mais interessante € obtido
quando se posiciona o0 &cido butirico simultaneamente no sitio ativo e no sitio vicinal
contendo o metal alcalino: ha um ganho de interacéo tanto eletrostatica quanto de Van der
Walls (que no caso da interacdo exclusiva no sitio ativo chega a ser desfavorecido) o que
sugere que o sitio vicinal pode contribuir de forma importante no mecanismo de inibicdo da
HDAC por &cidos graxos de cadeia curta. Isso significaria que o mecanismo de inibi¢cao
promovido pelo acido butirico € uma combinacéo de inibicdo competitiva com participacdo do
sitio vicinal. A interacdo de acidos carboxilicos com anel aromatico em sua cadeia lateral
favorece a atividade inibitoria sobre histona deacetilase. Os célculos e uma inspecao do sitio
receptor revelam que a interacao é favorecida pela interacdo entre as nuvens eletrénicas do
anel aromatico do inibidor com os aminodacidos fenilalanina, presentes na cavidade ativa da
enzima (os aminoacidos Phe 133 e Phe 189).

O aumento na energia de interacdo eletrostatica devido ao sitio vicinal explica,
portanto, a inibicho da enzima causada por estes compostos. Isso implicaria em um
mecanismo no qual os acidos graxos de cadeia curta entrariam no sitio ativo através do
canal e migrariam em direcdo ao sitio vicinal cuja presenca do K" ou Na' estabilizaria a
espécie quimica carboxilato. O contato entre as duas cavidades possui um volume reduzido
(obtido pelo estudo da superficie de van der Walls) o que limita a passagem de moléculas
com cadeia longa. Isso explicaria porque os acidos graxos apresentarem um sitio alostérico
no mecanismo de inibicdo da histona deacetilase enquanto acidos de cadeia lateral longa
ndo o0 apresentam. Logo, o0 acetato, cuja cadeia lateral € muito pequena, ndo é capaz de
inibir a atividade da histona deacetilase visto que seu pequeno volume permite o mesmo que
seja eliminado através da cavidade vicinal sem que cause mudancas estruturais
significativas na cavidade ativa (e promova a inibicdo desta forma). O acido propandico, por
outro lado, possui uma cadeia lateral maior, mas suficientemente pequena para atravessar o
canal que liga a cavidade ativa com a cavidade vicinal. A cadeia do acido propandico permite
um aumento na interagdo com os aminodcidos de cadeia lateral hidrofébica, presentes na
cavidade vicinal, o que permite a esta espécie quimica interagir com a enzima de forma a
inibi-la em um mecanismo combinado no sitio ativo e vicinal (‘alostérico’). O acido butirico

possui uma cadeia lateral ainda maior, mas ainda pequena o suficiente para atravessar o
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canal que permite a passagem de espécies quimicas entre as duas cavidades. A interacéo
de van der Walls, é ainda mais expressiva com este acido e a atividade inibitéria € mais
efetiva do que a com o acido propandico. O acido a-metil butirico tem um aumento na
interagdo em relacdo ao acido butirico. Neste caso, a cadeia lateral do acido é suficiente
para permitir a passagem para o sitio vicinal. A metila presente no carbono alfa desta
espécie quimica faz com que haja um aumento na interacdo hidrofobica tanto no sitio

alostérico quanto no sitio vicinal aumentando desta forma a atividade inibitéria deste &acido.
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Tabela 7 Valores de energia de interacdo de acido carboxilicos de cadeia curta

Composto Interacéo eletrostatica (kcal/mol)
Sitio Ativo Sitio ativo/vicinal RMSD
(Sitio ativo/vicinal)
Acetato
j\o + 816 + 68,31 1,3450
Propanoato
\/i +513 - 23,87 1,8374
o-
Acido butirico
N‘f\ 4,62 - 28,81 1,1461
Pentanoato
\J_\ + 57,65 + 414,33 1,5268
o-
Hexanoato
/NO\ + 38,01 + 420,51 1,4949
o-
4-aminobutirato
(0] _ -
Hzﬁ\/\)\\_b_ 63,53 391,43 1,3146
o-metil-butirato
/W/OLO - 86,63 - 129,32 1,0883
Isobutirato
W/OLO - 69,5 -18,95 1,5725
2-hidroxi-
propanoato - 128,39 +76,15 1,3243

)
OH
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Figura 48 Geometria otimizada das estruturas com interacdo simultdnea no sitio ativo e
vicinal. A-Acetato; B-Propanoato; C- Butirato; D- Pentanoato; E-Hexanoato

Os acidos acético, 2-hidroxi-propanoico, hexandico e 4-aminobutirico demonstram
valores de energia desfavoraveis a interacdo com a HDAC enquanto os &cidos propandico,
butirico e a-metil-butirico mostram uma interacédo bastante favorecida com a enzima, o que
implica em uma atividade inibitéria significativa sobre esta enzima. Na Tabela 8 sé&o
apresentadas comparacfes entre 0s resultados experimentais (da literatura) e tedricos

obtidos em nossa pesquisa.
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Tabela 8 Comparacdo entre os resultados experimentais, os resultados de dinamica
estocastica considerando a inibicdo competitiva e resultados da dindmica considerando o
sitio ativo e o alostérico. O sinal positivo (+) indica uma atividade inibitoria ou interacao
inibidor-enzima favorecida. O sinal negativo (-) indica atividade inibit6ria ou interacdo inibidor-
enzima desfavorecida.

Composto Atividade Simulacéo da Simulacéo da
inibitoria sobre a inibicéo inibicdo competitiva
HDAC competitiva e alostérico
Acetato
0 _ _ —
)\‘O -
Propanoato
0 + - +
N
Butirato
N'OL + + +
Pentanoato
O - - _
NG
Hexanoato

4-aminobutirato

3

+
HzM
O-

a-metil-butirato

O-

3.

Isobutirato

O-

.
.
,

2-hidroxi-
propanoato
o

0 -

<

OH
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O favorecimento da interacdo no sitio vicinal deriva da interacao eletrostatica entre os
carboxilatos e o ion metalico (Na* ou K*) presentes no sitio vicinal. Acidos graxos de cadeia
curta, tais como o acido propanoico e o acido a-metil-butirico, possuem uma interacdo muito
fraca com o sitio ativo. Desta forma, quando estas espécies quimicas sdo simuladas apenas
no sitio ativo, o resultado da interacdo indicara a auséncia ou pode subestimar a atividade
dos mesmos.

Acido anélogos do é&cido butirico substituidos na posicdo 4 (no ultimo carbono da
cadeia lateral) tém, em geral, atividade inibitéria reduzida sobre a histona deacetilase,
guando comparado ao acido butirico, provavelmente devido ao volume limitado da cavidade
gue liga o sitio ativo com o sitio vicinal, o que impossibilita participacdo do mecanismo
alostérico de um acido graxo de cadeia maior do que a do acido butirico (no caso de acidos
graxos saturados).

Quando estas espécies quimicas sao simuladas no sitio vicinal ha um impedimento
espacial que causa problemas de convergéncia devido ao impedimento espacial imposto na
simulacdo. Um aparente desvio deste comportamento € observado quando um anel
aromatico é substituido no carbono terminal da cadeia dos acidos graxos de cadeia curta.
Acidos graxos como o fenil-butirico, 4-benzoilbutirato e 3-benzoilbutirato apresentam uma
atividade inibitoria elevada sobre a enzima histona deacetilase. Isso se deve a interacdo do
anel benzénico presente na cadeia lateral com o aminoéacido fenilalanina presente no canal
que da acesso a cavidade ligante. A interagdo entre os anéis aromaticos (“interagédo de
stacking”) é responséavel pelo aumento na interacdo. Entretanto, no caso destas moléculas, o
elevado volume ndo permite que estas espécies quimicas sejam capazes de atravessar a
cavidade que liga o sitio ligante a cavidade vicinal, sendo que moléculas maiores do que
estas ttm um mecanismo de inibicdo baseado exclusivamente na inibicdo do sitio ativo
(mecanismo de inibicdo competitiva).

Alguns estudos experimentais tém revelado algumas evidéncias do mecanismo de
inibicdo da histona deacetilase pelos &cidos carboxilicos de cadeia curta °*. Estes estudos
demonstraram em um estudo com a substituicdo de algumas posicdes na cadeia carbonica
do acido butirico que a substituicdo com grupo amino (-NH,) e hidroxila (-OH) reduz a
atividade do inibidor. Substituintes alquil também reduzem a capacidade de inibicdo da

histona deacetilase pelos &acidos carbdnicos de cadeia curta. Entretanto, a substituicdo de
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grupos aromaticos na posicao 4- da cadeia do acido butirico mantém ou até mesmo favorece
esta atividade inibitéria. Estes resultados evidenciam, portanto, a importancia do volume
molecular e da polaridade dos &cidos carbénicos de cadeia curta no mecanismo de inibicdo

da HDAC. Estes estudos concordam com os resultados obtidos neste trabalho.
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Capitulo 11

Os Anti-inflamatérios Nao-Esteroidais (NSAID)

Os anti-inflamatdrios nado-esteroidais estdo entre 0s 0s agentes terapéuticos mais
largamente usados. Eles pertencem a diferentes classes de compostos quimicos. A maioria

destas drogas tem trés tipos de efeitos principais:

- Efeito anti-inflamatério: modificacdo da reacao inflamatoria;
- Efeito analgésico: reducao de certos tipos de dor;

- Efeitos anti-piréticos: reducéo de temperatura corporal.

Em geral, todos estes efeitos estdo relacionados a acao primaria das drogas — inibicao
da ciclo-oxigenase (COX) e, portanto, inibicdo da producao de prostaglandina e tromboxanos
(Figura 49).

Ha dois tipos de ciclo-oxigenase nominalmente COX-1 e COX-2. Estas enzimas
também sao chamadas “prostagladina H, Sintetase (PGHS)1 e 2”. A COX-1 é uma enzima
constitutiva expressa na maioria dos tecidos, incluindo plaquetas e esta envolvida em
sinalizacdo célula-célula e na homeostase de tecidos. A COX-2 é induzida nas células
inflamatérias quando estas estdo ativadas e acredita-se que sejam enzimas que produzem
os mediadores prostandides do processo inflamatério. A maioria dos NSAIDs inibe ambas
as enzimas em diferentes graus.

O principal mecanismo de acdo dos NSAIDs é a inibicdo da enzima araquidonato
ciclo-oxigenase.

A ciclo-oxigenase € uma enzima bi-funcional, tendo duas atividades distintas - a
principal atividade da COX é a producéo de PGG, e uma atividade peroxidase que converte
PGG2 e PGH2. Diferentes NSAIDs podem inibir a enzima por diferentes vias, mas todos

agem no primeiro dos dois sitios. ***
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Acido Araquiddnico

Figura 49 Esquema da Biossintese de Prostaglandinas

O &cido acetil-salicilico, AAS, (“aspirina”), um dos mais amplamente utilizado NSAIDs,
inibi a COX de maneira irreversivel. Este medicamento acetila o aminoacido serina 530 que
esta no vértice do longo canal da enzima e, portanto, exclui o araquidonato do canal. O acido
acetil salicilico é o unico inibidor da COX que causa modificacdo covalente desta enzima, e,
por isso, esta modificacdo € irreversivel. A recuperacdo da atividade enzimatica depende da
sintese de novas enzimas.

O mecanismo de acéo do acido-acetilsalicilico foi determinado experimentalmente por
marcacao isotopica. Quando microssomos de vesiculas seminais de carneiro foram tratadas
com AAS tritiado na metila do grupo acetil, a acetilagdo da enzima foi observada. No mesmo
experimento realizado com AAS tritiada no anel aromatico ndo se observou incorporagao do

tritio, sugerindo que a acetilagdo ndo ocorrera. Assim 0 mecanismo mais aceito para a
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atividade do acido acetil-salicilico é a transesterificacdo do AAS, conforme demonstrado na
Figura 50. 2

:OH
chj/
— |
+ COOH

COOH O

OH
CHjy

A

Figura 50 Mecanismos de acetilacdo da COX pelo acido acetil salicilico

O acetoaminofenol (“paracetamol”) € um NSAID com fraca atividade sobre as enzimas
COX-1 e COX-2. Esta droga tem atividade analgésica e antipirética, mas apenas um fraco
efeito antiinflamatério, possivelmente devido a sua seletividade por uma isoenzima especifica
do sistema nervoso. Com doses terapéuticas normais, o acetoaminofenol € metabolizado por
vias apresentadas na Figura 51. Entretanto, em altas doses, o metabolismo do
acetoaminofenol segue caminhos distintos os quais podem reduzir os niveis de glutationa e

gerar intermediarios toxicos havendo danos celulares.
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Figura 51 Metabolismo do acetoaminofenol

11.1 A Biossintese de Prostaglandinas e o Trypanosoma cruzi

A descoberta de que protozodrios parasiticos como o T. cruzi possuem a maguinaria
enzimatica para a biossintese de protaglandinas (PGs) levou a uma mudanca de paradigma
com respeito ao papel das PGs durante a infeccdo. As infeccbes com o T. cruzi causam
uma rapida imunossupressao durante a fase aguda e uma elevada sintese de PGE,. Devido
a PGE; ser um potente imunomodulador, este composto poderia estar envolvido na

imunossupressdo observada durante a infecgdo com o T. cruzi. Embora se saiba que o T.
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cruzi é capaz de gerar PGs a partir de acido araquidénico e de PGH,, as tentativas de se
identificar uma enzima equivalente a COX dos metazoarios tem se mostrado infrutifera até o
momento. A incapacidade de inibidores de COX de coibir a producdo de PGs nestes micro-
organismos é uma evidéncia adicional de que os mecanismos de sintese de PGs dos
protozodarios séo distintos daquele observado em células de mamiferos. **2

Alguns resultados sugerem que a combinacdo de NSAID com a quimioterapia da
doenca de Chagas possa ser bastante efetiva no combate a parasitemia. Um recém-
publicado estudo demonstrou que a combinacdo de acido acetil-salicilico com Nifurtimox ou
Benzonidazol reduziu significativamente o crescimento in vitro de T. cruzi aparentemente
devido ao re-estabelecimento da resposta anti-parasitica dos macréfagos resultante da
recuperac&o dos niveis de 6xido nitrico promovidos pelo AAS. 3

11.2 Medicamentos Hibridos

Os medicamentos hibridos (“drogas hibridas”) sdo uma nova forma de abordagem na
pesquisa por medicamentos que constitui a sintese de moléculas que contém dois principios
ativos em uma unica molécula com o propdsito de potencializar as atividades e/ou de
compensar os efeitos colaterais dos medicamentos associados. ***

O avanco nesta linha de pesquisa levou ao desenvolvimento de uma série de
estratégias incluindo o desenvolvimento de protocolos de varredura para identificacdo de
diferentes enzimas-alvos para inibidores através de simulacdo computacional. Esta
abordagem se mostrou promissora em patologias como a Sindrome Imunodeficiéncia
Humana Adquirida (AIDS) na qual atualmente se utiliza uma quimioterapia com diferentes
alvos e a malaria.® Combinacées bem sucedidas também foram obtidas com NSAIDs e
inibidores de lipo-oxigenase para combate ao processo inflamatério *°. NSAID combinados a
grupos quimicos que liberam NO também se mostraram bastante eficazes no combate a
certos tipos de neoplasias. *’

Nesta etapa do trabalho, pretende-se investigar a possibilidade de sintese e avaliacao
de medicamentos hibridos formados por Inibidores de Histona Deacetilase (HDACI) e
Inibidores N&ao-Esteroidais da Sintese de Prostaglandinas (NSAID). A combinacdo de dois

potenciais inibidores do protozoario T cruzi em uma mesma molécula € uma via potencial
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b)

para a descoberta de um inibidor eficaz do crescimento do protozoario. Alternativamente,
vamos abordar a combinacao fisica de principios ativos distintos em microemulsées com o

propdsito de obter um aumento de atividade tripanocida.

11.3 Metodologia

Sintese do Acido Butil-Salicilico: Para a sintese do acido butil-salicilico adicionou-se 1, 38
g de acido salicilico em 20 mL de tolueno. Acrescentou-se mais 1,2 mL de anidrido butirico e
0,2369 g de acido p-tolueno sulfénico ( catalisador). A mistura foi posta em refluxo 2 horas.
Apos este periodo o produto foi resfriado e solvente removido no rota-evaporador. O produto
foi purificado por cromatografia em coluna e caracterizado por ressonancia magnética

nuclear de préton e de carbono (RMN-H%).(anexo.1)

o] OH
HO Xy
0] OH N
N CHj3
O _~_-CHs
OH -
R - |
. o]
p-tolueno sulfénico
HsC CHj +
O\
hcm
HO

Figura 52 Sintese do acido butil salicilico

Sintese da tributirina: Uma mistura equimolar de glicerol e anidrido butirico foi posta em
agitacdo e adicionou-se a esta mistura algumas gotas de acido sulfurico concentrado
(H2SO,4). O sistema foi mantido sob agitacdo constante por 15 minutos (observa-se a
liberacéo de calor pelo meio reacional). Apds este periodo de tempo, a agitacdo foi suspensa

e o produto foi vertido sob uma solucdo saturada de bicarbonato de so6dio (NaHCOg3). O
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produto foi seco com Na,SO,4 anidro e caracterizado por Ressonancia Magnético Nuclear do
préton (RMN-HY). (anexo 2)

0
OH D>_/7 0
oH + O — DW + H0
. I
S N
0
Tributirina

Figura 53 Sintese de Tributirina

c) Preparacdo das micro-emulsdes:
As micro-emulsdes foram preparadas pelo procedimento geral:

Misturou-se 0,5 de solucdo tampao-fosfato (pH = 7,4); 6,7 mL de etanol (70%); 3,1 mL de
polissorbato (Tween 80%); 1,5 mL do composto ativo (tributirina, solucdo de acido acetil-
salicilico em tributirina, solucdo de acetoamino fenol em tributirina, solucdo aquosa de
acetoaminofenol e solugcdo aquosa de acido acetil-salicilico). No caso da amostra
considerada como o branco, o composto ativo foi substituido pela solu¢cdo tampé&o. A mistura
€ posta em agitacdo por 15 min. e caracterizada quanto pela medida de sua condutividade e
por centrifugacdo. A condutividade das solugcbes variou entre 212 e 424 uS e quando

centrifugadas a 2.000 rpm nao houve separacéo de fases.!'®
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11.4 Resultados

11.4.1 RMN-H" (4cido butil-salicilico)

O espectro apresenta um sinal tripleto em campo alto préximo a 8 = 1,0 referente a metila
do grupo butil, um sinal na forma aproximada de um sexteto originado do metileno (-CH-) da
cadeia do grupo butil 56 = 1,9 e mais um sinal tripleto do segundo metileno (-CHy-) também
em campo alto 8 = 2,6. Observa-se um multipleto tipico de hidrogénios ligados ao anel
aromatico com deslocamento entre 6 = 7 e 6 = 8 referente aos hidrogénios do anel aroméatico
do acido salicilico e um singleto em campo baixo com deslocamento 6 = 12 referente ao

hidrogénio da carboxila. (Anexo.1)

O espectro de ressonancia magnética do préton (RMN-H') do produto revelou o sinal
tripleto em campo alto (6 = 1,0 ppm, com integracéo igual a 3) da metila terminal da cadeia
do é&cido butiririco. Também observa-se um sexteto decorrente do metileno da cadeia do
acido butirico em campo alto (5 = 1,8 ppm, integracdo de 2,32) e um sinal tripleto em campo
alto mas menos blindado (6 = 2,6 ppm, integracdo igual a 2,35) resultante dos hidrogénios do
carbono alfa da cadeia do acido butirico. O sinal em campo baixo (6 = 7 ppm) sdo causados
pelos hidrogénios do anel aromatico e o singleto em campo baixo (8 = 12 ppm) € causado
pelo hidrogénio do acido salicilico. A intensidade dos sinais no produto bruto sugere que ha

grande quantidade de acido butirico no produto.
Tributirina

Por ser uma molécula com muitos prétons em ambientes similares, o espectro de
RMN-H? da tributirina mostra sinais fortes, especialmente os de campo alto. Os hidrogénios
da metila terminal das trés cadeias de acido butirico no éster tributirina aparecem como um
sinal tripleto em campo alto (6 abaixo de 1 ppm) indicando a elevada blindagem destes
protons. Os grupos metilenos como um sinal multipleto na cadeia carbdnica do acido butirico

aparecem um pouco acima de & =z 1,5 ppm. Os metilenos vicinais aos grupos ésteres

123



aparecem como um tripleto mais desblindado com deslocamento pouco abaixo de & = 2,4
ppm. Os metilenos na cadeia do glicerol aparecem em campo baixo como um duplo dubleto
(6= 4,0 ppm — 4,4 ppm) devido aos estes dois grupos serem vizinhos ao hidrogénio ligado
ao carbono central na cadeia do glicerol. Este ultimo préton mostra um quinteto em campo
baixo, (6 acima de = 5,2 ppm). Os sinais sdo, portanto, compativeis com a estrutura da

tributirina. (Anexo.2)

11.4.2 Resultados da atividade in vitro

Os inibidores nao-esteroidais da ciclooxigenase ndo apresentam atividade tripanocida
detectavel pelo método do ensaio MTT. O acido butilsalicilico bruto também ndo mostrou
atividade tripanocida neste ensaio.

Para investigar a importancia do grupo acetato do é&cido acetilsalicilico na atividade
destes compostos sobre o T. cruzi, preparamos micro-emulsées dos mesmos contendo 0s
principios ativos investigados, ou seja, acetoaminofenol (paracetamol), tributirina e acido
acetil-salicilico. Tanto nos testes nas formas epimastigota livres como nas formas
amastigota intracelular do T. cruzi, ndo se observou atividade das micro-emulsées nas
concentracOes testadas. Na Figura 54 alguns dos resultados sdo demonstrados. Nao se

observa diferencas significativas entre o branco e as amostras tratadas.
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Figura 54 Resultado das atividades das microemuls@es. Em A) imagens da microscopia
CONFOCAL do “branco”, em B) Tributirina e em C) tributirina com AAS.

Os resultados apresentados na figura 54 demonstram a inatividade das
microemulses de tributirina com inibidores da COX. Este resultado parece se contrario a
alguns outros relatados na literatura que mostram a atividade de alguns inibidores da COX
(como o acido acetil-salicilico) contra o T.cruzi. Esta diferenca pode ser oriunda do efeito
antagonico do inibidor de histona deacetilase ou, alternativamente, possa ser decorrente da
atividade metabdlica da célula hospedeira. Ndo ha dados suficientes para definir com clareza

guais as possiveis explicacdes da auséncia de atividade destas micro-emulsdes.
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Capitulo 12

Avaliacdo dos compostos hidroxamicos

Os &cidos hidroxamicos constituem um dos principais inibidores da enzima histona
deacetilase. Pretendmos aqui avaliar a interacdo do acido butihidroxdmico — o analogo
hidroxamico do acido butirico. Inicialmente, realizamos o calculo de dindmica estocastica
com mecanica classica (ver capitulo de metodologia) deste acido com a estrutura da HDAC

obtendo os valores descritos na Tabela 9.

Tabela 9 Energia de interacdo dos analogos hidroxamicos calculados por dinamica
estocastica

Espécie Quimica Tipo de interacao
Acido butilhidroxamico Interacéo eletrostéatica Interag&o de Van der Walls
(kcal/mol) (kcal/mol)

Isbmero ceto
0 466,76 28,54

-
N

Isbmero iminol
0o _
0
\
/\)\ N/

Os valores de energia de interacdo eletrostatica calculados por dindmica estocastica

518,42 25,30

indicam uma baixa energia de interacdo dos analogos hidroxamicos do acido butirico com a
enzima HDAC. Este resultado pode ser devido a descricdo insuficiente da parametrizacao
para o grupo acido hidroxamico. Os célculos ab initio indicam uma forte contribui¢céo
covalente (diferenca de energia entre os orbitais de fronteira, apresentados na Tabela 13)
participa do mecanismo de interacdo entre o grupo acido hidroxadmico e o nucleo metalico da
enzima. O modelo parametrizado n&o descreve bem esta espécie quimica.

A geometria obtida com a simulacdo do complexo metal-ligante € demonstrada na
Figura 55. A formacao de complexo entre um ligante e um metal depende da capacidade de

formacdo de uma ligacdo covalente entre as espécies quimicas. Uma forma de avaliar a
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capacidade de formacao do complexo é viabilidade de haver sobreposicao de orbitais, o que
é favorecido quando ha aproximacdo entre os orbitais de fronteira HOMO (da espécie
quimica aniénica) e LUMO da espécie quimica catidnica. Os resultados dos célculos sdo

revelados na Tabela 10.

Tabela 10. Comparacéo entre a energia do HOMO e LUMO dos inibidores e do céation de
zinco
Espécie Quimica Diferenca de energia na entre os

orbitais HOMO e LUMO (Zn?")

Butirato (espécie quimica de reféncia)
0 0,262 hartree

Acido butilhidroxamico (isdbmero ceto)
0 0,181 hartree

/vlj\ 0
N
Acido butilhidroxamico (isémero
iminol)
o _ 0,189 hartree

O analogo hidroxamico do acido butirico (tanto em seu isbmero ceto quanto em seu
isdmero iminol) apresenta menor diferenca de energia entre o seu orbital HOMO e o orbital
LUMO do fon Zn**. A presenca do atomo de nitrogénio na base conjugada do &cido
hidroxamico (o “hidroxamato”) faz com que a energia dos orbitais HOMO desta espécie
guimica seja maior do que no &cido carboxilico reduzindo a diferenca de energia em relacédo
ao ion metalico. Isso revela uma caracteristica importante do mecanismo de inibicdo da
histona deaceatilase: embora os &cidos hidroxamicos tenha uma tendéncia a formar
complexos com o ion de zinco devido a pequena diferenga de energia, 0 mesmo ndo ocorre
com o acido carboxilico o que sugere que o mecanismo de inibicdo promovido pelo acido

butirico envolva outros fatores além da quelagao.
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Figura 55 Geometrias finais da otimiza¢do de geometria dos compostos hidroxamicos. Em a)

isdmero ceto e em b) isébmero iminol do &cido butilhidroxamico.

As duas espécies quimicas carregadas (cétions e anions) terao interacdo resultante
da forcas eletrostaticas atuantes. A formagcdo do complexo, portanto, dependera do
percentual carater ibnico desta ligacdo inibidor-metal. Tradicionalmente, utiliza-se a relacao:

A

_(AEN)
Porcentagem de carater iénico= 1001 -e 4 ]

Onde AEN corresponde a diferenca de eletronegatividade dos 4tomos envolvidos na
ligacdo. Uma diferenca de eletronegatividade igual ou superior a 1,7 ( 0 que corresponderia
por esta relacdo a um percentual de carater ibnico de 51,45%) € considerada i6nica. Para a
interacdo entre as espécies quimica avaliadas, entretanto, esta abordagem é insatisfatoria,
tanto pelo nimero de atomos envolvidos como também por desconsiderar a perturbacao na
nuvem eletrbnica causada pelos grupos presentes nas moléculas. Assim, consideramos
mais prudente avaliar o carater idnico e/ou covalente da ligacdo pela transferéncia de carga.
Esta abordagem permite uma avaliagdo mais exata de um sistema envolvendo mais do que
dois atomos e viabiliza o estudo do comportamento da nuvem eletronica do complexo.
Quando realizamosos célculos de carga ChelpG para a interacédo &cido butirico ion de zinco
(Zn*"), observamos uma transferéncia de carga do carboxilato para o fon metalico. (Tabela
11)
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Tabela 11. Valores de energia dos orbitais de Fronteira HOMO e LUMO.

Espécie quimica Carga anion Carga cation Energia total
(Zn*) (Hartree)
Acido butirico
O -0,811158 1,811160 -2086,11578
MO -
Acido butilhidroxamico
(isbmero ceto)
0 - 0,754019 1,754020 -2141,45886

0
N
Acido Butihidroxamico
(isbmero iminol)
0 -0,678597 1,678600 -2141,45321

/\)\ /6
SN

Como pode ser visto nos valores apresentados na Tabela 11, esta transferéncia de

carga é bem mais efetiva no isdbmero iminol do que no isémero ceto do acido hidroxamico o
gue poderia indicar que este isbmero seria a forma predominante responsavel pela atividade
inibitéria observada nos &cidos hidroxamicos. A energia total dos isdbmeros revela que o
complexo hidroxamato-cation metélico possui uma estabilidade parecida tanto na forma ceto
quanto na iminol. Aparentemente, a transferéncia de carga do anion para céation Zn**
estabiliza o isbmero iminol.

Os valores de distancia de ligacdo indicam que o acido hidroxamico tem uma interacao

mais favorecida com o cation Zn?* em solucdo aquosa do que o &cido butirico (Figura 56).
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Figura 56 Geometria otimizada dos inibidores com Zn?* (em solvente). Em 1 4cido butirico,
em 2 acido hidroxamico (isémero ceto), em 3 acido hidroxamico (isémero iminol).

Os valores de distancia de ligacdo nas duas formas isoméricas do &cido hidroxamico
também indicam que os isbmeros sdo equivalentes em termos de energia. O comprimento
da ligacdo carbono-nitrogénio, por exemplo, tem praticamente o mesmo valor nos dois
casos. Dada a baixa diferenca de energia entre os dois isdmeros na presenca do fon Zn®* é

provavel que haja uma conversao entre as duas formas.

12.1 Sintese dos compostos Hidroxamicos

O &cido butil-hidroxamico foi sintetizado a partir do éster tributirina. O procedimento
padrao foi: adicionou-se em 30,0 mL de tributirina (Tribiutilglicerol, cerca de 0,1 mol) 310 mL
de solugéo etandlica (etanol 70%) de hidroxilamina (NH,OH.HCI, 1mol/L, cerca de 0,31 mol)
sob agitacdo constante e 66 mL de solucdo de hidréxido de sodio (20%). A mistura foi
mantida sob agitacdo constante a temperatura ambiente por aproximadamente 6 horas e
permaneceu estocada por mais 48 horas.

Nas sinteses dos complexos-metal acido hidroxamico, o procedimento seguido foi o

mesmo, sendo que as quantidades utilizadas foram de 5 mL de tributirina, 1,0 mL de solucéo
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etandlica de hidroxilamina, 0,2 ml de solucdo de NaOH (20%). Apdés esta etapa, O
hidroxamato era convertido em acido pela adicdo de 1,0 mL de HCI (2 M). A fracdo aquosa
foi separada do glicerol e adicionou-se a quantidade apropriada das solugbes aquosas de
Cloreto Férrico (FeCls) e sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0O4.7H,0).

Os complexos foram caracterizados por espectroscopia UV-Visivel, espectrofotdmetro

HACH. Nao foram executados 0s ensaios in vitro.
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Capitulo 13

Estudos sobre a Nevirapina

13.1 Avaliacéo da atividade tripanocida

Avaliamos alguns farmacos com possivel atividade tripanocida. Os Inibidores Nao-
Nucleosidicos da Transcriptase Reversa (INNTRs) sdo um grupo estruturalmente diverso
gue, ao contrario dos INTRs, inibem de maneira alostérica a TR, ligando-se a uma cavidade
hidrofébica que dista cerca de 10 A do sitio ativo da enzima, na subunidade p66 da TR HIV-
1. O mecanismo de inibicdo parece estar associado a um reposicionamento de residuos da
cavidade ligante dos INNTRs que causa uma distor¢do nos residuos do sitio ativo da TR. %
A elevada especificidade dos INNTRs a TR os torna relativamente pouco toxicos aos
pacientes %', Merluzzi e colaboradores ' investigando a atividade de dipiridodiazepinonas
como antagonistas dos receptores muscarinicos, identificaram um potente inibidor da
transcriptase reversa do HIV-1, a 11-ciclopropil-5,11-11-diidro-4-metil-6H-dipirido[3,2-
12b:2’,3’-e][1,4]diazepin-6-ona, mais tarde chamada de nevirapina (Figura 57). A nevirapina

é amplamente utilizada na profilaxia da trasmiss&o materno-infantil do HIV-1. %

Figura 57 Estrutura da nevirapina

Alguns pesquisadores tém proposto seu uso na terapia anti-retroviral altamente ativa

em adultos **. A nevirapina é ministrada em uma Unica dose diaria de 200mg nos primeiros

5

14 dias, aumentando-se entdo para 400mg por dia **>. Embora tenha uma toxicidade n&do
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desprezivel (hepatotoxicidade ja bem descrita com possiveis casos fatais), **° é considerada

menos toxica do que inibidores nucleosidicos da Transcripstase Reversa como o AZT e 3TC.

A hepatoxicidade da nevirapina tem sido atribuida a capacidade deste medicamento
de inibir a ADN polimerase mitocondrial. Tendo em vista este efeito colateral, investigou-se
este medicamento como um possivel inibidor da ADN polimerase mitocondrial de dois
protozoarios: o T. cruzi e a Leishmania chagasi. Em ambos os casos, foram testadas as
formas epimastigota (Figura 58). N&o se observou efeito sobre as células dos protozoarios

nesta forma, como pode ser visto nas imagens abaixo.

T.cruzi

Figura 58 Culturas de T.cruzi e L.chagasi nas formas epimastigota contendo nevirapina no
meio. Mesmo em elevada concentracdo (1mM) ndo se observa atividade do composto sobre
0s parasitas.

Entretanto, o teste foi repetido com células L6 infectadas com T. cruzi na quantidade
aproximadamente 10 parasitas por células revelando uma atividade significativa sobre o
parasita nestas condi¢cdes. Na Figura 59 é possivel observar este resultado. Na Figura 60,
um gréfico da contagem de parasitas intracelulares é demonstrado. E possivel observar que

neste teste, a nevirapina mostra uma toxicidade sobre o T. cruzi a partir de uma

concentragéo de 40 pmol/L.
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-
160 pmollL

Figura 59 Imagens da microscopia CONFOCAL de células L6 infectadas com T. cruzi com
diferentes concentracdes de nevirapina. O aumento na concentracdo de nevirapina causa
uma reducdo na quantidade de parasitas intracelulares. Em altas concentracdes (160uM) ha
mudanca na morfologia da célula indicando o efeito toxico da nevirapina sobre as células L6

134



Nuamero de
parasitas/50
células
hospedeiras
250

200

100

50

L N W

] 40 g0 160

Concentragido da nevirapina (em pmoliL)

Figura 60 Contagem de numero de parasitas intracelulares

Este resultado é curioso visto que na forma epimatigota livre (resultado anterior,
Figura 58), o T. cruzi é capaz de concentracdes bastante elevadas (da ordem de 1,0 mmol/L)
enquanto que na forma amastigota se torna sensivel a doses muito inferiores (de cerca de
40-80 pmol/L) de nevirapina. E importante destacar que as imagens da microscopia confocal
nao permitem uma quantificacdo precisa da atividade tripanocida embora seja possivel
afirmar que ha uma reducdo dose-dependente na quantidade de parasitas intracelulares.
Uma possivel causa desta diferenca de atividade observada nos dois casos € a forma do
parasita nos dois casos. No primeiro teste, o T. cruzi encontra-se na forma epimastigota,
uma forma flagelada com morfologia e proteinas de membrana especificas. No segundo
teste, o T. cruzi encontra-se a forma amastigota, uma forma sem flagelo, com morfologia
aproximadamente esférica e com proteinas de membrana diferentes daquela encontrada na
forma epimastigota. Visto que a nevirapina inibe a transcriptase reversa no HIV-1 é razoavel
supor que este composto esteja inibindo alguma ADN polimerase do T. cruzi e esta seja a
causa do efeito toxico. H4, entretanto, muitos pontos a se investigar nesta atividade. Visto
que o T. cruzi possui como uma de suas vias metabdlicas para detoxificagdo a oxidacédo de

moléculas. A oxidacao de nevirapina pela enzima P450, por exemplo, pode gerar metabolitos
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téxicos hidrossoltveis *?”. De fato, dois metabdlitos da nevirapina sdo conhecidos por seus

efeitos toxicos, a 12-hidroxinevirapina e a nevirapina metideo quinona (Figura 61).

1 2

Figura 61 1= estrutura da 12-hidroxinevirapina, 2 = estrutura da nevirapina metideo quinona

Alguns metabdlitos da nevirapina podem efetivamente formar adutos com o ADN (ou
seja ligar-se covalentemente com bionucleofilos). Uma outra possibilidade seria que a
nevirapina estivesse inibindo a histona deacetilase, visto que este composto € um amida e,
portanto, poderia mimetizar o substrato natutal desta enzima. Procedemos uma combinagao
de métodos de mecéanica molecular com calculo ab initio , isto €, uma pré-otimizacédo da
geometria da enzima (cédigo 1T67, P.D.B.) complexada com a nevirapina seguida por uma
otimizacdo ab initio da geometria resultante. Os célculos resultados revelaram uma energia
de interagdo significativa de aproximadamente 49,6 Kcal/mol. Este sistema, portanto, ndo
deve ser favoravel e esta hip6tese € pouco provavel.

No inicio da década de 1990, Teixeira e co-autores publicaram resultados (inclusive

patenteados) *?8

gue sugeriam que algumas drogas usadas na terapia antirretroviral do HIV-
1, especialmente os inibidores nucleosidicos e ndo-nucleosidicos de transcriptase reversa,
reduziriam a infec¢do do parasita T. cruzi em macrofagos quando combinados com drogas
tripanocidas convencionais (benzonidazol e nifurtimox). Teixeira et al atribuiram os
resultados observados a inibicdo da integracdo do genoma do parasita com o genoma do
hospedeiro. Entretanto, estes resultados foram contestados como sendo produto de uma
forma imprecisa de quantificar esta integragcdo genoma-hospedeiro.

Com respeito aos pacientes co-infectados com HIV-1 e T. cruzi, tem sido demonstrado

em varios estudos que a imunodepressao causada pela AIDS leva a uma re-emergéncia da
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Doenca de Chagas. Assim, a recomendacao consensual € a de que o paciente co-infectado
deve ser tratado com a terapia antirretroviral o que reduz significativamente o risco de
reativacdo da Doenca de Chagas.

Devido a importancia destes resultados para o desenvolvimento futuro de um
tratamento para a cardiomiopatia chagastica, requisitamos a protecao patentearia de uma
proposta de composicdo farmacolégica para tratamento desta patologia (REINPI-TO,

protocolo n° 012/11, Anexo IlI)

13.2 Estudos in silico sobre a atividade de analogos da nevirapina contra
a AIDS

Aspectos Gerais Sobre a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)

A definicdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) varia bastante na literatura.
Uma boa definicdo é dada por Hutchinson: "A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, AIDS
(mais conhecida no Brasil pela sigla em inglés, AIDS — Acquired Immune Deficiency
Syndrome), € caracterizada pela progressiva perda de CD4+ auxiliares
(helper)/indutoras(inducer) do subgrupo dos linfocitos T. A perda de células T leva a uma
severa avaria da funcdo imunoldgica, doencas constitucionais, infeccfes oportunistas,
complica¢Bes neuroldgicas, (complexo AIDS deméncia) e neoplasma que raramente ocorrem

129 O mecanismo de avaria do sistema

em pessoas com a funcdo imune intacta”.
imunolégico ainda é um tema controverso. Alguns trabalhos sugerem que os mecanismos de
danos ao sistema imunolégico, ativagcdo do genoma proviral e de “escape” a resposta
imunologica do hospedeiro pelo virus sdo bastante complexos envolvendo inclusive
interacdes com o sistema complemento **°.

O numero de pessoas vivendo com o virus da imunodeficiéncia humana em 2005 era
estimado em 40,7 milhdes de pessoas. Neste mesmo ano, cinco milhdes de pessoas
morreram em decorréncia de problemas relacionados a AIDS. Embora tenha havido
diminuicdo na taxa de infeccdo de adultos jovens em alguns paises do Caribe e Africa, a

tendéncia global ainda era de aumento. De fato, houve crescimento no nimero de 8
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infeccdes no leste europeu, sudeste asiatico sendo que a Africa sub-saariana continua a ser
a regido mais afetada.™*.

No Brasil, estima-se que existam cerca 620.000 pessoas vivendo com o HIV %
Autoridades sustentam que 0 acesso universal a terapia anti-retroviral pode se tornar inviavel
dentro dos préximos anos. O custo médio de cada paciente soropositivo para o governo em
2005 foi de R$ 6.000,00. Com o crescimento da procura pelo tratamento, o custo total para o
Ministério da Saude pode se tornar proibitivo dentro dos préximos anos **2.

O VIRUS

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) foi inicialmente isolado em 1983 de
pacientes com AIDS. Estruturalmente, assemelha-se ao virus linfotrépico humano tipo Il e
tipo 1ll. Pesquisas conduzidas por diversos grupos demonstraram que o HIV é um membro
da subfamilia dos lentivirus pertencentes aos retrovirus humanos. Todos estes virus
codificam uma enzima ADN polimerase ARN dependente — a transcriptase reversa — que
permite a transcricdo do ARN viral numa cépia de ADN. Nesta forma, ele pode ser integrado
ao genoma da célula hospedeira e se replicar através do ADN proviral. O genoma do HIV é
composto de nove genes: 0 gene gag, que codifica proteinas do capsideo do “core” viral, o
gene pol, que codifica a transcriptase reversa, o gene env, que codifica proteinas do
envelope viral, os genes tat,ver, nef, vif, vpr e vpx, que regulam a o ciclo de vida viral. O
genoma do HIV também possui a Long Terminal Repeat (LTR) uma seqiéncia de ARN/ADN
com funcao estrutural e regulatéria.*®*

Em 1987, Guyader e co-autores identificaram pacientes de Guiné-Bissau e de outros
paises do Oeste da Africa que demonstravam sintomas da AIDS, mas ndo apresentavam
anticorpos contra o HIV. Os pesquisadores convencionaram chamar o virus identificado
nestes pacientes de HIV-2. ‘O alinhamento das sequéncias de nucleotideos do HIV-1 e HIV-2
demonstram que suas distancias homolégicas variam de ~60% para 0S genes mais
conservados gag e pol, para 30-40% para outros genes virais e LTR’.**°

O HIV apresenta uma ampla variabilidade genética. A analise da distancia genética
entre alguns lentivirus primatas sugere que o HIV-1 e o HIV-2 originaram-se dos Virus da

Imunodeficiéncia Simia presente em chimpanzés (o HIV-1 parece descender de um lentivirus
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primata presente na sub-espécie Pan trogrodytes trolodytes) e em macacos Mangabei

(Cercocebus atys) (no qual esta presente o provavel ancestral lentivirus do HIV-2). ¢

A Terapia Anti-retroviral Altamente Ativa

A replicacédo do HIV-1 compreende uma série de etapas, desde a adsorcéo do virus a
membrana celular até a maturacdo das particulas virais, passiveis de intervencéo
quimioterapéutica **° . Entre os medicamentos mais utilizados, os inibidores nucleosidicos
(que inibem de maneira competitiva a sintese de ADN pela TR) e ndo nucleosidicos (que
inibem de maneira ndo competitiva) da transcriptase reversa e os inibidores de protease se
tornaram de singular importancia na quimioterapia da AIDS. Os inibidores de protease, como
o Indinavir, bloqueiam a atividade das proteases, enzimas que auxiliam na maturacao e
reproducéo viral bem como ajudam a tornar o virus infeccioso. Os inibidores da transcriptase
reversa (TR) blogueiam a enzima necessaria ao HIV-1 na conversdo do ARN viral em ADN.
137

Dada a elevada taxa de mutacdo do HIV-1, que confere a este virus uma enorme
capacidade de desenvolver resisténcia durante um tratamento com um inibidor, utiliza-se um
coquetel de inibidores anti-retrovirais, isto €, uma combinacdo de remédios visando
inviabilizar o desenvolvimento de resisténcia pelo HIV-1 uma vez que cada farmaco age em
diferentes sitios de uma proteina viral e/ou diferentes proteinas virais. Esta terapia é
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conhecida como Terapia Anti-retroviral Altamente Ativa Um tipico “coquetel” é uma

combinacao tripla de inibidores de protease com os dois analogos nucleosidicos inibidores

da transcriptase reversa (INTR), o0 AZT (zidovudina) e o 3TC (lamivudina)(Figura 62). *4°
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Figura 62 Estruturas do AZT e do 3TC

Embora seja capaz de suprimir o virus, a suspensao da medicacdo causa um retorno na
replicacdo das particulas virais. Além disso, h& efeitos colaterais graves associados a
administracdo da terapia por longos periodos de tempo, como os efeitos causados pelos
INTR que vao desde esteatose hepatica (“figado gorduroso”) a acidemia Ilactica
(potencialmente fatal), que parecem estar associados a danos nas mitocondrias o0s
resultados das pesquisas neste campo sugerem que os inibidores nucleosidicos inibem a
replicacdo do genoma mitocondrial, afetando a produgcédo das enzimas fundamentais para

fosforilacdo oxidativa causando alteracées na producéo de &cido lactico. ***

A Transcriptase Reversa e os Inibidores Nao-Nucleosidicos

O HIV é um retrovirus, o que significa que seu material genético € replicado numa
sequéncia inversa a da maioria dos seres vivos. A enzima responsavel por esta capacidade
€ a transcriptase reversa (TR) que €& uma enzima heterodimerica com dois pontos
“isoelétricos” (pH=5,75 e pH=6,25) **? capaz de replicar o ARN viral convertendo-o em uma
fita dupla de ADN.

Os Inibidores N&o-Nucleosidicos da Transcriptase Reversa (INNTRs) sdo um grupo
estruturalmente diverso que, ao contrario dos INTRs, inibem de maneira alostérica a TR,
ligando-se a uma cavidade hidrofébica que dista cerca de 10 A do sitio ativo da enzima, na

subunidade p66 da TR HIV-1. O mecanismo de inibicAo parece estar associado a um
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reposicionamento de residuos da cavidade ligante dos INNTRs que causa uma distorcdo nos
residuos do sitio ativo da TR . A elevada especificidade dos INNTRs & TR os torna
relativamente pouco tdxicos aos pacientes A TR apresenta uma flexibilidade muito elevada o
gue permite as regides ligantes sofrerem significativas variacbes de volume e dificulta a
previsdo de atividade de novos INNTRs **3. A Nevirapina se inclui nesta classe de inibidores
da transcriptase reversa.

Um dos maiores problemas associados ao uso deste medicamento é o
desenvolvimento de resisténcia pelo virus, o que limita bastante a aplicacdo deste farmaco.
Héa o receio de que o uso de nevirapina na contencdo da transmissao materno-infantil possa
causar, a longo prazo, o surgimento de linhagens resistentes do virus que inviabilizem a
utilizacéo deste farmaco no futuro.*#414°

Ha um enorme grupo de mutacdes relatadas em pacientes que desenvolveram formas
do HIV resistentes & nevirapina **3. Essas mutacées induzem resisténcia alterando as taxas
de dissociacdo (como as mutacdes L100l e V106A), de associagcdo (como a mutacao
K103N), bem como induzindo alteragcbes simultaneas nas taxas de associacdo ou
dissociacao entre a enzima e o inibidor (como as mutaces Y181l e Y188L) entre a enzima e
o inibidor. *4°

O mecanismo de acdo destas mutacdes ocorre de trés maneiras, basicamente: pela
reducdo da area superficial de contato entre os aminoécidos e o inibidor, pela modificacdo na
distribuicdo eletrostatica da ligacdo de hidrogénio envolvida na interacdo com o inibidor e
pela interferéncia estérica na cavidade ligante do inibidor. *’

A mutacdo K103N é a Unica mutacao (clinicamente relevante) capaz de conferir ao
virus resisténcia aos INNTRs que ndo se localiza na cavidade ligante dos mesmos. O
mecanismo de acdo desta mutacdo aparentemente esta associado a alteracdo na interacao
entre o residuo 103 e a tirosina 188 que favorece a estabilidade da estrutura da enzima
“livre” em relacdo & estrutura do complexo enzima-inibidor. **° Alguns estudos sugerem que a
energia de interagdo entre a nevirapina e a forma mutante da TR é 3,66 kcal/mol menor do
gue a energia de interagdo da nevirapina com a forma selvagem da TR devido a de
interacées de van der Waals'*®. Diante da enorme variedade de mutacdes capazes de
conferir resisténcia ao virus HIV-1, tem-se buscado por regifes conservadas da proteina

transcriptase reversa para alvo de novos farmacos. Um conjunto de residuos na cavidade

141



ligante dos INNTRs (Pro225, Phe227, Trp229, Leu234 e Tyr 318) chamou a atencdo dos
pesquisadores. Todos estes residuos sdo altamente conservados em TR de lentivirus. Os
aminoacidos nas posicdes 227-235 pertencem a regiao “primer grip”, responsavel pela
manuteng¢ao da terminacdo 3’-primer em uma orientacdo suscetivel ao ataque nucleofilico
pela incorporacéo de deoxinucleotideos. **

Entre estes residuos, nos chamou a atencao o triptofano da posicéo 229 (Trp229) e a
tirosina na posicdo 318 (Tyr 318). Estes aminoacidos possuem uma série de propriedades
gue os tornam interessantes como alvos farmacolégicos. Além de serem altamente
conservados e importantes na funcédo enzimatica, pertencem a cavidade ligante dos INNTRs
(com os quais interagem diretamente) e sdo aminoacidos aromaticos, ou seja, passiveis de
interacdo com grupos quimicos eletrofilicos 4°.

O presente trabalho pretende estudar o efeito da substituicdo de atomos de hidrogénio
dos anéis aromaticos da nevirapina que interagem com o0s residuos aminoacidos

conservados Trp 229 e Tyr318 por um grupo dihidroxiborano.

13.3 Resultados

Dando continuidade a estudos anteriores avaliamos um andlogo borilado da
nevirapina quanto a sua interagdo com a enzima transcriptase reversa (T.R.) bem como a
interagdo especifica com o triptofano 229, um aminoacido fundamental na atividade desta

enzima e bastante conservado nas estruturas (Figura 63).

Figura 63 A esquerda, otimizacdo de geometria resultante de calculo por mecanica molecular
e, a direita, otimizacdo de geometria resultante de célculo ab initio.
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A geometria resultante destas otimizagbes resultam em um desfavorecimento da
interacdo. Os valores de energia igualmente sugerem um desfavorecimento da interacao
indicando que a interacdo entre a nevirapina e a enzima T.R. € mais forte do que com o
analogo. A parametrizacéo, entretanto, influéncia bastante o resultado. Quando simulado
(apenas o sistema em interacdo) em nivel ab initio observa-se um favorecimento da
interagdo medicamento proteina. A diferengca entre o resultado obtido por mecénica
molecular (minimizacdo de energia e dinamica estocastica) e por calculo ab initio (HF 6-
31G*) pode derivar da parametrizacdo das cargas do grupo boronato. Nos campo de forca
OPLS_2005 utilizado para a simulagdo, o grupo boronato € descrito com sua carga centrada
no atomo de boro. Entretanto, os célculos ab initio revelam que a distribuicdo de caras no
boronato € mais complexa: a carga negativa distribui-se nos atomos de oxigénio e ha uma
significativa densidade de carga positiva nos atomos de hidrogénio e de boro. A carga
parcial positiva presente nos atomos do nitrogénio cria um sitio de interacdo com regides
ricas em densidade eletrdnica tais como anéis aromaticos. Assim, os resultados discrepantes
aqui parecem derivar da parametrizacdo do grupo boronato.

Os valores de energia obtidos nas otimizacdes de geometria por mecanica molecular
também indicam um desfavorecimento da interagdo ao contrario do calculo ab initio que
sugere um favorecimento nesta interacdo. Os resultados da energia de interacdo obtidos
também indicaram, em geral, um desfavorecimento na interacdo entre o analogo borilado da
nevirapina e a T.R. Embora algumas simulacbes produzam valores negativos (isto €,
favoraveis) ha muitos valores positivos elevados indicam da energia de interagédo indicando
desfavorecimento. Visto que o grupo boronato € tratado como um grupo negativo na
parametrizacdo, desconsiderando a carga parcial positiva presente nos atomos de
hidrogénio deste grupo quimico, as possiveis ligacbes de hidrogénio que se formam sao

desconsideradas na interacao.
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Tabela 12 Valores de energia de interacdo obtidos pela dindmica estocéstica

Enzima (mutacéao) Energia de interacéo eletrostatica
(Kcal/mol)
Tyr181Cys 77,67
Vall08lle 74,41
Leul00lle -10,44

A principio, poder-se-ia concluir que este analogo seria ativo em algumas formas
mutantes da T.R. Entretanto, consideramos estes resultados (Tabela 12) inconclusivos, visto
gue a ligacdo de hidrogénio afeta significativamente a interacdo inibidor-enzima e neste
modelo de parametrizacdo (do campo de forca OPLS 2005) as ligacbes de hidrogénio
formadas pelo grupo boronato sdo desconsideradas em virtude da distribuicdo de cargas

parciais adotadas na parametrizacao.
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Capitulo 14

Conclusoes

Os célculos e os testes (tanto in silico quanto in vitro) sugerem algumas conclusdes

importantes sobre o trabalho.

0] E possivel notar que moléculas pequenas de &acidos bordnicos ndo tém atividade
sobre o T. cruzi, mesmo quando sdo analogos dos acidos carboxilicos inibidores de histona
deacetilase. Provavelmente, esta aparente inatividade se deva a atividade de desboronacédo
oxidativa promovida pela enzima P450, que degrada os acidos carboxilicos de cadeia curta o
que inativa a atividade do mesmo. E possivel que acidos bordnicos de cadeia maior tenham
atividade visto que a cavidade ativa da enzima P450 possui um volume relativamente
pequeno o que talvez favoreca um impedimento estérico da reacdo de degradacao a acidos
borbnicos de cadeia longa. Isso justificaria, por exemplo, a elevada atividade de

medicamentos como o Bortezomib, e a inatividade de moléculas menores.

(i) O mecanismo de atividade dos acidos carboxilicos de cadeia curta (especialmente o
acido butirico) envolve a interacdo entre o carboxilato e o metal alcalino presente no sitio
vicinal. Diferente do exposto na literatura, a atividade ndo deve envolver exclusivamente a
complexacdo do metal no sitio ativo (isto €, do ion divalente de zinco) uma vez que a
transferéncia de carga entre o inibidor e o ion metalico é inferior nos acidos carboxilicos de
cadeia curta quando comparado com acidos hidroxamicos. Isso justificaria a elevada
concentracdo de carboxilato (normalmente necessaria em escala de milimolar para promover
a inibicdo da histona deacetilase) ao contrario dos inibidores acidos hidroxamicos, os quais
sdo capazes de promover a mesma inibicdo em concentracdo da ordem de micromolar. A
existéncia deste sitio vicinal proximo ao sitio ativio participando da atividade inibitoria revela
uma forma de inibicdo pouco usual com caracteristicas tanto competitiva quanto alostérica,
visto que a interacdo do inibidor continua ocorrendo também no sitio ativo. O tamanho deste
sitio alostérico promove um impedimento estérico que justifica a inatividade de acidos

carboxilicos de cadeia lateral maior do que a do acido butirico. A atividade mais elevada do
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acido butirico se deve provavelmente a similaridade deste acido carboxilico com o
aminoacido aspartato, o qual estd muito presente tanto no sitio ativo quanto no sitio vicinal

da enzima histona deacetilase.

(i) O sitio ativo da histona deacetilase é muito rico em aminoacidos carregados. Assim, a
interacdo eletrostatica deste sitio com moléculas carregadas tais como as betainas, é
bastante favorecida. Os resultados da simulagcdo da betaina no sitio ativo da histona
deacetilase sugerem que a utilizacdo de moléculas zwitteribnicas como inibidores desta
enzima pode favorecer a atividade inibitéria. E possivel também a conhecida atividade
epigenética (a qual é tradicionalmente atribuida a doacdo de grupos metil da betaina e ao
consequente efeito da metilacdo do DNA) possa ter uma importante contribuicdo do efeito de

inibicdo da histona deacetilase.

(iv)  Os experimentos com os inibidores de ciclo-oxigenase revelaram uma auséncia de
atividade que reforca a hipdtese de que os acidos carboxilicos de cadeia curta inibdores de
histona deacetilase sao inativos devido a diferencas estruturais entre a enzima do
protozodrio eas enzimas de outros organismos eucariotos. E notavel também, que o analogo
acido butil-salicilico ndo apresenta atividade (j& que € conhecido na literatura a atividade do
acido acetil salicilico) sugerindo que a atividade sobre o protozoario observada no AAS

deriva do grupo acetil presente nesta molécula.

(v) O écido butilhidroxamico é um potencial novo inibidor da enzima histona deacetilase.
Os dados de simulacdo sugerem que a presenca do nitrogénio aumenta a transferéncia de
carga entre o inibidor e o céation da metaloenzima favorecendo a interagdo entre 0S mesmos.
E notavel também que o isdmero iminol possui uma maior transferéncia de carga quando
comparado ao isbmero ceto o que sugere que este isdmero pode contrubuir de forma

importante na atividade dos acidos hidroxamicos na inibicdo da histona deacetilase.

(vi) A inatividade da nevirapina sobre a forma epimastigota a0 mesmo tempo em que se
observa a atividade deste composto sobre a forma amastigota sugere que o elevado grau de

alterac6es morfologicas ao longo do ciclo de vida do T. cruzi torna a forma amastigota mais
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suscetivel da abordagem quimioterapeutica. Este resultado nos revela um potencial alvo
para a quimioterapia para a forma cardiaca da Doenga de Chagas visto que o medicamento
foi capaz de inibir o crescimento do protozoario dentro de céulas cardiacas em

concentracfes farmacologicamente aceitaveis.

(vii) A atividade da nevirapina especificamente sobre a forma amastigota do T. cruzi
possivelmente seja originada da atividade dos metabdlitos, isto é, das formas oxidadas e
hidroxiladas) da nevirapina produzidos pelo metabolismo da célula hopsedeira. Estes
metabdlitos possuem um nivel de citotoxicidade maior do que a do proprio inibidor o que

justificaria a aparente inatividade deste composto sobre a forma epimastigota.

(viii) A pesquisa pela atividade in silico de moléculas boriladas analogas da nevirapina néo
demonstrou indicios de atividade inibitoria destas moléculas sobre a enzima transcriptase
reversa do HIV-1. Entretanto, os parametros do OPLS para o grupo boronato parecem néo
descrever de forma satisfatoria este sistema visto que a densidade elerbnica do grupo
boronato € bastante afetada pelos anéias aromaticos presentes na molécula de nevirapina.
Assim, consideramos estes resultados inconclusivos devido ao erro associdao a esta

simulagéo.
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Capitulo 15

Perspectivas

Os resultados obtidos neste trabalho nos motivaram a continuar as linhas de pesquisa
investigadas aqui com o objetivo de aprofundar a compreensdo dos mesmos. Abaixo

listamos alguns trabalhos que pretendemos dar andamento futuramente:

- Avaliar a atividade tripanocida de analogos hidroxamicos do &cido butirico. Aparentemente,
a atividade dos &cidos hidroxdmicos com enzima histona deacetilase é mais favorecida do
gue a interacdo do acido butirico com esta enzima. Visto que a sintese destes compostos
(tais como o acido butil hidroxamico) é relativamente simples, pretende-se proceder o0s
ensaios in vitro da atividade tripanocida destes compostos com o propésito de avaliar a
viabilidade de uso farmacolégico do mesmo.

- Os resultados com a atividade em células L6 da nevirapina precisam ser melhor
investigados. Pretende-se efetuar testes em murinos (camundongo) para uma avaliacdo in

Vivo mais precisa destes resultados.

- Pretende-se também proceder a otimizacdo e implementacdo de parametrizacdo do
elemento quimico boro (especialmente no comportamento do grupo boronato) no campo de
forca OPLS_2005.

- Estamos implementando o método das g-integrais no programa GAMESS e no nosso
cbédigo para calculo de propriedades eletrdnicas em macromoléculas. Esta metodologia
viabilizard o aumento do nimero de atomos do sistema molecular de interesse visando o

estudo da interacdo farmaco-proteina.

- Adicionalmente estamos implementando as rotinas computacionais para o calculo de

102

indices moleculares multicéntricos aplicados a calculo de estrutura eletrénica em bio-

moléculas. ™
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Anexo Il

2010-09h-Tributyrin-Adao

File: home /alunos/vnmrsys /data,/2010-09h-Tributyrin-Adao.fid

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Ambient temperature

Operator: alunos

File: 2010-09h-Tributyrin-Adao
Mercury-300BB "mercury300"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 9.025 sec
Width 3601.0 Hz
16 repetitions
O0BSERVE H1, 300.0673566 MHz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 2 min, 45 sec
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RESUMO (Patente)

Uso de uma quantidade eficiente de nevirapina na preparacdao de uma

composicao para o tratamento da cardiomiopatia da doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma parasitose causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, transmitida ao homem por insetos hematofagos, como alguns barbeiros
muito comuns na Ameérica do Sul com ampla disseminagao no Brasil. Embora
haja tratamento para a forma aguda da doenca, a cardiomiopatia que ocorre
durante a fase cronica ainda ndo possui um tratamento especifico recebendo
apenas um tratamento sintomatico. A cardiomiopatia da doenca de Chagas é
uma das maiores causas de letalidade desta patologia. A presente invencéo
refere-se a um método de tratamento da cardiomiopatia chagéastica atraves da
administracdo de nevirapina ou de composi¢cdes farmacéuticas aceitaveis
deste principio ativo visando a reducdo da replicacdo intracelular do T. cruzi
amastigota. O método reduziria os efeitos deletérios da infeccéo parasitica no

musculo cardiaco do paciente.
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