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RESUMO

SOUZA, Raphael Lopes. APLICACAO DA TECNICA DE ANCORAGEM
MOLECULAR NA OTIMIZACAO DO FARMACO HIPOGLICEMIANTE
METFORMINA. 41p. Trabalho de conclusdo de curso — Curso de Farmécia, Centro
Universitario Luterano de Palmas, Palmas/TO, 2015.

A metformina, um farmaco pertencente a classe de hipoglicemiantes orais, € um dos
medicamentos mais utilizados no mundo para o tratamento da Diabetes Mellitus. Por
apresentar efeitos adversos tais como nauseas, diarreia, dor abdominal e anorexia,
torna-se necessdria a otimizacdo de sua estrutura. O presente trabalho teve como
objetivo a utilizacdo da técnica de Ancoragem Molecular, para a obtencdo de energias
livres de ligagéo entre o ligante natural, a metformina e ligantes propostos com a
proteina AMPK, descrita na literatura como o provavel sitio de acdo. Para a proposicao
de ligantes, a estrutura do farmaco foi tomada como base, e foram feitas modificagfes,
levando em conta as formacdes de ligagdes de hidrogénio, aumento ou diminuicdo da
eletronegatividade e ainda formagé&o de forgas de London na posi¢édo R1, para verificar
se afetariam a forca de ligag&o entre ligante-proteina. Os experimentos realizados com
a proteina rigida e os ligantes flexiveis foram ancorados no sitio de ligacdo da
molécula de metformina, utilizando o pacote computacional Autodock 4.2. Com isso a
pesquisa pode demonstrar que, para os ligantes propostos, as energias de ligacao
proteina-ligante obtidas nos experimentos, ndo trazem contribui¢des significativas para
o melhoramento da estrutura do farmaco.

Palavras-chave: Metformina. Efeitos adversos. Otimizacdo. Docking
Molecular.
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1 INTRODUCAO

Ha cerca de dois séculos, a humanidade dispunha apenas de medicamentos
vindos de fontes naturais. As plantas medicinais eram largamente utilizadas em varias
terapias, e também alguns produtos medicamentosos continham substancias de
origem animal ou mineral. Com o avanco das ciéncias, muitos aspectos sofreram
mudancas, ndo s6 em relacdo a tecnologia em si, mas também aos fatores ligados a
saude (EDLER, 2006).

O interesse por substancias que curassem determinados tipos de doencas
comecou de forma empirica, observando apenas os efeitos causados. Nao se sabia o
porqué, se sabia apenas que aquela planta era indicada para uma determinada
enfermidade. Ao serem isolados compostos nos laboratérios quimicos, os interesses
por suas acdes farmacologicas também foram despertados. Na maioria das vezes, era
realizado um grande numero de experimentos para ser encontrada a acao
farmacologica ou toxicolégica da substancia. Isso desperdicava tempo e material,
tornando a pesquisa custosa. Precisava-se, entdo, aperfeicoar todo 0 processo
envolvido na descoberta de farmacos, em busca de maior eficiéncia. A técnica de
Ancoragem Molecular surgiu como uma alternativa interessante para esse
aprimoramento (RODRIGUES et al., 2012).

No decorrer dos anos o Brasil teve um aumento consideravel para a
expectativa de vida, que estimulou a transi¢cdo epidemioldgica, ocasionando aumento
na incidéncia de doengas cronicas. Entdo, as industrias farmacéuticas comecam a
investir em pesquisas e desenvolvimento de novas técnicas, afim de aumentar a
rapidez na descoberta e producdo de novos medicamentos, além de proporcionar
melhorias em produtos ja langcados no mercado (PALMEIRA FILHO et al., 2012).

Atualmente o Diabetes Mellitus estd presente entre as doencas cronicas de
maior prevaléncia entre a populagdo mundial. No Brasil, estima-se cerca de quatro
milhdes de Obitos por ano provenientes dessa doencga (BRASIL, 2012). Por se tratar
de uma doenga que nao tem cura, seu portador necessitard de terapia medicamentosa
continuamente.

Dentre os farmacos hipoglicemiantes orais mais utilizados para o tratamento
do Diabetes Mellitus no mundo est4d a metformina, farmaco derivado da guanidina
(Galega officinalis), que tem como acdes principais a supressdo da gliconeogénese e
glicolise hepatica e utilizacdo periférica da glicose pelas células musculares. No

entanto, a terapia a base desde farmaco apresenta grande incidéncia de reacdes



11

adversas, contribuindo para ndo adesdo ao tratamento pelos pacientes (ZHOU et
al.,2001; SILVA, 2012).

Hoje, a ciéncia dispde de uma série de ferramentas para o estudo dos efeitos
causados pelos mais diversos tipos de substancias no organismo. Ao descobrir uma
patologia, a busca pelo medicamento geralmente se inicia com o planejamento
racional do farmaco. Com recursos computacionais podem ser feitos experimentos in
silico, reproduzindo o ambiente biologico. Sdo eleitos os melhores protétipos para
passarem para a etapa de sintese, e logo em seguida, sdo, por fim, realizados os
ensaios biologicos in vitro e in vivo (BARREIRO, 2009).

A Metformina € um farmaco bastante utilizado para o tratamento de pacientes
com Diabetes Mellitus, porém apresenta efeitos adversos que devem ser levados em
consideracdo para uma melhor adeséo ao tratamento. Por iSso se torna necessaria a
busca por possiveis alteragbes em sua estrutura, que resultem em melhores valores
de energia livre de ligacdo com o seu alvo biologico. Dessa maneira os efeitos
adversos serdo minimizados, pois o ligante passard mais tempo associado a proteina

alvo, e menos tempo disponivel para interagir com outras moléculas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a ancoragem molecular do ligante natural AMP, Metformina e ligantes

modificados na posi¢do R1 com a proteina quinase AMPK.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Propor modificagdes na molécula de Metformina.
o Obter valores de energia de ligacéo (Ligantes propostos x AMPK).
o Discutir as energias de ligagdo encontradas para propor melhoramentos

na molécula da metformina.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Nos ultimos anos, a busca por maiores lucros e inser¢do no mercado
farmacéutico, incentivou a continua busca por avancgos cientificos tecnoldgicos, que
possibilitam a producdo em larga escala, além da possibilidade de producdo para
grupos distintos em curto espago de tempo (MARINHO; SEIDL; LONGO, 2008).

Alinhado aos avangos da industria farmacéutica, outro fator de grande
relevancia para as inovacfes na busca por moléculas com maior eficiéncia, que
apresentem maior especificidade e menor prevaléncia de efeitos adversos, é o
aumento da qualidade de vida do paciente, que tera melhor adesdo ao tratamento
(PIERONI et al., 2014).

Na historia de evolugcdo da indastria farmacéutica, temos o desenvolvimento
da Aspirina® como um marco importante. Onde, por varios anos, partes do salgueiro
(Salix alba) foram utilizados para combater febre e dor, e somente anos depois, a
substancia responsavel pela a agéo farmacolégica foi isolada, a salicilina. Devido a
grande presenca de efeitos adversos, em 1898, com o uso da sintese quimica,
cientistas da Bayer conseguiram produzir uma molécula semelhante com menor
toxicidade, o acido acetil salicilico (YUNES; CALIXTO, 2001).

Com a chegada dos primeiros computadores, ocorreu 0 desenvolvimento de
técnicas virtuais na quimica medicinal. Também foram criados véarios bancos de
dados, tal qual o Protein Data Bank (banco de dados utilizado para arquivar estruturas
proteicas ja descobertas), que permitiram o acesso de informac¢des para embasar o
desenvolvimento de varios medicamentos. O primeiro farmaco anti-hipertensivo
(captopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina) foi desenvolvido a partir da
modelagem molecular (LIMA, 2007). Desde entdo as indlstrias farmacéuticas vem
seguindo uma tendéncia tecnolégica, utilizando técnicas como as de modelagem
molecular para a busca de novos farmacos e melhoramentos de outros ja existentes

no mercado.

3.1.2 MODELAGEM MOLECULAR NO ESTUDO DE FARMACOS

A modelagem molecular consiste na construcdo e manipulacdo dos
elementos estudados. Envolvem representagdes estruturais mais proximas o possivel
do real, através de um conjunto de calculos, utilizando a quimica tedrica como

instrumento matematico e a computacao grafica para manusear os modelos obtidos.
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Deste modo, facilita a interpretacdo da relacdo entre a estrutura e atividade biolégica
(BIELSKA et al., 2011).

A quimica teorica, como dito a cima, atua como ferramenta de apoio em
andlises e interpretacdo de dados experimentais. Ela tem grande importancia no
planejamento racional de farmacos, jA que este envolve analise conformacional de
sistemas complexos, como por exemplo o estudo da interacdo entre farmaco-proteina
(MILLER, 2012).

Os métodos utilizados na quimica teérica para o estudo de sistemas,
geralmente sdo divididos em duas grandes classes: Métodos Quanticos e Métodos
Classicos. Os Métodos Quénticos sao utilizados para obter a energia do sistema
através da resolugcéo da equacéo de Schrordinger. Varios graus de aproximagdo sao
executados nos calculos, e dependendo das varidveis ou dados experimentais
incluidos nos algoritmos ainda podem ser subdivididos em outras subclasses. Em
geral, existem métodos que tratam todos os elétrons do sistema, como é o caso dos
ab initio, enquanto outros consideram somente os elétrons de valéncia, como é o caso
dos métodos semiempiricos. Na pratica, os métodos quanticos ab initio sé conseguem
tratar sistemas com poucos atomos devido ao grande numero de equagdes que sdo
usadas nas suas constru¢cfes. Dessa forma, os métodos semiempiricos podem ser
considerados uma estratégia bastante interessante para o estudo de sistemas
biol6gicos por conterem parametrizacdes especificas e bem menos equacdes a serem
resolvidas (CRAMER, 2004).

Nos Métodos Classicos as interacdes entre os componentes do sistema sao
tratadas através das Leis da Fisica Classica, ou seja, desprezando a quantizacdo da
energia. Através de equacdes, pode ser obtida uma trajetéria do sistema no espaco de
fase escolhido. Com a trajetdria, varias propriedades termodinamicas podem ser
calculadas utilizando as ferramentas da Mecénica Estatistica. Existem dois métodos
gue podem ser categorizados como métodos de simulagdo molecular: Monte Carlo e
Dindmica Molecular. O método Monte Carlo explora o espaco de fases de forma
estocastica, perdendo-se assim a evolugdo temporal do sistema, porém as
propriedades termodindmicas do sistema podem ser calculadas. Ja no método de
Dindmica Molecular as equacdes sdo integradas em fungdo do tempo, além da
obtencéo das propriedades termodinamicas, com isso pode-se estudar 0s movimentos
das particulas em fungéo do tempo (CRAMER, 2004).

A energia de ligacdo entre o farmaco e o sitio ativo provém da composi¢do
guimica dos grupos funcionais presentes na molécula bioativa e da conformacéo
tridimensional destes grupos (ANDREI et al., 2012). A escolha entre o método classico

ou quantico depende do sistema a ser estudado e também das propriedades a serem
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obtidas. Se também os custos computacionais forem levados em conta, os métodos
classicos sao mais adequados.

A relacdo entre a estrutura e a atividade farmacologica é inteiramente
dependente, visto que, mesmo com a presenca de dois farmacos praticamente
idénticos em sua estrutura, diferenciando-se apenas pela alteracdo da posicdo de um
atomo na molécula, teremos assim duas respostas biologicas distintas, tanto
qualitativa como quantitativamente. Por isso, surge a necessidade de estudos das
relacbes entre estrutura e atividade bioloégica, desenvolvendo conhecimentos
expressos por modelos matematicos (TAVARES, 2004).

Os sistemas de planejamentos de farmacos, demonstram forte capacidade de
prever a forca de interacdo entre farmaco e alvo terapéutico. Devem conter
ferramentas que viabilizem o processo, sendo capazes de calcular propriedades fisico-
quimicas de cada molécula distinta (exemplo: pKa; energias de ligagdo; interacdes
atdmicas; ponto de fusdo), de moléculas associadas, descrevendo suas interacdes
(solvatacéo; interacéo farmaco-receptor), além de possibilitar relagbes qualitativas e
guantitativas entre representacdes de moléculas e atividades bioldgicas (CARVALHO
et al., 2003).

3.1.4 TECNICAS DE MODELAGEM MOLECULAR EMPREGADAS NA QUIMICA
MEDICINAL

A Quimica Medicinal tem papel crucial para um completo planejamento,
identificacdo, preparacdo e entendimento dos efeitos farmacoldgicos e toxicologicos
de compostos-protétipos. Permite de forma didatica a elucidacdo do mecanismo de
acao a nivel molecular e a construcao das relagdes entre a estrutura quimica e a
atividade farmacoldégica, viabilizando o processo de desenvolvimento e otimizagéo de
farmacos (WERMUTH et al., 1998). Em outras palavras, a quimica medicinal, é
utilizada como estratégia racional para a descobertas de novos farmacos.

Véarios medicamentos, disponiveis hoje ao alcance de todos, foram
desenvolvidos através de estratégias racionais. Nos Ultimos trinta anos, os avangos
ligados as técnicas utilizadas nessa area da ciéncia tém relatado histérias de sucesso.
Uma delas é a cimetidina (BARREIRO; FRAGA, 2015), que foi o primeiro antagonista
seletivo de receptores da histamina, subtipo 2. Este composto compete com a
histamina pelo sitio ativo dos receptores das células géstricas, responsaveis pela
producdo de &cido cloridrico. A cimetidina foi também o protétipo de varios outros
medicamentos utilizados para o tratamento de Ulcera gastrica e duodenal, tais como

ranitidina, famotidina, nizatidina e roxatidina.
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Os antirretrovirais do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), disponiveis no
mercado, também foram desenhados através de técnicas racionais. O zidovudina
(AZT), foi identificado a partir de algas marinhas (BARREIRO; FRAGA, 2015). E
largamente utilizado para o tratamento da imunodeficiéncia adquirida, geralmente
combinado com outros medicamentos, e atua no nivel da enzima transcriptase reversa
do virus.

A cristalografia de raios X € uma técnica que permite a identificacdo da
estrutura tridimensional de proteinas, e identifica a posicdo tridimensional que cada
atomo ocupa no polimero proteico. Com a cristalografia de proteinas do virus, varios
outros farmacos puderam ser desenhados utilizando-se técnicas de ancoragem
molecular. O efavirenz e a lamivudina sdo exemplos, e em associa¢cdo com o0 AZT, sdo
recomendados pelo Ministério da Saude (BRASIL.,2008) para a terapia de pacientes
com Aids. O entendimento dos mecanismos de agdo das enzimas virais permitiu a
modelagem de ligantes que ajudam a controlar a replicacdo do virus, controlando a
carga viral e aumentando a expectativa de vida dos individuos soro positivos.

A modelagem molecular tem fundamental importancia para a analise dos
aspectos que regem as interacdes de farmacos com seus alvos. A regulagdo dos
processos biolégicos se da principalmente através da combinacdo de fatores:
estruturais, incluindo estrutura geométrica e estrutura eletrbnica, energéticos,
dindmicos e cinéticos. Em se tratando da parte estrutural, os aspectos tridimensionais,
que antes ndo eram considerados, agora trazem indicios do comportamento da
substancia no ambiente biolégico. Trouxeram, principalmente, ampliacdo da visdo
sobre a conformacéo bioativa do ligante no momento da interacdo com a proteina-
alvo. As ferramentas disponiveis para a modelagem de farmacos, foram desenvolvidas

por Cohen (1995) e sdo baseadas, principalmente, por técnicas que fazem:

¢ Desenho de drogas de forma direta: quando se tem a disposicdo a estrutura
tridimensional do alvo biolégico (enzima, receptor ou DNA). Aqui se pode fazer uso de
ferramentas de modelagem por homologia de proteinas, ancoragem molecular,
dindmica molecular e calculos quanticos. Uma das maiores barreiras para estudos
desse tipo tem sido a disponibilidade da estrutura tridimensional do alvo biol6gico em
bancos de dados. Quando esse desafio é vencido, uma segunda barreira que
geralmente encontra-se € o tamanho do sistema a ser modelado. Trata-se de
biomoléculas que facilmente passam dos mil atomos em sua constituicdo. Felizmente,
varios grupos de pesquisa tém trabalhado para desenvolver métodos computacionais
qgue tornem possiveis esses estudos. Com todas as condicdes, os estudos atdmico-

moleculares das intera¢des do prototipo e o alvo biolégico podem ser iniciados. O
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planejamento de agentes terapéuticos através desses entendimentos fornece bases
bem mais solidas para esclarecer varios detalhes do mecanismo de acao.

¢ Desenho de drogas de forma indireta: geralmente essas técnicas sdo utilizadas
guando ndo se sabe o alvo biolégico de atuacdo do composto. As estratégias para as
investigacdes, a nivel molecular, podem se iniciar a partir de estudos feitos sobre as
relacbes qualitativas e quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade biolégica
do composto-protétipo, cuja sigla € QSAR (do inglés, Quantitative Structure-Activity
Relationship). Vérias propriedades moleculares séo calculadas e matematicamente
relacionadas a indices de atividade, medidos em experimentos biol6gicos. Nesses
estudos, sdo necessarios menos recursos computacionais que 0s anteriores, 0 que
pode ser uma vantagem. Porém, aqui a dinAmica do comportamento do complexo
proteina-ligante ndo € bem esclarecida. As técnicas mais utilizadas sédo calculos de

propriedades moleculares e analise estatistica por quimiometria.

¢ Buscas em bases de dados: as coordenadas estruturais e espaciais de grupos
farmacoféricos dos compostos-protétipos sdo usadas como entrada para buscas de

substancias semelhantes em bases de dados;

¢ Desenho tridimensional automatizado de drogas:de posse da estrutura
tridimensional do sitio ativo da proteina sdo desenhados compostos com fragmentos

farmacoféricos com encaixe ideal, através de ensaios computacionais;

¢ Mimetismo molecular: uma molécula com acédo conhecida é adotada como modelo,
e varios protétipos sdo desenhados a partir dela.

As técnicas utilizadas nesse trabalho foram a de Desenho de drogas de forma
direta combinada com Desenho tridimensional automatizado de drogas, que
associadas fornecem melhores resultados da energia livre de ligagdo entre proteina-

ligante através de estudos com a ancoragem molecular.

3.1.4.1 ANCORAGEM MOLECULAR

As técnicas de ancoragem molecular (docking molecular) fornecem
estimativas da energia livre de ligagédo entre a proteina e o ligante, antes mesmo que
esses sejam sintetizados. Os custos computacionais com esses estudos sao bem
menores, se comparados aos gastos laboratoriais despendidos ao sintetizar e testar

farmacologicamente vérias substancias. Esta importante ferramenta tem sido usada
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para filtrar compostos que n&o servem para serem designados como alvo, e desenhar
0s possiveis candidatos que apresentariam uma boa interagdo com o sitio ativo do
receptor (RODRIGUES et al., 2012).

A partir da ancoragem molecular, sdo obtidas diferentes conformagtes
espaciais do ligante, possibilitando ao analista identificar qual dentre estas € a mais
provavel na interacao ligante alvo. A partir de cada conformacéo espacial, sdo obtidas
energias livres de ligacdo (entre ligante e alvo), onde a menor energia é considerada a
mais provavel para justificar a conformacao da interacdo (KITCHEN, 2004).

O preparo das estruturas quimicas a serem testadas, compreende uma das
partes mais importantes nas propostas de novos ligantes, pois as moléculas devem
ser projetadas com cuidado, mantendo disposicfes parecidas dos atomos da molécula
priméaria. Através de varredura conformacional e alinhamento tridimensional com o
ligante original podem ser propostas moléculas melhoradas (GOODARZI; FREITAS;
FERREIRA, 2009).

As interacdes entre o farmaco e alvo proteico se dao através de forcas
intermoleculares do tipo dipolo dipolo induzido e permanente. Dentre as for¢cas dipolo
dipolo permanente as mais comuns nesses sistemas sdo as ligacdes de hidrogénio,
As dipolo dipolo induzidos podem ser forgcas de Van Der Waals ou London
(FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

O principal objetivo destes métodos é o célculo da energia livre de ligacéo
nado-covalente entre duas moléculas. No caso do presente projeto, o objeto de estudos
€ a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e ligantes modificados. Essa interacao
pode ser representada como:

Proteina + Ligante <« Proteina-Ligante

Onde Proteina-Ligante representa o complexo com as modificacdes
estruturais que ocorrem em ambos durante a interagdo. A energia livre de ligacdo

pode ser obtida por:

AGLiga(;élo = GProteina-Ligante - GProteina - GLigante (1)
A contribui¢cdo da energia livre é expressa como:
G=U-TS (2

Sendo U a energia interna da molécula, T a temperatura absoluta do sistema
(309K) e S a entropia da molécula estudada (SMITH, 2007).

Existem varios tipos de funcdes para avaliar a energia livre de ligacdo do
receptor-ligante utilizadas pelos pacotes computacionais de ancoragem (RODRIGUES
et al.,, 2012). Para classifica-las, pode-se agrupa-las em trés classes principais:
primeira, funcbes baseadas em campos de forca, que através de simulactes

computacionais, o campo de forca cria uma representacao fisica do sistema estudado,
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e suas equacOes procuram mimetizar o potencial de interagdo entre os atomos.
Segundo, fun¢des empiricas, onde as equacfes utilizam coeficientes pré-otimizados
vindos de dados experimentais de interacdes proteina-ligante. E por fim, funcbes
baseadas em conhecimento, que utlizam informagbes vindas de estruturas
determinadas experimentalmente, para se basear e criar possiveis geometrias
assumidas pelos ligantes no sitio ativo (OLIVEIRA et al., 2006).

Além de avaliar quais as funcbes mais adequadas, o investigador também
pode escolher como deve ser montado o experimento. A metodologia de ancoragem
molecular permite a montagem do experimento através de quatro maneiras: ligante
rigido e proteina rigida, ligante rigido e proteina flexivel, ligante flexivel e proteina
rigida, e ligante flexivel e proteina flexivel. Enquanto mais opg¢des de flexibilidade,
mais fungbes ou variaveis sado incluidas para os calculos, mais custoso
computacionalmente fica o experimento (LIPKOWITZ et al., 2008).

Essa nova realidade de pesquisas e desenvolvimento busca a molécula ideal,
gue apresente eficacia, especificidade e o minimo possivel de rea¢gfes néo desejaveis,
tendo enfoque para doengas com maior incidéncia e com maior expectativa de retorno.
Como por exemplo, as doencgas cronicas ndo transmissiveis, que atingem individuos
de todos os perfis socioecondmicos (PALMEIRA FILHO et al., 2012).

3.2 DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca metabdlica crbnica, caracterizada pelo
aumento do nivel glicémico sanguineo (hiperglicemia). Ela pode ser classifica em tipo
I, quando o organismo apresenta defeitos na secrecdo da insulina, causados pela
destruicdo de células beta do pancreas; em tipo Il, quando o organismo apresenta
resisténcia a insulina, geralmente esta relacionada com fatores hereditarios e
obesidade; em insipidus, quando ha falha ou destruicdo da glandula hip6fise; em
gestacional, quando ha resisténcia insulinica, causada pelo aumento de horménios
produzidos pela placenta; e em medicamentosa, quando o aumento glicémico esta
ligado ao uso de medicamentos (corticoides, diuréticos tiazidicos e betabloqueadores)
(MARCILIO et al, 2011).

Dentre os diabéticos, cerca de 5 a 10% sao do tipo |, denominados
insulinodependentes, ja que o tratamento para esse tipo de DM, consiste em reposi¢ao
insulinica diéria. Os outros 90% dos pacientes diabéticos sdo acometidos pelo tipo II,
sendo este o de maior incidéncia entre a populagdo. Para o tratamento para esse tipo

de DM, os hipoglicemiantes orais estdo na linha de primeira escolha, pois possuem
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boa adesdo ao tratamento pelo paciente e simplicidade na administracdo (YOUNG,
2014).

Se néo tratado corretamente, o DM pode desenvolver agravos e risco para a
vida do paciente. As complicagcdes provenientes do DM podem ser classificadas em
dois grupos, o primeiro em Macro vasculares, onde ocorrem complica¢des cardiacas e
o fluxo sanguineo para as extremidades do corpo é comprometido, e o segundo em
Microvasculares, que sao pequenos danos nos vasos sanguineos de alguns 6érgaos
comprometendo sua fungéo, dentre os principais 6rgdos acometidos estdo os olhos,
rins e nervos (OLIVEIRA; MILECH, 2006).

Segundo dados contidos no departamento de informatica do Sistema Unico
de Saude do Brasil (DATASUS), o numero de ébitos provenientes do Diabetes Melitus
€ crescente, chegando em 2011 com uma taxa de trinta Gbitos para cada cem mil
habitantes, onde a maioria dos 6bitos é observado na populagédo de maior idade. Este
fator requer atengcdo especial pelo governo federal, que continuamente desenvolve
estratégias para prevencdo e melhor adesdo ao tratamento pelo paciente (BRASIL,
2012).

3.3 HIPOGLICEMIANTES ORAIS

Os hipoglicemiantes orais sdo compostos por 5 classes: biguanidas,
sulfoniluréias, inibidores da a-glicosidase, tiazolidinedionas e glinidas. Elas agem
diminuindo os niveis séricos da glicemia por aumentarem a sensibilizacdo das células
a insulina. Sao tratamentos de primeira escolha para o DM tipo Il, ja que a maior parte
dos medicamentos dessa categoria, dependem de células beta funcionantes
(HOWLAN; MYCEK, 2009).

Dentre os sensibilizadores de insulina, o mais utilizado mundialmente desde a
década de 1950, é a metformina, pertencente a classe das biguanidas, obtida a partir
da sintese da guanidina, que era uma droga altamente hepatotéxica. Ela é
responsavel por desencadear uma cascata de reacdes no organismo, dentre as
principais estdo, a supresséo da gliconeogénese e glicogendlise hepatica e a reducéo
de absorcéo da glicose (SILVA, 2010). Contribui também através de mecanismos que
ainda permanecem desconhecidos com o controle dos trigliceridios, regulacdo do
tbnus vascular e prevencao da aterosclerose (OLIVEIRA; MILECH, 2006).

Apesar de todos esses efeitos observados pela administracdo da metformina,
ainda ndo se sabe ao certo seu mecanismo de acdo (RANG; DALE; RITTER,

2001;SILVA, 2010). Alguns estudos descobriram uma forte relagédo entre a Metformina
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e a proteina quinase ativada por AMP (AMPK), sendo esta hoje a principal explicacao
para a acao deste farmaco.

Os efeitos resultantes da administragdo da metformina sao explicados pela
ativacdo da enzima quinase AMPK, que é responsavel por grande variedade de efeitos
fisiolégicos, incluindo o aumento da captacao de glicose pelos musculos esqueléticos,
reducdo dos niveis plasmaticos de glucagon e aumento do catabolismo de lipidios.
Além do tratamento para o Diabetes Mellitus tipo Il, isso torna-o interessante também
para o tratamento de ovarios policisticos (anovulacdo relacionada a resisténcia a
insulina) (JUNIOR et al., 2008).

A AMPK é um complexo proteico heterotrimérico, ou seja, um complexo que
apresenta trés subunidades distintas, sendo uma subunidade a catalitico,  reguladora
ey, que estao representados na Figura 1 (ARAD; SEIDMAN; SEIDMAN, 2007).

Figura 1: Representacao das subunidades a, B e y da enzima AMPK e sua respectiva ativagao
pela Adenosina Monofosfato (AMP).

Fonte: Baseado em HAWLEY et al., 2003.

A ativacdo da AMPK est4 diretamente ligada a interacdo da AMP a sua
subunidade y. Que uma vez ligadas proporciona a mudanga conformacional no
complexo AMPK, ativando alostericamente a subunidade catalitica a. Inibindo desta
maneira a acdo de proteinas fosfatases, que s&o responsaveis por processos de
desfosforilagdo e consequente inibicdo da AMPK (HAWLEY et al., 2003).

O AMP é um nucleosideo de adenosina monofosfato, produzido a partir da
desfosforilacdo oxidativa da adenosina trifosfato (ATP). Geralmente tem um aumento
acentuado quando ha uma situacado de baixa energética celular extrema (MURRAY et
al., 2014). Sua estrutura esta representada na figura 2. Entre sua composicdo se

encontra uma base nitrogenada heterociclica, um grupamento fosfato e um acucar.
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Figura 2: Estrutura da Adenosina Monofosfato (AMP).
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Fonte: Baseado em MURRAY et al., 2014.

A enzima quinase AMPK tem ativacdo fisiol6gica por qualquer tensao que
provoca um aumento do AMP celular, como por exemplo: a diminuicdo do ATP. Por
outro lado, sua inativacdo é causada pela presenca de concentragdes fisioldgicas de
fosfocreatina. A ativacdo da AMPK fornece uma explicagdo unificada para os efeitos
desencadeados pela administragdo da metformina (ZHOU et al., 2001).

Mesmo apoés tantos anos de uso da metformina, ainda ndo se encontram na
literatura informac6es sobre os grupos farmacoféricos de sua estrutura (Figura 3) e o
seu real mecanismo de agdo. Todos os experimentos se deparam em uma mesma
hipotese, que a administracdo da metformina esta diretamente ligada a ativagdo da
AMPK, o que justifica os efeitos desencadeados por este farmaco. Em estudos
realizados por Zhou et al. (2001) e Mirsa (2007), constataram a ativagdo da AMPK em
ratos tratados com a metformina. Ja Zang et al. (2004) obteve 0os mesmos resultados

em culturas de hepatdcitos humanos insulinorresistentes.

Figura 3: Estrutura do farmaco Metformina.

\[/N H /N H
_N__ NH,
Fonte: Souza, 2015.

A metformina possui tempo de meia vida de cerca de trés horas, ela ndo se
liga a proteinas plasmaticas, e também n&o sofre metabolismo, sendo excretada de
maneira inalterada. Apresenta efeitos colaterais significantes, que faz com que cerca
de 5 a 10% de seus usuarios abandonem o tratamento. Dentre os efeitos adversos de
maior incidéncia estdo nauseas, anorexia, diarreia e vomito. (KATZUNG, 2003;
OLIVEIRA; MILECH, 2006; SILVA, 2010).
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Além de nauseas, anorexia, diarreia e vomito, o uso da Metformina também
estd associado com uma maior probabilidade de desenvolvimento de taquicardia
ventricular. Costa e colaboradores (2008), constataram um aumento consideravel na
dispersao do intervalo QT (parametro que mede o tempo gasto para despolarizacéo e
repolarizagédo ventricular, representando a duracdo da contracao cardiaca) em ratos
tratados com metformina, o que justifica a relacdo entre o farmaco e o
desenvolvimento de taquicardia, pois quanto maior a disperséo do intervalo QT, maior
o risco de desenvolver esse agravo.

Em estudo realizado por Claudio (2009), foi constatado que a Metformina
também esta associada com o reparo de lesdes do DNA. Dessa maneira, pacientes
com DM tratados com a metformina, apresentam menor probabilidade de desenvolver
patologias resultantes de mutacdes no DNA, dentre elas, a de maior importancia, o
cancer.

Diante de tantas suposi¢fes e teorias relacionadas ao uso da metformina,
estudos sobre a sua estrutura e elucidagéo de sua agdo no meio biologico, é de suma
importancia, tanto para aumentar a seguranga na administragdo, como para propostas
de melhoramento de sua estrutura, dando maior conforto para os diabéticos tratados

com este farmaco.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no complexo de informética nas
dependéncias do Centro Universitario Luterano de Palmas (CEULP/ULBRA), no
periodo de agosto a outubro do ano de 2015. Inicialmente realizou-se a pesquisa do
referencial tedrico tomando como base bibliografias da area de quimica medicinal
desenvolvidas por pesquisadores nacionais e internacionais.

As equacdes utilizadas para calculos de ancoragem molecular, foram
desenvolvidas por pesquisadores no século passado e implementadas em pacotes
computacionais utilizados nos dias atuais. Referéncias a respeito desses algoritmos
desenvolvidos geralmente datam entre a metade do século passado e os dias de hoje.

A ferramenta metodoldgica utilizada para a modelagem, adotada pelo
trabalho foi a de ancoragem molecular, tomando como ponto de partida a estrutura
cristalogréafica da proteina AMPK complexada com o AMP representados na Figura 4
(codigo PDB: 4CFH) disponivel no banco de dados Protein Data Banck (PDB). A
resolucéo da estrutura cristalografica depositada no PDB & de 2,4A (resolugdes ideais
estdo entre os valores de 1,8A — 3,2A), e a proteina é de origem da espécie humana
(Homo sapiens) (XIAO et al., 2013).

Figura 4: Estrutura cristalogr'élfica’lrda proteina AMPK complexada com o AMP extraida do PDB.

Fonte: Xiao et al., 2013 (adaptado).

O ancoramento foi realizado através do pacote computacional Autodock 4.2

desenvolvido por Bowie, Luthy e Eisenberg (1991) que, além de ser de livre acesso, é
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um dos mais bem recomendados pela comunidade cientifica (disponivel para

download em: http://autodock.scripps.edu/downloads/autodock-reqgistration/autodock-

4-2-download-page/). Os computadores utilizados para instalar o pacote

computacional, apresentavam configuracdo com processador intel® i4, memoria
interna 4Gb e HD de 500Gb.

O procedimento adotado foi o de ancoramento com a proteina rigida (sem
mudancas nas posi¢cdes dos atomos) e ligantes flexiveis, com a permissédo de dez
graus de liberdade para a amina central sinalizada com a esfera verde na figura

abaixo.

Figura 5: Estrutura tridimensional da Metformina, sinalizado o local de permisséo de
dez graus de liberdade.

Fonte: Souza, 2015.

Enquanto maior a quantidade de graus de liberdade, maior também o tempo
computacional gasto. Por isso deve ser escolhido uma quantidade ideal tanto para
realizacdo dos estudos quanto para minimizar esses gastos. O método escolhido
diminui o tempo de célculo, diminuindo também o custo computacional, sem maiores
danos a estimativa da energia de interagdo entre proteina-ligante.

Na figura 6 € mostrado um diagrama com as sequéncias das etapas que foram

realizadas para este trabalho.


http://autodock.scripps.edu/downloads/autodock-registration/autodock-4-2-download-page/
http://autodock.scripps.edu/downloads/autodock-registration/autodock-4-2-download-page/
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Figura 6: Diagrama das etapas envolvidas na realizac&o do presente trabalho.

Busca e escolha da
proteina AMPK no
PDB.

1° Etapa

2° Etapa Desenho dos ligantes.

Preparacao das moléculas
no AUTOGRID.

3° Etapa

ealizacdo da ancoragem
molecular no AUTODOCK

4° Etapa

Coleta dos valores de

5° Etapa : e
Energia de Ligac&o.

6° Etapa

Analise dos Resultados

AR AR

Fonte: Souza, 2015

Inicialmente foi realizada a confec¢do dos ligantes, para isso utilizou-se o
programa Autodock 4.2, tomando como base as coordenadas cartesianas X, Y, Z do
sitio ativo da proteina AMPK e do ligante natural AMP. Foram propostos cinco ligantes
devido ao tempo disponivel para a realizacdo do trabalho, porém com variacdes
suficientes para investigar fatores importantes que interferem nas energias de ligacao.
A partir de alteragcfes na posi¢cdo R1 da molécula do farmaco metformina, apresentada
na figura 7, foram obtidos os novos ligantes. A estrutura do farmaco foi utilizada como

base, para garantir um melhor desenvolvimento do padréo farmacoférico.



27

Figura 7: Estrutura base para os compostos estudados

HN NH _NH
AN

/N‘\ R1

Fonte: Souza, 2015

Na literatura ndo foram encontradas informagbes sobre o0s grupos
farmacoféricos da metformina, por isso a posi¢cao escolhida (R1) para a variagdo dos
substituintes foi de modo aleatério. J& para a escolha dos substituintes foram levadas
em conta as formacgbes de ligacdes de hidrogénio, aumento ou diminuicdo da
eletronegatividade e ainda formacédo de forcas de London. Todas essas interacdes
podem acontecer entre a molécula do ligante e os aminoacidos do sitio ativo da

proteina. Na tabela 1 estdo descritos os substituintes escolhidos.

Tabela 1: Banco de dados de ligantes

MOLECULA R1
METFORMINA NH
LIGANTE 1 OH
LIGANTE 2 Cl
LIGANTE 3 Br
LIGANTE 4 CHs;
LIGANTE 5 CH,CHjs

Fonte: Souza, 2015.

Foram investigados ao todo sete ligantes (seis descritos na tabela acima e o
ligante natural AMP) devido ao tempo disponivel para a realizacdo do trabalho. Os
ligantes propostos possuem grupos retiradores (ligantes 1, 2 e 3) e grupos aceptores
de elétrons (ligantes 4 e 5).

Além do estudo sobre a influéncia de grupos retiradores de elétrons, outros
aspectos também foram analisados. Na metformina, a posicdo R1 possui o grupo NH,
e para investigar a influéncia da eletronegatividade do atomo ligado ao hidrogénio, foi
substituido pelo grupo OH. Nos estudos realizados por Li et al (2010) e Xiaolim et al

(2012) utilizando a técnica de ancoragem molecular, todos concordam em um mesmo



28

ponto, que a formacdo de ligacdes de hidrogénio conduz melhores valores de
atividade biolégica. Para elucidar se na posicdo R1 existe formacao de ligacdo de
hidrogénio, o grupo NH da metformina foi substituido por Cloro (Cl) e Bromo (Br).
Dentre os atomos de Cl e Br existe diferenca de eletronegatividade que também
podem influenciar nas interagdes dessa posi¢cao (MORGON, 2007).

Os ligantes 4 e 5 possuem grupos doadores de elétrons, que também podem
estar relacionados a formagéo de forcas de London nessa posi¢do (R1). A mudanga
do grupo original NH da metformina para esses alifaticos nos permite observar o grau
de influéncia desse tipo de interacdo para energia livre de ligagdo. Com o grupo NH
observa-se normalmente formacdo de ligacdo de hidrogénio, enquanto que com 0s
grupos alifaticos observa-se formacéo de forgas de London (MORGON, 2007).

Todas as estruturas construidas foram submetidas as anélises de alinhamento
no espacgo tridimensional através do programa Autogrid contido no pacote
computacional Autodock 4.2.

Além dos ligantes acima representados, o ligante natural AMP também foi
utilizado para comparacdo das energias de interacdo, e sera apresentado na segao
resultados.

Com o banco de dados de ligantes definido, uma nova etapa se iniciou: a
construgcao dos complexos. Para tanto, como dito anteriormente, foi utilizado a técnica
de ancoragem molecular. Todos os experimentos foram realizados obedecendo os
passos indicados no tutorial do pacote computacional Autodock 4.2 (HUEY; MORRIS,
2006).

4.1 PREPARO DO ALVO BIOLOGICO (EDICAO DO ARQUIVO PDB)

E importante ressaltar que os arquivos obtidos no protein data bank no séo
prontos para o processo de ancoragem, pois geralmente apresentam problemas
potenciais em sua estrutura, tais como: atomos ausentes, residuos de agua, quebras
de correntes e etc. Diante disto, a molécula foi submetida a um processo de corregéo,
onde foram removidos os residuos de agua, adicionados atomos de hidrogénio e
respectivos atomos de acordo com a hiblioteca do programa. Feito isso, a proteina foi
salva em extensao “pdbqt”, onde duas colunas foram adicionadas no arquivo original,
uma que define a carga de cada atomo e a segunda coluna que define os tipos dos

atomos.
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4.2 PREPARO DOS LIGANTES

Para o preparo das moléculas dos ligantes a serem ancorados, foi adotado o
mesmo procedimento que foi utilizado para o alvo biolégico, salvando também em

extensao “pdbqt”.

4.3 AUTOGRID

Nesta fase, também chamada de pré-ancoragem foi preparado o sistema
para realizacdo dos experimentos de ancoragem. Os hidrogénios polares foram
adicionados e as cargas de Gasteiger de cada &tomo do sistema foram calculadas.

A caixa de interacdo foi definida no programa AUTOGRID, sendo de
tamanho 126Ax126Ax126A (direcbes x, y e z), mapeando energias de interacdo para
diversos tipos de atomos dos ligantes com o sitio ativo da macromolécula (proteina). O
tamanho escolhido foi suficiente para envolver todos os aminoacidos do sitio ativo e
adjacentes, juntamente com o ligante. Estes mapas foram utilizados posteriormente
pelo programa AutoDock para a determinacdo da energia total de interacdo entre a

macromolécula e o ligante.

4.4 AUTODOCK

Esta fase foi a responséavel por reunir todos os arquivos obtidos nos passos
anteriores e realizar a ancoragem propriamente dita. Além da ancoragem, o Autodock
calculou a energia livre de ligacdo de cada posicao do ligante com a macromolécula, a
partir dos mapas que foram gerados na fase Autogrid.

Para o procedimento foi realizada a ancoragem rigida para o receptor e
flexivel para o ligante, e aplicado o algoritmo Lamarckian GA, no qual um algoritmo
genético tradicional é usado para busca conformacional global, combinado com o
algoritmo de busca conformacional local (EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997).

Ao fim da ancoragem, para cada um dos sete ligantes ancorados com o
modelo proteico, foram selecionados os complexos com melhores conformagfes e
valores de energia, e suas estruturas tridimensionais salvas em formato PDB. Essas
escolhas levaram em consideracdo os menores valores de energia de ligagcdo, por

serem as mais provaveis para justificar a interagéo proteina-ligante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos calculos de ancoragem molecular, foram obtidos valores de
energias de ligacdo entre ligantes e proteina para diversas posi¢cdes. O algoritmo
genético fez uma busca de ao todo 100 posi¢Bes assumidas pelos ligantes no sitio
ativo da AMPK. As dez melhores energias de ligacdo sédo apresentadas na saida do
calculo. Porém, foram consideradas apenas as trés posi¢cdes com melhores energias

de ligacdo por terem melhores valores, conforme consta na tabela abaixo:

Tabela 2: Valores de energias de intera¢do entre AMP e AMPK

POSICAO ENERGIA DE INTERACAO (kcal/mol)
AMP

6 -10,15*

1 9,7

5 -9,02

METFORMINA

10 -5,72*

8 -4,95

1 -4,93
LIGANTE 1

3 -4,48*

6 -4,43

7 -4,01
LIGANTE 2

10 -4, 47*

5 -4,35

8 -4,35
LIGANTE 3

6 -4,53*

8 -4,46

2 -4,34
LIGANTE 4

8 -4,35*

4 -4,33

3 -4,3
LIGANTE 5

8 -4,92*

4 -4,53

5 -4,41

* Melhores valores de energias de ligagcéo
Fonte: Souza, 2015.
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Diante dos valores obtidos para cada substituicdo, foi constatado que a
melhor energia de interacdo obtida foi para o ligante natural da proteina, e em
sequéncia para a metformina. J4 as alteragbes propostas para o farmaco néo
contribuiram para melhoria significativa da energia de interacéo. Os valores marcados
com asterisco (*) sdo as melhores energias que, como consta da literatura, sdo 0s
valores mais provaveis para explicar a interacao farmaco-proteina (por serem os mais
possiveis, termodinamicamente). Quanto menor a energia obtida, melhor o encaixe.

Na figura 8 sao apresentados os melhores valores de energia de ligacao.

Figura 8: Representacao gréafica das melhores energias de ligacdo obtidas para cada
ligante ancorado.

Melhores valores de energias de ligacao

0
. I
-4

(kcal/mol) -5

-8

-10

Fonte: Souza, 2015

Através de comparacdo observa-se que ha pouca variacdo da energia de
ligacdo entre as moléculas modificadas e a estrutura base do farmaco. Provavelmente
isso indica que as alteracOes realizadas nesse ponto da molécula nao influenciam
positivamente para o0 melhoramento da interacéo proteina-ligante.

O valor de ligacdo do AMP com a proteina, é aproximadamente duas vezes
maior que o da metformina, confirmando que a associagdo do farmaco néo é tdo boa
guanto a do ligante natural. Isso pode, em parte, explicar a quantidade de efeitos
adversos associados a administracdo da metformina, uma vez que a molécula do
farmaco ficaria livre interagindo com outras moléculas no meio biol4gico.

Dentre os ligantes propostos, o de nimero cinco € o que apresenta melhor
valor de energia de ligagdo. Isso pode estar associado & aminoacidos do sitio ativo
gue formem interacdes do tipo forgas de London nessa posi¢céo. Os ligantes de um a
guatro apresentaram energias de ligacdo muito préximas, o que ndo possibilita
relacionar claramente que as modificacdes estruturais contribuiram para a formacédo
de melhores associacdes, explorando as diferencas de eletronegatividade entre os

atomos.
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As posicdes assumidas pelos ligantes no sitio ativo permitem interacdes com
0s aminoacidos ai presentes. Cada posi¢do assumida pode levar a associagées com
aminoacidos locais diferentes. Enquanto melhores as energias de ligacéo, mais fortes
sdo as interagdes que acontecem entre as moléculas dos ligantes e os aminoacidos.
Dentre as posicoes testadas as melhores energias de ligacdo, provavelmente também
serdo as posicdes assumidas no meio biolégico. A seguir serd apresentada a imagem
com as posicdes de melhor energia de interagédo obtida para cada ligante.

Figura 9: Locais de interagao ligante-proteina. A) Sitio ativo da AMPK B) Local de
interacdo entre AMP e AMPK C) Local de interacdo entre Metformina e AMPK D) Local de
interacdo entre Ligante 1 e AMPK E) Local de interag@o entre Ligante 2 e AMPK F) Local de
interacdo entre Ligante 3 e AMPK G) Local de interagdo entre Ligante 4 e AMPK H) Local de
interacdo entre Ligante 5 e AMPK.

Fonte: Souza, 2015.
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As imagens do sitio ativo nos permitem observar que a metformina e os
ligantes 1, 2 e 3 estdo associados com aminoacidos presentes no lado esquerdo do
sitio ativo (como demonstrados na figura 9 em C, D, E e F). J& para os ligantes 4 e 5
e 0 AMP percebemos uma aproximacdo maior com os aminodcidos do lado direito
(observados na figura 9 em B, G e H). Provavelmente os aminoacidos presentes nas
posicbes supracitadas formam melhores associacdes através de forcas de London
e/ou com grupos aceptores de elétrons.

Para obtermos resultados mais conclusivos sobre essas associacfes, é
necessario um estudo, utilizando outras técnicas de modelagem molecular, a respeito
dos aminoacidos que participam do sitio ativo da proteina AMPK, assim como o
desenho tridimensional dessa regido da proteina.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram estudadas as energias de ligacbes obtidas entre a
proteina AMPK, da espécie humana, seu ligante natural AMP, o farmaco metformina e
cinco ligantes propostos, através da técnica de ancoragem molecular. Substituicdes na
posicdo R1 da estrutura base foram realizadas com o objetivo de avaliar as energias
de ligacdo para a proposicao de um melhoramento na molécula do farmaco. Foram
analisadas as possiveis formac@es de ligacdes de hidrogénio, associacdes através de
forcas de London e dipolo permanente.

As energias de ligacBes obtidas para os ligantes modificados indicam que as
alteracBes propostas nao contribuiram para um melhoramento efetivo das energias de
ligagdo com a proteina. Isso pode nos indicar que, a posicao escolhida para fazer as
substituicbes pode ndo ser um grupo farmacoforico, ou as alteragdes com 0s grupos
propostos podem nao ter contribuido significativamente para melhorar a energia de
ligagéo.

Os estudos de ancoragem molecular ndo consideram o efeito explicito do
solvente biol6gico (agua), que deve ser considerado sua presenca para estudos
posteriores. Podem ser acrescentados calculos de simulacdo molecular para identificar
0s aminoacidos do sitio ativo e preditas suas interagbes com moléculas propostas.
Além disso, propriedades fisico-quimicas de cada um dos ligantes podem ser
calculadas através de calculos quéanticos para relaciona-las estatisticamente com seus

efeitos biolégicos ou com suas energias de ligagéo.
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