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RESUMO

A obesidade ¢ uma das doengas que mais vem ganhando notoriedade nos tempos atuais,
afetando milhdes de pessoas no mundo inteiro. A maioria das opgdes farmacoldgicas hoje
oferecidas como tratamento, geram efeitos adversos indesejados ao paciente, podendo até
mesmo, em altas dosagens, comprometer sua saude de maneira irreversivel. Nesse contexto,
por desenvolverem menos efeitos adversos ao paciente, e terem um alto poder antioxidante os
curcuminoides vem sendo estudados como potenciais substancias com ac¢ao anti-obesidade. O
objetivo do presente trabalho foi estudar a interacdo teodrica de sete curcuminoides sintéticos —
DBACETONA, DBANISALDEIDO, DBCINAMALDEIDO, DBCLORO, DBCIANO,
DBTOXIDO e DBTIOFENO — estruturalmente semelhantes, diferindo apenas no tipo de anel
aromatico ligado a cadeia, no nimero de carbonos presentes na cadeia e nos grupos funcionais
ligados aos anéis, com a proteina da obesidade associada a massa gorda — FTO. A estrutura
cristalografica da molécula alvo foi obtida no banco de dados Protein Data Bank e os derivados
curcuminoides e o farmaco inibidor escolhido como referéncia, orlistate, foram desenhados e
otimizados no software Avogadro para posterior realizacdo de docking molecular no servidor
online SwissDock. Os resultados foram visualizados e avaliados com auxilio dos programas
USCF Chimera e BIOVIA Discovery Studio. Os curcuminoides sintéticos apresentaram valores
de energia livre de Gibbs favoraveis mostrando potencial termodinamico para uma interagao
significativa com FTO. Observou-se que alguns dos derivados curcuminoides e o farmaco
orlistate apresentaram interacdo em um mesmo sitio de ligagdo, demonstrando potencial
inibitorio. Diferentes interacdes intermoleculares foram encontradas para os derivados
sintéticos e o farmaco de referéncia, comprovando suas interagcdes com a macromolécula, dentre
elas: ligagdo de hidrogénio, m — cation, n — alquil, alquil, © — = em forma de T, ligacdo m —
hidrogénio e ligacdo covalente. Diferentes residuos de aminoacidos evidenciaram neste estudo,
a interagdo da proteina FTO com os curcuminoides sintéticos, destacando-se HIS305, LEU285,
PRO283, TRP42 e GLN41 — sitio ativo inibitdrio de orlistate e regido de acoplamento de outras
das moléculas candidatas testadas. Em conclusdo, todos os curcuminoides sintéticos
demonstraram interagdo com FTO, apresentando baixos valores de energia livre de Gibbs.
Dentre eles, DBANISALDEIDO foi a molécula de maior destaque. Os derivados sintéticos aqui
testados demonstraram-se bons candidatos a estudos de docking molecular mais robustos e
posterior estudo in vitro e in vivo.

Palavras-chave: obesidade; FTO; compostos fendlicos; docking; dbanisaldeido.



ABSTRACT

Obesity is one of the diseases that has gained the most notoriety in recent times, affecting
millions of people worldwide. Most of the pharmacological options offered today as treatment,
generate unwanted adverse effects to the patient, and can even, in high doses, compromise their
health in an irreversible way. In this context, as they develop fewer adverse effects to the patient,
and have a high antioxidant power, curcuminoids have been studied as potential substances with
anti-obesity action. The objective of the present work was to study the theoretical interaction of
seven synthetic curcuminoids - DBACETONE, DBANISALDEHYDE,
DBCINAMALDEHYDE, DBCHLORINE, DBCYAN, DBTOXIDE and DBTHIOPHENE —
structurally similar, differing only in the type of aromatic ring attached to the chain, in the
number of carbons present in the chain. and in the functional groups linked to the rings, with
the obesity protein associated with fat mass — FTO. The crystallographic structure of the target
molecule was obtained from the Protein Data Bank database and the curcuminoid derivatives
and the inhibitor drug chosen as reference, orlistat, were designed and optimized in Avogadro
software for subsequent molecular docking on the SwissDock online server. The results were
visualized and evaluated using the USCF Chimera and BIOVIA Discovery Studio programs.
The synthetic curcuminoids showed favorable Gibbs free energy values showing
thermodynamic potential for a significant interaction with FTO. It was observed that some of
the curcuminoid derivatives and the drug orlistat showed interaction at the same binding site,
demonstrating inhibitory potential. Different intermolecular interactions were found for the
synthetic derivatives and the reference drug, proving their interactions with the macromolecule,
among them: hydrogen bond, m — cation, © — alkyl, alkyl, = — n T-shaped, © — hydrogen bond
and covalent bond. Different amino acid residues showed in this study the interaction of FTO
protein with synthetic curcuminoids, especially HIS305, LEU285, PRO283, TRP42 and
GLN41 — orlistat inhibitory active site and coupling region of other candidate molecules tested.
In conclusion, all synthetic curcuminoids showed interaction with FTO, showing low values of
Gibbs free energy. Among them, DBANISALDEHYDE was the most prominent molecule. The
synthetic derivatives tested here proved to be good candidates for more robust molecular

docking studies and subsequent in vitro and in vivo studies.

Keywords: obesity; FTO; phenolic compounds; docking; dbanisaldehyde.
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1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma severa doenga que recebe cada vez mais notoriedade nos tempos
atuais. Disseminada por todo o globo, cerca de uma em cada oito pessoas no mundo sofrem
com a doencga ou se encontram acima do peso. Para além disso, a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) estima que até o ano de 2025, mais de 2,3 bilhdes de pessoas em todo mundo
sofrerdo com o excesso de peso (OMS, 2020).

Dentre as principais caracteristicas fisicas presentes nas vidas das pessoas obesas,
o excesso de gordura corporal destaca-se como a mais expressiva. Através do Indice de Massa
Corporal (IMC), parametro utilizado com base na razdo entre massa ¢ a altura do individuo,
profissionais de saude sdo capazes de diagnosticar se hd um sobrepeso, e, caso haja, qual o nivel
de obesidade que o paciente encontra-se. O valor do indice se dé entre 18,5 e 24,9 kg/m? para
pessoas de peso normal, entre 25 e 29,9 kg/m? para individuos diagnosticados com sobrepeso e
maior ou igual a 30 kg/m? para pessoas consideradas obesas (OMS, 2020).

A obesidade preocupa profissionais de saide em todo o mundo pois ¢ um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de doengas de alta severidade como diabetes
do tipo 2, hipertensao, doengas cardiovasculares, doengas vasculares como o acidente vascular
cerebral (AVC) e diferentes tipos de cancer (SBEMSP, 2022).

Hoje, os principais tratamentos incluem a mudanca de estilo de vida, diminuindo a
ingestdo de alimentos de alto teor calorico, a inclusdo da atividade fisica na rotina, além de,
quando necessario, realizar uma associagdo com alguns tipos de medicamentos. Em casos mais
graves, a intervencao cirdargica € o mais indicado (SBEMSP, 2022). Os principais medicamentos
utilizados atualmente para tratamento da obesidade demonstram eficacia, porém além demuitas
vezes serem dispendiosos, desenvolvem no paciente alguns efeitos adversos indesejados como
nauseas, vomitos, flatuléncia, célicas intestinais, incontinéncia fecal, além de serem contra
indicados a pacientes que estejam no periodo da gravidez ou apresentem doengas como
hipertensao, doenca arterial coronariana e hipertireoidismo (TAPALOGLU; SAHIN, 2021).

Estudos apontam a curcumina, principal componente da curcuma, como uma nova
forma de tratamento farmacologico para a obesidade, visto que demonstra ser uma molécula
promissora e eficaz, levando a perda de peso e a reducdo de doengas cardiovasculares no
paciente (BRADFORD, 2013). Outros compostos bioativos presentes na curcuma que vem
sendo cada vez mais estudados por serem semelhantes estruturalmente com a curcumina e de

efeitos farmacologicos similares sdo os curcuminoides (SIMENTAL-MENDIA ez al., 2019).
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O presente estudo tem como objetivo realizar uma triagem in silico, por docking
molecular, de curcuminoides sintéticos e avaliar sua afinidade de interagdo e possivel inibicao
de FTO — proteina da obesidade associada a massa gorda. Tal macromolécula esta envolvida na
regulagao do metabolismo energético e influencia diretamente no compulsdao alimentar e
sensagdo de fome ou saciedade. Polimorfismos no intron 1 desta proteina, principalmente FTO
r$9939609, leva a sua superexpressao e como consequéncia uma desregulagdo metabdlica e da

adipogénese, aumentando as chances dos pacientes desenvolverem um quadro de obesidade

(HAN et al., 2010; CHURCH et al., 2010; ZHAO et al., 2014).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Obesidade como doenca

Considerada uma doenga multifatorial complexa, a obesidade tem se tornado uma
condicdo cada vez mais preocupante, tornando-se a cada dia mais uma ameaca a saude publica
global, ndo s6 por afetar a qualidade de vida do paciente aumentando suas chances de
desenvolver outras graves doengas, como também por sua rapida expansao em todo o planeta.
De 1980 para cd, a populagdo de obesos no mundo dobrou e hoje cerca de um ter¢o do globo
encontra-se acima do peso (GBD, 2015).

O tecido adiposo em excesso tende a causar nos pacientes obesos pequenas
respostas inflamatorias em todo o organismo. Essa resposta caracteriza-se por ser diferente de
um processo inflamatério classico por ser de origem metabolica, ocasionada pelo consumo
excessivo de nutrientes e pela presencga exacerbada de células adiposas nos tecidos, conhecidas
por serem células metabolicas especializadas (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). Estas
células quando acumuladas, levam a superexpressao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-
a, IL-6, IL-1B, CCL2 e outros (BERG; SCHERER, 2005; SHOELSON et al., 2006). A
exposicao de tecidos como cérebro, figado, pancreas e musculo a essas citocinas promove o
desenvolvimento de sérias comorbidades, como diabetes mellitus do tipo 2, diferentes tipos de
cancer, doencas cardiovasculares, distirbios musculo-esqueléticos e problemas mentais,
(CHOOI; DING; MAGKOS, 2018) como mostra a figura 1. Por esse motivo, foi estimado que
no ano de 2014 nos EUA, os custos com a obesidade a nivel nacional ultrapassaram US$149,4
bilhdes (KIM; BASU, 2016). Ja na Europa, os custos atribuiveis a obesidade e a populacao com
sobrepeso equivalem a cerca de 0,47 a 0,61% do PIB da regido (VON LENGERKE; KRAUTH,
2011).
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Figura 1 — Comorbidades desenvolvidas em individuos obesos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A prevaléncia da obesidade por sua vez ndo se limita aos adultos, mas também
acomete a populacao infantil. Cerca de 40 milhdes de criangas abaixo dos 5 anos de idade e
mais de 330 milhdes de criancas ¢ adolescentes entre 5 ¢ 19 anos encontravam-se acima do
peso no ano de 2016 no nivel global (DI CESARE ef al., 2019), valor expressivamente mais
elevado quando comparado ao mesmo publico durante os anos 70, como ilustram as figuras 2
e 3. Tal fato chama atencdo visto que essa “epidemia” nos mais jovens pode levar a
consequéncias psiquiatricas, psicologicas e psicossociais como a depressao, ansiedade, baixa
auto-estima e outras desordens emocionais (QUEK et al., 2017; RANKIN et al., 2016). Além
disso ha certa dificuldade no tratamento da obesidade em criangas, levando as mesmas a se
tornarem adultos acima do peso, que a posteriori desenvolvem doengas que pde em risco sua

satde, diminuindo sua expectativa de vida (DI CESARE et al., 2019).
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Figura 2 — Prevaléncia de obesidade em meninos e meninas de 5 -19 anos em 1975. (A)

meninas e (B) meninos

Fonte: DI CESARE et al., 2019.
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Figura 3 — Prevaléncia de obesidade em meninos ¢ meninas de 5 -19 anos em 2016. (A)

meninas e (B) meninos
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Fonte: DI CESARE et al., 2019.

2.2 Abordagens terapéuticas

Por ser uma doenca multifatorial, a obesidade conta hoje com diferentes formas de

tratamento. Uma das principais abordagens ¢ a perda de peso através de um déficit caldrico
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aliado ao gasto energético por meio da atividade fisica (HALL et al., 2011). Dentre as principais
dietas aplicadas aos pacientes podemos citar: dieta de baixo valor calorico, dieta com baixo teor
de gordura, dieta baixa em carboidratos, dieta rica em proteinas, dentre outras (RUBAN et al.,
2019).

Para além da dieta e da atividade fisica, atualmente existem tratamentos
farmacoldgicos para o excesso de peso atuantes em diferentes alvos terapéuticos no organismo
humano. Por ser uma enzima chave na absorg¢do, digestdo e armazenamento lipidico e estar
ligada a formacao das lipoproteinas HDL (High Density Lipoprotein), LDL (Low Density
Lipoprotein), IDL (Intermediate Density Lipoprotein) e VLDL (Very Low Density Lipoprotein),
a lipase pancreatica tem sido um dos principais alvos no tratamento e controle de disturbios no
metabolismo lipidico associados a obesidade (KLOP; CABEZAS; ELTE, 2013; EHRICH et
al.,2003; POZZAN et al., 2004; SINGH et al., 2011).

Uma outra abordagem terapéutica utilizada é o emprego de medicamentos que
auxiliam consideravelmente na diminui¢do do peso dos pacientes em que sdo administrados.
Os medicamentos com este fim mais utilizadas atuam a nivel de Sistema Nervoso Central
(SNC), reduzindo a sensa¢do de fome, aumentando a sacia¢do e, por consequéncia, diminuindo
a ingestdo de alimentos. Tais medicamentos apesar de exercerem corretamente sua funcgao
farmacologica, estdo envolvidas com os perfis de efeitos adversos de maior toxicidade
observados, podendo levar a complicagdes principalmente cardiovasculares (RUBAN et al.,
2019).

Por estar intimamente ligada ao equilibrio caldrico e ao metabolismo do individuo
e sendo capaz de modular a absorcdo e a digestdo de substratos energéticos, a microbiota
intestinal surge como um potencial alvo para contribuir com uma diminui¢do do exacerbado
balango energético durante a obesidade (BACKHED et al., 2004). Além disso, pode ser
utilizada para modular este balango mesmo apds a aplicagdo de estratégias contra a obesidade
como as dietas ou mesmo a cirurgia bariatrica (SANTOS-PAULO et al., 2021).

Ainda que um dos fatores preocupantes da obesidade seja o desbalanco nas taxas
das lipoproteinas HDL, LDL e VLDL, outros fatores, como a resisténcia a insulina secundaria
ao desequilibrio metabolico, levam ao desenvolvimento, nesses pacientes, de diabetes mellitus
tipo 2, uma doenga endocrina preocupante € com sérias consequéncias na qualidade de vida do
individuo (HUANG et al., 2018). Outro alvo no combate a diabetes que tem se mostrado
promissor ¢ uma das vias metabolicas regulatorias no organismo, a sinalizagdo PI3K/AKT

(Phosphatidylinositol-3-Kinase/ Protein Kinase B) . Essa via desempenha um papel regulatério
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mediando o metabolismo lipidico, a sintese proteica e a proliferagao celular (ABEYRATHNA;

SU, 2015).

2.3 Farmacos utilizados no tratamento de obesidade

As alternativas farmacoldgicas ofertadas hoje no mercado pela industria
farmacéutica no combate a obesidade sdo limitadas. O uso de medicamentos geralmente ¢
acompanhado de dieta e/ou atividade fisica, nunca sozinho. Os pacientes contemplados com
essa opcao terapéutica sdo aqueles que apresentam um IMC > 27 kg/m? e apresentam fatores
de risco associados ou aqueles que apresentam IMC > 30 kg/m? (RUBAN et al., 2019).

O orlistate ¢ um dos principais farmacos de escolha no tratamento a obesidade, visto
que seu mecanismo de acdo e efeito farmacoldgico encontram-se muito bem elucidados. Ele ¢
capaz de inibir irreversivelmente a lipase pancredtica, responsavel por degradar a gordura
ingerida na alimentagdo, tornando em até 32% menor a absor¢do de gorduras, sendo estas
eliminadas nas fezes (ZHI et al., 1994). No entanto, tal medicamento possui efeitos
gastrointestinais indesejados como esteatorreia e incontinéncia fecal. Por isso o tratamento
nunca ¢ unicamente farmacologico e encontra-se sempre atrelado a pratica de atividade fisica e
a uma mudanga na alimentagao do paciente, com uma dieta pobre em gordura (SAHEBKAR et
al.,2017).

Outro medicamento utilizado como opg¢do de tratamento ¢ a liraglutida. Por ser
agonista do receptor peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1), impede a ligacao do receptor
com GLP-1 e seu efeito farmacologico. Este ¢ um hormodnio liberado em resposta a ingestao de
gordura e glicose no trato gastrointestinal, e atua de maneira central, inibindo o apetite ou de
maneira periférica sendo responsavel pela diminuicdo do peristaltismo e por alterar a
homeostase glicosidica (MELONI et al., 2013; SONODA et al., 2008). O principal efeito
adverso observado em pacientes que utilizam esse fairmaco ¢ o desconforto gastrointestinal,
porém em alguns usudrios reportou-se que, em altas concentragdes, houve o desenvolvimento
de uma comorbidade mais severa e que pode ser letal levando a uma morte fulminante, a
pancreatite aguda (SHYANGDAN et al., 2011; ALSAADOUN; ALSAADOUN; AL
GHUMLAS, 2022).

Um grupo de farmacos utilizados como alternativa para o tratamento sdo os
medicamentos anorexigenos de acdo central, derivados da B-fenetilamina (quadro 1). Tais

medicamentos atuam no nivel de sistema nervoso central, antecipando a sensagdo de saciagao
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durante a ingestdo de alimentos (MANCINI; HALPERN, 2006). Além disso, estudos

demonstraram que a sibutramina, um dos principais farmacos deste grupo, além de desestimular

a ingestao de alimentos, induziu a termogénese no tecido adiposo em animais de laboratdrio

(STOCK, 1997). Por possuirem uma estrutura base semelhante as monoaminas norepinefrina,

adrenalina e dopamina, como mostra o quadro 2, observa-se em alguns casos efeitos adversos

a nivel de sistema simpatico, como a elevacdo da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial

(TUCK et al., 1981).

Quadro 1 — Farmacocinética de medicamentos anorexigenos disponiveis no Brasil ¢ em

outros paises

Medicamento Pico (horas) t12 (horas) Dose (mg/dia)
Fenmetrazina 1-2 2-10 75
Benzofetamina 1-2 6-12 25-150
Fendimetrazina 1-2 2-10 70-210
Anfepramona 1-2 4-6 75-150
Mazindol 1-2 10 1-4
Femproporex 1-2 - 25-50
Fentermina 4-8 19-24 15-37.5
Fenfluramina 2-4 11-30 60-120
Dexfenfluramina 1-8 17-20 30
Sibutramina 1-4 16-18 5-30
Fenilpropanolamina 1-2 3-4 75
Efedrina 1-2 3-6 75

Fonte: adaptado de MANCINI & HALPERN, 2006

Quadro 2 — Aminas simpaticomiméticas que foram comercializadas como agentes anorexigenos

(continua)

o agonista

Sistema Mecanismo Farmaco Estrutura
Anfetamina Me
Estimula a liberagdo NH,
de norepinefrina
Adrenérgico Fenilpropanolamina
Me

@_Q_NHQ
OoH
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(conclusio)
Fentermina
Me
Estimula a liberagdo Me NH,
de norepinefrina
Anfepramona
Me
Estimula a liberagao NEt;
de norepinefrina
0
Mazindol
N
(
Bloqueia a N
recaptacao de
norepinefrina HO | N
",.r"'
Cl
Fenfluramina
Me
NHE
Estimula a liberagao ,
de 5-HT
FsC
Serotoninérgico -
Dexfenfluramina
Me
_ _ “~—NHEt
Estimula a liberagao
de 5-HT
FaC

Fonte: adaptado de KORDIK; REITZ, 1999.

2.4 Proteina da obesidade associada a massa gorda — FTO

Outra alternativa para tratamento farmacoldgico descoberta mais recentemente e
também relacionada a regulagao metabdlica ¢ a proteina da obesidade associada a massa gorda
(FTO). Esta macromolécula tem se mostrado presente por todo o organismo; no entanto, estudos
recentes tém demonstrado que a concentracdo de mRNA de FTO hepatico ¢ influenciada
diretamente por alteragdes no estado metabdlico, como no jejum. Por estar ligado ao controle

da expressao do gene gliconeogénico, sua concentragdo pode ser regulada negativamente pela
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insulina, bem como uma baixa concentra¢do circulante deste hormodnio, tende a elevar os
valores de FTO hepaticos (GAO et al., 2010; RONKAINEN et al., 2015; PORITSANOS; SAN
LEW; MIZUNO, 2010; MIZUNO et al., 2017).

O FTO ¢ uma proteina oxigenase dependente de Fe (II) e 2-oxoglutarato e exerce
uma fungdo catalitica na oxidacdo de grupos N-metil em acidos nucleicos, principalmente N6-
metiladenosina (m6A) em RNA (JIA et al., 2011; MAUER et al., 2019; GERKEN et al., 2007),
como ilustra a figura 4. O m6A RNA esta envolvido em diferentes processos bioldgicos, dentre
eles a diferenciacao celular, o metabolismo e a concentragdo de massa corporal, além do cancer
e outras comorbidades (BEN-HAIM; MOSHITCH-MOSHKOVITZ; RECHAVI, 2015; WANG
et al.,2022). O FTO tem sido objeto de estudo pela industria farmacéutica devido ao seu papel
nessas doencgas. Polimorfismos de nucleotideo tinico no intron de FTO estao relacionados com
um distarbio metabdlico favorecendo o aumento do peso corporal ¢ o desenvolvimento de
doencas metabdlicas como obesidade e a diabetes do tipo 2 (FRAYLING et al., 2007; DINA et
al., 2007). Estudos recentes demonstraram que a inibi¢do dessa proteina leva a uma prote¢ao

ao desenvolvimento de tais comorbidades além de diferentes tipos de cancer (GAO et al., 2021).

Figura 4 — Reagdo catalisada por FTO
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Fonte: Adaptado de SHISHODIA et al., 2021

Para melhor elucidagdo do mecanismo subjacente a selecdo do substrato de FTO,
determinou-se a estrutura cristalina do FTO humano com 31 residuos truncados na regido N-
terminal (FTOD31) ligados pelo mononucleotideo 3-metiltimidina (3-meT). A estrutura de
FTOD31 possui dois dominios bem definidos, uma por¢ao N-terminal e outra C — NTD (N-
Terminal Domain) e CTD (C-Terminal Domain) respectivamente, como mostra a figura 5.
NTD ¢ composto por uma B-hélice de fita dupla distorcida. Nenhuma estrutura semelhante foi
identificada para ser comparada com CTD, indicando que esta por¢do representa uma nova

dobra. Basicamente ¢ um a-helicoidal, que forma um feixe de trés hélices. Uma das extremidade
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do feixe de hélice faz extensas interagdes com a por¢do NTD. Desta forma, deduz-se que CTD
tem um papel importante na estabilizacdo da conformagdo de NTD. Mutagdes nessa regido

podem perturbar essa intera¢do, diminuindo a atividade de FTO (HAN et al., 2010).

Figura 5 — Estrutura da proteina da obesidade associada a massa gorda — FTO

% \ NTD

Fonte: HAN et al., 2010

Por ser um gene 2-oxoglutarato (20G) dependente, possui no sitio catalitico de
20G (figura 6) um alvo terapéutico para moléculas com considerdvel agdo inibitoria ja bem
descritas na literatura (SHISHODIA et al., 2021). Outras moléculas 20G oxigenases com o
mesmo potencial atuam formando interagdes eletrostaticas e ligagcdes de hidrogénio com as
cadeias laterais de ARG316, SER318 e TYR295. Além disso interagem também com HIS307
e ASP233 (AIK et al., 2013).
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Figura 6 — Sitio ativo de uma estrutura cristalina de FTO em complexo com
(PDB ID 4IES), utilizada como base no planejamento de moléculas inibitorias
de FTO
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Fonte: SHISHODIA et al., 2021

2.5 Curcumina e curcuminoides

A curcumina, [1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxy phenyl) -1,6-heptadiene- 3,5-dione],
¢ o principal componente da curcuma, especiaria amplamente utilizada na culinaria como
aromatizante e como corante natural desde o inicio da humanidade. Seu uso medicinal data de
2000 a.C. e costumava ser empregada como agente anti-inflamatorio. Com o avancar da ciéncia,
mais do seu uso farmacolédgico foi delineado e hoje ela se encontra como uma classe quimica
de acdo multi-farmacologica, com diversos efeitos benéficos a saide humana muito bem
definidos como efeito antiinflamatorio, antimutagénico (SINGH; KHAR, 2006), antioxidante
(KUOQ et al., 1996) e anticancerigeno (KUTTAN et al., 1985).

Estudos recentes apontam o uso efetivo da curcumina no tratamento de doencas
metabolicas como a obesidade e da diabetes mellitus do tipo 2 (JIN et al., 2017). Em
experimentos in vivo, seu uso levou a atenua¢do do ganho de peso corporal diminuindo a
deposicdo de massa gorda em tecidos, aliado & um catabolismo aprimorado no préprio tecido
adiposo. Além disso, promoveu uma redugao nos efeitos inflamatorios gerados pela obesidade
€ mostrou promover novamente uma sensibilidade corporal a insulina (TIAN et al., 2018;
WANG et al., 2016; WANG et al., 2014; WANG et al., 2015).

Apesar da composicao majoritaria da circuma ser a curcumina (figura 7), existem
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outros compostos derivados da mesma que também possuem acao farmacologica conhecida, os
curcuminoides. S3o compostos bioativos com caracteristicas quimicas e uma atividade
bioldgica semelhante a da curcumina (SIMENTAL-MENDIA et al., 2019). Por tais moléculas
apresentarem uma baixa solubilidade em 4agua, uma baixa biodisponibilidade oral e um rapido
metabolismo (TONNESEN et al., 2002), foram adotadas estratégias de modelagem molecular
para sintese de novos compostos que mantivessem seu grupo farmacoférico (bioativo) e nao
apresentassem tais dificuldades em seu uso. Dentre esses compostos curcuminoides sintéticos,
as chalconas (figura 8) surgiram como uma alternativa, visto que apresentavam uma

similaridade estrutural, porém mais simples e de mais facil sintese (ROBINSON et al., 2005).

Figura 7 — Estrutura quimica da curcumina
0 o)

CH,0 N P OCH,

HO OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.6 Planejamento de farmacos

A quimica medicinal € uma area multidisciplinar de importante papel na pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos (P&D) na industria farmacéutica. Contempla diferentes
especialidades da quimica e da medicina como quimica organica, farmacologia, biologia
molecular, bioinformatica, dentre outras (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). Sua
relevancia se baseia na descoberta de novos farmacos, no planejamento de farmacos a serem
sintetizados, na elucidacdo do mecanismo de acdo de substancias que ja provaram seu valor
farmacoldgico, além de entender o metabolismo destes compostos e a sua relagdo estrutura
atividade (WERMUTH, 2011).

Tendo como base a quimica medicinal e suas especialidades, o desenvolvimento e
a descoberta de novos farmacos divide-se em duas fases principais: a fase pré-clinica e a fase
clinica (LOMBARDINO; LOWE, 2004). No inicio dessa primeira fase, o foco concentra-se na
identificagdo e otimizacdo de compostos promissores que posteriormente podem vir a se tornar
medicamentos comercializados pela industria farmacéutica. Para tal, € necessario a escolha de

um alvo molecular, cuja relevancia no processo patologico do individuo possibilite, aliado a
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uma potencial acdo farmacoldgica do composto promissor, seja ela agonista, antagonista ou
inibidor enzimatico, uma evolugdo clinica no tratamento do paciente (WERMUTH, 2011). Os
alvos bioldgicos de escolha costumeiramente sdo receptores ou enzimas — proteinas — ou mesmo
materiais genéticos como DNA ou RNA (ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009).

O planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés
Structure-Based Drug Design) tem sido um dos principais métodos utilizados por cientistas
académicos ou mesmo na industria farmacéutica para o desenvolvimento e otimizacao de novos
compostos (ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009). Nessa técnica, aplicam-se
algumas estratégias computacionais que exploram mecanismos ¢ modos de ligagdo, bem como
as caracteristicas e intera¢des intermoleculares entre as moléculas e o alvo, a fim de otimizar o
desenho e sintese de compostos bioativos (FERREIRA; GLAUCIUS; ANDRICOPULO, 2011).
Portanto, faz-se necessario compreender o conceito da Relacdo Estrutura-Atividade (SAR, do
inglés Structure Activity Relationship) além de conhecer a estrutura dos alvos
macromoleculares ou alvos complexos como os do tipo ligante-receptor, para aplicagcdo da
SBDD. Por outro lado, quando a estrutura do alvo nao ¢ conhecida, utiliza-se uma outra técnica
baseada na estrutura quimica do ligante (LBDD do inglés ligand-based drug design). Nela
exploram-se as caracteristicas fisico-quimicas e propriedades do ligante bioativo (GUIDO;

ANDRICOPULO, 2008).

2.7 Docking Molecular

O docking molecular ¢ uma ferramenta computacional de suma importancia na
avaliacdo e descoberta de novos farmacos. O exacerbado contetido sobre estruturas e
caracteristicas fisico-quimicas de alvos em potencial nas Gltimas décadas permitiu o uso de
algoritmos eficientes para o processo de caracterizacdo de novos farmacos, possibilitando a
analise in silico de centenas de milhares de compostos em um repertorio de receptores
enzimaticos e supostos alvos farmacoldgicos (VLACHAKIS, 2018).

A geometria e estrutura molecular sdo apresentadas por suas distancias de ligacdo,
angulos diédricos e angulo de ligacdo, criando-se desta forma um conjunto de informagdes que
contribuem com a localiza¢ao de cada 4&tomo na estrutura molecular e no espaco tridimensional.
Além disso, avalia-se também a condi¢do energética da interagdo intermolecular por meio da
cinética e as formas de energia potencial da molécula. A energia armazenada nas ligagdes

quimicas descreve a energia de estiramento, curvatura e tor¢ao, regendo as forgas atrativas e
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repulsivas por interagdes de Van der Waals e eletrostaticas. Ja a energia livre de Gibbs fornece
a informagdo se uma intera¢do intermolecular ocorrerd de forma espontanea, visto que baixos
valores de AG sinalizam interagdes melhores e mais estaveis (VLACHAKIS, 2018; SULTAN
etal., 2018).

O docking molecular ¢ uma das mais relevantes abordagens computacionais de
SBDD para o advento de novas moléculas com potencial farmacologico. O processo de
docagem envolve a predi¢cdo das conformacdes de ligantes no alvo terapéutico (KITCHEN et
al., 2004), com uma posterior avaliagdo de parametros que norteiam diferentes tipos e forgas
de interagdo. De inicio tem-se o acoplamento do ligante com a proteina, de maneira que,
diversas conformagdes ¢ orientacdes de cada molécula sdo analisadas e avaliadas a depender
da estabilidade e do tipo de interacao com diferentes residuos de aminoacidos do alvo. Na etapa
final avalia-se as condi¢des que envolveram o processo, como energia de ligagdo, energia livre
de Gibbs, tipo de ligagio e forga de ligagdo. E feita entdo uma classificagdo de possiveis
candidatos a farmacos para avaliagdes experimentais posteriores mais profundas (FERREIRA

etal. 2011).



28

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a interacao in silico de curcuminoides sintéticos com aproteina da obesidade

associada a massa gorda — FTO.

3.2 Objetivos Especificos

a) Analisar a energia de intera¢do entre as moléculas de interesse e a proteina da
obesidade associada a massa gorda —FTO;

b) Avaliar os tipos de interagdes intermoleculares e as distancias destas entre os
ligantes e a proteina-alvo;

c¢) Identificar os locais de afinidade e interagdo das moléculas de interesse na

macromolécula.
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4 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, selecionou-se a estrutura cristalina de FTO em complexo com ssDNA
modificado com m6dA a partir do banco de dados do RCSB Protein Data Bank no formato
“pdb”. Em seguida, utilizou-se o programa UCSF Chimera 1.16 (PETTERSEN et al., 2004)
para remocgao dos residuos de aminoacidos e de dgua presentes na molécula modelo, bem como
do complexado em que esta estava acoplada. Posteriormente, as substancias ligantes a serem
testadas, orlistate e os curcuminoides, foram preparadas e otimizadas para a analise. O programa
de escolha foi o Avogadro (HANWELL et al., 2012), software que permitiu o desenho das
moléculas e otimizacdo das estruturas quimicas em conformag¢do 3D de maior estabilidade. A
molécula alvo e os ligantes foram entdo submetidos ao docking molecular, utilizando-se para
tal o servidor online SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011). Os resultados
obitidos foram visualizados e interpretados com auxilio dos seguintes softwares - UCSF
Chimera 1.16 (PETTERSEN et al., 2004) e Discovery Studio (MAGALHAES; CORREA,
2012).

A partir dos resultados obtidos no SwissDock, alguns modelos de interagao alvo-
ligante foram selecionados, tomando como base a energia livre de Gibbs (AG) envolvida na
ligagdo. Além disso, as regides do alvo em que houveram ancoragem das moléculas ligantes
foram analisadas e comparadas com o farmaco de referéncia escolhido.

Ainda que seja conhecido na literatura um inibidor seletivo para FTO, FB23, por
ter seu uso vinculado ao combate a leucemias (HUANG et al., 2019), por estudos demonstrarem
o potencial de inibicdo da proteina FTO por orlistate (MOHAMNMED; AL-NUMAIR;
BALAKRISHNAN, 2015; ALHARBI et al., 2013) e pelo mesmo ja ser um farmaco de escolha
no tratamento para a obesidade, este foi escolhido como farmaco de referéncia nos testes de
docking molecular. A partir dos resultados obtidos no SwissDock, alguns modelos de interagdao
alvo-ligante foram selecionados, tomando como base a energia livre de Gibbs (AG) envolvida
na ligacdo. As ligacdes escolhidas foram aquelas que apresentaram o maior AG observado para
cada interacdo entre alvo e ligante, considerando-se que estes apresentaram um AG > -6,0
kcal/mol. Valores superiores seriam indicativos de interacdes fracas, instaveis e ndo-
espontaneas, que provavelmente nao ocorreriam de maneira natural (SHITYAKOV;
FORSTER, 2014). Além disso, as regides do alvo em que houveram ancoragem das moléculas
ligantes foram analisadas e comparadas com o medicamento de referéncia. Observou-se a

distancia de ligagdo, os residuos da enzima envolvidos e os tipos de intera¢des intermoleculares



encontrados. A figura 9 elucida melhor o processo aplicado por meio de um fluxograma.

Figura 8 — Fluxograma da metodologia realizada para o docking molecular
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1 Obtencao e processamento da estrutura cristalografica de FTO
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A estrutura cristalografica da proteina da obesidade associada & massa gorda - FTO

em complexo com ssDNA modificado com m6dA (PDB: 5ZMD) (Figura 10) foi obtida do

RCSB Protein Data Bank (SAHA et al., 2013). A posteriori, realizou-se a preparagdo do alvo

utilizando o software UCSFChimera 1.16, por meio da remog¢ao dos residuos potencialmente

interferentes (aminoacidos, moléculas de 4gua, ions ou outras entidades quimicas presentes no

registro cristalografico) e da extrutura complexada.
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Figura 9 — Estrutura tridimensional da proteina da obesidade associada a massa gorda

complexado a ssDNA modificado com m6dA

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Desenho e otimizacio das estruturas quimicas dos curcuminoides

As estruturas quimicas dos derivados curcuminoides sintéticos foram gentilmente
cedidas pelo professor Dr. Hélcio Santos, da Universidade Estadual Vale do Acarat (UVA),
campus Sobral. Estruturalmente tais substancias possuem uma base semelhante: sdo compostas
por dois anéis aromaticos separados por uma cadeia insaturada de cinco carbonos, com um
grupo cetona no meio da cadeia. Somente uma das substancias difere deste padrao,
DBCINAMALDEIDO, que possui em sua cadeia central nove carbonos. Com relagdo aos anéis
aromaticos, DBTIOFENO ¢ a tnica substincia que possui dois tiofenos separados pela cadeia
carbonica. As demais moléculas apresentam um anel benzénico, possuindo cada uma delas
diferentes grupos funcionais (ou nenhum grupo) ligados a este anel.

As moléculas foram desenhadas no software Avogadro, conforme Quadro 3, e
otimizadas em sua conformagao tridimensional mais estdvel. Em seguida, os arquivos foram

exportados nos formatos “mol2” e “pdb”. Para critério de comparacdo, foi realizada a analise



também do orlistate, farmaco de referéncia escolhido.

Quadro 3 — Curcuminoides sintéticos derivados da curcumina.
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ESTRUTURA NOME (IUPAC) SIGLA
0] (1E,4E)-1,5-di(thiophen-2-yl)penta-1,4-dien-3- DBTIOFENO
| AN Z S one
Y |
0] (1E,4E)-1,5-diphenylpenta-1,4-dien-3-one DBACETONA
T
(0] (1E,3E,6E,8E)-1,9-diphenylnona-1,3,6,8- DBCINAMALDEI
O XX NF O tetraen-5-one DO
O (1E,4E)-1,5-bis(4-chlorophenyl)penta-1,4-| DBCLORO
O X 7 O dien-3-one
Cl Cl
e (1E,4E)-1,5-bis(4-methoxyphenyl)penta- | DBANISALDEIDO
A =
O O 1,4-dien-3-one
H,CO OCH;
o (1E,4E)-1,5-bis(4-ethoxyphenyl)penta- DBETOXIDO
A =
O O 1,4-dien-3-one
H;CH,CO OCH,CHs
o 4-[(1E,4E)-5-(4-cyanophenyl)-3- DBCIANO

oxopenta-1,4-dien-1-yl]benzonitrile

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro 4 — Orlistate

ESTRUTURA NOME (IUPAC) SIGLA
[(25)-1-[(2S,355)-3-hexyl-4-oxooxetan-2- Orlistate
P e " yl]tridecan-2-yl] (25)-2-formamido-4-
4 methylpentanoate
Pty prany 4

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Estudo de Docking Molecular

A interagdo tedrica entre os ligantes e a molécula alvo foi avaliada através do
docking molecular, utilizando o servidor online SwissDock, baseado em um método algoritmo
evolutivo multiobjetivo. Através desse servidor, a proteina-alvo ¢ mapeada, formando uma
malha tridimensional. As cavidades na malha sdo entdo avaliadas. A partir dai, aplica-se o
método para geragdo dos modos de ligagdo, posicionando a molécula préximo a um sitio,
definindo os 4tomos centrais. Os grupos ao redor sdo rotados, eliminando colisdes com os
atomos da proteina, repetindo até que ndo haja nenhuma colisdo.

Para a docagem molecular, o arquivo do alvo previamente preparado e as moléculas
de interesse otimizadas, foram submetidos no site http://www.swissdock.ch/docking#. O
SwissDock ¢ um servidor de web docking que permite a realizacao de calculos de docagem
molecular com base no seu software de docking EADock DSS (GROSDIDIER et al., 2011).
Tal plataforma online foi escolhida devido sua facil e intuitiva interface além da rapidez no
método de anélise. Os resultados foram avaliados e interpretados utilizando os softwares UCSF
Chimera 1.16 ¢ BIOVIA Discovery Studio 2021 Client. Cada arquivo gerado no docking
contém mais de 250 simulagdes (modelos de interagcdo) de possiveis interagdes entre o ligante e
amolécula alvo. A simulagdo escolhida para realizar a analise foi aquela que apresentou o maior
valor de energia livre de Gibbs (AG) pois tendem a ser mais espontaneas e mais provaveis de

ocorrerem in vivo.
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Além disso, os modelos selecionados foram avaliados também quanto a distancia
da ligagdo, quanto aos residuos de aminoacidos dos sitios de acoplagem e o tipo de intera¢ao
intermolecular entre os ligantes e a proteina alvo. Os resultados obtidos para o orlistate, por sua

vez, foram para fins comparativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os valores de AG obtidos ap6s a andlise das moléculas sintéticas e do
medicamento de escolha, utilizando a plataforma online SwissDock, a tabela abaixo foi

elaborada.

Tabela 1 — Moléculas ligantes, seus respectivos valores de AG resultantes da

interagdo com FTO

SIGLA AG (kcal/mol)
ORLISTATE -9.95
DBACETONA -7.47
DBTIOFENO -7.31
DBANISALDEIDO -7.88
DBCLORO -7.52
DBCINAMALDEIDO -7.30
DBCIANNO -7.85
DBTOXIDO -7.74

Fonte: Elaborado pelo autor.

Importante ressaltar que a termodindmica envolvida nas interagdes
intermoleculares entre as substincias testadas e a molécula alvo, norteiam a escolha do modelo
de predicdo a ser avaliado. O parametro de referéncia foi a energia livre de Gibbs (AG), utilizado
como determinante na espontaneidade da ligagdo/interacdo bem como sua estabilidade
termodindmica, uma vez que tem origem em fatores energéticos e entropicos. Valores mais
baixos de energia libre de Gibbs sdo observadas em interagcdes termodinamicamente estaveis e
mais favoraveis e/ou espontaneas (AJMAL, 2016).

Ao comparar os valores de AG das interacdes entre os ligante e a molécula alvo,
observou-se que o maior valor obtido ocorreu na ligagdo entre a proteina e o farmaco
antiobesidade escolhido, orlistate. Os curcuminoides também apresentaram bons valores de

energia livre de Gibbs, mostrando um potencial de interagao significativo com FTO, com niveis



36

de estabilidade suficientes para que as ligacdes ocorram de forma espontanea.

Os modelos selecionados no software Chimera, a partir do valor da energia livre de
Gibbs, foram visualizados e analisados utilizando o Discovery Studio Visualizer. Neste,
obtiveram-se os tipos de interacdes intermoleculares entre o ligante e o alvo, bem como a
distancia das ligagdes. Para cada simulagdo realizada, foram obtidas imagens que demonstram

a interagdo ligante-proteina alvo, como representadas nas figuras 11 e 12.

Figura 10 — Representacdo em 3D da intera¢do das moléculas orlistate (A), DBACETONA (B),
DBTIOFENO (C), DBANISALDEIDO (D) com FTO. A direita em verde a proteina FTO, em

branco o ligante
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As estruturas em 3D demonstram a regido em que ocorreu o acoplamento de cada
molécula ligante na proteina. Pelas imagens, observa-se que DBANISALDEIDO encontra-se
ancorado numa regido semelhante ao sitio catalitico que se liga o firmaco de escolha, orlistate.
DBACETONA ¢ DBTIOFENO por sua vez interagem em uma regido semelhante entre si, porém

mais ao sul do sitio catalico da macromolécula anteriormente citado.
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Figura 11 — Representacdo em 3D da interacdo das moléculas orlistate (A), DBCLORO (B),
DBCINAMALDEIDO (C), DBCIANO (D), DBTOXIDO (E) com FTO. A direita: em verde a

proteina FTO, em branco o ligante
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Fonte: Elaborado pelo autor.

DBCINAMALDEIDO, DBCIANO ¢ DBTOXIDO também interagiram com uma
regido da macromolécula semelhante ao sitio catalitico ocupado por orlistate. DBCLORO em
contrapartida se ligou em uma regido diferente das moléculas anteriores, em um local mais ao
sul, semelhante 8 DBACETONA e DBTIOFENO. Ainda que os dois sitios de ligagdo em FTO dos
curcuminoides sintéticos sejam diferentes entre si, um fato que pode explicar o motivo de sete
moléculas diferentes testadas interagirem somente em duas regides ¢ similaridade estrutural entre
elas, permitindo uma interagao intermolecular com os mesmos residuos de aminoacidos.

Nota-se que DBCINAMALDEIDO e DBACETONA sio estruturalmente muito
parecidas entre si, diferindo apenas no tamanho da cadeia insaturada. Entretanto, o aumento na
distancia entre os anéis aromaticos foi suficiente para que tais moléculas interagissem com regides
completamente distintas da mesma macromolécula. Tal fato explica a importdncia do docking
molecular no planejamento de fArmacos, uma vez que pequenas alteragdes estruturais na molécula
em desenvolvimento podem ser suficientes para interferir diretamente na interacao dela com o alvo,
fazendo o ligante se ancorar, ou ndo, em um sitio importante para a atividade catalitica da proteina.

DBANISALDEIDO, DBCIANO ¢ DBTOXIDO também apresentam substituigdes que
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aumentaram a polaridade da molécula, fazendo-as todas compartilharem afinidade pela mesma
regido catalitica.

Posteriormente, a partir da identificagdo dos residuos de aminoacidos com quais
houveram interac¢des intermoleculares, a tabela 2 foi criada.

Por ser um gene 2-oxoglutarato (20G) dependente, FTO vai ter no sitio catalitico
de 20G um alvo para sua propria inibi¢do. Tal sitio é composto pelos aminoacidos Arg316,
Ser318 e Tyr295, além de His307 e Asp233 (AIK et al., 2013). Apesar de ja bem descritos na
literatura poteciais moléculas com acdo inibitéria de FTO atuantes nesse sitio ativo
(SHISHODIA et al., 2021), nem o farmaco de escolha orlistate, nem nenhum curcuminoide
sintético testado apresentou afinidade por tal regido na macromolécula.

Orlistate mostrou afinidade por His305, Leu285, Pro283, Trp42 e Gln41. Alguns
dos derivados curcuminoides sintéticos testados também interagiram com residuos semelhantes
a ele como Pro283, Trp42 e Gln41. Na literatura, pesquisas apontam o orlistate como potencial
inibidor de FTO (MOHAMNMED; AL-NUMAIR; BALAKRISHNAN, 2015; ALHARBI et
al., 2013), dessa forma, tais moléculas sintéticas por se acoplarem em regides proximas ao seu
sitio catalitico, ou no proprio, demonstram-se promissoras como também inibidoras da
macromolécula.

Com relagdo ao tipo de interagdes intermoleculares observadas, as substancias
DBCIANO, DBCLORO e DBACETONA apresentaram 1 interagdo em comum com o farmaco
de escolha, DBTIOFENO e DBCINAMALDEIDO apresentaram 2 interagdes em comum com
o orlistate ¢ DBANISALDEIDO apresentou 4 interagdes em comum, tornando-se aquela que
mais demonstrou similaridade nos tipos de ligagdes intermoletulares entre o ligante e a proteina
alvo, sendo elas do tipo: alquil; & — alquil; ligagdo covalente e ligacdao de hidrogénio. Na tabela
3 foram compilados todos os tipos, bem como a quantidade de interagdes intermoleculares

contempladas no acoplamento dos ligantes e da macromolécula.
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Tabela 2 — Interacdes entre ligantes e residuos de amino4cidos da proteina FTO e seus respectivos valores de distincias intermoleculares (A)

ARG ARG ASN ASP ASP CYS GLN GLN GLNGLNHIS HIS LEU LEU LYS PHE PRO SER TRP TYR TYR VAL

Residuos
316 462 447 233 161 472 41 446 451 457 305 307 285 439 469 38 283 318 42 295 475 493
Orlistate - - - - - - 271 - - - 505 - 454 - - - 4.82 - 444 - - -
3.00 4.86
- 4.08 - - - 439 - - - 3.60 - - - - 427 - - - - - 506 -
DBACETONA
5.19
- 3.62 - - - 394 - - - 3.79 - - - - 4.06 - - - - - 586 -
DBTIOFENO
4.26 4.55 4.81
DBANISALDEIDO - - 296 - - - 3.03 - - - - - - - - - 512 - 512 - - 5.32
4.52 5.01
3.88
- 451 - - - 3.87 - - - - - - - - 4.65 - - - - - 512 -
DBCLORO
4.73 3.88
, - - - - - - - - - - - - - 459 - 499 447 - 525 - - 5.02
DBCINAMALDEIDO
DBCIANO - - - - - - 3.1 - - - - - - - - - - - - - - -
, - - - - - - 411 415 - - - - - - - - - - 449 - - -
DBTOXIDO
4.49

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 3 — Tipos de interagdes entre as substancias ligantes e os residuos de aminodcidos da molécula alvo
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Tipo de Ligacao de -7 - Ligacao m—amida -7 Ligacao « -
7t — alquil Alquil
interacio Hidrogénio empilhado cation covalente empilhado  em forma Hidrogénio
de T

Orlistate 1 - - 1 3 2 - - -
DBACETONA 1 - 1 - 1 - - 1 1
DBTIOFENO 2 - 1 - 3 - - 1 1
DBANISALDEIDO 1 2 ; 1 2 2 ; ; _
DBCLORO - - 1 - 4 - - - 2
DBCINAMALDEIDO ; - ; - 2 2 - 1 ;
DBCIANO 1 - - - - - - - -
DBTOXIDO - _ _ _ i i 1 - o)

Fonte: Elaborado pelo autor.



43

As interacdes intermoleculares s3o resultantes das forcas atuantes entre as
moléculas, que influenciam no comportamento eletronico de seus atomos e suas proximidades.
Dentre essas forcas, aquelas de dispersdao apresentam menor for¢a intermolecular como por
exemplo a ligacdo de Van der Waals, uma interagdo relativamente simples entre
hidrocarbonetos. J4 interagdes do tipo dipolo-dipolo, que ocorrem geralmente na presenga de
atomos mais eletronegativos, ¢ considerada mais forte e de maior afinidade entre as moléculas.
Dentre todas as interagdes intermoleculares, as ligacdes de hidrogénio sdao aquelas que
demonstram maior for¢a intermolecular e, por consequéncia, a menor distancia entre as
ligacdes, tornando mais dificil afastar uma molécula da outra (ROCHA, 2001).

Confirmando o que fora dito anteriormente, no presente estudo as ligagdes de menor
distancia intermolecular foram as ligacdes de hidrogénio, justamente por possuirem maior
afinidade e forga de ligagdo. O valor observado das distdncias intermoleculares foram de 3,00
a 3,79 angstrons (A), classificadas como interacdes de hidrogénio de forte intensidade para
aquelas com valor < 3,1 A e de fraca intensidade para aquelas com valor > 3,1 A (IMBERTY,
1991).

A ligacdo de hidrogénio ¢ uma interacdo intermolecular ndo convencional que
ocorre entre um atomo de hidrogénio presente em uma ligagdo polar e um par de elétrons nao
compartilhado em um ion, ou ainda com um atomo préoximo pequeno e eletronegativo. Esse
tipo de interagdo foi observada em algumas das moléculas testadas e a proteina alvo, algo
natural visto que a estrutura quimica dos aminoécidos ¢ constituida de 4&tomos eletronegativos
como oxigénio e nitrogénio em todos, e enxofre no caso da metionina (LEHNINGER, 2014).

Algumas interagdes ndo convencionais sao comuns entre estruturas com anel
aromatico, como ocorre em sistemas bioldgicos na presenga de acidos nuclé€icos e proteinas.
Estas sdo descritas como interagdes do tipo m. Sdo resultado da relacdo de atracio o-m e repulsdo
n-1, conhecidas como intera¢do n empilhada ou n-n stacking (MIKULSKI et al., 2014). Dentre
os curcuminoides sintéticos testados, apenas em um foi observado esse tipo de interagdo,
DBANISALDEIDO. A interagio se deu entre o anel aromatico dessa molécula com residuo do
aminodcido triptofano (TRP 42), que também possui anel aromatico em sua estrutura. Os
valores na distancia intermolecular para interacdes do tipo n-m stacking foi maior, variando
entre 3,88 a 5,01 A, o que indica uma menor forca de interagio em relacdo as ligacdes de
hidrogénio.

Outro tipo de interag@o observada ¢ a m-amida stacking, uma ligacdo intermolecular

ndo covalente que acontece entre um sistema « rico em elétrons € um grupo amida, sendo do
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tipo dipolo-dipolo (FOKOUE et al., 2020). Tal interagdo so foi percebida em uma molécula
testada, DBTOXIDO e interagiu com o residuo de aminoacido GLN41. A distancia de ligagio
observada foi de 4,49 A.

Na intera¢ao do tipo m- m em forma de T, ocorre a interagdo de uma nuvem de
elétrons pi entre dois grupos aromaticos, mas em forma de T, ou seja, a nuvem de elétrons de
um anel interagem com a de outro que esteja perpendicular a este, podendo haver sobreposicao
de anéis ou ndo (TIAGO, 2011). DBACETONA, DBTIOFENO e DBCINAMALDEIDO foram
as moléculas que apresentaram este tipo de ligagdo intermolecular. As duas primeiras
interagiram com TYR475 e a tltima com TRP42. A distancia de ligacdo variou entre 5,06 e
5,86 A.

Ligagdes do tipo alquila-arila ou m-alquil sdo consideradas como liga¢des de
hidrogénio com anel aromético ndo-classicas, caracterizadas como dipolo-dipolo induzido
fracas, tendo papel importante na estabilidade de complexos ligante-proteina (FOKOUE et al.,
2020). Essa interacdo foi a mais observada entre os acoplamentos dos ligantes estudados, visto
que todas possuiam um anel aromatico em sua estrutura, possibilitando tais interacdes com
diferentes residuos de aminoacidos como CYS472, LYS469, ARG462, VAL93, TRP42,
HIS305, TYR475 e PHE38. Os valores das distancias das ligagdes por sua vez variaram entre
4,08 ¢ 532 A.

Interagdes do tipo m-cation sdo observadas entre um grupo ou atomos carregados
positivamente e a nuvem de elétrons m presente em um anel aromadtico. Esta interacdo ¢
comumente vista em sistemas biologicos como 4acidos nucleicos, enzimas, peptideos,
imunocomplexos e liga¢des ligante-proteina (MAHADEVI; SASTRY, 2013; SHERRILL,
2013; RODRIGUEZ-SANZ; CABALEIRO-LAGO; RODRIGUEZ-OTERO, 2014).
DBACETONA, DBTIOFENO e DBCLORO apresentaram esse tipo de ligagdo, todos
interagindo com o residuo LYS469. A distancia de ligagdo variou entre 3,88 e 4,27 A.

Ligacdes m-hidrogénio sdo observadas na interagcdo entre um atomo de hidrogénio,
ligado a um carbono ou a atomos/grupamentos eletronegativos como hidroxila, e a nuvem de
elétrons m presente em anéis aromadticos. Sao de forte interacdo, podendo em certas
circunstancias ser superiores as ligagdes de hidrogénio. (DU et al., 2013; PANASIK JR;
FLEMING; ROSE, 2005; RAGONE, 2001). Nos ligantes testados essa for¢a intermolecular foi
a segunda mais observada, interagindo com os seguintes residuos de aminodcidos: GLN457,
CYS472, LYS469, GLN446 e GLN41. A distancia de ligagdo se manteve entre 3,60 e 4,15 A.

As ligagdes do tipo covalente, sdo definidas como aquelas em que ocorre um
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compartilhamento de elétrons, resultando numa forte atragdo entre dois atomos. Pode-se
partilhar um ou mais pares de elétrons, gerando uma maior densidade eletronica, atraindo
indiretamente os nucleos carregados positivamente mantendo a molécula unida
(FERNANDES, 2015). Esse tipo de ligacdo ¢ considerado forte ¢ ¢ comum entre atomos de
carbono e hidrogénio. No presente estudo, duas moléculas testadas apresentaram este tipo de
interagdo com FTO: o farmaco orlistate ¢ DBANISALDEIDO em GLN41 e ASN447
respectivamente. Os valores de distancia foram os menores obtidos em todos os testes, sendo
2,71 A para orlistate e 2,96 A para DBANISALDEIDO.

A partir do modelo in silico realizado, foi possivel prever as interagdes
intermoleculares para cada molécula analisada e FTO. Tais resultados estdo apresentados nas

figuras abaixo.

Figura 12 — Diagrama 2D da interacdo entre orlistate e FTO.

n-

Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme visualizado no diagrama 2D acima, o firmaco antiobesidade de escolha,
orlistate apresentou interagdes com alguns residuos de aminoécidos da proteina FTO. Observa-
se a interagdo de ligacao de hidrogénio do dtomo de oxigénio com o aminoacido GLN41 e no
mesmo residuo uma ligacao covalente do tipo C-H. Além disso, observou-se ligacdes do tipo

n-alquil em TRP42 e HIS305 e alquil em LEU285 e PRO28§3.
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Figura 13 — Diagrama 2D da interacdo entre os curcuminoides sintéticos com FTO
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E vélido ressaltar que, apesar de nem orlistate nem os ligantes testados interagirem
com residuos de aminodacidos do sitio catalitico de 20G, citado anteriormente como principal
alvo para inibidores de FTO, o medicamento de escolha ja foi descrito na literatura como um
promissor inibidor do gene e as moléculas aqui testadas compartilharam de semelhantes pontos
de interagdo com aminoacidos.

DBCIANO, DBANISALDEIDO ¢ DBTOXIDO apresentaram interagdes com
GLN41. Destes, os dois primeiros mostraram compartilhar ndo s6 do mesmo residuo que
orlistate, mas também do mesmo tipo de ligagdo, a de hidrogénio. DBANISALDEIDO,
DBCINAMALDEIDO ¢ DBTOXIDO demonstraram afinidade por TRP42 ¢ destes, o primeiro
apresentou o mesmo tipo de liga¢do que orlistate, n-alquil. Por fim, DBCINAMALDEIDO ¢
DBANISALDEIDO se ligaram a outro ponto em comum com orlistate, PRO283, sendo a
segunda molécula a que demonstrou o mesmo tipo de interagdo intermolecular com o residuo,
ligac¢do do tipo alquil.

Orlistate foi a unica molécula a interagir com a subunidade NTD de FTO.
DBACETONA, DBTIOFENO, DBCLORO e DBCIANO interagiram com a por¢ao CTD de
FTO. DBANISALDEIDO, DBCINAMALDEIDO ¢ DBTOXIDO interagiram com as duas
subunidades da macromolécula.

Com relacdo a estrutura quimica de cada molécula testada e sua influéncia nas
interacdes intermoleculares, temos que DBCIANO que apresenta ligado a seus anéis aromaticos
um grupo fortemente retirador de elétrons (-C=N), foi a molécula que menos interagiu com
FTO, com somente uma ligacdo intermolecular. Ainda que geralmente moléculas maiores
apresentem uma superficie de contato maior com o alvo e por consequéncia mais interagoes
(JUNQUEIRA, 2017), DBCINAMALDEIDO, tnica substincia com nove carbonos em sua
cadeia central, se ligou apenas em seis residuos de aminoacidos de FTO. A halogenacao do anel
aromatico dos derivados curcuminoides ndo demonstrou ser uma estratégia para uma
significativa melhora de interacao, visto que DBCLORO e DBACETONA, que diferem apenas
pela presencga do atomo de cloro ligado ao anel benzénico da primeira, demonstraram o mesmo
numero de ligagdes em FTO, seis. DBANISALDEIDO ¢ DBTIOFENO por sua vez, possuem
em sua estrutura grupos que geram uma densa nuvem de elétrons livres, que permitiram um
maior nimero de interacdes dentre todos os outros derivados curcuminoides testados, oito
ligacdes com residuos de aminoacidos da macromolécula.

Interessante pontuar que apesar de muitos dos ligantes testados ndo compartilharem

do mesmo sitio de ligagdo, ou similar, que orlistate em FTO, € possivel encontrar na literatura
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diferentes candidatos a inibidores da macromolécula que possuem sitios cataliticos diferentes
tanto de 20G, como do farmaco testado (ZHANG et al., 2019; HE et al., 2015; WANG et al.,
2018). Desta forma, nao pode-se descartar a possibilidade destes compostos agirem de maneira
inibitoria, principalmente pois o enovelamento ou dobramento de uma proteina e seu arranjo
tridimensional influenciam diretamente na sua funcdo no organismo, determinando sua
interacdo com o meio em que estd inserida (TANOUYE, 2018; CONTESSOTO et al., 2018).
Assim sendo, qualquer substancia quimica que seja capaz de influenciar nessa conformacao ou
mesmo altera-la, pode atuar por meio do que se denomina inibi¢ao alostérica, diminuindo o
potencial bioativo da macromolécula (LEHNINGER, 2014). Valido ressaltar que todos os
curcuminoides sintéticos testados apresentaram ligagdes com energia livre de Gibbs baixa o
suficiente para acontecerem de forma espontanea e estavel.

Tais resultados conversam diretamente com evidéncias presentes na literatura, em
que o uso de curcumina na suplementacao alimentar apresentou efeitos positivos na redugao do
tecido adiposo e nas condi¢des de obesidades apresentadas tanto em animais modelos em
estudos pré clinicos como em pacientes em estudos clinicos (ZHAO et al., 2017).

Para comprovar o potencial dos curcuminoides aqui avaliados como candidatos na
terapia da obesidade por meio de inibi¢ao da proteina FTO, um estudo mais robusto de docking

molecular € necessario, com posterior analise in vitro € in vivo.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados observados foi possivel identificar as interacdes tedricas dos
derivados curcuminoides em estudo com a proteina da obesidade associada a massa gorda
(FTO). Algumas das moléculas testadas apresentaram similaridade na interagdo com o alvo
quando comparadas ao farmaco de escolha utilizado, orlistate. Além disso, a partir da analise
realizada, a molécula DBANISALDEIDO foi a que se mostrou mais promissora dentre as
demais, apresentando oito interagdes intermoleculares com FTO, destas, trés foram semelhantes
ao farmaco de escolha, ligando-se ao mesmo residuo de aminoacido com o mesmo tipo de
interagdo. Além disso, foi a inica molécula além de orlistate a apresentar uma ligacao do tipo
covalente com a molécula alvo. Desta forma, DBANISALDEIDO pode servir de ponto de
partida para testes futuros. Os resultados obtidos neste presente estudo podem direcionar para

a descoberta de novos farmacos para o tratamento da obesidade.
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