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RESUMO

RABELLO, Marcelo Montenegro. Desenvolvimento e automagdo de
metodologias in silico para o estudo de complexos de inclusao utilizados na
inovacao terapéutica. 2016. Tese (Doutorado). Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Este trabalho apresenta uma metodologia in silico para o estudo de complexos
de inclusao utilizados na inovacao terapéutica. Um complexo de inclusao é
formado por um host (hospedeiro), e por um guest (h6spede). Neste trabalho, o
host estudado € a ciclodextrina (e seus derivados) e o0 guest, um ligante
(farmaco, em potencial), formando o complexo host:.guest. O objetivo desse
projeto € desenvolver uma plataforma (CycloMolder) capaz de realizar estudos
in silico dos complexos de inclusdo de forma automatica e precisa, fazendo uso
de uma interface gréafica de usuario. Esse objetivo foi tracado para facilitar os
estudos de modelagem molecular para este tipo de sistema quimico, com
interesse farmacéutico. A plataforma &€ composta por dois médulos: CycloGen e
CycloDock. O primeiro médulo (CycloGen) constréi modelos com mais de uma
estrutura para representar um derivado de ciclodextrina. O segundo méddulo
(CycloDock) realiza o calculo de docking molecular entre as moléculas host e
guest, utilizando o programa Autodock Vina e apresenta os resultados obtidos,
incluindo graficos que mostram a distribuicdo energética e as interacoes
intermoleculares do complexo. O programa CycloMolder foi testado através de
estudos de casos inspirados em problemas farmacéuticos reais. Os testes
realizados destacaram a importancia da geracao de mais de uma configuracao
para representar significativamente um derivado de ciclodextrina, e também
mostrou o potencial analitico do programa, proporcionado pela automacéo do
estudo de modelagem, execugcdo dos célculos e analise dos resultados. De
forma geral, o programa CycloMolder atinge seus objetivos, automatizando e
simplificando os estudos in silico dos complexos de incluséo, contribuindo

desta forma para a inovagéo terapéutica.

Palavras-chave: CycloMolder, complexos de inclusao, ciclodextrina,

modelagem molecular, docking molecular.



ABSTRACT

RABELLO, Marcelo Montenegro. Development and automation of in silico
methodologies for inclusion complexes study used in therapeutic innovation.
2016. Thesis (PhD). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brazil.

This work presents an in silico methodology for study of inclusion complexes
used in therapeutic innovation. An inclusion complex is formed by a host and a
guest. In this work, the host is the cyclodextrin and their derivatives and the
guest is a potential drug, forming a host:guest complex. The goal of this work is
to development a platform (CycloMolder) able to perform in silico studies of
inclusion complexes in an automated and precise fashion, making use of a
graphical user interface. The platform (CycloMolder) consists of two modules:
CycloGen and CycloDock. The first module (CycloGen) builds models with
more than one chemical structure to represent a cyclodextrin derivative. The
second module (CycloDock) performs the molecular docking calculations
between the host and guest molecules, using the AutoDock Vina program, and
displays the results, including graphs showing the energy distribution and
intermolecular interactions present in the host:guest complexes. The
CycloMolder program was tested through case studies inspired by real
pharmaceutical problems. The tests highlighted the importance of generating
more than one chemical structure to better represent a ciclodextrin derivative,
also showed the analytical potential of the program, provided by the automation
of the modeling study, execution of calculations and analysis of results. Overall,
the CycloMolder program achieves its goals by automating and simplifying the
in silico studies of inclusion complexes, thus contributing to the therapeutic

innovation.

Keywords: CycloMolder, inclusion Complex, cyclodextrin, molecular modeling,
Molecular docking.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Processo de desenvolvimento de um novo medicamento. Figura
adaptada (“Biopharmaceutical Research Industry Profile,” 2013). ................... 19

Figura 2: Pontos de otimizacao (Xo a X4) durante a execucao do algoritmo
SIEEPEST AESCENL. ...t 29

Figura 3: llustracdo de docking molecular. Em azul, o receptor, e em verde, 0
ligante. Demonstrando a formag¢do do complexo. Imagem gerada com o
programa PYMOL (LLC, 2010). .ccooeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 33

Figura 4: Estrutura cristalografica da enzima glicosiltransferase (Ribbon azul)
com a B-CD co-cristalizada (esferas cinzas e vermelhas). Codigo PDB: 3CGT.
Imagem gerada com o programa Chimera (PETTERSEN et al., 2004). .......... 34

Figura 5: Figura esquematica de uma CD. Em cor bege, os atomos de
carbono, e em cor vermelha e branca, os atomos de oxigénio e hidrogénio,
respectivamente. Os atomos de carbono C2 e C3 estado ligados as hidroxilas
secundarias e o atomo C6 esta ligado a hidroxila primaria. Imagem gerada com

o programa Chimera (PETTERSEN et al., 2004). ... 44
Figura 7: Perfis de solubilidade de fases e representacdo do equilibrio
CD:Guest. Figura adaptada (DAVIS; BREWSTER, 2004). .......ccccceeeveeeeeeeeennnn. 46

Figura 8: Sistema de classificacdo biofarmacéutico, que apresenta a
caracterizacdo dos farmacos com base nos valores de solubilidade e
PErmMEabilidade. ... ..o 48

Figura 9: Representacdo da permeabilidiade de farmacos hidrofobicos
encapsulados por CDs. Figura inspirada (CHALLA et al., 2005)...................... 50

Figura 10: Geometrias dos complexos de inclusdo 3-CD:CDF (2:1), formados
no estudo de docking molecular. Figura extraida do artigo citado no texto
(DANDAWATE €t @l., 2012). ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiereeeseeeeessanssnnsnsesssnnnsensnnnnnnnees 55

Figura 11: Quantidade de isébmeros de posicado em fungdo do numero de
grupos substituintes na B-CD. E importante ressaltar a escala logaritmica no
(=T D oY= o 1o~ | PP 59

Figura 12: Fluxogramas operacionais dos modulos do CycloMolder e sua
arquitetura geral. A) Fluxograma do médulo CycloGen; B) Fluxograma do
moddulo CycloDock; C) Arquitetura do CycloMolder, com retédngulos vermelhos
indicando a dependéncia de cddigo, e retangulos verdes indicando a
dependéncia de softwares externos. ..........cccceeeeeiiiiiii e 63

Figura 13: Estruturas do host HP-B-CD, viséo frontal (parte superior) e lateral
(parte inferior). A) Uma Unica estrutura (configuracao); B) Superposicao de 20
estruturas (configuracdes); C) Superposicdo das 100 estruturas (20
configuragcbes, com 5 conformacbes cada), obtidas ap6s a busca
(o0 ] g1 {0] 1 .4 F= T o - | 64



Figura 14: Telas do CycloGen Wizard. A) Tela para selegdo da CD; B) Tela
para selecdo do grupo substituinte; C) Tela para selecdo do método de
(01T = (o7 Lo J PP PP PPPRPRP 66

Figura 15: llustracdo do algoritmo para detectar mapas iguais com o derivado
HP-B-CD. Em A, uma configuracdo com substituicdo na posicao OH(2) da
unidade 1, em C, outra configuracdo com substituicdo na posicdo OH(2) da
unidade 3. Em B, as configuracbes A e C sao sobrepostas, onde a
configuraggo C sofreu uma rotacdo anti-horaria de 2 unidades de

GHCOPITANOSES. ... 68
Figura 16: Janela principal do modulo CycloGen. ...........oocviiiieiiieiiiniiiiiieee. 74
Figura 18: Telas do CycloDock Wizard. A) Tela para selecéo do(s) host(s); B)
Tela para seleGao dO(S) GUESH(S). ....uuuuuuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeees 76
Figura 19: Representacao de uma ligacao de hidrogénio, com destaque para o
ANGUIO da IGAGAOD. ...eeieieiiiieiee et 77
Figura 20: Janela principal do modulo CycloDocK...............uuuvveieiiiiiiiiiiiininnnns 79

Figura 21: A) Média das energias de ligacdo para os complexos de incluséo da
B-CD, RAM-B-CD e HP-B-CD com a molécula itraconazol. B) Médias das
analises de interacbes intermoleculares para os complexos de inclusdo da (-
CD, RAM-3-CD e HP-B-CD com a molécula itraconazol.............cc.cccceeeeeeeeenne. 81

Figura 22: Distribuicdo das médias de energias de ligacdo para varias
configuracdes do complexo de inclusdo HP-B-CD:itraconazol. E importante
destacar que todos os graficos apresentados nas figuras 15 e 16 sao, de fato,
telas do programa CycloMolder, visualizadas pelos usuarios durante a analise
dos resultados de dOCKING. ... 81

Figura 23: Melhor resultado de docking para o complexo de inclusdo HP-[3-
(@ 1 (= ToTe]  F- V.o S0 82

Figura 24: Média das energias de ligacdo de varias estruturas homélogas do
complexo de inclusdo HP-B-CD:itraconazol, formados por um numero
crescente de grupos SUDSHIUINTES. ......eueiiiii i 83



LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Alguns complexos farmaco:CD aprovados e comercializados no
mercado mundial. Tabela adaptada (DAVIS; BREWSTER, 2004)................... 23

Tabela 2: Limites da quantidade de configuracbes para o0 método de geracao
aleatdria SIMETIICA. ........ooeiiiiii e e e e e e e e e e e eenaans 71



CD

CDs
CGTase
CH

CML

DM
DM-B-CD
DNA
EBIT

EC

GA
GAFF
GNU GPL
GOLD

GUI

HP
HP-B-CD
LH

MEV

MM
MMFF94
MMFF94s

LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

Ciclodextrina

Ciclodextrinas

Glicosiltransferase

Contatos hidrofébicos

Chemical markup language, linguagem de marcag¢ao quimica
Din&dmica molecular

Dimetil-B-ciclodextrina

Deoxyribonucleic acid, Acido desoxirribonucléico

Encontro Brasileiro Para Inovacéao Terapéutica

Eficiéncia de complexacgéo

Genetic algorithm, Algoritmo genético

General Amber force field, Campo de forca Amber geral
General Public license, Licenga publica geral

Genetic Optimisation for Ligand Docking, otimizac&o genética para
docking de ligantes

Graphical user interface, Interface grafica de usuario
2-hidroxipropil

(2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina

Ligacdo de hidrogénio

Microscopia eletrénica de varredura

Mecanica molecular

Merk molecular force field, Campo de forca molecular da Merk
Merk molecular force field static, Campo de forca molecular da Merk
estético

Mecéanica quéantica

Molar substitution, Substituicao molar

Hidroxila na posicao 2 da glicopiranose

Hidroxila na posi¢ao 3 da glicopiranose

Hidroxila na posi¢ao 6 da glicopiranose

Protein data Bank, banco de dados de proteina



PDBQT

PM
PMF
PPGIT
QQ
RMA1
RMN
RMSD
SBE
SBE-B3-CD
UFF
VINA
a-CD
B-CD
y-CD
AE

Formato de arquivo Protein Data Bank, Partial Charge (Q), e Atom

Type (T)

Parameterized Model, modelo parametrizado
Potencial de forca média

Programa de pés-graduacéo em inovacgao terapéutica
Quimica quantica

Recife Model 1

Ressonancia magnética nuclear

Root-mean-square deviation, desvio do valor quadratico médio
Sulfobutiléter

Sulfobutiléter-B-ciclodextrina

Universal force field, Campo de forca universal
Autodock Vina

a-ciclodextrina

B-ciclodextrina

y-ciclodextrina

Energia de interagéo intermolecular



1

2

3

SUMARIO

INTRODUGAD. ...ttt ettt eaean e seae e aens

REVISAO DE LITERATURA........cooviiititeteteteieeeteee ettt

2.1 Modelagem MOIECUIA ...........ooiiiiiiiii e

211

MECANICA MOIBCUIAN ... .. .o

2.1.1.1 CampPOS A€ FOrGa.......ccuuiiiiiiiiie i

21111 MMFEFO4 ...

21012 GAFF

21113 UFF

2.1.1.2 Meétodos de OtIMIZAGAO. .......c.ccurrieeiiieiee et

2.1.1.2.1 StEEPESE DEOSCENL ...t

2.1.1.2.2 Gradientes ConjugadOS ..........cceiiiiriiiiiiiiiieee e

2.1.1.3 DiNAmICa MOIBCUIA ... ... e e

2.1.1.4 Busca ConformMacCioNal . .........oeee oo

2.1.2  DocKing MOIECUIAT ...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e

2.1.2.1 Fungies de PONtUACAD ........ccceeiiiiiiiiiiiec i

2.1.2.2 Programa AutodOCK ViNa ............uuuuiiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeniieseeeeeseneeeeenneeees

2.1.3  Biblioteca OpenBabel ...........cooiuiiiiiiiiiii e

2.1.3.1 Suporte a FOrmatos de ArqUIVOS .......cccoiuuuummniiiiii e

2.1.3.2 Campos de Forca (OpenBabel)........cccooieiiiii e

P2 G TR T Vo To =T [ £ PP PPPTP PP

2.2

2.2.1

CompleXxX0os de INCIUSEO ....ccooeeeeeeeeeeeeee s

(0710 (010 1= 41 ¢ T= 1= TP

2.2.2 Derivados de CiClOAEXIINAS . ....cen e e e e

2.3
OBJ
3.1

3.2

Modelagem Molecular envolvendo CDs em complexos de inCluséo......................

ETIVOS e



4 CYCLOMOLDER ..ottt e s s 62

4.1 IMPIEMENTACAOD ......eeiiiiiii i 62
N 03 o1 (o ] C = o DT PPPP PP 64
421 CyYCIOGEN WIZAIQ..........eeeeeeeieee e 65
4.2.2  Geragao de Mapas .........cccoiiuiiieiiiiiee et 67
4.2.2.1 Geracao Aleatoria ASSIMELIICA .........ccuviiiiiiiiie e 68
4.2.2.2 Geragao Aleatoria SIMELriCa .........cooviieiiiiiiiie e 69

4.2.3  Construcdo das ConfiguragOes..........uuuieeriuiiiiiiiiieeiieiii et 71
4,24 OUMUZAGAD ..eeeiiiiiiiiiite ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e 72
4.2.5  Busca Conformacional.............cccuiiiiiiiiiiiii e 73

4.3 CYCIODOCK ...ttt 74
4.3.1 CyCloDOCK WIZA ...t 74
4.3.2  Calculo de docking MOIECUIAT .............ccooiiiiiiiiiiiieiee e 76
4.3.3 Resultados do CyCIODOCK..........cuuuiiiiiiiiiiiiiee e 78
4.3.3.1  CAS0S A8 USO ...coiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 79

5 CONCLUSOES.......coituiuieiiiieieistiess ettt 84
B  PERSPECTIVAS ...ttt ettt et e et e e st e e st e e ansee e snseeeenneeennnes 86
7 REFERENCIAS ..ottt 87

8 APENDICES .. .o oo e e, 93



INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

O termo inovagao terapéutica, para profissionais envolvidos com
medicamentos, tende a ser usado para definir a introducao de um farmaco (ou
outros produtos farmacéuticos) inovador no mercado. Para alcangar esse
objetivo uma industria farmacéutica pode levar entre 10 a 15 anos, e investe
em média 1,2 bilhdo de délares (“Biopharmaceutical Research Industry Profile,”
2013). Cada novo farmaco em potencial passa por um processo complexo até
chegar ao alcance dos pacientes, como pode ser observado na Figura 1.

Figura 1: Processo de desenvolvimento de um novo medicamento. Figura
adaptada (“Biopharmaceutical Research Industry Profile,” 2013).
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O desenvolvimento de um novo farmaco tem inicio na pré-descoberta, onde
profissionais de diversas areas de pesquisa trabalham em busca do
entendimento minucioso de determinada doenca. A pesquisa basica fornece
subsidios de como tratar a doenca e estratégias em potencial de como
combater os sintomas. Na proxima etapa, descoberta de farmacos, a busca é
por um composto protétipo (lead compound). Trata-se de uma molécula
promissora, quimicamente ativa, empregada para modular sistemas fisiologicos
ou estados patoldégicos. Essa € uma etapa critica no processo de

desenvolvimento de um novo farmaco.




INTRODUCAO

O termo in silico é usado para indicar estudos realizados através do uso de
computadores, utilizando modelos tedricos que descrevem interagdes fisicas. O
termo segue a tendéncia dos termos in vitro e in vivo, fazendo referéncia ao
chip de silicio dos computadores, sendo amplamente empregado na literatura
de quimica medicinal para designar a utilizacdo de métodos computacionais
para a realizacéo de estudos de modelagem molecular, principalmente voltados
para sistemas de interesse bioldgico ou farmacolégico.

A otimizacdo e rapida identificacdo das moléculas promissoras abrevia o
tempo e reduz os custos no desenvolvimento de um novo medicamento. Os
métodos in silico sdo importantes para a otimizacdo e rapida identificacéo,
podendo reduzir os custos e o tempo em até 50% (Geldenhuys et al., 2006).
Isto ocorre porque muitas vezes o numero de moléculas que precisam ser
sintetizadas e testadas experimentalmente é drasticamente reduzido por conta
da alta preditividade e confiabilidade dos métodos computacionais (in silico).
Os métodos in silico também representam uma grande ajuda aos grupos
experimentais, pois muitas vezes dispensam a etapa de alto custo e tempo da
sintese de algumas (ou varias) moléculas que né&o apresentariam atividades
biolégicas satisfatorias, segundo a predicdo estatisticamente confiavel de

modelos in silico.

Com a definicdo do composto proto6tipo, os pesquisadores comegcam a se
preocupar com o produto final (medicamento). A vetorizacdo da substancia
ativa em uma forma farmacéutica adequada € uma questéo critica que pode
determinar se um farmaco se tornara um novo medicamento de sucesso. A
tecnologia farmacéutica é a parte das ciéncias farmacéuticas que estuda a
transformacdo de substancias ativas em formas farmacéuticas. Para isso, €
necessario ter conhecimento do perfil do composto protétipo, suas
propriedades fisico-quimicas, para planejar e desenvolver formulacbes
adequadas, que garanta exatidao, estabilidade, seguranca e um bom perfil

farmacocinético para o principio ativo do medicamento.
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INTRODUCAO

A formacdo de um complexo de inclusdo permite incrementar a solubilidade
aquosa de farmacos lipofilicos, aprimorando a sua biodisponibilidade e,
portanto, seu perfil farmacocinético. Os complexos de inclusdo também séo
capazes de mascarar sabores e odores, reduzir efeitos colaterais além de
contribuir para a estabilidade do farmaco, protegendo contra reacbes
indesejadas (Kurkov and Loftsson, 2013; Loftsson and Duchéne, 2007).

Um complexo de inclusdo é formado por um host (hospedeiro), e por um
guest (h6spede). Neste projeto de doutorado, o host estudado é a ciclodextrina
(e seus derivados) e o0 guest é um ligante (ou farmaco, em potencial), formando

o complexo host.guest.

As ciclodextrinas (CDs) sado oligossacarideos ciclicos compostos por
unidades de glicopiranose, que se apresentam na forma de um tronco de um
cone. As orientacdes individuais das unidades de glicopiranose das CDs
mostram que as hidroxilas (parte hidrofilica) estdo dispostas nas bordas,
enquanto a parte hidrofdbica esta no interior (Saenger et al., 1998). Desta
forma, as CDs sdo bem adaptadas para formar complexos de inclusdo. Essa
propriedade das CDs permite varias aplicacdes de complexos de inclusao em
varios campos de atuacdo (Boonyarattanakalin, Wolschann and Lawtrakul,
2011), tais como: ciéncias farmacéuticas (Cavalcanti et al., 2011), catalise
(Takahashi, 1998), industria téxtil (Buschmann et al., 2001), cromatografia (Li
and Purdy, 1992), agricultura (Ho et al., 2016) e alimentos (Goérnas et al.,
20009).

Dessa forma, as CDs apresentam uma estrutura quimica bem definida, com
varios grupos quimicos (hidroxilas) para funcionalizagdo com substituintes.
Devido a isso, varios tipos de derivados de CDs tém sido preparados com o
objetivo de ampliar suas propriedades fisico-quimicas e sua capacidade de
inclusao (Kurkov and Loftsson, 2013; Wenz, 1994). Ja é possivel encontrar um
grande numero de farmacos complexados a CDs, ou a um de seus derivados,
disponiveis no mercado farmacéutico mundial, onde alguns exemplos podem
ser observados na Tabela 1 (Davis and Brewster, 2004; Kurkov and Loftsson,
2013). A tendéncia deste nUmero é aumentar, uma vez que existe um grande

namero de possibilidades de aplicacbes futuras envolvendo CDs, incluindo
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novos usos para os derivados ja existentes, bem como a produgcéo de novos

derivados (Davis and Brewster, 2004; Kurkov and Loftsson, 2013; Loftsson and

Duchéne, 2007).

Tabela 1: Alguns complexos farmaco:CD aprovados e comercializados no
mercado mundial. (Davis and Brewster, 2004; Kurkov and Loftsson, 2013).

Farmaco Formulagao Nome de Referéncia
a-ciclodextrina
Alprostadil (PGE,) Intravenosa Prostavasin, Caverject, Edex
Cefotiam hexetil HCI Oral Pansporin T
Limaprost Oral Opalmon, Prorenal
B-ciclodextrina
Benexate Oral Ulgut, Lonmiel
Cetirzina Comprimido mastigavel Cetrizin
Dexametasona Epidérmica Glymesason
lodo Topica Mena-Gargle
Nicotina Sublingual Nicorette
Nimesulida Oral Nimedex, Mesulid
Nitroglicerina Sublingual Nitropen
Omeprazol Oral Omebeta
Dinoprostona (PGE,) Sublingual Prostarmon E
Piroxicam Oral Brexin
Acido tiaprofénico Oral Surgamyl
2-Hidroxipropil-8-ciclodextrina
Cisaprida Retal Propulsid
Hidrocortisona Bucal Dexocort
Indometacina Colirio Indocid
Itraconazol Oral, Intravenosa Sporanox
Mitomicina Intravenosa Mitozytrex




RAM-B-ciclodextrina (B-ciclodextrina aleatoriamente metilada)

17B-Estradiol Spray Nasal Aerodiol

Cloranfenicol Colirio Clorocil

Sulfobutiléter-8-ciclodextrina

Aripiprazol Intramuscular Abilify
Maropitante Solugdo parenteral Cerenia
Voriconazol Intravenosa Vfend
Ziprasidona Intramuscular Geodon, Zeldox

2-hidroxipropil-y-ciclodextrina

Diclofenaco Colirio Voltaren

Tc-99 Teboroxima Intravenosa CardioTec

Os métodos in silico também podem auxiliar no desenvolvimento da
formulagcdo adequada. Um bom exemplo é a modelagem molecular de
complexos de inclusdo (host.guest). Existem varios trabalhos na literatura que
reportam o uso de diversas abordagens in silico com o objetivo de elucidar o
mecanismo de interacdo entre host e guest no complexo formado,
principalmente entre farmacos e ciclodextrinas (Anselmi et al., 2006; Bikadi et
al., 2006; Carlotti et al., 2010; Gornas et al., 2009; Leila et al., 2011; Miletic et
al., 2013; Seridi and Boufelfel, 2011; Yang et al., 2011; Zhang et al., 2007).

Neste sentido, o presente trabalho tem o objetivo de contribuir com a
definicdo de estratégias in silico que podem ser usadas no estudo de
complexos de inclusao, elucidando os mecanismos de interacao entre guests e

CDs (e seus derivados).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nessa revisdo de literatura serao mostradas as bases teoricas para a
compreensao deste projeto. As metodologias in silico utilizadas para a
realizacdo deste estudo dos complexos de inclusdo serdo descritas abaixo,
assim como a fundamentacao tedrica na area de complexos de inclusdo. Por
fim, serd mostrado o estado da arte nos estudos de modelagem molecular

envolvendo os complexos de inclusao.
2.1 Modelagem Molecular

A modelagem molecular é uma ferramenta de notavel importdncia na
descoberta de farmacos, assim como também no aprimoramento de um
farmaco ja existente. Este patamar s6 pdde ser alcangado devido a grande
evolucéo tecnoldgica na area da computagéo, que em termos de hardware,
possibilita a execucdo de calculos mais robustos, e de software, com
programas e metodologias capazes de reproduzir resultados mais proximos

dos obtidos experimentalmente (Rodrigues, 2001).

A partir de um sistema biolégico (ou farmacol6gico) de interesse, séo
definidas as metodologias adequadas para modelar o sistema. Dentre as
metodologias disponiveis, a mecanica molecular (MM), a mecéanica quantica
(MQ), a dindmica molecular (DM) e o docking molecular, estdo entre as mais

empregadas nos estudos in silico.

A mecanica quantica, aplicada a sistemas quimicos, é conhecida como
quimica quantica (QQ), e é utilizada para calcular estruturas e propriedades de
uma molécula, sendo assim um método de maior precisao, mas também de
maior demanda computacional. Estao divididos, essencialmente, em métodos
ab initio e semi-empiricos. Os métodos ab initio resolvem, de forma
aproximada, a equacao de Schrdédinger independente do tempo associada a
um Hamiltoniano molecular, enquanto os métodos semi-empiricos tém boa
parte dos seus parametros ajustados para reproduzir dados experimentais.
Essa parametrizacdo aumenta de forma significativa a velocidade dos célculos
(Rodrigues, 2001).

A seguir discutiremos os métodos diretamente ligados a esse trabalho.
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2.1.1 Mecanica Molecular

Diferentemente da abordagem da mecanica quantica, na mecanica
molecular uma molécula é vista como uma colecdo de particulas mantidas
juntas por forcas elasticas. Tais forcas sdo definidas em termos de fung¢des de
energia potencial das coordenadas internas da molécula, e compdem o que é
chamado de campo de forca molecular (Engler, Andose and Schleyer, 1973).
Os parametros da funcdo de energia podem ser derivados de estudos
experimentais e de calculos de quimica quantica. Nessa abordagem, os
elétrons néo sao considerados explicitamente, mas uma vez que as posicoes
dos nucleos sé&o conhecidas, € assumido que eles estdo implicitamente sendo

levados em conta durante os calculos.

A formula basica da funcédo de um campo de forca engloba tanto os termos
relacionados aos atomos ligados (bonded - atomos que estao ligados por
ligacbes covalentes), quanto os termos relacionados aos atomos nao-ligados
(nonbonded - também chamados de ndo-covalentes, que descrevem as forcas
de van der Waals e eletrostaticas) (Ponder and Case, 2003). A composicao
especifica dos termos depende das particularidades e especificidades de cada
campo de forca, mas uma equacado genérica representativa para a energia
potencial total de um sistema quimico, em um campo de forca, pode ser escrita

como:

Etrotat = Epondea + Enonbonded (1)

Onde os componentes das contribuicbes covalentes e ndo covalentes

podem ser calculados, por exemplo, pelas equacdes 2 e 3, respectivamente.

2
Eppia = 2 ky(b=b))" + Dk, (0-0)" + Y k,[cos(ng +3) +1] ()
bonds angles torsions
949, 4, C;
Enonhonded = Eeletmstat ic + EvanderWaal s = Z ’ + Té - _6j (3)
nonbonded rU r[/ ru

pair

Os trés somatérios da equagao 2 sao sobre ligacoes, angulos e torcdes
(&ngulos diedros). Termos adicionais de tor¢des “imprdprias” poderiam ser

ainda acrescentados para reforcar a planaridade dos anéis aromaticos e outros
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sistemas conjugados. Alguns campos de forca também incluem termos

explicitos para ligacoes de hidrogénio (Ponder and Case, 2003), por exemplo.

Os termos nao ligados, da equagcao 3, possuem um custo computacional
maior por incluirem um numero maior de interacdes por atomos. O somatério
dos termos ndo ligados leva em consideracao todos os atomos separados por
além de 3 ligagbes covalentes. O termo eletrostatico é calculado pela lei de
Coulomb e o termo de var der Waals, calculado por um potencial 6-12 de
Lennard-Jones. (Ponder and Case, 2003).

A seguir, vamos descrever um pouco mais os campos de forca que foram

aplicados nesse projeto de doutorado.

2.1.1.1 Campos de Forca

2.1.1.1.1 MMFF94
O campo de forca molecular da Merck (MMFF94) foi feito inicialmente para
ser utilizado em estudos de dindmica molecular, uma versdo otimizada para

realizar minimizacéao de energia também foi desenvolvida (Halgren, 1996).

O MMFF94 utiliza uma forma funcional original para descrever as interagdes
de van der Waals, onde certos parametros de van der Waals sdo ajustados de

forma sisteméatica aos parametros experimentais (Halgren, 1996).

Outra caracteristica esta na parametrizacao fundamental do MMFF94, onde
os valores foram definidos a partir de uma grande quantidade de dados
computacionais, obtidos a partir de calculos ab initio (aproximadamente 2800
moléculas). Também foi considerada na parametrizagcdo uma grande variedade
de sistemas quimicos ndo usuais. Com essas caracteristicas, o MMFF94
fornece parametros bem definidos para mais de 20 familias quimicas, e é
capaz de tratar um grande numero de combinacdes de grupos funcionais
(Halgren, 1996).

Quase todos os parametros do MMFF94 foram determinados a partir do
conjunto completo dos dados disponiveis, enquanto outros campos de forca
sdo ajustados apenas a uma parte dos dados do conjunto disponivel, uma

abordagem chamada de “grupo funcional” (Halgren, 1996).
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Apesar das qualidades, certas limitagdes sao evidentes. Uma, em particular,
resulta do fato de que o MMFF94 usa cargas estaticas centradas nos atomos.
Como tal, ele negligencia os multipolos de alta ordem e efeitos eletrostaticos
que surgem a partir da transferéncia de carga na molécula. Por causa dessas
simplificacdes, o MMFF94, como uma série de outros campos de forcga, realiza
alguns ajustes. Ele emprega uma melhora na distribuicao de carga, simulando
o efeito da polarizabilidade, e consequentemente amplificando as interacoes
eletrostaticas (para contatos favoraveis) em um meio altamente dielétrico.
Infelizmente, essa melhora na distribuicdo de cargas também amplifica

interacdes eletrostaticas desfavoraveis (Halgren, 1996).

A versdo estatica do MMFF94 é o MMFF94s. E uma variacdo feita para ser
usada em estudos de minimizagao de energia, ao invés de dinamica molecular.
Os dois campos de forca compartilham a maioria dos parametros e produzem
resultados idénticos em todos os casos ndo envolvendo nitrogénios trigonais
(tipos: amidas e aminas insaturadas). As geometrias otimizadas com MMFF94,
gue contém esses atomos de nitrogénio, sdo deformadas. Por outro lado, o
MMFF94s utiliza parametros alterados de flexées (fora do plano) para produzir
geometrias planas (ou o mais proéximo de planas), mimetizando estruturas

encontradas através de técnicas de cristalografia (Halgren, 1999).

O campo de forca MMFF94 cobre quase todo o espaco quimico constituido
pelos seguintes atomos: H, C, N, O, S, P, F, Cl, Br, |, Fe, Li, Na, K, Zn, Ca, Cu
e Mg (Halgren, 1999).

2.1.1.1.2 GAFF

Amber € um conjunto de campos de forgca para proteinas tradicional e
amplamente utilizado nos estudos de modelagem molecular. O fato destes
campos de forca possuirem parametros limitados para moléculas organicas
impediu que fossem amplamente utilizados na concepcado de medicamentos e
em outros estudos ligante-proteina, interacdes ligante-DNA e de complexos
host:guest. Portanto, foi desenvolvido o campo de forca Amber geral (GAFF)
(Wang et al., 2004), derivado dos campos de forca Amber. O GAFF funciona

para a maioria das moléculas farmacéuticas, mantendo, na medida do possivel,
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a compatibilidade como os campos de forca Amber para proteinas (Wang et al.,
2004).

Os parametros do GAFF sdo baseados em dados computacionais obtidos a
partir de célculos ab initio, onde foram utilizadas mais de 4260 moléculas. O
campo de forca GAFF utiliza 33 tipos de atomos basicos e 22 tipos de atomos
especiais para cobrir quase todo o espago quimico constituido pelos seguintes
atomos: H, C, N, O, S, P, F, CI, Br e |. Para os tipos de atomos basicos, todos
os parametros de comprimento de ligacao, angulos e tor¢coes estao disponiveis
ou podem ser calculados a partir de regras empiricas. Tipos de atomos
especiais foram introduzidos para descrever certos ambientes quimicos de
forma precisa, como conjugacdes entre ligacbes simples e duplas, por
exemplo. Diferente dos campos de forca convencionais, os parametros para
todas as combinagdes de tipos de atomos ndo estdo contidos em uma extensa
tabela, mas sdo determinados a partir da entrada da molécula, baseados na
topologia das ligagcdes (determina os tipos de atomos) e na geometria
(determina as constantes de forca) (Wang et al., 2004).

2.1.1.1.3 UFF

O Campo de Forca Universal (UFF) foi desenvolvido para ser capaz de
cobrir todo o espaco quimico da tabela periddica. Os parametros do campo de
forca sdo estimados utilizando regras gerais com base apenas no elemento
quimico, na hibridacdo e na sua conectividade (Rappe et al., 1992).

O UFF apresenta uma boa concordéancia com observag¢des experimentais,
quando aplicado na otimizacao conformacional de compostos onde a carga nao
aparenta desempenhar um papel importante. Resultados bastante negativos
sa@o observados quando o UFF é aplicado a compostos em que as interacoes
eletrostaticas sao aparentemente vitais na determinacdo energética da

conformacéo (Casewit, Colwell and Rappe, 1992).
2.1.1.2 Métodos de Otimizacao

A aplicacdo da mecéanica molecular no processo de otimizagdo estrutural
fornece uma conformacéo 3D estavel, o que ndo representa, necessariamente,

a estrutura mais estavel de todas, para uma determinada molécula. Durante o
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processo de minimizacdo de energia, os calculos sao interrompidos quando a
molécula atinge a primeira conformacdo estavel (minimo local). Essa
conformacéo gerada é tipicamente semelhante a conformacéo inicial, devido a
grandes barreiras energéticas existentes entre os minimos locais de energia.
Os métodos steepest descent e gradientes conjugados sao bastante utilizados

na otimizacao de estrutura.

2.1.1.2.1 Steepest Descent

Steepest descent ("descida mais ingreme") (Holtie and Folkers, 1996;
Luenberger and Ye, 2008) é um algoritmo de otimizacdo utilizado para
encontrar o minimo local de uma funcéo. O algoritmo parte de um ponto inicial
em busca do minimo local. A cada iteracao o calculo do préximo ponto é feito
conforme a equacao 4. A partir do ponto atual (x;) € realizada uma busca na
direcéo negativa do gradiente (- gx) até o um ponto minimo nessa reta (x;,1).
O tamanho do passo (a;) € um escalar ndao negativo para possibilitar a

minimizac&o da funcéo f(x, — agy).

Xp+1 = Xx — O gk (4)

O algoritmo tem esse nome porque a direcdo em que a geometria €
otimizada inicialmente € a direcdo em que o gradiente é maior (mais ingreme)
no ponto inicial. Uma vez que o minimo da funcédo, na primeira direcao, €
alcancado, a segunda minimizacdo € realizada a partir desse ponto nas
direcbes mais ingremes restantes. Esse processo continua até o minimo ser
alcancado em todas as dire¢cdes, como pode ser observado na representacéao
ilustrativa da Figura 2.

Figura 2: Pontos de otimizacdo (X, a X4) durante a execucdo do algoritmo steepest

descent.
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2.1.1.2.2 Gradientes Conjugados

No método de gradientes conjugados, a primeira parte da busca acontece na
direcdo do maior gradiente, como no método steepest descent. No entanto,
para evitar algumas das oscilagcdes para frente e para tras que atrasam a
convergéncia do método steepest descent, 0 método de gradientes conjugados
mistura um pouco da direcao anterior na préxima busca. Isso permite que o
método chegue ao minimo mais rapidamente (Holtie and Folkers, 1996;
Luenberger and Ye, 2008).

Devido a limitagcao desses métodos em atingir o minimo global, é necessario
fazer a otimizagdo estrutural para varias conformacdées de uma molécula, e

comparar os valores obtidos, dirigindo-se em busca do minimo global.

2.1.1.3 Dinamica Molecular

Na dinamica molecular (DM), o comportamento dindmico dos sistemas
moleculares é simulado através da integracdo numérica das equacgdes do
movimento (Rodrigues, 2001). A DM pode ser aplicada para se obter a
conformacédo mais estavel de um sistema quimico. Durante o processo de DM,
os estiramentos das ligacdes, alteracbes angulares e torcionais podem ocorrer
como se a molécula estivesse sendo aquecida. Isso permite que durante o
processo de dinamica, a molécula seja capaz de assumir conformacgdes
instaveis (ou menos estaveis). Desta forma, a molécula de interesse pode ser
capaz de transpor as barreiras de energia, aumentando as chances de
alcancar o minimo energético global (Carvalho et al., 2003).

Os atomos e moléculas interagem por um periodo de tempo pré-
determinado explorando o0 espaco conformacional. As simulacbes s&o
baseadas nos conceitos fisicos da mecanica molecular. A cada passo da
simulacéo a equacédo de movimento representada pela segunda lei de Newton
€ resolvida. Cada atomo possui posicao, massa e velocidade. A temperatura
(TT) de um sistema esta relacionada com a energia cinética média (Ecin) de
todos os atomos, através da equacao 5, onde (k,) é a constante de
Boltzmann, (Ndf) é o numero de graus de liberdade (3 vezes o numero de
atomos), (m;) massa do atomo i e (v;) a velocidade do atomo i (Holtje and

Folkers, 1996).
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Ym; X v =0.5x Ndf Xk, XxT = Ecin (5)

O conceito de temperatura € fundamental na simulacdo de dinamica
molecular. Normalmente as simulagdes ocorrem a uma temperatura entre 300
K e 400 K. A temperatura precisa ser suficientemente alta para permitir a
transposicao das barreiras de energia, porém nao podendo ser téo alta a ponto
de assumir conformacbes distorcidas de alta energia. A aplicacdo de
temperaturas mais elevadas aumenta a amostragem conformacional,
aumentando também a chance de alcancar a conformacdo com energia

minima global (Holtje and Folkers, 1996).

2.1.1.4 Busca Conformacional

Outro ponto que pode ser abordado pela mecéanica molecular é a
investigacado dos graus de liberdade ativos de um sistema molecular, através
do que € frequentemente denominado Busca ou Analise Conformacional. O
gue estes métodos fazem, essencialmente, € uma busca no espaco de energia
potencial, procurando por conformacdes que podem possuir uma menor
energia potencial ou uma maior variabilidade dos graus de liberdade,
dependendo da finalidade da busca (O’Boyle, Vandermeersch, et al., 2011).

Para realizar a busca conformacional, sdo utilizados campos de forca ou
funcdes de pontuacéo baseadas em campos de forca. Essas funcbes também
podem se basear em estudos experimentais ou em célculos altamente,

precisos, de mecanica quantica.

Diversos métodos podem ser utilizados para realizar a busca por
conformacdes, sendo um deles o algoritmo genético (GA). E um algoritmo
bastante robusto, amplamente utilizado em problemas de otimizacédo e busca.
O GA mimetiza o processo conhecido como evolucionario, manipulando uma
colecdo de dados estruturais chamados de cromossomos. Cada um deles
codifica uma possivel conformacédo, ou seja, nele estdo contidas as
informagcdes de uma possivel solucdo (conformacdo) para a otimizacédo. A
estes cromossomos, pode ser atribuida uma pontuacdo (score), baseada na

estabilidade da conformacéao (Jones, Willett and Glen, 1995).

31



REVISAO DE LITERATURA

Iniciado por uma populacdo de cromossomos gerados randomicamente, o
GA aplica repetidamente operadores genéticos (ex: crossover e mutacéo),
resultando em cromossomos que irdo substituir os membros menos adaptados
da populacdo. O crossover combina cromossomos, enquanto que a mutacao
introduz perturbacdes randémicas. Ambos necessitam de cromossomos “pais”,
selecionados de forma randémica dentre a populacdo existente, com um viés
para os mais aptos (ou otimizados), dessa forma introduzindo uma presséo

evolutiva no algoritmo (Jones, Willett and Glen, 1995).
2.1.2 Docking Molecular

O termo docking é proveniente da lingua inglesa e significa atracar, ancorar
ou acoplar, fazendo alusédo ao fato das moléculas estudadas (ligantes) serem
“ancoradas” tipicamente nas imediacées do sitio ativo do alvo biolégico ou

farmacologico, assim como um barco atraca a um cais de porto.

O docking determina se ha interacdes favoraveis entre estas duas moléculas
(ligante e receptor), no intuito de elucidar as razbes moleculares responsaveis
pela poténcia farmacoldgica destes ligantes ou farmacos em potencial. O
procedimento de docking busca pela orientacdo que maximiza essas
interacdes intermoleculares, por exemplo, minimizando a energia de interacéo
do sistema. Assim, o ligante e a proteina formam um complexo por
complementaridade estrutural e por estabilizacdo energética (Rarey et al.,
1996), ilustrado na Figura 3.

Figura 3: llustracéo de docking molecular. Em azul, o receptor, e em verde, o
ligante. Demonstrando a formacdo do complexo. Imagem gerada com o
programa PyMOL (LLC, 2010).
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O docking € um método que pode ser aplicado para varias classes de
moléculas, como por exemplo, proteinas, acidos nucléicos (DNA e RNA), e
sacarideos. O funcionamento adequado do docking com esses diversos tipos
de alvos depende do campo de forca utilizado no calculo. O campo de forca
dos programas de docking € normalmente ajustado para alvos protéicos, dessa
forma, a utilizacao dessa metodologia para outros alvos, como acidos nucléicos

ou sacarideos, requer uma maior atencéo para a realizacéo desses célculos.

Para uma interacdo bem sucedida, a forma do ligante deve se ajustar ao
receptor e deve ocorrer a maximizacdo das interagdes intermoleculares de
forma geral, como a maximizacao das ligacoes de hidrogénio e das interacdes

hidrofobicas, por exemplo.

Os métodos de docking se desenvolveram bastante nas ultimas décadas.
Entretanto, uma caracteristica importante no docking é que é necessario
possuir a estrutura tridimensional do receptor, seja ele um alvo bioldgico
(proteina ou enzima), ou um host (CD), para viabilizar a sua realizagao. Assim,
normalmente e quando disponivel, a estrutura tridimensional do receptor &
determinada experimentalmente por cristalografia (normalmente usando

difracao de Raios-X).

O banco de dados de proteina (PDB) (Berman et al., 2000) é o maior € mais
confiavel banco de dados de estruturas de proteinas (em sua maioria) e acidos
nucléicos, totalizando cerca de 118.748 mil depédsitos em maio de 2016. Em
algumas dessas estruturas também & possivel encontrar sacarideos co-
cristalizados. A Figura 4 abaixo exemplifica uma estrutura de uma enzima,
uma glicosiltransferase com uma (B-CD co-cristalizada, extraida do PDB sob o
codigo 3CGT.
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Figura 4: Estrutura cristalografica da enzima glicosiltransferase (Ribbon azul) com
a B-CD co-cristalizada (esferas cinzas e vermelhas). Cédigo PDB: 3CGT. Imagem
gerada com o programa Chimera (Pettersen et al., 2004).

Uma questdo adicional nos procedimentos de docking é o fato deles
tipicamente considerarem o alvo rigido durante o calculo, mesmo sabendo-se
que eles podem possuir varios graus de liberdade conformacionais
importantes, como por exemplo, 0os grupos laterais dos residuos de aminoacido
em proteinas, ou mesmo a conformacdo da prépria cadeia principal da
proteina. Esta questdo tem sido abordada por alguns programas que
consideram estes graus de liberdade do receptor durante os calculos de
docking, para aprimorar os resultados desta técnica que tém mimetizado, de
maneira cada vez mais precisa, o processo farmacodinamico da interacao de

um farmaco com o seu alvo bioldgico (Morris et al., 2009).
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Os programas de docking que tratam os receptores como moléculas flexiveis
fazem isso apenas para moléculas de natureza protéica. Isto limita a aplicacdo
desta abordagem, por exemplo, para sacarideos como alvos, como é 0 caso
dos derivados de CDs.

Entretanto, apesar destas questdes levantadas aqui, os programas atuais
vém demonstrando capacidade suficiente para fornecer resultados bastante
confidveis na previsao da interagdo farmaco-receptor (ou ligante-alvo). Além
disso, essas dificuldades tendem a ser superadas pelo rapido desenvolvimento

que estes métodos e os computadores tém sofrido ao longo do tempo.

O sucesso de um programa de docking depende de dois fatores: o algoritmo
de procura conformacional (por exemplo, algoritmo genético) e a funcao de
pontuacdo (score, pontuacao relativa para o ordenamento das solu¢des de
docking). O score, muitas vezes, representa a energia de interacdo de uma
solucao (pose) de docking para o complexo ligante-receptor.

2.1.2.1 Funcoes de Pontuacéao

A funcédo de score, fitness ou pontuacdo indica, quantitativamente, a
estabilidade do complexo ligante-receptor obtido a partir de uma solucéo de
docking. A equacédo de energia potencial para determinar o score de um
complexo, é normalmente composta por um termo intramolecular, que mede a
estabilidade relativa do receptor e do ligante individualmente, e outro termo
intermolecular, que mede a interacdo entre o receptor e o ligante. As funcdes
de pontuacgao tipicas podem ser baseadas em campos de forca, ser empiricas
ou baseadas em conhecimento (Knowledge-based).

As baseadas em campos de forga avaliam a estabilidade do complexo por
sua energia de interacdo, quanto mais negativo for a energia de interacédo, mais
estavel € o complexo formado. Os campos de forca utilizados possuem um
formalismo matematico e parametros implementados internamente nos
programas de docking, muito parecido com os utilizados na mecéanica

molecular (Morgon and Coutinho, 2007).

As empiricas, utilizam uma funcdo cujos coeficientes foram pré-otimizados

com base em resultados experimentais de estruturas ligante-receptor, e suas
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respectivas constantes de inibicdo. Essas fung¢des reproduzem dados
experimentais associados a energia livre de ligacao, podendo ser decomposta
como uma soma de diversas funcbes basicas dependentes das coordenadas
do ligante e do receptor. Estas funcbes basicas sdo multiplicadas pelos
coeficientes que foram ajustados de tal modo a se obter uma correlagéo 6tima
para um dado conjunto de estruturas, entre as energias livres de ligacéo
calculadas e os valores obtidos experimentalmente (constantes de inibicao).
Além das funcbes basicas, também podem ser encontradas funcdes individuais
para interacdo eletrostatica e a interacdo de van der Waals, calculadas a partir
de um dado campo de forca molecular classico. Também podem possuir
termos especificos para outras interacdes, como ligacdes de hidrogénio e
contatos hidrofébicos (Morgon and Coutinho, 2007).

As baseadas em conhecimento utilizam “pseudo-potenciais” obtidos
estatisticamente a partir do numero, cada vez maior, de estruturas
determinadas experimentalmente, capazes de descrevem geometrias de
interacéo ligante-receptor. Assim, como os métodos empiricos, essas fungdes
tentam obter implicitamente efeitos da ligacdo que séo dificeis de modelar de
forma explicita. E importante destacar que as funcdes baseadas em
conhecimento nao sao construidas mediante a utilizacdo de dados
experimentais da constante de inibicdo, como ocorre nas funcdes empiricas de
energia livre. A funcéo baseada em conhecimento utiliza a lei de Boltzmann
para calcular o potencial de forca média (PMF), obtido a partir da fungéo
densidade de probabilidade associada aos pares de atomos e da distancia
entre eles (estruturas determinadas experimentalmente) (Morgon and Coutinho,
2007).

As funcbes de pontuacdo nao estao livres de imperfei¢cdes, dessa forma na
tentativa de atenuar essas imperfeicbes surgiram as fungbes consenso,
baseadas na combinacdo de diferentes tipos de funcdes de pontuacao. A
funcdo X-CSCORE (Wang, Lai and Wang, 2002) é um exemplo de funcéo
consenso que combina funcbes de avaliacdo dos programas GOLD, DOCK e
FlexX, além das funcées PMF e ChemScore. A literatura mostra que o uso de
funcbes consenso pode aumentar significativamente a taxa de sucesso na

identificacdo da conformacdo do ligante observada experimentalmente. A
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utilizacdo dessas fungdes deve ser realizada com cuidado, uma vez que se
deseja obter um balanceamento dos erros associados as diferentes funcdes de
avaliacdo e nao uma amplificacao desses erros (Morgon and Coutinho, 2007).

As ligacbes de hidrogénio, possuem importancia fundamental nos
fendbmenos bioldgicos, uma vez que estabilizam macromoléculas necessarias
funcionamento adequado de organismos. Portanto, os programas usam um
formalismo matematico especial, representado através de um termo adicional,
na funcao de score, para considerar as ligacdes de hidrogénio. Uma ligacao de
hidrogénio tipica € mais forte do que as interacées de van der Waals, porém

mais fraca do que liga¢des covalentes ou idnicas.

Desta forma, os programas atuais de docking vém sendo usados com
seguranca para fornecer resultados confiaveis no que diz respeito a um amplo
repertdrio de problemas em quimica medicinal. Dentre os diversos programas
de docking existentes atualmente, podemos citar, como exemplos, o Autodock
Vina (Trott e Olson, 2010) e o Autodock (Morris et al., 1998), ambos "open

source" e com implementacdes baseadas em algoritmo genético.

Em seguida sera feita uma breve descricdo do programa Autodock Vina, que

foi utilizado no desenvolvimento desse projeto.
2.1.2.2 Programa Autodock Vina

O programa Autodock Vina (VINA) foi desenvolvido no instituto de pesquisa
scripps (http://www.scripps.edu/). O programa tem a filosofia que o usuério néo
precisa necessariamente compreender os detalhes de implementacgao, exigindo
do usuario apenas as estruturas do ligante e do receptor, além do espaco de
busca (como por exemplo, o sitio ativo do receptor), para realizar o calculo. O
programa VINA foi construido com a proposta de usufruir dos multiplos nacleos
individuais de processamento presentes na geracao atual de computadores.
Sendo assim, ele é capaz de realizar o célculo de docking com um
desempenho computacional significativamente melhor do que o programa
Autodock, também desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa (Trott and
Olson, 2010).
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A funcdo de pontuacdo implementada no programa VINA foi inspirada
principalmente na funcéo de score X-CSCORE (Wang, Lai and Wang, 2002),
qgue leva em consideracdo as contribui¢cdes intra e intermoleculares. Também
foram incorporadas algumas vantagens de potenciais baseados em
conhecimento (“knowledge”) e fungdes empiricas (Trott e Olson, 2010). A
funcéo consta de duas partes, sendo uma dependente da conformacao e outra
independente. A parte dependente é definida pela equacao 6.

Cc= Z f,l_,j (r,/) (6)

i<j

Onde é calculado o somatério de interagdes de todos os pares de atomos
(i,j), sendo normalmente levados em consideracao apenas os pares de atomos
separados por mais de trés ligacdes covalentes consecutivas. Para cada atomo
i € atribuido um tipo t;. Dessa forma €& definido um conjunto simétrico de

funcdes de interacao ftitj em fungdo da distancia interatdmica r;;). Esse valor

pode ser visto como a soma das contribuicbes intermoleculares e

intramoleculares (equacao 7).

C = Cinter t+ Cintra (7)

O algoritmo de otimizacdo busca o minimo global de ¢ e outras

conformacdes, também de baixa energia, que sdo ranqueadas.

As funcbes de interacao ftitj sdo definidas em relacdao a distancia de
superficie d;; = r;; — Ry, — Re;, Onde R; é o raio de van der Waals do tipo de

atomo t (Jain, 1996):
fz,.zj () = hz,.z_,. (dy) (8)

Na funcédo de pontuacdo do VINA, o termo htit]- da equacao 8 é a soma

ponderada das interacoes estéricas, idéntica para todos os pares de atomos,
interacdes hidrofobicas entre atomos hidrofébicos e, quando aplicavel, ligacdes

de hidrogénio.
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Ja a parte independente de conformacgéao € definida como g na equacgao 9.

C

— inter 9
1+wN ©

rot

g (Cint er)

Onde N,,; € o numero de ligagbes com rotacbes ativas entre atomos

pesados do ligante, e w é 0 peso associado.

O algoritmo de otimizacdo do programa VINA é derivado de varias
abordagens estocéasticas de otimizagdo global, incluindo GA, otimizacdo por
enxame de particulas, simulated annealing e outros, combinados com varios

procedimentos de otimizacéao local (Trott and Olson, 2010).

Nesse algoritmo, sdo realizados sucessivos passos que consistem de uma
mutacdo e de uma otimizacdo local, onde cada passo é aceito conforme o

critério Metropolis (Metropolis et al., 1953).

O numero de passos em uma execucao é determinado de forma adaptativa,
de acordo com a complexidade aparente do problema, e de algumas
execucgoes partindo de conformacgdes randdémicas (Trott and Olson, 2010).

O VINA foi projetado para ser compativel com o formato de arquivos de
estruturas utilizado no AutoDock4 (PDBQT), para facilitar o uso do programa
com os softwares auxiliares ja existentes. Os arquivos PDBQT podem ser
vistos como uma extensdo do formato de arquivos PDB (Trott and Olson,
2010).

O tempo gasto na busca pelo minimo global é variavel e dependente do
nuamero de atomos, da flexibilidade (ligante e residuos flexiveis) e de outros
fatores. E possivel reduzir a probabilidade de ndo se encontrar o minimo global
da funcédo de pontuacao, através do ajuste do parametro exhaustiveness. Por
padrao, o valor do pardmetro exhaustiveness é 8, mas aumentando-se esse
valor, aumenta-se o tempo (demanda computacional) linearmente, e diminui-

se, de forma exponencial, a probabilidade de ndo encontrar o minimo global.
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2.1.3 Biblioteca OpenBabel

OpenBabel (O’Boyle, Banck, et al., 2011) € uma ferramenta gratuita, de
codigo aberto (open-source), projetada inicialmente para facilitar a converséao
de dados quimicos de um formato de arquivo, para outro. Permite buscar,
converter, analisar e armazenar dados de modelagem molecular, quimicos,
bioquimicos e de outras areas relacionadas. Ele fornece programas prontos
para serem utilizados, bem como também uma biblioteca em C++ para
fomentar o desenvolvimento de outros softwares cientificos de cédigo aberto
(O’Boyle, Banck, et al., 2011).

Desde 2001, o OpenBabel foi desenvolvido e substancialmente expandido
como um projeto de colaboracao internacional, através de um modelo de
desenvolvimento de cddigo aberto. Ele possui mais de 160 mil downloads, mais
de 400 citagcbes, é utilizado por mais de 40 projetos de software, e esta
disponivel gratuitamente a partir do site do OpenBabel (openbabel.org)
(O’Boyle, Banck, et al., 2011).

A biblioteca OpenBabel permite que usuéarios desenvolvam softwares
quimicos sem precisar se preocupar com os detalhes de baixo nivel do
tratamento de informacgdes quimicas, por exemplo, ler ou escrever um formato
quimico especifico de arquivo. Deixando assim o usuario livre para se
concentrar no problema cientifico. A interface de programacao da aplicacao
(API) do OpenBabel &€ formada por um conjunto de classes, métodos e

variaveis, fornecidas para o usuario utilizar na implementacéo do software.

O OpenBabel apresenta diversas caracteristicas, e a seguir serdo
destacadas as mais importantes para o desenvolvimento desse trabalho.

2.1.3.1 Suporte a Formatos de Arquivos

A versao 2.3 do OpenBabel suporta um total de 111 formatos quimicos,
permitindo a leitura de 82 formatos e a escrita de 85 formatos. Estes formatos
sao utilizados em quimioinformatica (SMILES, InChl, MOL, MOL2), arquivos de
entrada e saida de varios pacotes de quimica computacional (GAMESS,
Gaussian, MOPAC), formatos de arquivos de cristalografia (CIF, ShelX),
formatos de reacdes (MDL RXN), formatos de arquivos usados em pacotes de
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dindmica molecular e docking (Autodock, Amber), formatos utilizados por
pacotes para desenho de estruturas em 2D (ChemDraw), visualizadores 3D
(Chem3D, Molden) e cinética quimica e termodinamica (ChemKin, Termo)
(O’Boyle, Banck, et al., 2011).

2.1.3.2 Campos de Forca (OpenBabel)

O OpenBabel disponibiliza classes de mecanica molecular, que podem ser
usadas preferencialmente com moléculas pequenas. Aplicacdes tipicas dessas
classes incluem avaliacdo energética e minimizacéo de energia (otimizacao de
geometria), podendo ser utilizadas individualmente, ou fazendo parte de um
grande fluxo de trabalho. Os campos de for¢ca implementados no OpenBabel
permitem a utilizacdo desses métodos para uma grande maioria de estruturas

moleculares.

O campo de forca MMFF94(s) pode ser utilizado para moléculas organicas
ou com potencial farmacéutico. Para moléculas contendo qualquer elemento da
tabela periédica ou de geometria complexa (ou seja, ndao suportados pelo
MMFF94), o campo de forca UFF pode ser utilizado. A implementacéo do
campo de forca GAFF também foi realizada, mas em um momento mais
recente, portanto ndo foi otimizado, em questdes de velocidade, como MMFF94
e UFF foram. Todos os campos de for¢ca permitem a aplicacao de restricdes em
determinadas posi¢coes atdmicas ou em distancias especificas.

Para realizar a minimizacao de energia, o OpenBabel tem implementado os
algoritmos Steepest Descent e Gradientes Conjugados. Parametros como o
numero de passos e o critério de convergéncia podem ser ajustados para
realizar a minimizacdo. Além dos algoritmos de minimizagdo de energia, o
OpenBabel ainda disponibiliza a aplicacdo de dinamica molecular para a

otimizacao de estruturas.

Alguns métodos de busca conformacional foram implementados utilizando
campos de forca, todos baseados na abordagem “forsion-driving”, que significa
conduzido por torcoes. Essa abordagem se baseia em ajustar os angulos de
torcdo a partir de um conjunto predefinido de valores permitidos para uma
ligacdo com rotagéo livre, em particular. O método de busca mais preciso

implementado € o método de busca sistematica, o0 método avalia de forma
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iterativa todos os angulos de torcdo para cada ligacdo com rotacao livre da
molécula, mantendo o conférmero com menor energia. Uma busca sistematica
pode ndo ser computacionalmente viavel para uma molécula com varios graus
de liberdade, dessa forma, também estdo disponiveis alguns métodos
estocasticos de busca. A busca aleatoria gera valores aleatérios para os
angulos de torcao, a partir de valores pré-definidos. J& a busca ponderada, é
um método de busca estocastica que converge a um conférmero de baixa
energia, ponderando angulos de torcdo particulares. Esse angulos sao
ponderados com base na energia relativa do conférmero ja gerado (O’Boyle,
Banck, et al., 2011; O’Boyle, Vandermeersch, et al., 2011).

Também esta disponivel um algoritmo de busca conformacional baseado em
algoritmo genético. Ele permite a aplicacdo de filtros (ex: um filtro de
diversidade) e diferentes funcbes de pontuacdo. Esse método pode ser
aplicado para buscar por um conférmero de baixa energia, como 0s outros
métodos, ou pode ser utilizado para gerar uma biblioteca de conférmeros
diversos. As funcbes de pontuacdo disponiveis na busca baseada em GA
podem ser baseadas em Energia ou RMSD ("Root Mean Square Deviation"). A
funcdo de pontuagdo baseada em energia busca por confGrmeros mais
estaveis, enquanto a baseada em RMSD busca por um conjunto diverso de
conformacdes (O’Boyle, Banck, et al., 2011; O’Boyle, Vandermeersch, et al.,
2011).

Diversas aplicagbes fazem uso da biblioteca OpenBabel, tais como:
Avogadro, Confab, iBabel, OpenMD, PyRx, RMG, Pharao, Stripper, Zodiac,
dentre outros (O’Boyle, Banck, et al., 2011). A biblioteca Avogadro foi utilizada

no desenvolvimento desse projeto e sera discutida em mais detalhes.
2.1.3.3 Avogadro

O Avogadro € um visualizador e editor molecular avangado, tendo sido
projetado para ser usado em varias plataformas (Windows, Linux e Mac OS)
nas areas de modelagem molecular, quimica computacional, bioinformatica e
areas afins. Ele oferece flexibilidade, renderizagcdo de alta qualidade e uma
poderosa arquitetura baseada em plugins. Os usos tipicos do visualizador

incluem a construcdo de estruturas moleculares, formatacdo de arquivos de



REVISAO DE LITERATURA 43

entrada e analise de arquivos de saida para uma grande variedade de pacotes
de quimica computacional. Utiliza o formato de arquivo CML (chemical markup
language) como formato nativo. O Avogadro foi desenvolvido utilizando-se a
linguagem de programacdo C++, o framework grafico Qt foi utilizado para
construir a interface grafica de usuario (GUI), o OpenGL foi utilizado para
visualizagdo em 3D, assim como também a biblioteca OpenBabel. Utilizando
essa combinacao de linguagens e bibliotecas, necessariamente o Avogadro é
licenciado sob a licenca GNU GPLv2 (“GNU General Public License v 2.0,”
2012), o que o torna aberto e disponivel para todos (Hanwell et al., 2012). O
Avogadro, além de ser uma aplicagao nativa, também é uma biblioteca, o que
permite que suas ferramentas possam ser incorporadas no desenvolvimento de

outros softwares.

E importante ressaltar que as metodologias destacadas na sessdo de
modelagem molecular ndo se limitam a uma Unica classe de moléculas, como
as proteinas, podendo também ser aplicados para moléculas de outra
natureza, como por exemplo, os sacarideos (CDs e seus derivados).

2.2 Complexos de Inclusao

Nos medicamentos, todo farmaco (principio ativo) necessita de certo grau de
solubilidade em agua para ser farmacologicamente ativo, mas também
necessita de alguma lipofilicidade, para ser capaz de permear através das

membranas bioldgicas via difusdo passiva (Arun, Ashok and Sravanthi, 2008).

O uso de abordagens de varredura de alto desempenho (high-throughput
screening) no desenvolvimento de farmacos permitiu a identificacdo de um
grande numero de moléculas lipofilicas com potencial farmacodinamico, no
entanto muitas dessas moléculas tém sua utilidade clinica inviabilizada devido
a baixa solubilidade em agua (Arun, Ashok and Sravanthi, 2008), ou seja, um
inadequado perfil farmacocinético. A formacdo de complexos de inclusao é
uma estratégia capaz de promover alteracdes nas propriedades fisico-quimicas
e biologicas dessas moléculas, de forma aparente, principalmente aumentando
a solubilidade em &gua. As CDs vém sendo amplamente aplicadas no
desenvolvimento de farmacos e medicamentos, principalmente através da

obtencéo de complexos de inclusao (Oliveira, Santos and Coelho, 2009).
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2.2.1 Ciclodextrinas

Com ja foi dito na introducédo, as CDs s&o uma familia de oligossacarideos
ciclicos, cujas estruturas sao formadas por unidades de a-D-glicopiranose
unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4. Devido a conformacdo em
cadeira das unidades de glicopiranose, as CDs possuem a forma de um tronco
de cone, com grupos hidroxila primarios na borda estreita, e grupos hidroxila
secundarios que se prolongam a partir da extremidade mais larga (Arun, Ashok
and Sravanthi, 2008; Kurkov and Loftsson, 2013).

As orientagdes individuais das unidades de glicopiranose apresentam grupos
hidroxilas em ambas as bordas do cone, o que tornam as CDs solUveis em
agua. O interior da cavidade, no entanto, tem carater hidrofébico, uma vez que
€ composto pelos atomos de hidrogénio C3-H, C5-H e C6-H e pelo oxigénio O4
do tipo éter. Consequentemente a cavidade, quando em solucao aquosa,
fornece uma matriz hidrofébica que permite a formacédo de complexos de
inclusdo com moléculas apolares ou pouco polares (Saenger et al., 1998). A
Figura 5 € uma representacao esquematica da CD.

Figura 5: Figura esquematica de uma CD. Em cor bege, os atomos de
carbono, e em cor vermelha e branca, os atomos de oxigénio e hidrogénio,
respectivamente. Os atomos de carbono C2 e C3 estao ligados as hidroxilas
secundarias e o atomo C6 esta ligado a hidroxila primaria. Os hidrogénios nao
apolares estao implicitos. Imagem gerada com o programa Chimera (Pettersen
et al., 2004).
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As CDs naturais sdo a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextrina (B-CD) e y-
ciclodextrina (y-CD), com 6, 7 e 8 unidades de glicopiranose, respectivamente.
A diferenca na quantidade de unidades de glicopiranose ligadas determina o
tamanho da cavidade da CD, como pode ser observado na Figura 6. Estas
CDs sao formadas através de uma reacao de transglicosilacao intramolecular,
quando a amilose do amido é processada pelas glicosiltransferases (CGTase;
EC 2.4.1.19), enzimas monoméricas de origem bacteriana (Schmidt et al.,
1998).

A solubilidade aquosa das CDs é bem menor do que a das dextrinas lineares
(amiloses), provavelmente devido a forte interacdo das moléculas de CD na
forma cristalina. Além disso, a B-CD, por exemplo, forma ligagdes de hidrogénio
intramoleculares que diminuem sua habilidade de formar ligacbes de
hidrogénio com as moléculas de agua (solvente) ao redor, o que diminui ainda
mais a sua solubilidade aquosa (Kurkov and Loftsson, 2013; Loftsson,
Hreinsdéttir and Masson, 2007).

Figura 6: Representacdao das CDs naturais, a-CD, B-CD e y-CD, com o
didametro de suas cavidades. Imagem gerada com o programa Chimera
(Pettersen et al., 2004).

a-CD

As CDs séo capazes de formar complexos de inclusdo com muitos farmacos
em solucdo aquosa, conseguindo incluir o guest por completo, ou uma parte
lipofilica dele, dentro da sua cavidade. No processo de formacédo do complexo
nenhuma ligagédo covalente € formada ou quebrada, contudo € estabelecido um
equilibrio entre o complexo host.guest e as moléculas host e guest livres em

solucdo. As principais forcas responsaveis pela formacdo do complexo de
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inclusdo incluem: ligagcdes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e o
deslocamento das moléculas de agua de dentro para fora da cavidade da CD
(Arun, Ashok and Sravanthi, 2008).

As moléculas de CD envolvidas em complexos possuem propriedades fisico-
quimicas distintas das moléculas livres em solu¢cdo. Portanto, é possivel
determinar a constante de equilibrio de formacdo dos complexos, assim como
a sua estequiometria, observando-se as mudancas nas propriedades fisico-
quimicas durante o processo de formacao dos complexos (Arun, Ashok and
Sravanthi, 2008).

Os complexos de inclusédo podem ser classificados com base nos efeitos
causados na solubilidade do guest em agua, e o diagrama de fases de
solubilidade é capaz de indicar o perfil do complexo de inclusao, como pode ser
observado na Figura 7. O perfil do tipo A é obtido quando a solubilidade do
guest aumenta com o0 aumento da concentracdo da CD. O perfil do tipo A
representa a formacao de complexos de inclusao soluveis, enquanto o perfil do
tipo B indica a formacado de complexos com solubilidade limitada. (Davis and
Brewster, 2004).

Figura 7: Perfis de solubilidade de fases e representacdo do equilibrio
CD:Guest. Figura adaptada (Davis and Brewster, 2004).
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De forma geral, os derivados de CDs solUveis em agua possuem um perfil
de solubilidade do tipo A, enquanto que as CDs naturais (menos soluveis)
apresentam o perfil do tipo B.

Acredita-se que a maioria dos complexos formados por farmacos e CDs sao
complexos de inclusdao host.guest, mas sabe-se também que as CDs sao
capazes de dissolver farmacos através da formacéo de complexos agregados
(estruturas semelhantes a micelas). Como o perfil de solubilidade descreve
apenas a influéncia do aumento da concentragcdao de CD na solubilidade do
farmaco, ndo é possivel confirmar a formac¢ao do complexo de inclusao através
do estudo de solubilidade de fases. Por outro lado, € possivel calcular a
constante de equilibrio (Ki.1) do complexo de inclusédo a partir do gradiente
(inclinacdo da reta) e da solubilidade intrinseca (Sp) do guest em agua
(solubilidade do guest na auséncia de CD), como pode ser visto na equacao
10 (Arun, Ashok and Sravanthi, 2008).

Gradiente
(10)

K,=—
1:1 So(1—Gradiente)

A eficiéncia de complexacédo (EC) pode ser estimada para complexos
host.guest com estequiometria 1:1, a partir do gradiente do diagrama de
solubilidade de fases conforme a equacao 11 (Arun, Ashok and Sravanthi,
2008).

EC Gradiente __ [CD:Guest] (1 1)

o (1—-Gradiente) - [cD]

Para confirmar a formacdo do complexo de incluséo, € necessario utilizar
outras abordagens experimentais de andlise, como por exemplo: analise
espectroscopica de Raman e infravermelho, ressonancia magnética nuclear
(RMN), analises térmicas e microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Fortes
et al.,, 2013).

Os efeitos que as CDs produzem nas propriedades das formulagdes

farmacéuticas seréo discutidos a seguir.
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Solubilidade

Para um farmaco ser disponivel oralmente, 0 composto precisa se dissolver
para ser absorvido através do trato gastrointestinal, de maneira que possa
atingir uma concentracdo adequada no sitio ativo, para garantir que a acao
farmacologica desejada seja alcancada. Estudos mostram que mais que 40%
das falhas no desenvolvimento de farmacos podem ser atribuidas a farmacos
com baixa dissolugao ou baixa permeabilidade (Davis and Brewster, 2004). Em
reconhecimento a importancia desses fatores, o FDA e outras organizacdes
reguladoras de farmacos definiram o sistema de classificacdo biofarmacéutico.
Este sistema classifica os farmacos em quatro tipos, com base nas
caracteristicas de solubilidade e permeabilidade, como pode ser visto na
Figura 8 (Davis and Brewster, 2004).

Figura 8: Sistema de classificacdo biofarmacéutico, que apresenta a
caracterizacdo dos farmacos com base nos valores de solubilidade e
permeabilidade.
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Dessa forma, as CDs possuem um papel importante na formulagdo de
medicamentos com farmacos que apresentam baixa solubilidade em agua,
fazendo com que uma molécula do tipo Il possa se comportar como uma

substancia do tipo I, melhorando sua solubilidade aparente e
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consequentemente a biodisponibilidade da droga através da formacado de
complexos de inclusédo (Davis and Brewster, 2004).

Biodisponibilidade

A CD néo é capaz de atravessar prontamente as membranas biologicas,
devido a sua estrutura quimica, alto peso molecular e baixo coeficiente de
particdo octanol/agua. Apenas a forma livre do farmaco, que esta em equilibrio
com o complexo host.guest, € capaz de permear as membranas de interior
tipicamente lipofilico (Arun, Ashok and Sravanthi, 2008). Portanto, ajustando
alguns fatores que afetam o equilibrio de formacéo do complexo de incluséo, é
possivel otimizar a disponibilidade do farmaco na forma livre nas barreiras
biolégicas, como pele, mucosa e cornea ocular (Figura 9), por exemplo. E
importante utilizar as quantidades adequadas de farmaco e de CD na
formulacéo, uma vez que o excesso de CD pode diminuir a disponibilidade do
farmaco (Challa et al., 2005; Uekama, Hirayama and Irie, 1998).

Figura 9: Representacdo da permeabilidiade de farmacos hidrofobicos
encapsulados por CDs. Figura inspirada (Challa et al., 2005).
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Nos casos de farmacos soluveis em agua, as CDs aumentam a
permeabilidade da droga por agcdo direta nas membranas. As CDs podem
perturbar a integridade da membrana, o que contribui para a absorcao e
toxicidade. A habilidade das CDs em remover moléculas de colesterol das
membranas pode aumentar a sua fluidez e induzir invaginac¢des (Challa et al.,
2005).

As formulacdes, de forma geral, contém uma grande quantidade de
excipientes farmacéuticos, que podem competir com o farmaco pela cavidade
da CD. Essa competicdo também pode ocorrer envolvendo substancias
endbgenas, existentes no sitio de absorcdo do farmaco. O deslocamento do
farmaco da cavidade da CD para sua forma livre, por substancias endégenas
ou exdgenas no sitio de absor¢do, causa uma maior biodisponibilidade do
farmaco (Tokumura et al., 1986).

Estabilizacao

Os farmacos necessitam manter uma estabilidade suficiente nédo apenas
durante o armazenamento, mas também perante os fluidos gastrointestinais,
evitando que ocorram reag¢des que resultem em produtos farmacologicamente
inativos, ou menos ativos, que irdo reduzir a eficacia terapéutica (Uekama,

Hirayama and Irie, 1998).

A viabilidade de uma formulagdo farmacéutica pode ser limitada por
problemas de estabilidade, especialmente as formulacées aquosas de drogas
que séo propensas a sofrer hidrolise ou oxidacdo. A velocidade da reacdo de
degradacao pode ser reduzida pela inclusdo de grupos quimicamente reativos
do farmaco na cavidade da CD. Em solugbes contento um complexo host.guest
(1:1) onde o guest (farmaco) é instavel, a velocidade de degradacdo do
farmaco é a média ponderada entre as velocidades de degradacéao do farmaco

livre e na forma de complexo com a CD (Arun, Ashok and Sravanthi, 2008).

Muitos estudos mostram que a estabilidade de compostos quimicamente
reativos, como esterdides, agentes alquilantes (anticancer), prostaglandinas,

pro-farmacos, e varios outros compostos, pode ser melhorada
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significativamente através da utiizacgo de CDs na preparagdo das
formulacbes. Os estudos também revelam que as CDs podem aumentar a
estabilidade fisica de véarios farmacos. Como por exemplo, reduzir
significativamente a taxa de evaporacdo de compostos volateis através da
formacdo de complexos. A CD também pode proteger formulagbes com
peptideos e proteinas contra a desnaturacdo (Arun, Ashok and Sravanthi,
2008).

Por outro lado, as CDs também podem desestabilizar os farmacos, através
da catalise direta de reacbes de decomposicdo dos mesmos. Esse efeito esta
associado a desprotonacao de grupos hidroxila da CD, sendo mais observado
sob condi¢des basicas. Por exemplo, o aumento na solubilidade de drogas em
suspensao aquosa acarreta em uma desestabilizacdo da mesma (Arun, Ashok
and Sravanthi, 2008).

Diminuicao da toxicidade local (Seguranca)

O aprisionamento do farmaco dentro da cavidade da CD pode prevenir o
contato do farmaco livre com superficies biol6gicas, reduzindo a penetragao do
mesmo em células de tecidos periféricos e, consequentemente, minimizando a

irritacdo local. (Uekama, Hirayama and Irie, 1998).

2.2.2 Derivados de Ciclodextrinas

No processo de sintese de derivados de CD € importante controlar a razédo
de substituicdo molar (MS), para se conseguir balancear a solubilidade em
agua e a capacidade de formar complexos de inclus&o. O aumento do grau de
substituicdo melhora a solubilidade em agua do complexo, porém prejudica a
capacidade de formar os complexos devido ao impedimento estérico no host
(UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998). A razdo de MS é calculada dividindo o
numero total de grupos substituintes presentes, pelo numero de unidades de
glicopiranose (Treib et al., 1999).

Os substituintes volumosos reagem preferencialmente com as hidroxilas
primarias OH(6), uma vez que sao as mais acessiveis estericamente. As
hidroxilas secundéarias OH(2) possuem a acidez mais alta (pKa = 12,2). Em
condicbes anidras, ela pode ser seletivamente desprotonada e permitir a
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reacéo com reagentes eletrofilicos. Os grupos hidroxila secundarios OH(3) séo
0S menos reativos e podem reagir apenas depois que os grupos OH(2) e OH(6)
forem bloqueados. (Wenz, 1994).

Durante o processo de sintese, derivados homdlogos com menor € maior
razbes de MS sdo também formados em adicdo ao produto, e a separacéo
desses homélogos é significativamente dificil. A sintese de derivados de CD
uniformes é mais cara e desafiadora, e requer reagentes seletivos (sinteses
regiosseletivas), otimizacao das condi¢des reacionais e boa separabilidade dos
produtos. Portanto, € mais facil encontrar derivados de CD na forma de
misturas estatisticas com uma razdo de MS patrticular, do que derivados de CD
uniformes (Wenz, 1994).

A substituicdo de qualquer um dos grupos hidroxila, mesmo que por grupos
substituintes contendo partes hidrofébicas, como o grupo metoxi, resulta em
um aumento consideravel da solubilidade aquosa. O aumento da quantidade
de hidroxilas substituidas aumenta a solubilidade da B-CD (em agua fria) até
que aproximadamente 2/3 dos grupos hidroxilas sejam substituidos, e depois
decresce novamente com o0 aumento das substituicées (Loftsson and Duchéne,
2007).

A sintese do derivado (2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina (HP-B-CD), o mais
utilizado na industria farmacéutica, resulta em um sistema isomérico que é 32
vezes mais soluvel em agua do que a B-CD (Loftsson and Duchéne, 2007),
provavelmente devido a mistura de homologos resultante do processo de
sintese, que previne qualquer cristalizacdo. De forma geral, os derivados
alquilados de CDs apresentam uma solubilidade em agua e em etanol maior
que 50% (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998).

A habilidade de inclusdo das CDs sulfoalquiladas depende ndo apenas da
razdo de MS, mas também do espacamento entre 0 grupo substituido e o
tronco de cone da CD. A estabilidade do complexo envolvendo o host
sulfobutiléter-3-CD (SBE-B-CD) aumenta com o aumento do espacamento do
substituinte, isso porque os grupos carregados, como no caso da SBE-B-CD,
estdo devidamente espacados da cavidade, e a hidrofobicidade da cavidade
aumenta devido a presenca da cadeia alquil mais longa no substituinte. Além
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disso, existe um numero 6timo de grupos sulfoalquil substituidos na CD, e
valores acima desse numero resultam em um derivado incapaz de formar

complexos de inclusdo mais estaveis (Uekama, Hirayama and Irie, 1998).

Quando um mono ou dissacarideos sao introduzidos em um ou dois pontos
de substituicdo primarios da CD, e sua solubilidade em d4gua aumenta de forma
significativa, esse derivados sdo chamados de CDs ramificadas. Essas CDs
sdo preparadas enzimaticamente e o derivado obtido possui uma estrutura
Unica, diferentemente dos derivados alquilados e sulfoalquilados (YOSHIMU;
KITAHATA; OKADA, 1987).

A habilidade de inclusdo das CD ramificadas frente aos guests hidrofébicos
€ comparavel com a habilidade das CDs originais, e diminui muito levemente
com o aumento do grau de substituicdo. Contudo, o efeito de solubilizagcao das
CDs ramificadas € muito maior do que o das CDs naturais. Isso possibilita a
preparacdo de solugdes com concentracbes acima de 50% de farmaco. As
CDs ramificadas podem ser uteis como solubilizantes em preparacoes
parenterais, por causa da sua baixa atividade hemolitica, alta
biocompatibilidade, e sua alta capacidade de solubilizar farmacos (UEKAMA;
HIRAYAMA; IRIE, 1998).

Na sessao seguinte seréo discutidos trabalhos de modelagem molecular no
ambito dos complexos de inclusao.

2.3 Modelagem Molecular envolvendo CDs em complexos de inclusao

Essa revisao da literatura tem como objetivo apresentar o estado da arte dos
estudos de modelagem molecular envolvendo complexos de inclusdo com CDs

e seus derivados.

Em 1998, foi publicada uma revisdo sobre as aplicacbes de metodologias in
silico no estudo das CDs, destacando-se que o uso dessas metodologias no
escopo das CDs é desafiador, uma vez que as CDs nao sdo moléculas
pequenas, possuem varios graus de liberdade e sdo geralmente estudadas

experimentalmente em ambientes aquosos (Lipkowitz, 1998).

A aplicagao da modelagem molecular nos estudos de complexos de incluséo

envolvendo CDs e seus derivados geralmente tem como objetivo a elucidacao
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das interagdes intermoleculares do complexo host:guest. Nestes estudos,
geralmente, sdo utilizadas uma combinacdo de técnicas de modelagem
molecular, dentre elas, docking, mecénica molecular, quimica quéantica e

dindmica molecular.

O método mais encontrado na literatura para descrever essas interagdes
parece ser o docking molecular. Diversos programas foram relatados nos
estudos envolvendo as CDs: Dock4 (Shoichet, Bodian and Kuntz, 1992),
FlexiDock (Sybly 6.7), Dock (Sybyl6.7), AUTODOCK (Morris et al., 1998),
Surflex-Dock (Jain, 2003), Gold (Jones et al., 1997) e Vina (Trott and Olson,
2010). As fungdes de pontuacdo desses programas, em sua maioria, estao
calibradas para alvos protéicos, o que suscita precaucao adicional na utilizacao
dessa metodologia isolada para o estudo das CDs (polissacarideos).

Leila et al. realizaram um estudo fundamentado na modelagem molecular do
complexo de incluséo entre o acido para-nitrobenzéico e a 3-CD, sendo o guest
considerado tanto na forma neutra, quanto na forma aniénica. Foram utilizados
os programas Hyperchem 7.51 (“Hyperchem,” 2002) e Gaussian 03 (FRISCH et
al., 2003) para realizar este estudo. As estruturas otimizadas dos guests foram
obtidas aplicando-se o método de quimica quéntica B3LYP/6-31G* (FRISCH et
al., 2003) e a estrutura da B-CD foi otimizada utilizando-se o método semi-
empirico PM3 (Stewart, 1989). As geometrias otimizadas dos complexos de
inclusdo foram obtidas aplicando-se o campo de forca MM+ (“Hyperchem,”
2002) a medida que as estruturas do host e do guest foram sendo
aproximadas. Os complexos mais estaveis foram otimizados novamente
aplicando-se o método semi-empirico PM3. O complexo formado pelo acido
para-nitrobenzoéico anidnico se mostrou significantemente mais favoravel que
os outros. Também foi observado que o anel aromatico do guest de cada

modelo ficou completamente embutido na cavidade da (3-CD (Leila et al., 2011).

Seridi et al. realizaram um trabalho também utilizando os programas
Hyperchem (“Hyperchem,” 2002) e Gaussian (Frisch et al., 2009), além do
programa MOPAC (Stewart, 2012). Este estudo de modelagem envolveu

diversos métodos incluindo o0s semi-empiricos (quimica quantica)
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(“Hyperchem,” 2002). Os resultados in silico deste estudo estdo de acordo com

os resultados obtidos experimentalmente (Seridi et al., 2013).

Dalke et al. realizaram o estudo de docking entre um novo analogo da
Curcumina (CDF) e a B-CD, utilizando o programa VINA. Além do complexo 1:1
(host:guest), também foi realizado o estudo da interagao entre 2 moléculas de
B-CD para 1 molécula de CDF (2:1). Para isso, a estrutura da p-CD foi
construida na forma de um dimero, usando-se o programa VMD (Humphrey,
Dalke and Schulten, 1996). Apbés a construgdo, a estrutura contendo duas
moléculas de [B-CD teve sua energia minimizada utilizando-se o servidor
PRODRG (Schuttelkopf and Aalten, Van, 2004). Os resultados obtidos estéo de
acordo com os dados de ressonancia magnética nuclear (RMN), confirmando
gue os dois anéis aromaticos da Curcumina estao envolvidos na formacéao do
complexo de inclusdo estavel, através da formacéo de ligacées de hidrogénio
com a 3-CD, como pode ser observado na Figura 10 (Dandawate et al., 2012).

Figura 10: Geometrias dos complexos de inclusdo (3-CD:CDF (2:1), formados
no estudo de docking molecular. Figura extraida do artigo citado no texto
(Dandawate et al., 2012).
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Existe um grande numero de trabalhos envolvendo CDs que utiliza métodos
de mecanica molecular e dindmica molecular (Anselmi et al., 2006;

Boonyarattanakalin, Wolschann and Lawtrakul, 2011; Gérnas et al, 2009;
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Seridi and Boufelfel, 2011). O estudo realizado por Goérnas et al. envolveu a
formacao de complexos de inclusao entre os acidos clorogénico e caféico, com
a B-CD como host. Este estudo foi capaz de confirmar as observacdes
experimentais de formagcdo do complexo de inclusdo (Gérnas et al., 2009).

Desta forma, existe uma vasta literatura sobre complexos de inclusdo em CDs.

Mura et al. realizaram um estudo de modelagem molecular da interacao
entre o guest naproxeno e derivados da B-CD com substituintes hidroxialquil,
considerando diferentes razdes de MS. Nesse estudo, os derivados foram
construidos adicionando-se 4 (MS=0,6), 6 (MS=0,9), 7 (MS=1,0) e 10 (MS=1,6)
grupos hidroxialquil a 3-CD. Seis isbmeros de posi¢ao foram construidos para o
derivado com 4 substituintes, enquanto que trés isdmeros de posicdo foram
construidos para cada uma das outras trés substituicobes molares (MS). Esse
estudo serviu como referéncia para outros trabalhos na definicdo do modelo in

silico aplicado no estudo de modelagem molecular (Mura et al., 1995).

lllapakurthy et al. tiveram a preocupacdo de comparar trés programas de
docking, com o objetivo de prever o modo de ligagdo no complexo formado
entre o derivado HP-B-CD e as moléculas de artemisina, artether,
dihidroartemisina e 10-desoxiartemisina. A estrutura da B-CD foi obtida do
banco de dados PDB (http://www.pdb.org) pelo cdédigo 1BFN. Ja a estrutura da
HP-B-CD foi construida com base na estrutura da B-CD (Mura et al., 1995),
respeitando a razdo de MS de 0,6. Quatro grupos HP foram adicionados as
hidroxilas primarias, (lllapakurthy et al., 2003). Os programas utilizados foram:
FlexiDock, Dock (ambos do Sybyl 6.7) e o DOCK 4.0.1. O programa DOCK
4.0.1 apresentou uma melhor correlagdo em termos do modo de incluséo e da
funcdo de pontuacdo no docking, para calcular os complexos de incluséo,
sendo assim uma melhor opcéao frente aos outros dois testados (lllapakurthy et
al., 2003).

Liu et al. fizeram um estudo de modelagem da molécula acitretina como
guest para os seguintes derivados de CDs como hosts: dimetil-3-CD (DM-B-
CD) e HP-B-CD, onde 4 moléculas de HP foram adicionados as hidroxilas
primarias da B-CD (Mura et al, 1995). As estruturas foram submetidas
individualmente a otimizacdo de geometria, utilizando-se o campo de forca

MMFF94s, disponivel no software Sybyl 6.6 (Tripos). Em seguida, foi realizado
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0 docking utilizando-se também o mddulo Dock disponivel no Sybyl, o que
mostrou que a interacéo entre a acitretina e a DM-3-CD deve ser mais estavel
do que entre a acitretina e a HP-B-CD, corroborando com os resultados de
solubilidade de fases (Liu et al., 2003).

Alguns autores utilizam o termo docking manual para descrever os estudos
de modelagem molecular que tém o objetivo de otimizar a estrutura do
complexo host:guest (Anselmi et al., 2006; Araujo, de et al., 2008), a partir de

uma definicdo manual inicial das posi¢des relativas entre host e guest.

No trabalho de Araujo et al., foi realizado o estudo do complexo entre o
guest benzenosulfonamida e o derivado HP-B-CD, sendo a inclusao na HP-B-
CD simulada manualmente, fazendo-se com que o guest percorresse de uma
ponta da CD a outra, passando pela cavidade, utilizando o método de
mecanica molecular com o campo de forca MM3 (Allinger, Yuh and Lii, 1989).
Em seguida, a estrutura mais estavel encontrada foi otimizada, sem nenhuma
restricdo de geometria, utilizando-se os métodos semi-empiricos PM6 (Stewart,
2007) e RM1 (Rocha et al., 2006), implementados no programa CAChe
(“CAChe,” 2000). O efeito solvente foi levado em consideracdo através da
utilizagcdo do modelo COSMO (Klamt and Schildrmann, 1993). Foi possivel
constatar, em conjunto com técnicas de espectroscopia e de ressonancia
magnética nuclear (RMN) 2D, que a orientacao preferivel do complexo com os
derivados de CD envolve a presenca do anel de anilina da molécula guest
dentro da cavidade do host (Araujo, de et al., 2008).

Hazai e colaboradores desenvolveram um web-service, Cyclodextrin
KnowledgeBase, que possui quatro modulos: Publicagdes, Interacoes,
Quiralidade e Analise. O modulo andlise € capaz de predizer a geometria do
complexo CD:guest usando ferramentas de docking molecular, assim como a
energia de ligacdo do complexo. A predicdo da geometria do complexo para
derivados de CDs € possivel devido a um banco de dados com 133 estruturas
de derivados de CDs (HAZAI et al., 2010).

Um estudo de docking foi realizado utilizando-se o programa VINA. O estudo
envolveu o guest variconazol e os derivado HP-3-CD e 2-O-metil-B-CD. Foi
considerada a razao de MS (0,99), através da adicdo de 7 substituintes HP,
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sendo 4 posicioinados nas hidroxilas OH(6), e as 3 restantes na posicao OH(2).
Ja para o derivado 2-O-metil-3-CD com razdo de MS de 0,57, foram
posicionados 4 grupos substituintes metila nas posicbées OH(2) (Miletic et al.,
2013).

Com base nos estudos de modelagem molecular realizados com derivados
de CDs, foi possivel observar que a definicdo de um modelo in silico adequado
para representar os derivados de CDs é uma tarefa desafiadora, uma vez que
0 numero de possibilidades de isbmeros de posi¢cao é muito grande.

E possivel estimar a quantidade de possibilidades para substituicio
multiplicando-se 0 numero de possiveis posicdes para substituicdo em uma
unidade de glicopiranose (trés grupos hidroxila: OH(2), OH(3) e OH(6)), pelo
numero de unidades de glicopiranose. Ja o numero de possiveis configuracoes
€ calculado a partir da equacédo de combinacéo (equacao 12) dividido pelo
numero de unidades de glicose. Nesta equacgao, n é a quantidade de possiveis
posicdes para substituicdo, e p € a quantidade de grupos substituintes. O
numero total de combinacdes precisa ser dividido pelo numero de unidades de
glicopiranoses, devido a simetria circular das CDs. O numero de isGmeros de
posicao aumenta rapidamente com a adicao de cada grupo substituinte, como
pode ser observado na Figura 11.

n!
¢= p!(n-p)! (12)

No caso da B-CD, o numero maximo de isbmeros de posicao (50.388) é
alcancado substituindo-se metade dos grupos hidroxila disponiveis. Assim, a
probabilidade de sintetizar e isolar um produto uniforme diminui com o aumento

do numero de isbmeros (Wenz, 1994).
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Figura 11: Quantidade de isébmeros de posicdo em fungcdo do numero de
grupos substituintes na B-CD. E importante ressaltar a escala logaritmica no

eixo vertical.
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Grupos Substituintes

Devido a dificuldade computacional de se gerar um modelo in silico com um
conjunto de estruturas representativas, varios trabalhos na literatura utilizam
modelos de derivados de CD com apenas uma estrutura para definir o modelo
do derivado de CD (Aicart and Junquera, 2003; Bikadi et al., 2006; lllapakurthy
et al., 2003; Junquera, Martin-Pastor and Aicart, 1998; Miletic et al., 2013;
Sapino et al., 2008; Seyedi et al., 2011). Alguns deles levam em consideracao
a razao de MS descrita na sintese do derivado para construir as estruturas
(Nlapakurthy et al., 2003; Junquera, Martin-Pastor and Aicart, 1998; Liu et al.,
2003; Miletic et al., 2013; Mura et al., 1995), enquanto outros ndo mencionam
como foram definidas as posicdes de substituicao.

E importante lembrar dois pontos da sessdo 2.2.2 (Derivados de
Ciclodextrinas), que tratam do processo de sintese dos derivados de CDs: i)
Obtencao de derivados homdélogos com menor e maior razao de MS; ii)
Preferéncia reacional por grupos hidroxila especificos. Estas questdes, além
dos isébmeros de posicéo, tornam ainda mais desafiadora a definicdo de um

modelo in silico apropriado para os calculos de modelagem molecular.

O nosso grupo de pesquisa tem colaborado com grupos experimentais,
auxiliando na elucidacdo das interacdes intermoleculares que justifiquem a
formagéo dos complexos de inclusdo de farmacos (ou candidatos a farmacos)

com derivados de CDs.
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Foram publicados dois trabalhos na area, sendo um deles o estudo do
encapsulamento da B-lapachona na HP-B-CD. A estrutura da HP-B-CD foi
construida a partir da estrutura tridimensional da -CD (Saenger et al., 1998).
Foi considerado o grau de substituicdo do derivado de 0,7 unidades de HP por
unidade de glicose, o que indicou que a HPB-CD teria em média 5 unidades de
HP, no total. Desta maneira, foram construidas estruturas com substituicoes
em 5 diferentes pontos da B-CD. Depois disto, foi realizado o calculo de
docking utilizando-se o programa Gold (Jones et al, 1997). Por fim, foi
realizado o calculo do valor da energia de interacédo intermolecular (AE) do
complexo de incluséo, utilizando-se o método semi-empirico RM1, de quimica

quéntica (Cavalcanti et al., 2011).

No segundo artigo, foi utilizada a mesma abordagem empregada
anteriormente, porém foi também considerada a formacdo do complexo 2:1
(duas unidades de HP-B-CD para uma unidade do ligante LPSF/AC04), além
do complexo 1:1 (Mendonca et al., 2012).

Estes dois trabalhos mostram a preocupacao do nosso grupo de pesquisa
em focar dois aspectos nos estudos in silico envolvendo complexos de inclusao
com derivados de CDs: i) Levar em consideracéo a variabilidade nas posicoes
de substituicao dos derivados de CDs utilizados experimentalmente, simulando
de forma mais fidedigna o encapsulamento; ii) Realizar o refinamento dos
resultados de docking, utilizando métodos semi-empiricos para calcular a

energia de interacao intermolecular (AE), por exemplo.

Essa abordagem que foi aplicada é bastante trabalhosa, pelo fato de
envolver varias etapas de calculo e utilizar diversos programas diferentes.
Portanto, uma iniciativa de automatizagcao desta metodologia aplicada aos
complexos de inclusao abreviaria bastante o tempo de realizagao de novos
estudos de modelagem molecular para estes tipos de complexos. O presente
trabalho de doutorado busca exatamente construir uma ferramenta
computacional para automatizar esta metodologia in silico empregada nos
estudos de inclusdo em CDs, contribuindo, desta forma, para avancos na

inovacao terapéutica.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

. Desenvolvimento de uma plataforma computacional (CycloMolder) capaz
de realizar estudos in silico para complexos de inclusao com hosts (CDs e seus

derivados) utilizados na inovacao terapéutica, de forma automatica e precisa.
3.2 Especificos

. Desenvolver uma interface grafica de usuario (GUI) para o programa
CycloMolder, facilitando a interagao com o usuario.

. Implementar um médulo (CycloGen) capaz de construir modelos in silico
para representar os derivados de CD, levando em consideracdo os aspectos
relevantes da sintese dos derivados, de forma estatisticamente significativa.

. Implementar um moédulo (CycloDock) capaz realizar o estudo de docking
entre hosts (CDs e seus derivados) e guests (farmacos ou candidatos).

. Implementar uma analise dos resultados do modulo CycloDock

utilizando uma abordagem estatistica, e apresenta-los na forma de graficos.

. Testar a aplicacdo do programa CycloMolder, através da realizacédo de
estudos de caso com o farmaco itraconazol, contribuindo na elucidagédo das
razbes moleculares que levam a formacao e estabilizacdo dos complexos de

incluséo host:guest.
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4 CYCLOMOLDER

A principal contribuicdo desta tese de doutorado é a plataforma
CycloMolder. Portanto os capitulos de metodologia e resultados e discussao
foram condensados neste capitulo, onde foi adotada uma estrutura textual que
facilitasse a apresentacédo da plataforma, por se tratar especificamente de um

software desenvolvido e implementado.

O CycloMolder € uma plataforma para gerar modelos de CDs e seus
derivados, e para avaliar a habilidade em formar complexos de inclusao
(host.guest). Ela €& composta por dois modulos internos, CycloGen e
CycloDock, e esta disponivel para o sistema operacional Windows, apesar de
também ter rodado, de forma bem sucedida, na plataforma Linux (Lubuntu, em
particular, usada nos testes), via o lancador de programas Wine
(https://www.winehq.org).

A metodologia automatizada e implementada na plataforma CycloMolder foi
baseada em estudos prévios envolvendo o host SBE-B-CD. Os estudos foram
apresentados no texto de qualificacdo deste projeto de doutorado e no 3°
Encontro Brasileiro Para Inovagcdo Terapéutica (EBIT 2013) no formato de
pdster, disponivel no Apéndice D. Esses estudos serviram para conhecer bem
o sistema de interesse, e a demanda de programas e solugdes computacionais

necessarios para a implementacao da plataforma.

4.1 Implementacao

A plataforma CycloMolder foi escrita com linguagem de programacao C++,
utilizando-se o framework QT (Qt, 2014) para criar uma aplicagcdo nativa com
uma GUI. Também foram utilizadas outras bibliotecas, a saber: Avogadro 1.1.1
(Hanwell et al., 2012), OpenBabel 2.3.2 (O’Boyle, Banck, et al., 2011;
OpenBabel, 2013) e Qwt 6.1.2 (Rathmann and Wilgen, 2002), como pode ser
observado na Figura 12C. Utilizando-se a biblioteca Avogadro, foi possivel
permitir a visualizacdo em tempo real das estruturas para o usuario, como
também foi possivel auxiliar na construcédo dos grupos substituintes das CDs, e
ainda dos guests. O OpenBabel foi usado para construir as configuracées dos
derivados de CD, otimizar as estruturas, realizar buscas conformacionais, e

para conversao entre formatos de arquivos contendo estruturas moleculares. A
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biblioteca Qwt possui um framework para construcdo de gréficos
bidimensionais, o que permite uma analise gréafica dos resultados obtidos para
os complexos de inclusdo. O programa Autodock Vina 1.1.2 (Trott and Olson,
2010) foi utilizado para realizar os calculos de docking de guests flexiveis com
seus hosts (CDs e seus derivados). As estruturas tridimensionais para a-CD, (-
CD e y-CD foram construidas a partir de dados bem conhecidos da literatura
(Saenger et al., 1998). Todos os arquivos e dados gerados sdo gerenciados
utilizando-se arquivos XML (http://www.w3.0org/XML). E importante destacar
que todas as bibliotecas e programas utilizados para desenvolver essa
plataforma sao de codigo aberto (open-source), portanto esse software sera

disponibilizado gratuitamente para todos, assim como o seu cddigo fonte.

Figura 12: Fluxogramas operacionais dos modulos do CycloMolder e sua
arquitetura geral. A) Fluxograma do médulo CycloGen; B) Fluxograma do
mddulo CycloDock; C) Arquitetura do CycloMolder, com retangulos vermelhos
indicando a dependéncia de cddigo, e retadngulos verdes indicando a
dependéncia de softwares externos.
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4.2 CycloGen

O primeiro modulo, CycloGen, gera um conjunto de estruturas, a partir de
um numero desejado de configuracdes para derivados especificos de CDs,
com o propésito de realizar uma representacéo estatisticamente das estruturas
quimicas viaveis, através de um modelo global. Ele também permite a
realizacdo de uma busca por isémeros conformacionais em cada configuracéo
gerada, aumentando o conjunto de estruturas quimicamente representativas

(ver Figura 13).

Figura 13: Estruturas do host HP-B-CD, viséo frontal (parte superior) e lateral
(parte inferior). A) Uma Unica estrutura (configuracao); B) Superposicao de 20
estruturas (configuracdes); C) Superposicdo das 100 estruturas (20
configuragcbes, com 5 conformacbes cada), obtidas apdés a busca
conformacional.
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De forma geral, as estruturas sado divididas em configuracbes e
conformacdes. As configuragbes podem ser hombdlogos estruturais, com
diferentes razdes de MS, ou apenas isbmeros de posicdo com a mesma razao
de MS. O fluxograma operacional do médulo CycloGen pode ser encontrado na
Figura 12A.
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4.2.1 CycloGen wizard

A definicdo dos parametros para constru¢cao do derivado de CD é realizada
através do assistente (wizard) do modulo CycloGen, que orienta o usuario
através de um processo passo a passo. Na primeira janela do wizard (ver
Figura 14A) é possivel selecionar a CD natural que vai servir como estrutura
inicial para constru¢cdo do modelo in silico que representa o derivado de CD
desejado. Também & possivel escolher o rétulo (label) para identificar o modelo
de estruturas que sera gerado, com o intuito de facilitar a reutilizacdo deste

modelo em calculos futuros.

Na segunda pagina do wizard (ver Figura 14B), é possivel selecionar o
grupo substituinte correspondente ao derivado de CD que se deseja modelar.
Também é possivel criar novos grupos substituintes, sendo a construcéo do
grupo substituinte realizada através da janela de visualiza¢do tridimensional do
Avogadro, onde € possivel desenhar a estrutura do grupo substituinte, e
otimiza-la aplicando o campo de forca MMFF94s. A posi¢ao de substituicao, no
grupo substituinte, é definida selecionando-se um atomo de hidrogénio na sua
estrutura. Por exemplo, para criar um derivado metila (CH3) é necessario
desenhar a estrutura do gas metano (CHs) e em seguida selecionar um dos
atomos de hidrogénio. Este atomo sera apagado juntamente com o atomo de
hidrogénio da hidroxila substituida na CD, no momento da adicdo do grupo
substituinte.

Na terceira e ultima pagina do wizard (ver Figura 14C), é possivel definir os
parametros para gerag¢ao das estruturas que vao compor o modelo in silico. O
usuario pode selecionar entre um dos dois métodos de geracao aleatoria de
configuracdes (assimétrica ou simétrica), ou nenhum deles. A escolha por
nenhum método de geracdo exige a escolha de pelo menos uma das
configuragcbes especiais disponiveis. A escolha de qualquer uma das
configuracdes especiais (ou todas) também pode ser realizada juntamente com
um dos métodos de geragao aleatoria.

Os métodos de geracao aleatéria constroem as configuracées com base na
quantidade de grupos substituintes por CD e na quantidade de configuracdes
desejadas. Através da GUI, é possivel converter a razédo de MS (MS ratio) em

guantidade de grupos substituintes por CD.
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Figura 14: Telas do CycloGen Wizard. A) tela para selecao da CD; B) tela para
selecdo do grupo substituinte; C) tela para selecao do método de geracgao.
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Uma vez que a sintese de derivados uniformes de CD é uma tarefa

desafiadora, € muito comum que os derivados possuam estruturas homologas.
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Dessa forma, o CycloGen tem a op¢ao de gerar estruturas homdlogas. Estas
estruturas podem possuir uma menor e maior razdo de MS, quando
comparadas com a razao de MS escolhida. O numero de configuragdes, nesse
caso, sera sempre multiplo de 4, onde metade das configuracbes vao ter a
quantidade de grupos substituintes escolhidos (n) e a outra metade sera
igualmente dividida entre configuracbes com (n-1) e (n+1) grupos substituintes,
sempre respeitando a proporcao 2:1:1, respectivamente.

A realizacdo da busca conformacional € opcional, e para ativa-la é
necessario selecionar uma quantidade de conférmeros maior que 1. Nas
opcbes avancadas (Figura 14C), é possivel ajustar os parametros da busca
conformacional, assim como também os parametros de otimizacdo de
geometria. Foi adicionada também a opcédo de manter a semente da geracao
de numeros pseudo-aleatérios fixa. Esses numeros pseudo-aleatérios sao
utilizados para determinar quais as posicoes (hidroxilas) que seréo substituidas
na CD. Portanto, € possivel garantir que o processo de geracao tenha
reprodutibilidade, mantendo-se a semente dos nimeros pseudo-aleatérios fixa.

4.2.2 Geracao de Mapas

A identificagdo das posi¢cbes de substituicdo nas CDs é feita através de
mapas que indicam as hidroxilas que serdo substituidas. Existem dois
algoritmos aleato6rios para criar um conjunto de mapas: o algoritmo de busca

aleatéria assimétrica e o algoritmo de busca aleat6ria simétrica.

Também é possivel construir 4 mapas adicionais, com configuracoes
especiais: i) heptakis(2,3,6-tri-O-substituinte)-CD, com todas as posicoes
substituidas; ii) heptakis(2-mono-O-substituinte)-CD com todas as posicoes
OH(2) substituidas; iii) heptakis(3-mono-O-substituinte)-CD, com todas as
posicdbes OH(3) substituidas; iv) heptakis(6-mono-O-substituinte)-CD, com

todas as posi¢cdes OH(6) substituidas.

Durante a construgcdo dos mapas aleatérios para cada modelo, houve a
preocupacado de gerar sempre mapas diferentes uns dos outros, ou seja,
mapas que representam configuragcdes Unicas (distintas). Isso foi possivel
através da implementacdo de um algoritmo que compara cada mapa recém
gerado com os mapas anteriores. O algoritmo verifica se 0 mapa é igual a
algum dos mapas anteriores. Devido a simetria circular das CDs, a cada etapa
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de comparagcéo um dos mapas sofre um numero de rotagdes, e a cada rotacao
0s mapas sdo comparados. O numero de rotacdes realizadas é n-1, onde n é a
guantidade de unidades de glicopiranoses do derivado de CD. Por exemplo,
comparando-se dois mapas, sendo um com apenas uma substituicao na
posicao OH(2) da unidade 1 de glicopiranse, e 0 outro mapa com apenas uma
substituicdo na posicao OH(2) na unidade 3, observa-se que eles sédo iguais, e
o algoritmo os identifica como tal, como pode ser observado na ilustracdo da
Figura 15.

Figura 15: llustracdo do algoritmo para detectar mapas iguais com o derivado
HP-B-CD. Em A, uma configuracdo com substituicdo na posicao OH(2) da
unidade 1, em C, outra configuracdo com substituicdo na posicao OH(2) da
unidade 3. Em B, as configuracbes A e C s&o sobrepostas, onde a
configuracgo C sofreu uma rotacdo anti-horaria de 2 wunidades de
glicopiranoses.

4.2.2.1 Geracao Aleatoria Assimétrica

O método de geracao aleatdria assimétrica utiliza dois numeros pseudo-
aleatoérios para definir cada ponto de substituicdo, sendo um para selecionar a
unidade de glicopiranose, e 0 outro para selecionar uma das trés posi¢des para
substituicdo (OH(2), OH(3) e OH(6)) na unidade de glicopiranose.

Neste método, €& possivel levar em consideracdo a questdo da
regiosseletividade da sintese dos derivados, alterando-se o0s pesos das
posicoes de substituicdo nas unidades de glicopiranose durante a construcéao
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dos modelos. Dessa forma, é possivel criar uma tendéncia (preferéncia) na
escolha pela posicdo de substituicdo dentro de uma unidade de glicopiranose.
Por exemplo, se todos os pesos tiverem o0 mesmo valor (1, por exemplo), cada
posicao tera 33,33% de probabilidade de ser substituida. Por outro lado, se for
atribuido o valor 2 para o peso da posicado OH(2) enquanto os outros (OH(3) e
OH(6)) tiverem valor igual a 1, a posicado OH(2) tera 50% de probabilidade de
ser substituida, e as outras posi¢des terao probabilidade de 25% cada.

Os limites de quantidade de configura¢des para o método assimétrico foram
definidos de acordo com o gréafico da Figura 11, que mostra a quantidade de
isbmeros de posicdo em fungcédo do numero de grupos substituintes.

4.2.2.2 Geracao Aleatoria Simétrica

A geracdo aleatéria simétrica utiliza apenas um numero pseudo-aleatorio
para selecionar a posicado de substituicao na unidade de glicopiranose. A
selecdo das unidades de glicopiranoses a serem substituidas € realizada por
um algoritmo que maximiza a distancia entre os grupos substituintes, levando
em consideracao a estrutura simétrica e ciclica das CDs. Por exemplo, se uma
configuragéo de um derivado de a-CD sera gerado com 3 grupos substituintes,
3 unidades de glicopiranose terdo um grupo substituido cada, separados um do
outro por uma unidade de glicopiranose sem grupos substituidos. Em outras
palavras, como a ao-CD possui 6 unidades de glicopiranose, apenas as
unidades 1, 3 e 5 vao receber grupos substituintes, enquanto as unidades 2, 4

e 6 permanecerao sem substituicoes.
Todas as possibilidades de substituicées foram agrupadas em 5 tipos:
Tipo 1: Uniforme

Quando a quantidade de grupos substituintes é porporcional a quantidade de
unidades de glicopiranose. Nesse caso cada unidade de glicopiranose recebe a
mesma quantidade de grupos substituinte.

Ex: a-CD com 12 grupos substituintes, onde cada unidade recebe 2 grupos.
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Tipo 2: Uniforme com uma unidade diferente

Quando todas as unidades recebem a mesma quantidade de grupos

substituintes, com a excecdo de uma unidade.

Ex: a-CD com 13 grupos substituintes, onde cada unidade de glicopiranose

recebe 2 grupos, com a excec¢ao de uma, que tera as 3 posicoes substituidas.
Tipo 3: Salto simples (Alternada)

Quando as diferencas nas quantidades de substituicdes acontecem saltando
uma unidade de glicopiranose.

Ex: a-CD com 9 grupos substituintes, as unidades 1, 3 e 5 recebem 2 grupos
substituintes, enquanto as unidades 2, 4 e 6 recebem apenas 1 grupo.

Tipo 4: Salto duplo

Quando as diferencas nas quantidades de substituicdes acontecem saltando
duas unidades de glicopiranose.

Ex: a-CD com 8 grupos substituintes, as unidades 1 e 4 recebem 2 grupos
substituintes, enquanto as unidades 2, 3, 5 e 6 recebem apenas 1 grupo.

Tipo 5: Salto triplo

Quando as diferencas nas quantidades de substituicdes acontecem saltando
trés unidades de glicopiranose.

Ex: y-CD com 10 grupos substituintes, as unidades 1 e 5 recebem 2 grupos
substituintes, enquanto as unidades 2, 3, 4, 6 e 7 recebem apenas 1 grupo.

A geracdo de estruturas simétricas limita a quantidade de possiveis
configuragdes, portanto € possivel gerar apenas um numero bem menor que a
guantidade maxima de isébmeros de posi¢ao. Desta forma, foi definido um valor
maximo de 100 configuracdes para a geracao simétrica. No entanto, em alguns
casos, os valores de quantidade de grupos substituintes permitem gerar
apenas uma quantidade de configuragcdes inferior a 100. Para determinar os
limites reais desses casos, foi realizada uma busca exaustiva por

configuracdes em cada um deles. Os limites podem ser vistos na Tabela 2.
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Tabela 2: Limites de configuragbes para o método de geracédo aleatoria
simétrica.

Qtd. Grupos Substituintes | a-CD | B-CD | y-CD
2 6 9 6
3 11 27 27
4 45 81 24

5-13 100 | 100 | 100
14 45 | 100 | 100
15 11 100 | 100
16 6 100 | 100
17 - 81 100
18 - 27 100
19 - 9 100
20 - - 24
21 - - 27
22 - - 6

4.2.3 Construcao das Configuracoes

Depois da etapa de geracdo dos mapas de substituicdo, as configuracdes
sdo construidas, de fato. A bibloteca OpenBabel foi utilizada para efetuar a
substituicao das hidroxilas (das CDs originais) pelos grupos substituintes. Antes
de fazer a conexao, propriamente dita, sdo removidos os atomos de hidrogénio
do substituinte (selecionado na construcdo do substituinte) e da hidroxila
(determinado pelo mapa de substituicdo). Em seguida as duas moléculas séo
unidas por uma ligacdo simples entre os atomos diretamente ligados a estes
atomos de hidrogénio que foram removidos. Esse processo se repete até que
todas as posi¢des indicadas no mapa sejam substituidas.

Houve a preocupagcdo de otimizar quimicamente a estrutura, apos cada
grupo substituinte ser adicionado a CD. Dessa forma, ap6s cada incremento
estrutural, uma etapa de otimizacao de geometria é realizada. Todo o0 processo
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de incremento estrutural e otimizacéao se repete até que todos os mapas sejam

construidos.

4.2.4 Otimizacao

O processo de otimizacdao de geometria pode ser total, onde todos os
atomos sao otimizados, ou parcial, onde apenas os atomos de hidrogénios das
hidroxilas e o0s grupos substituintes adicionados sao otimizados. Alguns
métodos estao disponiveis para realizar a otimizac&o, tais como: i) Steepest
Descent, ii) Gradientes Conjugados e iii) Dindmica Molecular.

Os métodos de otimizacdo podem aplicar os campos de forca MMFF94,
MMFF94s, UFF e GAFF. O campo de forca de escolha para os métodos de
mecanica molecular (steepest descent e gradientes conjugados) € o MMFF94s,
seguido do UFF quando nao for possivel utilizar o MMFF94s. Como ja foi citado
anteriormente, essa preferéncia existe devido ao fato das implementacbes
destes campos de forca terem sido otimizadas (no OpenBabel) para obter uma
maior eficiéncia na minimizacdo de energia. E possivel definir 0 nimero de
passos do algoritmo de otimizacdo, assim como também o critério de

convergéncia do algoritmo.

Para realizar a modelagem aplicando-se dinadmica molecular, &€ aconselhado
0 uso do campo de forca MMFF94, seguido pelo UFF, pelos mesmos motivos
ja citados. E possivel escolher a temperatura do processo de dinamica (300K,
600K ou 900K), lembrando que a temperatura precisa ser suficientemente alta
para poder alcancar a conformagdo com energia minima global, porém nao tao

alta a ponto de distorcer a estrutura da molécula.

O processo de otimizacao é realizado obrigatoriamente a cada etapa de
incremento na construgdo das configuracdes, para garantir a formagcao de uma
estrutura quimicamente viavel. A otimizacdo de geometria das conformacodes
geradas apoés a busca conformacional € opcional, ficando a critério do usuario a
sua realizacdo. Muito embora seja aconselhado o processo de otimizacao de
geometria também nessa etapa, obviamente ha um custo adicional de

demanda computacional envolvido.
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4.2.5 Busca Conformacional

E possivel realizar a busca conformacional nas configuragées construidas,
gerando-se varias conformacdes para cada configuracdo. A busca € baseada
em algoritmo genético e a funcao de pontuacao pode ser baseada em Energia
ou em RMSD. A funcdo de pontuacdo baseada em Energia busca por
conférmeros mais estaveis, enquanto a funcdo de pontuacdo baseada em
RMSD busca por um conjunto mais diversificado de conférmeros. Todas as
conformacdes também podem ser otimizadas na sequéncia, como mencionado

anteriormente.

Os parametros children, mutability e convergence ajustam o algoritmo
genético. A cada geracado do algoritmo genético, para cada conformacgao, a
quantidade de "filhos" criada € definida pelo valor de children. O parametro
mutability determina a frequéncia de ocorréncia de uma permutacao na criacao
da proxima geracdo. Ja o parametro convergence é a quantidade de geracdes
idénticas que precisam ser geradas para que o processo de busca chegue ao
fim.

As estruturas geradas podem ser visualizadas na janela principal da GUI,
individualmente ou conjuntamente sobrepostas, como pode ser observado na
Figura 16.

Figura 16: Janela principal do modulo CycloGen.
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4.3 CycloDock

No médulo CycloDock, um programa externo de docking (Autodock Vina) é
utilizado para realizar os calculos de docking molecular entre hosts (CDs e
derivados) e guests (moléculas ou candidatos a farmacos em potencial, por
exemplo). Portanto, € necessario indicar para o CycloMolder onde o arquivo
executavel do programa Autodock Vina esta localizado no computador. O
moédulo CycloMolder procura no caminho padréo de instalacédo ( C:\Program
Files(x86)\The Scripps Research Institute\Vina ), e caso o executavel esteja
nesse diretorio, 0 boté&o para iniciar a preparacao para os calculos de docking €
habilitado na interface do CycloMolder. Caso nao esteja, € necessario apontar
o local do executavel através da janela de ajustes (Figura 17).

Figura 17: Janela de ajustes do CycloMolder.
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Este modulo pode ser utilizado para avaliar quantitativamente a habilidade
das CDs e seus derivados em formar complexos de inclusdo host.guest. Esse
tipo de estudo pode ser utilizado como um guia para auxiliar na escolha de qual
host utilizar nos estudos experimentais, particularmente na area de tecnologia
farmacéutica, e também descrever as interacbes intermoleculares que
justificam a formacao e a estabilidade relativa dos complexos de inclusao mais

promissores.

Um repositério de dados denominado CycloDatabase gerencia todos os
arquivos e dados gerados por ambos os médulos (CycloGen e CycloDock).

4.3.1 CycloDock Wizard

A definicdo dos pardmetros para a realizacéo dos calculos de docking é feita
através do wizard do médulo CycloDock. Na primeira tela do wizard (Figura
18A), é possivel selecionar o(s) host(s) que serdo utilizados no calculo de
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docking, dentre eles também as trés CDs naturais, e os derivados gerados a
partir delas. Nas op¢des avancadas encontradas nesta tela, é possivel ajustar
os parametros do programa Autodock Vina. Dentre eles, o parametro
exhaustiveness (relacionado com a robustez, ou exaustdo, da busca por
solugcbes de docking), a quantidade de nucleos (cores) a ser utilizada no
célculo, o tamanho da caixa do sitio ativo e, por ultimo, a possibilidade de fixar

a semente do gerador de numeros pseudo-aleatérios.

Nesta janela, também podem ser ajustados os parametros para realizar a
analise de interacdes intermoleculares entre host e guest. Dentre eles, o0 angulo
e a distancia das ligacbes de hidrogénio e a distdncia dos contatos

hidrofébicos.

A segunda e ultima janela (Figura 18B) é destinada a selecao do(s)
guest(s). Existe a possibilidade de adicionar um novo guest através da janela
de visualizacdo tridimensional do Avogadro, onde é possivel desenhar a
estrutura do guest, ou carrega-lo a partir de um arquivo no formato SDF
(bastante comum entre os bancos de dados de estruturas moleculares).
Também é possivel realizar a otimizagdo de geometria do guest, aplicando o
campo de forca MMFF94s, antes dele ser utilizado no calculo de docking.
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Figura 18: Telas do CycloDock wizard. A) tela para selecao do(s) host(s); B)
tela para selecéo do(s) guest(s).
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4.3.2 Calculo de docking molecular

Uma vez que € utilizado um programa externo para esta tarefa, &€ necessario
organizar os arquivos de entrada e de saida em diretorios, e preparar os
DockingJobs (unidades internas de configuragdo no mddulo CycloDock),
contendo as informacdes necessarias para executar os calculos de docking
antes de realizar os célculos. O programa Autodock Vina exige que os arquivos
de entrada das estruturas moleculares (hosts e guests) estejam no formato
PDBT. As conversdes de formatos de arquivos sdo realizadas internamente
através da aplicacdo da biblioteca OpenBabel. Ap6s toda a preparacao, os
calculos de docking podem ser realizados.

Os célculos de docking sao realizados entre todos os hosts e guests
selecionados (N:N), lembrando que se o host possuir mais de uma estrutura
(configuracdes e conformacdes, no caso dos derivados de CDs), sera realizado

um célculo de docking com cada guest, para cada estrutura do host.
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Depois dos célculos de docking molecular, sdo selecionados como solucoes
os resultados com maior afinidade de ligacdo (valores mais negativos de
energia de ligacdo), para cada resultado de docking. Dessa forma teremos
apenas uma solucao de docking para cada combinagao entre guest e
conformacédo do host. No caso do calculo de docking envolvendo uma CD
natural, sera obtida apenas uma solu¢do, pois apenas uma estrutura

representa cada uma delas (a-CD, 3-CD e y-CD).

Os resultados (estruturas moleculares e a energia de ligacao do complexo
de inclusdao) sao extraidos a partir dos arquivos de saida gerados pelo
programa Autodock Vina. Em seguida, € realizada uma andlise das interacbes
intermoleculares, equivalente a realizada pelo algoritmo do programa BINANA
(Binding Analyzer Interaction) (Durrant and McCammon, 2011).

Para um contato hidrofébico ser considerado, basta que dois atomos de
carbono (um do host e outro do guest) estejam a uma distancia menor do que o
limite definido na janela do wizard do CycloDock.

Ja no caso das ligacbes de hidrogénio (LH), os atomos de oxigénio e
nitrogénio (um do host e outro do guest), sendo um doador e o outro aceitador
de LH, precisam estar a uma distancia menor do que o limite e pelo menos um
desses atomos precisa estar ligado a um atomo de hidrogénio. Também é
necessario respeitar o limite do angulo formado por estes atomos, definido
entre o plano da ligacdo Doador-Hidrogénio e o atomo Aceitador (Figura 19).

Figura 19: Representacao de uma ligacao de hidrogénio, com destaque para o
angulo da ligacao.
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E importante chamar atencéo para o fato de que o programa Autodock Vina
nao leva em consideracdo os graus de liberdade do alvo (host), ou seja, a
estrutura é rigida durante o procedimento de docking molecular. Portanto, os
atomos de hidrogénio polares (ligados as hidroxilas, por exemplo) do host nao
estdo otimizados para formar ligacdes de hidrogénio com o guest, sendo
necessario definir um limite angular menos restritivo para que a andlise

encontre as ligagdes de hidrogénio com significado quimico pertinente.

O programa CycloMolder armazena todas as informacdes a respeito dos
resultados de docking no repositério CycloDatabase, assim como todas as
informacdes geradas durante a execucao do programa. Essas informacdes séo
utilizadas para a realizagao de um tratamento estatistico dos resultados.

4.3.3 Resultados do CycloDock

Como no médulo CycloGen, os complexos de inclusdao formados por cada
conformacédo do(s) host(s) também podem ser visualizados na janela principal
do médulo CycloDock (ver Figura 20).

Figura 20: Janela principal do modulo CycloDock.
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O potencial da anélise de resultados do médulo CycloDock através de uma

abordagem estatistica sera abordado através dos casos de uso.

4.3.3.1 Casos de Uso
Caso 1: Avaliacao das energias de ligacao da 3-CD, RAM-B-CD e HP-3-CD com a

molécula itraconazol.

Foram construidas 20 configuracbes para o derivado aleatoriamente
metilado da B-CD (RAM-B-CD) e para o derivado HP-B-CD, onde cada
configuracdo contém 5 conformacdes. A média das energias de ligacéo e as
analises de interacdes intermoleculares para cada complexo podem ser
encontradas na Figura 21. Por raz6es de comparacéo, a 3-CD néao substituida
foi incluida como host. Os resultados sugerem que a HP-B-CD é o derivado
mais adequado para formar complexo de inclusdo com a molécula itraconazol
(farmaco antifungico comercial), uma vez que o complexo formado com a HP-
B-CD apresenta, em média, a menor energia de ligacédo (-5,665 kcal/mol) e
uma quantitativo maior de intera¢des intermoleculares, 1,8 LH e 17,4 contato
hidrofébicos (CH). O complexo de inclusdo HP-B-CD:itraconazol é aprovado e
vendido nos EUA e na Europa, sob vias de administracdo oral e intravenosa
pelo nome comercial Sporanox (Davis and Brewster, 2004).
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Figura 21: A) Média das energias de ligacao para os complexos de incluséo da
B-CD (-5,1 kcal/mol), RAM-B-CD (-5,31 kcal/mol) e HP-B-CD (-5,665 kcal/mol)
com a molécula itraconazol. B) Médias das analises de interacbes
intermoleculares para os complexos de inclusdao da B-CD (2 LH e 10 CH),
RAM-3-CD (1,45 LH e 15,05 CH) e HP-3-CD (1,8 LH e 17,4 CH) com a
molécula itraconazol.
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Caso 2: Avaliacao das energias de ligacao entre varias configuracoes do
complexo de inclusao HP-B-CD:itraconazol.

Foram construidas 20 configuracbes para o derivado HP-B-CD, com 5
confédrmeros cada. As médias das energias de ligagcdo dos conférmeros, para
cada configuracdo, podem ser observadas na Figura 22. Esses resultados
mostram a distribuicao dos valores de energia de ligacdo para todas as 20
configuracdes. A diferenca entre a maior (#12) e a menor (#10) média € de
cerca de 0,7 kcal/mol. Esta variacdo entre as médias das energias, para um
mesmo derivado, mostra como pode ser baixa a representatividade de um
modelo com apenas uma estrutura quimica para o host, e mostra também a
demanda por um tratamento estatistico como o proposto neste estudo, através
de uma abordagem que utiliza um conjunto de estruturas (ensemble) geradas
com a ferramenta CycloMolder. E importante destacar que todos os gréaficos
apresentados nas figuras 21 e 22 séo, de fato, telas do programa CycloMolder,
visualizadas pelos usuérios durante a analise dos resultados de docking.

Figura 22: Distribuicdo das médias de energias de ligacdo para varias
configuracdes do complexo de inclusao HP-B-CD:itraconazol.
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O mobdulo CycloDock também identifica qual a solucdo mais estavel para o
complexo de inclusdo formado. A solucdo mais estavel foi determinada pela
energia de ligacdo mais negativa (-6,1 kcal/mol), obtida com a conformacéo
namero 2 da configuracdo #10. A estrutura do complexo pode ser observada
na Figura 23.

Figura 23: Melhor resultado de docking para o complexo de inclusédo HP-[3-
CD:itraconazol.

Caso 3: Avaliacao do impacto dos grupos substituintes na energia de
ligacao do complexo de inclusao HP-B-CD:itraconazol.

Foram criados 16 modelos, cada um representando um homélogo diferente
do derivado HP-B-CD. Essas estruturas homoélogas possuem diferentes
numeros de grupos substituintes (ou diferentes MS ratio), variando de 3 a 18. A
fim de representar cada modelo, 20 configuracdes foram construidas, com 5
conformacgdes para cada.

Depois da avaliacdo das médias das energias de ligacdo para os 16
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modelos complexados com a molécula itraconazol, foi possivel identificar uma
tendéncia, onde a média da energia de ligacdo aumenta (valores mais
negativos), até o numero de 16 grupos substituinte, e depois diminui
bruscamente (valores menos negativos), como pode ser observado na Figura
24. Estes achados corroboram a importancia de levar em consideragcao a razao
de MS ao conduzir célculos de modelagem molecular como este. Pode-se
considerar o exemplo real de um fornecedor de derivados de CD
(http://sigmaaldrich.com) que vende o derivado HP-B-CD com diferentes razdes
de MS: 0,6, 0,8 e 1,0, que sa@o convertidos para 4, 6 e 7 grupos substituintes
por B-CD, respectivamente. Uma vez que derivados de CD com razbes MS
diferentes estao disponiveis comercialmente, a aplicacao preditiva deste estudo
de caso pode sugerir a razdo de MS adequada para um host formar um

complexo de inclus&o host.guest.

Figura 24: Média das energias de ligacdo de varias estruturas homélogas do
complexo de inclusdo HP-B-CD:itraconazol, formados por um numero
crescente de grupos substituintes.
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5 CONCLUSOES

A versao atual da plataforma CycloMolder ja é capaz de realizar estudos in
silico envolvendo complexos de inclusdo com hosts (CDs e seus derivados) de
forma automatica e precisa, reduzindo o tempo de realizacdo dos calculos

tedricos.

A plataforma CycloMolder procura facilitar os estudos de complexos de
inclusdo utilizando janelas wizard para a definicdo dos parametros necessarios
para a execucao dos seus modulos (CycloGen e CycloDock), aumentando a

interatividade com o usuério e tornando a GUI mais amigavel e intuitiva.

O mbdulo CycloGen é capaz de construir modelos in silico de forma
automatizada, levando em consideragdao variaveis importantes (incluindo
informacdes experimentais do processo sintético destes derivados), como a

geracao de estruturas homologas e a regiosseletividade.

O médulo CycloDock automatiza todo o processo dos calculos de docking
molecular entre hosts (CDs e derivados) e guests. Dependendo da quantidade
de estruturas dos derivados envolvidos, e da quantidade dos guests
selecionados, o numero total de calculos de docking molecular pode chegar a
centenas ou milhares, sendo assim uma abordagem impraticavel de ser

realizada sem automatizacéo.

Os modelos de derivados de CD caracterizados por um conjunto (ensemble)
de estruturas permitem levar em consideracdo o aspecto estatistico de
representatividade envolvido na construgcao do modelo. A apresentacao dos
resultados do CycloDock na forma de graficos possibilita a analise estatistica
detalhada entre varios complexos de inclusao formados, como foi mostrado nos
casos de uso, demonstrando a importancia de gerar um conjunto de estruturas

para melhor representar os derivados de CD.

Os testes foram capazes de demonstrar a capacidade preditiva da
plataforma em selecionar o host mais adequado para o guest de interesse
(neste caso, o itraconazol), além da elucidacdo das razdes intermoleculares

que justificam a formacéo dos complexos de inclusao.
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De forma geral, a plataforma CycloMolder atinge seus objetivos,
automatizando e simplificando os estudos in silico com complexos de inclusao,
particularmente utilizando ciclodextrinas e seus derivados como hosts. Assim,
espera-se que esta ferramenta computacional possa dar contribuicoes
significativas no ambito da inovacéo terapéutica, particularmente para a area

de pesquisa em tecnologia farmacéutica.
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6 PERSPECTIVAS

Como esse trabalho se trata da implementacdo de um software,
naturalmente existem diversas perspectivas. No ambito da implementacao,
pretende-se criar um novo moédulo capaz de realizar a otimizacdo das
estruturas dos complexos de inclusdo obtidos apds o docking molecular,
através da aplicacdo de métodos semi-empiricos de quimica quéntica. Ja foi
demonstrada a viabilidade da estratégia de se utilizar métodos semi-empiricos
de quimica quantica para calcular a energia de interacdo intermolecular (AE)
em outros trabalhos (Cavalcanti et al.,, 2011; Mendonca et al., 2012) do grupo
de pesquisa, conforme foi descrito no final da sessédo 2.3. Programas como o
Mopac (Stewart, 2012), por exemplo, podem ser usados para calcular o AE
para os complexos de inclusdo. A implementacédo destes refinamentos depois
do docking, no programa CycloMolder, poderd agregar informacodes
importantes em relacéo a formacéo dos complexos de inclusédo, melhorando os
resultados in silico.Também existe a perspectiva de considerar as diferentes
estequiometrias dos complexos de inclusdo host.guest nos calculos teoricos,
uma vez que, em alguns casos, outras propor¢coes além de 1:1 também podem

ser formadas.

Também existe a perspectiva de aplicar a metodologia implementada no
programa CycloMolder frente a problemas experimentais reais. Podendo,
assim, explorar a capacidade preditiva e explicativa desta plataforma in silico

para complexos de inclusao.

No capitulo 8, de Apéndices, sdo apresentados os trabalhos publicados em
colaboracdo com grupos experimentais durante este projeto de doutorado. No
apéndice também consta um trabalho apresentado no terceiro Encontro
Brasileiro para Inovagcao Terapéutica (EBIT), e o artigo submetido a revista
indexada diretamente ligado a esta tese de doutorado.
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attract experimental groups with demands in this research field. The platform
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Research Article

Enhanced Antiproliferative Activity of the New Anticancer Candidate LPSF/
AC04 in Cyclodextrin Inclusion Complexes Encapsulated into Liposomes

Elisingela A. M. Mendonga,'* Mariane C. B. Lira,™ Marcelo M. Rabello,” Isabella M. F. Cavalcanti,”
Suely L. Galdino,” Ivan R. Pitta,” Maria do Carmo A. Lima,® Maira G. R. Pitta,”
Marcelo 7. Hernandes,' and Nereide 5. Santos-Magalhies™”

Received 12 Aprid 2002; aceepied 10 Sepicmiver 200 2; published ondine 2 Ocober 2012

Abstracr. LPSF/ACUHS (SZ)-[S-peridin-4-yimethylene-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine -2.4-dione| is an ac-
riding-hased derivative, part of a senes of new anticancer agents synthesized for the purpose of developing,
mere effcctive and less 1oxic anticancer drugs, However, the use of LPSF/ACH is limited due to its low
solubility in aqueows solutions, To overcome this problem, we mvestigated the interaction of LPSFACTY
with hydroxypropyl-pevelodesirin (HP-CyD) and hvdroxypropyly-evelo dextrin (HP—-Cy D) in indlu-
sten complexes and determine which of the complexes formed presents the most significant interactions.
In this paper, we report the physical characterization of the LPSEACK-HP-CyD inclusion complexes by
thermopravimetric analysis, differential scanning calorimetry, infrared spectroscopy absorption, Raman
spectroscopy, TINMR, scanning elec ron microseopy, and by molecular modeling approaches, In addition,
we verified thay HP-p-CyD complexsation enhances the agqueous solubility of LPSF/ACOS, and a
significant increase in the antiproliferative activity of LPSF/ACO4 against cell lines can be achieved by
the encapsulation into liposomes. These findings showed that the nanoenca psulation of LPSFACOL and
LPSF/ACH-LIP-CyD inclusion complexes in liposomes leads 1o improved drug penetration into the cells
and, as & resull, an enhancement of cytioxic activity, Further fr vive studies comparing free and
encapsulated LPSF/A N4 will be undertaken to support this investipation.

KEY WORDS: acridine: cyclodextring: cytodoxivity; lipesomes: modeling,

INTRODUCTION has been attributed o the planar aromatic system of the
acridine moiety (5).

LPSF/ACOY (37 )-[5-acridin—Y-ylmethylene-3-[ 4-methyl-
beneyl)-thiazolidine-2 4-dione] (Fig. 1) is a synthetized acridi-
nylidene thiazolidinedione, 8 monoeacridinine structural ama-

Agrdine denvatives have a long and successtul history in
the treatment of human diseases, particularly for parasite
infections and cancer (1-3). A variety of acridine derivatives

has been synthesized and, in some cases, promising resulls
have been obtamed. prompting the development of new acn-
dine-based drugs (3). The major example of these molecules is
m-amsacrine, 8 well-known anticancer agenl used to treat
some types of cancers, including acute adult leukemia (1.4).
Their stromg activity was due to the ability of acridine nucleus
to intercalate into DINA base pairs, This intercalative property

! Laboratério de Sintese ¢ Vetorieagio de Moléculos, Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), Joao Pessoa, PB, Brazil.
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logue of m-amsserine (6). LPSFIACH revealed antitumor
activity with tumor inhibition of more than 83% in a murine
sarcoma 180 model after 8 days of treatment with 100 mg/kg
LpSday (7). In addition, a recent study presented o prelimi-
nary pharmacokinetics of LPSF/ACO with a hali-life of 65 h,
which accumulated in different tissues (8). However, hetero-
cvclic acridine derivatives such as LPSF/ACHH are character-
ized by low solubility in aqueous solulions, as a resalt of which
clinical trials and its therapeutic use have remained limited.

Cyelodextrins (CyDs) have a relatively nonpaolar cylindri-
cal cavity that can bind, and thereby solubilize. a wide range of
hydrophobic molecules (9.101). A greater number of reports
mentioned the use of cyvclodextrins in the formation of inclu-
sion complexes with hydrophobic drugs. including acridine
denvatives, for enhancement of their solubility (9-14).

The encapsulation of hydrophobic drugs in nanocarrers,
such as liposomes, is also of great importance (15). Moreover,
the entrapment of inclusion complexes mto drug defivery
systems, such as liposomes, can modulate in vive dissociation
of the drug/CyD complex, thereby contributing (o improve-
ments in the pharmacokinetic profile, chemical stability. and

133000331 0013550 10 2002 Americnn Assoelition of Phormecentical Scleniss
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ABSTRACT: We modified the thizzolidinic ring at positions N3, C4, and C5, yielding compounds 624, Compounds with a
phenyl at position N3, 15-19, 22—-24, exubited better whibitory properties for cuzain and against the parasite than
2-iminothinzolidin4-one 5, We were able to identify one high-eficacy trypanocidal compound, 2-minothiazolidin-4-one 18, which
inhibited the activity of cruzain and the proliferation of epimastipotes and was adal for hypomastigotes but was not toxic for
splenocytes. Having located same of the structural determinants of the trypanocidal properties, we subsequently wished to determine
if the exchange of the thiazalidine for a thiazole ring leaves the functional properties unaffected. We therefore tested thiszoles 26—45
and observed that they did not inhibit crazain, but they exhibited adal effects. Parasite development was severely impaired
when treated with 18, thus reinforcing the notion that this dass of heterocycles can lead to useful cdal agents for Chagas disease.

although a dinical trial (BENEFIT) aiming to investigate this
is expected to be conduded in 2013 However, many patients

B INTRODUCTION
The World Health Organization estimates that 5—10% of Latin

America's population is aflicted by Cha%as disease, which is
caused by the protozoan Trypanosome cruzi- Current treatment is
solely based on benznidazole (Bda), a nitraimidazole compound.
Bdz is cidal for bloodstream trypomastigotes and thus efficient
in eliminating parasite in circulation during the initial stages of
infection (acute and asymptomatic chronic).”* The efficacy of Bdz
for patients with Chagas-related cardiomyopathy is still unknown,

< ACS Publications & 212 American Chimical Sodesy

experience d.ru.s intolerance and adverse effects for Bdz" Thus,
there is a need to look for other drugs to treat Chagas disease.

A useful strategy for anti-T. cruzi dmg design is to inhibit the
cysteine protease crazain. Most of the functional properties of

Received:  July 25 2012
Published: November 20, 2012

o dobom 1 DAGRTIM30 598 L4 M Chem, 2012 55, 109 18=10936
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RESEARCH ARTICLE Open Access

Harpalycin 2 inhibits the enzymatic and platelet
aggregation activities of PrTX-lll, a D49
phospholipase A, from Bothrops pirajai venom

Rafael M Ximenes' Renata S Alves’, Ticlana P Pereira’, Renata M Asadjo™, Edilberto R Silveira’,
Marcelo M Rabello®, Marcelo Z Hernandes’, Veranica CG Soares’, Daniel Bristot”, Camila L Pires’,
Dariela O Toyama®, Henrique H Gaeta’, Helena SA Monteiro’ and Marcos H TOyama"

Abstract

Background: Harpalycin 2 {HP-2) is an isoflavene iscolated from the leaves of Hapahce brosiliana Benth,, a
snakereot found In nertheast region of Brazil and used in folk medicine 1o 1reat snakebite, |1s [eaves are said o be
anti-inflammatony. Secretory phospholipases &, are important toxins found in snake venom and are structurally
related to those found in inflarmmatory conditions in mammals, as in arthritis and atherosclerosis, and for this
reason can be valuable tools for searching new anti-phospholipase A, drugs.

Methods: HP-2 and piratoxin-lll (PrTx-ll) were purified thraugh chrématagraphic techniques, The effect of HP-2 in
the enzymatic activity of PrTX-IIl was carried out using 4-nitro-3-octanoylioxy-benzoic acid as the substrate. PrTa-ll
induced platelet aggregation was inhibited by HP-2 when compared te aristelechic acd and p-bromophenacyl
bromide (p-BPE) In an attempt to elucidate how HP-2 interacts with PrTd-ll, mass spectrometry, dreular dichrolsm
and intrinsic fluorescence analysis were perfermed. Docking scores of the ligands (HP-2, aristelochic acid and p-BPB)
using PrTX-Il as taroet were also calculated.

Results: HP-2 inhibitad the enzymatic activity of PrTX-Ill {iCsn 17,344 028 pa/mlb) afthough it did not form a stable
chemical complex in the active site, since mass specirometry measuremants shawed no difference between native
(13,837.34 Da) and HP-2 treated Pl {13,856.12 Ba). A structural analysis of PrTd-Iafter reatrment with HP-2
showed a decrease in dimerization and a slight protein unfolding. In the platelel aggregation assay, HP-2 previously
incubated with PrTX-lll inhibited the aggreqation when compared with untreated protein, PrTX-ll chermical treated
with aristolochic acid and p-BPB, two standard PLA; inhibitors, showed low inhibitary effects when compared with
the HP-2 treatrmem, Docking scores comoborated these results, showing higher affinity of HP-2 for the Prix-lil target
(PDB code: 1GMZ) than anstolochic acid and p-BPB. HP-2 previous incubated with the platelets inhibits the
aggregation induced by untreated PrTX-Nl as well as arachidenic acid

Conclusion: HP-2 changes the structure of PrTX-II|, inhibiting the enzymatic activity of this enzyme. In addition,
Prx-Nll platelet aggregant activity was inhibited by meatment with HP-2, p-BPB and aristolachic add, and these
results were conoborated by docking scores

Keywords: PrTi-lll, Phospholipase As, Borfvops piraloi, Haroatyee brasiliana, lsoflavane
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Seeretory phospholipases As (sPLA: ) exert proinflammatory actions through lipid mediators. These enzymes have been found to
be elevated in many inflammatory disorders such as rheumatold arthritis, sepsis, and atherosclerosis. The aim of this study was w
evaluate the effect of harpalycin 2 (Har2), an isoflavone isolated from Harpalyce brasiliona Benths, in the engymatic, edematogenic,
and myotoxic activities of sSPLA: from Bothraps pirajai, Crotatus durissus tervificus, Apis mellifens, and Niga srja venoms, Har
inliibits all sSPLA, tested. PrIX-111 (B, pirgjai venom ) was inhibited at about 58.7%, Cdt FI5 (C. d. terrificus venom) at 78.8%, Apis
{ from bee veniom ) at 87, 7%, and Naja (N, nafa venom | at 88,1%. Edema induced by exogenous sSPLA- administration performed in
mice paws showed significant inhibition by Har2 4t the initial step, In addition, Har2 alse inhibited the myotoxic activity of these
§PLAss. In arder to understand how Har? interacts with these enzymes, docking calculations were made, indicating that the
residues Hisd# and Aspd9 in the active site of these enmymes interacted powerfolly with Har2 through hydrogen bonds, These data
pointed to o possible anti-inflammatory activity of Har2 throogh sPLA, inhibition.

5

1. Introduction and anticancer [1, 2. Many works have shown the phos-

pholipase A> (PLA2) inhibitory effects of flavonoids such as

The flavonoids are a group of plant secendary metabolites
widely distributed in nature. They are divided in two main
classes: the flavonoids and the soflavonoids. Many pharma-
cologieal activities have been described for both classes such
as anti-inflammatory and antioxidant, antiallergic, antiviral,

rutin | 3], morin (4], and quercetin [5], however, only few
works have been shown the antiphospholipasic As activity of
soflivonods [6].

The PLA: s are a dass of énzymes (EC 3.1.1.4) that cat-
alyzes the hydrolysis of the sn-2 ester bond of phospholipids
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Awallable online 7 January 2013

The compound (52)-5-](5-bromo- [H-indol-3-yl Imethylene]-3-(4-chlorobenzyl -thiazolidine- 2 4-dione
[L¥YS0-7) was synthesised in order to obtain a new type of anti-inflammatary deog, designed with hybnd
[eatures (o inhibit cyclosxygenase (00X) and also Lo activate peroxisome proliferator-activated recéptor
{PPAR). Results obtained from dacking (in silica) studies corroborated with experimental data, showing
the potential affinity between the studied ligand and targets. The specificity af LYS0-7 for COX-enzymes
was detected by the inhibition of COX-1 and COX-2 activities by 30% and 20%, respectively. In transacti-

::d‘;fn:n\:;ien vation reporter gene assays LYSO-07 showed a pan partial agonist effect on the three PPAR subtypes
Mice {PPARYy, PPAR2 and PPARJifG). The agonist action on PEPARy was also observed by a pharmacological
Interlenkin-1f approach, as the reduction in the Escherichia coff lipopolysaccharide (LPS)-induced interieukin | beta
Neutrophils (IL- 1) secretion and nirric oxide (NO) producton by mouse neutrophils was blocked by GW3962, a spe-
GWOSE2 cific PPARy antagonist. Additionally, the in vive effect was measured by reduced carrageenan-induced
Adr potich neutrophil infux into the suboutaneous tssue of mice. Taken together, these data show that LYSO-7 dis-
plays a potent i vive ant-inflammatory effect during the innate acute response, which is dependent on

its associated COX inhibitory activities and PPAR activation.
% 2013 Elsevier BV, All rights reserved.
1. Introduction lows the development of distinct chemical molecules to inhibit en-

Inflammation is a complex process and is involved in the gene-
sis of a diversity of diseases, including degenerative and metabolic
disorders. Recent data have shown that inflammation is associated
to diabetes, obesity, Parkinson's and Alzheimer's diseases, cancer,
and other disorders (Franks and Slansky, 2012; Eikelenboom
et al, 2012; Durrenberger et al,, 2012; Karalis et al,, 2009). There-
fore, anti-inflammatory agents have been used for the treatment of
classical inflamumatory disedses, such as rheumatoid arthritis,
respiratory and cardiovascular diseases (McCormack, 2011). Nev-
ertheless, anti-inflammatory treatment may be impared by the
accurrence of adverse effects (Sostres et al., 2010}, which leads to
the removal of specific anti-inflammatory agents from therapy. In
fact, che diversity of signalling pathway's involved in the process al-

= Corpesponding author. Address; Faculdade de Géncias Farmackuticas, Univer-
sidade de 530 Maulo, Av. Prof. Lincu Prestes, 580, Bloco 138, CEP: 03508-900, Sao
Panla, P, Brasl, Tel: +55 11 3041 18593/1147,
E-munil addrvess sTarskyedosplr [S.HP Farshy ),

(92B-098 7S - see front mdtter © 2013 Elsevier B All sghts reserved.
hitp:ifdudoi.org/10,1016/j.0ips 2012.12.029

zymes, membrane and intracellular receptors, transcription
factors, and others.

MNeutrophils are involved in the first line of host defence, as they
are mobilised to the site of a lesion at the early stages of an acute
inflammatory response and also act as a signalling cells at the
interface of the inmate and adaptive inflammatory responses
(Kobayashi and Delen, 2009), At the site of injury, neutrophils
phagocytose and destroy invading micreorganisms, produce reac-
tive oxygen intermediate species (ROS), release proteolytic en-
zymes and secrete chemical mediators, such as arachidonic acid
metabolites, cytokines and nitric oxide (NO) (Segel et al., 2011).
Exacerbated or non-regulated neutrophil activities, associated with
an inappropriate resolution of the process, contribute to persistent
Lissue damage that underlies many inflammatory diseases, There-
fore, anti-inflammatory drugs must be efficient to halt an exacer-
bated reaction and should target neutrophils, considering their
relevance to the evolution of the process (Segel et al., 2001),

The migration and activation of neutrephils is dependent on the
broad action of chemical mediators, which activate membrane or

98



Takicon # (2013) 19-26

Contents lists available at ScignceDirect

Toxicon

journal homepage: www.elsevier.com/locate/toxicon

Isolation, homology modeling and renal effects of a C-type @m“m
natriuretic peptide from the venom of the Brazilian yellow
scorpion (Tityus serrulatus)

Renata S. Alves ?, Rafael M. Ximenes ™', Antonio R.C. Jorge®,

Nilberto R.F. Nascimento ¢, René D. Martins 9, Marcelo M. Rabello®,

Marcelo Z. Hernandes ©, Daniela O. Toyama ", Marcos H. Toyama?,

Alice M.C. Martins?, Alexandre Havt" Helena S.A. Monteiro -+

3 Depariamenio de Andlives Clinfoas ¢ Toxlooldgioes, Faculdode de Fermdeio, Odemiologicn ¢ Brfermdgem, Universidade Fedensl de Coard,
Rua Cap, Froncisoo Pedro |200, 60:420-370 Forteleza, CE Brazil

B Dupertaminto de Fisinlggio @ Formueologie, Focwldode de Medicing, Unirsidode Fedenl do Ceeri, Rua Cel. Nunes de Melo 1127,
GOHI0-270 Fortaleze, OF, Brozl

* Irsifrnin Superior de Cncins Domidicas, Umiversidode Edandinal do Cerd, Av. Poenjonn 1700, S0740-000 Fartules, CE, Brazedl

¥ Centra Académico de Vitdrin, Universit ! de hueco, Run Alto do Reserwatdrio sfn,
S5608-680 Vildric de Sania Atitla, 'E, Rl
* Depariarrenio de Cigncios Farmociyticas, Ceniro de Cifnews du Saide, Urisversidode Federl de Peongemb Ay, Arthiir de 53 s,

S0740-520 Recife. PE Przil

I Centro de Giencias Biologicis ¢ du Saide, Uriversidode Prishilerioie Mackenzie, Ria da Corsolacdn 896,
QI3U2-570 Séo Paulo, 57, Brozil

2 Unidade de Sfo Viesare, Universtdinte Esradieal Poulista fdlfe Mesquira Filha, Prega Infiume Do MHenrigue 5in,
PIZ20-MN 560 Viemite, 5H Hoos!

ARTICLE INFD ABSTRACT

a\ﬂ'm_e histary! . ) Mammalian natrivretic peptides (NPs] have been extensively investigated for use as
Received 16 April 2073 therapeulic agents in the treatment of cardiovascular diseases, Here, we describe the
Received in revised form 9 July 2013 isolation, sequencing and i di ional h bty deling of the first C-type natriuretic

Accepted 16 July 2013

Avalable oniine 31 July 2013 peptide isolated from scorpion venom. In addition, its effects on the renal function of rats

and on the mRNA expression of natriuretic peptide receptors in the kidneys are delineated.
Fractiomabien of Tigrws serruletus venom using chiomatographic technigues yielded a

Keywords: G ¥ 2
Thyus servilos pepiide with a molecular mass of 2190.64 Da, which exhibited the patiern of disulfide

Natriuretic peplice brigges thar is characreristic of 2 C-type NP (TsNF. T serrulones Natriuretic Peptide]. In the
Kidney perfusion izolated perfused rat kidney assay, treatment with two concentrations of TsNP {0.03 and
Natriuretic peptide recepror 01 pgfml) increased the perfusion pressure, glome rular filtration rate and urinary flow.
Guanylate cyclase © After 60 min of treatment al both concentrati the per of sodium, p am

and chioricle transport were decreased, and the urinary oGMP concentration was elevated.
Natriuretic peptide receptor-A (NPR-A) mRNA expression was down regulated in the
didneys treated with both concentrabions of TSNP, whereas NPR-B, NPR-C and (G-C mRMAs
were up regulated at the 0.1 pg/mi concentration. In conclusion, this work describes the
isolation and modeling of the first natriuretic peptide solated from scorpion venom. In
addition, examinations of the renal actions of TsNF indicate that its effects may be refared
1o the activation of NPR-B, NPR-C and GC-C.

@ 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Structural Design, Synthesis and Structure—Activity
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Trypanosoma cruzi Activity
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Pharmacological treatment of Chagas disease is based on
benenidazcle, which displays poor efficacy when administered
“during the chronic phase of infaction. Therefore, the develop-
ment of new therapeutic options is needed. This study reports
‘on the structural design and synthesis of a new class of anti-
ssomd cruzi thiazolidinones (4a-p). (2{2-Phenoxy-1-14-
bmmprenvuemylldene}hxdramno]-Sfﬂ'lylth;amlidlrrmane
(4h) and {24{2-phenoxy-1-{4-phenylphenyliethylidenelhydrazo-
nol-5-ethylthiazolidin-4-one (41) were the most potent com-
pounds, resulting in reduced epimastigote proliferation and
were toxic for rypomastigotes at concentrations below 10 pm,
while they did not display hest cell toxicity up to 200 um. Thia-
zolidinone 4h was able to reduce the in vitro parasite burden
and the blood parasiternia in mice with similar potency to

Introduction

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi parasite infec-
tion, affects approximately 5-10% of the Latin American popu-
lation,"" The standard treatment is based on benznidazole,
a compound able to eliminate the parasite during the acute
phasa."' However, during the chronic phase, in which the para-
site remains located inside various cell types, benznidazole is

benznidazole. More importantly, T cwzi infection reduction
was achieved without exhibiting mouse toxicity, Regarding the
maolecular mechanism of action, these thiazolidinones did not
inhibit cruzain activity, which is the major trypanesomal pro-
tease. However, investigating the cellular mechanism of action,
thiazolidinonies altered Golai complex and endoplasmic reticu-
lum (ER} morphology, produced atypical cytosolic vacuoles, as
well as induced necrotic parasite death. This structural design
employed for the new anti-T. criszi thiazolidinones (4a-p) led
to the identification of compounds with enhanced potency
and selectivity compared to first-generation thiazolidinones.
These compounds did not inhibit cruzain activity, but exhibited
strong antiparasitic activity by acting as parasiticidal agents
and inducing a necrotic parasite cell death.

not able to eliminate the parasitism even following long-term
administration.”! Hurman vaccination against T. cruzi infection is
not available,™ and thus other therapies aiming to control in-
fection or reduce dinical symptoms are being investigated.”™"

Aiming at the development of more effective medicines,
a large number of anti-T. cruzi small molecules have been eval-
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article histonr

Received 17 April 2014
Received in revised fonm
1 Aust 2014

The present work reports on the synthesis, anti-Toypanosami cntd activities and docking studies of a
novel series of 2-(pyridin-2-y1)-1,3- thiazoles derived from 2-pyridine thinsemicar bazone, The majorily of
these compounds aré potent cruzain inhibitors and showed excellent inhibition on the trypomastizote
form of the parasite, and the resulting structure—activity relationships are discussed . Together, these data

Avcepred 5 August 2014
Ayvailahle onkine & August Z08

present a novel series of thi

Iyl hydraze with p ial effects against Chagas disease and they

could be important leads in continuing development against Chagas disease,

Keyweards;

Chagas disease

Treponossrna orus

‘THiazoles

Hydrazones

2-Pyridine thiosemicartrazone

i 2014 Elsevier Masson SAS: All rights reserved.

1. Introduction

Chagas disease, also known as American TIVpanosemiasis, is a
patentially life-threatening iliness caused by the protozoan parasite
Trypanosorna cruzi (1 cruz’) | 1, About 7—8 million people worldwide
are estimated to be infected with 7 crizi, mainky in Latin America,

Over the years, numerous chemical classes against T, cruzi have
become available, but there is still no Efferﬁve weatment for all
phases of the disease [2]. Recent research has pointed to the
ergosterol biosynthetic pathway as a biochemical target |3 4], Azole
derivatives such as posaconazole and ravuconarole, have been
tested and presented trypanocidal activity, but they are not yet
available as therapeutics [5-7].

Despite the efforts of many investigators in the research of a
new anti-Chagas drugs, only two drugs are currently used to treat

= Corresponding author.
E-muail oekdress; oo dosoismmiiloon (M0, Eardoso ],

lmtp el doi.ong/ 10016, g mech 20140080 2
0223-5234)0 2014 Elsevier Masson 5AS. All dghis reserved.

it, nifurfimox and benznidazole |6,8) ( Fig. 1 ). Current chemotherapy
for Chagas disease is unsatisfactory due to its limited efficacy,
particularly in the chronic phase, with frequent side effects that can
lead o discontinuation of reatment,

Among a number of drug targets being investigated for Chagas
disease, cruzain, the major cysteine protease active in the parasite,
is a prominent candidate [9-12]. Cruzain is a cathepsin-L-like
pmtease of the papain family thought to be important for intra-
cellular replication and differentiation of the T. crizi parasite [13].
Among the chemical groups explored for anti-Chagas activity,
thiazolyl hydrazones are noteworthy because of ther wide bio-
logical, especially anti-parasitic, activities | 1417,

In 2004, Greenbaum et al. observed that thiosemicarbazones
with a pyridyl moiety inhibit cruzain catalvtic activity [18]. Sub-
sequent studies have demonstrated the trypanocidal activity of
thiosemicarbazones and their metal complexes. Recently, Caputo
et al, have demonstrated trypanocidal activity for a series of 4-
arylthiazolylhydrazones [19], with a broad and potent activity for
all forms of the parasite, Recently studies have reported inhibition
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Abstract  Thiazolidinediones are known to have antidia-
betic activity, but new activilies are being discovered every
year; among these, their anticancer aclivity has received
the most attention. In this study. we synthesized three new
disubstituted thiazolidinediones and assayed their cylo-
toxicity against six tumor cell lines, as well as against
normal cells. Cytomelry studies and molecular modeling
were also performed to elucidate the mechanism of cylo-
toxicily. OF the three new thiazolidinediones synthesized,
(57)-5-(3-bromo-benzy lidene )-3-(4-nitrobenzy | -thinzoli-
dine-2.4-dione (LPSF/SF- 13) exhibited the most promising
activity; il was selectively eylotoxic against leukemin,
lymphoma, glioblastoma, and hepatocarcinoma cell lines
without being toxic o normal cells. Apoptosis was the
main cell death process induced by this compound,
although it alsa induced necrosis. Furthermore. molecular

This article is dedicared o the memory of Suely Lins Galdino.
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modeling studies showed that LPSK/SF-13 had good
alfnity for peroxisome proliferator-activated receptor v;
binding to the receptor invelved hydrogen bonds with
Arg2iB and Ser342 residues (bond distances of 3.1 and
28 A, respectively), as well as a m-bonding mteraction
with His449, We concluded that LPSF/SF-13 is a promis-
ing compound for in vivo and combination therapy studies
against cancer.

Keywords  Thiazolidinediones « Cytotoxicity -
Anticancer - Molecular modeling

Introduction

Thiazolidine-2 4-diones  have been extensively studied
owing o their involvement in the regulation of various
physiological processes such as cell proliferation, angio-
genesis, inflammation. and glucose metabolism (Barros
et al., 2004). These compounds show significant antidia-
betic (Mourdo et al., 2005). antimicrobial (Gouveia et af.,
2008). antichagasic (Du et of , 2002: Cohen et al.. 2004),
anti-HIV (Rawal er al., 2007). anti-inflammatory (Uchda
et ad., 2000), and anticancer (Chandrappa et al., 2008)
activities,

Thiazolidine-2.4-diones have been shown lo have a
broad-spectrum antineoplastic aclivity, including activity
against human leukemia (Lin of ol 2006), melanoma
(Klopper et af., 2009), prostate cancer (Matsuyama and
Yoshimura, 2008), and hepatocarcinoma cells (Wu er ai,
2012). These molecules are agonists of peroxisome pro-
liférator-activated receptor v (PPARY), which is expressed
in many buman temors, including lung. breast. colon,
prostate, and bladder twmors (Han and Roman. 2007).
Thiazolidine-2,4-diones act mainly as tumor suppressors
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Peroxisome proliferator-activated recepror gamma {PPAR~y ) regulates multiple pathaways involyed in the
pathogenesis of obesity and atherosclerasis. Here, we evaluared the therapeutic potential of GQ-177,
a new thiaznlidinedione, on diet-induced obesity and atherosclerasis. The intermolecular interaction
between PPARYy and GQ- 177 was examined by virtual docking and PPAR activation was determined by
reporter gene assay identifying GQ-177 as a partial and selective PPARy agonist. For the evaluation of
biological activityof GQ-177, low-density lipoprotein receptor-deficient (LDLr - ) C57/BLEmice were fed

ﬁy::::;mis either a high fat disbetomenic diet (diet-induced obesity]. or a high fat atherogenic diet. and treated with
Dishetes vehicle, GO-177 (20mg/ka/day), pioglitazone (20 mefkalday, distanduced abesity madel) or rosiglita-
Dhiesity zone (15 mg/kg/day, atherosclerosis madel) for 28 days. In diet-indured obesity mice, CQ-177 improved

PPARY msulin sensitivity and lipid profile, increased plasma adiponectin and GLUT4 mRNA in adipose tissue,
Thiazol idinediones without affecting body weight, food consumption, fat accumulation and bone density, Moreover, GQ-177
enhanced hepatic mENA levels of proteins involved in lipid metabolism. Inthe atherosclerosis mice, GO-
177 inhibited atherosclertic lesion progression, increased plasma HOL and mRNA levels of PPARy and
ATP-binding casselte Al in atherosclerotic lesions, GQ-177 acts as a partial PPARy agonist that improves

abesity-associated insulin resistance and dyslipi ia with ath ective effects in LDL 1~ mice.
2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction therefore, associated o the development of type 2 diabetes and
cardiovascular diseases (CVD) |3].

The increasing prevalence of obesity representsa major threat Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy) is

to public health worldwide | 1]. This disorder is characterized by
imbalance between energy intake and energy expenditure, result-
ing in the storage of excessive energy as fat in the adipese tissue
and increase in body weight|2]. Obesity consists in the main risk
factor for insulin resistance, dyslipidemia and hypertension and is
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a member of the nuclear receptor superfamily of ligand-inducible
transcription factors and regulates multiple pathways invalved in
the pathogenesis of obesity and atherosclerosis, the underlying
pathology of CVD [4]. This transeription factor is predominantly
expressed in adipose tissue, where itis a major modulator oF adipo-
genesis |5 ]. Moreover, its activation controls the gene expression of
glucose-transporter type 4( GLUT4) |G|, which is involved in glucose
homeostasis and rhe secretion of adipokines, such as adiponectin,
which may improve insulin resistance in other tissues |7]. PPARy
expression also occurs in skeletal muscle, kidney, liver and cells
of the blood vessel wall, including endothelial celis, smoath mus-
cle cells and macrophages (8], Hence, PPARy activation modulates
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MODELAGEM MOLECULAR DO COMPLEXO DE INCLUSAO ENTRE
SULFOBUTIL-ETER BETA-CICLODEXTRINA E BETA-LAPACHONA

LOTM - Degartamsanin de Cigéncias Farmacéuticas — UFPE — Recfe — PE

E-mail:

INTRODUGCAO

A Pdopachona (Plap) tem apresentado uma grande
variedade de efeitos farmacoldpicos’?. mas o Sell USo
Erapéutico esta imitado principalments devide a sua
baixa solubilidade em aguo. Para superar isso, nosso
grupo de pesquisa’ estudou um complexo de inclusao
entre a P-lap & o hidroxipropil-f-CD (B-laptHPR-CD). Os
resultados indicarnm que 8 complexagic foi capaz de
oferecer vaniagens, aumentando a biodisponibilidade da
Piap. Outro derivado de B-CD 2 & sulfobutiléterB-CD
(SBER-CD}, patenteada com o nome de Captisol™. Em

uma va de avaliar p ente a

SBER-CD, ou seja, do complexo flamSBER-CD.

possihilidade de
utifizar este novo derivado de CO, neste presente trabatho
procurod-se calcular, stravés de abordagens in sifico, &
estabilidade do complexo de inclusio da f-lap com a

METODOLOGIA

Construcao de estruturas
de SBEB-CD a partir da
P-Ciclodextrina

Beta-Lapachona

Docking utilizando
o programa GOLD®

ol

CONCLUSAO

obtide & pelas  interagdes:

metodologid para outras derivados de CD & viavel.

A metodologia in sifico empregada neste trabalho
fol capaz de levar em consideragdo o graw de
substituicdo do defivado de OO, assim como
também o varabilidade das posigdes desses
substituintes (SBE] no  host SBEB-CD. Os
resutitados de modsiagem moleculsr apontam para
uma descrigio do moda de interagdo entre o host &
o guest (B-lap) como estaval, justificado pelo score
intermoteculares
mapeadas. Acredityse que a aplicagio desta
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DISCUSSAQ

Os resuftodes desse estudo: de modelagem molecoiar
apontam que a s_oiuhﬂizagéu da p-lapachona em sistemas
aquosos poderia ser miefhorada gquando complexada com 3
SBER-CL,

Acredita-se que a meiodologin aplicada pata o modslo do
host (SBER-CD), no calculo de docking com 200 estruturas
distintas, fol capaz de contemplar 3 variabilidade estrutural
destes defivados de ciclodexiring. Dessa forma foi levado em
consideragdo tanta a fiexibilidade do. host quanto do. guest
nesses calculos de docking. Essa metodologia pode ser

|extrapolada para outros derivados de ciclodextring.

Media de 7
unidades de SBE

0 complexo ¢ estabilizado por wirios A <& b"
comtatos hidrofobicos & por trés ligagdes de: y 7 &
hidregénio, com distancia de 2,7, 3.0 e 31 A, P / é& o &
o gue explica a significativa estabilidade do Y oA Q& "P
complexo de inclusdo plap:SBER-CO. e &‘t}ﬁe‘aa’fé‘? 4
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