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Divulgacao

A MEDICINAL CHEMISTRY PARADIGM: LIGANDS AND RECEPTOR FLEXIBILITY. In general, molecular modeling
techniques applied in medicinal chemistry have been static and drug based. However the active site geometry and the intrinsic
flexibility of both receptor and ligand are fundamental properties for molecular recognition and drug action. As a consequence,
the use of dynamic models to describe the ligand-receptor complex is becoming a more common procedure. In this work we
discuss the relevance of considering the receptor structure in medicinal chemistry studies as well as the flexibility of the ligand-

receptor complex.
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INTRODUCAO

A Quimica Medicinal, de cardter multidisciplinar, engloba dreas
como a farmacologia, a bioquimica, a quimica orgéanica sintética e a
quimica computacional, entre outras, na busca do desenvolvimento/
descoberta de novos farmacos'~.

De forma geral, a aplicagido da modelagem molecular na quimi-
ca medicinal vem seguindo abordagens “estdticas” centradas princi-
palmente nos ligantes (farmacos, “lead-compounds”, etc), sendo
exemplos cldssicos a SAR? e a QSAR?. Estas estratégias de constru-
¢30 de modelos em quimica computacional sem a consideracao dire-
ta das protefnas-alvo foram delimitadas, tanto pela pequena disponi-
bilidade de estruturas 3D de receptores, quanto pelo elevado custo
computacional necessdrio para se gerar relagdes quantitativas entre a
estrutura e a atividade biolégica, utilizando-se modelos dindmicos.
Este quadro vem se modificando com a amplia¢cdo do nimero de
trabalhos utilizando outros tipos de metodologias capazes de produ-
zirem modelos “dinamicos” do complexo entre o ligante e sua protei-
na-alvo. Dentre estas podemos citar a QSAR-4D’, o “docking” fle-
xivel®, a dinAmica molecular’ e o método de Monte Carlo®'°.

Esta mudanca no perfil dos modelos gerados por modelagem
molecular estd sendo possibilitada principalmente pela redugdo do
custo computacional necessdrio a realizag¢@o destes estudos, de for-
ma que computadores pessoais ja substituem eficientemente custo-
sas estacdes de trabalho. Essa busca progressiva da consideragio,
tanto das protefnas-alvo quanto do aspecto dindmico do complexo
farmaco-receptor nos estudos de modelagem molecular baseia-se na
idéia de que a desconsiderag@o da estrutura do receptor, juntamente
com a rigidez do sistema, acarretam em modelos incapazes de des-
crever os processos bioldgicos de interesse.

Este trabalho se insere no contexto da retrospectiva da Quimica
Medicinal no Brasil nos dltimos 25 anos, tracada por Amaral e
Montanari? em Quimica Nova, onde foram mencionados alguns de-
safios a serem enfrentados pelos Quimicos Medicinais nos proxi-
mos anos, tais como a necessidade de que as abordagens
metodoldgicas sejam de dominio comum (livres); a avaliagio de es-
truturas flexiveis; a simulacido da permeabilidade de membranas; a
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predi¢do da interacdo ligante-proteina; a determinagdo de estruturas
de proteinas farmacologicamente relevantes; estratégias de
superposi¢do e alinhamento de estruturas flexiveis. O objetivo deste
trabalho &, portanto, revisar a importancia da estrutura do receptor e,
principalmente, da flexibilidade tanto da proteina-alvo quanto do
ligante no desenvolvimento de modelos computacionais tteis para o
planejamento racional de novos farmacos. Com o inicio da “era do
proteoma” apds a elucidacdo do genoma humano, o nimero de es-
truturas 3D de biorreceptores ird aumentar progressivamente, assim
como as técnicas de andlise se tornardo mais dgeis, baratas e eficien-
tes. O dominio destas ferramentas de andlise se tornard cada vez
mais importante no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
Neste sentido, esperamos que os exemplos aqui apresentados pos-
sam demonstrar a qualidade de informagdes sobre a acio dos ligantes
estudados, que podem ser perdidas ou ganhas em fun¢ido do modelo
de estudo escolhido. Destacamos que estudos com modelos de mem-
branas bioldgicas ndo seréio discutidos neste trabalho''2,

A COMPLEMENTARIDADE FARMACO-RECEPTOR

A nocdo de que as interagdes entre uma enzima e seu substrato
seriam complementares foi introduzida, inicialmente, pelo famoso
modelo “chave-fechadura”, proposto por Emil Fischer, em 1894
(Figura 1). Esta nocao de complementaridade foi subseqiientemente
aplicada a reagbes antigeno-anticorpo'* e, mais recentemente,
extrapolada para a interagdo entre firmacos e seus respectivos recep-
tores (e.g. receptores, enzimas e DNA)3. Esta complementaridade, a
nivel molecular, seria observada através de interacdes
intermoleculares (e.g. interacdes hidrofdbicas, interagdes de van der
Waals, interacdes entre nuvens T, liga¢des de hidrogénio, interacdes
eletrostdticas, etc.) capazes de estabilizar a energia livre do comple-
xo farmaco-receptor*'.

Esta noc¢ao tradicional de uma complementaridade rigida entre a
“chave” e a “fechadura” foi alimentada por estudos de complexos de
enzimas proteoliticas com pequenos inibidores'*!® e pelo primeiro
exemplo de complexo cristalogréfico proteina-anticorpo'. Além disto,
as qualidades diddticas deste modelo, apresentando de modo claro e
ilustrativo o reconhecimento molecular entre receptores e ligantes,
tornam-no a escolha ideal para introduzir aos estudantes o processo
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Figura 1. Representa¢do do modelo chave-fechadura e do processo de
reconhecimento do ligante por seu receptor biologico. Reproduzida da ref.
3, p. 17, Figura 1.3, com permissdo da Artmed Editora S/A

de reconhecimento molecular. Além destes aspectos, pode também
ilustrar de modo simplificado as diferencas entre agonistas, antago-
nistas e agonistas parciais (Figura 1). Contudo, induz o leitor a ima-
ginar tanto o ligante (chave) quanto o receptor (fechadura) como
entidades rigidas, o que ndo representa a realidade. E justamente
essa flexibilidade um dos fatores que permite que moléculas estrutu-
ralmente semelhantes apresentem conformacdes e orientagdes rela-
tivas distintas no sitio de ligagdo do receptor e, em conseqiiéncia,
atividades e afinidades também diferentes®*. Um exemplo envolve
os compostos 1 e 2 (Figura 2a) derivados do ntcleo pirazolo[4,3-
d]piridina, inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) e plane-
jados?' como andlogos da tacrina (3), o primeiro composto aprovado
para o tratamento sintomatico do mal de Alzheimer. Estudos de di-
namica molecular indicaram, contudo, que a orientagdo adotada por
1, 2 e 3 no sitio ativo da AChE ndo € semelhante, mesmo consideran-
do-se a similaridade estrutural entre estas moléculas (Figura 2b).

A flexibilidade de proteinas e enzimas € bem conhecida, assim
como as escalas de tempo nas quais ocorrem?. Além desta variabili-
dade conformacional intrinseca de estruturas protéicas, diversas teo-
rias referem-se a ocorréncia de mudangas conformacionais em
enzimas, induzidas pelo substrato e/ou pelo ligante - inibidor, dentre
as quais podemos destacar a teoria do encaixe induzido (“Induced
Fit”, ver adiante) ou interacdo flexivel.

Por outro lado, a variabilidade conformacional de ligantes ¢ um
fator complicador enfrentado rotineiramente nos estudos de mode-
lagem molecular. A etapa de andlise conformacional € o primeiro
passo nesses estudos, buscando identificar aquela mais estdvel e,
idealmente, a conformacéo bioativa??,

O conhecimento de que tanto ligantes quanto seus receptores
apresentam-se como estruturas flexiveis em escalas de tempo relati-
vamente amplas® nos leva a supor que o préprio tempo nos quais
ocorrem as mudangas conformacionais pode ser uma propriedade
importante no estudo da interagao de ligantes e seus receptores, ten-
do sido inclusive proposta como uma quarta dimensao em andlises
de QSARS. Algumas abordagens alternativas foram também propos-
tas, tais como modelos farmacofdricos dindmicos®.

O ENCAIXE INDUZIDO

A teoria do encaixe induzido foi desenvolvida inicialmente por
Koshland e colaboradores”, baseada em sistemas enzimadticos. Esta
teoria sugere que, através da complexagdo, o substrato induz uma
mudanca conformacional na subunidade da enzima com a qual
interage. Esta mudanca pode ser transmitida as subunidades vizi-
nhas, induzindo na enzima a conformagao responsavel pelo proces-
so catalitico®. O mesmo processo por ser aplicado a intera¢do de
inibidores com enzimas ou agonistas e antagonistas com receptores.
Particularmente no caso de agonistas, ao invés da mudanca conforma-
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Figura 2. a) Estrutura dos compostos 1, 2 e 3; b) visdo frontal dos compostos
1 (amarelo), 2 (vermelho) e 3 (rosa) orientados no sitio ativo da AChE (omitida
para fins de clareza). Reproduzida da ref. 21, com permissdo da ACS

cional no receptor influenciar na catélise poderd, por exemplo, mo-
dificar a condutancia de um canal i0nico, e.g. benzodiazepinicos frente
ao receptor GABA , um canal de fons cloreto.

Em outras palavras, a teoria do encaixe induzido considera a capa-
cidade do ligante de selecionar ou induzir a modifica¢do da estrutura
tridimensional de seu receptor bioldgico, a0 mesmo tempo em que
este receptor tem a propriedade de reconhecer uma ou um conjunto de
conformacgdes do(s) ligante(s)®. Este, ao acarretar uma mudanca
conformacional de seu receptor, pode estar induzindo-o a adotar a
conformagio responsavel por seu reconhecimento (Figura 3).

As mudancas conformacionais observadas como conseqiiéncia
da interagdo de um farmaco com seu receptor podem ser de diferen-
tes graus de amplitude e complexidade. Podem envolver uma
reorientac@io da cadeia lateral de um residuo de aminodcido de forma
a maximizar interagdes com o ligante (exemplos adiante) e, portan-
to, estabilizar o complexo. Em outros casos, contudo, as mudangas
conformacionais s3o muito mais intensas e distantes do sitio de
interacdo do ligante (e.g. a interagdo do pentassacarideo sintético
com a antitrombina, induzindo mudangas conformacionais a até
30A3!, ver adiante), sendo de dificil racionalizag@o.

A andlise do nimero de citagdes do termo “Induced Fit” (encai-
xe induzido) em bancos de dados indica um aumento da aplica¢do
deste conceito em trabalhos académicos, tendo-se em vista o uso
crescente desta expressdo na literatura cientifica (Figura 4). Citagoes
em nuimero significativo somente foram observadas a partir de, apro-
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Figura 3. Esquema do processo de indugdo e selegcdo de conformagoes por
ligante e receptor, modificando-se mutuamente no processo de intera¢do do
qual poderd resultar uma resposta de interesse terapéutico. Adaptado da
ref. 30

ximadamente, 20 anos apds o trabalho original de Koshland e cola-
boradores?. Deste entéo, estas citacdes vém crescendo de modo bas-
tante acelerado, mostrando a progressiva inser¢@o do conceito nos
trabalhos académicos. Merece ser destacado o baixo indice de cita-
¢des do termo “Induced Fit” no “Journal of Medicinal Chemistry”
(indice de impacto: 4,139), o que reforga o fato de que os aspectos
dinamicos da intera¢do farmaco-receptor ainda ndo foram ampla-
mente assimilados pelos quimicos medicinais.

Citages do termo “Induced Fit”
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Figura 4. Nimero de citagoes do termo “Induced Fit”. Total corresponde
as citagoes encontradas no sitio Web of Science®, enquanto JMC, as citagdes

encontradas no “Journal of Medicinal Chemistry”

AS PROTEINAS SAO ESTRUTURAS FLEXIVEIS?

A flexibilidade das proteinas € um fato conhecido ha aproxima-
damente 40 anos*. Os mesmos autores mencionam que “... a protein
cannot be said to have ‘a’ secondary structure but exist mainly as a
group of structures not too different from one another in free energy
but frequently differing considerably in energy and entropy ...”

Hoje sabemos que as proteinas (e dcidos nucléicos) podem assu-
mir um grande nimero de conformacdes praticamente isoenergéticas,
denominadas subestados conformacionais®*. Além disso, estas es-
truturas sio capazes de sofrerem mudancas conformacionais induzidas
pela complexacdo a substratos ou inibidores, sendo este tipo de mu-
danga conformacional importante na compreensdo da modulacio da
atividade de enzimas alostéricas por diferentes efetores?-¥-40,

Sugere-se que os biorreceptores apresentam um nimero variado
de conformagdes ativas®, algumas mais estdveis que outras, de modo
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que agonistas diferentes estabilizam populacdes diferentes de recep-
tores®. Deste modo, um agonista A pode produzir um espectro de
conformacdes ativas, enquanto que um agonista B pode estabilizar
outro conjunto de conformacdes do biorreceptor, processo denomi-
nado selecdo conformacional. Paralelamente a este conceito e, se-
gundo alguns autores®, permeado ao mesmo, existe o conceito de
indugdo conformacional, segundo o qual um agonista induz uma
conformac@o de seu receptor nunca encontrada na sua auséncia®

Os movimentos por que passam as proteinas ocorrem em uma
grande variedade de escalas de tempo e de distincias®**%. Estdo
disponiveis uma série de técnicas para avaliar estes comportamen-
tos, onde se pode mencionar os espectros de RMN*!, simulacdes de
dinimica molecular™, andlise de modos normais** e difracio de
raios-X*6,

Gostarfamos de destacar, dentre os métodos supracitados, as si-
mulacdes por dindmica molecular. Estas simulagdes vém sendo pro-
gressivamente beneficiadas pelo ganho na velocidade de proces-
samento dos computadores pessoais, a uma fragdo do preco de esta-
¢oes graficas e supercomputadores. Soma-se a isto o desenvolvimento
de novos programas e algoritmos mais rdpidos e eficientes*’*. Desta
forma criam-se condigdes para simulagdes progressivamente maio-
res e, assim, de melhor qualidade estatistica™!, e.g. a simulagéo de
um peptideo de 36 residuos de aminoécidos por 1 ps™ e a simulagdo
de uma aquaporina, totalizando aproximadamente 100.000 dtomos™.
Ao mesmo tempo, a dificuldade de produzir relacdes quantitativas
entre os modelos gerados e as atividades bioldgicas de ligantes si-
mulados vem sendo progressivamente contornada®. As Figuras 5 e
6 apresentam o nuimero de citacdes da expressdo “molecular
dynamics”, respectivamente, no Web of Science e no “Journal of
Medicinal Chemistry”, confirmando a importincia crescente desta
metodologia.
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Figura 5. Niimero de citagoes do termo “Molecular Dynamics” encontradas
no Web of Science’
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Figura 6. Niimero de citacoes do termo “Molecular Dynamics” encontradas

no “Journal of Medicinal Chemistry”*
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Observacao da flexibilidade de proteinas em estruturas do PDB

O conhecimento dos movimentos intrinsecos de um biorreceptor
ndo € exclusivo de bioquimicos ou biologistas estruturais. Ao con-
trario, o reconhecimento molecular entre farmacos e receptores serd
dependente das conformacdes de ambas as moléculas (e.g. encaixe
induzido, sele¢do conformacional e inducdo conformacional). A ava-
liacdo da flexibilidade intrinseca dos farmacos € tarefa mais simples,
tendo-se em vista o menor nimero de graus de liberdade comparati-
vamente a estrutura protéica de seu biorreceptor. Uma vez que as
simulagdes de dindmica molecular ainda ndo podem ser realizadas
em escalas de tempo muito elevadas (usualmente maiores que algu-
mas dezenas de nanossegundos®-°), as coordenadas atdmicas obti-
das por métodos experimentais sdo a principal fonte de informacéo
neste quesito**, além de estarem disponiveis em bancos de dados
de acesso livre, como o “Protein Data Bank™’ (PDB).

As estruturas obtidas por cristalografia, por si somente, ja po-
dem nos oferecer algumas informagdes sobre a dindmica intrinseca
da proteina mesmo que, no cristal, correspondam a geometrias “es-
taticas”. Isto € observado no denominado Fator de temperatura Bj.
Este fator reflete dois tipos de propriedades do dtomo j: movimentos
térmicos e desordem. Os movimentos térmicos de um dado 4dtomo
estdo associados a sua vibragdo em relagdo a uma posicdo de repou-
so na estrutura cristalina, enquanto a desordem se refere a um atomo
ou grupo de 4tomos que ndo ocupam a mesma posi¢do em cada célu-
la unitaria, em cada unidade assimétrica ou em cada molécula dentro
de uma unidade assimétrica do cristal®.

Contudo, o modo mais usual de observar as mudancas
conformacionais de proteinas - encaixe induzido - utilizando-se es-
truturas cristalograficas é comparando-se diferentes cristais de uma
mesma proteina complexada a diferentes inibidores e/ou substratos.
Um exemplo bastante ilustrativo ¢ um trabalho recente de Zoete e
colaboradores comparando diferentes estruturas cristalogréficas da
protease de HIV®. Através da comparacdo de 73 estruturas crista-
logréficas, variando-se os inibidores complexados e mutacdes, as-
sim como o uso de métodos tedricos (e.g. dindmica molecular e modos
normais), os autores conseguem tracar um mapa da flexibilidade in-
trinseca da protease de HIV sob diversas condi¢des. Essas informa-
¢des puderam ser utilizadas na andlise das possiveis causas
moleculares para a resisténcia a fairmacos em enzimas mutantes.

Andlises mais localizadas e rapidas podem também ser realiza-
das, oferecendo informagdes importantes para o quimico medicinal.
Um exemplo envolve a sobreposi¢ao de trés estruturas cristalograficas
da enzima acetilcolinesterase (AChE) complexadas aos inibidores
tacrina (3), galantamina (4) e donezepil (5) (Figura 7). Apds a
sobreposi¢do, pode-se evidenciar que a cadeia lateral de um residuo
do sitio ativo da enzima, Phe330, apresenta-se em orientagdo distin-
ta nos complexos (Figura 8). Esta orientagao distinta deve ser levada
em conta no momento de complexarmos os inibidores estudados -
planejados, sob pena de eliminarmos intera¢cdes importantes ou, pior,
adicionarmos repulsdo no sistema, comprometendo os resultados.

As mudangas na estrutura cristalografica de uma dada proteina/
enzima, em decorréncia da complexacdo a um ligante/inibidor, po-
dem envolver também transformag¢des maiores na estrutura tercidria
da proteina. Um exemplo envolve a antitrombina (AT), uma proteina
plasmatica relacionada com a inibi¢@o de serino-proteinases da cas-
cata de coagulacdo®. Essa proteina, quando na forma livre (Figura
9b), € relativamente inativa como inibidora. Contudo, ao se ligar a
heparina ou a um pentassacarideo sintético (6, Figura 9a), apresenta
grandes mudangas conformacionais que a tornam um inibidor do
fator Xa da coagulacdo, 300 vezes mais eficiente (Figura 9c). Dentre
essas mudancas, sdo observados movimentos de cadeias por até 17
A (formagdo de o-hélice, marcada por um circulo verde na Figura

Quim. Nova

Tacrina

(3)
MeO

MeO

Galantamina Donezepil

) ®)

Figura 7. Estruturas dos compostos 3, 4 ¢ 5

NSV

\ hcnn% /
\Q
> A

galantamlna

Phe330

Figura 8. Complexos sobrepostos da enzima AChE com os compostos 3, 4 e
5 (obtidos, respectivamente, pelos cédigos PDB 1ACJ, 1DX6 e 1EVE),
demonstrando a varia¢do da orientagdo da cadeia lateral do residuo Phe330

9), além de outros movimentos notados a 30 A do sitio de ligacdo de
6 (mudangas conformacionais de folhas-f3 e algas, marcadas por um
circulo vermelho na Figura 9), sugerindo um complexo mecanismo
alostérico. E importante notar que o composto 6 nio é um inibidor,
mas um modulador que aumenta a atividade inibitéria da AT e que ja
se encontra em testes clinicos.

EXEMPLOS DE ENCAIXE INDUZIDO

Um exemplo de encaixe induzido entre um andlogo da neocarzi-
nostatina (7, Figura 10), composto com atividade antibidtica e
antitumoral, e seu sitio de ligagdo no DNA € descrito®. Os autores
utilizaram o método de dicroismo circular (DC) que, ao medir dife-
rengas na absor¢ao da luz polarizada pelo sistema em estudo, pode
indicar tanto a natureza da estrutura secunddria de proteinas e/ou
DNA quanto o grau de modificacido conformacional induzida pelo
ligante. A comparacdo dos espectros de DC do DNA isolado em
solucdo e do DNA complexado ao composto 7 demonstra significa-
tivas mudancas conformacionais no DNA induzidas por 7. Esta ca-
pacidade do ligante (composto 7) de modificar a conformacio de
seu receptor-alvo (DNA) € indicativa do processo de encaixe induzi-
do e ndo de uma complementaridade rigida do tipo chave-fechadu-
ra. Segundo os autores, o encaixe induzido observado parece ser
conseqiiéncia direta da otimizag@o de contatos de van der Waals e de
ligagdo hidrogénio com as paredes da regido de ligagdo no DNA.
Estas interacdes, energeticamente favordveis, provavelmente prove-
em a energia necessdria para as mudancas conformacionais tanto no
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Figura 9. a) estrutura do composto 6; b) forma livre da AT (cédigo PDB
1ANT); c) forma da AT ligada a 6 (codigo PDB 1AZX), apresentando
formagado de a-hélice (circulo verde) e mudangas conformacionais de folhas-
B e algas (circulo vermelho)
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Figura 10. Estrutura do composto 7

ligante quanto no DNA (receptor) e, desta forma, correspondem a
fonte de estabilidade do complexo entre 7 e o DNA.

Este perfil de flexibilidade da interacdo de antibidticos
antitumorais com o DNA ¢ também descrito para outros compostos,
como a esperamicina® (8, Figura 11). Este trabalho identifica, pri-
meiramente, a ocorréncia de distor¢do estrutural no DNA quando
complexado a 8. Considerando-se entdo a modificacdo estrutural do
DNA como um fator importante e requerido para a liga¢@o de 8, os
autores avaliaram como o aumento da rigidez do oligonucleotideo
utilizado afetaria a constante de ligagdo. Foi verificado, desta forma,
que quanto mais rigido o oligonucleotideo, menor a afinidade de 8
pela seqiiéncia de DNA. Soma-se a isto o fato de que o uso de
solventes organicos levou a significativo aumento da afinidade, o
que indica que os aspectos hidrofébicos sdo predominantes no pro-
cesso.

NHCH(CH.),
Me
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®

Figura 11. Estrutura do composto 8

Usén e colaboradores® descreveram um exemplo caracteristico
de inibidores possuindo elevado grau de flexibilidade, necessdrio
para o reconhecimento por sua enzima alvo, adotando um encaixe
induzido. Trata-se da hirustasina, um peptideo inibidor de serino-
proteinases, obtido da sanguessuga Hirudo medicinalis. A compara-
¢do entre as estruturas da hirustasina livre e complexada a enzima
kalikreina demonstra que a formacdo deste complexo acarreta no
movimento da regido N-terminal do inibidor (Figura 12). Tal flexi-
bilidade intrinseca, mesmo apresentando a hirustasina 5 ligacdes
dissulfeto em sua cadeia, é necessaria para que o inibidor adote a
conformacdo ideal para seu reconhecimento pelas proteases da cas-
cata da coagulag@o.

Regido
N-terminal

Regido
C-terminal

Figura 12. Sobreposi¢do da estrutura da hirustasina livre (cédigo PDB
1BX7, em azul) e complexada a kalikreina (codigo PDB 1HIA, em vermelho),
enzima omitida para fins de clareza. As ligagoes dissulfeto estdo apresentadas

em amarelo

Este tipo de evidéncia nos leva a confrontar a semelhanga entre
as estruturas tridimensionais de proteinas determinadas por métodos
de cristalografia e as estruturas em solucdo. De modo geral, ambas
sdo equivalentes®. Contudo, nos casos em que ocorre um equilibrio
entre diferentes conformacdes de uma enzima em solucdo, a
cristalografia pode selecionar somente uma destas conformagdes?.
Um exemplo deste processo ocorre com a glicogénio fosforilase b.
Neste caso, o efeito de um modulador alostérico na modificacdo da
estrutura da enzima € visto somente em solucdo, ndo ocorrendo na
estrutura cristalina®.

Os modelos rigidos utilizados no entendimento da interagdo
farmaco-receptor freqiientemente nos levam a realizar interpretacdes
simplificadas do processo de reconhecimento molecular e, por con-
seguinte, a nos equivocarmos quanto ao possivel perfil de atividade
de um dado composto. Um exemplo bastante ilustrativo foi relatado
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quanto a inibidores de metaloproteinases de matriz celular. Estes
inibidores, constituindo-se em estruturas peptidicas (como o com-
posto 9, Figura 13), apresentam biodisponibilidade e meia-vida
plasmatica limitadas. Desta forma, Rockwell e colaboradores® utili-
zaram métodos de quimica combinatorial buscando modificagdes na
estrutura do peptideo, de forma a produzir os perfis farmacocinéticos
mais adequados. Dentre as estruturas produzidas encontra-se o com-
posto 10, cujo perfil de atividade ndo pdde ser explicado pelos mo-
delos utilizados pelo grupo. Havia dificuldade em encontrar sitios
de ligagdo capazes de acomodar os anéis fenila introduzidos no com-
posto 10. A determinacdo da estrutura cristalografica de ambos os
complexos indicou que, no complexo de 10, uma alga da proteina
(residuos 222-231) sofre uma mudanga conformacional inesperada,
permitindo a acomodac@o dos anéis fenila, mesmo com a perda de
duas ligag¢des hidrogénio em relagcdo ao complexo de 9. O exame
cuidadoso das interacdes entre a enzima e 10 permitiu ainda a adi¢do
de um aceptor de ligagdo hidrogénio (compostos isoméricos 11 e
12), modificagdo esta que determinou, para um dos diastereoisdmeros
formados, um aumento de afinidade de 16 vezes em relacdo a 10.

(11e12) | |N

Figura 13. Estruturas dos compostos 9-12

HIV Protease

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS/SIDA) foi a
primeira grande epidemia causada por um patégeno até entdo desco-
nhecido durante o século XX, justamente o periodo correspondente
ao desenvolvimento das ciéncias farmac@uticas modernas®. A au-
séncia completa de agentes capazes de tratar a doenca tornou neces-
sario o desenvolvimento de agentes terapéuticos completamente no-
vos. Esta necessidade, juntamente com o rapido progresso na com-
preensdo da estrutura e do ciclo de vida virais, levou a um desenvol-
vimento sem precedentes de novos farmacos agindo sobre diversas
proteinas virais, e.g. transcriptase reversa, integrase e protease (HIV-
protease).

A HIV-protease € uma enzima homodimérica, responsavel pelo
processamento das poliproteinas virais Gag e Pol em proteinas e
enzimas estruturalmente maduras, necessdrias para o ciclo de vida
do HIV®7_ A inibigéo desta enzima acarreta a producéo de particu-
las virais ndo-funcionais e ndo-infecciosas®.

A descoberta e o desenvolvimento de inibidores de HIV-protease
constituiram-se num sucesso absoluto da farmacologia e da biologia
estrutural modernas®®. E um dos melhores exemplos de planejamen-
to de farmacos (“structure-based drug design” ou planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor) utilizando-se metodologias
como cristalografia, RMN e modelagem molecular, de forma a guiar
a sintese de novos agentes terapéuticos.

O saquinavir (13, Figura 14), desenvolvido pela Hoffmann-La
Roche, foi primeiro firmaco inibidor da HIV-protease aprovado pelo
FDA. Seu desenvolvimento, contudo, foi acompanhado somente de
estudos estruturais limitados. Em contrapartida a Merck, no desen-
volvimento do indinavir (14, Figura 14), guiou-se por estudos de

Quim. Nova

modelagem molecular e pela determinac@o da estrutura cristalografica
do complexo enzima-inibidor®™.

/l Hoo O f)/\ N/\ OH
H X k/N\)\
I, J A
H H H
) H OH oA
HN
Y

Saquinavir Indinavir
(13) (14)

OH

z—x

1y

KNI-272
(15)

Figura 14. Estruturas dos compostos 13, 14 e 15

O surgimento de mutantes de HIV-protease resistentes aos atu-
ais inibidores tem mantido o interesse e a necessidade do desenvol-
vimento de novos compostos ativos contra as cepas de virus resis-
tentes. Contudo, as tentativas de explicar a atividade catalitica da
HIV-protease foram inicialmente baseadas em estruturas estdticas da
proteina, obtidas por cristalografia. Estes estudos foram incapazes
de descrever a resisténcia de enzimas apresentando mutagdes com
propriedades eletrostdticas semelhantes ou distantes do sitio catalitico
da enzima, de forma que um grande nimero de estudos vem se preo-
cupando em analisar as propriedades dinamicas desta enzima, o que
pode auxiliar no desenvolvimento de novos inibidores™”'*.

A importancia do conhecimento da dinamica intrinseca da HIV-
protease pode ser exemplificada pelo fato de que espectros de RMN
da mesma com inibidores simétricos ndo permitem a diferenciacio
dos sinais dos dois mondmeros™. Contudo, o uso de espectros HSQC
'H - N para o complexo da HIV-protease com o inibidor assimétrico
KNI-272 (15, Figura 14) ilustra claramente que as intera¢des do
inibidor com cada um dos mondmeros da enzima sdo distintas”'. Além
disto, o trabalho evidenciou que, mesmo sendo o esqueleto peptidico
da enzima bastante rigido, diversos segmentos da cadeia polipeptidica
sdo flexiveis, com destaque para a ponta das abas que envolvem o
sitio ativo da protease. No computo global, a flexibilidade ¢ maior
no mondmero 1 que no mondmero 2, sugerindo que a flexibilidade
(e a geometria) do esqueleto polipeptidico € sensivel as diferentes
interacdes realizadas com o composto 15.

Estas abas, que se localizam ao redor do sitio ativo da enzima,
supostamente abrem-se em solug¢do, de modo que a proteina a ser
hidrolisada possa ter acesso ao sitio catalitico da enzima. Estudos
anteriores descreveram estas abas como alavancas rigidas controlan-
do o acesso ao sitio catalitico™, o que ndo estd de acordo com a
flexibilidade jd descrita destes residuos de aminoécidos”".

Enquanto experimentos de relaxacdo de RMN podem determi-
nar as taxas globais segundo as quais as regides de proteinas se mo-
vem, eles ndo podem gerar detalhes do papel que dtomos individuais
exercem no movimento observado”. O conhecimento destes deta-
lhes em nivel atdmico € essencial ndo somente na compreensao do
processo de reconhecimento de substratos, mas também na compre-
ensdo do porqué mutagdes em sitios nas abas, ou ao redor destas,
podem conferir resisténcia a farmacos’.

Neste sentido, o trabalho de Scott e Schiffer”?, utilizando dindmi-
ca molecular, descreve como ocorre 0 movimento das abas ao redor
do sitio ativo da protease de HIV-1. As simulacdes realizadas pelos
autores foram capazes de descrever a abertura das abas a partir de 5 ns
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para a enzima livre. O mesmo ndo ocorreu com a enzima complexada
a um substrato, deixando claro que a flexibilidade da enzima € influ-
enciada pelo ligante. Tendo-se em vista a dificuldade de confrontar
estas conformagdes obtidas por dindmica molecular com dados expe-
rimentais, os autores verificaram a correlacdo das informagdes obtidas
com dados de mutagénese reportados previamente. Foi identificado
que residuos em regides funcionalmente importantes para 0 movimento
das abas ndo sdo modificados in vitro, sem que haja comprometimen-
to da atividade enzimadtica. Isto abre o precedente, segundo os autores,
para o planejamento de farmacos visando estas regides da protease,
tendo-se em vista que seriam menos susceptiveis a mutacoes.

CONCLUSOES

A modelizagdo da interag@o entre ligantes e receptores, segundo
uma abordagem rigida, retira no minimo uma das varidveis associa-
das ao reconhecimento molecular de ambas as moléculas. Esta
simplificagdo poderd acarretar em problemas dependendo da rele-
vancia desta varidvel para o problema estudado. Certamente, a omis-
sdo da flexibilidade do sistema reduz o espectro de informagdes que
podem ser obtidas acerca do complexo ligante-receptor.

Neste sentindo, a modelagem molecular tem se apresentado como
ferramenta importante no estudo da interagdo de ligantes e recepto-
res. Exemplos de planejamento de farmacos utilizando técnicas de
modelagem molecular, tais como os inibidores de protease de HIV,
vém comprovando o potencial destas metodologias no desenvolvi-
mento de novas substancias bioativas. A quantificacdo da energia de
interacdo entre moléculas e suas proteinas-alvo, a determinacio de
relagdes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade bioldgi-
ca, a proposi¢do de sitios, orientagdes e conformagdes putativos de
interagdo de ligantes ainda ndo co-cristalizados e a observag¢do do
comportamento dinamico de moléculas e complexos de interesse
farmacolégicos podem ser citadas como algumas das dreas nas quais
a modelagem molecular vem contribuindo para a quimica medicinal
e o planejamento de novos farmacos.

Soma-se a isto o fato de que o continuo desenvolvimento de
computadores cada vez mais rdpidos e de programas mais eficientes
vem tornando possivel o aumento da velocidade com que estas ques-
tdes sdo respondidas pela modelagem, assim como a abordagem de
novos problemas (e.g. proposicao da estrutura 3D de proteinas a par-
tir da seqiiéncia primadria).

Poderfamos, para resumir a importancia do exposto, citar frase
de Jorgensen®: “Estes exemplos confirmam a expectativa de que
moléculas flexiveis se distorcem de forma a realizarem interacdes
dtimas com seu sitio de ligacdo. Uma conseqiiéncia pratica disto € a
frustraciio que poderd acompanhar as tentativas de planejar formacos
em analogia a estruturas flexiveis, substincias ativas nao-ligadas.”
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