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RESUMO

SEIXAS, Fernando Rodrigues Mathias da Silva. ESTUDOS DE MODELAGEM
MOLECULAR E PLANEJAMENTO ESTRUTURAL DE NOVOS CANDIDATOS A
INIBIDORES DA ADENOSINA DEAMINASE. Rio de Janeiro, 2014. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias, em Farmacologia e Quimica Medicinal — Programa de Pds-graduacéo
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2014.

A artrite reumatdéide (AR) é uma doenca autoimune, com carater inflamatério, que
afeta principalmente as articulacdes sinoviais (diartroses), sendo capaz de levar a uma perda
substancial da mobilidade e funcdo das mesmas se néo tratada de forma adequada. As terapias
disponiveis, tanto convencionais quanto bioldgicas, falham ou produzem efeitos apenas
parciais. Nesse contexto, estudos sobre a fisiopatologia da AR buscam proporcionar novas
alternativas terapéuticas. O bloqueio da metabolizacdo da adenosina pela inibicdo da
adenosina deaminase humana (ADA), e consequente aumento da concentracdo de adenosina
no fluido sinovial foi a opgéo escolhida neste estudo. A ADA é uma enzima ideal para estudos
mecanisticos por ser pequena, monomerica, facilmente purificada e catalisar uma reagdo
relativamente simples com extrema eficiéncia. O presente trabalho teve como objetivos: a
comparacdo dos perfis de reconhecimento molecular dos inibidores conhecidos da ADA,
eleicdo dos grupos funcionais farmacoforicos por meio de estudos de ancoramento molecular,
seguido de testes em um protocolo de inibicdo competitiva, por meio de ensaio
espectrofotométrico. O modelo computacional aplicado reproduziu os dados experimentais, e
permitiu extrair informacgdes acerca das principais interagdes envolvidas dos inibidores pela
ADA, as quais foram aplicadas no planejamento racional de novos ligantes estruturalmente
simples. Estudos de ancoramento molecular com a enzima alvo confirmaram seu potencial
como inibidores da ADA. O modelo experimental mostrou-se capaz de monitorar a catalise e
inibicdo da ADA. Aponta-se como perspectivas do presente trabalho a sintese dos compostos
propostos, verificacdo de atividade inibitéria na ADA humana in vitro, e a validacdo de sua
eficacia em modelos de doenga.

Palavras-chave: artrite reumatoide, adenosina, ADA, modelagem molecular, ancoramento

molecular.



ABSTRACT

SEIXAS, Fernando Rodrigues Mathias da Silva. ESTUDOS DE MODELAGEM
MOLECULAR E PLANEJAMENTO ESTRUTURAL DE NOVOS CANDIDATOS A
INIBIDORES DA ADENOSINA DEAMINASE. Rio de Janeiro, 2014. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias, em Farmacologia e Quimica Medicinal — Programa de Pds-graduacéo
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2014.

Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory autoimmune disease, affecting mainly
synovial joints (diarthrosis), being able to lead to substantial movement and function losses if
not treated correctly. The available therapies, both conventional and biological, fail or
produce partial effects. In this context, studies on the physiopathology of RA aim to provide
new therapeutical alternatives. The halting of adenosine metabolism by the inhibition of
human adenosine deaminase (ADA), followed by increase of adenosine concentration in the
synovial fluid was the chosen strategy in the present study. ADA is an ideal enzyme for
mechanistic studies due to its small size, monomeric structure, ease of purification and
catalysis of a relatively simple reaction with extreme efficiency. The present study compared
the molecular recognition profiles of ADA inhibitors, elected pharmacophoric functional
groups for ADA inhibition by means of docking studies, followed by tests in a
spectrophotometric competitive inhibition assay. The computational model designed was able
to reproduce experimental data, and allowed the extraction of information about the main
interactions involved in molecular recognition profiles of ADA inhibitors, which were then
applied in the rational design of structurally simple inhibitors. Docking studies confirmed its
potential as ADA inhibitors. The experimental model was able to monitor ADA catalysis and
inhibition. The perspectives of this study include the synthesis of the proposed compounds
and in vitro assay of its inhibitory activity in ADA, along with validation of its efficacy in

disease models.

Keywords: Rheumatoid arthritis, adenosine, ADA, molecular modeling, docking.
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TNF-o — Fator de necrose tumoral alfa

VEGF — Fator de crescimento endotelial vascular
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicdo de artrite reumatdide

Reumatismo € o nome genérico de diversas afec¢des caracterizadas por inflamacGes
dolorosas dos musculos, das articulagdes ou das estruturas do tecido conjuntivo, tais como
tenddes e ligamentos (FERREIRA, 1999).

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, com carater inflamatorio, que
afeta diversos tecidos e 6rgdos, afetando principalmente as articulag@es sinoviais (diartroses),
sendo capaz de levar a uma perda substancial da mobilidade e funcdo das mesmas se nao
tratada de forma adequada, bem como complicacBes sistémicas, incluindo cardiovascular,
pulmonar, psicoldgica e 6ssea (MA & XU, 2013).

A inflamagdo da articulagdo causa um aumento do volume das células sinoviais,
producdo de auto-anticorpos (fator reumatodide (FR) e anticorpo anti-proteina citrulinada
(ACPA)), uma producao excessiva de fluido sinovial e o desenvolvimento de tecido fibroso
no local, culminando com a destruicdo da cartilagem articular e, em alguns casos, anquilose,
que é a fusdo das articulagcdes (HOLERS, 2013).

1.2 Epidemiologia

A AR afeta principalmente adultos na faixa dos 20 a 40 anos, sendo mais frequente em
mulheres e possui uma prevaléncia mundial de 0,3% a 1%".

Explicagdes moleculares para esse fendmeno comegam a surgir de modelos animais de
inflamacdo, que estabelecem um elo entre o eixo hipotalamico-pituitario-adrenal e a producédo
de citocinas. O sistema nervoso central estd envolvido na regulagdo imune e homeostase, e
interacfes neuroimunoldgicas regulam o desenvolvimento da doenga em modelos murinos de
artrite. Tais efeitos parecem operar de forma local, pela expressdo de diversos
neurotransmissores nas celulas da sindvia, e de forma central, na qual citocinas sofrem uma
regulacdo crescente no hipotdlamo durante a inflamagdo periférica (CAPELLINO et al.,
2010).

Uma vez diagnosticada, dentro de 10 anos pelo menos 50% dos pacientes se tornam
incapazes de manter sua atividade produtiva’.

Os dados epidemioldgicos de AR no Brasil sdo escassos, ndo sendo, portanto possivel
ter um perfil detalhado sobre a prevaléncia da doenca. Um estudo feito em 2004, restrito ao

! Disponivel em: http://www.who.int/chp/topics/rheumatic/en/ - Acesso em: 29/10/2014
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municipio de Montes Claros, MG, mostrou que a AR atinge 0,46% da populagdo (SENNA et
al., 2004).

1.3 Patogénese da doenca

Por ser uma doenga autoimune, a apresentagdo de um antigeno a um individuo
suscetivel ¢ o gatilho da AR. No entanto, a ciéncia atualmente possui muito mais
conhecimento sobre os efeitos causados no organismo do que sobre os agentes causadores da
doenca, também chamados de estimulos artritogénicos. Acredita-se que tanto fatores
ambientais e agentes infecciosos, quanto substancias enddgenas e fatores genéticos

contribuam para o desenvolvimento da AR.

1.3.1 Fatores genéticos e ambientais

Diversos achados cientificos sugerem que as respostas autoreativas imunes adaptativas
humanas estejam relacionadas, como a predisposicdo de mecanismos de apresentacdo de
antigenos, selecdo do repertério de células T e mimetismo de sequéncias peptidicas que
conferem susceptibilidade. Uma andlise gendmica mundial deixa claro que fatores
regulatérios imunes suportam o aparecimento da doenca (DONNELLY et al., 2007). A
associacdo do locus (HLA)-DRBL1 foi confirmada em pacientes positivos para RF ou ACPA:
alelos que possuem um padrdo de aminoacidos comum (QKRAA) na regido do HLA-DRBI,
denominada de regido do “epitopo compartilhado”, conferem uma particular susceptibilidade
(GREGERSEN et al., 1987).

Diversos outros alelos de risco em AR positiva para ACPA foram identificados e
possuem fungdo relacionada com a regulagcdo imune, conforme Quadro 1, mostrando que
genes relacionados com a ativacéo de células T e com a via de NF-kf estdo relacionados com

a patogénese da AR.



Gene e via
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Funcdo Relevante para a Patogénese

Ativacdo de células T

O alelo HLA-DRB1 (também conhecido como epitopo compartilhado) esta
envolvido na apresentacéo de antigenos baseado em moléculas pelo MHC e é

HLA-DRB1 6p21 responsavel pela selecdo de auto-peptideos e repertério de células T; primeiro
a ser descoberto e considerado o elo genético mais importante com artrite
reumatoide
Tirosina-fosfatase citoplasmética, especifica de linfdcitos, envolvida na

PTPN22 1p13.2 regulacdo do limiar de ativacdo de linfocitos; segundo elo genético descrito
para artrite reumatoide

AFF3 2q11.2 Fator de transcricdo para desenvolvimento linfoide

CD28 2033.1 Molécula co-estimulatéria para ativagdo de células T

CDA40 20013.12 Molécula co—estlnlulatorla que melhora as interaces entre células Te B e
aumenta a producéo de auto-anticorpos

CTLA4 24332 Sypressor da co-estimulagéo que regula as interacdes entre as células T e as
células apresentadoras de antigeno

IL2RA 10p15.1 Receptor de alta-afinidade para interleucina-2 em subconjuntos de linfdcitos
Citocina que regula a ativagdo de células T, em especial células T

IL2 4927
reguladoras

IL-21 4027 Citocina que regula a diferenciacéo de células T, em particular a células

g Th17, e ativacdo de células B

PRKCQ 10p15.1 Mempro da familia de proteina cinase C que regula ativagéo de células T e
macrofagos

STAT4 2432.3 T_ransdu?orNde sinais gie_ citocinas que regulam a proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciagdo de linfdcitos

TAGAP 6025.3 Enzima Rho-GTPase envolvida na ativagdo de células T

Via do NF-xB

REL 2p16.1 Proto-gngogene m_empr_o da familia do NF-«xB que regula ativagéo e
sobrevivéncia de linfdcitos

TNEAIP3 6423.3 Proteina sinalizadora e regulador negativo da ativacdo de NF-«xB induzida
por TNF-a

TRAF1 9g33.1 Regulador da sinaliza¢do da superfamilia de receptores de TNF-a.

Outras Vias

BLK 8p23.1 Tirosina cinase B-Ilnfo!de envolvida na sinalizagdo dos receptores e
desenvolvimento das células B

CCL21 9913.3 Quimiocina envolvida na formagdo do centro-germinal

FCGR2A 1023.2 Receptgr_Fc com balxaNaf|n|Qade a 1gG que regula a ativacdo de macréfagos
e neutrofilos e depuracdo de imuno-complexos

PADI4 1p36.2 Enzima que converte arginina a citrulina, criando auto-antigenos na artrite
reumatoide

PRDM1 6921 Proteina que age com um supressor da expressdo do gene do B-interferon

TNERSE14 1p36.32 Membro da superfamilia de receptores de TNF-o com atividade pro-

inflamatéria

Quadro 1 - Genes candidatos com polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) ligados a AR e sua potencial
funcdo na patogénese. (Adaptado de McINNES & SCHETT, 2011).

O fumo e outras formas de estresse bronquiolar, como exposic¢ao a silica, aumentam o
risco de AR em individuos com alelos HLA-DR4 suscetiveis (SYMMONS et al., 1997). Além

disso, o fumo atua de maneira sinérgica com alelos HLA-DRB1 aumentando o risco de

desenvolver ACPA (KLARESKOG et al., 2006). Essas observacdes mostram que agentes que

promovem estresse pulmonar podem promover modificagdes traducionais via peptidil
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arginina deiminase tipo IV (PADI4), que resulta em alteracdo qualitativa e quantitativa das
proteinas citrulinadas da mucosa.

A Figura 1 mostra a progressdo em varias etapas e desenvolvimento da AR. A resposta
anticitrulinica pode ser detectada em compartimentos contendo células T e B, sendo
provavelmente iniciada em tecidos linfoides secundarios ou medula déssea. Em seguida, a
resposta inflamatdria ocorre nas articulagbes por um mecanismo ainda ndo muito bem
compreendido. A sinovite € iniciada e segue em ciclos de retro-alimentacdo, promovendo

disturbios sistémicos que compdem o quadro clinico da AR.
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Figura 1 - Interagdes genético-ambientais promovem perda da tolerancia a auto-proteinas que contém residuos
de citrulina, os quais sdo gerados por uma modificacdo pds-traducional. (Adaptado de McINNES & SCHETT,
2011).

Postula-se ainda que a perda da tolerancia imunologica, ou seja, situacdo onde o
organismo passa a produzir uma resposta imune até entdo inexistente, possa também estar
associada as doencas periodontais, uma vez que Porphyromonas gingivalis expressa PADI4,
que, conforme mencionado anteriormente, é capaz de promover a citrulinacéo de proteinas de
mamiferos (WEGNER et al. 2010).
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A perda de toleréncia a tais epitopos gera a producdo de ACPA. Agentes infecciosos
(virus Epstein-Barr, citomegalovirus, E. coli), bem como seus produtos (proteinas choque-
térmico) estdo ligados a AR ha muito tempo, porém por um mecanismo ainda desconhecido.
Acredita-se que a formacédo de complexos imunes durante a infecgdo possa induzir a produgéo
do FR. Um Jdltimo fator que se acredita estar envolvido nessa perda de tolerancia é o
microbioma gastrointestinal, pois foi mostrado que assinaturas bacterianas especificas foram
capazes de promover a producao de FR (SCHER et al., 2010).

A razdo pela qual essa perda de tolerancia esta ligada a uma inflamacéo localizada nas
articulagcdes ainda é desconhecida. Acredita-se que ocorra contribuicdo de mecanismos

microvasculares locais, neuroldgicos e biomecanicos (SCHER et al., 2010).

1.3.2 Processos imunoldgicos e inflamacgéo sinovial

As interagdes dependentes de co-estimulacdo entre células dendriticas, células T e
células B ocorrem primariamente no linfonodo, gerando uma resposta auto-imune a auto-
proteinas contendo citrulina (NADKARNI et al., 2007).

A resposta imune adaptativa, produzindo auto-anticorpos, € uma peca central da
patogénese inicial da AR. Citocinas como TGF-B, IL-1pB, IL-6, IL-21 and IL-23, secretadas
por macrofagos e células dendriticas, criam um ambiente que favorece a diferenciacdo das
células ThO em células Th17 e o aumento nas concentragdes de TNF-o, suprimindo assim a
diferenciacdo em células T regulatorias, criando um desequilibrio na homeostase local e
gerando um ambiente inflamatdrio. A sinovite ocorre quando leucécitos se infiltram e se
acumulam no liquido sinovial, principalmente por meio de migracdo ao invés de proliferacdo
local, migracdo esta facilitada pela expressdo de moléculas de adesdo (ativagdo endotelial) nos
microvasos sinoviais. Essas mudangas na arquitetura do liquido sinovial, somadas a ativacéo
local de fibroblastos, permitem a instalacdo do cenério inflamatorio da AR (NADKARNI et
al., 2007).

As interacOes entre leucocitos, fibroblastos sinoviais, condrocitos e osteoclastos, em
conjunto com seus produtos moleculares oriundos do dano tissular estimulam a continuidade
do processo inflamatério e participam da fase cronica da AR (MCINNES & SCHETT, 2011).

A Figura 2 resume essas interacfes e as principais citocinas envolvidas no processo

inflamatério da AR.
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Figura 2 - Processos imunes adaptativos e inatos que ocorrem nas articulagdes durante a AR. (Adaptado de
MCcINNES & SCHETT, 2011).

Diversas células efetoras inatas, como macréfagos, mastécitos e células NK, sdo
encontradas na membrana sinovial, enquanto neutrofilos residem no fluido sinovial. Os
macrofagos sdo os principais causadores da sinovite, agindo através da liberacdo de citocinas
(TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 e IL-23), espécies reativas de oxigénio, prostanoides
e pela apresentacdo de antigenos (HARINGMAN et al., 2005). Os macréfagos sdo ativados
por citocinas, interagcBes com células T, complexos imunes, particulas de lipoproteinas e pelas
proteases do microambiente (LIEW & MCcINNES, 2001). Neutrofilos contribuem para o
quadro de sinovite através da producdo de prostaglandinas, proteases e espécies reativas de

oxigénio (CASCAO et al., 2010).
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O perfil de citocinas do liquido sinovial varia com o tempo e com a progressao da
doenca. Estagios iniciais possuem um perfil que compreende a expressdo de IL-4, IL-13 e IL-
15 (RAZA et al., 2005). TNF-a possui um papel fundamental por ativar a expressdo de
citocinas e quimiocinas, ativar a expressao de moléculas de adesdo, promover angiogénese,
suprimir a diferenciacdo em células T regulatérias e induzir dor (FELDMANN et al., 1996).
Interleucina-6 aumenta a ativacdo de leucdcitos locais e producdo de auto-anticorpos, ao
mesmo tempo que modula efeitos sistémicos que promovem respostas de fase aguda, anemia,
disfungdo cognitiva e desregulacdo do metabolismo de lipidios. A familia de citocinas da
interleucina-1 (1o, 1B, 18 ¢ 33) é abundantemente expressa na AR, promovendo a ativagdo de
leucdcitos, células endoteliais, condrécitos e osteoclastos (MCINNES & SCHETT, 2007;
BRENNAN & McINNES, 2008).

1.3.3 Danos as articulagdes

Uma membrana sinovial expandida € o maior contribuinte para os danos a cartilagem
na AR. A reduzida expressao de lubricina reflete a perda do poder de protecdo da cartilagem,
promovendo a adesdo e invasdo de sinovidcitos do tipo fibroblastos (FLS), que sintetizam
metaloproteinases de matriz, degradando a matriz cartilaginosa (RHEE et al., 2005; SABEH
et al., 2010).

A reversdo dos danos causados € muito limitada, tanto pelo baixo poder de
regeneracdo da cartilagem quanto pela incapacidade de reverter essa cascata de eventos por
inibidores enzimaticos enddgenos, os inibidores tissulares de metaloproteinases (TIMPS).
Citocinas sinoviais e intermediarios reativos de nitrogénio induzem os condrocitos a apoptose,
principal mecanismo fisiologico regulador da matriz cartilaginosa. Esse processo leva a
destruicdo da cartilagem, caracteristica da AR.

A inflamagéo prolongada e crescente é a principal causa das erosdes 0sseas (VISSER
et al., 2002). As citocinas sinoviais como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17 promovem a diferenciacédo
e ativacdo de osteoclastos, 0s quais possuem um maquinario enzimatico capaz de destruir
tecidos mineralizados, levando a formagdo de fendas de reabsor¢do profundas que serdo
preenchidas com tecido inflamatorio.

Fatores mecanicos tornam determinadas articulacbes mais propensas a eroséo, como
0s segundos e terceiros metacarpos (McGONALE et al., 2009). A penetracdo da regido

cortical do osso garante acesso do liquido sinovial a medula dssea, causando assim
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inflamacéo da medula, conhecida como osteite. Os 0ssos que sofrem erosdo por conta da AR

ndo mostram sinais de reparo, como em outras artropatias inflamatorias.

1.3.4 Consequéncias sistémicas da AR

A AR ndo fica restrita as articulacdes, e estd associada a um risco maior de doencas
cardiovasculares e eventos cerebrovasculares (SOLOMON et al., 2003). A inflamacao
também é capaz de afetar o cérebro (causando fadiga e uma reducdo da funcao cognitiva), o
figado (causando uma resposta elevada na fase aguda e anemia na fase cronica), pulmdes
(causando doencas inflamatdrias e fibréticas), glandulas exdcrinas (causando sindrome
secundaria de Sjogren), musculos (causando sarcopenia) e 0ssos (causando osteoporose). A
atividade inflamatoria da AR esté associada a um maior risco de linfoma (SMITTEN et al.,
2008), assim como cancer de pulmao, independente do paciente ser fumante, sendo que a
causa desta Ultima condicdo possa estar ligada aos efeitos extra-articulares bem conhecidos
sobre a remodelagem fibrética do tecido pulmonar intersticial.

As vias inflamatdrias que estdo relacionadas a estes efeitos incluem citocinas (IL-6 e
TNF-a - capazes de tornar os tecidos adiposo e muscular resistentes a insulina, resultando em
uma sindrome “metabodlica inflamatéria”), reagentes da fase aguda, complexos imunes e
alteracdo na distribuicdo de particulas lipidicas (capazes de aumentar a ativacdo do endotélio e
tornar as placas de ateroma instaveis) (SATTAR & McINNES, 2005).

1.4 Diagndstico

E possivel diminuir a progressio da AR caso ela seja diagnosticada precocemente,
idealmente 6 meses antes do aparecimento dos sintomas, e o tratamento iniciado rapidamente.

O primeiro grande avan¢o no diagnostico da AR ocorreu em 1947, quando um técnico
gue possuia AR e trabalhava no laboratorio do Dr. Harry Rose, observou que seu proprio soro
aglutinava de forma excessiva. O Dr. Rose entdo sugeriu que essa aglutinacdo excessiva
poderia ser decorrente da artrite. Baseado nessa sugestdo, o reumatologista Charles Ragan
estudou e desenvolveu o teste de aglutinacdo de célula de ovelha (sheep-cell agglutination
test), conhecido atualmente como teste capaz de identificar o FR (ROSE et al., 1948). A partir
dai foi possivel iniciar os estudos sobre os distarbios imunologicos nos pacientes com a
doenca e diferenciar os tipos de artrite (HARRIS, 1990).

O diagnostico precoce é dificil, uma vez que os sintomas iniciais, por nao serem

especificos, como indisposicdo, fadiga, fraqueza muscular, febre baixa e perda de peso,
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podem facilmente ser confundidos com sintomas de outras doencas, de forma que o médico
ndo cogita a possibilidade de ser AR (CHAN et al., 1994).

Os primeiros critérios para classificacdo da AR foram publicados em 1958 e utilizados
por quase 30 anos (MITCHELL & FRIES, 1982), sofrendo revisdo em 1987 (ARNETT et al.,
1988). E importante salientar que esses critérios iniciais foram designados principalmente
para classificacdo da doenca e propositos epidemiologicos, e ndo para diagnéstico de casos
individuais, 0 que mostra que a época o diagnostico era feito a partir de evidéncias clinicas
nos pacientes (HARRIS, 1990). Os critérios de 1987 proporcionaram as bases para a definicdo
da doenga como conhecemos atualmente, mas foram criticados principalmente pela
incapacidade de distinguir a AR de outras doencas reumatologicas em seu estagio inicial.

Em sua revisdo mais recente, de 2010, a AR passou a ser diagnosticada clinicamente e
classificada de acordo com os critérios estabelecidos pelo American College of Rheumatology
(ACR) e pela European League Against Rheumatis (EULAR) (ALETAHA et al., 2010;
NEOGI et al., 2010).

Estes critérios classificam um paciente como portador de AR com base na presenca de
sinovite em pelo menos uma articulagéo, sinovite esta que ndo pode ser explicada por outra
condicg&o, e uma pontuacao de pelo menos 6 em um total de 10 em testes individuais.

A principal mudanca é a redefinicdo do paradigma atual da doenca, focando em
caracteristicas relacionadas a estagios iniciais da doenca que estdo associados com danos
persistentes e/ou erosivos, e ndo mais em caracteristicas dos estagios avancados. O objetivo é
a instauragdo de uma terapia 0 quanto antes para minimizar os danos e desacelerar a
progressdao da doenca e ocorréncia de sequelas indesejaveis, uma vez que a intervencdo
medicamentosa precoce mostrou resultados promissores na reducdo dos danos articulares
(VAN DER HEIDE et al., 1996; VAN DONGEN et al., 2007).

Uma grande vantagem da deteccdo precoce é a possibilidade de realizacdo de testes
clinicos para farmacos Uteis no tratamento inicial da doenca. Até 0 momento a incapacidade
de diagndstico precoce torna dificil identificar pacientes para a realizagdo destes estudos
clinicos tornando impossivel a investigacdo da eficacia de farmacos para essa fase da doenca
(ALETAHA et al., 2010).

Especificamente, os critérios de classificacdo atuais definem diversos pontos, como a

populacéo a ser testada e a pontuagdo que cada um dos critérios tem:
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Populacdo alvo, que deve possuir: a) pelo menos 1 articulagdo com sinovite

(turgidez) e; b) caso em que a sinovite ndo pode ser explicada por outra doenca

Sistema de pontuacio

A) Envolvimento das articulagoes

1 articulacéo grande 0 pontos

2-10 articulagdes grandes 1 ponto

1-3 articulagdes pequenas (com ou sem envolvimento de | 2 pontos

articulacGes grandes)

4-10 articulacbes pequenas (com ou sem envolvimento de | 3 pontos

articulacGes grandes)

>10 articulagdes pequenas (pelo menos 1 articulagcdo pequena) | 5 pontos

B) Sorologia (pelo menos um resultado é necessario para a

classificacéo)

FR negativo e ACPA negativo 0 pontos
FR baixo-positivo ou ACPA baixo-positivo 2 pontos
FR alto-positivo ou ACPA alto positivo 3 pontos

C) Reagentes de fase aguda (pelo menos um resultado é necessario

para a classificacdo)

CRP normal e ESR normal 0 pontos

CRP anormal ou ESR anormal 1 ponto

D) Duracéo dos sintomas

<6 semanas 0 pontos

>6 semanas 1 ponto

Os pacientes com um total de 6 pontos ou mais sdo considerados como possuidores de

AR. As defini¢des dos critérios acima incluem:
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e Articulacdo envolvida: refere-se a qualquer articulagio com inchaco

indicativo de sinovite.

e Articulacdo pequena: refere-se as articulagdes metacarpofalangeanas,

interfalangeanas proximais, segunda a quinta metatorsofalangeanas e
interfalageanas do polegar e do pulso.

e Articulacdo grande: refere-se as articulagdes dos ombros, cotovelos, quadris,

joelhos e tornozelos.

e Determinacdo da categoria de padrédo de articulacdo: Os pacientes devem

ser categorizados de acordo com o numero de articulagdes envolvidas e
designados na categoria com a maior pontuacdo. Um paciente com sinovite em
2 articulagdes grandes e 2 articulagcdes pequenas sera categorizado em “1-3
articulagoes pequenas” por apresentar maior pontuagao.

e Categorias soroldgicas: As definicbes sdo baseadas no limite superior de

normal (LSN): negativo = abaixo ou igual ao LSN; baixo-positivo = maior que
LSN mas < 3 vezes LSN; alto-positivo = > 3 vezes LSN.

e Duracdo dos sintomas: refere-se a percepcdo pelo paciente da duracdo

méaxima dos sinais ou sintomas de sinovite de qualquer articulacdo envolvida

clinicamente quando do exame.
Entretanto, estes novos critérios sdo totalmente baseados no conhecimento atual,
podendo ser atualizados a medida que biomarcadores genéticos, sorologicos, protéicos ou de

imagem proporcionem uma base melhor para a classificacdo da doenca.

1.5 Tratamento

As contribuigdes das pesquisas para o0 entendimento dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na génese da AR mudaram a forma como a doenga é vista pelos
médicos. Ocorreu uma mudanca de paradigma, em que a terapia que era voltada para o
controle dos sintomas, por meio de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e
corticosteroides, deu lugar a uma abordagem voltada ao combate dos processos imunologicos,
por meio de farmacos anti-reumaticos modificadores da doenca (DMARDSs) e agentes
bioldgicos (COLMEGNA et al., 2012).

Uma vez diagnosticada a AR, o tratamento ideal seria aquele capaz de restaurar a
tolerancia imunoldgica, reprogramando o sistema imune do paciente para que nao ocorra um

auto-reconhecimento das proteinas e antigenos. No entanto, uma vez que esses processos
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ainda néo estdo totalmente elucidados, esse objetivo fica distante de ser alcangado. Assim, 0s
tratamentos atuais visam a supresséo da inflamacao e o controle das complicagdes, como risco
cardiovascular, osteoporose e cancer (KLARESKOG et al., 2009).

Um fator complicador do tratamento da AR € a presenca de inimeras vias biologicas
relacionadas com a doenca, vias estas algumas vezes complementares. Tais vias variam nao
sO de paciente para paciente, mas também mudam com o decorrer do tempo em um mesmo
paciente. Esse fato requer que as terapias sejam acompanhadas e modificadas a medida que
comecem a falhar.

Na auséncia de biomarcadores adequados, que possam direcionar a escolha mais
adequada dos medicamentos disponiveis, a estratégia inicial atual é uma terapia agressiva de
uma combinacdo de dois ou mais DMARDSs, em que um é o metotrexato (MTX) (1), em suas

doses maximas toleradas, por via oral ou subcutéanea.

1.5.1 DMARDs

Os DMARDs comp&em uma categoria de farmacos ndo-relacionados estruturalmente
que sdo Uteis na diminuicdo da velocidade da destruicdo da cartilagem e 0ssos na AR. Podem
ser subdivididos em farmacos de baixa massa molecular e biofarmacos.

Os DMARDs mais comumente prescritos séo MTX (1), hidroxicloroquina (HCQ) (2),
leflunomida (3) e sulfasalazina (SSZ) (4). Outros DMARDs em uso clinico incluem sais de
ouro, azatioprina (5), ciclosporina A, ciclofosfamida (6) e cloroquina (7) (GOEKOOP-
RUITERMAN et al., 2005).
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Figura 3 — Estrutura dos DMARDs comumente prescritos na diminui¢cdo da velocidade da destruicdo da
cartilagem e 0ssos na AR.

MTX (1) é o farmaco mais utilizado no tratamento da AR no mundo todo. Ele ¢é
administrado por via oral, intramuscular ou subcutanea, em doses que variam de 7,5 a 25 mg
uma vez por semana. MTX (1) possui uma taxa de ligacdo a albumina de 42-57% e uma
elevada distribuicdo nos tecidos. 10% do MTX (1) e convertido a 7-OH-MTX no figado e
ambos 0s compostos sdo excretados primariamente pelos rins, sendo que ap6s uso prolongado
de MTX (1) a depuragdo renal de MTX (1) e depuragdo de creatinina diminuem, por um
mecanismo mediado por um efeito dependente de adenosina no parénguima renal. De 1 a 30%
é excretado pela bile, e 0 MTX (1) possui uma extensa circulacdo entero-hepatica. Sua meia-
vida é de 6-8h e ¢é ativamente captado por eritoblastos, eritrocitos, leucocitos, hepatdcitos e
sinoviocitos, e uma vez dentro da célula, sofre poliglutamacéo, o que impede sua difusdo para
0 meio extracelular. Esse fato é o que permite que sua administracdo ocorra uma vez por
semana (ALBRECHT & MUELLER-LADNER, 2010; CRONSTEIN, 2005).

O mecanismo de acdo do MTX (1) é complexo e existem diversas hipoteses para

explicar os efeitos observados, as quais incluem: (i) inibicdo da proliferacdo das células



33

sinoviais inflamatorias por meio da inibi¢do da sintese de purinas e pirimidinas (por meio da
inibicdo competitiva da enzima diidrofolato redutase); (ii) inibicdo da sintese de poliaminas
(espermina e espermidina), que sdo metabolizadas por mondcitos para formar NH3; e H,0;
(iii) mudancas no estado redox celular e reducdo dos niveis intracelulares de glutationa,
levando a diminuicdo do recrutamento de macréfagos e linfocitos e consequente reducéo da
apoptose; (iv) inibicdo da enzima aminoimidazol carboxamida ribonucleotideo (AICAR)
transformilase, causando aumento nos niveis de AICAR e consequente inibicdo da adenosina
monofosfato (AMP) deaminase, que culmina em um aumento nos niveis extracelulares de
adenosina (CRONSTEIN, 2005; WESSELS et al.; 2008).

1.5.2 — Biofarmacos

Assim que ficou estabelecido que citocinas, como IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-
23, TNF-o, estdo envolvidas em cada uma das fases da patogénese da AR, formas de
antagonizar seus efeitos se tornaram uma das prioridades nas pesquisas (MCINNES &
SCHETT, 2007).

As acbes pleiotropicas das citocinas inflamatorias e suas implicacbes na AR
respondem pelo sucesso clinico da abordagem de anular citocinas especificas, seus receptores,
suas vias intracelulares de sinalizagdo ou a fonte celular dessas citocinas. Por outro lado, a
complexidade das interacdes célula-citocina, a redundancia desses sistemas e o fato de que o
perfil das citocinas muda com o decorrer da doenca explicam a falta de uma uniformidade na
resposta clinica (COLMEGNA et al., 2012).

Os agentes bioldgicos, i.e. biofarmacos, que atuam em citocinas e células imunes que
possuem um papel relevante para a AR, permitiram a manipulacdo de vias especificas,
impedindo assim uma supressdo imune generalizada.

Eles séo divididos em 3 grupos a partir do seu alvo principal: (i) moduladores da
atividade de citocinas; (ii) inibidores da ativacao celular; e (iii) pequenas moléculas que atuam

em vias de sinalizacdo intracelular especificas.

1.5.2.1 Moduladores da atividade de citocinas

No final da década de 80, estudos com técnicas de biologia molecular mostraram que a
citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-co) € o principal regulador da imunopatogénese da
AR, e a remoc&o de seu excesso dos sitios inflamatdrios passou a ser um objetivo terapéutico
(FELDMANN & MAINI, 2003).
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O TNF-a é produzido primariamente por macréfagos e mondcitos e também por
células T, células B, sinoviocitos e fibroblastos. Em pacientes nos estagios iniciais e mais
avancados, ele é superexpresso no sangue periférico e fluido sinovial. O racional por tras da
inibicdo da atividade do TNF-a € baseado em seu efeito pleiotropico. Ele é um gatilho inicial
e um mediador central das citocinas inflamatdrias, com os seguintes efeitos: (i) produz
ativacdo de células T; (ii) induz a producéo de moléculas de adesdo (aumentando a infiltracdo
de células T) e fatores de crescimento vascular (promovendo angiogénese); (iii) estimula a
liberacdo de proteinases de fibroblastos, osteoclastos e condrécitos; (iv) induz a proliferacédo e
maturacao de osteoclastos (CHOY & PANAYI, 2001; TAYLOR, 2010).

Os efeitos dos agentes anti-TNF-a incluem a inibicdo de respostas de fase aguda,
inibicdo do trénsito de leucdcitos e diminuicdo da expressdo de marcadores de destruicdo de
0ss0s e cartilagens.

Atualmente existem 5 biofarmacos anti-TNF-a. disponiveis para o tratamento da AR:
infliximabe, etanercepte, golimumabe, adalimumabe e certolizumabe pegol, e a neutralizacdo
da forma soltvel do TNF-a (STNF) é o principal mecanismo de acdo farmacoldgica destes
medicamentos. Eles também atuam como antagonistas do TNF-a transmembranar (tmTNF-a.)
através do blogueio de sua interacdo com os receptores TNFR1/2, 0s quais estdo presentes em
células responsivas.

Os anti-TNF-o. se enquadram em 3 categorias: anticorpos IgG anti-TNF-a
(infliximabe, golimumabe e adalimumabe), fragmentos Fab’ PEG-lados (certolizumabe), e
receptores TNFR2 modificados (etanercepte).

Infliximabe € uma proteina quimérica com ~25% de sequencia de aminoacidos
derivada de ratos e ~75% de sequencia de aminodcidos derivada de humanos. Sua
administragdo continua gera anticorpos humanos antiquimericos, diminuindo o efeito do
biofarmaco e reacBes imunogénicas. Adalimumabe e golimumabe s&o anticorpos IgG
totalmente humanos (SMOLEN & EMERY, 2011).

Etanercepte € uma proteina de fusdo modificada geneticamente compreendendo as
porc¢des extracelulares do TNFR2 ligadas a porcéo Fc de 1gG1 humanos, capaz de bloquear a
acao de TNF-o por competir com os receptores membranares pelo TNF-a. circulante.

Adalimumabe, golimumabe e etanercept possuem dominios Fc capazes de fixar o
complemento e se ligar a receptores Fc, induzindo assim citotoxicidade dependente de
complemento e citotoxicidade dependente de anticorpos e mediada por células em linfocitos
que expressam tmTNF-o (COLMEGNA et al., 2012).
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Certolizumabe pegol € uma proteina PEG-lada humanizada contendo sequéncias de
aminoacidos nas regides determinantes de complementariedade, é derivada de um anticorpo
murino anti-TNF-o. Ela ndo possui o receptor Fc e portanto ndo é capaz de ativar o
complemento.

Embora o uso destes inibidores de TNF-a tenham revolucionado o tratamento da AR,
~30% dos pacientes ndo sao responsivos a terapia com esses agentes, e a alternativa passa a
ser a mudanca para um farmaco com um mecanismo de acéo distinto.

Interleucina 6 (IL-6) € a citocina mais abundante da sindvia e seu papel na patogénese
da AR foi demonstrado em modelos animais onde a inibicdo do receptor de IL-6 impediu a
progressao da artrite (OHSHIMA et al., 1998).

Na AR, sua sinalizagdo promove a diferenciacdo de células T em Th17, suprimindo a
diferenciacdo de células T regulatorias, e estimula as células B, induzindo a producdo de
moduladores da fase aguda em hepatécitos e induzindo a anemia da fase cronica
(COLMEGNA et al., 2012).

Tocilizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado combinando a regido
determinante de complementariedade de um anticorpo murino antihumano-IL-6R-humana
com um anticorpo 1gGl humano foi aprovado pelo FDA em 2010. Ele inibe
competitivamente a sinalizacdo modulada pelo receptor de IL-6 (FUJIMOTO et al., 2008).

IL-1 é uma citocina inflamatoria que estimula respostas locais e sistémicas. 1L-1B
interage com receptores hipotaldmicos, culminando na producdo de prostaglandinas,
ciclooxigenase e febre. IL-1p se liga a receptores de IL-1 e promove a sintese de IL-6. Exibe
ainda efeitos diretos e indiretos na maturacdo de osteoclastos, contribuindo para a erosédo
0ssea (COLMEGNA et al., 2012).

O Unico antagonista de IL-1 aprovado pelo FDA é o biofarmaco anakinra, indicado no
tratamento de AR ndo-responsiva a DMARDSs, e que possui utilidade limitada no tratamento
da AR quando comparado aos demais agentes biolégicos disponiveis (COLMEGNA et al.,
2012).

1.5.2.2 Inibidores de ativagéo celular

As células T ativadas sdo importantes efetores na patogénese da AR. Para que estejam
completamente ativadas, essas células necessitam de 2 sinais de células apresentadoras de
antigenos (APCs). O primeiro sinal é antigeno-especifico e resulta do encontro do receptor

das células T com complexo principal de histocompatibilidade (MHC) contendo o peptideo
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imunogénico nas APCs. O segundo sinal resulta da ligagdo de um receptor co-estimulatorio
na célula T a um ligante na APC. A interacdo de CD28 nas células T com CD80 ou CD86 nas
APC é um exemplo de sinal co-estimulatorio. Uma vez ativado, o antigeno 4 associado ao
linfocito T-citotdxico (CTLA4) comeca a ser expresso na superficie das células T. CD80 e
CD86 possuem uma afinidade maior para CTLA4 quando comparado com CD28 (WEYAND
& GORONZY, 2006).

Abatacepte € um biofarmaco que é dirigido a modulacdo das células T pela via co-
estimulatéria CD80/CD86:CD28. Ele € uma proteina de fusdo totalmente humana
compreendendo a porgdo extracelular do CTLA4 e o fragmento Fc de uma IgG1l humana
(KREMER et al., 2003). Essa molécula se liga com alta afinidade ao CD80/86 das APCs,
impedindo que eles se liguem ao CD28 nas células T, interrompendo assim as respostas das
células T que dependem do co-estimulo com CD28. Assim, o Abatacepte diminui a
proliferacdo das células T, inibe a producgdo das citocinas pro-inflamatdrias IL-6 e TNF-a ¢
reduz a resposta imune humoral. Como o CTLA4 é capaz de se ligar diretamente as células
precursoras de osteoclastos e inibir sua diferenciacdo, Abatacepte possui um efeito benéfico
na erosao 6ssea (WEYAND & GORONZY, 2006).

Embora a AR seja vista classicamente como uma doenca dependente de células T, o
sucesso terapéutico obtido com o esgotamento de células B renovou o interesse das pesquisas
sobre o papel dessas células na patogénese da AR.

Rituximabe é um anticorpo quimérico que esgota especificamente células B CD20.
Sua indicacdo é primariamente para pacientes de AR que apresentam resposta inadequada
e/ou intolerancia a uma terapia anti-TNF-o. ou DMARD (ENGEL et al., 2011). A principal
atividade de esgotamento de células B atribuidas ao rituximabe envolve citotoxicidade
dependente de anticorpos. Além disso, ao esgotar as células B, ocorre reducdo de interleucina
17A (IL-17A), interleucina 21 (IL-21) e interleucina 22 (IL-22) e consequente inibigdo da
resposta de Th17 (COLMEGNA et al., 2012).

1.5.2.3 Pequenas moléculas que atuam em vias de sinalizagdo intracelular especificas

Entende-se por “pequenas moléculas” compostos quimicos com peso molecular menor
que 1kDa. Neste caso, as micromoléculas deverdo atuar em vias intracelulares que regulam a
sobrevivéncia e proliferacdo celular, bem como sintese de citocinas e metaloproteases
(SMOLEN & EMERY, 2011).
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As vantagens dessas pequenas moléculas sobre os demais agentes bioldgicos incluem
a biodisponibilidade por via oral e os custos de fabricacdo reduzidos. A maioria dessas
moléculas blogueiam proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKS), tirosina cinase do
baco (Syks) e janus cinases (JAKs) (COLMEGNA et al., 2012).

Até o presente momento, os inibidores com resultados mais promissores sédo o
fostamatinibe sodico (8), um inibidor de Syk cinase de baco, e tofacitinib (9), um inibidor de
JAK (BONILLA-HERNAN et al., 2011).
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Figura 4 - Estruturas de fostamatinibe sédico (8) e tofacitinibe (9).

1.6 A escolha da via da adenosina para estudo na AR

As pesquisas sobre a AR visam entender o que causa a perda da tolerancia e a
inflamacdo localizada na articulacdo; encontrar caminhos para resolver as questdes
imunoldgicas e restaurar a homeostase e as articulacdes danificadas; desenvolver abordagens
terapéuticas curativas e preventivas para que a AR deixe de ser considerada como uma doenca
cronica.

As terapias disponiveis, tanto convencionais quanto bioldgicas falham ou produzem
efeitos terapéuticos apenas parciais. Além disso, ha a falta de biomarcadores confiaveis para
prognostico, resposta terapéutica e toxicidade. Soma-se a isso a alta taxa de mortalidade dos
pacientes com AR, devido a complicacbes sistémicas, em especial as complicacdes
cardiovasculares.

Embora o MTX (1) seja o farmaco de escolha no tratamento da AR, seu uso
prolongado pode levar a complicagbes hepaticas e pulmonares, como a pneumonite
(GOODMAN, T. A., POLISSON R. P., 1994). Nesse contexto, novas vias de sinalizagdo vém

sendo buscadas para proporcionar novas alternativas terapéuticas.
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Diversos sdo 0os motivos para escolher a via da adenosina, um conhecido agente anti-

inflamatdério endégeno (CRONSTEIN, 1994), para estudo e desenvolvimento de novas

abordagens no contexto da AR:

a)

b)

c)

d)

Adenosina pode suprimir a geracdo de ions superéxido em neutrofilos pela
interagdo com receptores de superficie (CRONSTEIN et al., 1983);
Adenosina inibe a adesdo de neutrofilos no local da inflamacéo através da
regulacdo de moléculas de adesdo (FIRESTEIN et al., 1995);

Adenosina regula a producao de citocinas pro-inflamatorias e a expresséo de
Oxido nitrico sintase em macrofagos, que sdo células que contribuem
bastante para o dano tecidual na sindvia (HASKO et al., 1996);

Células dendriticas que se maturaram na presenca de adenosina possuem
uma capacidade reduzida de promover a diferenciacdo de linfécitos ThO
CD4+ em um fendtipo Thl, limitando a resposta pro-inflamatoria iniciada
pelas células T (PANTHER et al., 2003);

Diversos farmacos atuam na via da adenosina: MTX (1) inibe indiretamente
a via de sintese de novo de purinas, provocando acumulo de varios
intermediarios que culmina na liberacdo de adenosina (CHAN &
CRONSTEIN, 2002); MTX (1) inibe a enzima AICAR transformilase,
causando aumento nos niveis de AICAR e consequente inibicdo da AMP
deaminase, que culmina em um aumento nos niveis extracelulares de
adenosina (CRONSTEIN, 2005; WESSELS et al.; 2008); e o &cido acetil
salicilico (10), salicilato de sddio (11) e SSZ (4) sdo capazes de aumentar a
concentracdo de adenosina em exudatos inflamatérios (CRONSTEIN et al.,
1999);

Individuos que sdo incapazes de produzir a enzima adenosina deaminase
(ADA; EC 3.5.4.4), enzima que metaboliza adenosina e 2-desoxiadenosina,
sdo portadores de uma condicdo conhecida como imunodeficiéncia
combinada grave, gerando acumulo de 2-desoxiadenosina trifosfato (dATP),
que inibe a atividade da ribonucleotideo redutase, impedindo a proliferacéo
de linfdcitos e comprometendo o sistema imune (CHAN et al., 2007).
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Figura 5 - Estruturas do &cido acetil salicilico (10) e salicilato de s6dio (11).

Desta forma, ha interesse em que a concentracdo de adenosina esteja aumentada no
local da inflamacdo (articulacdes) para que esses efeitos anti-inflamatorios da adenosina
sejam capazes de proporcionar uma melhora no quadro clinico do paciente com AR.

Para alcancar essa finalidade, pode-se procurar por moléculas que sejam capazes de
atuar nos receptores de adenosina como agonistas ou moléculas que sejam capazes de impedir
sua metabolizacdo, resultando no aumento da concentracdo de adenosina no fluido sinovial.

Dentre essas duas opc¢oes, a escolhida para este estudo é o blogueio da metabolizacao
da adenosina pela inibigdo da ADA pelas seguintes razdes:

a) A concentracdo de ADA no liquido sinovial € maior que a concentracdo de ADA no
soro de pacientes com AR (ZAKERI et al., 2012);

b) possui inibidor aprovado para uso clinico, mas para outra finalidade:

Pentostatina (Nipent®) — indicado para pacientes com tricoleucemia néo
tratada ou ndo responsivos a interferon-a;

Isso mostra que a inibicdo da ADA é uma abordagem clinica viavel e que no contexto

da AR essa inibicdo seria mais pronunciada no local desejado, ou seja nas articulaces.

1.7 Adenosina Deaminase

ADA é uma enzima importante no metabolismo purinico por catalisar a desaminacgao
de adenosina e 2’-desoxiadenosina a inosina e 2’-desoxiinosina, respectivamente, e aménia
(CONWAY & COOKE, 1939; BRADY, 1942).

Sao conhecidas 2 isoenzimas distintas, chamadas de ADA 1 e ADA2 (ZAVIALQV et
al., 2010). ADA1l e ADA2 humanas possuem propriedades cataliticas, bioquimicas e
imunogquimicas distintas: ADAL possui uma afinidade 100 vezes maior pela adenosina
(quando comparada a ADA?2), é altamente inibida por EHNA e atinge sua atividade maxima
em pH fisiol6gico (RATECH et al., 1981; ZAVIALOV & ENGSTROM, 2005; AGARWAL
etal., 1977, MURAOKA et al., 1990). ADA2 é um homodimero simétrico (enquanto ADAL é
monomeérica) e possui arranjos diferentes em seus sitios cataliticos, explicando assim as

diferengas de afinidade pelos substratos e inibidores.
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ADAL ¢ expressa em todos os tecidos e também nos eritrocitos e concentracdes
elevadas sdo encontradas no sistema linféide (VAN DER WEYDEN & KELLEY, 1976;
CHECHIK et al.,, 1981). A sequéncia de aminoacidos da ADAL1l humana possui uma
homologia de 91% com a ADAL bovina (DADDONA et al., 1984; KELLY et al., 1996).
ADAI1 ¢ capaz de reduzir os niveis intracelulares de adenosina e 2’-desoxiadenosina. Um
excesso de 2’-desoxiadenosina gera a producdo de 2’-desoxiadenosina-trifosfato (dATP) que,
em niveis elevados, ativa vias apoptoticas (NHITSU et al., 1998; ALDRICH et al., 2000).

ADAL1 desempenha ainda um papel importante no desenvolvimento do sistema imune,
funcdo e regulacdo de células imunes (BLACKBURN & KELLEMS, 2005; FRANCO et al.,
2007; ANTONIOLI et al., 2012). Seu papel metabolico de regulacdo dos niveis de adenosina
é desempenhado intra- e extracelularmente (AKKARI et al., 2006).

ADA2 sofre extensa glicosilagcdo e apresenta uma ponte dissulfeto conservada e um
peptideo sinalizador em sua estrutura, sugerindo que ADA2, diferentemente de ADAL, atua
especificamente no ambiente extracelular (ZAVIALOV et al., 2010).

Apesar da atividade ADA2 no plasma humano ser conhecida ha tempo (RATECH et
al., 1981), a proteina responsavel pela sua atividade foi isolada recentemente (ZAVIALOV &
ENGSTROM, 2005) e, embora responda por uma pequena parcela da atividade total de ADA,
ela é a enzima predominantemente circulante no soro de individuos normais (RATECH &
HIRSCHHORN, 1981; IWAKI-EGAWA et al., 2006), sendo liberada por
monaocitos/macréfagos. ADA2 pertence a nova familia de fatores de crescimento de ADA
(ADGFs), que possuem um papel importante no desenvolvimento de tecidos (ZAVIALOV &
ENGSTROM, 2005).

Doravante, sempre que for utilizado o acrénimo ADA, entende-se que estejamos nos
referindo a ADAL.

1.7.1 Caracteristicas estruturais da ADA

Os estudos de cristalografia com ADA bovina e murina mostraram que a enzima
possui uma estrutura de barril (B/a)s, com um sitio ativo profundo e um é&tomo de zZn*
localizado na porgdo carboxi-terminal do barril-B, o qual é essencial para a catalise e
estabilidade da proteina (WILSON et al., 1991; NIU et al, 2010).
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Figura 6 - Estrutura cristalografica da ADA humana (COD PDB: 3IAR), evidenciando a estrutura de barril
(B/o)s € 0 &tomo de Zn**.
Seu sitio ativo possui duas conformacBes principais: a conformacdo aberta é

usualmente adotada na auséncia de substrato, a forma fechada é observada em complexos
com uma estrutura nucleosidica (WILSON et al., 1991; SHARFF et al., 1992). A forma
fechada € formada de um subsitio hidrofébico (F0), uma area hidrofilica (SO), delimitada por
um portdo formado pela cadeia principal dos aminoécidos da folha-p (Leul82-Asp185) e duas
cadeias laterais de leucina (Leu 58 e Leu62) de uma a-hélice (Thr57-Ala73). Uma vez aberto,
esse portdo revela dois subsitios hidrofébicos adicionais, F1 e F2 (TAKAYOSHI et al., 2005).

Figura 7 - Formas fechada (esquerda) e aberta (direita) do sitio ativo da ADA humana, e respectivos subsitios
S0, FO, F1 e F2 (Adaptado de TAKAYOSHI et al., 2005).

1.7.2 Caracteristicas cataliticas da ADA

ADA ¢ uma enzima ideal para estudos mecanisticos por ser pequena, monomeérica,
facilmente purificada e por catalisar uma reacao relativamente simples com extrema eficiéncia
(CORTES et al., 2014). Por conta dessa simplicidade e eficiéncia, a ADA tem sido estudada
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visando o entendimento da especificidade de seu substrato e estabilidade enzimatica,
parametros e mecanismos cinéticos (AGARWAL et al., 1975; NAIR & WIECHERT, 1980;
SHU & FRIEDEN, 2005; SABOURY et al., 2002).

O mecanismo catalitico, ilustrado na Figura 8, pode ser descrito da seguinte forma:
inicialmente o Zn*%, um é&cido de Lewis forte, ativa uma molécula de &gua, por meio do
aumento de sua acidez, gerando assim uma hidroxila (nucledfilo). Concomitantemente,
Asp296 e Gly184 estabelecem ligacGes de hidrogénio com N7 e N3 da adenosina, reduzindo
assim a aromaticidade do anel purinico. Glu217 interage também com o NH, e N1 da
adenosina, orientando a molécula. Isso torna o C6 da ligacdo dupla C6=N1 da adenosina mais
suscetivel ao ataque nucleofilico da hidroxila ligada ao Zn*?, formando assim o intermediario
tetraédrico em C6, no qual a hidroxila 6-OH interage com o Zn*? e grupos polares de His238
e Asp295. His238 e Glu217 orientam a saida da molécula de NH3 e formag&o da inosina (WU
et al., 2010). A estereoespecificidade da reacdo é conferida pela localizacdo do Zn*?, His238 e
Asp295 na face B do anel purinico (WILSON et al., 1991).
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Figura 8 — Mecanismo catalitico proposto para a ADA humana (Adaptado de WU et al., 2010).

1.7.3 Inibidores da ADA

Atualmente os inibidores mais potentes da ADA séo o0s produtos naturais coformicina
(12) (K; 0,01 nM) e pentostatina (13) (K; 2,5x10° nM), que foram descritos mais de 30 anos
atrdés (AGARWAL et al., 1977). Atribui-se sua atividade a ligagéo praticamente irreversivel
desses compostos com a ADA, mimetizando o estado de transicdo tetraédrico do mecanismo
catalitico (TERASAKA et al., 2003).

A busca de inibidores da ADA data de 1980, e a biblioteca de compostos compreende
em torno de 400 moléculas. Apesar da vasta gama de compostos, os inibidores sintéticos e

potentes da ADA sd@o poucos, incluindo eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)-adenina (EHNA) (14),
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com um Ki na faixa de nM e seu analogo pirazolo-pirimidinico (15) (K; 5,3x10 nM) (DA
SETTIMO et al., 2005). Eles ndo se mostraram adequados para uso clinico por apresentarem
alta toxicidade, baixa estabilidade quimica, farmacocinética insatisfatoria e um metabolismo
rapido (TERASAKA et al., 2004).

Acreditando que essas propriedades indesejadas sdo oriundas da estrutura biciclica de
(12), (13), (14) e (15), postulou-se que inibidores sem essa subunidade possuiriam
propriedades melhoradas. De fato, o derivado 4-imidazolcarboxamida apresentou K; de 5,9
uM (16), revelando ser uma estrutura promissora (TERASAKA et al., 2003), a qual foi
otimizada por hibridizacdo molecular com o composto (17) ao anadlogo (18), com K; de 7,7
nM (TERASAKA et al., 2004).
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Figura 9 — Estrutura dos principais inibidores da ADA humana.

1.8 Modelagem Molecular
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A modelagem molecular é uma disciplina que se utiliza de estratégias computacionais
para modelar e/ou deduzir informacdes a partir de um sistema em seu nivel atémico
(PENSAK, 2009). Tais estratégias incluem calculos de energia de determinado sistema,
processos de minimizagdo de energias e dindmica molecular. A modelagem molecular € capaz
também de identificar regibes moleculares envolvidas nas interagbes responsaveis por
determinada atividade biologica.

A modelagem molecular tem sua origem quando os conhecimentos de mecanica
classica comegam a ser aplicados na quimica para descrever os sistemas moleculares, gerando
assim a mecanica molecular. As energias séo calculadas a partir de campos de forgas, 0s quais
sdo funcGes matematicas que modulam a variacao de energia quando as mesmas se modificam
de seus estados iniciais. A dindmica molecular, outro método classico, € uma simulacéo
computacional do movimento de um namero finito de &tomos por um determinado periodo de
tempo, obedecendo a equagdes Newtonianas de movimentos e as forgas atuantes no sistema.
E uma técnica Gtil no estudo de bicamadas lipidicas, enovelamento de proteinas e no modo de
interagdo de ligantes e seus biorreceptores (SANT’ANNA, 2009).

O desenvolvimento da quimica quantica permitiu calculos mais precisos, e a0 mesmo
tempo mais complexos, para os sistemas moleculares. Os principais métodos quéanticos
utilizados sdo os métodos ab initio e os métodos semi-empiricos. O método ab initio tem sua
origem na necessidade de descrever eventos quimicos onde correlacdes eletrdnicas (interaces
entre elétrons na estrutura eletrénica de um sistema quantico) sao importantes (FRIESNER,
2005).

Apesar de sua importancia, os calculos envolvidos no método ab initio sdo longos
capazes de comprometer o tempo de trabalho. Dessa forma, foram desenvolvidos os métodos
semi-empiricos, a partir de parametros empiricos, para permitir o céalculo de propriedades
moleculares de forma mais rapida em sistemas moleculares mais complexos.

Toda essa pesquisa sobre o calculo de propriedades moleculares permitiu o
aparecimento de técnicas que possuem aplicagdes em pesquisa, como desenvolvimento de
materiais, entendimento de reagdes quimicas, e em especial no desenvolvimento de novos
farmacos.

Estratégias como o desenho de farmacos baseado na proteina (do inglés Structure
Based Drug Design — SBDD) incorporam o conhecimento da estrutura tridimensional da
proteina para identificar relagcGes entre a estrutura e a atividade, estudar as bases moleculares

das interacGes ligante-proteina, caracterizar sitios de ligacdo, orientagdes e conformacoes
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putativos de interacdo de ligantes ainda ndo co-cristalizados e a observacdo do
comportamento dindmico de moléculas e complexos de interesse farmacologico
(CAVASOTTO & PHATAK, 2009; VERLI & BARREIRO, 2005).

O SBDD comeca com a identificagdo de um sitio de ligagdo na proteina alvo.
Preferencialmente obtém-se o cristal da proteina alvo em conjunto com o substrato ou algum
ligante conhecido. A partir dai, diversas estratégias de modelagem molecular podem ser
utilizadas para desenvolver um prototipo.

O conhecimento prévio de substratos e/ou cofatores, bem como inibidores, ainda que
n&o ideais, servem de base para a identificacdo de interacdes que podem ser modificadas para
maximizar as intera¢cbes complementares com o sitio ativo (ANDERSON, 2003).

Uma vez identificadas essas interacfes e desenhados novos compostos, utilizam-se
ferramentas de ancoramento molecular para triar conformacgdes capazes de se ajustar ao sitio
ativo e avaliar o sucesso de tal proposicédo. Esse processo auxilia na escolha dos compostos a
serem sintetizados e faz parte de um processo iterativo, no qual os compostos que obtiveram
sucesso sdo submetidos a novas etapas de otimizagdo (HOLTJE et al., 2008).

Exemplos de farmacos que foram desenvolvidos a partir dessa abordagem incluem
captopril (19), zanamivir (20), oseltamivir (21), amprenavir (22) e nelfinavir (23).
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Figura 10 - Farmacos desenvolvidos a partir de SBDD.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos a comparacdo dos perfis de reconhecimento
molecular dos inibidores conhecidos da ADA, elei¢do dos grupos funcionais farmacoforicos
para o perfil de inibigdo da ADA atraves de estudos de ancoramento molecular, por meio de:

- Andlise dos inibidores conhecidos;
- Desenho dos ligantes, minimizacéo e validacdo dos métodos computacionais;
- Identificacdo das principais intera¢gdes com o sitio ativo.

Uma vez identificadas as principais interagdes com o sitio ativo, sera feita a
proposicdo de novos inibidores da ADA humana explorando as interacdes dos grupos
funcionais farmacoforicos, a realizacdo de estudos de ancoramento molecular destes novos
compostos propostos na ADA humana avaliando seus respectivos perfis de reconhecimento
molecular in silico, a aquisicdo e/ou sintese desses compostos propostos e teste em um

protocolo de inibicdo competitiva da ADA humana por meio de ensaio espectrofotométrico.

3 METODOLOGIA

3.1 Desenho e validacdo da metodologia de minimizacao dos ligantes

Os compostos avaliados nos estudos in silico foram desenhados no programa
Spartan’08 (Wavefunction Inc.). Utilizou-se como parametro a estrutura da adenosina e
comparou-se a média do comprimento das ligacdes dos métodos de minimizacdo utilizados
(6-31G*, AM1, PM3, MNDO e RM1) com o comprimento médio das ligagcdes descritas para
o cristal de adenosina (LAl & MARSH, 1972).

3.2 Validagdo da Metodologia de ancoramento molecular
Os estudos de ancoramento molecular foram realizados no programa GOLD 5.2 (do
termo em inglés Genetic Optimization for Ligand Docking). As seguintes etapas foram
seguidas para todas as funcdes de ranqueamento:
- Adicéo de atomos de H na ADA humana (codigo PDB: 31AR);
- Definicéo do estado de protonacéo das histidinas e da geometria do metal:
His15 - N° protonado;
His17 - N° protonado;
His214 - N° protonado;
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His238 - N° protonado;
Geometria do metal - bipirdmide trigonal;

- Definicdo do sitio ativo: raio de 10A do ligante 2’-desoxiadenosina;

- Obtencdo e analise dos resultados.

Para a escolha da funcdo de ranqueamento foi realizado o re-ancoramento com a
molécula 2’-desoxiadenosina e medido o desvio médio quadratico (RMSD) da conformacao
gerada por cada uma das fungdes disponiveis no programa com a conformacdo cristalizada
com a ADA. Foram realizadas 10 corridas para cada uma das fun¢des disponiveis, a saber
ASP, GOLDscore, CHEMscore e CHEMPLP, e anotado o valor de RMSD para a solugédo
com maior pontuagdo em cada corrida. Em seguida foi obtida a média desses 10 valores de
cada uma das funcgdes e escolhida a funcdo de ranqueamento que obteve 0 menor valor médio.

A funcdo ASP é derivada da analise estatistica de distribuicdes e frequéncias de
interacdes de pares de atomos observadas experimentalmente, de uma colecdo de complexos,
gerando assim potenciais para estabelecer interaces favoraveis ou nao (MOOJI &
VERDONK, 2005).

A funcdo GOLDscore considera a soma dos termos de energia de ligacdo de
hidrogénio do complexo proteina-ligante, energias de Van der Waals do complexo e do
ligante, e energia torcional do ligante (JONES et al., 1997).

A funcdo CHEMscore é derivada a partir de dados experimentais de 82 complexos
proteina-ligante, estimando a mudanca da energia livre total decorrente da interacdo
(ELDRIDGE et al. 1997).

A funcdo CHEMPLP contém um potencial especifico (Piecewise Linear Potential)
para o calculo da complementariedade estérica entre a&tomos (diferentes de hidrogénio), da
proteina e do ligante, além de termos para ligac6es de hidrogénio que consideram distancias e
angulos destas ligagdes, bem como ligacbes envolvendo metais. Contém também termo para
colis@es entre &tomos e um termo torcional derivado do campo de forga Tripos (KORB et al,
2009).

3.3 Selecdo de Compostos Semelhantes a partir de Banco de Dados e Andlise das Interacdes
Os inibidores da ADA humana e bovina descritos foram selecionados do banco de
dados CHEMBL?®. Em sequida, eles foram classificados quanto a sua estrutura a partir do

critério abaixo:

2 Disponivel em: www.ebi.ac.uk/chembl/ - Acesso em: 10/11/2014.
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Grupo 1A - Compostos com anel de 5 membros com substituinte estruturalmente
distinto de um anel oxolanico;

Grupo 1B - Compostos com anel de 5 membros com substituinte estruturalmente
semelhante a um anel oxolanico;

Grupo 2A - Compostos biciclicos com anéis de 5 e 6 membros com substituinte
estruturalmente distinto de um anel oxolanico;

Grupo 2B - Compostos biciclicos com anéis de 5 e 6 membros com substituinte
estruturalmente semelhante de um anel oxolanico;

Grupo 3A - Compostos biciclicos com anéis de 5 e 7 membros fundidos com
substituinte estruturalmente distinto de um anel oxolanico;

Grupo 3B - Compostos biciclicos com anéis de 5 e 7 membros fundidos com
substituinte estruturalmente semelhante de um anel oxolanico.

A Figura 11 mostra exemplos de estruturas pertencentes a cada um dos grupos.
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Figura 11 - Exemplos de estruturas pertencentes aos grupos 1A, 1B, 2A, 2B, 3A e 3B.

Em seguida, foi avaliada a presenca ou auséncia de semelhanca estrutural de cada
composto com os demais integrantes do mesmo grupo. A semelhanca estrutural limita-se,
nesse caso, a diferencas em um unico atomo escolhido dentre C, N, O e halogénios. Nessas

condicBes os critérios para presenca de semelhanca estrutural foram:

¥ O autor n&o possui henhum conflito de interesse com o banco de dados em quest&o.
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a) Adicao/remocéo de substituinte:
A Figura 12 ilustra duas moléculas cuja diferenca estrutural reside na presenca de um

grupo amina. Tal diferenca é considerada dentro dos critérios propostos.
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Figura 12 - Exemplo de compostos considerados semelhantes a partir do critério da adigdo/remocdo de
substituintes.

b) Troca de substituinte:
A Figura 13 ilustra duas moléculas cuja diferenca estrutural reside na presenca de um
grupo hidroxila em uma e a presenca de um grupo amino em outra. Tal diferenca é

considerada dentro dos critérios propostos.
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Figura 13 - Exemplo de compostos considerados semelhantes a partir do critério da troca de substituintes.

c) Isosterismo classico:
A Figura 14 ilustra duas moléculas cuja diferenca estrutural reside na substituicdo de
um atomo de nitrogénio do anel purinico por um atomo de carbono. Tal diferenca é

considerada dentro dos critérios propostos.
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Figura 14 - Exemplo de compostos considerados semelhantes a partir do critério do isosterismo.

d) Incluséo de metileno em série homdloga:
A Figura 15 ilustra duas moléculas cuja diferenca estrutural reside na inclusdo de um

metileno na cadeia alquilica. Tal diferenca € considerada dentro dos critérios propostos.
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Figura 15 - Exemplo de compostos considerados semelhantes a partir do critério da adigdo de metileno em série
homologa.

Uma vez identificada a semelhanca entre compostos, realizou-se a avaliacdo dos
valores de pKi conhecidos. Uma diferenca de valores de pKi maior que 2 foi considerada
significativa e esses compostos foram posteriormente submetidos a estudos de ancoramento
molecular para avaliagdo do modo de ligagdo dos compostos com a enzima.

Os estudos de ancoramento molecular foram novamente realizados no programa
GOLD 5.0. Os mesmos critérios utilizados anteriormente foram aplicados para todas as

combinacg6es de compostos cuja diferenca de valor de pKi foi maior que 2.

3.4 Estudos de cinética enzimatica
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A cinética da ADA foi estudada por meio da obtencéo dos parametros da enzima e por

ensaios de inibicao.

3.4.1 Obtencdo dos parametros da ADA humana

A conversdo da adenosina em inosina pela ADA foi ensaiada em um método de
deteccdo espectrofotométrica continua adaptado de Murphy e colaboradores (1982). Em uma
cubeta de quartzo, com um caminho ético de 1 cm, foram adicionados tampéo fosfato (pH
7,4), 4gua e adenosina, os quais foram misturados por inversdo. Adicionou-se ADA com
imediata mistura por inversdo e posicionamento da cubeta no espectrofotdometro para
monitoramento do decréscimo de absorbancia em um comprimento de onda de 265 nm
durante 5 minutos. Anotou-se os valores de absorbancia no tempo 0 e no tempo de 5 minutos.

Foram ensaiadas as seguintes concentragcdes de adenosina: 5 uM, 10 uM, 25 uM, 40
UM, 50 pM, 60 pM, 75 pM, 80 uM, 100 pM e 150 uM. A velocidade da reacgéo foi calculada

de acordo com a Equacao 1:

(AA265nm/m i n) (3) (fd)

Unidades/mL de enzima = (8,1) (0,1)

Equacéo 1

Sendo que:

Aoesnm = absorbancia medida a 265nm

3 = volume total da cubeta em mL

fd = fator de diluicdo

8,1 = coeficiente de extingdo milimolar da adenosina a 265nm

0,1 = volume de ADA usado em mL

3.4.2 Ensaios de inibicdo da ADA humana

Os ensaios de inibigcdo para obtencdo dos valores de Ki dos inibidores obedeceram ao
mesmo procedimento acima. Em uma cubeta de quartzo, com um caminho 6tico de 1 cm,
foram adicionados tampdo fosfato (pH 7,4), 4gua, adenosina e inibidor, os quais foram
misturados por inversdo. Adicionou-se ADA humana com imediata mistura por inverséo e
posicionamento da cubeta no espectrofotbmetro para monitoramento do decréscimo de
absorbancia em um comprimento de onda de 265 nm durante 5 minutos. Anotou-se os valores

de absorbancia no tempo 0 e no tempo de 5 minutos. A Figura 16 ilustra os inibidores
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testados, EHNA (14), é&cido 1-benzil-5-metil-1H-pirazol-3-carboxilico (24) e 1-benzil-5-
metil-1H-pirazol-3-formamida (25).

NH,

N N\
S
X N
N 0 N O N
~ N~
v N v N
HaC / HO — H,N —
E CH4 CH4

H

o

(14) (24) (25)

Figura 16 - Estrutura dos compostos testados como inibidores da ADA.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenho e validacdo da metodologia de minimizacao dos ligantes

A validacdo dos métodos computacionais deve ser feita a partir da comparacdo com
dados experimentais, para mostrar que os estudos in silico sdo capazes de reproduzir os
resultados in vitro e in vivo. Dessa forma, deve-se escolher um parametro que permita essa
comparacdo de forma eficaz. Alguns dos compostos em questdo foram submetidos a ensaios
de ancoramento molecular, que modificaram sua estrutura tridimensional, i.e. os angulos de
torcdo das ligacBes, mas ndo alteraram o comprimento e angulo de suas ligacoes.

No presente caso, 0 parametro escolhido para validar a metodologia de minimizacéo
dos ligantes de ADA foi o comprimento das ligacGes medidos a partir dos atomos pesados
(carbono, nitrogénio e oxigénio) do cristal da molécula de adenosina, conforme mostrado na

Figura 17.
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Figura 17 - Distancias e angulos das ligacfes dos dtomos pesados da molécula de adenosina, com um desvio
padréo de 0,003A (adaptado de LAl & MARSH, 1972).

A Tabela 1 mostra os valores médios obtidos para o comprimento (em A) de cada tipo

de ligacdo da molécula de adenosina.

Ligacdo Dados Exp. | AM1 | MNDO | PM3 RM1 | 6-31G*
0-Cgp3 (X5) 1,422 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Csp3-Copz (x4) 1,522 1,525 1,6 1,575 | 1,575 1,6
Capa-Nar (X1) 1,466 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5
Car-Car (X2) 1,398 1,45 1,4 1,4 1,4 1,4
Nar-Car (X8) 1,350 1,3875 | 1,3875 | 1,375 | 1,3875 | 1,3875
Car-Ngpa (x1) 1,332 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4

Tabela 1 - Valores médios obtidos para o comprimento (em A) para cada tipo de ligacdo dos atomos pesados da
molécula de adenosina.

Analisando a tabela dos valores médios para o comprimento de cada tipo de ligacdo
dos atomos pesados da molécula de adenosina, pode-se ver que todos o0s métodos
computacionais apresentaram valores idénticos (1,4) para a média de comprimento das
ligagdes O-Csps (1,422) e Cu-Ngpz (1,332). Para a ligagdo Csps-Csps (1,522) 0 método que
obteve valor mais proximo foi 0 AM1 (1,525). Para as ligages Csps-Nar (1,466) € Ca-Car
(1,398) os métodos que apresentaram valores mais proximos foram MNDO, PM3, RM1 e 6-
31G* (1,5 e 1,4, respectivamente). Para a ligacdo Na-Cy (1,350) 0 método PM3 ficou
préximo (1,375) do valor experimental.

Assim, o método PM3 foi aquele que resultou em valores de média de comprimento

de ligacOes mais proximos ao experimental em 5 dos 6 tipos de ligacdes analisadas. Por essa
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razdo, o método escolhido para a minimizacdo dos demais ligantes estudados foi o método

semi-empirico PM3.

4.2 Validagdo da metodologia de ancoramento molecular

No caso da validacdo de métodos de ancoramento molecular, também se faz necessaria
a comparacdo com dados experimentais. No presente trabalho, utilizou-se a ADA humana e
seu substrato co-cristalizado 2’-desoxiadenosina (cdédigo PDB: 3IAR), e cada uma das
funcdes de ranqueamento disponiveis no programa GOLD 5.2, a saber ASP, CHEMPLP,
CHEMscore e GOLDscore. O parametro escolhido para esta etapa de validacdo foi o valor de
RMSD por compara¢do da conformagdo de 2’-desoxiadenosina co-cristalizada com ADA
com a conformacéo obtida apos a sua redocagem. A Tabela 2 mostra os valores de RMSD do
composto 2’-desoxiadenosina obtidos para cada fungdo de ranqueamento do programa GOLD
5.2.

Valor de RMSD do resultado com melhor pontuacéao

Corrida ASP CHEMPLP | CHEMscore | GOLDscore

1 0,529 0,468 0,960 0,696

2 0,512 0,444 0,959 0,710

3 0,535 0,454 1,144 0,600

4 0,552 0,484 1,012 0,707

5 0,517 0,500 1,101 0,628

6 0,451 0,462 0,982 0,585

7 0,522 0,469 1,130 0,627

8 0,531 0,453 0,929 0,660

9 0,508 0,487 0,898 0,689

10 0,487 0,477 1,030 0,694
Média 0,514 0,470 1,015 0,660

Tabela 2 - Valores de RMSD do composto 2’-desoxiadenosina obtidos para cada funcdo de ranqueamento do
programa GOLD 5.2.

A funcgéo de ranqueamento escolhida para os ensaios de ancoramento molecular foi a
funcdo CHEMPLP por apresentar uma média de valores de RMSD de 0,470, menor que as
demais fungdes (ASP: 0,514; CHEMscore: 1,015; GOLDscore: 0,660), traduzindo assim uma

melhor capacidade de reproduzir os dados experimentais.

4.3 Selecdo de compostos semelhantes a partir de banco de dados e anélise das interacdes
O estudo das interacBes entre proteinas e moléculas pequenas compreende etapa

importante para a pesquisa farmacéutica, sendo o desenho de farmacos usualmente baseado
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em relacOes de complementaridade identificadas entre as estruturas do alvo molecular e do

ligante e os aspectos termodindmicos das ligacdes (OLSSON et al., 2008).

4.3.1 Termodinamica das interac0es

De forma geral, a inibicdo de uma enzima, isto €, a ligacdo nao covalente do inibidor a
enzima, ocorre somente quando ha uma queda no valor de energia livre (AG), termo que é
sabidamente conhecido como a soma do termo entélpico (AH) e do termo entropico (-TAS).

Quando informacdes cristalograficas estdo disponiveis, € possivel propor, a partir do
complexo ligante-proteina, relacfes entre a geometria e a termodindmica das interacfes. O
comportamento tradicional em justificar atividades em interacdes visiveis cria uma
dependéncia muito grande dos termos entélpicos, que acaba muitas vezes negligenciando a
flexibilidade e cooperatividade do sistema (BISSANTZ et al., 2010).

O termo entropico é importante para os estudos de modelagem por estar relacionado a
solvatacao e dessolvatacdo dos ligantes, uma vez que os sistemas biologicos sdo compostos de
agua e a restricdo conformacional ocasionada pela associacdo entre enzima-inibidor, onde a
medida que o inibidor se imobiliza na enzima, h4 uma diminuicdo no valor do termo
entropico (GOHLKE & KLEBE, 2002). Os estudos de modelagem molecular ainda ndo séo
capazes de determinar, satisfatoriamente, a contribuicdo entrépica envolvida na interacdo

estudada.

4.3.2 InteragBes favoraveis e produtivas

Os estudos de ancoramento molecular sdo, na maioria dos trabalhos de modelagem
molecular, utilizados para justificar as razGes moleculares associadas a presenca ou auséncia
de atividade de compostos a partir das interac6es favordveis observadas.

Isso € tdo verdade que quando do desenho de compostos novos, 0s cientistas partem
do principio que aumentando o nimero de interacdes com a proteina haverd um aumento na
atividade desejada, pois se tem como verdadeira a premissa de que o reconhecimento
molecular dos sistemas biologicos depende de interagdes especificas entre a
biomacromolécula e a micromolécula.

E interessante notar que esse raciocinio funde dois conceitos muito similares, porém
sutilmente distintos, o conceito de uma “interacdo favoravel entalpicamente” e o de uma
“interagdo produtiva para o efeito farmacoldgico desejado”. Uma interagdo é favoravel

guando, somente do ponto de vista termodindmico, ha complementaridade, como por
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exemplo, interagdes de hidrogénio, interacdes ibnicas, hidrofobicas, sem se preocupar com 0
efeito que essa interacdo exercera na producado do efeito farmacoldgico estudado.

Uma interacdo favoravel sera produtiva quando ela for capaz de proporcionar uma
melhora na atividade farmacoldgica ou fendbmeno investigado. O ponto importante de se
distinguir entre essas duas caracteristicas relacionadas as interagcdes entre uma micromolécula
e uma biomacromolécula é que nem sempre uma interacdo favoravel podera ser considerada
uma interacdo produtiva (BISSANTZ et al., 2010).

Como mencionado acima, uma limitacdo dos ensaios de ancoramento molecular,
decorrente das fun¢des de ranqueamento, é a dificuldade de considerar as variacdes entropicas
geradas pela imobilizacao de ligacGes decorrente das interacdes. Dessa forma, fica dificil que
0 ranqueamento previsto pelas fungdes utilizadas seja compativel com o observado
experimentalmente.

Nesse cenario convem entdo estudar a enzima e seus inibidores para identificar quais
interacdes favoraveis sdo de fato produtivas para o efeito inibitdrio desejado. A ideia por tras
dessa estratégia € identificar quais sdo as diferencas de interacdo entre 0s compostos e o sitio
ativo da enzima alvo e como essas diferencas séo capazes de modificar os valores de Ki, para
identificar assim quais interagOes sdo relevantes para o perfil de ligag&o de um inibidor.

Outra premissa utilizada no presente trabalho € que compostos estruturalmente
semelhantes interagem com a ADA de forma semelhante. Assim, as diferencas estruturais
serdo responsaveis pela diferenca do valor de Ki.

Diante do grande universo de compostos testados para a ADA na literatura, e das
premissas acima, foram estabelecidos critérios para identificar compostos com uma diferenca
estrutural minima e que possuem uma grande diferencga nos valores de Ki.

E importante salientar que as comparacdes foram baseadas nos valores de pKi para
inibicdo das mesmas enzimas, ou seja, ainda que as estruturas fossem semelhantes de acordo
com os critérios pré-estabelecidos, caso fosse descrito, por exemplo, uma constante de
inibicdo para ADA humana para um composto e inibicdo da ADA bovina para o outro, 0
modo de interacdo ndo seria comparado, uma vez que os valores de pKi variam entre as
enzimas de diferentes espécies.

Aqui ha a preocupagdo em fornecer informagfes para que a motivagdo de uma
modificacdo estrutural, seja ela uma hibridizacdo molecular ou uma troca bioisostérica, possa

ser complementada por uma compreensdo do ambiente e do comportamento do ligante, de
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forma a aumentar a expectativa de sucesso da mudanca estrutural proposta. Nesse caso, a

ideia é saber, de antemdo, se a modificacdo molecular teria chances de sucesso.

4.3.3 Analise comparativa
A andlise dos resultados da base de dados CHEMBL gerou um total de 408 compostos
relacionados a ADA murina, bovina e humana. Apds a classificacdo de acordo com sua

estrutura, os 408 compostos foram divididos conforme mostrado na Tabela 3.

Grupo Quantidade de
compostos

1A 7

1B 56

2A 105
2B 72
3A 12
3B 156

Tabela 3 - Quantidade de compostos relacionados a ADA obtidos na busca do CHEMBL, classificados por
grupo estrutural.

Apos isso, cada um dos compostos de cada grupo teve sua estrutura comparada com 0s
demais integrantes do grupo, com o intuito de identificar semelhancas de acordo com o0s
critérios previamente estabelecidos na Metodologia. A Figura 18 ilustra a tabela de

comparacgéo para o grupo 1B.
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Figura 18 - Exemplo de comparagéo estrutural dos compostos do grupo 1B, no qual estdo assinalados em verde

0s compostos estruturalmente semelhantes, bem como o critério de semelhanca utilizado.

As duplas de compostos com estruturas semelhantes foram, em seguida, tabeladas,

tamente com os valores de pKi de cada uma delas, obtidos da base de dados CHEMBL,
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A B c D E E G H | J
10
11 |Grupo 1-B
12
13 |Composto A pkKi Composto B pKi Diferenca
14 |CHEMBL13696 5,229 CHEMBL 14106 4 468 0,962 0 Linha de Corte da Diferenca de Ki
15 | CHEMBL17825 7,456 CHEMBL17870 5,983 1473 0 [Ki = |2
16 | CHEMBL17825 7 456 CHEMBL17889 G484 1,022 0
17 |CHEMBL17825 7,456 CHEMBL17954 4 THT 2709 1
18 | CHEMBL17881 4796 CHEMBL17889 6,484 1,638 0
19 | CHEMBL17881 4 796 CHEMBL17954 4 M7 0,049 0
20 | CHEMBL17889 5,434 CHEMBL17954 4 M7 1,687 0
21 |[CHEMBL17870 5,983 CHEMBL18078 6,900 0,917 0
22 | CHEMBL17825 7,456 CHEMBL18078 6,900 0,556 0
23 |CHEMBL17881 4796 CHEMBL18119 5 %1 0,365 0
24 | CHEMBLA7870 5983 CHEMBL18131 4, 95 1,008 0
25 CHEMBL17881 4796 CHEMBL18188 6,082 1,236 0
26 | CHEMBL17954 4747 CHEMBL18188 6,0B2 1,284 0
27 |CHEMBL18119 5,161 CHEMBL13188 6,082 0,870 0
28 | CHEMBL17954 4747 CHEMBL18586 4,40 0,307 0
20 | CHEMBL17889 6,434 CHEMBL18586 4 M0 1,994 0
30 | CHEMBL13697 4,000 CHEMBL274888 4,000 0,000 0
31 |CHEMBL13696 5,229 CHEMBL327830 6,67 0,938 0
32 | CHEMBL17825 7 456 CHEMBL279149 5,36 2,060 1
33 |CHEMBL17825 7,456 CHEMBL276360 4,409 3,047 1
34 | CHEMBL17825 7 456 CHEMBL2T7E073 5992 1,864 0
35 | CHEMBL141086 4,268 CHEMBL274888 4,000 0,268 0
36 | CHEMBLG2360 4 585 CHEMBLG4503 515 1,160 0
37 | CHEMBLG2541 3,000 CHEMBLG4502 4,300 1,620 0
38 | CHEMBLE4502 4 620 CHEMBLG4503 55 1,125 0
39 | CHEMBLG4502 4 620 CHEMBLG5G27 5008 0,398 0
40 | CHEMBLG2541 3,000 CHEMBLG5G28 6,993 3,523 1
41 |CHEMBLE2360 4 585 CHEMBLG5628 6,993 1,938 0
42 | CHEMBLG4503 5,745 CHEMBLG5628 6,903 0778 0
43 |CHEMBLESG27 5,018 CHEMBLG5G28 6,903 1,508 0
44 CHEMBL18014 5,599 CHEMBL279149 5,36 0,203 0
45 | CHEMBL18131 4,975 CHEMBL2T76073 5902 0,617 0
46 | CHEMBL93280 8,114 CHEMBL122016 5,986 2227 1
47 | CHEMBL17954 4 747 CHEMBL440769 4, B0 0,567 0
48 CHEMBL18367 3,460 CHEMBL440769 4,80 0721 0
49 | CHEMBL121939 7,959 CHEMBL420174 7,01 0,918 0
50 CHEMBL121839 7,959 CHEMBL338076 s 0,436 0
51 |CHEMBL121714 7,420 CHEMBL338076 7903 0,103 0
52 | CHEMBL93560 7,959 CHEMBL327830 G, 67 1791 0
53 | CHEMBLGSG28 5,523 CHEMBL292750 6,2 0,301 0
54 | CHEMBLG4502 4 620 CHEMBL292750 6,2 il 0

Figura 19 — Imagem da planilha contendo as duplas obtidas identificadas pela comparacdo estrutural,
respectivos valores de pKi e diferenga encontrada, estando valores maiores do que 2 realgados em vermelho.

A Tabela 4 a seguir mostra as 9 comparagdes que atenderam 0s critérios pré-
estabelecidos anteriormente: semelhanca estrutural e diferenga de valor de pKi maior que 2
unidades para enzimas da mesma espécie. Os valores de pontuagdo obtidos nos ensaios de

ancoramento molecular sdo também mostrados.

Diferenca
pKi
CHEMBL17825 | 7,456 76,99 CHEMBL279149 | 5,396 74,63 2,06
CHEMBL17825 | 7,456 76,99 CHEMBL276360 | 4,409 73,33 3,05
CHEMBL128787 | 6,721 60,43 CHEMBL17638 | 4,638 59,09 2,08
CHEMBL115824 | 7,000 74,24 | CHEMBL604599 | 3,959 61,79 3,04
CHEMBL17822 | 4,149 67,93 CHEMBL18838 | 6,796 74,62 2,10
CHEMBL1651380 | 7,398 56,40 | CHEMBL604016 | 5,155 51,73 2,24
CHEMBL104714 | 6,304 66,70 | CHEMBL322906 | 8,328 74,67 2,02
CHEMBL1181766 | 9,000 83,86 CHEMBL364717 | 6,276 80,54 2,72
CHEMBL296435 | 8,699 70,08 CHEMBL321338 | 6,076 66,75 2,62

Tabela 4 - Compostos analisados e respectivos valores de pKi, pontuacdo e médulo da diferenca de pKi.

Composto pKi | Pontuacédo Composto pKi | Pontuacéo
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4.3.3.1 CHEMBL279149 vs CHEMBL 17825

A diferenca estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL17825 possui um grupo carboxamida ligado ao anel imidazélico (A) enquanto o
composto CHEMBL279149 possui uma metilenoamina (A”).

A Figura 20 mostra a estrutura de cada um dos compostos, nas quais a diferenca
estrutural estd em evidéncia, bem como os valores de pKi e a pontuacao obtida nos ensaios de
ancoramento molecular. Os valores de pKi foram obtidos do trabalho de Cristalli e
colaboradores (1991).

CHj4 CHj
CHEMBL279149 CHEMBL17825
pKi = 5,396 pKi = 7,456
Pontuacdo: 75,82 Pontuacao: 76,99

Figura 20 - Estrutura dos compostos CHEMBL279149 e CHEMBL17825, com a diferenca entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuacdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

CHEMBL279149 possui em sua estrutura um grupo amino primario, o qual possui
pKa calculado de 9,96. Assim, em pH fisioldgico (7,4) a estrutura predominante serd aquela
na qual o grupo amino estara protonado.

A presenca da carbonila na estrutura proporciona poses distintas para 0 composto
CHEMBL17825 no sitio ativo da ADA humana quando comparado ao CHEMBL279149.

Os principais sitios de interacdo do composto CHEMBL17825 (amarelo) estdo em
destague na Figura 21. Pode-se perceber que, embora a hidroxila da cadeia alquilica de
CHEMBL17825 esteja proxima da carboxila de Asp19 (1,8 A) e do anel imidazdlico de
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His17 (2,0 A), somente a interagdo com a carboxila de Asp19 é favoravel por possuir uma
orientacdo adequada. O oxigénio da carbonila de CHEMBL17825 esta em uma orientacdo
adequada para a interacdo com o anel imidazoélico de His238, porém a distancia observada
entre eles, 3,2 A, torna essa interacio pouco favoravel. O hidrogénio do grupo amino de
CHEMBL17825 apresenta orientacdo e distancia (2,7 A) adequadas para interacio com a
carboxila de Glu217, assim como o nitrogénio imidazolico de CHEMBL17825, que se
encontra a 2,1 A do hidrogénio do grupo amino da cadeia principal de Gly184. O atomo de
oxigénio do grupo carboxamida esta a uma distancia de 2,5 A do metal Zn*?, distancia essa
maior que as comumente encontradas para esse tipo de ligaco (2,08-2,15 A) (ZHENG et al.,
2008) de forma que tal interacdo ndo deve contribuir para o valor de pKi observado.

Os sitios de interacdo do composto CHEMBL279149 (magenta) também podem ser
observados na Figura 21. O hidrogénio da hidroxila da cadeia lateral de CHEMBL279149
esta distante 2,2-2,9 A da carboxila de Asp19 e o oxigénio da hidroxila da cadeia lateral de
CHEMBL279149 esta distante 2,3 A do anel imidazélico de His17, ambos apresentando
orientacdes inadequadas que desfavorecem as interacbes com Aspl9 e His17. O grupo amino
protonado de CHEMBL279149 apresenta, por sua vez, orientacdo e distancia adequadas para
interacdo: seus hidrogénios estdo a distancias de 2,1-2,9 A da carboxila de Asp295 e a
distancias de 2,0-3,0 A da carboxila de Glu217. CHEMBL279149 nio realiza nenhuma
interacdo com Gly184.

Figura 21 - Diferenga do modo de interacdo de CHEMBL17825 (amarelo) e CHEMBL279149 (magenta), e
suas respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.
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As diferencas observadas, como a interacdo favoravel do hidrogénio da hidroxila da
cadeia alquilica de CHEMBL17825 com a carboxila de Aspl9 e também a interacdo do
nitrogénio imidazolico de CHEMBL17825 com o grupo amino de Gly184, compensaram as
interagGes do grupo amino protonado de CHEMBL279149 com Asp295 e Glu217, sendo

consideradas responsaveis pela diferenca de pKi observada.

4.3.3.2 CHEMBL276360 vs CHEMBL17825

A diferenca estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL17825 possui um grupo carboxamida ligado ao anel imidazolico (A) enquanto o
composto CHEMBL276360 possui uma carboxila (A”).

A Figura 22 mostra a estrutura de cada um dos compostos, estando a diferenca
estrutural em evidéncia, bem como os valores de pKi e da pontuagdo obtida nos ensaios de
ancoramento molecular. Os valores de pKi foram obtidos do trabalho de Cristalli e
colaboradores (1991).

CH,4 CHg
CHEMBL276360 CHEMBL17825
pKi = 4,409 pKi = 7,456
Pontuacdo: 73,33 Pontuacdo: 76,99

Figura 22 - Estrutura dos compostos CHEMBL279149 e CHEMBL17825, com a diferenca entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuagcdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

CHEMBL276360 possui em sua estrutura uma carboxila, a qual possui pKa calculado

de 3,56. Assim, em pH fisiolégico (7,4) a estrutura predominante serd aquela na qual a
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carboxila estara desprotonada. Embora CHEMBL 17825 possua um grupo amino primario, em
pH fisiologico este grupo ndo estara protonado.

A diferenca estrutural observada proporciona poses bastante semelhantes para 0s
compostos CHEMBL17825 e CHEMBL276360 no sitio ativo da ADA humana, conforme
mostrado na Figura 23.

Os principais sitios de interacdo do composto CHEMBL17825 (amarelo) estdo em
destague na Figura 23. Pode-se perceber que, embora a hidroxila da cadeia alquilica de
CHEMBL17825 esteja proxima da carboxila de Asp19 (1,8 A) e do anel imidazolico de
His17 (2,0 A), somente a interacdo com a carboxila de Aspl9 possui uma orientacio
favoravel. O oxigénio da carbonila de CHEMBL17825 estd em uma orientacéo favoravel para
a interacdo com o anel imidazdlico de His238, porém a distancia entre eles, 3,2 A, torna essa
interagcdo pouco provavel. O hidrogénio do grupo carboxamida de CHEMBL17825 apresenta
orientacdo e distancia (2,7 A) adequadas para interagdo com a carboxila de Glu217, assim
como o nitrogénio imidazolico de CHEMBL17825, que encontra-se a 2,1 A do hidrogénio do
grupo amino de Gly184.

Os sitios de interacdo do composto CHEMBL276360 (ciano) também podem ser
observados na Figura 23. O hidrogénio da hidroxila da cadeia lateral de CHEMBL276360
esta distante 1,7 A da carboxila de Asp19, apresentando uma orientacio adequada para uma
interacdo favoravel com a carboxila de Aspl19, enquanto que o oxigénio da hidroxila da cadeia
lateral de CHEMBL276360 esta distante 1,8 A do anel imidazélico de His17, mas apresenta
uma orientacdo que desfavorece a interacdo com o anel imidazolico de His17. O oxigénio da
carboxila de CHEMBL276360 estd em uma orientacdo adequada para a interacdo com o anel
imidazolico de His238, porém a distancia entre eles, 3,2 A, ndo favorece esta interagdo. O
nitrogénio imidazélico de CHEMBL276360 se encontra a 2,1 A do hidrogénio do grupamento
amino de Glyl84 e em uma orientagdo adequada para que as interacdes de hidrogénio

ocorram.
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Figura 23 - Diferenga do modo de interacdo de CHEMBL17825 (amarelo) e CHEMBL276360 (ciano), e suas
respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.

A principal diferenca observada nesse caso foi a interacdo favoravel do hidrogénio do
grupo amino da subunidade carboxamida de CHEMBL17825 com a carboxila de Glu217,

sendo esta interacdo a principal responsavel pela diferenca de pKi observada.

4.3.3.3 CHEMBL128787 vs CHEMBL 17638

A diferenca estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL17638 possui um atomo de cloro ligado a posicédo 5 do anel imidazo-piridinico (A),
enquanto o composto CHEMBL 128787 ndo possui nenhum substituinte nessa posigéo (A’).

A Figura 24 mostra a estrutura de cada um dos compostos, com destaque para a
diferenca estrutural entre eles, bem como os valores de pKi e da pontuacéo obtida nos ensaios
de ancoramento molecular. Os valores de pKi foram obtidos do trabalho de Cristalli e
colaboradores (1995).
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pKi = 6,721 pKi = 4,638
Pontuacéo: 60,43 Pontuacéo: 59,09

Figura 24 - Estrutura dos compostos CHEMBL128787 e CHEMBL17638, com a diferenca entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuagdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

A diferenca estrutural observada proporciona poses bastante semelhantes para os
compostos CHEMBL128787 e CHEMBL17638 no sitio ativo da ADA humana, conforme
mostrado na Figura 25.

Os principais sitios de interacdo do composto CHEMBL17638 (amarelo) estdo em
destague na Figura 25. Pode-se observar que a hidroxila do anel oxolanico de
CHEMBL17638 esta proxima da carboxila de Asp19 (1,8 A) e possui uma orientacdo que
proporciona uma interagdo favoravel. Os hidrogénios do grupamento amino de
CHEMBL17638 apresentam orientacdo e distdncia adequadas para interacdo com as
carboxilas de Glu217 (2,0 A) e Asp295 (2,0 e 2,6 A). O nitrogénio piridinico de
CHEMBL17638 se encontra a 2,0 A do hidrogénio do grupo amino de Gly184.

Os principais sitios de interacdo do composto CHEMBL128787 (magenta) estdo em
destaqgue na Figura 25. Pode-se observar que a hidroxila do anel oxolanico de
CHEMBL128787 esta proxima da carboxila de Asp19 (2,1 A) e possui uma orientacdo que
proporciona uma interacdo favordvel. Os hidrogénios do grupamento amino de
CHEMBL128787 apresentam orientacdo e distancia adequadas para interagdo com as
carboxilas de Glu217 (1,9 A) e Asp295 (2,3 A). O nitrogénio piridinico de CHEMBL128787

se encontra a 1,8 A do hidrogénio do grupo amino de Gly184.
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Figura 25 - Diferenga do modo de interacdo de CHEMBL17638 (amarelo) e CHEMBL128787 (magenta), e
suas respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.

Considerando que as interacOes apresentadas pelos compostos CHEMBL128787 e
CHEMBL17638 com o sitio ativo da ADA humana sdo bem semelhantes e que a diferenca
entre os compostos CHEMBL128787 e CHEMBL17638 reside em um atomo de cloro,
postulou-se que a presenca do atomo de cloro em CHEMBL17638 poderia diminuir a
disponibilidade dos elétrons para a realizacdo de intera¢cGes com o sitio ativo da ADA, uma
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vez que ele possui uma eletronegatividade maior que a do atomo de hidrogénio de

CHEMBL128787. Assim, foi avaliado o impacto que a presenca do atomo de cloro causou na

densidade eletronica relativa dos nitrogénios piridinicos de CHEMBL128787 e
CHEMB17638 (Figura 26).

Figura 26 - Mapa da densidade eletrbnica de CHEMBL128787 (esquerda) e CHEMBL17638 (direita),
mostrando a variacdo da densidade eletrbnica no atomo de nitrogénio piridinico e no 4tomo de nitrogénio do
grupo amino.

Foi possivel observar que a densidade eletronica do nitrogénio piridinico e do grupo
amino € maior em CHEMBL128787, composto que ndo possui o atomo de cloro. Portanto,
espera-se que as interacdes entre o nitrogénio piridinico de CHEMBL128787 e o hidrogénio
do grupo amino de Gly184 sejam mais intensas que as intera¢fes entre o nitrogénio piridinico
de CHEMBL17638 e o hidrogénio do grupamento amino de Gly184, e postula-se que essa
diferenca de densidade eletr6nica possa ser responsavel pela diferenca de pKi observada entre

esses dois compostos.

4.3.3.4 CHEMBL115824 vs CHEMBL 604599

A diferenca estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL115824 possui um anel imidazo-piridinico (A) enquanto 0 composto
CHEMBL604599 possui um anel benzimidazolico (A”).

A Figura 27 mostra a estrutura de cada um dos compostos, estando a diferenca
estrutural em evidéncia, bem como os valores de pKi e da pontuacédo obtida nos ensaios de
ancoramento molecular. Os valores de pKi foram obtidos do trabalho de Cristalli e
colaboradores (1991).
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Figura 27 - Estrutura dos compostos CHEMBL115824 e CHEMBL604599, com a diferenga entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuagdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

A anélise do ancoramento molecular mostra que a pose gerada para cada um dos
compostos é bem semelhante, estando a diferenca de interacdo relacionada com a posicédo
especifica de alguns grupos funcionais.

A Figura 28 permite visualizar a interacdo realizada pelo grupo amino de
CHEMBL115824, no qual um dos hidrogénios ligados ao grupo amino interage com a
carboxila de Asp295, distante 2,0 A e o nitrogénio do grupo amino interage com o hidrogénio
ligado ao nitrogénio imidazolico de His238, distante 2,7 A, estando ambas interagbes em
orientacbes adequadas. Os hidrogénios das hidroxilas ligadas as posicdes 2 e 3 do anel
oxolanico de CHEMBL115824 sdo capazes de interagir com a carboxila de Aspl9, em
distancias de 1,9 e 2,1 A, e o oxigénio da hidroxila ligada & posicdo 2 é capaz de interagir com
o hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazolico de His17, distante 1,8 A. Embora o nitrogénio
piridinico esteja a uma distancia de 2,1 A do hidrogénio do grupo amino de Gly184, ndo
apresenta uma orientacdo adequada para uma interacao favoravel.

As interacOes realizadas por CHEMBL604599, ilustradas na Figura 28, consistem de
interacdes entre os hidrogénios do grupo amino e as carboxilas de Asp295, distante 2,0 A, e
de Asp296, distante 2,1 A. O nitrogénio do grupo amino esta a uma distancia de 2,9 A do
hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazdlico de His238 e ndo apresenta uma orientacdo que
favoreca a interagdo. Quanto ao grupo oxolanico de CHEMBL604599, observa-se um

posicionamento diferente para as hidroxilas, em especial para a subunidade hidroximetila
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ligada na posicdo 2 do anel oxolanico. Este grupo apresenta uma conformacdo na qual o
oxigénio ndo e capaz de interagir com o hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazolico de His17

enquanto que o hidrogénio esta a uma distancia de 2,0 A da carboxila de Asp19.

Figura 28 - Diferenca do modo de interacdo de CHEMBL115824 (amarelo) e CHEMBL604599 (ciano), e suas
respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.

As principais diferengas observadas foram as interagdes favoraveis entre o nitrogénio
do grupo amino CHEMBL 115824 e o hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazolico de His238,
bem como entre o oxigénio da hidroxila ligada a posi¢do 2 do anel oxolanico e o hidrogénio
ligado ao nitrogénio imidazdlico de His17.

Ainda que ndo tenha sido possivel observar uma orientacdo favoravel para que o

nitrogénio piridinico de CHEMBL115824 e o hidrogénio do grupo amino de Glyl184
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interajam, é possivel que mudangas conformacionais do sitio ativo da enzima, provocadas

pelo ajuste induzido, permitam a correta orientacdo para esta interacao.

4.3.3.5 CHEMBL17822 vs CHEMBL 18838

A diferenca estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL17822 possui um anel benzimidazélico (A) enquanto o composto CHEMBL 18838
possui um anel imidazo[4,5-b]piridinico (A”).

A Figura 29 mostra a estrutura de cada um dos compostos, estando a diferenca
estrutural em evidéncia, bem como os valores de pKi e a pontuacdo obtida nos ensaios de
ancoramento molecular. Os valores de pKi foram obtidos do trabalho de Antonini e
colaboradores (1984).

CHg CHg
CHEMBL17822 CHEMBL18838
pKi = 4,149 pKi = 6,796
Pontuacdo: 67,93 Pontuacdo: 74,62

Figura 29 - Estrutura dos compostos CHEMBL17822 e CHEMBL18838, com a diferenca entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuagcdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

A Figura 30 mostra o0 modo de interacdo do composto CHEMBL17822, no qual o
hidrogénio da hidroxila é capaz de interagir com a carboxila de Asp19, localizada a 1,9 A de
distancia, e o oxigénio da hidroxila ndo possui uma orientagdo que permita interagir com o
hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazélico de His17. Além disso, é possivel observar que 0s

hidrogénios do grupo amino de CHEMBL17822 possuem orientacdo adequada para interagir
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com as carboxilas de Asp296 e Glu217, mas somente a carboxila de Asp296 apresenta uma
distancia adequada para interacdo (1,9 A), estando a carboxila de Glu217 distante 3,6 A. O
nitrogénio do grupo amino ndo apresenta orientacdo adequada para interagir com o hidrogénio
ligado ao nitrogénio imidazolico de His238.

O modo de interagdo de CHEMBL18838, mostrado na Figura 30, indica que o
hidrogénio da hidroxila possui orientacdo para que possa interagir com a carboxila de Asp19,
localizada a 2,1 A. O oxigénio da hidroxila ndo possui uma orientacdo que permita interagir
com o hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazdlico de His17. Também é possivel observar as
interacfes do grupo amino de CHEMBL18838: ambos os hidrogénios interagem com a
carboxila de Asp295, distante 2,1 e 2,6 A. O nitrogénio do grupo amino de CHEMBL 18838
também possui orientacdo adequada para interacdo com o hidrogénio ligado ao nitrogénio
imidazélico de His238, localizado a 2,7 A de distancia. Embora o nitrogénio piridinico esteja
a uma distancia de 2,2 A do hidrogénio do grupo amino de Gly184, nio apresenta uma

orientacdo adequada para uma interacao favoravel.

Figura 30 - Diferenca do modo de interacdo de CHEMBL17822 (amarelo) e CHEMBL 18838 (ciano), e suas
respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.

As principais diferengas observadas foram decorrentes das diferentes posicoes
adotadas pelos respectivos grupos amino dos compostos analisados e a posicdo de
CHEMBL18838 permitiu interacbes adicionais com His238 e com Asp295.
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Ainda que ndo tenha sido possivel observar uma orientacdo favorével para que o
nitrogénio piridinico de CHEMBL18838 e o hidrogénio do grupo amino de Gly184 interajam,
é possivel que mudancas conformacionais do sitio ativo da enzima, provocadas pelo ajuste

induzido, permitam a correta orientagdo desta interacao.

4.3.3.6 CHEMBL1651380 vs CHEMBL604016

A diferenca estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL604016 possui um anel purinico (A) enquanto o composto CHEMBL1651380
possui um anel 1,2,3-triazolo[4,5-d]pirimidinico (A”).

A Figura 31 mostra a estrutura de cada um dos compostos, estando a diferenca
estrutural em evidéncia, bem como os valores de pKi e a pontuacdo obtida nos ensaios de

ancoramento molecular. Os valores de pKi foram obtidos do trabalho de Gillerman e Fischer

(2011).
N7 N\\ N N
N N N N
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HO f HO f
OH OH
CHEMBL1651380 CHEMBL604016
pKi = 7,398 pKi = 5,155
Pontuacao: 56,40 Pontuacdo:51,73

Figura 31 - Estrutura dos compostos CHEMBL 1651380 e CHEMBL604016, com a diferenca entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuacdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

A analise do resultado do ancoramento molecular dos dois compostos mostra poses
muito semelhantes no sitio ativo da enzima. A Figura 32 permite visualizar que o0s
hidrogénios das hidroxilas ligadas as posicdes 3 e 4 do anel oxolanico de CHEMBL1651380
s&o capazes de interagir com a carboxila de Asp19, em distancias de 1,8 e 2,1 A, e o oxigénio
da hidroxila ligada a posicdo 4 ndo possui uma orientacdo que permita interagir com o
hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazolico de His17. Além disso, é possivel observar que o
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nitrogénio pirimidinico de CHEMBL1651380 possui orientacdo adequada para interagir com
o hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazdlico de His238, que esta localizado a uma distancia
de 3,2 A. Por fim, percebe-se que o nitrogénio triazolico N3 esta a 1,6 A de distancia do
hidrogénio do grupo amino de Gly184 e possui uma orientacdo adequada para uma interacao
favoravel.

A Figura 32 permite a visualizacdo de interagdes bem semelhantes para
CHEMBL604016. Somente o hidrogénio da hidroxila da posi¢cdo 4 do anel oxolanico possui
orientacdo para que possa interagir com a carboxila de Aspl19, localizada em distancias que
variam de 2,1 a 2,7 A. O oxigénio da hidroxila da posi¢io 4 do anel oxolanico ndo possui
orientacdo para que possa interagir com o hidrogénio ligado ao nitrogénio imidazdlico de
His17, embora esteja a uma distancia de 2,1 A. Também é possivel observar que o nitrogénio
pirimidinico de CHEMBL604016 possui orientacdo adequada para interagir com o hidrogénio
ligado ao nitrogénio imidazdlico de His238, que esta localizado a uma distancia de 2,9 A. Por
fim percebe-se que um dos nitrogénios imidazélicos esta a 1,6 A de distancia do hidrogénio
do grupo amino de Gly184 e também possui uma orientacdo adequada para uma interacdo

favoravel.

Figura 32 - Diferenca do modo de interacdo de CHEMBL1651380 (magenta) e CHEMBL604016 (amarelo), e
suas respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.

A principal diferenca observada foi a menor distincia da interacdo entre os
hidrogénios das hidroxilas ligadas ao anel oxolanico de CHEMBL1651380 e a carboxila de

Aspl9. Além disso, CHEMBL165380 mostrou uma pose na qual 2 hidroxilas realizam uma



74

interacdo favordvel com a carboxila de Asp19 enquanto que CHEMBL604016 apresenta uma
pose na qual somente uma das hidroxilas é capaz de interagir com a carboxila de Asp19.

Embora o ensaio de ancoramento molecular ndo tenha sido capaz de observar
nenhuma interagdo especifica para o nitrogénio N8 do anel 8-azapurinico que possa ser
considerada como responsavel pela diferenca de pKi observada, é possivel postular que o anel
triazélico de CHEMBL1651380 possui, devido ao atomo adicional de nitrogénio, uma
densidade eletronica maior que o anel imidazélico de CHEMBL604016 e dessa forma realize
uma interacdo de hidrogénio mais intensa com Gly184 quando comparada com a interacéo do
anel imidazélico, e resulte em um valor de pKi maior para CHEMBL1651380.

Estudos de Ford e colaboradores (2000) mostraram que a ADA possui uma preferéncia
por nucleosideos possuindo conformacgdes anti-. Logo, uma possivel explicacdo para essa
diferenca de atividade pode ser devido a auséncia de restricdo para a rotacao da ligacdo entre
0 nitrogénio e o carbono do anel oxolanico, permitindo a interconverséo entre as formas sin- e
anti- com mais facilidade no composto contendo o anel triazélico - CHEMBL1651380
(SINGH et al, 1974). Considerando que, devido a facilidade de rotacdo de CHEMBL1651380
proprocionada pelo anel triazélico, o equilibrio das formas sin- e anti- ocorra com mais
facilidade, é de se esperar que a propor¢do da populacdo anti- seja favorecida em
CHEMBL1651380.

4.3.3.7 CHEMBL104714 vs CHEMBL 322906

A diferenca estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL104714 possui 0 substituinte 1,2-diidroxi-3-nonila (A) enquanto o composto
CHEMBL322906 possui o substituinte 1-fluor-2-hidroxi-3-nonila (A”).

A Figura 33 mostra a estrutura de cada um dos compostos, estando a diferenca
estrutural em evidéncia, bem como os valores de pKi e a pontuacdo obtida nos ensaios de
ancoramento molecular. Os valores de pKi foram obtidos do trabalho de Harriman e
Abushanab (1994).



75

NH, NH,
NZ" N
NS NS
CHg CHj
CHEMBL104714 CHEMBL322906
pKi = 6,304 pKi = 8,328
Pontuagdo: 66,70 Pontuagdo: 74,67

Figura 33 - Estrutura dos compostos CHEMBL104714 e CHEMBL322906 com a diferenca entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuagdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

A Figura 34 mostra a pose do composto CHEMBL104714 e as principais interagoes
realizadas com os residuos do sitio ativo da ADA. Observa-se que o hidrogénio do grupo
amino de CHEMBL104714 é capaz de interagir com a carboxila de Asp295, a qual se
encontra a 2,3 A de distancia. Em relagdo as hidroxilas de CHEMBL104714, é possivel
observar que o hidrogénio da hidroxila da posicao 2 é capaz de interagir com a carboxila de
Aspl9. A mesma interacdo é também observada entre o hidrogénio da hidroxila da posic¢éo 1
e a carboxila de Asp19, em distancias que variam de 2,3 a 3,1 A. Embora a distancia entre o
oxigénio da hidroxila na posicéo 1 e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazolico de
His17 seja favoravel a uma interacdo (1,7 A), ele ndo se encontra em uma orientagio
adequada.

Ao observar o modo de ligacdo de CHEMBL322906 a partir da Figura 34, pode-se
perceber que tanto os hidrogénios quanto o nitrogénio sdo capazes de realizar interagcbes com
o sitio ativo da ADA. Os hidrogénios interagem com as carboxilas de Asp295, a qual esta a
uma distancia de 2,3 A, e de Glu 217, a qual estad a uma distancia de 2,9 A, e o nitrogénio
interage com o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazolico de His238, localizado a
2,6 A de distancia. Assim como para CHEMBL 104714, o hidrogénio da hidroxila da posicio
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2 de CHEMBL322906 e a carboxila de Asp19 apresentam distancia (1,9 e 2,6 A) e orientago
adequadas, sendo esta uma interacdo favoravel. Por sua vez, o hidrogénio ligado ao nitrogénio
do anel imidazolico de Hisl7 ndo se encontra em uma orientacdo adequada para interacdo
com o oxigénio da hidroxila na posi¢do 2. O atomo de fllor esté localizado em uma regido na
qual o contato mais proximo para uma interacao de hidrogénio € a sulfidrila de Cys153, a qual

se encontra a 3,4 A de distancia, distancia essa insuficiente para a realizacio desta interaco.

Figura 34 - Diferenca do modo de interacdo de CHEMBL104714 (amarelo) e CHEMBL322906 (magenta), e
suas respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.

A andlise mostrou que é possivel que as interacBes adicionais realizadas pelo grupo
amino de CHEMBL322906 compensem as interacdes realizadas pelas hidroxilas de
CHEMBL104714.

4.3.3.8 CHEMBL1181766 vs CHEMBL364717

A diferenga estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL364717 possui 0 substituinte n-octila (A) enquanto o composto CHEMBL 1181766
possui o substituinte 2-hidroxi-1-octila (A”).

A Figura 35 mostra a estrutura de cada um dos compostos, estando a diferenca
estrutural em evidéncia, bem como os valores de pKi e a pontuacdo obtida nos ensaios de
ancoramento molecular. Os valores de pKi foram obtidos do trabalho de Da Settimo e
colaboradores (2005).
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Figura 35 - Estrutura dos compostos CHEMBL 1181766 e CHEMBL364717, com a diferenca entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuagdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

A analise do ancoramento molecular mostra que a pose gerada para cada um dos
compostos em andlise € bem semelhante, estando a diferenca de interacdo relacionada com a
diferenga estrutural apontada.

A Figura 36 mostra em detalhes as interacGes realizadas por CHEMBL1181766. O
hidrogénio do grupo amino €é capaz de interagir com a carboxila de Asp296, localizada a uma
distancia de 2,0 A, o hidrogénio da hidroxila é capaz de interagir com a carboxila de Asp19,
localizada a 1,7 A de distancia e o nitrogénio pirimidinico estd a 1,7 A do hidrogénio do
grupo amino de Gly184, mas ndo apresenta uma orientacdo adequada para uma interagéo.

As interacdes de CHEMBL364717, mostradas na Figura 36, apontam uma interacédo
favoravel entre o hidrogénio do grupo amino e a carboxila de Asp296, localizada a uma
distancia de 2,1 A e assim como em CHEMBL1181766, o nitrogénio pirimidinico esta a 1,9
A do hidrogénio do grupo amino de Gly184, e ndo apresenta uma orientacdo adequada para

uma interacdo.
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Figura 36 - Diferenca do modo de interacdo de CHEMBL 1181766 (amarelo) e CHEMBL364717 (magenta) e
suas respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.

Fica claro pela inspecdo visual das poses obtidas (Figura 36) que a hidroxila inserida
em CHEMBL364717 é capaz de interagir com a carboxila de Aspl9, de forma que essa
interacdo é uma interacdo favoravel e também produtiva, uma vez que proporciona uma

reducéo no valor de pKi em 2,7 unidades.

4.3.3.9 CHEMBL296435 vs CHEMBL 321338

A diferenca estrutural destes inibidores reside no fato de que o composto
CHEMBL296435 possui um grupo amino como substituinte na posicdo 6 do anel purinico
(A) enquanto o composto CHEMBL321338 nao apresenta tal substituinte (A’).

A Figura 37 mostra a estrutura de cada um dos compostos, estando a diferenca
estrutural em evidéncia, bem como os valores de pKi e a pontuagdo obtida nos ensaios de
ancoramento molecular. O valor de pKi de CHEMBL 296435 foi obtido do trabalho de Curis e
colaboradores (1998), enquanto o valor de pKi de CHEMBL321338 foi obtido do trabalho de

Antonini e colaboradores (1984).
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Figura 37 - Estrutura dos compostos CHEMBL296435 e CHEMBL321338, com a diferenca entre as estruturas
destacada pelo quadrado vermelho, e seus respectivos valores de pKi e pontuagdo obtidos nos ensaios de
ancoramento molecular.

A analise do ancoramento molecular mostra que a diferenca estrutural gerou modos de
interacdo de CHEMBL296435 e de CHEMBL 321338 bem distintos.

A Figura 38 mostra em detalhes as interacGes realizadas por CHEMBL296435. Os
hidrogénios do grupo amino sdo capazes de interagir com a carboxila de Asp295, localizada a
uma distancia de 2,3 A, e com a carboxila de Glu217, localizada a 2,3 A. O nitrogénio do
grupo amino ndo apresenta uma orientacdo adequada para que possa interagir de maneira
favoravel com o hidrogénio do nitrogénio imidazoélico de His238. O hidrogénio da hidroxila é
capaz de interagir com a carboxila de Asp19, localizada a 2,1-2,6 A de distancia, enquanto
que o oxigénio da hidroxila ndo apresenta uma orientacdo adequada para que possa interagir
de maneira favoravel com o hidrogénio do nitrogénio imidazdlico de His17. Da mesma forma,
0 nitrogénio pirimidinico, a 2,2 A do hidrogénio do grupo amino de Gly184, ndo apresenta
uma orientacdo adequada para uma interacao.

A auséncia do grupo amino em CHEMBL321338 mostra uma posic¢ao do inibidor bem
diferente da posicdo de CHEMBL296435. E possivel observar pela Figura 38 que o
hidrogénio da hidroxila é capaz de interagir com a carboxila de Asp19, localizada a 1,9-3,0 A
de distancia, enquanto que o oxigénio da hidroxila ndo apresenta uma orientagcdo adequada

para que possa interagir de maneira favoravel com o hidrogénio do nitrogénio imidazolico de
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His17. O hidrogénio do grupo amino de Gly184 apresenta orientacdo e distancia (1,6 A)
adequadas para interacdo com o nitrogénio N7 do anel purinico e o hidrogénio do nitrogénio

do anel imidazolico de His238, embora em orientacdo adequada, encontra-se distante do

nitrogénio N1 do anel purinico para que ocorra uma interacdo favoravel.

Figura 38 - Diferenca do modo de interacdo de CHEMBL296435 (amarelo) e CHEMBL321338 (magenta), e
suas respectivas distancias aos residuos do sitio ativo da ADA humana.

Fica claro pela inspecdo visual das poses obtidas (Figura 38) que a presenca do grupo
amino em CHEMBL296435, capaz de funcionar com aceptor e doador de ligacOes de
hidrogénio, gera interagdes favoraveis com Asp295 e Glu217, interacBes estas consideradas

produtivas para o efeito inibitério da ADA.

Condensando as informacdes obtidas pelas andlises acima, juntamente com as
interacdes consideradas importantes a partir dos trabalhos de Terasaka e colaboradores
(2003), (2004), (2005), Da Settimo e colaboradores (2005) e La Motta e colaboradores
(2009), as principais interagdes produtivas para desenho de inibidores estéo listadas a seguir e

mostradas na Figura 39:

- InteragBes com o grupo amino da cadeia principal de Gly184;
- InteragBes com o hidrogénio do anel imidazdlico de His17 e His238;
- Interacbes com a carboxila de Glu217;

- Interagbes com a carboxila de Aspl9;
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- InteragOes com a carboxila de Asp295 e Asp296;
- Bols&o hidrofébico composto por Leu58, Phe61, Leu62, Phe65.

O bols&o hidrofébio s6 é aparente quando o ligante é volumoso a ponto de interferir

com as interacdes entre Leu58 e Asp185, expondo assim os sitios hidrofobicos F1 e F2.

Figura 39 - Sitio ativo da ADA humana com os aminoacidos envolvidos nas interac8es produtivas para o efeito
inibitério, observadas no presente trabalho.

4.3.4 Andlise da relevancia da pontuacao

A variacdo da pontuagdo obtida nos ensaios de ancoramento molecular e a variagéo
dos valores de Ki de cada um dos compostos analisados estdo resumidos na Tabela 5. Foram
analisados os valores das diferencas de pKi e da pontuacdo bem como a relacéo entre eles.
Quando um aumento de valor de pKi era acompanhado por um aumento na pontuacéo,

convencionou-se que a relacdo era direta, enquanto que quando um aumento de valor de pKi
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era acompanhado por uma diminui¢cdo na pontuagdo, convencionou-se que a relacdo era

inversa.

Anélise | /A pKi/ | /A Pontuagdo/ Relacdo
1 2,06 2,36 Direta
2 3,05 3,66 Direta
3 2,08 1,34 Direta
4 3,04 12,45 Direta
5 2,24 4,67 Direta
6 2,10 6,69 Direta
7 2,02 7,97 Direta
8 2,72 3,32 Direta
9 2,62 3,33 Direta

Tabela 5 - Compostos e respectivos valores de pKi e médulo da diferenca.

Observa-se que ha uma uniformidade no comportamento da relagdo entre variacdo de
pKi e variacdo de pontuacdo, ou seja, na maioria dos casos observados, um aumento no valor
de pKi é acompanhado de um aumento no valor da pontuacéo.

Pode-se concluir entdo que a pontuacdo obtida dos estudos de modelagem de ligantes
propostos, quando comparada dentro dos critérios pré-estabelecidos aqui, pode servir como

uma previsdo, ainda que qualitativa, da atividade dos compostos em estudo.

4.4 Desenho dos Ligantes

A proposicdo de novas estruturas combinou as informagdes conhecidas de relagéo
estrutura-atividade inibitoria da ADA bem como as observagdes dos estudos de modelagem
molecular sobre as interagdes dos inibidores discutidos neste trabalho. A ideia principal desta
etapa é desenhar estruturas de baixa complexidade, visando uma futura otimizacdo para
melhora do perfil inibitorio. As estratégias de desenho estdo listadas e comentadas abaixo:

- Estrutura ndo-nucleosidica: Entende-se por estrutura ndo-nucleosidica compostos que

ndo contenham 2 anéis fundidos, que de alguma forma remetam a estrutura de um anel
purinico, e que ndo contenham um substituinte oxolanico. Considerando os critérios de
classificacdo dos compostos mostrados no presente trabalho, sdo os compostos que pertencem
ao Grupo 1A. A justificativa para a escolha dessa estrutura reside no fato de que estes

compostos possuem propriedades farmacocinéticas melhores quando comparadas com 0s
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compostos contendo estrutura semelhante & de um anel purinico e/ou com um substituinte
oxolanico, ndo sendo metabolizados tdo rapidamente (TERASAKA et al.,2004).

- Presenca de anel pirazolico: Todos os compostos conhecidos que ndo possuem anéis

fundidos em sua estrutura, possuem uma estrutura imidazolica. Essa semelhanca é
compreensivel uma vez que o anel imidazoélico estd compreendido no esqueleto da adenosina,
substrato endogeno da ADA.

O anel pirazdlico ja foi testado como inibidor da ADA por Cristalli e colaboradores
(1994). Especificamente, o artigo em questdo realiza um estudo de relagéo estrutura-atividade
(SAR) e conclui que a presenca de um atomo de nitrogénio na posi¢do 3 do anel azdlico é
fundamental para a atividade, e justifica sua afirmativa dizendo que os analogos pirazolicos
tiveram resultados insatisfatorios.

Embora essa afirmativa possa desmotivar que futuros testes com analogos pirazolicos
sejam realizados, foi observado que nenhum destes anéis pirazélicos possuia 0 grupo
carboxamida como substituinte. Pela propria descricdo de Cristalli e colaboradores (1994)
pode-se observar que o grupo carboxamida € importante para a atividade: o composto
imidazdlico contendo o grupo carboxamida é 20 vezes mais potente que o seu analogo sem o
referido grupo. Os estudos de modelagem molecular confirmam esses achados. A Figura 40
mostrou as interagdes realizadas pelo grupo carboxamida, responsaveis pelo menor valor de
pKi. E possivel observar interaces entre o hidrogénio do grupo carboxamida e a carboxila de
Glu217 em distancias de 2,1 e 2,8 A, e entre 0 oxigénio do grupo carboxamida com o
hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazdlico de His238 (3,1 A). Ao se planejar
derivados pirazélicos com o grupo carboxamida, espera-se que o grupo carboxamida realize
as mesmas interagcdes observadas na Figura 40. Além disso, estima-se que o anel pirazdlico

também seja capaz de realizar intera¢cbes com o hidrogénio do grupo amino de Gly184.



84

Figura 40 - Comparagéo entre 0 modo de interagdo tedrico do composto 1-(2-hidroxi-3-nonila)-4-carboxamida-
imidazol (amarelo) do composto 1-(2-hidroxi-3-nonila)-imidazol (ciano) com o sitio ativo da ADA humana. As
respectivas distancias interatdmicas estdo assinaladas.

- Escolha dos substituintes: Os substituintes escolhidos foram cadeias alifaticas,

contendo ou ndo anéis aromaticos. A cadeia alifatica pode ser uma cadeia linear com 7
atomos de carbono, podendo ser substituida com uma hidroxila na posicdo 2. A cadeia
alifatica pode conter uma fenila ndo substituida espacada por 1 a 2 metilenos do anel
pirazélico.

Tais estruturas foram escolhidas em virtude dos dados de estudos ja desenvolvidos. A
cadeia alifatica, opcionalmente hidroxilada, foi a estratégia utilizada no desenvolvimento do
EHNA (14), um dos inibidores mais potentes da ADA (SCHAEFFER & VOGEL, 1965), por
tirar vantagem de interagdes tanto hidrofobicas, principalmente com Phe65, quanto
hidrofilicas, com Asp19. A Figura 41 mostra 0 modo de intera¢cdo do EHNA (14) na ADA

bovina.
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Figura 41 - Modo de interagdo do EHNA no sitio ativo da ADA bovina (COD PDB: 2Z7G), com 0s principais
residuos de aminoécidos em destaque e a estrutura do inibidor EHNA (14).

Além disso, 0 anel aromatico serve como base para posterior inser¢cdo de outros
substituintes ou fragmentos moleculares visando melhorar o perfil de inibicdo através da
ampliacdo das interacdes com a ADA. A Figura 42 ilustra 0s 4 compostos propostos

considerando as premissas aqui descritas.
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Figura 42 - Ligantes propostos para o presente estudo, todos com um anel pirazdlico funcionalizado com o
grupo carboxamida e substituintes alquila, hidroxi-alquila, benzila e fenetila.
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O intuito ao se desenhar tais compostos € que o0 modo de interacdo com o sitio ativo da
enzima obedeca a algumas premissas, as quais sdo baseadas nas interacdes observadas:

- interacBes entre nitrogénio de anel heterociclico e hidrogénio do grupo amino de

Gly184;

- interagdes entre os hidrogénios do grupo amino da subunidade carboxamida e o

carboxilato de Glu217, Asp295 e/ou Asp296;

- interacOes entre 0 oxigénio da subunidade carboxamida e o hidrogénio do nitrogénio

imidazolico de His238;

- interacdes entre o hidrogénio da hidroxila e o carboxilato de Asp19;

- interacOes entre o oxigénio da hidroxila e o hidrogénio do nitrogénio imidazélico de

His17.

Os ensaios de ancoramento molecular com os compostos FMS-01, FMS-02, FMS-03 e
FMS-04 confirmaram a maioria das interacdes previstas. Detalhes do modo de interacdo de

cada composto serdo discutidos a seguir.

4.4.1 Ancoramento molecular de FMS-01

O composto FMS-01 apresenta uma estrutura pirazélica contendo o substituinte n-
heptila na posicdo 1 e carboxamida na posi¢do 3. A andlise do ancoramento molecular de
FMS-01 (Figura 43) mostrou que a cadeia alquilica de fato ficou alinhada com a fenila de
Phe65. Pode-se observar ainda as interacdes favoraveis entre o nitrogénio pirazélico e o
hidrogénio do grupo amino de Gly184 (2,7 A), entre o oxigénio da funcio carboxamida e o
hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazélico de His238 (2,2 A) e entre o hidrogénio da
carboxamida com a carboxila de Glu217 (1,7 A). O valor da pontuacio obtido para o
compostos FMS-01 foi de 63,20.
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Figura 43 - Modo de interacéo tedrico de FMS-01 com o sitio ativo da ADA humana. As respectivas distancias
interatdmicas estdo assinaladas.

4.4.2 Ancoramento molecular de FMS-02

O composto FMS-02 apresenta uma estrutura pirazélica contendo os substituintes 2-
hidroxi-n-heptila, na posi¢cdo 1 e carboxamida na posicdo 3, e por conta disso possui dois
possiveis enantidmeros.

A analise do ancoramento molecular do antipoda S de FMS-02 (Figura 44) mostrou as
interacdes favoraveis entre o nitrogénio pirazolico e o hidrogénio do grupo amino de Gly184
(2,6 A), entre o oxigénio da carboxamida e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel
imidazélico de His238 (2,7 A), entre o hidrogénio da carboxamida com a carboxila de Glu217
(2,3 A) e entre o hidrogénio da hidroxila com a carboxila de Asp19 (2,0 A). O oxigénio da
hidroxila ndo apresentou distancia ou orientagcdo adequadas para interagdo com o hidrogénio
ligado ao nitrogénio do anel imidazdlico de Hisl7. O valor da pontuacdo obtido para o
composto FMS-02 (antipoda S) foi de 66,56.

A analise do ancoramento molecular do antipoda R de FMS-02 (Figura 44) mostrou as
interacOes favoraveis entre o nitrogénio pirazélico e o hidrogénio do grupo amino de Gly184
(2,8 A), entre o oxigénio da carboxamida e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel
imidazélico de His238 (2,4 A), entre o hidrogénio da carboxamida com a carboxila de Glu217
(2,1 A) e entre o0 hidrogénio da hidroxila com a carboxila de Asp19 (2,2-2,7 A). O oxigénio da
hidroxila, embora proximo (2,0 A), ndo apresentou orientacio adequada para interagdo com o
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hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazdlico de His17. O valor da pontuagdo obtido
para o composto FMS-02 (antipoda R) foi de 68,84.
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Figura 44 - Modo de interacdo teérico de FMS-02, antipoda S (magenta) e antipoda R (amarelo), com o sitio
ativo da ADA humana. As respectivas distancias interatdmicas estdo assinaladas.

4.4.3 Ancoramento molecular de FMS-03

O composto FMS-03 apresenta uma estrutura pirazélica contendo 0s substituintes
benzila na posicdo 1 e carboxamida na posicdo 3. A andalise do ancoramento molecular de
FMS-03 (Figura 45) mostrou que o anel aromatico de fato ficou alinhado com a fenila de
Phe65, formando interacfes de empacotamento m. Pode-se observar ainda as interagdes
favoraveis entre o nitrogénio pirazélico e o hidrogénio do grupo amino de Gly184 (2,8 A) e
entre o oxigénio da carboxamida e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazélico de
His238 (2,9 A). A interacdo entre o hidrogénio da carboxamida com a carboxila de Glu217
(2,7 A) ndo possui uma orientacdo adequada. O valor da pontuacio obtido para o composto
FMS-03 foi de 60,28.
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Figura 45 - Modo de interacdo teérico de FMS-03 com o sitio ativo da ADA humana. As respectivas distancias
interatdmicas estéo assinaladas.

4.4.4 Ancoramento molecular de FMS-04

O composto FMS-04 apresenta uma estrutura pirazélica contendo os substituintes 2-
fenil-1-etila na posicdo 1 e carboxamida na posicdo 3. A andlise do ancoramento molecular de
FMS-04 (Figura 46) mostrou que o anel aromatico de fato ficou alinhado com a fenila de
Phe65, formando interacfes de empacotamento m. Pode-se observar ainda as interagdes
favoraveis entre o nitrogénio pirazélico e o hidrogénio do grupo amino de Gly184 (2,8 A),
entre 0 oxigénio da carboxamida e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazélico de
His238 (2,3 A) e entre o hidrogénio da subunidade carboxamida com a carboxila de Glu217
(2,0 A). O valor da pontuacio obtido para o composto FMS-03 foi de 68,30.

E possivel observar que os compostos FMS-03 e FMS-04 obedecem aos critérios de
semelhanca utilizados no presente estudo uma vez que a diferenga estrutural entre estes
compostos é a inclusdo de um metileno entre o anel pirazélico e a fenila, o qual tem o efeito
de melhorar as distancias interatdmicas.

Pode-se observar que essa inclusdo ocasionou uma melhora na pontuacdo de 8,02
unidades, sugerindo que o aumento do numero de metilenos favorece a atividade do composto

em estudo.
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Figura 46 - Modo de interacdo teérico de FMS-04 com o sitio ativo da ADA humana. As respectivas distancias
interatdmicas estéo assinaladas.

Pode-se observar que em todos 0s compostos propostos algumas interagdes previstas
foram confirmadas: houve interacdo entre o nitrogénio pirazélico e o hidrogénio do grupo
amino de Gly184, entre o hidrogénio da carboxamida e a carboxila de Glu217, entre o
oxigénio da carboxamida e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazolico de His238,
entre o hidrogénio da hidroxila (presente somente em FMS-02) e a carboxila de Aspl9 e as
cadeias alquilicas e aromaéticas realizaram interac¢6es hidrofébicas com a fenila de Phe65.

Dos compostos propostos, nenhum deles foi adquirido ou sintetizado. Devido a
disponibilidade comercial e similaridade estrutural ao composto proposto FMS-03, o acido 1-
benzil-5-metil-1H-pirazol-3-carboxilico (FMS-03.2) foi comprado e posteriormente
funcionalizado a 1-benzil-5-metil-1H-pirazol-3-carboxamida (FMS-03.1). A diferenca
estrutural entre 0 composto proposto e 0s compostos testados reside na presenca de uma

metila ligada ao anel pirazélico (Figura 47).
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Figura 47 - Comparacdo entre o composto proposto (FMS-03) e os compostos testados (FMS-03.1 e FMS-03.2)
para o presente estudo.

4.4.5 Ancoramento molecular de FMS-03.1

A anélise do ancoramento molecular de FMS-03.1 (Figura 48) mostrou que o anel
aromatico de fato ficou alinhado com a fenila de Phe65, formando interacdes de
empacotamento 7. Além disso, a distdncia da metila a carboxila de Asp296 (2,4 A) pode gerar
uma repulsdo estérica de FMS-03.1 no sitio ativo da ADA. Pode-se observar ainda as
interacdes favoraveis entre o nitrogénio pirazolico e o hidrogénio do grupo amino de Gly184
(2,7 A) e entre o oxigénio da carboxamida e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel
imidazolico de His238 (2,6 A). A interacdo entre o hidrogénio da carboxamida com a
carboxila de Glu217 (2,2 A) ndo possui uma orientacio adequada. O valor da pontuago
obtido para o compostos FMS-03.1 foi de 60,03.
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Figura 48 - Modo de interacdo tedrico de FMS-03.1 com o sitio ativo da ADA humana. As respectivas
distancias interatdmicas estdo assinaladas.
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4.4.6 Ancoramento molecular de FMS-03.2

A analise do ancoramento molecular de FMS-03.2 (Figura 49) mostrou que o anel
aromatico de fato ficou alinhado com a fenila de Phe65, formando interacdes de
empacotamento w. Além disso, a distancia da metila a carboxila de Asp296 (3,0 A) pode gerar
uma repulsdo estérica de FMS-03.2 no sitio ativo da ADA. Pode-se observar ainda as
interacdes favoraveis entre o nitrogénio pirazolico e o hidrogénio do grupo amino de Gly184
(2,2 A) e entre o oxigénio da carboxila e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel
imidazélico de His238 (3,0 A). O valor da pontuacio obtido para o compostos FMS-03.1 foi
de 59.57.

/
Hiﬁ’és
)

|
PH{GS /

/

Figura 49 - Modo de interagdo tedrico de FMS-03.2 com o sitio ativo da ADA humana. As respectivas
distancias interatdmicas estdo assinaladas.

Pode-se observar novamente que para os compostos FMS-03.1 e FMS03.2 algumas
interacOes previstas foram confirmadas: houve interacdo entre o nitrogénio pirazolico e o
hidrogénio do grupo amino de Gly184, entre o hidrogénio da carboxamida com a carboxila de
Glu217, entre o oxigénio da carboxamida ou carboxila e o hidrogénio ligado ao nitrogénio do
anel imidazolico de His238, e as cadeias aromaéticas realizaram interaces hidrofobicas com a
fenila de Phe65.
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No que diz respeito a metila, muito ja foi estudado a respeito de como uma simples
modificacdo estrutural é capaz de afetar diferentes propriedades dos compostos bioativos
(BARREIRO et al., 2011; LEUNG et al., 2012). No caso em questdo, observa-se a
proximidade com a carboxila de Aspl96. As distancias observadas entre a carboxila de
Asp296 e a metila de FMS-03.1 (2,4 A) e a metila de FMS-03.2 (3,0 A) poderiam resultar em
repulsdes tanto de FMS-03.1 quanto de FMS-03.2 no sitio ativo da ADA.

A comparacdo das poses geradas pelos ensaios de ancoramento molecular dos trés
compostos (FMS-03, FMS-03.1 e FMS-03.2) revela uma concordancia geral no perfil de
interagBes (Figura 50). Pode-se observar que a distancia entre o nitrogénio pirazolico e o
hidrogénio do grupo amino de Gly184 para o composto FMS-03.2 foi a menor de todas. Uma
possivel explicacdo para isso € a auséncia do grupo amino localizado préximo a carboxila de
Glu217, que acarretaria uma mudanca conformacional nos compostos dentro do sitio ativo por

conta da possivel interacdo entre as hidrogénios do grupo amino e a carboxila.

Figura 50 - Comparacédo das poses de FMS-03 (amarelo), FMS-03.1 (ciano) e FMS-03.2 (magenta) com o sitio
ativo da ADA humana.

Comparando as estruturas de FMS-03 (pontuacédo 60,28), FMS-03.1 (pontuacao 60,03)
e FMS-03.2 (pontuagdo 59,57), pode-se perceber que, considerando o0s critérios de
classificagdo estrutural mostrados aqui, todas se enquadram no grupo 1A e que se pode

utilizar a pontuacdo dos ensaios de ancoramento molecular para que se tenha uma ideia do
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comportamento de pKi. Por apresentarem uma pontuacdo mais baixa, os compostos FMS-

03.1 e FMS-03.2 seriam, em teoria, menos ativos que FMS-03.

4.5 Cinética Enzimética

Os ensaios de cinética enzimatica foram realizados para aferir se 0s compostos
adquiridos (FMS-03.1 e FMS-03.2) eram inibidores da ADA. Foi necessaria a realizacdo da
cinética sem inibidor, para obtencdo dos parametros da enzima, Km e Vmax, para que, em
seguida, pudessem ser realizados os ensaios na presenca dos inibidores. Utilizou-se 0 EHNA

como inibidor de referéncia.

4.5.1 Obtencdo de Km e Vmax

Para obtengdo dos valores de Km e Vmax manteve-se a concentragdo de ADA
constante & medida que a concentra¢do de adenosina era aumentada. E necessario saturar a
enzima para que a velocidade maxima seja atingida e, como os valores de Km reportados para
a ADA humana foram 52 uM (GAKIS, 1996), 50 uM (MEDIN et al., 1990) e 43 uM
(HAKIMELAHI et al., 2001), perfazendo uma média de 48 puM, utilizou-se uma concentracéo
final de 150 uM de adenosina, aproximadamente 3 vezes maior que o valor de Km médio.

A Figura 51 mostra a curva da cinética da ADA, na qual as concentragfes de
adenosina utilizadas foram 5, 10, 15, 25, 40, 50, 60, 75, 80, 100 e 150 uM.

Cinética ADA
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0

*
*
L
L

+ \/elocidade
30,0 (U/mL enzima)

200 ++
10,0

0,0 . ‘
0 50 100 150

Velocidade (U/mL enzima)

Adenosina (uM)

Figura 51 - Cinética da ADA com adenosina como substrato, mostrando as velocidades obtidas para as
concentragdes de 5, 10, 15, 25, 40, 50, 60, 75, 80, 100, 150 pM.
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A Figura 52 mostra o gréfico de Linewaver-Burk (duplo reciproco), utilizado para a
obtencdo dos valores de Km e Vmax. A partir da equacdo obtida pela regressao linear dos
pontos, foi possivel obter os valores de Km e Vmax, a saber: Km = 18,73 uM e Vmax = 91,74
U/mL de enzima. Observa-se que, considerando diferencas experimentais inerentes do
método e do operador, e que a ordem de grandeza dos resultados € a mesma, o0 valor obtido
encontra-se de acordo com os valores reportados por Gakis (1996), Medin e colaboradores
(1990) e Hakimelahi e colaboradores (2001).

Cinética ADA - Linewaver-Burk
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Figura 52 - Plotagem do duplo-reciproco a partir dos valores obtidos na cinética enzimética, para obtencdo dos
valores de Km e Vmax da ADA humana.

4.5.2 Ensaios de inibigéo

Uma vez conhecido o Km da enzima, pode-se planejar um ensaio de inibigdo com a
medicéo da velocidade da conversdo de adenosina a inosina frente a diferentes concentragdes
de inibidor. A concentragdo de inibidor a ser utilizada deve ser pelo menos 10 vezes maior
que o Ki do composto e a concentragdo do substrato ndo deve exceder o valor de Km, para

garantir assim um excesso de inibidor em relagéo ao substrato.

4.5.2.1 Eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina (EHNA) (14)
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O conhecido inibidor de ADA, (EHNA) (14), foi utilizado para garantir que a inibigéo
da enzima pudesse ser observada através do método espectrofotométrico empregado. A
literatura reporta valores de Ki entre 1,13-1,14 nM (PRAGNACHARYULU et al., 2000; DA
SETTIMO et al., 2005; LA MOTTA et al., 2009). As concentracfes de EHNA utilizadas
foram 15, 25 e 40 nM.

A Figura 53 mostra a cinética de inibicdo da ADA na presenca de EHNA. Observa-se
0 aumento do coeficiente angular das retas plotadas pelo duplo-reciproco a partir dos valores
obtidos das cinéticas a medida que as concentracGes de EHNA aumentam. Observa-se ainda

que as retas se cruzam muito proximas ao €ixo y, o que caracteriza uma inibicdo competitiva.

Cinética de Inibicao ADA - EHNA
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Figura 53 - Plotagem do duplo-reciproco da cinética de inibicdo da ADA com EHNA como inibidor nas
concentragBes de 0, 15, 25 e 40 nM, e respectivas regressdes lineares.

A Figura 54 mostra a obtencdo do valor de Ki a partir da extrapolacdo da regresséo
linear do gréafico do coeficiente angular, obtido a partir das regressdes lineares da Figura 53,
vs. concentracdo de EHNA. O Ki calculado a partir dos dados experimentais para o EHNA foi
de 15,31 nM.
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Figura 54 - Plotagem dos coeficientes angulares obtidos a partir da cinética de inibicdo da ADA com EHNA
versus a concentracdo de EHNA utilizada.

4.5.2.2 FMS-03.1 e FMS-03.2

Uma vez que os valores de Ki para os compostos FMS-03.1 e FMS-03.2 sédo
desconhecidos, foi necessario realizar inicialmente uma exploracdo com concentracdes
elevadas dos compostos, seguida de seu decréscimo, para que se tivesse uma ideia da faixa de
seus valores de Ki.

A concentracdo inicial ensaiada para FMS-03.2 foi 100 uM, e, a despeito disso,
nenhuma inibicdo da ADA foi observada.

O composto FMS-03.1 apresentou uma solubilidade em &gua menor quando
comparado com FMS-03.2, e por isso foi ensaiado na concentracdo de 50 uM, a qual nao foi
capaz de resultar na inibicdo da ADA humana.

Esses resultados obtidos corroboram as previsdes do modelo, que apontaram valores
mais baixos de pontuacdo quando comparados com os valores de pontuacdo dos compostos
FMS-02 e FMS-04. Fica assim clara a necessidade da sintese destes compostos originalmente

planejados para avaliagdo no ensaio de inibi¢cdo da ADA humana.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O modelo computacional aplicado foi capaz de reproduzir os dados experimentais e
permitiu extrair informacg0es acerca das principais interacbes envolvidas no reconhecimento
molecular de inibidores conhecidos pela adenosina deaminase (ADA) humana.

Apls a caracterizacdo das subunidades farmacoféricas para a inibicdo da ADA
humana, estas foram aplicadas no planejamento racional de novos ligantes estruturalmente
simples e cujo potencial como inibidores de ADA foram confirmados por estudos de
ancoramento molecular com a enzima alvo.

O modelo experimental mostrou-se capaz de monitorar a catalise e inibi¢cdo da ADA.

Embora os resultados dos ensaios de ancoramento molecular sugeriram uma atividade
menor para 0os compostos FMS-03.2, disponivel comercialmente, e seu andlogo FMS-03.1,
qguando comparado com FMS-03, proposto originalmente, tais compostos foram testados pela
sua pronta acessibilidade. Os testes com 0s compostos comprovaram que 0S Mesmos Nao sdo
inibidores da ADA

Apontamos como perspectivas do presente trabalho a sintese dos compostos FMS-02 e
FMS-04 propostos e a verificagdo de sua atividade inibitéria na ADA humana in vitro e a
validacéo de sua eficicia em modelos animais de doenca.
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