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RESUMO

ROCHA, F. L. S. Sheisi. Desenvolvimento de um Modelo Empirico de Predi¢do da
Atividade de Inibidores da Urease utilizando o Método Semi-Empirico PM6. 2014. 73p.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,

2014.

A urease ¢ uma enzima importante para as pesquisas relacionadas com a agricultura, meio
ambiente e medicina. Ela catalisa a reagdo de hidrolise da uréia para formar amoénia e
carbamato, o qual se decompde espontaneamente, produzindo uma segunda molécula de
amonia e dioxido de carbono, provocando um significativo aumento do pH da solugdo. Com o
objetivo de desenvolver modelos de predi¢ao da atividade de inibidores da urease, estudou-se
inicialmente a multiplicidade de spin da enzima, que contém dois ions Ni(Il), e o estado de
protonac@o do oxigénio localizado entre estes ions. Os resultados indicaram que o sistema ¢é
melhor representado pelo estado tripleto ou quinteto e o oxigénio localizado entre os ions de
niquel provavelmente ¢ um ion hidroxila. A partir destes resultados, a constru¢do dos modelos
se baseou em propostas da literatura sobre o uso de ciclos termodinamicos para se calcular a
energia livre de interagdo entre ligantes e enzimas. No presente estudo, foram combinados
termos referentes a entalpia de interacdo entre o inibidor e a enzima, a energia livre de Gibbs
necessaria para o inibidor passar do meio aquoso para o interior da enzima e as perdas
entropicas devido a restrigdes rotacionais apos a interacdo do mesmo com a enzima para se
obter fungdes de correlagdo com constantes inibitorias (K;) obtidas experimentalmente. A
quantificagdo destes pardmetros para alguns derivados do acido fosfinico da literatura nos
possibilitou o desenvolvimento de um modelo para determinagdo da atividade com boa
correlacdo com dados experimentais (#=0,92). Este modelo foi utilizado na predicdo da
atividade relativa de novas dialquilfosforilidrazonas, sintetizadas pelo grupo de sintese de
organofosforados da UFRRJ. Foi possivel identificar quais compostos sdo o0s mais
promissores da série proposta e quais fatores devem ser alterados para otimizar o perfil de

inibicdo da urease.

Palavras-chave: Urease. Organofosforados. Modelo de energia livre. Método semi-empirico.
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ABSTRACT

Urease is an important enzyme for the research in agriculture, environment and medicine.
This enzyme catalyzes the hydrolysis of urea to ammonia and carbamate, which decomposes
spontaneously, yielding a second molecule of ammonia, causing a significant increase of pH
solution. In order to develop theoretical models for the prediction of activities of urease
inhibitors, we initially studied the enzyme’s spin multiplicity, which contains two Ni(Il) ions,
and the state of protonation of the oxygen located between the nickel ions. The results
indicate that the system is best represented by the triplet or quintet state and the oxygen atom
located between the nickel ions, probably is a hydroxyl ion. Based on these results, the
construction of the models was based on literature proposals about the use of thermodynamic
cycles for the calcultation of the free energy of binding between ligands and enzymes. In the
present work, parameters such as the interaction enthalpy, the Gibbs free energy required for
the inhibitor to go from the aqueous phase to the interior of the enzyme and the entropic
losses associated to the freezing of bonds after the binding of the inhibitors to the enzyme
were used to develop correlations with the measured experimental K; values. The
quantification of these parameters for some phosphinic acids derivatives from the literature
allowed us to obtain a good empirical model for the correlation between experimental activity
data and the theoretical parameters (+=0.92). The model was employed for the prediction of
the relative activity of a series of new proposed compounds by the organophosphorous
synthesis group of UFRRIJ. It was possible to identify which compounds are the most
promising and which are the main factors that should be modified in order to optimize the

urease inhibition profile by these compounds.

Keywords: Urease. Organophosphorus compounds. Free energy models. Semi-empirical

method.
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1 INTRODUCAO

A urease (EC 3.5.1.5) ¢ uma enzima de grande importincia para pesquisas
relacionadas com a agricultura, meio ambiente e medicina. Estratégias baseadas na inibicdo
da urease tém sido consideradas tanto para os tratamentos de infecgdes causadas pelas
bactérias produtoras de amoénia, quanto para reduzir a poluicdo ambiental e alcangar maior
eficiéncia no uso de uréia como fonte de nitrogénio na agricultura [HAQ & WADOOD,
2009]. Diversas classes de compostos sdo conhecidas por apresentarem atividade inibitoria
nesta enzima, sendo a classe dos fosforamidatos uma das mais ativas [VASSILIOU et al.,
2008].

Através do uso de métodos de quimica computacional em estudos envolvendo a
interagdo entre uma enzima com algum ligante, ¢ possivel compreender os principais fatores
envolvidos nesta intera¢do. Se os resultados previstos por estes métodos para a eficiéncia da
inibicdo enzimatica puderem ser correlacionados com a atividade inibitéria obtida
experimentalmente através de um modelo matematico adequado, o modelo proposto pode ser
explorado para se obter uma previsdo sobre a inibigdo enzimatica de novas moléculas.

O processo de reconhecimento molecular enzima-ligante ¢ dirigido por uma
combinagdo de efeitos entalpicos e entropicos. Estes efeitos podem ser estimados através da
energia livre de Gibbs da interagdo enzima-ligante que estd diretamente relacionada a
constante de inibi¢do K;, uma constante cinética, a qual pode ser medida experimentalmente.
Diferentes métodos computacionais ja foram desenvolvidos para estimar a energia livre de
interagdo, tais como os métodos de integracdo termodinamica (IT) [KOLLMAN, 1993], da
perturbagdo da energia livre (FEP) [BROOKS et al., 1988] e o método da energia de interagado
linear (LIE) [ASI et al., 2004, HANSSON et al., 1998], mas a obtencdo de estimativas
precisas de energia livre de Gibbs com estes métodos pode envolver um custo computacional
muitas vezes inviavel para sistemas moleculares com grande numero de 4tomos.

Uma maneira mais simples que pode ser explorada para se solucionar este problema ¢
o desenvolvimento de um modelo baseado em equagdes empiricas. Este modelo empirico ¢
ajustado aos valores experimentais de K; e associa termos de energia livre mais importantes
para o fendmeno de interacdo enzima-ligante [WANG et al., 1994].

Na primeira etapa deste trabalho buscou-se fazer um estudo do sitio ativo da urease,
avaliando-se a multiplicidade de spin dos ions Ni*" presentes neste sitio, o estado de

~ , e A . ., 24 .
protonacdo do atomo de oxigénio localizado entre os dois ions Ni~" e o efeito da constante



dielétrica do meio.

Na segunda etapa foi feito um estudo de docking para a obtengdo das estruturas de
complexos iniciais entre a urease e inibidores conhecidos da literatura. Em razdo das
aproximacdes envolvidas no método de docking, aplicou-se em seguida um método quéntico
aos melhores resultados obtidos por docking, a fim de se obter resultados mais precisos tanto
do ponto de vista estrutural quanto energético. A presenca de um sitio catalitico bimetalico
composto por dois fons Ni*" com camada aberta pode trazer dificuldades na avaliagdo das
estruturas dos complexos inibidor-enzima [MUSIANI et al., 2001]. Utilizou-se nesta etapa o
programa Mopac2009 (Stewart Computational Chemistry), que dispde de um método
quantico semi-empirico com pardmetros para niquel ¢ que, gracas ao uso de orbitais
moleculares localizados (LMO), possibilita a modelagem molecular com muito mais rapidez
do que os métodos de orbitais moleculares ab initio STEWART, 1996].

A seguir, buscou-se desenvolver uma equagdo empirica de predicdo da atividade de
substancias com potencial inibidor da urease, baseado nos dados de atividade inibitoria
experimentais da literatura. Com esta equacdo, procurou-se combinar parametros teoricos
importantes no fendmeno de interacdo enzima-ligante, como a entalpia de interagdo calculada
na etapa anterior, e utiliza-los na predi¢do da atividade relativa das dialquilfosforilidrazonas
sintetizadas pelo grupo de sintese de organofosforados da UFRRIJ. Essas informagdes foram
usadas para se propor modificacdes nas estruturas desses organofosforados com o objetivo de

se otimizar sua interagdo com a enzima e elevar a eficiéncia destes compostos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metaloenzimas

Cerca de um tergo de todas as proteinas conhecidas atualmente sdo metaloproteinas. A
natureza selecionou os metais gracas a suas propriedades especiais para realizar uma ampla
variedade de fungdes associadas aos sistemas vivos. Os dois principais papéis dos ions
metalicos em proteinas podem ser descritos como o estrutural ¢ o funcional. No primeiro
caso, o ion metalico ajuda a estabilizar a estrutura da proteina e no segundo, os ions metalicos
estdo envolvidos em processos reativos [FENTON, 1995].

Dentre as metaloproteinas que participam de processos reativos, muitas sdo
consideradas enzimas, as quais sdo fundamentais na catalise de reagdes criticas a vida na
Terra [ROSENZWEIG, 2006]. Metaloenzimas sdo enzimas que contém no minimo um ion
metalico em seu sitio ativo. Estes sitios sdo constituidos por cadeias laterais de aminoacidos,
algumas ligadas a um ou mais ions metalicos, e pontes intermetalicas, em alguns casos. As
interagdes entre ions metalicos e biomoléculas sdo, geralmente, da mesma natureza das
existentes em complexos e, por isso, sdo tratadas de acordo com os conceitos da quimica de
coordenagdo [COWAN, 1993]. Sendo assim, as propriedades das biomoléculas que contém
metais dependem do numero e distribuicdo de elétrons de valéncia nos orbitais d, da

geometria, do campo e da multiplicidade de spin do sistema.

2.2 Urease

A urease ¢ uma metaloenzima encontrada numa grande variedade de plantas, fungos ¢
bactérias. Ela catalisa a reacdo de hidrélise da uréia para formar aménia e carbamato, que ¢ a
ultima etapa do metabolismo de nitrogénio dos organismos vivos. O carbamato se decompde
de forma répida e espontanea, produzindo uma segunda molécula de amonia e uma molécula
de didxido de carbono (Figura 1) [PEARSON, 1997].

A uréia ¢ produzida em grandes quantidades através do catabolismo de compostos que
contém nitrogénio. Em solugdo aquosa, a enzima urease ¢ capaz de decompor a uréia em uma
reacio 10'* vezes mais rapida do que a reacdo nao catalisada. [WOLFENDER & SNIDER,
2001].



A urease ¢ uma enzima importante para as pesquisas relacionadas com a agricultura e
medicina. Ela estd diretamente envolvida com a formacdo de célculos renais e contribui para
patologias como encefalopatia hepatica, coma hepatico, incrustagdo de catéter urinario,

gastrite e ulceras que podem progredir para o cancer. [SMOOT et al., 1990]

l Urease Q
+ * -2 H
HO — » )J\ * NHy —— 2NH
H,N NH, 2 H,N o CO; + 4
Uréia l
N&o catalizada CO, + 2NHj3
|—> HNCO + NH,

Figura 4. Reagdes de decomposicdo da uréia, adaptada de Estiu e Merz, 2007

Na agricultura, a elevada atividade desta enzima presente no solo causa problemas
ambientais e econdmicos por causa da liberagdo excessiva de amonia na atmosfera durante a
fertilizagdo com uré¢ia [BREMNER, 1995]. Assim, a eficiéncia dos fertilizantes nitrogenados
a base de uréia ¢ diminuida, causando danos nas plantas que ficam privadas de um de seus
principais nutrientes. No solo, o nitrogénio da uréia ¢ perdido rapidamente na forma do gés
NH;. Ao contrario do N,O, o NH; ndo ¢ um gas de efeito estufa, mas pode agir como uma
fonte secundaria de N,O e, portanto, contribui indiretamente para o aquecimento global e
destruicdo do 0zonio estratosférico [SAGGAR et al., 2012].

Desta forma, estratégias baseadas na inibi¢do da urease tém sido consideradas tanto
para os tratamentos de infec¢des causadas pelas bactérias produtoras de amonia, quanto para
reduzir a poluicdo ambiental e alcancar maior eficiéncia no uso de uréia como fonte de

nitrogénio na agricultura [HAQ & WADOOD, 2008].

2.3 Ativacao da Urease

Diversas enzimas sdo produzidas na sua forma inativa e precisam sofrer alteracdes em
sua estrutura para se tornarem ativas. A urease ¢ assim, pois precisa receber dois ions de
niquel e uma lisina deve ser carboxilada para se coordenar com o metal recebido. O processo

de incorporacgdo de niquel no sitio ativo das ureases requer a participacdo de varias proteinas
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acessorias (ou ativadoras). Nas ureases de bactérias tem-se como proteinas ativadoras a ureH,
ureF e ureG, e nas ureases de plantas e fungos existe também a UreE, que parece atuar como
chaperona' especifica (HAUSINGER et al., 2001).

UreH, UreF, UreG provavelmente formam um complexo de ativagdo in vivo, que liga-
se ao centro metalico ¢ age em combinacdo com UreE (HAUSINGER et al., 2001). Fong e
colaboradores (2011) investigaram como ocorre a formagdo do complexo UreF-G-H. Eles
concluiram que a UreH e UreF interagem formando um complexo binario. Nessa interacdo
UreF sofre uma alteragdo conformacional, que permite o recrutamento e a ligacdo com UreG.
UreE ¢ uma chaperona de niquel que facilita a entrega de niquel para o sitio ativo. O
complexo UreH-UreF-UreG insere CO; e niquel na apoenzima, em um processo mediado
pela hidrolise de GTP pela UreG [ZAMBELLI et al., 2005]. O CO, liga-se ao grupamento
amino de um residuo de lisina do sitio ativo da urease, formando um grupo carbamato que

atua como ponte entre os dois atomos de niquel do sitio ativo [JABRI ef al., 1995].

2.4 O sitio ativo da urease ativada

A urease representa um marco na bioquimica porque ela foi a primeira enzima a ser
cristalizada [SUMNER, 1926] e também a primeira metaloenzima caracterizada contendo
atomos de niquel [DIXON et al., 1975]. Atualmente, constam 74 estruturas cristalograficas da
urease de diferentes microrganismos e plantas, com ou sem inibidores, depositadas no Protein
Data Bank (PDB), um banco de dados de estruturas de proteinas de acesso publico
(www.rcsb.org).

No sitio ativo da urease de Klebsiella aerogenes (codigo do PDB: 1FWJ) ¢é visualizado
um complexo dinuclear de fons Ni*" (Nil e Ni2) com uma distincia interatdmica de
aproximadamente 3,5 A entre Nil e Ni2 (Figura 2). Estes dois ions estio interconectados
mediante uma molécula de agua (WB) e o residuo de lisina carbamoilada. O ion Nil esta
também coordenado a dois residuos de histidina ¢ a uma segunda molécula de agua (W1). O
ion Ni2 encontra-se coordenado com a cadeia lateral de um residuo de aspartato, com dois
residuos de histidina e com outra molécula de agua (W2) [SUAREZ et al., 2003].

Na urease, a posicdo das moléculas de agua no sitio ativo ¢ de grande importancia

[BENINI et al., 1999]. Uma quarta molécula de agua (W3) interage fortemente com a ponte

! Chaperonas s&o proteinas responsaveis por auxiliar no enovelamento de outras proteinas e também
por destrui-las caso ndo seja possivel alcancar a configuragédo terciaria correta.
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formada pelas moléculas de agua WB, W1 e W2 através de uma ligacdo hidrogénio curta

[SUAREZ et al., 2003].

Figura 5. Sitio ativo da urease de K. aerogenes (codico 1IFWJ do PDB) determinada por cristalografia de raio-X
[Suarez et al., 2003].

2.5 Mecanismo catalitico da urease

Muitos estudos computacionais do mecanismo da urease foram publicados durante a
ultima década, incluindo estudos de mecénica molecular por Zimer [ZIMER, 2000] e Smyj
[SMY]J, 1997] e estudos com a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) por Estiu e Merz
[ESTIU & MERZ, 2007]. Diversos aspectos dessa reagdo tém sido alvo de interesse dos
pesquisadores. Dentre eles, a competi¢do entre 0 mecanismo hidrolitico e por eliminagdo tem
sido um recente foco de interesse.

Baseado em estudos bioquimicos e experimentos mutagénicos, Karplus e
colaboradores e Benini e colaboradores propuseram o mecanismo hidrolitico, no qual a
molécula de agua coordenada com o centro binuclear de niquel ataca o carbono carbonilico da
molécula de uréia coordenada, resultando em um intermediario tetraédrico ap6s a liberagao de
amonia e carbamato [BENINI et al., 1999; KARPLUS et al., 1997]. Conforme pode ser
observado na figura 3, os dois mecanismos diferem basicamente na catalise acido/base e no
estado de protonacdo do residuo de histidina 320. Ambos os mecanismos assumem que a
uréia se liga aos ions niquel no lugar de W1 e WB e que o grupo carbonila da uréia se liga ao
niquel mais eletrofilico Nil, enquanto uma amina terminal da uréia se coordena ao Ni2. Este

modo de ligacdo descrito pelos dois mecanismos estabiliza a uréia por ressonancia facilitando
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o ataque da hidroxila ao carbono carbonilico, formando assim, um intermedidrio tetraédrico.
De acordo com a proposta de Benini e colaboradores a hidroxila em ponte com Nil e Ni2
poderia atuar como acido doando seu atomo de hidrogénio, a molécula de amonia liberada
interagiria com um residuo de His320. De maneira alternativa, Karplus e colaboradores
sugeriram que a protonacdo ocorreria através do residuo acido da His320, uma vez que a
forma nativa da enzima a His320 encontra-se protonada. Karplus e colaboradores nao
estabeleceram nenhuma regra em relagdo a atuagdo nucleofilica da hidroxila em ponte com os
dois metais.

Segundo Estiu ¢ Merz (2007), o mecanismo de hidrélise precisa ser revisto, pois
intermediarios do acido cidnico foram detectados em rea¢des com modelos do sitio ativo
enzimético contendo ions Ni*', apoiando a hipdtese de um mecanismo de eliminagdo, que
compete com o mecanismo hidrolitico, ainda que o segundo seja preferido devido a
observagdo de liberacdo do acido carbamico na presenca de urease. Estiu e Merz empregaram
metodologias computacionais para calcular as energias envolvidas na decomposicao catalitica
da uréia via eliminacdo e via hidrolitica. O estudo computacional foi realizado com funcional
de densidade B3LYP com o conjunto de bases 6-31G* para os ndo metais e a base LANL2DZ
para os metais, através do programa Gaussian 03. Os autores descobriram que ambos os

mecanismos sdo igualmente favorecidos e devem competir dentro do sitio ativo da enzima.

Figura 6. Dois mecanismos de rea¢do propostos [Suarez et al., 2003].



Um pouco mais tarde, Carlsson e Nordlander (2010), baseando-se nos estudos
anteriores, realizaram calculos DFT e identificaram que o oxigénio doador localizado entre os
fons Ni*" é um ifon hidréxido. Os calculos DFT de densidade foram realizados com o
programa Amsterdam Density Functional (ADF), com o conjunto de base trile-& STO com
uma func¢do de polarizagdo adicional. Carlsson ¢ Nordlander propuseram dois mecanismos

para a reagdo de hidrdlise da uréia (A e B) (Figura 4).

Figura 4. Representagdo esquematica de dois mecanismos propostos para a urease, A ¢ B [CARLSSON &
NORDLANDER, 2010].

O estudo computacional do mecanismo A proposto foi realizado e descobriu-se que ¢

. , . A » . , D+ . ,
energeticamente possivel coordenar um nitrogénio da uréia com o ion Ni”" de maior nimero
de coordenacdo, mas a etapa posterior, que consiste na formacao do intermedidrio tetraédrico
¢ energeticamente desfavoravel pois, segundo a literatura [MOYO et al., 1989], a energia de
ativagdo ¢ de cerca de 50 kJ/mol, enquanto os calculos indicaram que 150 kJ/mol seriam
necessarios para se alcangar um intermediario tetraédrico. Segundo os autores, mecanismos

alternativos envolvendo o ataque nucleofilico pelo hidroxido ligado ao fon Ni*" de maior
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coordenagdo ao carbono da wuréia (mecanismo B) ainda precisam ser estudados

detalhadamente [CARLSSON & NORDLANDER, 2010].

2.6 infeccOes causadas por bactérias produtoras de amonia

A bactéria Helicobacter Pilory foi descoberta a pouco mais de 30 anos, quando Robin
Warren e Barry Marshall conseguiram identificar sua presenga em biopsias de pacientes com
gastrite cronica e Ulcera péptica e hipotetizaram que a causa dessas doengas seria essa bactéria
e ndo os fatores (como o estresse) até entdo tidos como causa [MARSHALL & WARREN,
1984]. A comunidade médica da época se recusou a ceder a esse estudo. Somente apos
Marshall ingerir uma cultura dessa bactéria, vindo a desenvolver um quadro de gastrite aguda
e novos estudos serem realizados, a hipotese foi entdo confirmada. O impacto desse trabalho
foi tdo grande para a medicina, que esses pesquisadores foram laureados com um prémio
Nobel em 2005.

A infecdo por H. pylori leva a um quadro de gastrite cronica em seus hospedeiros. A
gastrite atinge cerca de 80% dos portadores da bactéria e ¢, na maioria dos casos, um quadro
assintomatico. Cerca de 10-15% dos portadores desenvolvem quadros de ulcera péptica e 1-
3%, carcinoma gastrico. Cerca de 50% da populagdo mundial tem essa bactéria, e sua
prevaléncia € inversamente proporcional ao nivel socioecondomico da populacdo, ou seja,
paises pobres apresentam prevaléncia maior do que em paises ricos [www.helico.com].

H. pylori ¢ uma bactéria exclusivamente humana e habita o estdbmago, um ambiente
muito acido (pH~2). Esse pH muito baixo torna o estdmago inospito a vida, mas a H. pylori
consegue sobreviver ali pois consegue produzir e liberar a urease. A enzima quebra a uréia
presente no suco gastrico produzindo amoénia, que neutraliza o ambiente acido mantido pelo
acido cloridrico do suco gastrico (Figura 5) [www.helico.com].

Sdo varios os antimicrobianos ja usados no tratamento da infec¢do por H. pylori, em
varias associacdes ¢ com tempos diversos de tratamento, porém ainda ndo existe um esquema
terapéutico ideal. Estratégias que impecam a ativagdo da urease, interferindo na interagdo
entre as unidades UreF, UreG e UreH, também estdo sendo estudadas com o objetivo de se

desenvolver um antibiotico contra a bactéria H. pilory [FONG et al., 2011].
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Figura 5. A urease quebra a uréia presente no suco gastrico em aménia que neutraliza o ambiente acido do
estdmago.

2.7 Aumento da eficiéncia no uso de uréia na agricultura

A uréia € caracterizada como um dos fertilizantes solidos granulados de maior
concentragdo de nitrogénio, possuindo 45% deste elemento na forma amidica. Como
vantagem da utilizagdo da uréia, pode-se citar o baixo custo de transporte, alta solubilidade,
baixa corrosividade e facilidade de mistura com outras fontes. Como desvantagem, possui
elevada higroscopicidade e maior susceptibilidade a volatilizagdo. A degradacdo e dissolucao
dos granulos aplicados ao solo ocorrem na presenga de umidade [RAILJ ef a/.,2001].

A uréia, que responde por 60% dos fertilizantes nitrogenados empregados na agricultura
brasileira, apresenta limitagdes quanto a aplicagdo superficial, devido a possibilidade de
perdas por volatilizagdo de NH;. A reagdo inicial pode levar o pH do solo proximo de 9 nas
imediagoes dos granulos desse fertilizante, intensificando a volatilizagdo de NH;
[OVERREIN & MOE, 1967]. Como consequéncia, as perdas em aplicacdes de uréia na
superficie podem alcangar 50%, dependendo das caracteristicas do solo [DOMINGUEZ et al.,
2008]. Outro efeito negativo da hidrolise da uréia ¢ o acaimulo de NO; devido a inibigdo de
atividade de bactérias que oxidam NO, a nitrato. Esse acimulo prejudica tanto as sementes
quanto as plantas novas, além de aumentar a possibilidade do N ser liberado para a atmosfera
como N,O, um gas do efeito estufa e que também contribui para a reducdo da camada de
0zonio [ZAMAN et al., 2008].

O desenvolvimento de substincias inibidoras de urease para serem aplicadas no solo junto

com a uréia ¢ uma estratégia usada para reduzir as perdas desse fertilizante [DOMINGUEZ et
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al., 2008]. Entre os inibidores de urease mais ativos estdo os derivados da classe das
fosforodiamidas e fosforotriamidas. A triamida N-butil-tiofosforica (NBPT) (Figura 6) ¢ um
inibidor efetivo de urease mesmo em baixas concentragdes, em condi¢oes de laboratorio
[CARMONA et al., 1990; GILL et al., 1997]. Este inibidor forma complexos estaveis com a
enzima apos conversdo a sua forma oxidada (NBPTO) no solo [McCarty et al., 1989]. Outros
exemplos de inibidores de urease s@o o fenilfosforodiamidato (PPD) e a N-diaminofosforil-4-
fluorobenzamida (flurofamida) (Figura 6). Recentemente, novos derivados tiofosfinicos foram
desenvolvidos como inibidores de urease de Bacilus pasteurii e Proteus vulgaris, alguns
apresentando valores de constantes inibitorias (K;) na faixa nanomolar [VASSILIOU et al.,

2008; VASSILIOU et al., 2010].

S (0]
NBPT ” NBPTO |
R R—
ch/\/\N/ \NH, H3C/\/\N/ NH;
H NH, H NH;,
0 NH,
(0] P
I N \NHZ
R H
N TN
PPD H NH, F flurofamida

Figura 6. Alguns inibidores de urease.

2.8 Fosforamidatos derivados de isatinas e quinonas

2.8.1 Organofosforados

O atomo de fosforo ¢ polarizavel, de baixa a média eletronegatividade, possui
distribui¢do eletronica com orbitais d acessiveis e usualmente tem nimero de coordenagdo
igual a trés. No estado pentavalente possui trés atomos ligados por ligacdo simples e uma
ligacdo dupla com o dtomo de oxigénio ou com outros atomos bivalentes. Os compostos de
fosforo trivalentes sdo bons agentes redutores por causa da forte reatividade do par de elétrons
ndo ligantes e da facilidade de formagao da ligacdo P=O e, por isto, os compostos fosforados

sdo rapidamente oxidados por oxigénio, 0zonio, peroxidos e outros agentes oxidantes. A forga
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da ligacdo carbono-fosforo ¢ similar a da ligacdo carbono-carbono e muito resistente a
oxidacdo e hidrolise. As diferentes atividades dos compostos organofosforados estdo
relacionadas, evidentemente, com caracteristicas estruturais, tais como o tipo de heteroatomo
ou grupo funcional ligado ao atomo de fosforo e seu estado de oxidagdo [DACOSTA et al,

2007].

2.8.2 Isatina

A isatina (1H-indol-2,3-diona) (figura 7) ¢ um derivado metabdlico da adrenalina e
por isso esta presente no cérebro, principalmente no hipocampo e no cerebelo. Encontra-se
também distribuida na natureza como, por exemplo, em algumas plantas. Entre as varias
funcdes da isatina, a funcdo de modulador em diferentes processos bioquimicos tem servido
de base a inimeros estudos na ultima década. Sua descoberta deveu-se inicialmente a um
possivel agente inibidor da monoamina oxidase enddgena. Outros estudos revelaram que a
isatina atua também como inibidor da guanilato ciclase, estimulada pelo 6xido nitrico

[BACCHI et al., 2005].

Figura 7. Isatina (1H-indol-2,3-diona)

Derivados da isatina constituem uma classe de compostos de amplo espectro de
propriedades terapéuticas, destacando-se suas atividades bactericida, antiprotozoaria,
antitumoral e antiviral [BACCHI et al., 2005]. A importancia dessa substincia em sintese
organica deve-se ao fato de ser um composto heterociclico muito versatil e, por isso,
frequentemente utilizado como substrato na sintese de uma grande variedade de compostos
como, por exemplo, de fosforamidatos sintetizados pelo grupo do Dr. Jodo Batista Neves da

Costa, estudados nesse trabalho como possiveis inibidores da urease.
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2.8.3 Quinonas

Com base na sua estrutura molecular, as quinonas sdo divididas em diferentes grupos,
utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico do qual deriva o nucleo quinonoidico.
Em decorréncia de diferentes arranjos quinonoidicos (isomeria), podem-se ter diferentes
quinonas, dependendo das disposicdes relativas das carbonilas. Por exemplo, a quinona [-
lapachona ¢ a forma isomérica orto-quinonoidica (carbonilas adjacentes), enquanto a o-
lapachona ¢ a forma para-quinonoidica (carbonilas estdo separadas por dois carbonos) (Figura
8). Estas formas isoméricas diferem muito em suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas

[FERREIRA et al., 2010].

?
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B-lapachona a-lapachona

Figura 8. Forma isomérica orto-quinonoidica e para-quinonoidica.

Em estudos farmacologicos as lapachonas mostram variadas propriedades
microbicidas, tripanossomicidas, viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares
reparadores, processos nos quais atuam de diferentes formas. Como exemplo, destaca-se o
estresse oxidativo que provocam, ao induzirem a formagdo deletéria endogena de espécies
bioativas derivadas do oxigénio, como ocorre no Trypanosoma cruzi, agente causador da
doenga de Chagas [MONKS et al., 1992]. Outra atividade marcante destas substancias ¢ a
inibicdo do complexo das topoisomerases, acdo que provoca o desencadeamento da apoptose
celular (suicidio celular) [SILVA et al., 2003]. Neste trabalho, fosforamidatos derivados da a-
lapachona e da B-lapachona sintetizados pelo grupo de sintese do Dr. Jodo Batista Neves da

Costa também foram estudados como possiveis inibidores da urease.
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2.8.4 Hidrazonas

Na literatura Quimica, as hidrazonas ndo sao usualmente reconhecidas como
formadoras de uma classe diferenciada de compostos orgénicos, sendo frequentemente
consideradas como substancias derivadas de compostos carbonilicos. S3o consideradas
hidrazonas todos os compostos cujas moléculas possuem em sua estrutura a por¢ao triatdmica
C=N-N.

As hidrazonas t€ém uma vasta aplicacdo na sintese de moléculas com as mais variadas
estruturas no isolamento de compostos carbonilicos e como ligantes para um grande numero
de cations metalicos. Sdo aplicadas como plastificantes e estabilizadores para polimeros,
iniciadores de polimerizagdo, antioxidantes, etc. Porém, a mais valiosa propriedade das
hidrazonas ¢ sua atividade biologica, entre elas, reguladores de crescimento de plantas, agdo
anti-inflamatoria, antitrombotica, analgésica, hipotensiva, antitumoral (incluindo sarcomas e
outros neoplasmas malignos) [BARREIRO et al., 2002].

A funcdo hidrazona estd presente nos fosforamidatos derivados de isatinas e
lapachonas, sintetizados pelo grupo de sintese do Dr. Jodo Batista Neves da Costa, servindo

de “ponte” entre o grupo fosforamida e a isatina ou a lapachona.

2.9 A Quimica Computacional e a Modelagem Molecular

Com o advento da Mecanica Quantica, no inicio do século XX, as aplicagcdes da
Matematica aos problemas da Quimica adentraram uma nova dimensdo, expandindo suas
possibilidades para além daquelas ja existentes. Gragas as poderosas ferramentas matematicas
surgidas durante o desenvolvimento da Quimica Quantica, tornou-se possivel para os
quimicos predizer algumas propriedades de moléculas antes mesmo de sua sintese.

Com o surgimento e¢ o desenvolvimento da computagdo, grandes progressos
comecaram a ocorrer na area dos estudos tedricos em Quimica. Desde os primeiros
“computadores” em Los Alamos na década de 40, até as modernas estacdes de trabalho,
clusters e super-computadores dos centros de computacdo cientifica, a revolugdo promovida
pela computagdo tem trazido grandes beneficios para essa area, permitindo que sistemas
moleculares cada vez maiores sejam estudados. O uso de métodos computacionais para
compreensdo e previsdo do comportamento de sistemas moleculares forma o ramo do

conhecimento quimico denominado Quimica Computacional [CLARK,1985].

14



Com o desenvolvimento da Fisica Atomica, no inicio do século XX, foram dados os
primeiros passos bem-sucedidos para a transicdo da representacdo de estruturas moleculares
da esfera bidimensional das folhas de papel para o ambito tridimensional. A cristalografia
teve um papel decisivo neste processo, pois foi por meio desta técnica que foram obtidas as
primeiras informagdes estruturais precisas sobre comprimentos e angulos de ligagdo
[HOLTJE & FOLKERS]. De posse destas informacdes estruturais, foram desenvolvidos os
primeiros modelos de estruturas tridimensionais que, até hoje, desempenham papel essencial
na pesquisa € no ensino. Com o desenvolvimento de programas capazes de determinar a
estrutura molecular por meio de calculos teodricos, surgiu a modelagem molecular, que,
segundo a IUPAC, trata da investigagdo das estruturas e das propriedades moleculares pelo
uso da quimica computacional e de técnicas de visualizacdo grafica, visando fornecer uma
representacdo tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias [SANT’ANNA, 2002].

Quando se trata de proteinas ou de seus complexos com moléculas pequenas
(ligantes), técnicas experimentais como a cristalografia de raios-X e a ressonancia magnética
nuclear tém fornecido dados como estrutura e especificidade de uma enzima ou de um
receptor, detalhando-se a estrutura do seu sitio ativo e seu modo de interacdo com um ligante.
De posse de tais informagdes, a modelagem pode ser usada para o planejamento de novos
ligantes, com propriedades estruturais otimizadas para um melhor reconhecimento molecular
pela enzima, em se tratando de inibidores enzimaticos, ou pelo receptor, no caso de agonistas
ou antagonistas.

A modelagem molecular pode contribuir em todos os estagios do planejamento de
compostos candidatos a ensaios bioldgicos e testes clinicos, desde a descoberta de um
prototipo até sua otimizagdo, em termos de afinidade, especificidade, toxicidade e
biodisponibilidade [OPREA, 2005]. Do ponto de vista do planejamento, ¢ importante destacar
que, quando se fala do uso da modelagem molecular, ndo se pretende chegar a uma molécula
bioativa simplesmente através do uso de programas de computador. O processo de
desenvolvimento dessas moléculas, devido a sua complexidade, envolve necessariamente o
trabalho de uma equipe multidisciplinar, que emprega um grande conjunto de métodos
computacionais de modo sistematico de forma a facilitar e otimizar o processo de
desenvolvimento de compostos bioativos, em uma constante troca de informag¢des com grupos
de sintese quimica e avaliac¢ao da atividade destes compostos [SANT’ANNA, 2009].

Os dois métodos que tém sido usados predominantemente em estudos de modelagem

molecular sdo 0 método classico, que inclui os métodos da mecanica molecular e da dinamica
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molecular, ¢ 0 método quantico, que inclui os métodos ab initio ¢ semi-empiricos. De modo
geral, a escolha entre estes métodos depende das propriedades que se deseja avaliar, da
precisdo desejada e da capacidade computacional disponivel para a realizacdo dos célculos

[SANT’ANNA, 2009].
2.9.1 Métodos classicos

Os métodos de mecanica molecular baseiam-se no fato de que as moléculas sdo
compostas de unidades estruturalmente similares e, por esta razdo, algumas propriedades
podem ser transferidas de uma molécula para a outra, tais como comprimentos de ligagdo,
frequéncias vibracionais, entalpias de formagao, entre outras [JENSEN, 1999].

O modelo da mecénica molecular ¢ justificavel porque os parametros associados a
conjuntos de atomos permanecem razoavelmente constantes entre estruturas diferentes, desde
que o tipo e a hibridag@o dos 4tomos envolvidos sejam os mesmos [BURKET, 1982]. De fato,
tabelas de distancias e angulos ‘“normais” ou “naturais” de liga¢do, determinados
experimentalmente, sdo facilmente encontradas na literatura de quimica. O que se faz no
modelo da mecanica molecular ¢ desenvolver o chamado campo de forga, um conjunto de
fungdes de energia que determinam penalidades energéticas para o afastamento desses valores
“normais” da estrutura [BURKET, 1982]. A minimiza¢do de energia ¢ um processo no qual,
através de um algoritmo matematico adequado, busca-se reduzir essas penalidades em
conjunto, ou seja, reduzir a energia a um minimo [SANT’ANNA, 2009].

Em um campo de forca genérico da mecanica molecular, pode-se descrever, por

exemplo, a ligacdo entre dois atomos por um oscilador harmonico simples,

0 0)y2
Eest: ZKI(Q)(F_F())
ligagoes (O 1 )

(0)
onde a constante de forca Ky e a distancia de equilibrio do oscilador 7 @ dependem dos

atomos que estdo participando da ligacdo e seus valores sdo obtidos de um conjunto de

moléculas escolhido como padrdo. O angulo € entre trés dtomos também pode ser descrito

como um oscilador harménico,
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Ep = S KO@-0)

ang )
angulos (0 2)

O termo de energia conformacional associado a tor¢do de angulos diedros ® ¢

apropriadamente descrito por uma série truncada de Fourier,

E, = Z V. cos(l+nw)
n=1 (03)

onde n descreve a periodicidade de uma rotagao.

O termo de energia eletrostatica ¢ dado pela expressao comum de Coulomb,

E = Z qiq]'
el ~ < R )
SO (04)

onde q; e q; sdo as cargas de cada atomo, R;j a distancia entre eles e gy ¢ a permissividade no
vacuo. O termo de energia de van der Waals pode ser descrito razoavelmente bem usando-se
potenciais adequados, como o potencial de Leonard-Jones [HYPERCHEM, 1994].

Muitos campos de forca estdo disponiveis hoje em dia, a maioria deles parametrizados
para sistemas organicos, fornecendo Otimos resultados qualitativos [ALLINGER, 1977;
WEINER et al., 1984; BROOKS et al., 1983; JORGENSEN & TIRADORIVES, 1988]. Os
resultados serdo tanto melhores quanto mais proxima estiver a estrutura da molécula que esta
sendo estudada daquelas usadas como padrio. Um exemplo de campo de forga muito
difundido é o MM2 [ALLINGER, 1977], desenvolvido com o intuito de descrever pequenos
sistemas organicos. Um outro exemplo, aplicavel principalmente a macromoléculas de
interesse bioldgico, como proteinas e acidos nucléicos, ¢ 0 AMBER [WEINER et al., 1984].

Uma vez que bons pardmetros estejam disponiveis, sera possivel alcancar boa predigao
das geometrias, das energias relativas e barreiras conformacionais de uma grande quantidade
de moléculas em um tempo computacional menor. Porém, os métodos de mecéanica molecular
consideram apenas a conformacao de menor energia, o que tras limitacdes a este método uma
vez que na temperatura da biofase, a molécula possui energia cinética suficiente para assumir

muitas outras conformacdes.

17



Nos métodos de dindmica molecular sdo exploradas muitas outras conformagodes, estes
métodos utilizam func¢do de busca deterministica e fundamentos da mecanica molecular
classica para descrever o comportamento dinamico do sistema ao longo do tempo; logo,
descrevem as posigdes dos atomos em funcdo do tempo, que tendem a se ajustar no sistema
para diminuir a energia potencial [LEACH, 2006]. Neste método, a resolugdo das equacdes de
movimento representa a evolucdo no tempo dos movimentos moleculares, chamada trajetoria,
que pode ser usada para o estudo de propriedades que dependem do tempo, tais como a
difusdo, o dobramento de cadeias moleculares (como acontece no enovelamento de proteinas)
e a distribui¢do de moléculas de solvente ao redor de um soluto, entre outros. Em um calculo
de dindmica molecular, as moléculas, que tém certa energia cinética, podem superar barreiras
de energia potencial, o que permite a exploracdo da superficie de energia potencial (SEP) na

busca de outras conformagoes estaveis [SANT’ANNA, 2009].
2.9.2 Métodos quanticos

O método quantico tem como objetivo central a obtencdo de solugdes da equacdo de
Schrodinger independente do tempo (equagdo 05), para a determinacdo precisa de
propriedades de sistemas atdmicos e moleculares. Schrodinger concluiu que so6 seria possivel
determinar corretamente a energia em um sistema atémico com a inclusdo do comportamento
ondulatorio proposto por de Broglie para todas as particulas (nucleos e elétrons) que
constituem esse sistema. Inicialmente, Schrodinger definiu uma funcdo de onda, ¥, que
depende das coordenadas de todos os nucleos e das coordenadas de todos os elétrons do
sistema [SANT’ANNA, 2009]. Essa equacdo somente apresenta solucdo exata para problemas

de um elétron.

—h?
EV2+V(x:yaz) W(x:yaz):El//(xayaz) (05)

Nesta equagdo, V P éo Laplaciano, 7 ¢ a constante de Planck dividida por 2[1, m ¢ a
massa da particula, ¥(x,y,z) ¢ uma fun¢do de onda do sistema, V(x,),z) ¢ um operador
associado a energia potencial e £ ¢é a energia total da particula. Esta ¢ a equacdo de
Schrédinger nas trés dimensdes (x,y,z) independente do tempo. A equagdo independente do
tempo ¢ suficiente para resolver os chamados problemas estacionarios, que constituem muitos

dos problemas de Quimica [ALCACER, 2007]. Todo o termo entre colchetes representa os
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operadores de energia cinética e potencial que constituem um uUnico operador matematico,
chamado hamiltoniano H. Na mecéanica quantica, o conceito de operador ¢ de grande
importancia. Um operador representa uma instrugdo para se executar determinada agdo (por
exemplo, diferenciacdo ou integracdo) sobre um operando, que, neste caso, ¢ a funcdo de
onda ¥(x,y,z). A ac¢do do operador Hamiltoniano em uma fun¢do adequada (chamada
autofuncdo) produz a propria fungdo multiplicada pela energia total do sistema (chamada

autovalor). Assim temos,
Hy (r)=Ey(r) (06)

em que 7 representa o conjunto das trés coordenadas do espaco.

Uma forma de simplificar a equacdo de Schrodinger é assumir a imobilidade dos
nucleos atdmicos. A massa nuclear ¢ varias vezes maior que a massa dos elétrons, fazendo
com que os elétrons se ajustem quase que instantaneamente a qualquer mudanga de posicdo
nuclear. Esta aproximac¢do é conhecida como aproxima¢do de Born-Oppenheimer, que
permite separar a equagdo de Schrodinger em duas: uma para a parte eletronica e outra para a

nuclear [BORN & OPPENHEIMER, 1927]. A equagdo eletronica tem a forma

H,y (r)=E, vy, (r) (07)
onde o operador hamiltoniano €:
LV, (EZ, S
H=-3_"1__ 4 4 —
08
= 2m ;; Tia ;;G %

Na ultima equagdo, Z, ¢ o nimero atdmico do nucleo 4, r; é a distancia entre os
elétrons i e j, ri4 € a distancia entre o nicleo 4 ¢ o elétron i; N e M indicam, respectivamente,
os numeros de elétrons e nucleos do sistema. O primeiro termo desta expressdo ¢ o termo da
energia cinética dos N elétrons, o segundo € o de energia potencial atrativa dos elétrons para
os nucleos ¢ o terceiro termo corresponde as interagdes elétron-elétron. O termo que descreve

a energia cinética nuclear ¢ zero e o termo de interacdo coulombiano entre nucleos ¢ um
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parametro que deve ser adicionado a energia eletronica E,; para produzir a energia total £ do
sistema.

As solugdes da equagdo de Schrodinger estdo sujeitas a restrigdes importantes. Em
primeiro lugar, a funcdo de onda ¥ deve ser normalizavel e, em segundo lugar, tem que ser
antissimétrica com respeito & permuta de dois elétrons quaisquer [ALCACER, 2007].

A equacdo de Schrodinger ndo pode ser resolvida exatamente para sistemas
multieletronicos, mesmo com a aproximagio de Born-Oppenheimer [ALCACER, 2007]. Uma
segunda complicacdo com espécies multieletronicas ¢ em relagdo ao spin. O spin ¢é
caracterizado pelo ntimero quantico s, sendo um efeito puramente relativistico. Como a
equagdo de Schrodinger ¢ ndo relativista, inclusdes adicionais que computem tal efeito na
forma da funcdo de onda devem ser feitas. A combinacdo da func¢do de onda espacial do
elétron com uma fungdo de spin adequada produz a chamada fungdo spin-orbital.

Diversos métodos t€m sido desenvolvidos para a aproximacgao da solucdo da equagdo
de Schrodinger para sistemas de muitos elétrons. Dentre estes métodos, o mais popular é o
método de Hartree-Fock (HF) [HARTREE, 1923; HARTREE, 1924]. Além de ser capaz de
fornecer uma solu¢do bem aproximada para sistemas de muitos elétrons, o método HF tem a
vantagem de servir como base para outros métodos: por um lado, os métodos semi-empiricos,
onde aproximagdes adicionais sdo incluidas com o proposito de reduzir o custo
computacional; por outro, métodos onde a solucdo HF sdo acrescentadas corre¢des no sentido
de aproximar a solucdo exata.

Se assumirmos que um sistema de N elétrons pode ser descrito como uma soma de N
sistemas de um elétron que se move num campo gerado pelos nucleos estacionarios ¢ num
campo médio resultante da distribuicdo espacial de todos os outros elétrons, o problema se
reduz ao problema de N elétrons independentes. A teoria de HF, nesta aproximacao, obriga a
construcdo de fungdes spin-orbitais y para cada elétron, que minimizem a energia do estado
fundamental do sistema (método variacional) [MORGON & COUTINHO, 2007].

Estas fung¢des spin-orbitais devem fazer parte de uma fungdo determinantal escolhida
de forma 6tima, uma vez que uma funcdo de onda Yo que descreve um sistema de muitos
elétrons deve ser antissimétrica perante a troca de coordenadas de dois destes elétrons e a
antissimetria ¢ uma caracteristica dos determinantes. Este determinante ¢ conhecido como
determinante de Slater [SLATER, 1929], onde as fungdes spin-orbitais moleculares sdo
funcdes das coordenadas espaciais e de spin de um tnico elétron [MORGON & COUTINHO,
2007].
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A maior diferenca entre sistemas multieletronicos e monoeletronicos ¢ a presenca das
interagdes entre elétrons. O que se deseja € obter uma fungdo de onda de menor energia para
um sistema multieletronico mantendo a formulag¢do spin-orbital individual. O problema ¢
encontrar uma solucdo que simultaneamente englobe todos os movimentos eletronicos, bem
como o efeito que um elétron de um orbital atdmico exerce no comportamento de um outro
elétron em um outro orbital atdbmico devido a estes movimentos eletronicos.

A solucdo para este problema pode ser encontrada na equagdo de Hartree-Fock onde se
assume que cada elétron se move no campo médio produzido pelos demais elétrons e pelos
nucleos [HOUSE, 2004]. Esta equagédo possui um operador (operador de Fock) que estabelece
uma dependéncia entre a equagdo de cada orbital com os outros orbitais e os spin-orbitais
moleculares também dependem das solugdes da propria equacdo. Sendo assim, as equacdes
devem ser resolvidas de forma acoplada, através de aproximacgdes sucessivas (solucdo
iterativa). As energias totais correspondentes a cada conjunto sdo comparadas até que a
energia ndo varie entre duas estruturas consecutivas, dentro de um limite pré-determinado. A
melhor fungdo de onda ¢ obtida de tal forma que a energia seja um minimo.

Uma aproximagdo para representar a fungdo de onda eletronica em sistemas
moleculares ¢ usar uma combinacdo linear de fun¢des de onda de um elétron estendidas por
toda a molécula, estas fung¢des sao chamadas de orbitais moleculares (OM), ¢ esta
aproximacdo ¢ chamada de LCAO (combinagdo linear dos orbitais atomicos). A distribui¢ao
eletronica em uma molécula segue os mesmos principios da distribuicdo em atomos, ou seja,
cada OM pode conter no maximo 2 elétrons, com spins opostos (principio de Pauli)
[MORGON & COUTINHO, 2007].

Nos sistemas de camada fechada, os spins dos elétrons emparelhados se anulam uns
aos outros por estarem ocupando o mesmo orbital molecular, logo, ndo ¢ necessario
considerar a questdo do spin eletronico na resolucdo da equag¢do de Schrodinger. Para
sistemas com elétrons desemparelhados, como ¢ o caso dos radicais livres, é necessario tratar
de alguma forma a questdo do spin. A forma mais comum ¢ dividir os OM em 2 grupos,
chamados alfa e beta, que sdo ocupados separadamente por elétrons com apenas um
determinado spin. Esse método ¢ chamado de UHF (Unrestricted Hartree-Fock). Por
exemplo, para um sistema com dois elétrons desemparelhados (estado tripleto), o nimero de
orbitais alfa ocupados ¢ duas unidades maior do que o numero de orbitais beta.

[SANT’ANNA, 2009].
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2.10 Métodos Semi-Empiricos

Nos métodos semi-empiricos uma grande parte das integrais referentes a equacao de
Schrondinger sdo negligenciadas devido a introducdo de pardmetros empiricos ou
previamente calculados que permitem a eliminacdo do célculo de algumas dessas integrais
[SANT’ANNA, 2009]. Ou seja, as equacdes integro-diferenciais sdo trocadas por equacdes
algébricas. Desta forma, o método semi-empirico ¢ o mais indicado no estudo de grandes
sistemas como as proteinas e seus complexos com outras moléculas, uma vez que métodos ab
initio requerem maior capacidade computacional e tempo de maquina.

Em geral, os métodos semi-empiricos limitam-se ao tratamento dos elétrons de
valéncia, ndo considerando explicitamente os elétrons do cerne, que contribuem muito menos,
em geral, para o comportamento das moléculas [ALCACER, 2007]. Estes métodos procuram
resolver, de forma autoconsistente, as equacdes de Hartree-Fock, utilizando parametros,
obtidos por ajuste numérico ou derivados de resultados experimentais, para tornar mais rapida
a resolugdo das equacdes. Na maioria das vezes, utilizam um conjunto de base minimo de
valéncia, formado por funcdes do tipo Slater (STO — Slater type orbitals), e fazem uso da
teoria de orbitais moleculares para a constru¢do da fun¢do de onda molecular, construindo
estes orbitais moleculares a partir de da aproximagao LCAO.

Existe uma grande variedade de métodos semi-empiricos, nos quais se fazem varias
aproximacdes adicionais de modo a reduzir as dificuldades de calculo. A resolugdo da
equacdo de Schrodinger envolve o calculo de uma série de integrais e a maneira mais facil de
simplificar esta resolugdo ¢ o uso de aproximagdes que desconsideram algumas destas
integrais. Dentre estas aproximagdes, uma das que tém impacto no custo computacional ¢
conhecida como aproximagdo ZDO (Zero Differential Overlap). Esta aproximagao ignora as
integrais de sobreposicdo de dois elétrons que se encontram em orbitais atdmicos diferentes,
simplificando bastante as equacdes de Hartree-Fock, mas que pode levar a grandes erros nas
varias propriedades moleculares calculadas, ficando entdo seu uso restrito ao tratamento de
sistemas [ de moléculas planares [MORGON & COUTINHO, 2007]. Afim de que os
métodos semi-empiricos pudessem tratar outros tipos de sistema, Pople e colaboradores
propuseram novos métodos: CNDO (Complete Neglect of Differential Overlap), INDO
(Intermediate Neglect of Differential Overlap) e NDDO (Neglect of Diatomic Differential
Overlap). Estes métodos possuem niveis de aproximacdes diferentes e levam em consideragao

todos os elétrons de valéncia. A aproximacao integral NDDO ¢ a que considera um maior
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nimero de integrais para serem calculadas e, desta forma ¢ a melhor das trés aproximacoes
integrais [ POPLE et al., 1967]

Os métodos semi-empiricos paramétricos apoiam-se na proposta de Dewar, na qual a
parametrizacdo ¢ feita de modo a reproduzir da melhor forma possivel medidas experimentais.
Sdo selecionados conjuntos de atomos que pertencem a conjuntos de moléculas cujas
entalpias de formacdo padrdo, geometria molecular ¢ momento dipolar sejam conhecidos
experimentalmente. A determinagdo do melhor conjunto de parametros ¢ feita por
minimiza¢do dos erros nos calculos de entalpia de formagdo, geometria € momento dipolar
[ALCACER, 2007].

Como exemplos de métodos semi-empiricos, t€ém-se 0 MNDO (Modified Neglect of
Diatomic Overlap) [DEWART & THIEL, 1977], AM1 (Austin Model 1) [DEWAR et al.,
1985], PM3 (Parametric Method 3) [STEWART, 1989], o MNDO/d (Modified Neglect of
Diatomic Overlap, incluindo orbitais d) [THIEL & VOITYUK, 1992a; THIEL & VOITYUK,
1992b] e, mais recentemente, os métodos RM1 [ROCHA et al., 2006], PM6 [STEWART,
2007] e PM7 [http://openmopac.net/index.html].

A extensdo dos métodos semi-empiricos para metais de transicdo enfrentou algumas
dificuldades [STEWART, 2007]: a escassez de dados de referéncia e o fato de que ¢ comum
que compostos de metais de transicdo apresentem camada aberta; ¢ mais dificil resolver as
equacdes do método auto consistente para sistemas de camada aberta porque o spin total ¢
diferente de zero e precisa ser considerado de algum modo na resolugdo (como através do
método UHF, descrito anteriormente). Finalmente, estudos preliminares indicam que calculos
ab initio de alto nivel para metais de transicdo ndo sdo uteis para gerar dados de referéncia
termoquimica, embora sejam uteis para gerar dados de geometrias [MORGON &
COUTINHO, 2007].

A maioria dos grandes avangos obtidos na pesquisa de métodos semi-empiricos foi
essencialmente incorporada em um unico programa: o MOPAC (Molecular Orbital
PACkage). Iniciado em 1983, no grupo do Prof. M. Dewar, com a participacdo do Prof. J.
Stewart, que também ¢ o responsavel pelo desenvolvimento de muitos métodos paramétricos
bem sucedidos [STEWART, 1996].

O método PM6 foi o primeiro disponibilizado no programa MOPAC que podia ser
utilizado para tratar sistemas contendo metais de transi¢do [STEWART, 2007]. Neste método,
as entalpias de formag@o sdo mais bem representadas e as geometrias apresentam um

significativo aumento da exatiddo, quando comparados com métodos paramétricos mais
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antigos. O PM6 introduz muitas modificacdes no termo de interagdo NDDO cerne-cerne € no
método de otimizacdo paramétrico. O erro médio para as entalpias de formacdo calculadas
pelo PM6 de 1373 moléculas usadas como referéncia, contendo elementos relevantes
biologicamente, ¢ de apenas 4,4 kcal/mol, superando inclusive alguns métodos menos
aproximados. O erro médio equivalente para outros métodos é: RM1, 5,0; B3LYP 6-31G(d),
5,2; PM5, 5,7; PM3, 6,3; HF 6-31G(d), 7,4; e AM1, 10,0 kcal/mol. Para o mesmo conjunto de
dados, o método PM?7, publicado recentemente [STEWART, 2012], tem erro médio de 4,0
kcal/mol. Nele, alguns erros na teoria NDDO que afetavam os resultados foram removidos e
todos 0s parametros atdmicos e diatomicos foram reotimizados

[http://openmopac.net/index.html].

2.11 Docking

Os sitios ativos das enzimas e os sitios de interacdo presentes em receptores exibem
alta seletividade no reconhecimento de seus bioligantes. Se de alguma forma estas interagoes
pudessem ser explicadas e preditas por algum método a modelagem de moléculas inéditas
seria realizada de forma muito mais eficiente. Com isso surgiu a técnica de atracamento
molecular, também conhecida como docking (ou ancoramento) molecular, na década de 1980
[KUNTZ et al., 1982], e atualmente tem sido bastante utilizada quando as estruturas dos sitios
ativos e das moléculas estdo disponiveis, ou ainda para o atracamento entre duas proteinas. A
expansdo do uso do docking na literatura tem crescido a cada ano (figura 9), tanto em
trabalhos que tratam apenas do docking, quanto em trabalhos que usam esta técnica
juntamente com a sintese e com testes biologicos, como demostrado na pesquisa feita por

Yuriev ¢ Ramsland [YURIEV & RAMSLAND, 2013].
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Figura 9. Ntimero de publicagdes envolvendo docking, baseada em simples pesquisa da literatura [YURIEV &
RAMSLAND, 2013].
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Muitos programas de docking empregam métodos de inteligéncia artificial, como
algoritmos genéticos (AG), que sdo particularmente titeis na resolucdo de problemas com um
vasto numero de varidveis, por possibilitarem uma amostragem eficiente [LINDEN, 2006].
Este algoritmo foi proposto no anos 60 por John H. Holland, pesquisador da Universidade de
Michigan (EUA), tal metodologia foi primeiramente utilizada em Quimica por Lucasius e
Kateman (1991), em um trabalho para selecdo de comprimentos de onda em espectros de
ultravioleta. O AG otimiza as solugdes encontradas em varias situagdes, sendo considerado
um dos melhores algoritmos de otimizagdo estocastica, encontrando solu¢des muito proximas
as verdadeiras (as encontradas em métodos experimentais, como a cristalografia de raios-X)
[COSTA FILHO & POPPI, 1999; MORRIS et al., 1998].

Os AG simulam matematicamente ideias genéticas, para a sua criacdo sdo necessarias
5 etapas basicas: a codificacdo das variaveis, a criagdo da populagdo inicial, a avaliagdo da
resposta (aptiddo), o cruzamento (“crossover”) e a mutacdo. A codificacdo das variaveis
consiste na criagdo dos “cromossomos”, formados por possiveis solugdes (ou seja, pelos
arranjos e orientacdes de um ligante frente a uma proteina/sitio ativo), que podem ser
definidas por um grupo de valores (geralmente por codificacdo binaria) descrevendo a
translacdo, orientagdo e conformacgdo do ligante atracado, ou seja, seu genotipo; enquanto as
coordenadas atomicas de um ligante correspondem ao seu fenotipo. Com isto, temos a criacdo
da populacdo inicial, constituida por varios cromossomos. Quanto maior ¢ a diversidade da
populac@o, maior o nimero de solugdes diferentes. Se a populacdo inicial foi gerada usando
alguma técnica heuristica para obtencao de individuos de boa qualidade, o AG pode chegar a
solucdes mais rapidamente quando comparado ao processo de geracdo aleatoria de individuos
[REEVES, 1995].

Sua aptiddo ¢ entdo calculada a partir dos valores descritos acima, baseados no mérito
relativo das solugdes encontradas, para saber quais cromossomos serdo capazes de gerar a
melhor resposta esperada, determinando com qual probabilidade este cromossomo ira cruzar.
Pares randomicos de cromossomos sdo entdo cruzados, onde novas geragdes de cromossomos
herdardo caracteristicas de seus “pais”. Alguns passardo pelo processo de mutacdo, onde
ocorrem permutagdes nas informagdes contidas nos genes. A selegcdo da descendéncia de tais
geragdes ¢ baseada na aptidao do cromossomo: aqueles que melhor atracam ao seu ambiente
(proteina) sdo selecionados, e aqueles que ndo se adaptam bem sdo abandonados [COSTA

FILHO & POPPI, 1999; MORRIS et al., 1998; JONES et al., 1997].
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As fungdes de escore (“scoring functions”) ou fun¢des de pontuacdo mensuram o grau
de aptiddo do individuo. Elas possuem termos que descrevem as interacdes estéricas,
eletrostaticas, de ligagdes hidrogénio e hidrofobicas e baseado nestes termos, classificam os
melhores modos de ligacdo (orientacdo e conformacdo) do ligante no sitio receptor. Na
pratica, essas técnicas foram desenvolvidas para serem aplicadas na busca dos chamados
posicionamentos, ou “posing”, que sdo combinagdes de orientacdes e conformagdes do ligante
no interior da proteina [MORGON & COUTINHO, 2007]. Existem trés tipos de funcdes de
escore: as baseadas em campos de forga (“force-field-based scoring functions™), as empiricas
(“empirical scoring functions™) e as baseadas em conhecimentos (“knowledge-based scoring
functions™). [KITCHEN et al., 2004].

As fungdes de escore baseadas em campos de for¢a quantificam a soma de duas
energias: a de interagdo entre o receptor e o ligante (energia “externa”) e a energia “interna”
do ligante. Por ser um método da Mecanica Molecular, sdo também investigadas as interagdes
ndo-ligadas envolvidas no reconhecimento molecular. As interagdes entre o ligante e a
proteina em jogo sdo quase sempre descritas utilizando termos de energia eletrostatica e de
van de Waals.

O termo eletrostatico ¢ uma formulacdo de Coulomb, com uma funcdo dielétrica
dependente de distancia, para o tratamento de interagdes carga-carga. Func¢des de escore deste
tipo possuem complicacdes, sendo necessaria a definicdo de um “raio de corte” para o
tratamento destas interagdes ndo-ligadas. Distancias muito grandes complicam a acuracia do
método, diminuindo a possibilidade de atracamento nestas posigdes muito distantes. Muitos
destes escores foram originalmente feitos para modelar contribui¢des estruturais e entalpicas
em fase gasosa, ndo incluindo termos entrépicos e de solvatacdo [KITCHEN et al., 2004;
SCHNEIDER & BOHM, 2002]. Varias fungdes sdo baseadas em diferentes parametros de
campos de forca: por exemplo, o “G-Score” ¢ baseado no campo de forca Tripos [KRAMER
et al., 1999] e o “AutoDock” [MORRIS et al., 1998] ¢ baseado no campo de forca AMBER
[WEINER et al.,1986]. Algumas fungdes possuem extensdes dos termos de energia para
englobar termos entropicos e outros. Como exemplo, temos a inclusdo de termos de entropia
torsional ao “GScore” e “Goldscore” [VERDONK et al., 2003], ¢ a inclusdo de termos para
ligacdo hidrogénio entre ligante e proteina no “Goldscore” [VERDONK et al., 2003] e
“AutoDock” [MORRIS et al., 1998].

As fungdes de escore empiricas reproduzem dados experimentais, como energias de

interacdo e conformacionais, como uma soma de varias funcdes parametrizadas,
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primeiramente propostas por B6hm (1992), baseado na aproximagao das energias de interagdo
por uma soma de termos individuais ndo-correlacionados. Tais termos sdo obtidos de uma
analise por regressdo, usando energias de interacdo determinadas experimentalmente, com
informagdes estruturais (obtidas por cristalografia de raios-X). Suas formas funcionais sdo
frequentemente mais simples que as fungdes de escore obtidas por campos de forga, com
termos de avaliacdo mais simples. Sua desvantagem reside na dependéncia dos conjuntos de
dados moleculares, o que leva a diferentes fatores (quando comparados a fungdes de campos
de for¢a), que ndo podem ser facilmente recombinados em uma nova fungdo de aptiddo
[KITCHEN et al., 2004]. Para evitar isso, termos que contabilizam interagdes nao-ligadas
podem ser implementados de varias formas. Na formulacdo de “LUDI” [BOHM, 1992], os
termos de ligacdo hidrogénio sdo separados em ligacdes hidrogénio neutras e ligacdes
hidrogénio i6nicas, enquanto o “ChemScore” [ELDRIDGE et al., 1997] ndo diferencia os
tipos de ligagdo hidrogénio. “LUDI” calcula as contribui¢des hidrofoébicas com base na
representacdo da area superficial molecular, enquanto “ChemScore” avalia o contato entre
pares de atomos hidrofobicos [ELDRIDGE et al., 1997].

E por ultimo, também existem as fungdes de escore baseadas em conhecimento, que
foram feitas para reproduzir estruturas experimentais ao invés de energias de ligacdo. Os
complexos ligante-proteina s@o modelados usando potenciais de interacdo atdmica
relativamente simples. Assim como os métodos empiricos, incluem implicitamente efeitos de
ligacdo dificeis de incluir explicitamente. Implementacdes destas fungdes incluem o “PMF”
(“Potencial of Mean Force”) [MUEGGE & MARTIN, 1999] e o “DrugScore” [GOHLKE et
al., 2000], que também incluem corregdes como a acessibilidade ao solvente, dentre outras.
Tais funcdes primam pela simplicidade, fazendo com que grandes conjuntos de moléculas
possam ser avaliadas com rapidez. A desvantagem deste método reside no fato de que sua
derivacdo é baseada na informacdo codificada implicitamente em conjuntos limitados de
complexos ligante-proteinas.

No caso do docking ligante-proteina, a etapa de reconhecimento molecular entre o
ligante e a macromolécula é um processo complexo, pois envolve fatores entalpicos e
entropicos e que incluem a flexibilidade do ligante e da proteina, o efeito do ambiente
protéico na distribui¢do de cargas do ligante e possiveis interacdes com moléculas de agua
presentes no meio [ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006]. Assim, em razdo desses
fatores, ¢ necessario avaliar qual fung¢do de escore se adequa melhor para cada sistema

ligante-proteina a ser estudado.
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O primeiro programa de docking foi criado em 1982, por Kuntz, sendo chamado de
DOCK. Atualmente, existem inumeros programas de docking comerciais e gratuitos
amplamente empregados (Figura 10), tais como GOLD, FlexX, AutoDock, Glide, ICM, entre
outros [KLEBE, 2006], sendo o mais recente o servidor DockThor, desenvolvido pelo Grupo
de Modelagem Molecular de Sistemas Bioldgicos do LNCC (Laboratério Nacional de
Computagao Cientifica) para docking gratuito receptor-ligante (http://www.dockthor.Incc.br).
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Figura 10. Programas de Docking citados nos titulos de artigos ou resumos em 2010-2011, pesquisa realizada
na PubMed [YURIEV & RAMSLAND, 2013].
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3. OBJETIVOS

A fim de se aperfeicoar a sintese de novos organofosforados inibidores da urease

fazendo uso da modelagem molecular, este trabalho buscou:

e Estudar o sitio ativo da urease, definindo o estado de spin dos ions Ni** ¢ o estado de
protonacdo do atomo de oxigénio localizado entre esses ions e o efeito da constante
dielétrica nesta enzima.

e Identificar e calcular pardmetros tedricos que estejam associados com o processo de
inibicdo da urease, como a entalpia de interacdo, perda entropica e a enrgia livre de
Gibbs necessaria para o transporte do inibidor da fase aquosa para o interior da
enzima, baseando-se na proposta de Wang e colaboradores (1994) de que tais
parametros tedricos podem ser correlacionados com a atividade inibitéria obtida
experimentalmente, através de um modelo matematico adequado.

e [Estabelecer uma relacdo quantitativa entre estes pardmetros com a atividade inibitoria
experimental dos acidos P-metil fosfinicos [VASSILIOU et al. 2008] e dos P-
hidroximetil fosfinicos [VASSILIOU et al. 2010], com o intuito de se propor um

modelo de predigdo de atividade para novos inibidores.

e Utilizar o modelo proposto para a predicao de atividade relativa de uma série de novos
organofosforados, propostos pelo grupo de sintese do Dr. Jodo Batista Neves da Costa
(PPGQ/UFRRYJ).

e Propor algumas modificagdes estruturais nesses compostos e avalid-los segundo o

modelo desenvolvido.
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4. METODOLOGIA

4.1 Estudo da multiplicidade de spin dos ions niquel(ll) e do estado de protonacéo do

atomo de oxigénio entre os dois ions niquel(ll).

Como primeira etapa do trabalho, foi necessario um estudo para definir a
multiplicidade de spin dos ions niquel(Il) do sitio ativo da urease e do estado de protonagao
do atomo de oxigénio entre esses ions. Foi realizada uma pesquisa no Protein Data Bank
(PDB) a fim de selecionar algumas estruturas cristalograficas da urease que continham o
atomo de oxigénio entre os atomos de niquel presentes no sitio ativo da enzima. Foram
encontradas duas ureases com essa caracteristica (codigos 1FWJ [PEARSON et al., 1997] e
1EJW do PDB). O Protein Data Bank ¢ um banco de dados da internet onde ficam
depositadas as estruturas cristalograficas de diversas proteinas obtidas experimentalmente por
difracdo de raios-X ou de néutrons ou por ressonancia nuclear magnética (RMN). Neste banco
de dados os arquivos foram obtidos no formato pdb, onde sdo dadas as coordenadas
cartesianas para os atomos. Como na estrutura cristalografica, em geral, ndo sdo determinadas
as posicoes dos atomos de hidrogénio e nem sua quantidade, foi necessario avaliar o estado de
protonacdo do atomo de oxigénio do sitio ativo, ou seja, avaliar se o atomo de oxigénio
correspondia a uma molécula de 4gua ou um ion hidroxila.

Os arquivos fornecidos pelo PDB foram abertos no programa RasMol [BERNSTEIN
et al., 1999]. Os atomos presentes nestes sitios foram selecionados dentro de um raio de 6.0 A
ao redor dos atomos de niquel, utilizando-se o comando “select within (6.0, Ni)” ¢ gravando-
se a selecdo no formato pdb. Para que todos os residuos de aminoacidos selecionados
estivessem completos no sitio ativo, editou-se essa primeira selecdo para se encontrar 0s
nomes ¢ numeragdes dos aminoacidos e moléculas de agua presentes no sitio. Com essa
informagdo, retornou-se ao programa RasMol para ser feita a sele¢do nominal destes
aminodacidos para a constru¢ao do sitio.

Para realizar os célculos de otimizacdo de energia, foram adicionados os atomos de
hidrogénio na estrutura e o formato do arquivo foi convertido de pdb para o de coordenadas
internas (distancias de ligacdo, angulos de ligacdo e angulos diedros) do programa Mopac
(extensdo mop). Estas operacdes foram realizadas no programa Babel [http://openbabel.org],
em ambiente DOS, utilizando a opg¢ao “-h” no comando de conversdo para a insercdo dos

hidrogénios.
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O arquivo fornecido foi aberto num editor de textos para avaliacdo e remogdo dos
atomos de hidrogénio que foram adicionados em excesso em residuos do sitio ativo. Através
deste procedimento, foram preparados os arquivos referentes ao sitio contendo agua ou
contendo ion hidroxila entre os atomos de niquel.

Os célculos realizados para as minimizagdes foram feitos com o programa Mopac
2009 [Stewart Computational Chemistry], com o método semi-empirico PM6 [Stewart, 2007],
em duas etapas: na primeira foram otimizados apenas os atomos de hidrogénio através das
palavras-chave “noopt” e “opt-h”. Na segunda etapa, os atomos da cadeia peptidica foram
fixados no espago alterando as “flags™ das trés coordenadas internas do sistema de 1 para 0.
Posteriormente, foi realizada a minimizacdo de energia da estrutura, onde todos os atomos do
sitio ativo foram otimizados, com excecdo dos atomos da cadeia polipeptidica. Calculos
quanticos requerem a defini¢do exata da multiplicidade do sistema. Isso ¢ particularmente
dificil no sistema em estudo, que contém dois ions Ni*" com configuragdo eletrénica d®, mas
em ambientes quimicos nao idénticos (geometrias piramidal-quadrada distorcida e octaédrica,
conforme descrito no Item 2.4) e com possiveis desdobramentos diferentes. Através da analise
das estruturas cristalograficas das trés ureases selecionadas para esse teste, observou-se que o
Nil descrito no Item 2.4 também se coordena a um residuo de glicina, podendo-se entdo
visualizar uma geometria octaédrica para ambos os fons Ni**. Dessa forma, a distribui¢do dos
elétrons nos orbitais d dos ions de Ni™* podem assumir trés multiplicidades de spin distintas,
conforme esquematizado na figura 11. Por isso, decidimos realizar os calculos com a enzima
nesses 3 estados: singleto (com o método RHF), tripleto e quinteto (ambos com o método
UHF, usando-se as palavras-chave “UHF QUINTET” e “UHF TRIPLET”, respectivamente),
contendo tanto 4gua quanto um anion OH" entre os fons Ni*".

Apo6s o término dos calculos, os arquivos de saida contendo a estrutura ja otimizada
foram abertos com o programa Rasmol, onde se conferiu a estrutura e principalmente a
posicdo dos atomos de hidrogénio. Os atomos de hidrogénio podem migrar de um aminoacido
para outro durante a otimizagdo, principalmente se esta for realizada no vacuo. O uso do
método COSMO (Conductor-like Screening Model) [RZEPA et al., 1991] com a constante
dielétrica da agua (palavra-chave EPS=78.4) e de uma constante que mimetiza o interior de
proteinas (palavra-chave EPS=4) durante as otimizagdes evitou que isto acontecesse, além de
aproximar mais o modelo das condicdes reais. O valor 4 ¢ um dos mais utilizados na literatura
para a constante dielétrica no interior de proteinas, embora muitos outros sejam sugeridos [LI

etal.,2013]
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Figura 11. Diagrama simplificado da distribuigdo dos elétrons nos orbitais d dos fons Ni*? nas multiplicidades

estudadas. Os elétrons desemparelhados estdo em vermelho para melhor visualizaggo.

Ainda utilizando o programa Rasmol, na opcao “settings” da barra de ferramentas do
programa, foi selecionado o comando “pick distance”, que permite medir a distancia entre
dois atomos selecionados. Foram tomadas doze medidas entre alguns atomos localizados no

ot . , 2+ ..

sitio ativo da urease e os ions Ni“', tanto das estruturas otimizadas como das estruturas
experimentais. Desta maneira, determinou-se qual modelo teérico havia apresentado uma
menor variagdo da posicdo dos atomos em relagdo a estrutura experimental, ou seja,

reproduzia melhor a estrutura experimental.

4.2 Otimizacgao dos ligantes

Os ligantes da urease usados nesse trabalho podem ser divididos em trés séries. Na
primeira estdo os ligantes sintetizados por Vassiliou e colaboradores em 2008 (figura 12). Na
segunda estdo os ligantes sintetizados por Vassiliou e colaboradores em 2010 (figura 13).
Estas duas primeiras séries correspondem a ligantes que possuem dados de atividade inibitoria
da urease determinados experimentalmente, necessarios para a constru¢do do modelo. Todos
possuem hidrogénios acidos e foram otimizados nas suas formas anidnicas. Na série 3 estdo
os ligantes sintetizados pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Dr. Jodo Batista Neves da
Costa (Dequim/UFRRYJ), os quais tiveram suas atividades preditas pelo modelo desenvolvido

nesse trabalho (figura 14).
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Através do programa Spartan’08 [Wavefunction Inc.], os ligantes das trés séries
mencionadas foram desenhados e otimizados. A otimiza¢do dos ligantes referente a série 3 foi
realizada pelo método de Monte Carlo com o campo de forca MMFF (Merck Molecular
Force Field) [Thomas, 1996], resultando em uma distribuicdo de conférmeros. Apos a sele¢ao
do conférmero de menor energia de cada estrutura, sua geometria foi reotimizada com o
método semi-empirico PM3 (Parametric Method 3) [STEWART, 1989], também através do
programa Spartan’08. A reotimizacdo dos ligantes das duas primeiras séries foi realizada
através do método semi-empirico AM1 (Austin Model 1) [DEWAR et al., 1985] ao invés do
PM3, pois as estruturas otimizadas com este método apresentaram distancias carbono-fosforo
muito altas, o que pode ter sido causado por estas estruturas estarem na forma anidnica. As
estruturas foram gravadas no formato “mol2” a fim de serem usadas como arquivos de

entrada de dados no estudo de docking.
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Figura 12. Série 1: Acidos P-metil fosfinicos sintetizados por Vassiliou e colaboradores em 2008 [VASSILIOU
et al., 2008].
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[VASSILIOU et al., 2010].
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Figura 14. Série 3: Compostos sintetizados pelo grupo do Dr. Jodo Batista Neves da Costa (Dequim, UFRRYJ).
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4.3 Docking

Segundo os artigos publicados por Vassiliou e colaboradores em 2008 e em 2010, os
compostos sintetizados foram testados in vifro usando a urease de B. pasteurii, obtendo-se
dados de CIsy e K; correspondentes. Através da busca no PDB, foi obtida a estrutura
cristalografica da urease de B. pasteurii (codigo 4UBP do PDB) [BENINI ef al., 2000]. Esta
estrutura possui 1,55 A de resolugio e contém o ligante 4cido acetoidroxdmico co-
cristalizado.

Antes do procedimento de docking dos ligantes comecar a ser feito, foram testadas as
quatro fungdes de pontuagdo disponiveis no programa de docking GOLD 5.1 (CCDC):
ChemPLP [KORB et al., 2007, 2009], Chemscore [ELDRIDGE et al.,1997] , Goldscore
[VERDONK et al., 2003], ¢ ASP [BONET et al., 1997]. Este programa visa identificar a
melhor forma de intera¢do (orientacdo e conformacgao) entre a molécula ligante e a proteina,
através do uso de um AG. Os hidrogénios foram primeiramente adicionados em toda a
estrutura da urease, fazendo-se as correcdes necessarias apos inspegdo visual. O ligante foi
removido do sitio e foi realizado o redocking com cada uma das func¢des de pontuagao.

Para o docking dos demais ligantes, o ligante co-cristalizado e as moléculas de agua
presentes na estrutura foram removidos. O sitio ativo foi definido com um raio 10 A a partir
do atomo de niquel 798. Por fim, fez-se a selec@o da melhor interacdo, ou seja, foi selecionada
para cada ligante a solugdo que apresentou o valor de pontuacdo mais alto. Através do
comando “export complex”, cada complexo urease/ligante foi gravado em formato pdb.

As estruturas 10 e 11 da série 1 ¢ a estrutura 21 da série 2, possuem um atomo de
enxofre ligado ao grupamento P-terminal, segundo Vassiliuo e colaboradores (2008), a boa
atividade inibitdria desses compostos pode ser explicada através da estrutura cristalografica
do B-mercaptoetanol complexado na urease, no qual o &tomo de enxofre interage entre os dois
ions Ni(II) presentes no sitio ativo. Nos artigos de Vassiliou e colaboradores (2008 ¢ 2010),
ndo havia mensdo sobre qual forma enantiomérica dessas estruturas foi usada no ensaio
biolégico de atividade, entdo o docking foi realizado com os dois enantidmeros de cada
ligante. Porém no docking dos enantidmeros dessas estruturas, o enxofre ndo ficou localizado
entre os ions Ni(Il) e sim o atomo de oxigénio. Entdo se optou por usar o docking das
estruturas 9, 8 e 20 para gerar os complexos das estruturas 10, 11 e 21, respectivamente, com
a urease, substituindo o atomo de oxigénio localizado entre os ions Ni(II) pelo enxofre no

arquivo pdb gerado apds o docking. A distancia de ligagdo fosforo-enxofre dessas estruturas
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no complexo inibidor-enzima foi corrigida através do método semi-empirico PM6 (programa

MOPAC2012) fixando-se toda a enzima e otimizando apenas o inibidor dentro do sitio.

4.4 Calculo das entalpias de interacdo inibidor-urease

Os arquivos gravados na etapa do docking, contendo os complexos urease/ligante de
maiores pontuagdes, foram abertos no programa RasMol. Os atomos presentes nestes sitios
foram selecionados dentro de um raio de 4,5 A ao redor do ligante e gravou-se a sele¢io no
formato pdb. Para que todos os residuos de aminoacidos selecionados fossem completos,
editou-se essa primeira sele¢do para se encontrar os nomes e numeragdes dos aminoéacidos,
atomos de niquel e ligantes presentes nos sitios. Com essa informagdo, retornou-se ao
programa RasMol para ser feito a sele¢do nominal para a construcdo do sitio. Os arquivos
foram verificados para fazer quaisquer corre¢des necessarias nos atomos de hidrogénio antes
dos calculos quanticos.

Os célculos realizados para as otimizagdes foram realizados com o programa MOPAC
2012 [Stewart Computational Chemistry], através do método semi-empirico PM6, em duas
etapas: Primeiro otimizou-se apenas os hidrogénios usando as palavras-chave “NOOPT” e
“OPT-H”. Como segunda etapa, otimizou-se todo o resto (os hidrogénios, o ligante e as
cadeias laterais dos aminoacidos).

Através do uso das palavras-chave “UHF QUINTET” e “EPS=4.0" foram obtidas as
entalpias dos sistemas considerando o estado quinteto e a constante dielétrica igual a 4,0. Os
valores de entalpia de interacdo (AH;y), ou seja, os valores das entalpias envolvidas para a

formag@o complexo enzima-inibidor, foram calculadas com base na seguinte reacao:

Inibidor + [ Urease-HO'] =———= [ Urease-Inibidor ] + HO’

A presenca do ion hidroxila foi usado para se manter o nimero e o tipo de pares de
elétrons de ambos os lados da reacdo (reacdo isodésmica), minimizando-se os erros na
avaliagdo da entalpia de reagdo pelo método semi-empirico. As entalpias de reagdo entre os

inibidores e a urease foram calculadas através da seguinte equagdo:

AH, =AH, ,+AH,, —(AH, ,, +AH,) )
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onde AH;, ¢ a entalpia envolvida na interagdo do inibidor com a enzima; AHg ;¢ a entalpia de
formagdo do complexo enzima-inibidor; AHyo ¢ a entalpia de formacdo do ion hidroxila;
AHgpo € a entalpia de formacdo do complexo enzima-hidroxila; e AH; é a entalpia de

formacao do inibidor.
4.5 Construgdo do modelo Empirico para predigdo da atividade inibitoria na urease.

Em sistemas biologicos, com temperatura, pressdo ¢ numero de particulas constantes,
0 processo de interagdo entre uma proteina (um receptor ou uma enzima) € um ligante
formando um complexo proteina-ligante ¢ determinado pela energia livre de Gibbs de
interagdo (AGiy) [BROOIIMANS & KUNTZ, 2003]. Quanto mais negativo o valor de AG,,
mais favoravel é a formag¢do do complexo, que ¢é constituida por termos entalpicos e

entropicos, conforme a equagdo 10:

AG, =AH,

it ~ TAS;, (10)
onde AH,, ¢ a entalpia de interacdo, T ¢ a temperatura absoluta do sistema e AS;, € a entropia
de interagdo.

No sistema composto por solvente, receptor e ligante, antes da complexacdo, estes
dois ultimos estdo solvatados e podem apresentar entropia translacional, rotacional,
vibracional e conformacional elevadas devido a liberdade de movimento. Entretanto, ao se
complexarem, t€ém as suas entropias diminuidas, enquanto a entropia do solvente aumenta de
forma mais pronunciada, o que eleva a entropia do sistema [BROOIJMANS & KUNTZ,
2003].

No caso de complexos enzima-inibidor, o valor de AG;, pode ser correlacionado a
medidas experimentais de afinidade como CIsy (concentragdo do inibidor necessaria para
inibir in vitro a atividade enzimatica em 50%) e a constante de inibicdo (K;) in vitro, que

mantém uma correlacdo matematica com AG;,, conforme a seguinte equacao:

RTInK, =2303RT logK, = AG,, (11)
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onde R ¢ a constante geral dos gases (1,987 cal.K™.mol™ = 0,001987 kcal K'.mol™") e T é a
temperatura absoluta (298,15 K, que corresponde a temperatura ambiente de 25 °C). E
importante ressaltar que esta equagdo ndo apresenta o sinal negativo porque a constante de
inibicdo K; ¢ definida para a reagdo de dissociagdo do complexo enzima/inibidor, enquanto o
AG,, refere-se ao processo de associagdo entre a enzima ¢ o inibidor [COPELAND, 2005].

Dados de K; e ClIs) estdo disponiveis na literatura para uma série de inibidores da
urease [VASSILIOU et al, 2008; VASSILIOU et al, 2010] . Alguns desses dados foram
usados para a constru¢do de um modelo para a predicdo de valores de atividade a partir de
dados teoricos, similar as propostas desenvolvidas por Wang e colaboradores no estudo de
inibidores de proteina quinase C [WANG et al., 1994] e posteriormente adaptadas por
Oliveira e colaboradores no estudo de inibidores da fosfodiesterase 4 [OLIVEIRA et al.,
2006] e por Rocha na predig@o da atividade de inibidores da esterol 14a-desmetilase (CYP51)
[ROCHA, 2009].

Vassiliou e colaboradores realizaram o ensaio bioldgico e os estudos de inibigdo com a
urease purificada de Bacillus pasteurii CCM2056T, usando concentracdes crescentes do
inibidor na faixa de 2 a 100 mM. Cada ensaio foi realizado em triplicata. Os valores de K; da
sériel foram obtidos pelo grafico de Lineweaver-Burk com pelo menos cinco concentragdes
inibitorias. Os valores de K; da série 2 foram calculados usando equagdes apropriadas do
programa GraphPad Prism 5 software. Estes valores estdo listados na tabela 1, juntamente

com seus logaritmos.

Tabela 1. Valores de K; (uM) e log(K;) para os compostos sintetizados por Vassiliou e colaboradores em 2008
(série 1) e em 2010 (série 2).

Série 1 Ki log(K) Série 2 Ki log(Ki)
1 340 2,53 12 95 1,98
2 21 1,32 13 0,43 -0,37
3 120 2,08 14 5,00 0,70
4 215 2,33 15 30,5 1,48
5 25 1,40 16 10,6 1,02
6 37 1,57 17 1,15 0,06
7 18 1,26 18 1,35 0,13
8 43 1,63 19 31,9 1,50
9 135 2,13 20 376 2,57
10 0,17 -0,77 21 428 2,63
11 17,5 1.24
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Os valores de logK; listados na tabela 1 podem ser correlacionados com a energia livre
de Gibbs de interacdo entre o inibidor e a enzima (AGy,) de acordo com a equagdo 11. Esta
interacdo pode ser dividida em duas etapas: na primeira ocorre o transporte do inibidor da fase
aquosa até o interior da proteina, onde se pressupde que a constante dielétrica seja igual a 4,
conforme serd discutido posteriormente. Na segunda etapa, ocorre a interag@o entre o inibidor

e o sitio ativo da urease.

Esquema 1

AGint
Inibidoraq + Sitio Ativo_, —=———= [Inibidor-Sitio Ativo] _,

AG,
AG,

Inibidor_, + Sitio Ativo__

4 4

De acordo com o esquema 1, temos a seguinte equacao:

AG,, =AG, +AG, (12)
Substituindo AG;,, na equagdo 11, temos:
RTIn K, =2303RT log K, = AG, + AG, (13)

O termo AG; pode ser aproximado como a energia livre de Gibbs necessaria para o
transporte do inibidor da fase aquosa (¢=78,4) para o interior da enzima (¢=4,0). Este termo

foi calculado através da equagdo 14.

AGl ~ AG78’4_4’0 — (H4,O _ TS4,0) _ (H78,4 _ TS78,4) (14)
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Os valores de entropia (S) e entalpia (H) da equagdo 14 foram obtidos através do
programa MOPAC2012 usando-se a palavra-chave “THERMO” ap6s a otimizacdo dos
inibidores com as constantes dielétricas 78,4 e 4,0. Através dessa palavra-chave, fatores
termodindmicos, como a capacidade de calorifica, entropia e energia interna, podem ser
calculados usando-se as freqiiéncias vibracionais, momentos de inércia, o numero de simetria
da molécula e a temperatura.

Uma dependéncia quadratica entre AG; e o logaritmo de K; foi proposta por Wang e
colaboradores (1994) sob a justificativa de que, como a enzima analisada era uma enzima de
membrana, valores extremos de solubilidade prejudicariam a atividade. Valores muito
negativos para esse termo poderiam fazer com que o inibidor interagisse muito bem com a
membrana ao invés de interagir com a enzima e valores muito positivos para este termo
indicariam que a passagem do inibidor do meio aquoso para o interior da enzima nao seria
muito favorecida.

O termo 4G, é composto de um termo entalpico, 4H>, € um termo entropico, -TAS),
este ultimo associado a variacdes nas entropias translacional, rotacional e conformacional dos
ligantes pela interagdo com a cavidade do sitio ativo da urease no interior da proteina.
Assumindo-se perdas de entropias translacional e rotacional semelhantes para todos os
compostos avaliados, que t€m estruturas bastante semelhantes, o termo entropico referente a
AG; foi considerado como apenas proporcional ao niumero de ligagdes rotacionaveis Nyg que
se tornaram “congeladas” como resultado da interacdo do inibidor com o sitio ativo, conforme
proposto por Wang e colaboradores (1994). A variagdo da entalpia referente a AG, foi
calculada conforme descrito no topico anterior (4.3). Logo, pode-se reescrever a equagdo 13

da seguinte forma:
RTlog K, = ¢,(AG, +c, P +c;AH , +¢,N ,, +cs (15)

na qual os coeficientes c;-¢s podem ser determinados ajustando-se a equacdo aos valores
experimentais do logK; para a série de compostos da literatura, através de uma analise por
regressao linear multipla. O coeficiente cs representa o valor onde a reta intercepta o eixo da
variavel dependente.

Por fim, foram obtidas equacdes através da regressdo multipla linear dos dados
referentes aos acidos fosfinicos da série 1 ¢ da série 2, separadamente. Avaliou-se, entdo,

quais das duas séries de dados experimentais levavam a um melhor modelo de predigdo da
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atividade. O melhor modelo foi usado para se predizer as constantes inibitorias dos ligantes da
série 3 e sua analise possibilitou propor modificagdes nestas estruturas a fim de aumentar a

atividade destes compostos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo da multiplicidade de spin dos ions niquel(ll) e do estado de protonacao do
atomo de oxigénio entre os ions niquel(ll).

Os sitios ativos otimizados das ureases 1FWJ, 1EJW e 1S3T em seus diferentes
estados de multiplicidade de spin e protonacdo foram analisados com o programa RasMol,
para se determinar qual estado possuia uma geometria otimizada mais parecida com a
geometria da estrutura cristalografica original. Para se avaliar os resultados, foram escolhidas
as distancias de ligacdo de alguns atomos capazes de se coordenarem aos fons Ni*" (Figura

15).
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Figura 15. Distancias escolhidas entre os cations Ni*? e alguns atomos doadores de elétrons representadas pelas
linhas pontilhadas no sitio ativo da urease 1EJW. Cada cation Ni" possui seis coordenagdes, representadas pelas

linhas pontilhadas em vermelho.

As distincias correspondentes entre estes 4tomos e os ions Ni** estdo nas tabelas 2 e 3
onde dey, ¢ a distdncia experimental obtida a partir das estruturas cristalograficas, dymo. €
dsymo0 sdo as distancias apds a otimizagdo, considerando-se o estado singleto, com HO™ e H,O
entre os ions Ni2+, respectivamente; dyno. € daympo sdo as distdncias apds a otimizagdo,

. . - , D+ .
considerando-se o estado tripleto, com HO™ e H,O entre os ions Ni™, respectivamente; dgo- €
43



dgm20 sdo as distancias ap0s a otimizagdo, considerando-se o estado quinteto, com HO™ e H,O

; 2+ .
entre os ions Ni" ', respectivamente.

Tabela 2. Distancias em A entre os 4tomos doadores de elétrons e os atomos de Ni(II) no sitio ativo da urease

1EJW.

Atomos Jexp dyjHo- dyrz0 dimo- dymzo dg/ro- dgrzo
Ni268-N188 2,13 1,85 1,86 1,96 1,86 1,97 1,88
Ni268-N156 2,08 1,87 1,88 1,94 1,87 1,93 1,88
Ni269-N78 2,11 1,86 1,87 1,91 1,86 1,94 1,94
Ni269-N74 2,13 1,87 1,88 1,96 1,87 1,94 1,94
Ni269-Ni268 3,69 425 4,65 3,62 4,88 3,64 3,82
Ni269-0276 2,18 2,71 3,07 1,96 3,59 2,01 2,20
Ni268-0276 2,1 1,84 1,92 1,98 1,93 1,97 2,02
Ni268-0127 1,98 2,37 3,00 2,00 2,98 2,01 2,17
Ni269-0128 2,06 1,88 1,88 2,05 1,86 2,04 2,04
Ni268-044 3,33 3,11 2,83 3,34 2,5 3,31 3,10
Ni269-044 5,92 6,41 6,64 5,91 6,52 5,94 5,94
Ni269-0235 2,02 1,87 1,86 2,01 1,86 2,01 2,00
Ni268-0279 2,11 1,97 1,94 2,26 2,09 2,40 2,03
Ni269-0282 2,25 3,17 3,08 3,22 2,16 3,50 2,13

Tabela 3. Distancias em A entre os atomos doadores de elétrons e os atomos

1FIW.

de Ni(II) no sitio ativo da urease

Atomos dexp dyHo- dyhz0 dyro- dyrz0 dyho- dyhzo
Ni258-Ni259 3,59 4,18 4,65 3,66 3,88 3,64 3,83
Ni258-N157 2,02 1,88 1,88 1,94 1,89 1,94 1,9
Ni258-N189 2,28 1,85 1,86 1,96 1,88 1,96 1,91
Ni258-0263 2,15 1,83 1,92 1,97 2,03 1,97 2,04
Ni259-0263 1,97 2,62 3,07 1,95 2,23 1,96 22
Ni259-N87 2,14 1,88 1,87 1,91 1,94 1,91 1,94
Ni259-N74 2,26 1,88 1,88 1,98 1,94 1,97 1,95
Ni258-0127 2,06 2,29 3,00 2,00 2,18 2,00 2,04
Ni259-0128 3,34 1,88 1,88 2,04 2,04 2,05 2,05

Ni258-044 3,36 3,21 2,83 3,42 3,17 3,44 3,32

Ni259-044 5,92 6,47 6,64 6,06 6,06 6,04 6,05
Ni259-0232 2,17 1,86 1,86 1,99 1,98 1,99 1,98
Ni258-0266 2,09 2,00 1,94 2,41 2,05 2,47 2,12
Ni259-0269 2,12 3,09 3,48 3,76 2,16 3,78 2,18
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Os valores da raiz do desvio médio quadratico (RMSD) sdo mostrados na tabela 4; os
valores em negrito correspondem a condicdo de menor RMSD de cada urease. Pode-se
observar que os resultados obtidos com a otimizagdo estdo mais proximos das estruturas
experimentais nos estados tripleto e , porém o estado quinteto foi escolhido devido ao padrao
hexacoordenado de cada ion Ni** observado nas estruturas cristalograficas.

Em relagio & protonagio do atomo de oxigénio entre os fons Ni'%, o mais provavel é o

estado anidnico (HO").

Tabela 4. Valores da raiz do desvio médio quadratico (RMSD)* entre atomos doadores de elétrons e os cations

Ni™?

U singleto singleto tripleto tripleto quinteto quinteto
rease

RHF/HO RHF/H,O UHF/HO UHF/H,0 UHF/HO UHF/H,0
1EIW 0,34 0,56 0,12 0,66 0,13 0,14
1FWJ 0,55 0,72 0,39 0,41 0,39 0,39

N
*RMSD = \/% Z (dexp - dteorica )2
i=1

Nos calculos semi-empiricos realizados para a defini¢do da multiplicidade de spin e do
estado de protonagdo foi considerado a constante dielétrica da 4gua (e=78,4). Como a
constante dielétrica pode ser um fator importante nos calculos, foi realizado um estudo
adicional otimizando-se o sitio da urease 1FWJ no estado quinteto e com OH com a constante
dielétrica do vacuo (e= 1,0 a 298K) e com a constante dielétrica 4,0, um valor comumente
usado para o interior de proteinas [FONG et. al, 2011; ESTIU & MERZ, 2007; CARLSSON
& NORDLANDER, 2010].

As estruturas foram analisadas a fim de se determinar em qual caso haveria uma
melhor reproducdo da estrutura cristalografica inicial. Para a andlise dos resultados, foram
escolhidos os mesmos 4tomos capazes de se coordenarem aos fons Ni*', usados anteriormente
(Figura 15). Através do programa RasMol, obteve-se o valor destas distancias de ligacdo. As
distdncias em A entre estes dtomos e os fons Ni*" estdo listadas na tabela 5, onde dexp € @

distancia experimental obtida a partir da estrutura cristalografica da urease 1FJW; de-4 ¢ a
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distancia obtida apos a otimizacdo considerando €=4,0; d.-;o ¢ a distancia obtida apos a

otimizacdo considerando &=1,0.

Tabela 5. Distancias em A entre os 4tomos doadores de elétrons e os atomos de Ni(I) no sitio ativo da urease

1FWI.

1FWJ e et o et 0
Ni258-Ni259 3,59 3,85 3,88
Ni258-N157 2,02 1,94 1,95
Ni258-N189 2,28 1,93 1,94
Ni258-0263 2,15 2,11 2,09
Ni259-0263 1,97 2,17 2,20

Ni259-N87 2,14 1,94 1,96
Ni259-N74 2,26 1,95 1,96
Ni258-0127 2,06 2,00 2,01
Ni259-0128 3,34 2,08 2,03
Ni258-044 3,36 333 3,30
Ni259-044 5,92 6,05 6,04
Ni259-0232 2,17 1,98 1,96
Ni258-0266 2,09 2,10 2,08
Ni259-0269 2,12 2,14 2,18

Os valores da raiz do desvio médio quadratico (RMSD) sdo mostrados na tabela 6, e
como pode ser observado, a constante dielétrica parece ndo exercer nenhuma influéncia na
estrutura do sitio da urease, visto que nao houve grande diferenca entre a estrutura nos dois
casos (e=4,0 e €=1,0). No entanto, a constante dielétrica do meio no qual estd inserida a
enzima se faz relevante no processo de inibicdo enzimatica, no qual, o ligante terd que ser

transportado da solugdo aquosa para um meio dielétrico diferente.

Tabela 6. Valores da raiz do desvio médio quadratico (RMSD)* entre atomos doadores de elétrons e os cations

Ni?

Constante dielétrica

4,0 1,0
(€)

RMSD 0,41 0,42

N
=|gRMkSY) = % z (dexp - dteorica )2
i=1
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5.2 Escolha da melhor fungéo de pontuagéo para o docking de ligantes na urease.

Através da figura 16 podemos observar que todas as fungdes do programa GOLD
conseguiram reproduzir muito bem a estrutura experimental do acido acetohidroxamico
complexado no sitio ativo da urease. Porém, a funcdo ChemPLP foi escolhida pois apresentou
um menor valor de RMSD em relacao as demais fungdes testadas, embora todas tenham tido

um bom desempenho (tabela 7).

Figura 16. Sobreposic¢do das estruturas do acido acetohidroxdmico co-cristalizado na urease (codigo 4UBP do
PDB) (padrao CPK de cores), e atracado com a fung¢do ASP (carbonos em verde), fungdo ChemPLP (carbonos
em ciano), fungdo Chemscore (carbonos em magenta) e fungdo Goldscore (carbonos em amarelo). Os ions de
niquel (IT) estdo representados como esferas em marrom, e o acido acetohidroxamico no formato de bastdes. Os

aminoacidos do sitio foram omitidos para melhor visualizag@o do inibidor.

Tabela 7. Valores da raiz do desvio médio quadratico (RMSD) para cada fungdo testada no procedimento de

redocking do ligante da estrutura 4UBP do PDB.

funcéo RMSD (A)
ChemPLP 1,2611
GoldScore 1,4364
ChemScore 1,8398

ASP 1,8502
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5.3 Construcédo do modelo de predigdo de atividade de inibidores da urease.

Para se construir um modelo tedrico de predicdo de atividade relativa ¢ mais
apropriado que os dados de inibi¢do experimentais sejam obtidos num mesmo experimento,
uma vez que existem erros analiticos intrinsecos a cada conjunto de fatores envolvidos num
determinado ensaio biologico, principalmente por parte do analista e da temperatura em que
foi realizado o experimento, visto que a atividade das enzimas costuma ser muito sensivel as
variagOes desta. Ainda que tais erros sejam pequenos, dentro de um mesmo experimento oS
resultados obtidos podem ser comparados de forma mais segura, uma vez que estiveram
submetidos as mesmas fontes de erros ¢ nas mesmas propor¢des. Dessa forma, buscou-se

explorar, separadamente, os dados referentes aos acidos fosfinicos da sériel e da série 2.

De acordo com a proposta de Wang e colaboradores (1994), desenvolvida no estudo
de inibidores da proteina quinase C, é possivel obter um modelo termodinamicamente
consistente (equagdo 15) de predigdo de atividade através da correlagdo linear multipla de
termos importantes no processo de inibicdo enzimatica, obtidos teoricamente. O mesmo
modelo, aplicado a inibidores da fosfodiesterase 4 [OLIVEIRA et al., 2006] e a inibidores da
CYP51 [ROCHA, 2009] na predi¢do da atividade de inibidores da esterol 14a-desmetilase
(CYP51), levou a bons modelos de predicao de atividade.

5.3.1. Modelo desenvolvido com base nos dados experimentais dos inibidores da série 1.

Na tabela 8 estdo listados os dados referentes aos acidos P-metil fosfinicos,
pertencentes a série 1 (figura 11): a energia livre de Gibbs necessaria para o transporte da
molécula do meio aquoso para o sitio ativo da enzima (AG;) o numero de ligacdes
rotacionaveis que ficam “congeladas” (Nyg) apés o encaixe desses inibidores na enzima,
determinado diretamente através da observagdo da estrutura de cada ligante; e a entalpia de
interacdo (AH;,) entre o inibidor e a urease, calculada através do método semi-empirico PM6,
segundo a equacdo 9. Assumimos o estado quinteto para o sistema (calculo UHF) devido ao
padrio hexacoordenado de cada ion Ni*" e a boa reprodugio das estruturas experimentais
(tabela 4) e constate dielétrica 4,0 por ser um valor que mimetiza o interior das proteinas e

que também demonstrou boa reprodugdo das estruturas experimentais (tabela 6).
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Wang e colaboradores (1994) consideraram o termo referente a AG; como sendo
proporcional a solubilidade em agua e fizerem uso de uma fungdo quadratica para este termo
(equacdo 15). Esta dependéncia quadratica entre K; ¢ a solubilidade foi justificada porque a
proteina quinase C ¢ uma enzima de membrana e os compostos devem apresentar alguma
solubilidade na fase lipidica para conseguirem chegar a enzima. Como eles também devem ter
solubilidade na fase aquosa, os melhores inibidores deveriam ter valores intermediarios para
esse termo. Embora a urease ndo seja uma enzima de membrana, a avaliacdo de um perfil
quadratico para o termo de AG; ¢ justificavel também nesse caso se considerarmos a
constante dielétrica bastante baixa no interior de proteinas (assumido como 4,0 neste estudo).
Porém, a andlise por regressdo multipla dos termos calculados na tabela 8 aplicados na
equacdo 15 nos conduziu a um modelo com uma correlacdo fraca com os valores de K;

experimentais (r2=0,58; SD=0,74).

Tabela 8. Logaritmo dos valores de K; experimentais, energia livre de Gibbs necessaria para o transporte do
inibidor da fase aquosa para o interior da enzima (AG,, kcal/mol); numero de ligagdes rotacionaveis congeladas
durante a intera¢do (N;), € entalpias de interagdo calculadas assumindo estado quinteto e constante dielétrica 4,0

(AH,,;, kcal/mol), para os inibidores da série 1.

Estrutura log(K;) AG; Nir AHiq
1 2,53 -0,11 2 24,50
2 1,32 -0,70 4 31,98
3 2,08 0,20 5 -16,44
4 2,33 -0,33 6 -57,81
> 1,40 0,24 8 22,61
6 1,57 -1,58 6 32,41
7 1,26 0,21 2 -19,21
8 1,63 0,96 5 71,00
9 2,13 -0,54 7 -49,44
10 -0,77 -1,90 7 11,02
11 1,24 -0,38 5 -4,67

Esta falta de correlacdo pode ter sido resultado da dificuldade em se estimar
precisamente a entalpia de interacdo dos complexos inibidor-enzima, devido ao uso da
aproximacdo UHF nos calculos semi-empiricos, necessaria para modelar o sistema no estado
quinteto [MUSIANI et al., 2001]. Nas estruturas otimizadas das séries 1 e 2, observou-se

contaminagdo de spin em diferentes niveis (de 1 até 34%), tanto dos sitios, quanto dos
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complexos, o que pode ter reduzido a precisdo dos resultados obtidos. A contaminagdo de
spin € causada pela mistura das fungdes de onda com o estado de spin esperado com outros
estados de spin. Isto pode em alguns casos aumentar a energia, se houver mistura com um
sistema de maior energia em comparagdo com a do sistema no estado de spin esperado.

Outra possibilidade para a falta de correlagdo refere-se aos valores do gradiente da
energia em fungdo dos parametros estruturais. Idealmente, como a energia ¢ um minimo em
uma estrutura otimizada, o gradiente correspondente deve ser zero. O uso do modelo de
continuo COSMO (com a constante dielétrica 4,0 e 78,4) em geral aumenta a dificuldade em
se alcangar a convergéncia, e os calculos para a obtencdo dos termos de AH;,; e AG; sao
muitas vezes terminados com valores de gradiente relativamente altos. Normas de gradientes
altas afetam principalmente a precisdo dos valores de AGj, pois as variaveis termodinamicas
sdo calculadas a partir das frequéncias vibracionais, e por isso ¢ necessario que o ligante
esteja no seu minimo de energia, ou seja, com uma norma de gradiente bastante baixa. O valor
recomendado pelo programa MOPAC nos arquivos output gerados nos calculos dos ligantes
usando a palavra chave “THERMO” ¢ de 0,2 kcal/(A ou rad).

Por ultimo, outra possivel fonte de erro refere-se 4 forma com que foram obtidos os
valores experimentais de K; dos inibidores da série 1. Segundo Vassiliou e colaboradores
(2008), os dados experimentais de K; obtidos foram determinados através do grafico de

Lineweaver—Burk (figura 17).

1 A
— e
v .
7
9’1/
// '\ Km
_i /,.’ Vmax
Krﬂ 2
\ /"3:\ 1
e :
P
»
7 0 (5]

Figura 17. Grafico de Lineweaver-Burk

Este grafico, descrito por Hans Lineweaver ¢ Burk Dear em 1934, tem origem na

equacdo de Michaelis-Menten de cinética enzimatica [LINEWEAVER & BURK, 1934], onde
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V ¢é a velocidade da reacdo, K, ¢ a constante de Michaelis-Menten, V,.x ¢ a velocidade
maxima da reacdo e [S] € a concentragao do substrato.

O grafico de Lineweaver-Burk foi amplamente utilizado antes da disponibilidade dos
computadores modernos e programas de regressdo ndo-linear para se determinar termos
importantes na cinética das enzimas, tais como K, ¢ V.x, mas esta sujeito a erros: o eixo y
tem o inverso da taxa de reacdo (1/V) o que faz com que pequenos erros de medi¢do sejam
maximizados. Além disso, a maioria dos pontos na equagdo ¢ encontrada muito mais a direita
do eixo y, por causa da limitacdo da solubilidade: como ndo existem grandes valores de [S], o
inverso desse termo leva a nimeros muito elevados, fazendo com que seja necessario uma
grande extrapolag@o para obter o valor onde a reta intercepta o eixo y ¢ x [HAYAKAWA et
al, 2006]. Um modelo linear muito mais exato ¢ o diagrama de Eadie-Hofstee, mas nas
investigacdes cientificas atuais, linearizagdes tornaram-se obsoletas e foram substituidas por
métodos mais fiaveis, baseados na analise de regressao ndo linear [BRAVO et al., 2001].

Mesmo diante destas possiveis limitacdes, foi feita uma analise mais detalhada dos
modelos obtidos. Ao se descartar a contribuigdo dos compostos 2 e 11, foi obtida a equacao

(16), com uma boa correlacio (+°=0,84; SD=0,55).

logK, = -1,62(AG, +0,38)+0,02AH,  +0,12N,, + 2,18 (16)

Apesar deste modelo (equacdo 16) ndo ter sido construido utilizando os dados dos
termos calculados de todos os inibidores da série 1, ele ainda envolveu a participacdo de
compostos com uma ampla faixa de valores experimentais de K; (0,17 a 340 puM).

Uma andlise das contribui¢cdes dos parametros utilizados neste modelo demonstrou
que os trés parametros contribuem de forma proporcional. Dentre os 9 compostos usados na
constru¢do deste modelo, 3 compostos tiveram sua atividade mais fortemente influenciada
pela variacdo da entalpia de interacdo, outros 3 compostos tiveram sua atividade mais
fortemente influenciada perda entropica associada a perda de liberdade conformacional e por
fim, outros 3 compostos tiveram o termo de AG; como o fator principal para a reducdo do
logK; (tabela 9).

A aplicagdo da equagdo 16 na predigdo da atividade dos acidos P-metil fosfinicos que
foram utilizados neste estudo reproduziu bem os valores de atividade experimentais (7=0,92;

SD=0,39), com excecdo dos compostos que foram eliminados (tabela 9 e figura 18).
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Tabela 9. Contribuigdo de cada termo variavel da equagdo 16, logK; medido experimentalmente, logK; calculado

pela equacéo 16, e a diferenga entre os valores de logK; experimentais e calculados.

Estrutura [-1,62(AG, +0,3 8)2] 0,02AH;,, 0,12N;z logK; exp logK; cac AlogK;
1 -0,12 0,49 0,24 2,53 2,79 -0,26
2" 0,17 0,64 0,48 1,32 3,13 1,81
3 -0,54 -0,33 0,60 2,08 1,91 0,17
4 -0,00 -1,16 0,72 2,33 1,74 0,59
5 -0,62 -0,45 0,96 1,40 2,06 -0,66
6 2,33 0,65 0,72 1,57 1,21 0,35
7 -0,56 -0,38 0,24 1,26 1,47 -0,21
8 2,91 1,42 0,60 1,63 1,29 0,34
9 -0,04 -0,99 0,84 2,13 1,99 0,14

10 -3,74 0,22 0,84 -0,77 -0,50 -0,27
e 0,00 -0,09 0,60 1,24 2,69 -1,45

# Estruturas eliminadas da série 1 para obtengdo da correlagdo final (equagdo 16).

Figura 18. Grafico de correlagéo entre logK; experimental e calculado, para os inibidores da série 1.
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5.3.2. Modelo desenvolvido com base nos dados experimentais dos inibidores da série 2.

Na tabela 10 estdo listados os dados referentes aos acidos P-metil fosfinicos,
pertencentes a série 2 (figura 12): a energia livre de Gibbs necessaria para o transporte da
molécula do meio aquoso para o sitio ativo da enzima (AG;) o numero de ligacdes
rotacionaveis que ficam “congeladas” (Niz) apos o encaixe desses inibidores na enzima,
determinado diretamente através da observacdo da estrutura de cada ligante; e as entalpias de
interacdo (AH,,) entre o inibidor e a urease, calculadas através do método semi-empirico
PM6, segundo a equagdo 9. Assumimos o estado quinteto para o sistema (calculo UHF) e
constate dielétrica 4,0.

Tabela 10. Logaritmo dos valores de K; experimentais, energia livre de Gibbs necessaria para o transporte do
inibidor da fase aquosa para o interior da enzima (AG;, kcal/mol); nimero de ligagdes rotacionaveis congeladas

durante a interagdo (V;z), € entalpias de interacdo calculadas assumindo estado quinteto e constante dielétrica 4,0

(AH;,;, kcal/mol), para os inibidores da série 2.

Estrutura log(KJ) AG, Nir AHin
12 1,98 0,36 4 -145,10
13 0,37 -0,16 3 -9,00
14 0,70 -0,69 4 -69,75
15 1,48 0,25 6 28,99
16 1,02 0,12 6 -39,84
17 0,06 0,05 6 68,81
18 0,13 -1,57 9 -71,99
19 1,50 -0,01 5 74,13
20 2,57 -0,96 7 -20,20
21 2,63 0,47 7 -12,69

A andlise por regressao multipla dos termos calculados para as estruturas da série 2,
utilizando os valores de AHj,, nos conduziu a uma equacdo de correlagdo fraca com os valores
de K; experimentais (r2=0,42; SD=1,07). Esta falta de correlacdo pode ser atribuida aos
mesmos fatores discutidos na constru¢do do modelo usando os compostos da série 1 (item
5.3.1) exceto pelo método usado para a obtengdo dos valores experimentais de atividade.
Segundo Vassiliou e colaboradores (2010) os dados experimentais de atividade dos acidos P-

hidroximetil fosfinicos (série 2, figura 12) foram obtidos através do programa GraphPad
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Prism 5 software. Este programa possui a possibilidade de escolha entre os graficos de Hanes-
Woolf, Eadie-Hofstee, Linewear-Burk, entre outros, porém estes graficos sdo usados apenas
como uma forma de exibicdo dos dados, e ndo como a primeira etapa do tratamento dos
dados. A primeira etapa ¢ feita pelo programa através da regressao ndo linear dos dados para a
obten¢do de melhores resultados [http://www.graphpad.com].

Foi feita uma analise mais detalhada da equacdo obtida a fim de se identificar qual
estrutura estaria contribuindo para a baixa correlagdio com os dados experimentais.
Excluindo-se a contribui¢do de apenas um composto, 18, obteve-se a equacdo 17 com uma

boa correlagdo com os dados de atividade experimentais (+°=0,80; SD=0,66).
logK, = 5,018(AG, +0,271)+0,002AH,, +0,029N,, + 0,042 (17

Apesar do modelo ndo ter sido construido utilizando-se os dados dos termos
calculados de todos os inibidores da série 2, ele ainda envolveu a participagdo de compostos
com uma boa faixa de valores experimentais de K; (0,43 a 428 pM).

Uma analise das contribui¢cdes dos trés parametros utilizados neste segundo modelo
demonstrou que, para esta série, a energia livre de Gibbs necessaria para transportar o inibidor
da fase aquosa para o sitio, ¢ o fator que mais contribui para a determinagdo da atividade
predita.

A aplicagdo da equagdo 17 na predi¢do da atividade dos acidos P-hidroximetil
fosfinicos que foram utilizados neste estudo reproduziu bem os valores de atividade
experimentais (#=0,90; SD=0,44), com exce¢do do composto que foi eliminado (tabela 11 e

figura 19).
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Tabela 11. Contribuigdo de cada termo variavel da equacdo 17, logK; medido experimentalmente, logK;

calculado pela equagdo 17, e a diferenca entre os valores de logK; experimentais e calculados.

Estrutura [5,018(AG; +0,271)] 0,002AH,, 0,029Nx  10gK; exp 1ogK; cae Alogk,;
12 1,998 -0,290 0,116 1,98 1,86 0,11
13 0,062 0,018 0,087 0,37 0,17 -0,54
14 0,881 0,139 0,116 0,70 0,90 0,20
15 1,362 0,058 0,174 1,48 1,64 0,16
16 0,767 -0,079 0,174 1,02 0,90 0,12
17 0,517 0,1376 0,174 0,06 0,87 -0,81
18° 8,467 0,144 0,261 0,13 8,63 -8,49
19 0,341 0,148 0,145 1,50 0,68 0,82
20 2,382 -0,040 0,203 2,57 2,59 -0,02
21 2,755 0,025 0,203 2,63 2,97 0,34

 Estrutura eliminada da série 2 para obtengdo da correlagio final (equagdo 17).
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Figura 19. Grafico de correlagdo entre logK; experimental e calc ulado, para os inibidores da série 2
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5.4 Analise dos termos envolvidos nos modelos da série 1 e 2.

5.4.1 Perda entropica do inibidor durante a interacio

Quando uma molécula deixa o meio aquoso e se liga a enzima, ocorrem significativas
perdas entropicas translacionais, rotacionais e conformacionais. As perdas entropicas
rotacionais e translacionais podem ser consideradas constantes [AMZEL, 1997]. A perda
entropica relacionada a nova conformagdo que o ligante passa a assumir no complexo com a
enzima ¢ dependente de caracteristicas especificas associadas a cada estrutura. Esta perda
entropica conformacional pode ser mensurada a partir da avaliacdo do nimero de ligacdes
rotacionaveis que o ligante possui. Como resultado da interagdo do inibidor com a enzima,
todas ou grande parte das ligagdes rotacionaveis ficam “congeladas”. Quanto menor a perda
entropica que uma molécula sofre ao interagir com o sitio ativo da enzima, mais negativa (ou
seja, mais favoravel) sera a energia livre de Gibbs da interagdo. Como AGj, ¢ diretamente
proporcional a constante inibitoria (logk;), este termo experimental deve ser diretamente
proporcional a perda entropica (Nzg), o que pdde ser observado nos modelos obtidos a partir

dos compostos das séries 1 ¢ 2 (equagdo 16 e 17).

5.4.2 Energia livre de Gibbs para a passagem do inibidor do meio aquoso para o sitio da

urcase.

O valor negativo para o coeficiente do termo quadratico de AG; no modelo da série 1
(equacdo 16) indica que a dependéncia da atividade no termo AG; € representada por uma
pardbola com concavidade voltada para baixo. Assim, os valores mais extremos para esse
termo contribuem para a obtencdo de valores de K; mais baixos (ou seja, de AGi, mais
favoraveis). Esse comportamento poderia ser explicado considerando-se a passagem do
inibidor para o sitio ativo da urease como ocorrendo em duas etapas de equilibrio, com
dependéncias distintas da solubilidade dos compostos. Desse modo, o termo AG; ndo seria
integralmente representado pela energia livre calculada pela equacdo 14 (igual a AGrs4.40),
associada somente a passagem do ligante da dgua para o meio com €=4,0. O termo AG; real
seria mais bem representado por uma soma de dois termos de energia livre, associados a cada

etapa de equilibrio (equagdo 18),
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AGl = AG + AGenz/sitio (18)

aq | enz

onde AG,y/en- € a energia livre de Gibbs necessaria para o ligante sair do meio aquoso e passar
para o interior da enzima, um meio que na média apresenta baixa polaridade € AGeyssinio € @
energia livre de Gibbs necessaria para o inibidor entrar no sitio ativo da urease, um meio que
deve ser bem mais polar devido a presenca dos ions niquel (II) e hidroxila e de residuos de
aminoacidos carregados.

Claramente, os dois equilibrios teriam dependéncias opostas do comportamento de
solubilidade dos ligantes. Um composto que fosse mais solivel em meio apolar teria um
termo AGygen- muito favoravel (muito negativo) € um termo AGey.siio desfavoravel (positivo);
0 oposto seria observado para um composto muito solivel em agua e, em ambos os casos, a
combinag¢do dos termos AGugen: € AGenzsiio levaria a um valor de AG; menor que zero
(favoravel) (figura 20). J& um composto com caracteristicas de solubilidade intermediaria

apresentaria 0s termos AGug/en- € AGenzsiiio cOM valores numericamente baixos, o que levaria a

um valor de AG; préoximo de zero.

AG;m AGmt
"N E g
AG,
€ > \ > G = .
AG
! A G"" q/enz A Genzfsitfo
A Gaqfe nz A Genz;’si tio
Equacao 16 Equagéo 17

Figura 20. Esquema ilustrativo do comportamento de AG;,,em fungéo de AG, e de suas componentes AGyyen. ©

AG ..o para a equacgdo 16 e para a equagdo 17.
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A diferenga entre o termo quadratico de AG; da equagdo 16 e da equagdo 17, conforme
pode ser observado no esquema ilustrativo da figura 20, seria a concavidade das curvas dos
equilibrios intermedidrios (em azul), o que faz com que a concavidade da parabola resultante
de AG; (em vermelho) fique voltada para baixo (equag@o 16) ou voltada para cima (equacao
17).

O valor positivo para o coeficiente do termo quadratico de AG; no modelo da série 2
(equacdo 17) indica que a dependéncia da atividade no termo AG; € representada por uma
parabola com concavidade voltada para cima. Assim, sdo os valores intermediarios para AG,
que contribuem para a obtengdo de valores de K; mais baixos (e de AG;,, mais favoraveis). O
modelo 2 (equagdo 17) prediz que o valor ideal para o termo de AG, é de aproximadamente -
0,27 kcal/mol, pois este valor torna nulo o termo quadratico de AG,, contribuindo para valores

mais baixos de logK,, ou seja, aumentando a atividade dos inibidores.

5.4.3 Entalpia de interacdo inibidor/urease

Em ambos os modelos, o coeficiente do termo AHj, ficou positivo, o que esta de
acordo com o principio de que quanto mais favoravel for a interagdo entre um ligante e o sitio
ativo de uma enzima (ou seja, quanto mais negativo for o valor da entalpia de interacdo),

menor sera do logaritmo de K; (ou seja, maior a atividade).

5.5 Predicdo da atividade relativa dos compostos da série 3.

Alguns compostos organofosforados sintetizados pelo grupo de sintese da UFRRJ,
coordenado pelo Dr. Jodo Batista Neves da Costa, foram sintetizados como possiveis
inibidores da urease (estruturas 22 a 29, da figura 13). Como sdo dialquilfosforilidrazonas,
estes compostos apresentam alguns heteroatomos com pares solitarios, capazes de interagirem
com os ions de niquel (II) localizados no sitio ativo da urease, como os oxigénios ligados ao
atomo de fosforo e os nitrogénios do grupo hidrazona. Porém, estes compostos também
possuem cadeias alifaticas, que contém entre 2 a 4 carbonos, ligadas a dois dos atomos de
oxigénio, dificultando a interacdo com os ions de niquel (II). Neste trabalho buscou-se avaliar
também o perfil de atividade dos intermediarios utilizados na sintese das
dialquilfosforilidrazonas: nitroisatina, cloroisatina, a-lapachona e B-lapachona (estruturas 30,

31, 32 e 33 da figura 13, respectivamente).
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Como a equagdo 16 apresentou correlacdo um pouco melhor do que a equacdo 17, ela
foi escolhida para se estimar as atividades dos compostos da série 3. Conforme descrito por
Wang e colaboradores (1994) o desenvolvimento da equacdo 15 (e, portanto da equagdo 16),
baseia-se na suposicdo de que as moléculas sejam semelhantes. Como a série de compostos
usada na obtengdo da equagdo 16 (série 1) e a série 3 apresentam diferengas estruturais
relevantes, a aplicacdo da equacdo aos inibidores da série 3 ndo deve levar a resultados
quantitativos da atividade prevista. Contudo, como as estruturas da série 3 sdo semelhantes
entre si, os erros associados com esta aplicacdo também devem ser proporcionais para estas
estruturas. Assim, € razoavel assumir que os resultados obtidos devem se manter paralelos aos
valores da atividade real dos inibidores da série 3. Dessa forma, os resultados da aplicagdo
direta da equag@o 16 aos compostos da série 3 devem ser considerados como um indicativo da
atividade relativa destas estruturas.

Os trés termos calculados para estes compostos estdo listados na tabela 12: a energia
livre de Gibbs necessaria para transportar o ligante do meio aquoso para o interior da enzima
(AG1); o niimero de ligagdes rotacionaveis que ficam congeladas apés a interacdo com a
enzima (Npg) e a entalpia de interacdo calculada pelo programa MOPAC2012 através do

método semi-empirico PM6, considerando o estado quinteto e constante dielétrica 4,0 (AH;,).

Tabela 12. Energia livre de Gibbs necessaria para o transporte dos inibidores da série 3 (AG}, kcal/mol), nimero

de ligagdes rotacionaveis congeladas (Nyz) e entalpia de interagdo inibidor/urease (AH,,, kcal/mol).

Estrutura AG, Nir AHin
22 1,54 5 66,30
23 2,15 3 176,37
24 -1,59 3 168,12
25 0,26 7 90,91
26 -1,27 3 34,90
27 -0,96 3 62,15
28 -1.40 3 56,88
29 -0,68 3 93,68
30 0,20 0 -22,85
31 0,20 0 102,13
32 0,10 0 163,40
33 -0,10 0 85,94
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Podemos observar pela tabela 12 que as entalpias de interagdo sdo previstas como
desfavoraveis para todos compostos, exceto para a nitroisatina (estrutura 30). Na intera¢ao
entre os compostos da série 3 com a urease, pode-se observar a presenca de algumas
interagdes hidrofobicas, mas estas ndo ocorreram em grandes propor¢des; houve também a
presenca de, em média, duas ligacdes de hidrogénio por complexo ligante/urease. Na maioria
dos casos, a interacdo dos oxigénios ligados ao fosforo com os ions de niquel (IT) ndo ocorreu.
Dessa forma, podemos supor que a falta desse tipo de interagc@o seja o fator principal pelas
entalpias de interacdo desfavoraveis das dialquilfosforilidrazonas da série 3.

Observou-se que nas interagdes entre as dialquilfosforilidrazonas sintetizadas a partir
da nitroisatina (estruturas 25, 26 e 27) com a urease, a extremidade contendo o atomo de
fosforo ficou direcionada para fora do sitio, ficando, portanto, a extremidade contendo o

grupo nitro direcionada para os ions de niquel (II).

Figura 21. Estrutura 26 complexada no sitio ativo da urease 4UBP (Bacillus Pasteurii) com 0 grupo nitro

direcionado para os ions de niquel (II). Inibidor no formato bastao e ions de niquel (IT) no formato de esfera.

Observou-se também que, dentre as dialquilfosforilidrazonas sintetizadas a partir da
nitroisatina, a estrutura 26 apresentou uma entalpia de interacdo menos desfavoravel e isso
pode estar relacionado ao fato dessa estrutura possuir menores cadeias alifaticas, fazendo com

que o grupamento nitro ficasse mais proximo dos ions de niquel (II) devido ao menor volume
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da molécula, facilitando o seu encaixe no sitio (figura 21). As distancias entre cada atomo de

oxigénio do grupo nitro dessa estrutura e os ions de Ni(II) foram de 2,27A e 4,21A.

Na interag@o entre o intermediario nitroisatina sem o grupamento P-terminal (estrutura
30) com a urease, a entalpia de interacdo apresentou-se favoravel (-22,85 kcal/mol) e as
distancias entre cada atomo de oxigénio do grupo nitro e os ions de Ni(Il) foram bem
menores: 1,88A e 1,87A, indicando que a interagio entre &tomos doadores de elétrons com os
ions de niquel (IT) ¢ um fator muito importante para a obtencdo de entalpias de interagdo mais
favoraveis.

Nas demais dialquilfosforilidrazonas sintetizadas a partir da a-lapachona, 3-lapachona
e cloroisatina, o grupamento dialquilfosforila ficou direcionado aos ions de niquel (II). As
entalpias de interagdo, nestes casos, provavelmente foram desfavoraveis devido as cadeias
alifaticas ligadas aos oxigénios, que impediram a interacdo efetiva dos oxigénios com os ions

de niquel (II) (figura 22).

Figura 22. Estrutura 22 complexada no sitio ativo da urease 4UBP (Bacillus Pasteurii). Ligante no formato

bastao e ions de niquel (IT) no formato de esfera.
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Tabela 13. Contribuigdo de cada termo variavel da equagdo 16 para os compostos da série 3.

Estrutura [-1,62(AG; +0,38)] 0,02AH,,, 0,12N,x logK; carc
22 -2,20 1,33 0,48 1,79
23 -5,10 3,53 0,24 0,84
24 -2,40 3,36 0,24 3,38
25 -0,67 1,82 0,72 4,05
26 -1,30 0,70 0,24 1,82
27 -0,54 1,24 0,24 3,12
28 -1,69 1,14 0,24 1,87
29 -0,14 1,87 0,24 4,15
30 -0,55 -0,46 0,00 1,17
31 -0,54 2,04 0,00 3,68
32 -0,38 3,27 0,00 5,07
33 -0,12 1,72 0,00 3,77

Podemos observar na tabela 12 que os valores do termo de energia livre de Gibbs para
o transporte dos inibidores do meio aquoso para o sitio da urease, sdo, em sua maioria,
negativos, indicando que eles possuem mais afinidade pelo meio apolar. Na tabela 13 estdo
apresentadas as contribuigdes de cada termo varidvel da equagdo 16 para os compostos da
série 3. Nesta tabela observa-se que, na maioria dos casos, a entalpia de intera¢do foi o termo
que mais contribuiu. A segunda maior contribuicdo deve-se ao termo AG;. O composto 23,
por ter uma alta afinidade pelo meio apolar, teve o termo AG, contribuindo fortemente para a

reducdo do logK; calculado.

5.6 Modificacao proposta nas estruturas da série 3.

De maneira geral, a retirada das cadeias alifaticas das dialquilfosforilidrazonas da série
3 poderia contribuir bastante para o desenvolvimento de inibidores da urease mais
promissores. Para avaliar o efeito disto na atividade, os trés termos variaveis da equagdo 16
foram calculados para a fosforilidrazona sintetizada a partir da B-lapachona, na qual as

cadeias alquilicas foram retiradas (estrutura 34, figura 23).
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Figura 23. Fosforilidrazona proposta, derivada da B-lapachona.

Essa estrutura proposta apresentou entalpia de interagdo com a urease bastante
favoravel, provavelmente devido a interacdo de dois oxigénios do grupo fosforilidrazona (na
forma desprotonada) com o ion de Ni(Il) de menor coordenacdo, o Ni794 (distancia de
interacdo igual a 1,88 A) e a interagio do terceiro 4tomo de oxigénio do grupo

fosforilidrazona com um residuo de Arg562 (1,51 A), conforme mostrado na figura 24.

Figura 24. Estrutura 34 complexada no sitio ativo da urease 4UBP (Bacillus Pasteurii). fons de Ni(Il) no
formato de esferas. Ligante no formato de bastdes com os carbonos em ciano. Arginina 562 no formato de

bastdes com carbonos em verde.
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A energia livre de Gibbs calculada para o transporte dessa estrutura do meio aquoso
até o sitio foi de 0,22 kcal/mol, ou seja, a retirada das cadeias alifaticas, como esperado,
resultou em uma molécula mais polar. Como esta estrutura ndo possui ligagdo rotacionavel, o
termo N ficou nulo, o que contribuiu para um valor mais favoravel da atividade. Na tabela
14 sdo apresentadas as contribui¢des de cada termo varidvel da equagdo 16 para a estrutura
proposta. A estrutura 34 possui um valor de K; predito na escala subnanomolar (K=0,00034

puM ou 0,34 nM) e por isso € bastante promissora na inibi¢do da urease.

Tabela 14. Contribuigdo de cada termo variavel da equagdo 16 para a estrutura 34.

Estrutura [-1,62(AG; +0,38)*] 0,02AH,, 0,12N,x 10gK; carc
34 -0,59 -5,06 0,00 -3,47

Como uma proposta para futuras modificagdes nos compostos da série 3, tem-se que a
retirada das cadeias alifaticas das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas a partir da [I-
lapachona, nitroisatina e cloroisatina pode resultar em inibidores tdo promissores quanto a

estrutura 34, derivado da B-lapachona.

6. CONCLUSOES

Numa primeira etapa deste trabalho, buscou-se definir as caracteristicas do sitio ativo
da urease, avaliando a multiplicidade de spin dos ions de Ni(Il) e o estado de protonagdo do
atomo de oxigénio localizado entre estes ions, informagdes uteis nos calculos de entalpia de
interagdo realizados posteriormente. Estudos com o método semiempirico PM6 indicaram que
o estado de spin mais provavel para a urease pode ser tanto o tripleto quanto o quinteto,
devido a melhor reprodugdo da geometria experimental de estruturas cristalograficas da
enzima, porém o estado quinteto foi escolhido devido ao padrdao hexacoordenado dos ions de
Ni(I). Da mesma forma, os estudos indicaram que o atomo de oxigénio localizado entre os
ions de Ni(Il) ¢ mais provavelmente um ion hidroxila

Numa segunda etapa, buscou-se construir um modelo de predigcdo de atividade para
inibidores da urease utilizando duas séries de compostos da literatura com valores de K;
experimentais conhecidos. O modelo desenvolvido nesse trabalho baseou-se na proposta
original de Wang e colaboradores (1994), no qual o uso de uma equacgdo resultante da

avaliagdo dos fatores entropicos e entalpicos envolvidos no processo de interacdo entre os
64



inibidores e a enzima permitiu o desenvolvimento de um modelo termodinamicamente
consistente para a predicao da energia livre de interagdo. Como demonstrado neste trabalho,
este método demostrou ter aplicabilidade geral para o desenvolvimento de modelos, podendo
ser usado mesmo em sistemas como a urease, que possui fatores complicadores, como a
presenga dos ions Ni(Il) no sitio catalitico, gracas a disponibilidade do método PM6, um
método quéntico semi-empirico parametrizado para metais de transicao.

Os modelos finais, que continham trés termos independentes, o nimero de ligacdes
rotacionaveis que ficam congeladas apds o encaixe do inibidor no sitio (Nzz), a energia de
livre de Gibbs necessaria para o transporte do inibidor do meio aquoso para o interior do sitio
(4G)) e a entalpia de interacdo (4H,,;), permitiram o calculo de energias livres de interacao,
que, convertidas em dados de K;, apresentaram boas correlagdes com os dados experimentais
disponiveis.

Uma série de dialquilfosforilidrazonas sintetizadas pelo grupo de sintese da UFRRI foi
analisada segundo o modelo desenvolvido de melhor correlagdo com os dados experimentais
(equacdo 16) e as atividades preditas indicaram que, provavelmente, estes compostos ndo sdo
bons inibidores da urease, devido principalmente as entalpias de interagdo desfavoraveis.

Através do modelo desenvolvido, foi possivel também estudar as modificacdes
estruturais necessarias nas dialquilfosforilidrazonas a fim de que estas moléculas se tornassem
inibidores mais promissores. A principal modificacdo observada refere-se a retirada dos
grupamentos alquila, pois, além de diminuir o Nz faz com que o termo entalpico seja mais
favoravel por favorecer a interagdo dos ligantes como os ions Ni(Il). A estrutura 34 proposta
nesse trabalho teve sua atividade predita pela equacdo 16 e demonstrou ser bastante

promissora, apresentando valor de K; predito na escala subnanomolar
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